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RESUMO

No atual cenario cientifico diversos grupos de pesquisa buscam alternativas na
protecdo de micro-organismos probioticos, estes, por definicdo sao bactérias ou
leveduras que, quando ingeridas em quantidades adequadas, conferem beneficios a
saude do hospedeiro. Microencapsular essas bactérias em matrizes poliméricas tém
proporcionado excelentes resultados tanto na manutencdo da viabilidade celular
durante a estocagem, quanto na possibilidade de aplicagdo desses micro-organismos
em alimentos. Paralelamente, cresce a demanda por alimentos com propriedades
funcionais. Entre as classes emergentes de alimentos com dada alegagao, estéo os
alimentos adicionados de probidticos. Em geral, a adigdo de probiéticos em alimentos
€ comumente atrelada a produtos lacteos, entretanto, outros veiculos provenientes de
matérias-primas ndo-lacteas tém sido estudados para atuarem como suportes destas
bactérias. Com finalidade de auxiliar no aumento da vida de prateleira de frutas e
hortalicas, coberturas comestiveis a base de polimeros naturais tém sido amplamente
utilizadas contribuindo para preservagao de caracteristicas fisicas e quimicas destes
produtos, além de que podem atuar como carreadoras de cultura probidtica. O objetivo
deste estudo foi avaliar a influéncia de polimeros oriundos de mucilagens de quiabo e
linhaga, fruto-oligossacarideos (FOS) e exopolissacarideo Botriosferana do tipo 3-D-
glucana em processo de microencapsulagéo de probioticos com alginato de sédio, e
na elaboracédo de coberturas comestiveis carreadoras de L. casei LC-01 para yacon
(Smallanthus sonchifolius) minimamente processado. Mucilagens de linhagca e a
Botriosferana do tipo B-D-glucana auxiliaram na estabilidade de probidticos
microencapsulados. Em testes de simulagédo gastrica a mucilagem de linhaga aliada
aos FOS demonstrou ser mais efetiva na protecao a células de L. casei LC-01 e L.
casei BGP 93 encapsuladas. As coberturas comestiveis a base de alginato de sodio
e mucilagem de linhaga utilizadas para revestir yacon minimamente processado
demonstraram ser excelente suporte para L. casei LC-01, mantendo contagens de
viabilidade celular do probiético por volta de 8 log UFC.g-1 durante o periodo de 15
dias de armazenamento. Apesar de ndo ser um produto fermentado, o yacon exibiu
capacidade para veicular L. casei LC-01, visto que em testes de simulagao gastrica e
entérica a sobrevivéncia do probidtico foi similar a encontrada em estudos envolvendo
produtos fermentados. O uso de coberturas comestiveis em yacon minimamente
processado influenciou na diminuicdo em média de 16,7 % da perda de massa fresca,
e também na reducdo do escurecimento enzimatico nas amostras, fatores que sao
determinantes para comercializagcdo do produto.

Palavras-chave: Lactobacillus. Revestimento comestivel. Alginato de sdédio.
Mucilagem.
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ABSTRACT

In the current scientific scenario, several research groups seek alternatives in the
protection of probiotic microorganisms, which by definition are bacteria or yeasts that,
when ingested in adequate amounts, confer benefits to the health of the host.
Microencapsulating these bacteria in polymer matrices have provided excellent results
both in maintaining cellular viability during storage and in the possibility of applying
these microorganisms on food. At the same time, the demand for foods with functional
properties increases. Among the emerging classes of foods with a given claim are
foods added with probiotics. In general, the addition of probiotics to foods is commonly
tied to dairy products; however, other non-dairy raw materials have been studied to act
as carriers of these bacteria. In order to help increase the shelf life of fruits and
vegetables, edible toppings based on natural polymers have been widely used,
contributing to the preservation of physical and chemical characteristics of these
products, and can act as probiotic culture carriers. The objective of this study was to
evaluate the influence of polymers from okra and linseed mucilages, fructo-
oligosaccharides (FOS) and exopolysaccharide of the type B-D-glucan, in the process
of microencapsulation of probiotics with sodium alginate, and in the elaboration of
edible coating with L. casei LC-01 for minimally processed yacon (Smallanthus
sonchifolius). Linseed mucilages and botryosphaeran B-D-glucan type aided the
stability of microencapsulated probiotics. In gastric simulation tests, Linseed mucilage
allied to FOS was shown to be more effective in the protection of L. casei LC-01 and
L. casei BGP 93 encapsulated cells. The edible toppings based on sodium alginate
and linseed mucilage used to coat minimally processed yacon were shown to be
excellent support for L. casei LC-01, maintaining probiotic cell viability counts at about
8 log CFU.g-1 during period of 15 days of storage. Although not be a fermented
product, yacon exhibited ability to carry L. casei LC-01, since in gastric and enteric
simulation tests probiotic survival was similar to that found in studies involving
fermented products. The use of edible toppings in yacon minimally processed
influenced in the average decrease of 16.7 % of the loss of fresh mass, and also in the
reduction of the enzymatic browning in the samples, factors that are determinant for
commercialization of the product.

Keywords: Lactobacillus. Edible coating. Sodium alginate. Mucilage.
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1 INTRODUCAO

E crescente a busca por alimentos com alegac&o funcional por parte dos
consumidores. Estes alimentos representam uma aliquota de 27 % do total
disponivel no mercado e de até 8 % dos lancamentos de novos produtos em alguns
paises (CALVO et al., 2016).

Esses alimentos podem ser classificados de acordo com 0s componentes
bioativos, dentre eles: probidticos, fibras, fitoquimicos, vitaminas, minerais, acidos
graxos e determinados peptideos e proteinas (CASEMIRO; RAMOS, 2014).

Segundo Saad, Cruz e Faria (2011) pesquisas relacionadas com a adicéo
de probio6ticos em alimentos aumentam a cada ano, indicando que do ponto de vista
cientifico é inquestionavel a perspectiva positiva para elaboracdo de alimentos

funcionais com essa propriedade.

A Organizacdo Mundial da Saude (WHO) define probiético como bactérias
e leveduras que, quando ingeridas em quantidades adequadas, conferem um ou
mais beneficios a satde do hospedeiro (FAO/WHO, 2002). No Brasil essa definicéo
é difundida pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) que preconiza
probiéticos como micro-organismos vivos capazes de melhorar o equilibrio
microbiano intestinal produzindo efeitos benéficos a salde do individuo (BRASIL,
2002).

Quando inseridos em alimentos, estes micro-organismos devem atender
critérios, tais como: manter a estabilidade durante toda a vida de prateleira;
manutencdo da viabilidade adequada para atingir o beneficio a saude; ndo alteracao

das propriedades sensoriais do produto (MATIAS, 2011).

Historicamente os alimentos com alegacdo probiotica estdo vinculados a
produtos lacteos (ALMEIDA, 2012), dessa forma, o consumo fica limitado, pois estes
alimentos ndo podem ser ingeridos por consumidores intolerantes a lactose ou
alérgicos a proteina do leite. Este cenario cria a demanda para desenvolver veiculos
opcionais que ndo apresentem essa limitagcdo ao consumo, desta forma, frutas e

hortalicas surgem como opc¢dao interessante e saudavel (ALEGRE et al., 2011).
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Paralelamente, € crescente também a demanda dos consumidores por
praticidades relacionadas a alimentacao, esse fator abre espaco para o mercado dos

minimamente processados (OLIVEIRA et al., 2011).

Também denominados ‘“fresh-cut”, minimamente processados sdo por
definicdo, segundo a International Fresh-Cut Produce Association (IFPA, 2001)
qualquer fruto ou hortalica ou combinacao destes, cuja forma original foi fisicamente
alterada, entretanto, mantendo-se no estado fresco, isto €, refere-se a produtos que
sofreram modifica¢cdes nas suas caracteristicas fisicas alterando sua forma original,
passando por um ou mais processos, dentre eles: selecdo, lavagem, sanitizacao,
descascamento, corte, centrifugacdo, drenagem, embalagem, armazenamento e
comercializacdo (FONTES et al., 2008; SILVA, 2014).

No entanto, por se tratar de produtos alterados fisicamente tem-se por
consequéncia o aumento da perecibilidade, podendo sofrer acdo microbiana,
enzimatica ou ndo enzimatica, tornando necessario o emprego de cuidados e
tecnologias visando o aumento da vida de prateleira desses produtos (ARTES:;
GOMEZ; ARTES-HERNANDEZ, 2007; CAHAN; GOLDSTEIN; FINKELSTEIN, 2002).

Dentre as possiveis hortalicas a serem comercializadas na forma de
minimamente processados esta o yacon (Smallanthus sonchifolius), anteriormente
denominada na literatura cientifica de Polymnia sonchifolius. E uma planta da familia
Asteraceae, introduzida no Brasil por volta de 1989 por descendentes japoneses, e
teve o consumo expandido somente em meados dos anos 2000, sendo conhecida
popularmente como batata yacon ou batata diet (GUSSO; MATTANNA; RICHARDS,
2015). Esta hortalica, na forma minimamente processada sofre uma série de
estresses e alteracbes metabdlicas indesejaveis, que resultam na reducdo da vida

atil em relagéo ao produto in natura.

A utilizagdo de peliculas comestiveis surge como alternativa tecnoldgica
interessante, podendo atuar de modo a prolongar a vida de prateleira de frutas e
hortalicas minimamente processadas, diminuindo a contaminagdo microbiana e
retardando reacdes de escurecimento ndo desejadas nos alimentos (LUVIELMO;
LAMAS, 2013).
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Vérios estudos relatam a aplicagcéo de filmes e coberturas comestiveis a
base de polissacarideos na tecnologia de preservacdo de frutas e hortalicas. As
coberturas formuladas a partir desses polimeros apresentam boa resisténcia a
trocas gasosas, podendo atuar na reducao da taxa de escurecimento enzimatico que
ocorre devido a acdo das polifenoloxidases, comumente presentes nesses alimentos
(LUVIELMO; LAMAS, 2013). Para mais, a utlizacdo de revestimentos de
polissacarideos em frutos e hortalicas pode contribuir para uma melhoria no aspecto
visual conferindo brilho e transparéncia (OLIVEIRA; GRDEN; RIBEIRO, 2007).

Alguns desses polissacarideos sdo conhecidos ainda por sua capacidade
de protecdo a probidticos, sendo utilizados amplamente em técnicas de
microencapsulacdo. Essas técnicas sdo estudadas e aplicadas na preservagao e
manutencao da viabilidade celular de células probidticas, uma vez que estas podem
apresentar dificuldade na sobrevivéncia frente a meios acidos, sais biliares, oxigénio,
altas temperaturas e tempo de armazenamento (BORGOGNA et al., 2010; FAREEZ
et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2007; SOUSA et al., 2015).

Diante do exposto, 0 objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia da
utilizacdo de polimeros naturais oriundos de mucilagens de quiabo e linhaca, fruto-
oligossacarideos, bem como o exopolissacarideo Botriosferana do tipo p-D-glucana,
produzido pelo fungo ascomiceto Botryosphaeria rhodina MAMB-05 em processo de
microencapsulacdo por extrusao visando a protecdo de células probidticas frente ao
tempo de armazenamento e em testes de simulacdo gastrointestinal in vitro. Estes
polimeros também foram empregados na composi¢cdo de coberturas comestiveis

carreadoras de cultura probiética para yacon minimamente processado.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia de polimeros naturais, dentre eles, os provenientes de
mucilagens de quiabo (Abelmoschus esculentus) e linhaca preta (Linum
usitatissimum), do exopolissacarideo Botriosferana do tipo p-D-glucana, produzido
pelo fungo ascomiceto Botryosphaeria rhodina MAMB-05 e fruto-oligossacarideo
comercial (FOS), sobre células probiéticas (L. casei LC 01 e L. casei BGP 93)
microencapsuladas por extrusdo e no desenvolvimento de coberturas comestiveis
carreadoras de cultura probidtica para yacon (Smallanthus sonchifolius)

minimamente processado.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desenvolver microesferas a base de polimeros naturais através de
microencapsulacdo por extrusao contendo cultura probiética (L. casei LC
01 ou L. casei BGP 93) a fim de avaliar a capacidade na manutencao do
namero de células viaveis dos probidticos nessas matrizes, bem como, a
influéncia dos polimeros utilizados na resisténcia das células a testes de

simulacao gastrica.

e Nas amostras de yacon minimamente processado avaliar parametros
fisico-quimicos (Perda de massa; Umidade; pH; Acidez total; Sélidos
sollveis totais; Cor) a fim de verificar a influéncia da cobertura

comestivel no controle destes parametros.

e Avaliar o numero de células viaveis do probidtico presente nas amostras
de yacon minimamente processado revestido com coberturas

comestiveis durante o periodo de armazenamento.

e Avaliar a qualidade microbiolégica de yacon minimamente processado

com e sem cobertura comestivel durante o periodo de armazenamento.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 ALIMENTOS FUNCIONAIS

O conceito de alimentos funcionais surgiu no Japao, na década de 1980,
e ganhou status legal em 1991, sendo aceita a terminologia FOSHU (Food for
Specified Health Use) (ALMEIDA, 2012).

A designacao “funcional” indica que o alimento possui algum valor
identificado para a promocédo da saude, tendo como exemplo a reducéo ao risco de
doencas para quem os consome (BADARO et al., 2008). Segundo Abd El-Salam et
al. (2011) esses alimentos trazem consigo além dos nutrientes basicos, compostos
fisiologicamente ativos que contribuem para reducao de doencas cronicas e/ou para
manutencdo do bem-estar fisico e mental. O potencial para promover a saude é
proveniente, portanto, de mecanismos ndo previstos na nutricAo convencional,
tornando necessério salientar que esse efeito fica limitado a promoc¢éo de saude e
nao a cura de doengas (ALMEIDA, 2012).

Atualmente a busca por alimentos com estas propriedades tem
aumentado por parte dos consumidores. Estes alimentos representam uma aliquota
de 27 % do total disponivel no mercado e de até 8 % dos lancamentos de novos
produtos em alguns paises (CALVO et al.,, 2016). Segundo Casemiro e Ramos
(2014) grande parte dos consumidores brasileiros das classes A e B estao
escolhendo seus alimentos influenciados pela relacdo dos mesmos com a promocéao

e manutencao da saude.

Uma maneira de classificar esses alimentos seria de acordo com o0s
componentes bioativos neles presentes, tais como, probiéticos, fibras, fitoquimicos,
vitaminas, minerais, acidos graxos e determinados peptideos e proteinas
(CASEMIRO; RAMOS, 2014).

O numero de pesquisas com probidticos adicionados a alimentos
aumenta a cada ano (SAAD; CRUZ; FARIA, 2011), indicando que do ponto de vista
cientifico é inquestionavel a perspectiva positiva para elaboracdo de alimentos

funcionais com essa propriedade.
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3.1.1 Probiéticos

Em 1907, Elie Metchnikoff, cientista russo, prémio Nobel, e professor
do Instituto Pasteur em Paris, pressupds que bactérias laticas ofereciam beneficios a
salude podendo levar a longevidade. Ele preconizou que a “auto-intoxicacdo
intestinal” e o envelhecimento derivado disso, poderiam ser suprimidos modificando
a microbiota intestinal, utilizando micro-organismos Uteis para substituir os micro-
organismos proteoliticos como os Clostridium spp, produtores de substancias toxicas
(WGO, 2011; ANUKAM; REID, 2007).

A definicdo conceitual para probiéticos foi proposta inicialmente por
Fuller em 1989, onde o pesquisador sugeria probiético como sendo um suplemento
alimentar, constituido de micro-organismos vivos, capazes de beneficiar o
hospedeiro através do equilibrio da microbiota intestinal (BADARO et al., 2008). A
Organizacdo Mundial da Saude (WHO) estabelece probiéticos como bactérias e
leveduras que, quando ingeridas em quantidades adequadas, conferem um ou mais
beneficios a saude do hospedeiro (FAO/WHO, 2002). No Brasil essa definicdo é
difundida pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) que preconiza
probidticos como micro-organismos vivos capazes de melhorar o equilibrio
microbiano intestinal produzindo efeitos benéficos a salde do individuo (BRASIL,
2002).

by

Dentre os diversos beneficios que podem ser atribuidos a saude do
hospedeiro por meio da ingestdo de culturas probidticas estdo: controle da
microbiota intestinal, maior resisténcia gastrointestinal a colonizacao por patégenos,
estabilizacdo da microbiota intestinal apdés o uso de antibidticos, promoc¢édo da
digestdo da lactose, estimulacdo do sistema imunoldgico, melhora da constipacéo e

aumento da absorgéo de minerais e vitaminas (SAAD, 2006).

Estes micro-organismos quando consumidos devem suportar alguns
fatores para atestar a capacidade de promover efeitos benéficos ao hospedeiro.
Dentre estes fatores destaca-se: a estabilidade frente ao acido estomacal e sais
biliares; a capacidade de aderir & mucosa intestinal; capacidade de colonizacdo do
trato gastrointestinal humano; producdo de compostos antimicrobianos e a
manutencao da atividade metabdlica no intestino (COLLINS et al., 1998; SAARELA
et al., 2000).
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Na elaboracdo de um produto com alegacdo probibdtica é necessério
considerar que para que ocorram os efeitos benéficos, o probiético deve exibir
capacidade de sobrevivéncia no hospedeiro, e no alimento a concentracdo de
células probidticas viadveis deve ao menos atingir 10’ Unidades Formadoras de
Colbnias (UFC) por grama ou mL do produto (BURITI et al., 2005; FAO/WHO, 2002;
KASIMOGLU et al., 2004, MUSHTAQ et al., 2016).

Segundo Antunes et al. (2007) e WGO (2011) os probioticos quando vivos
no colon, se multiplicam afetando o ecossistema intestinal, estimulando os
mecanismos imunitarios da mucosa e 0s mecanismos ndo imunitarios através da

competicdo microbiana com 0s possiveis patdogenos.

A periédica descamacdo e renovacao do epitélio intestinal promove o
carreamento de grande numero de coldnias aderidas, devido a isso, recomenda-se

que o consumo destes probidticos seja continuo (ANTUNES et al., 2007).

3.1.1.2 Género Lactobacillus

Dentre os géneros de bactérias consideradas probidticas destaca-se o
género Lactobacillus. Por definicdo sdo bactérias Gram-positivas que se apresentam
na forma de bacilos ou como cocobacilos. S&o anaerébias facultativas ou
microaerdfilas, catalase-negativas (algumas espécies podem  produzir
pseudocatalases), possuem ampla faixa de crescimento (2 °C a 53 °C), nédo
formadoras de esporos e produtoras principalmente de acido lactico a partir da
fermentacao de carboidratos (FERREIRA, 2012).

Em 1900 foi descrita por Ernest Moro a primeira espécie do género
Lactobacillus, L. acidophilus, e devido a escassa quantidade de informacdes sobre
este género durante quase sete décadas todos os bacilos Gram-positivos,
asporogeénicos, isolados da boca, da vagina e do intestino foram identificados como
L. acidophilus, até que Hansen e Mocquot no ano de 1970 especificaram de forma
mais detalhada esta espécie (FERREIRA, 2012).
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Atualmente, de acordo com List of Prokaryotic names with Standing in
Nomenclature (PARTE, 2014) até o presente momento o género Lactobacillus

compreende 221 espécies e 29 subespécies.

Dentre as espécies de Lactobacillus testadas para serem utilizadas
como probibticos destacam-se L. acidophilus, L. crispatus, L. amylovorus, L.
gallinarum, L. gasseri, L. johnsonii (FERREIRA, 2012), L. helveticus, L. delbrueckii
subsp. bulgaricus (DARILMAZ et al., 2011), L. salivarius subsp. salivarius
(MESSAOUDI et al., 2013), L. casei, L. paracasei subsp. paracasei, L. paracasei
subsp. tolerans (CAPRA et al.,, 2014), L. plantarum (ARIEF et al., 2014), L.
rhamnosus, L. fermentum e L. reuteri (SANDERS; KLAENHAMMER, 2001).

3.1.1.3 Lactobacillus casei

Bactérias do grupo Lactobacillus casei vem sendo investigadas em
relacdo as propriedades promotoras de saude. Varias funcbes benéficas ao
organismo humano tém sido atribuidas em funcdo do consumo regular de alimentos

contendo bactérias desse grupo.

Lactobacillus casei estdo presentes em fracBes significantes na
microbiota constituida por Lactobacillus spp. na mucosa intestinal humana. Autores
atribuem a estes micro-organismos efeitos relacionados a protecédo contra agentes
infecciosos pela diminuicdo da colonizacdo intestinal por patégenos (CANO;
PERDIGON, 2003), ativacdo das imunidades local e sistémica (MEDICI;
VINDEROLA; PERDIGON, 2004; HORI et al., 2002), diminuicdo dos niveis de

triglicérides séricos e de colesterol (HABIB et al., 2011).

Estas bactérias tem crescimento 6timo nas faixas que compreendem 35
°C e 40 °C e pH 5.5 a 6.0. Um grande numero de cepas de L. casei sdo oficialmente
reconhecidas e juntamente com bactérias do grupo L. acidophilus e L. rhamnosus
sdo amplamente utilizadas para fins dietéticos (PIMENTEL; FRANCKI; GOLLUCKE,
2005; BERNARDEAU et al., 2007).

Dentre as varias caracteristicas associadas as bactérias laticas,

particularmente ao grupo Lactobacillus casei, destaca-se, o fato delas possuirem
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atividade antimicrobiana contra micro-organismos patégenos, contaminantes e
deteriorantes, em alimentos e no intestino humano (SCHWENNINGER et al., 2005;
CALDERON et al., 2007; COEURET; GUEGUEN; VERNOUX, 2004).

3.1.1.4 Alimentos adicionados de probidticos

Historicamente os alimentos com alegacdo probiotica estdo vinculados a
produtos lacteos (ALMEIDA, 2012). A industria deste segmento encontrou em
culturas probidticas uma ferramenta para o desenvolvimento de novos produtos
fazendo com que este nicho de producédo continue em expansédo (SAAD; CRUZ;
FARIA, 2011).

Atualmente outros veiculos provenientes de matérias-primas ndo-lacteas
tém sido estudados para serem suporte de probioticos (JAWORSKA et al., 2011).
Entretanto, o desenvolvimento de alimentos com potencial probiotico utilizando
matrizes nédo-lacteas ainda é bastante complexo, pois € necessario compreender
questdes ambientais e tecnoldgicas que podem influenciar a viabilidade e
funcionalidade da linhagem probiética no produto em que estiver inserida (SOUSA,
2013).

Dentre os critérios para alimentos serem considerados de potencial
probidtico estdo: manter a estabilidade durante toda a vida de prateleira;
manutencdo do numero de células viaveis para atingir o beneficio a saude; nao

alteracéo das propriedades sensoriais do produto (SANDERS et al., 2007).

Alegre et al. (2011) destacam que ndo had um consenso estabelecido
sobre a concentracdo minima de ingestdo de probidticos para que se atinja os
efeitos benéficos no hospedeiro. E apesar dos estudos dose-respostas serem
conflitantes, ensaios clinicos apontam para que um consumo adequado de micro-
organismos esteja na faixa de 108 a 10° UFC/dia (SZAJEWSKA; WANKE; PATRO,
2011) entretanto, a concentracao do probidtico necesséria varia ainda em funcéo da
linhagem e do efeito benéfico desejado sobre a saide (CHAMPAGNE; GARDNER,;
ROY, 2005).
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No Brasil, a legislagdo estabelece que a alegacdo de propriedade
funcional ou de saude deve ser proposta e sera avaliada, caso a caso, com base
nas definicbes estabelecidas na Resolucdo n. 18/1999, considerando ainda 0s
requisitos especificos dispostos nos critérios adotados pela ANVISA, na avaliacao

das alegacdes de propriedades funcional e de saude (BRASIL, 2016).

3.1.2 Prebidticos

Os prebidticos sdo compostos alimenticios ndo digestiveis capazes de
promover alteragbes especificas no colon intestinal gerando beneficios ao
organismo. Para serem classificados como prebidticos estes ingredientes devem
resistir a influéncia do suco gastrico e a acdo de enzimas digestivas presentes no
trato gastrointestinal humano. Uma vez nao digeridos, estes compostos seletivos
desempenham papel de substrato para grupos de bactérias enddgenas associadas
a promocdao da saude (ROBERFROID, 2007).

Sao considerados prebiodticos os carboidratos resistentes de cadeia curta
e pouco digeriveis, conhecidos como oligossacarideos e outros polissacarideos. A
inulina e os fruto-oligossacarideos (FOS) sao os carboidratos mais difundidos em
pesquisas relacionadas a esses compostos alimenticios (HOLZAPFEL,;
SCHILLINGER, 2002). Outros carboidratos considerados prebiéticos séo: lactulose,
lactitol, galacto-oligossacarideos (GOS), oligossacarideos da soja, xilo-
oligossacarideos (X0S), amido resistente, isomalto-oligossacarideos,

lactossacarideo, palatinose, dentre outros (FERREIRA, 2012).

Gibson e Rastall (2006) descrevem que o potencial prebidtico destes
carboidratos esta estritamente relacionado com o fato de estimularem seletivamente
bactérias no colon intestinal, como as bifidobactérias e lactobacilos. Estes
compostos devem ser de baixa energia (< 9 KJ/g), aumentar o volume do bolo fecal
e ao estimular o crescimento de bactérias benéficas, estas, por sua vez, podem inibir
bactérias indesejaveis. O autor destaca que o consumo de alimentos prebidticos
pode promover a saude, atuando na prevencao de infec¢des, na modulacdo da
resposta imune, na prevencao do cancer colorretal, na reducéo dos niveis séricos do

colesterol e na melhora da biodisponibilidade de alguns alimentos.
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No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
recomenda a ingestado diaria de prebidticos entre 2,5 a 5 g para atingir a agéo
funcional (BRASIL, 2016). Gibson e Rastall (2006) alertam que no caso de consumo
em doses muito elevadas efeitos indesejaveis podem ocorrer, tais como flatuléncia,

inchago, dor abdominal e diarreia.

3.1.2.1 Prebidticos: Fruto-oligossacarideos (FOS)

E inegavel a necessidade do consumo de fibras na alimentacédo humana,
de modo que sua presenca favorece o metabolismo agindo em diversos aspectos,
seja na motilidade intestinal e até mesmo na absorcao de nutrientes. Em vista disso,
as fibras alimentares séo divididas conforme suas caracteristicas de solubilidade:

fibras solUveis e fibras insolaveis (ASP et al., 1992).

As fibras pertencentes ao grupo das insoliveis sdo os polissacarideos
estruturais que estdo relacionados a estrutura da parede celular dos vegetais, que
incluem a lignina, celulose e algumas hemiceluloses. Ao serem consumidas as fibras
insolUveis permanecem intactas através de todo o trato gastrointestinal e exemplos
de seus atributos funcionais séo: incremento do bolo fecal, estimulo da motilidade
intestinal, e retencdo de substancias toxicas ingeridas ou produzidas no trato
gastrointestinal durante o processo digestivo (KAY; STRASBERG, 1978;
RODRIGUEZ; MEGIAS; BAENA, 2003).

Entre as fibras sollveis estdo as pectinas, gomas, mucilagens,
hemiceluloses especificas, e os frutanos. Estas fibras além de permanecerem
intactas ao longo do processo digestivo sdo consideradas carboidratos fermentaveis,
uma vez que estes podem ser utilizados por bactérias presentes no trato intestinal,
modulando a microbiota do hospedeiro (WONG; JENKINS, 2007).

Para que um carboidrato fermentavel seja considerado ndo s6é uma fibra
dietética e sim um prebiotico, ou seja, que seu consumo traga beneficios a
microbiota de forma a promover o crescimento de bactérias benéficas e limitar a
populacdo patogénica, é necessario cumprir requisitos, dentre eles estdo: os
prebioticos ndo podem ser hidrolisados ou absorvidos no trato gastrointestinal

superior, devem alterar a microbiota a favor de uma composicdo mais adequada
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para a saude do hospedeiro, devem induzir efeito luminal ou sistémico que seja
benéfico para a saude do individuo, devem ser fermentados por bactérias no
intestino grosso, devem melhorar as condi¢cdes de constipacao intestinal, e por fim,
devem resistr ao pH e as condicbes enzimaticas encontradas no trato
gastrointestinal humano (BARRETEAU; DELATTRE; MICHAUD, 2006; CHONG,
2014; FAl; PASTORE, 2015; GIBSON; PROBERT; LOO, 2004;).

Entre os principais prebioticos encontramos os fruto-oligossacarideos
(FOS). Estes séo carboidratos complexos de configuragdo molecular resistente a
acao hidrolitica de enzimas salivares e intestinais, atingindo o célon intactos, onde
se tornam disponiveis para a fermentacdo por probioticos. Sua estrutura € formada a
partir da hidrélise da inulina pela enzima inulinase, e estes sdo constituidos por
moléculas de sacarose com adicdo de uma ou mais moléculas de frutose por
ligagbes B (2—1) (CUMMINGS; MACFARLANE; ENGLIST, 2001; WATZL;
GIRRBACCH; ROLLER, 2005).

Na natureza os fruto-oligossacarideos sdo encontrados em vegetais e
plantas como alcachofra, raiz de chicoria, yacon, entre outros. Para que FOS sejam
efetivos é necessario o consumo frequente e elevado desses alimentos naturais, no
entanto, FOS podem também ser extraidos dos alimentos e concentrados para
posterior acréscimo em alimentos formulados como aditivo funcional (KAUR;
GUPTA, 2002).

Com o consumo de FOS e dos demais prebidticos, efeitos benéficos
podem ser conferidos ao organismo, dentre eles, a modulacdo de funcdes
fisiologicas, melhora da biodisponibilidade de minerais, reducdo de metabdlitos
téxicos, modulacdo de microbiota benéfica, reducdo do colesterol plasmatico e da
hipertriglicerimia, sendo que estes fatores auxiliam na prevencéo de cancer de célon
(ROBERFROID, 2002; BENGMARK; LORENZO; CULEBRAS, 2001; CUMMINGS;
MACFARLANE, 2002).

Os fruto-oligossacarideos sdo amplamente empregados na induastria
alimenticia devido suas caracteristicas de solubilidade, estabilidade ao aquecimento,
dulgor e por ndo serem metabolizados sdo seguros para 0 consumo, até mesmo, por
diabéticos (BORNET, 1994; YUN, 1996; MACFARLANE; STEED; MACFARLANE,

2008; WANG, 2009). Diante disso, sua aplicacdo juntamente com matrizes
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encapsulantes em microesferas e em revestimentos comestiveis tem se tornado
importante na ciéncia de alimentos (CORCORAN et al., 2004; ANANTA et al., 2005;
CHEN et al., 2005; FRITZEN-FREIRE et al., 2012) expandindo o cenario de novos
produtos com alegacéo prebiotica e proporcionando aplicacées simbidticas que sao
aquelas que aliam probiéticos e prebidticos em conjunto, estimulando o
desenvolvimento e atividade metabdlica dos probidticos, potencializando os efeitos
(SCHREZENMEIR; VRESE, 2001).

3.1.2.2 Yacon (Smallanthus sonchifolius)

O yacon originario da regiao andina do Peru e da Bolivia teve seu cultivo
direcionado ao longo dos Andes de norte a sul, anteriormente, denominada na
literatura cientifica de Polymnia sonchifolius, € uma planta da familia Asteraceae,
introduzida no Brasil por volta de 1989 por descendentes japoneses, tendo seu
consumo expandido somente em meados dos anos 2000, sendo conhecida
popularmente como batata yacon ou batata diet (GUSSO; MATTANNA; RICHARDS,
2015).

Esta tuberosa tém recebido diversos nomes na linguagem andina, como
Aricoma e Aricuma, como é conhecida na Bolivia. J4 a palavra yacon, com algumas
diferencas regionais de pronuncia é utilizada desde o Peru até o norte da Argentina,
e em algumas linguagens europeias esta raiz € conhecida como Poire de terre e
Yacon strawberry (KOTOVICZ, 2011).

O yacon é uma planta herbacea que mede entre 1 e 2,5 metros de altura,
apresentando um sistema de raiz composto de 4 a 20 tubérculos. Cada planta
produz em média 2 a 4 Kg de raizes de reserva, e a sua colheita para consumo é
realizada por volta de 10 a 12 meses apos o plantio (GUSSO; MATTANNA,;
RICHARDS, 2015). Estas plantas apresentam dois tipos de 6rgaos subterraneos de
reserva, 0s caules rizomatosos, que sdo responsaveis pela reproducdo vegetativa
da espécie e os tubérculos, nesses sdo armazenados carboidratos soluveis, na sua
maioria frutanos (GRAEFE et al., 2004; CONTADO, 2009).

Os frutanos do tipo inulina e FOS sdo amplamente distribuidos na
natureza (CARPITA; KAMABUS; HOUSLEY, 1989), sendo o yacon uma das
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principais fontes. Os carboidratos presentes nas raizes de yacon foram
caracterizados em 34-55 % de FOS, 7-9 % de glicose, 13-14 % de frutose e 10-13 %
de sacarose, indicando seu potencial prebiético (DELGADO et al., 2012; DELGADO
et al., 2013).

Além da consideravel concentracdo de prébioticos, as raizes de yacon
apresentam compostos fendlicos (2030 mg/kg), estes, possuem importante atividade
antioxidante. Desta forma, o consumo de yacon pode promover a saude frente a
fatores de estresse para o organismo, corroborando a prevencao do céncer e de
doencas cardiovasculares, além de atuar sobre o envelhecimento celular
(SIMONOVSKA et al., 2003; VALENTOVA; ULRICHOVA, 2003).

Segundo Kotovicz (2011) o yacon é considerado fonte da enzima
fenoloxidase, capaz de catalisar a oxigenacdo de compostos fendlicos a quinonas,
apresentando pigmentos marrons ou pretos, fendmeno conhecido como oxidagéo
enzimatica em frutas e vegetais. Ao passar por descascamento ou processamento a
raiz de yacon tem as membranas celulares rompidas e os polifendis e taninos ficam
disponiveis para reagir com outros compostos, tornando-a susceptivel a reacdo de
escurecimento enzimatico causado pela acdo das enzimas peroxidases e
polifenoloxidases, como consequéncia a epiderme fica rapidamente escura quando

exposta ao ar.

Dentre as alternativas para minimizar essas reacdes adversas de
oxidacdo da raiz de yacon, tratamentos quimicos sdo utilizados, tais como o0s
tratamentos &cidos, onde por exemplo, a aplicagdo do &cido ascorbico tem a
capacidade inibir a acdo de enzimas oxidativas e de reduzir as quinonas formadas
por acdo das oxidases, atuando de forma a impedir a formacdo de pigmentos
escuros (VASCONCELOS et al., 2015). Ou ainda a eliminagdo ou diminuicdo do
oxigénio do meio em que se encontra a raiz, uma vez que reacdes de oxidacao

necessitam de Oa.

3.2 FRUTAS E HORTALICAS MINIMAMENTE PROCESSADAS

O processamento minimo de frutas e hortalicas € uma tecnologia que

surgiu em meados da década de 70 nos Estados Unidos da Ameérica. No Brasil
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apareceu somente no inicio da década de 90 a fim de atender ao novo perfil e
demanda dos consumidores (ALVARENGA; TOLEDO; PAULILLO, 2014).

Definidos pela International Fresh-Cut Produce Association (IFPA, 2001)
minimamente processados sdo qualquer fruto ou hortalica ou combinacédo destes,
cuja forma original foi fisicamente alterada, mantendo-se, entretanto no estado
fresco, desta forma trata-se de produtos que através de um ou mais processos
sofreram modificagdes em suas caracteristicas fisicas alterando sua forma original.
Dentre os processos aplicados para elaboracdo de minimamente processados
estdo: selecdo, lavagem, sanitizacdo, descascamento, corte, centrifugacao,
drenagem, embalagem, armazenamento e comercializacdo (FONTES et al., 2008;
SILVA, 2014).

O objetivo principal do processamento minimo € tornar frutas e hortalicas
convenientes para os consumidores, proporcionando maior praticidade ao consumo,
maior periodo de vida util e com frescor e valores nutricionais o mais proximo
possivel do produto in natura (ALVARENGA; TOLEDO; PAULILLO, 2014).

No entanto, por se tratar de produtos alterados fisicamente ocorre por
consequéncia o aumento da perecibilidade, podendo sofrer acdo microbiana,
enzimatica ou ndo enzimatica, tornando necessario o emprego de cuidados e
tecnologias visando o aumento da vida de prateleira desses produtos (ARTES;
GOMEZ; ARTES-HERNANDEZ, 2007; CAHAN; GOLDSTEIN; FINKELSTEIN, 2002).

Com a intencdo de maior controle microbiol6gico sobre esses produtos, a
Resolucdo RDC n° 12, de 02 de janeiro de 2001 recomenda auséncia de Salmonella
spp (em 25 gramas de amostra) e limita a 102 NMP/g o nimero de coliformes a 45
°C para que hortalicas frescas, in natura, preparadas, sanitizadas, refrigeradas ou

congeladas sejam consideradas aptas ao consumo (BRASIL, 2001).

Frutas e hortalicas inteiras sdo menos susceptiveis a contaminacao
microbiana, fato esse atribuido a presenca da casca que atua como barreira fisica
contra 0os micro-organismos. Uma vez que hortalicas minimamente processadas
passam por processos mecanicos (corte e/ou descascamento), essas sofrem maior
exposicdo a micro-organismos (CHITARRA 2000; CHITARRA, 2001). Portanto,
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torna-se imprescindivel um controle rigoroso dos processos envolvidos na

elaboracéo de produtos na forma de minimamente processados.

Oms-Oliu et al. (2008) destacam o0 escurecimento enzimético ou nado
enzimatico como uma alteracdo que aparece em produtos minimamente
processados, dentre 0s motivos que podem potencializar 0 escurecimento estdo a
presenca de oxigénio, o armazenamento prolongado, a umidade relativa, altas

temperaturas e injuria pelo frio.

A utilizacdo de peliculas comestiveis surge como alternativa tecnolégica
interessante, podendo atuar de modo a prolongar a vida de prateleira de frutas e
hortalicas minimamente processadas, diminuindo a contaminacdo microbiana e
retardando reacdes de escurecimento ndo desejadas nos alimentos (LUVIELMO;
LAMAS, 2013).

3.3 MICROENCAPSULACAO: PRINCIPIOS E TECNICA DE EXTRUSAO

O processo de microencapsulacdo foi idealizado partindo do modelo
celular, onde o nucleo é envolto por uma membrana semipermeavel que o protege
do meio externo controlando a entrada e a saida de substéncias na célula
(JIZOMOTO et al., 1993).

Deste modo, esta técnica consiste em um processo mecanico ou fisico-
quimico que imobiliza e aprisiona componentes, como pigmentos, aromas,
acidulantes, farmacos e micro-organismos, em um material encapsulante com
objetivo de protegé-lo das condi¢cdes adversas do meio em que se encontra, tais
como luz, umidade, oxigénio e interacdes com outros compostos, estabilizando o
produto, e, consequentemente, aumentando sua vida util (BORGOGNA et al., 2010;
SHAHIDI; HAN, 1993).

Através das diversas técnicas de microencapsulacao € possivel distinguir
duas categorias de microparticulas obtidas: as microcapsulas, particulas esféricas
constituidas por um revestimento solido que possui em seu interior a substancia

encapsulada, e as microesferas, particulas esféricas constituidas por uma rede
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continua de material suporte, onde a substancia encapsulada se encontra dispersa
(GIUNCHEDI; CONTE, 1995).

Atualmente, técnicas de microencapsulacdo sdo estudadas e aplicadas
na preservacado e manutencao da viabilidade celular de células probidticas, uma vez
gue estas podem apresentar dificuldade na sobrevivéncia frente a meios acidos, sais
biliares, oxigénio, altas temperaturas e tempo de armazenamento (BORGOGNA et
al., 2010; FAREEZ et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2007; SOUSA et al., 2015).

Para que o processo de microencapsulagdo seja efetivo e eficiente é
necessario a escolha correta do material encapsulante bem como, a escolha da
técnica mais adequada para o processo. Uma das técnicas mais utilizadas em
microencapsulacédo de probidticos é técnica de extrusdo, que utiliza hidrocolbides
para a formacédo de microesferas: geralmente alginato, pectina, carragena, amido,
quitosana, gelatina e proteinas (BURGAIN et al., 2011; COOK et al., 2012). Destaca-
se a aplicacdo do alginato de sodio devido sua alta solubilidade e instantanea
transicdo de solucdo para gel quando em contato com ions de calcio (RACOVITA et
al., 2009).

Deste modo, a utilizacdo do alginato de sdédio é amplamente difundida em
técnicas de microencapsulacdo por gelificacdo ibnica por extrusdo, no entanto a
utilizacdo deste polissacarideo condiz com formacdo de poros na superficie das
capsulas e esferas, uma desvantagem desta matriz encapsulante (MORTAZAVIAN,;
SOHRABVANDI, 2007). Para remediar esse problema, alguns pesquisadores tém
utilizado combinacdes de outros compostos poliméricos aliados ao alginato de sodio,
a fim de proporcionar maior protecdo aos micro-organismos (CHAVARRI et al., 2010;
GBASSI et al., 2009; KRASAEKOOPT; BHANDARI; DEETH, 2004).

A gelificacdo ibnica do alginato de sédio ocorre quando o polimero entra
em contato com ions, estabelecendo uma ligacdo entre os cations dos ions
bivalentes e as cargas negativas do polissacarideo. Dessa maneira, polieletrolitos de
cargas opostas interagem, formando um complexo que resulta, quando efetivo, em
uma estrutura de matriz impermedvel para certos compostos organicos,
apresentando ainda relativa impermeabilidade para o oxigénio (BUREY et al., 2008;
THIES, 1995).
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Gombotz e Wee (1998) destacam que a gelificacdo do alginato s6 ocorre
apos a ligacao dos ions bivalentes de célcio aos blocos de acido gulurénico das
cadeias de alginato formando uma rede tridimensional, resultando no modelo

denominado “caixa de ovos”.

A técnica de extrusdo, por ocorrer através da gelificacdo ibnica, resulta
em processo mais brando e sem utilizacdo de solventes organicos, dessa forma, é
especialmente utilizada para a encapsulacdo de células vivas imobilizadas
(AGNIHOTRI, MALLIKARJUNA, AMINABHAVI, 2004; PATIL et al., 2010).

As esferas produzidas por extrusdo, de modo geral apresentam diametros
gue variam entre 500 um a 3 mm, sendo que o tamanho das particulas obtidas
depende dos paramentos da solucdo de alginato, como, viscosidade e
concentracdo. O tamanho do diametro da agulha usada ao gotejar a solugao, e a
distancia entre a seringa e a solucédo de cloreto de célcio sao fatores que também
exercem influéncia no tamanho das esferas (BUREY et al., 2008; KRASAEKOOPT,;
BHANDARI; DEETH, 2003; SMIDSROD; SKJAK-BRAEK, 1990). Deste modo,
segundo Gacesa (1988) a utilizacdo de agulhas com diametro maior, solugdes de
maior viscosidade e de elevadas concentracdes produzirdo, consequentemente,

particulas maiores.

3.4 COBERTURAS COMESTIVEIS

Filmes e coberturas comestiveis tém sido utilizados a fim de auxiliar no
aumento da vida de prateleira dos alimentos, além disso, destacam-se por
proporcionar maior liberdade de manuseio e comercializacdo dos alimentos
revestidos (LUVIELMO; LAMAS, 2013).

Difundidas amplamente em frutas e hortalicas, inteiras ou na forma
minimamente processada, essas coberturas atuam de forma a contribuir para a
preservacdo da textura e do valor nutricional, reduzindo as trocas gasosas
superficiais e a perda ou ganho excessivo de agua (ASSIS; BRITTO, 2014; WONG;
CAMIRAND; PAVLATH, 1994), atuando também como carreadores de compostos
antimicrobianos e antioxidantes (LUVIELMO; LAMAS, 2013), ou até mesmo como
carreadores de culturas probioticas (LACEY et al., 2012; TAPIA et al., 2007).
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De acordo com a composicdo da cobertura sao obtidas diferentes
funcionalidades e propriedades mecanicas (ASSIS; BRITTO, 2014; TAVARES et al.,
2014), e uma vez aplicadas ou formadas sobre superficie de frutas ou hortalicas
esses revestimentos comestiveis ndo devem alterar as caracteristicas sensoriais e
possuir boa aderéncia. Dentre os compostos mais utilizados na elaboracdo desses
revestimentos comestiveis estdo as proteinas, lipidios, polissacarideos ou a
combinac¢édo dos mesmos (VICENTINO et al., 2011; WONG; CAMIRAND; PAVLATH,
1994). Para tanto, Assis e Britto (2014) determinam que a escolha da matéria-prima
utilizada para confeccdo da cobertura depende das caracteristicas do produto
revestido e do principal objetivo pretendido com o revestimento aplicado.

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) néo
descreve uma legislacdo especifica para revestimentos comestiveis. Assim,
Luvielmo e Lamas (2013) embasados no Decreto 55.871, de 26 de marco de 1965;
Portaria n°® 540 — SVS/MS, de 27 de outubro de 1997 e na Resolugcdo CNS/MS n°
04, de 24 de novembro de 1998, definem que esses revestimentos sdo considerados
ingredientes quando melhoram a qualidade nutricional do produto, ou aditivos,
guando nao incrementam o seu valor nutricional. Em contrapartida, segundo o Food
and Drug Administration essas coberturas passam a fazer parte do alimento, e os
materiais utilizados para sua formacédo devem ser considerados GRAS (Generally
Recognized as Safe), ndo apresentando toxicidade e seguros para 0 usO em
alimentos (FDA, 2015).

3.5 POLIMEROS NATURAIS EM COBERTURAS COMESTIVEIS

Segundo Luvielmo e Lamas (2013), polissacarideos sao materiais
naturalmente hidrofilicos e a afinidade desses polimeros por 4gua esta associada a

predominéancia de grupos altamente polares, como hidroxilas.

Este carater hidrofilico é elucidado por Assis e Britto (2014) onde os
autores destacam que estes polimeros possuem materiais com estruturas nas quais
ha a predominancia de grupos amino ou hidroxila e carboxila (OH, COO-, NHs)
caracterizados por ligacdes covalentes polares. Devido as caracteristicas desses

grupos, a cadeia carbdnica apresenta sitios parcialmente carregados positivamente
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e outros carregados negativamente. Estas particularidades favorecem o acumulo e o
rearranjo de moléculas polares, principalmente da dgua em torno desses sitios.
Dentre os polissacarideos com tal estrutura estdo: celulose, quitina, gomas, pectina,
amido, carboximetilcelulose, quitosana, alginato, dentre outros. Em geral, estes
materiais hidrofilicos apresentam boa solubilidade em meio aquoso, favorecendo a
dispersdo do soluto e a formacdo mais homogénea do filme, ainda de acordo com
sua estrutura quimica podem formar géis ou até mesmo requerer alteracdes

guimicas para uma completa solubilizacdo (ASSIS; BRITTO, 2014).

Presentemente, inUmeros estudos relatam a aplicacdo de filmes e
coberturas comestiveis a base de polissacarideos na tecnologia de preservagéo de
frutas e hortalicas. As coberturas formuladas a partir desses polimeros apresentam
boa resisténcia a trocas gasosas, podendo atuar na reducdo da taxa de
escurecimento enzimatico que ocorre devido a acdo das polifenoloxidases,
comumente presentes nesses alimentos (LUVIELMO; LAMAS, 2013). Para mais, a
utilizac@o de revestimentos de polissacarideos em frutos e hortalicas pode contribuir
para uma melhoria no aspecto visual conferindo brilho e transparéncia (OLIVEIRA,;
GRDEN; RIBEIRO, 2007).

Estes polimeros sdo conhecidos ainda por sua capacidade de protecéo
aos probioticos, sendo utilizados amplamente em técnicas de microencapsulacao,
melhorando a sobrevivéncia celular de micro-organismos encapsulados (LAURENT],
GARCIA, 2013; RATHORE et al, 2013; SATHYABAMA et al., 2014). Esta
propriedade proporciona que polissacarideos sejam utilizados na elaboracdo de
coberturas comestiveis adicionadas de cepas probidticas, a fim de que a cobertura
atue como veiculo e suporte destes micro-organismos, como evidenciado por Tapia
et al. (2007).

3.5.1 Alginato

Comercialmente disponiveis na forma de sais de sodio do acido alginico
(GLICKSMAN, 1982), alginatos sédo polimeros lineares de alto peso molecular
encontrados na parede celular e espaco intracelular de algas marrons
(DAMODARAN; KIRK; FENNEMA, 2010). A extracdo desse polissacarideo ocorre
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através de tratamento com solucéo alcalina, usualmente hidroxido de sédio, onde o
alginato € convertido em alginato de sodio, que por sua vez, tem como uma das
principais propriedades a formacao de gel (GACESA, 1988; QIN, 2008).

O alginato apresenta estrutura quimica na forma de um &cido polimérico
linear composto por ligacdes do tipo a — 1,4 constituido por trés tipos de segmentos
de polimeros: poli-B-D-acido manurdnico, poli-a-L-acido gulurénico e segmentos com
residuos alternados de acido B-D-manurénico (M) e a-L-gulurénico (G), que podem
estar em blocos unicos (M) ou (G), ou alternados (MG) (Figura 1) (GACESA, 1988;
KING, 1983; ONSOYEN, 1997; QIN, 2008).

Figura 1 — Estrutura quimica dos blocos MM, GG, G/M e M/G presentes no alginato.

Fonte: QIN, 2008.

Um dos fatores que determina a razdo entre as unidades M:G e a
quantidade dos trés segmentos poliméricos é a fonte de obtengcdo do polimero, que
consequentemente pode apresentar propriedades diferentes. Os alginatos com
maior porcentagem de blocos-G, formam géis mais rigidos, no entanto quebradicos.
Ja4 os de maior percentual de blocos-M sdo menos rigidos e apresentam maior
flexibilidade (GACESA, 1988).

A oscilacdo na forca do gel € dependente também da concentracdo do

polimero, da temperatura, do pH e da presenca de céations di ou multivalentes que
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formam ligacGes ibnicas intermoleculares com os blocos polianidnicos (GACESA,
1988). Os ions de calcio sdo considerados os de maior eficacia na gelificacdo dos
revestimentos a base de alginato, porém, ainda podem ser utilizados ions de

magneésio, manganés, aluminio e ferro.

Atualmente, os estudos sobre coberturas a base de alginato de sdédio
utilizando a metodologia de gelificacdo com calcio continuam em destaque. Nesse
método ocorre a imersdo do alimento em solucdo de célcio bivalente, ou a
pulverizacdo dessa solugédo, sobre a camada de alginato previamente formada no
alimento (MASTROMATTEO; CONTE; DEL NOBILE, 2012; TAPIA et al., 2007,
TRIGO et al., 2012).

No Brasil a Resolugcdo n°® 386 de 05 de agosto de 1999, embasada na
avaliacdo toxicolégica da FAO (Food and Agriculture Organization of the United
Nations) que indicou valores de Ingestdo Diaria Recomendada (IDA) como “néo
especificada” para inUmeros aditivos, incluindo o alginato, estabelece que este
polimero pode ser utilizado em quantidades "quantum satis”, ou seja, quantidades

suficientes para que se obtenha o efeito tecnolégico necessario (BRASIL, 1999).

3.5.2 Mucilagens

Largamente encontradas na natureza, as mucilagens podem ser de
origem vegetal, animal ou microbiana, e a composicao de cada mucilagem é
diferente, tendo em sua constituicdo diversos tipos de polissacarideos que lhes
atribuem diversas fun¢des (RENARD et al., 2012).

Quando de origem vegetal, as mucilagens sdo polimeros complexos
hidrofilicos oriundos da fracdo polissacaridica das plantas, de alto peso molecular e
utilizados como ingredientes funcionais na industria de alimentos (CONCEICAO,
2013).

A distincdo entre mucilagens e gomas nao esta completamente elucidada,
porém, Araujo et al. (2009) sugerem que as mucilagens séo polissacarideos pouco
ramificados que compdem a parede das células vegetais, sendo normalmente

encontrados no interior de sementes e nas algas. Os autores apontam que a
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provavel diferenca entre gomas e mucilagens esta nas suas caracteristicas de
solubilidade, onde gomas se dissolvem rapidamente e mucilagens formam massas

viscosas.

Segundo Jani et al. (2009) mucilagem pode ser definida ainda como
substancia translicida, amorfa e polimérica, formada por unidades de
polissacarideos. Visto que sdo compostos heterogéneos, a hidrolise da mucilagem
libera uma mistura de agucares dentre eles, arabinose, galactose, glicose, manose,
xilose, além de &cidos urbnicos; em consequéncia de seus grupos hidrofilicos estas
mucilagens podem combinar com a agua e formar géis. Cardenas, Higuera-Ciapara
e Goycoolea (1997) sugerem que a fracdo soluvel presente nas mucilagens tem a
capacidade de formar géis na presenca de sais de calcio e magnésio, técnica
semelhante a utilizada no processo de extrusdo de revestimentos comestiveis a

base de alginato de calcio.

No ambito de ciéncias de alimentos, mucilagens tém sido utilizadas em
técnicas de microencapsulacdo, com funcédo de protecéo e liberacdo controlada de
probiéticos (LAURENTI; GARCIA, 2013; YING et al., 2007). Paralelamente existem
pesquisas que envolvem mucilagens na elaboracdo de filmes comestiveis ou
biodegradaveis, visando aumentar a vida de prateleira dos produtos revestidos
(DEL-VALLE et al., 2005; DICK, 2014).

3.5.2.1 Mucilagem de quiabo (Abelmoschus esculentus)

O quiabo (Abelmoschus esculentus), da familia das Malvaceas, é
originario da Etiopia (Africa oriental) e tipico de clima tropical. Atualmente o quiabo
apresenta grande importancia comercial e devido a isso € cultivado em praticamente
todas as areas tropicais e subtropicais ao redor do mundo (SEYFRIED, 2014;
SILVA, 2006).

Quanto a composicdo de macro-componentes a mucilagem do quiabo

apresenta quantidade de acgucares totais superior a 50 % (Tabela 1).
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Tabela 1 — Composicao centesimal* da mucilagem do quiabo liofilizado.

Macro-componente Valores (g/100g de amostra)
Proteina 17,63
Lipidio 4,31
Cinzas 7,53
Fibra Alimentar SolGvel 20,45
Aclcares Totais 50,08

*Resultados expressos em base seca
Fonte: Silva (2006).

Em 1954, Whistler e Conrad realizaram uma das primeiras
caracterizacfes de polissacarideos presentes na mucilagem do quiabo. O produto
obtido através de extracdes aquosas foi caracterizado como uma molécula acida,
composta D-galactose, L-rhamnose, D-acido galacturénico. E através da hidrdlise
acida parcial, obtiveram D-galactobiose (1—4) ligadas e 2-O-(D-acido galacturénico)-
L-rhamnose (SEYFRIED, 2014).

Em estudos datados mais recentemente, foi sugerido que a mucilagem
presente no quiabo € um polissacarideo composto por unidades de rhamnose, acido
galacturdnico, galactose, glucose e acido glucurénico, todos na forma piranosidica
(DETERS; LENGSFELD; HENSEL, 2005; LENGSFELD et al., 2004).

Na ciéncia de alimentos a mucilagem do quiabo vem sendo aplicada
como emulsificante e agente anti-espumante (MISHRA, 2007). Recentemente, este
polimero foi explorado como agente encapsulante de probidticos (LAURENTI;
GARCIA, 2013).

Silva (2006) relata a efetividade da mucilagem do quiabo sobre o
crescimento de Bifidobacterium lactis Bb-12 e Lactobacillus acidophilus La-5, uma
vez que estes foram inoculados em meio de cultura enriquecido com mucilagem.
Para tanto, a composicdo destas mucilagens pode favorecer a adaptacdo e

crescimento de probidticos.
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3.5.2.2 Mucilagem de linhaga (Linum usitatissimum)

A linhaca (Linum usitatissimum) pertence a familia das Linaceas sendo
utilizada para consumo humano e animal. Os primeiros registros histéricos da
linhaca relatam seu aparecimento em 9000-8000 a.C. no Ira, Turquia, Siria e na
Jordania (NOVELLO; POLLONIO, 2011).

Atualmente o Canada destaca-se como um dos maiores produtores
mundiais de linhaca, seguido por Estados Unidos, india, China, Ucrania, Russia,
Bélgica, Franca e Alemanha. No Brasil, a linhaca é produzida, principalmente, no
noroeste gaucho (NOVELLO; POLLONIO, 2011).

A linhaga possui em sua composi¢cado elevado teor de fibra alimentar
soluvel (6 a 119/100g) e devido a sua alta capacidade de hidratacéo, esta fibra é
denominada mucilagem (MONEGO, 2009; NOVELLO; POLLONIO, 2011). A
composicdo centesimal da mucilagem obtida a partir do grao de linhaca esta descrita
na Tabela 2.

Tabela 2 — Composicéo centesimal* da mucilagem do gréo de linhaca.

Macro-componente Valores (%)
Fibra Total 85,7
Fibra Solavel 73,21
Fibra Insoltvel 11,67
Umidade 7,23
Cinzas 6,24
Gordura 0,18
Proteina 6,22
Carboidratos 6,88

*Resultados expressos em base seca
Fonte: Monego (2009).

Segundo Wannerberger, Nylander e Nyman (1991) estdo presentes na
linhaca polissacarideos neutros e acidos, dentre eles acido galacturdnico (21-36 %),
xilose (19-38 %), rhamnose (11-16 %), galactose (12-16 %), arabinose (8-13 %) e
glicose (4-6 %).
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Monego (2009) destaca que a goma do grédo possui alta capacidade de
hidratacdo e viscosidade estavel na faixa de pH 4 a 6, tornando possivel sua
aplicacdo como agente hidrocoléide em alimentos. Essa capacidade ainda possibilita
o emprego da mucilagem de linhaca na formacdo de géis. Segundo Chen, Xu e
Wang (2006) a incorporacdo de pequenas quantidades de CaClz (<0,3 % p/v) pode
aumentar a forga dos géis formados.

Laurenti e Garcia (2013) investigaram a capacidade da mucilagem de
linhaga como material encapsulante na manutengédo e liberagdo controlada de
células probidticas em testes de digestao in vitro. Os autores evidenciaram que as
capsulas a base de mucilagem de linhaca demonstraram ser um eficiente material

encapsulante, mantendo 27 % do material encapsulado no interior da matriz.

3.5.3 Botriosferana

O botriosferana € um exopolissacarideo (EPS) produzido pelo fungo
Botryosphaeria rhodina MAMB-05 relatado pela primeira vez por Dekker e Barbosa
(2001). Através de caracterizagdo quimica, este EPS teve sua estrutura determinada
como (1—3, 1-6)-p-D-glucana com aproximadamente 22 % de ramificacdo em C-6
por residuos glucosidicos e gentiobiosidicos (Figura 2), ocorrendo desta forma
guando o micro-organismo é cultivado em glucose como Unica fonte de carbono
(BARBOSA et al., 2003). Em contrapartida, Steluti et al. (2004) e Corradi da Silva et
al. (2005) salientam que essa B-D-glucana pode ser produzida pelo mesmo micro-
organismo em outras fontes de carbono de forma que embora a cadeia principal seja
a mesma, o grau de ramificacdo sofre variacbes que podem influenciar diretamente

em alteracdes na viscosidade das solugdes formadas pelo EPS.
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Figura 2 — Botriosferana: B-(1 — 3,1 — 6)-D-glucana.
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Fonte: Bongiovanni et al. (2009).

No segmento biotecnolégico a aplicacdo de moléculas produzidas por
micro-organimos (EPS) desperta o interesse de pesquisadores de diversas éareas,
uma vez que estes EPS apresentam uma variedade de aplicagbes nas industrias
farmacéuticas, alimenticias e de cosméticos (MAHAPATRA; BANERJEE, 2013).

EPS microbianos sdo conhecidos por suas propriedades espessantes,
estabilizantes, emulsificantes, além da capacidade de formar géis (ROBERTS;
KIMMEL; ZIEGLER, 1998). Um exemplo de aplicabilidade destes EPS ¢é a pululana,
uma a-glucana produzida pelo Aerobasidium pullulans, que segundo Sutherland
(1998) forma filmes sollveis em agua e com baixa permeabilidade ao oxigénio,
possibilitando sua aplicacdo com finalidade de revestir alimentos, retendo o sabor e

aparéncia.

E inegavel, segundo suas propriedades, que solu¢bes filmogénicas a
base de EPS podem apresentar capacidade de suporte a farmacos e também
probiéticos. Para probidticos estes filmes além de suporte, podem apresentar
capacidade de protecdo as células. Entretanto, ao se tratar de EPS botriosferana
produzido pelo fungo Botryosphaeria rhodina MAMB-05 a literatura apresenta
caréncia de pesquisas relacionadas com a aplicacdo deste EPS na elaboracdo de
filmes, ou ainda de microesferas carreadores de células probioticas, abrindo

possibilidades para pesquisas deste segmento.
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3.6 AGENTES PLASTIFICANTES

Os plastificantes sao utilizados na confeccdo de revestimentos
comestiveis a fim de melhorar suas propriedades. A influéncia desses aditivos
nessas propriedades depende de fatores como concentracdo, grau de disperséo e
interacdo com o polimero do revestimento (KESTER; FENNEMA, 1986).

Revestimentos comestiveis por vezes sdo desenvolvidos e aplicados em
frutas e hortalicas, que por serem matrizes vivas, sdo susceptiveis de sofrerem
processos fisioldgicos que acarretam pequenas alteracdes de volume e textura,
portanto € de interesse que o0s revestimentos apresentem uma flexibilidade minima
suficiente para adaptarem-se a essas alteracfes sem geracdo de danos estruturais
(ASSIS; BRITTO, 2014).

Dick (2014) destaca que os agentes plastificantes podem modificar
beneficamente as propriedades dos revestimentos como, por exemplo, as
propriedades mecanicas, sensoriais e de protecdo. Estes plastificantes podem
reduzir as forcas intra-moleculares, suavizar a rigidez estrutural do revestimento e

aumentar a mobilidade entre as cadeias biopoliméricas.

Dentre os plastificantes mais usualmente utilizados estdo os polidis, como
o glicerol, o polietilenoglicol e o sorbitol (ASSIS; BRITTO, 2014). O glicerol é liquido,
possui carater hidrofilico devido a presenca de grupos hidroxila em sua composic¢ao,
e possibilita uma maior interagcdo com polimeros tipicamente utilizados no

desenvolvimento de revestimentos (DICK, 2014).

Assis e Britto (2014) destacam que a utilizacdo de agentes plastificantes
deve ser feita de maneira controlada, considerando que a presenca desses agentes
na matriz polimérica pode néo apenas alterar propriedades mecanicas, mas também
interferir na molhabilidade e na permeacdo do revestimento. Os autores justificam
gue a reducao das forgas intra-moleculares facilita 0 movimento relativo das cadeias,
e em grandes quantidades, os agentes plastificantes promovem a elevacdo do
espaco entre as cadeias e a difusdo facilitada de gases. Estes espacos ainda
proporcionam a penetracdo de moléculas de agua para o interior dos revestimentos,
0 que ocasiona solvatacdo em alguns sitios polares, provocando o aumento da

cobertura. Portanto, estas alteracbes reduzem as propriedades de barreira e
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aderéncia, podendo ainda favorecer a multiplicagédo de fungos, inviabilizando o uso
da formulagdo como cobertura protetora.

3.7 AGENTES SURFACTANTES

Surfactantes séo substancias anfifilicas, ou seja, tem carater hidrofilico e
hidrofébico. Usualmente sdo aplicados na elaboracdo de filmes e revestimentos
hidrofilicos com a intencdo de melhorar as propriedades de barreira e de umidade
dos revestimentos (CHEN; KUO; LAI, 2009).

Dentro da gama de agentes surfactantes esta o Polissorbato 80,
conhecido como tween 80 (polioxietileno sorbitano monooleato), que é um
importante surfactante hidrofilico, ndo i6nico, que apresenta em sua estrutura um

acido graxo monoinsaturado (TAOKA et al., 2011).

A utilizacdo do tween 80 tem sido amplamente difundida. Sendo
principalmente utilizado como aditivo alimenticio e na industria farmacéutica, onde
atua como emulsificante, agente dispersante e estabilizante. As emulsdes
produzidas com tween 80 apresentam boa estabilidade, fina textura e resisténcia as
mudancas de pH (DAHER; BAROODY; HOWLAND, 2003).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

4.1.1 Probiéticos: Lactobacillus casei LC-01 e Lactobacillus casei BGP 93

Foram utilizadas culturas probioticas liofilizadas de Lactobacillus casei LC-
01 e Lactobacillus casei BGP 93 cedidas pela Chr. Hansen e Sacco Brasil,

respectivamente.

4.1.2 Materiais encapsulantes e constituintes da cobertura comestivel

Dentre os polimeros naturais, foram utilizadas solu¢cdes de mucilagens
provenientes de quiabo adquirido diretamente com o produtor local no CEASA
(Unidade de Londrina — PR) da variedade Santa Cruz 47 e linhaga preta adquirida
em farmacia de manipulacdo local. Também foi utilizado, alginato de sodio
(Dindmica, Brasil), solucdo contendo o exopolissacarideo (EPS) Botriosferana (0,82
mg/L) do tipo B-D-glucana, produzido pelo fungo ascomiceto Botryosphaeria rhodina
MAMB-05 e fruto-oligossacarideo (Anexo 1) gentilmente cedidos pelo Departamento
de Quimica da Universidade Estadual de Londrina e Orafti Chile S.A,

respectivamente.

Como agentes plastificantes e surfactantes foram utilizados glicerol

(Sigma, Alemanha) e tween 80 (Vetec, Brasil).

4.1.3 Yacon (Smallanthus sonchifolius)

Foram utilizados tubérculos de vyacon (Smallanthus sonchifolius),
adquiridos diretamente no CEASA (Unidade de Londrina — PR).
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4.2 METODOS

4.2.1 Extracdo das mucilagens

As mucilagens de quiabo e linhaca foram extraidas segundo adaptacao
da metodologia proposta por Lima (2007). O quiabo foi cortado em fatias finas e
processado em liquidificador doméstico por 15 segundos.

Cem gramas de cada produto foram mantidos em agua destilada a
temperatura ambiente durante 2 horas. Decorrido este periodo o volume foi corrigido
para 1 litro removendo-se os residuos presentes com auxilio de peneira (Mesh 100)
para obtencdo da mucilagem. Os teores de solidos solluveis dessas mucilagens
foram padronizados para 0,3 °Brix através de processo de dialise contra agua
destilada.

As mucilagens foram armazenadas a temperatura de 5 °C + 2 °C até o

momento de uso, sendo utilizadas em um periodo ndo superior a 24 horas.

4.2.2 Microencapsulacgéo dos probidticos utilizando polimeros naturais

A técnica de microencapsulacdo utilizada para a producdo das
microesferas de L. casei LC-01 e L. casei BGP 93 foi a de extrusdo em cloreto de

calcio (Fmaia, Brasil) adaptada de Krasaekoopt e Watcharapoka (2014).

Os probidticos liofilizados L. casei LC-01 e L. casei BGP 93 foram
encapsulados em diversas combinacdes de matrizes poliméricas de acordo com a
Tabela 3.
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Tabela 3 — Composicdo das solugcdes poliméricas utilizadas no processo de
microencapsulacdo dos probidticos.

T, QU Mulagem WSSO mowosreana  Fos S Gl
M1 X X X X

M2 X X X X

M3 X X X X

M4 X X X

M5 X X X

M6 X X X

M7 X X X

M8 X X

M9 X X X X
M10 X X X X
M11 X X X X
M12 X X X

*Em todos os tratamentos foi adicionado tween 80 (0,1 %); glicerol (0,5 %).
**SolugBes de mucilagens utilizadas foram padronizadas para 0,3 °Brix.
***Solugéo de Botriosferana 0,82 mgl/L.

Fonte: o préprio autor.

O método de elaboracdo das solucdes destinadas para o processo de

microencapsulacéao foi similar para todos os tratamentos.

O alginato de sodio 2 % (m/v) foi dissolvido de acordo com a composi¢ao
de cada tratamento, em agua destilada, em solucdo de mucilagem (quiabo ou
linhaca) ou em solucéo do EPS botriosferana, todas previamente aquecidas a 70 °C,
e levadas ao agitador mecanico (MA 102, Marconi, Brasil) a 1820 xg para completa
dissolucéo. Posteriormente em todos os tratamentos foi adicionado o glicerol 0,5 %
(m/v) e tween 80 0,1 % (m/v). Os tratamentos M1, M2, M3, M4, M9, M10, M11 e M12

contaram também com adi¢do de FOS 1,5 % (m/v).

As solucdes foram novamente homogeneizadas em agitador mecanico
(MA 102, Marconi, Brasil) a 1820 xg por 2 minutos e submetidas ao processo de
esterilizacdo em autoclave a 121 °C por 15 minutos (MOAYEDNIA et al., 2010).

Ao final do processo de esterilizagdo e posterior resfriamento das
solucdes poliméricas a 42 °C, as culturas probidticas foram adicionadas de maneira

asséptica e em quantidades conhecidas 1 % (m/v), e as solu¢cdes brevemente
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homogeneizadas com auxilio de espétulas estéreis. Todas as solu¢des poliméricas
foram carreadoras de bactérias probioticas.

Apés a inoculacdo, as solucdes foram acondicionadas em seringas
estéreis com diametro de 1 mm e gotejadas em solucédo também estéril de cloreto de
calcio (2 % m/v), onde permaneceram por 10 minutos, para obtencdo de
microesferas pelo processo de extruséo (KRASAEKOOPT; WATCHARAPOKA,
2014). As microesferas obtidas foram armazenadas sob refrigeragdo a 5 °C = 2 °C
em solucdo estéril de 4gua peptonada (0,1 % m/v) e submetidas a analise de
viabilidade celular, de determinacdo do tamanho médio através de analise com

paquimetro e simulacdo gastrointestinal in vitro.

4.2.3 Processamento minimo do yacon (Smallanthus sonchifolius)

Os tubérculos de yacon foram encaminhados para o Laboratério de
Processamento e Analise Sensorial de Alimentos da Universidade Estadual de
Londrina — UEL, onde foram acondicionados sob refrigeracdo a 5 °C + 2 °C até o

processamento.

O processamento minimo constitui-se das etapas descritas por Silva et al.

(2011) com adaptac¢des, conforme o esquema ilustrado na Figura 3.



Figura 3 — Fluxograma do processamento minimo de yacon.
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ApOs o recebimento, a matéria-prima passou por processo de primeira

lavagem com detergente neutro e 4gua corrente.

A etapa do descascamento foi realizada com o auxilio de descascador
manual e facas de aco-inoxidavel, a fim de que fosse removida toda a casca do
tubérculo, posteriormente, o yacon foi submetido a segunda lavagem em agua
corrente e em seguida ao primeiro processo de sanificacdo através da imersdo do
tubérculo descascado em agua gelada e clorada (200 mg.L* de cloro residual total)
por um periodo de 10 minutos.

Em seguida, o yacon descascado e higienizado foi para etapa do corte,
utilizando cortador Perfect Dicer Advanced (Polishop, Brasil) e facas de aco-
inoxidavel, com a finalidade de produzir cubos de yacon com medidas de 1 cm X 1
cm. Estes cubos seguiram para um segundo processo de sanificacdo, onde foram
mergulhados em agua gelada e clorada (100 mg.L* de cloro residual total) por um
periodo de 10 minutos; e, posteriormente, imersos novamente em agua gelada e
clorada (3 mg.L* de cloro residual total) por mais 5 minutos (enxague) para a
retirada do excesso de cloro (SILVA et al.; 2011). Ao final destas etapas, com
excecdo do controle amostral (C), os cubos de yacon foram imersos em solucao

estéril de acido ascorbico 1,5 % (m/v) (Dinamica, Brasil) por 5 minutos.

Posteriormente, a drenagem foi realizada com auxilio de peneiras de ago-
inoxidavel previamente sanificadas. Todo o procedimento ocorreu em ambiente

higienizado e seguindo as boas praticas de fabricacao.

4.2.4 Coberturas comestiveis

Com as condi¢bes previamente estabelecidas e selecionadas a partir do
item 4.2.2, foram elaboradas duas solug¢bes filmogénicas com a finalidade de
produzir coberturas comestiveis para serem aplicadas nos tubérculos de yacon

minimamente processados de acordo com a Tabela 4.
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Tabela 4 — Composicdo das coberturas comestiveis carreadoras de L. casei LC-01
utilizadas para recobrir o yacon minimamente processado.

TRATAMENTO Alginato de Sédio Mucilagem de Linhaca
CAP? X
CLP2 X X

*Em todos os tratamentos foi adicionado alginato de sédio (2 % m/v), glicerol (0,5 % m/v), tween 80 (0,1 % m/v), FOS (1,5 %
m/v) e cultura probiética L. casei LC-01 (1 %).

1 O alginato de sédio e os demais constituintes foram dissolvidos em agua destilada aquecida a 70 °C.

2 O alginato de sddio e os demais constituintes foram dissolvidos em solugdo de mucilagem de linhaga preta padronizada para
0,3 °Brix aquecida a 70 °C.

Fonte: o préprio autor.

O método de preparo das solucdes filmogénicas foi igual ao aplicado para
produzir as soluc¢des utilizadas nas técnicas de microencapsulacdo por extrusdo

descritas no item 4.2.2

A solucdo 1 (CAP) foi formulada a base de alginato de sédio 2 % (m/v),
glicerol 0,5 % (m/v), tween 80 0,1 % (m/v) e FOS 1,5 % (m/v). O alginato de sddio
previamente dissolvido em &gua destilada aquecida a 70 °C e levado ao agitador
mecanico (MA 102, Marconi, Brasil) a 1820 xg para completa dissolucao.
Posteriormente foi adicionado o glicerol, tween 80 e FOS quando a solugéo foi

novamente homogeneizada por 2 minutos.

A solucdo 2 (CLP) foi preparada de maneira similar a solucédo 1.
Entretanto, o alginato de sodio foi dissolvido em solugdo de mucilagem de linhaca
preta com teor de sélidos solUveis totais padronizado para 0,3 °Brix previamente
aguecida a 70 °C e levado ao agitador mecanico (MA 102, Marconi, Brasil) a 1820 xg
para completa dissolugdo. Glicerol, tween 80 e FOS, foram posteriormente

adicionados e a solu¢cdo homogeneizada novamente por 2 minutos.

Todas as solucdes foram submetidas ao processo de esterilizagdo em
autoclave a 121 °C por 15 minutos (MOAYEDNIA et al., 2010). Apos o resfriamento
a 42 °C a cultura probidtica liofilizada de L. casei LC-01 foi inoculada na

concentracéo de 1 % (m/v) de maneira asséptica.
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4.2.5 Distribuicdo dos tratamentos e aplicacdo das coberturas comestiveis

sobre yacon minimamente processado

Yacon minimamente processado preparado de acordo com metodologia
descrita no item 4.2.4 foi distribuido em quatro tratamentos distintos de acordo com a
Tabela 5.

Tabela 5 — Distribuicdo dos tratamentos de yacon minimamente processado.

TRATAVENTO  Yacon  fignale Mecllagen detinhasa  tameni cor
C X

CAS X X
CAP X X X
CLP X X X X

*Os tratamentos de cobertura comestivel (CAP e CLP) contaram com adi¢cdo em sua formulagéo de tween 80 (0,1 %), glicerol
(0,5 %), FOS (1,5 %) e cultura probiética 1 % (L. casei LC-01).
Fonte: o préprio autor.

O método de aplicacdo de cobertura comestivel (amostras CAP e CLP),
consistiu em uma primeira imersao dos cubos de yacon minimamente processados
(1 cm x 1 cm) nas solucBes poliméricas por 2 minutos, e em seguida uma segunda
imersao em solucdo de cloreto de célcio (2 %) por 10 minutos a fim de promover o
crosslinking, fortalecendo o gel e consequentemente proporcionando a formacao da
cobertura comestivel sobre o yacon minimamente processado. Decorrido o periodo
na solugcéo do agente crosslinking o vegetal minimamente processado foi depositado
em peneiras de aco inoxidavel previamente higienizadas com a finalidade de retirada
do excesso de agua adquirido no processo. Posteriormente o produto ja revestido foi
acondicionado em embalagens de polipropileno (PP) com tampa perfurada
(Copobras, Brasil), que tinham finalidade de atuar apenas como protecdo, e nao

interagir com o produto.

As embalagens foram acondicionadas em estufa B.O.D (MA 415 15,
Marconi, Brasil) 5 °C £ 2 °C por um periodo de 15 dias e submetidas as analises
fisico-quimicas e microbiolégicas. Imediatamente antes da embalagem foi
determinada a espessura do revestimento medindo-se com paquimetro (n = 30) e

posteriormente calculadas as médias.



50

Foram armazenadas nas mesmas condicdes amostras de yacon
minimamente processado tratadas apenas com acido ascoérbico (CAS) e amostras

sem nenhum tratamento, estas, utilizadas como controle amostral (C).

4.2.5.1 Parametros fisico-quimicos

Foram executadas analises de perda de massa fresca, umidade, cor, pH,
acidez total e solidos solluveis totais nas amostras de yacon minimamente
processado. Estas, conduzidas no Laboratorio de Fisico-Quimica da Universidade
Estadual de Londrina (UEL).

As amostras foram trituradas utilizando triturador do tipo mixer (DHB 200-
11, Carrefour Discont, Brasil). Todas as andlises foram feitas em triplicata nos
periodos 1, 3, 6, 9, 12 e 15 de armazenamento (exceto perda de massa fresca que

foi realizada diariamente).

4.2.5.1.1 Perda de massa fresca

Bandejas previamente taradas foram utilizadas para estocagem das
amostras, e submetidas a pesagem no periodo 1 de armazenamento. O controle
deste parametro foi efetuado diariamente durante todo o periodo de estocagem. As
amostras foram pesadas em balangca semi-analitica (M1702, Bel. Engineering,
Brasil). As bandejas foram previamente taradas para serem utilizadas na estocagem

das amostras.

A porcentagem de perda de massa fresca devido a possivel respiracéo e

transpiragcéo do yacon minimamente processado foi calculada pela seguinte equacéo
(Eq.1):

Massa final
— )] x 100
Massa inicial Eq. 1

Perda de massa fresca = [1 — (
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4.2.5.1.2 Umidade

O controle da umidade foi determinado por adaptacdo do método
gravimétrico: Solidos totais em Frutas e Produtos de Frutas, segundo normas oficiais
da AOAC (2005) n° 920.151. Foi utilizado estufa de secagem (311 CG, Fanem,
Brasil) a 70 °C para secagem de aproximadamente 5 gramas de amostra até o peso
constante (BIERHALS, 2010).

4.2.5.1.3 Cor

Para o controle do parametro de cor foi utlizado colorimetro
(Chromameter CR-400 Sensing, Konica Minolta, Jap&o) operando no sistema

CIELab, previamente calibrado em superficie branca.

A luminosidade (L*) é um parametro que pode variar de zero (preto) a
cem (branco), e as leituras dos parametros a* e b* permitem calcular o angulo Hue,
ou seja, tonalidade ou matiz da cor através da equacédo 2 (CHIUMARELLI et al.,
2011; TRIGO et al., 2012), além de indicar possivel escurecimento nas amostras de

yacon minimamente processado.

*

h* =arctan (—)
a Eq. 2

4.2.5.1.4 pH

A determinacdo foi realizada segundo o método n° 981.12 da AOAC
(HORWITZ, 2005).

4.2.5.1.5 Acidez total titulavel (ATT)

A acidez total titulavel foi determinada segundo o método n° 942.15 da
AOAC (HORWITZ, 2005). E os resultados expressos em % de acido malico, que é
predominante na yacon (PEREIRA et al., 2013).
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4.2.5.1.6 Solidos soluveis totais (SST)

O teor de sdlidos soluveis totais foi determinado por leitura direta em
refratdbmetro digital (PAL-BX/RI, ATAGO, JAPAO) de acordo com o método n°
932.12 da AOAC (HORWITZ, 2005).

4.2.6 Parametros microbioldgicos

4.2.6.1 Viabilidade celular do probiotico

Foram realizadas em triplicata analises a fim de determinar o nimero de
células viaveis dos probiéticos nos periodos 0, 5, 10 e 15 dias de estocagem nas
microesferas obtidas pelo processo de microencapsulacdo por extrusao, bem como,
nas amostras de yacon minimamente processado revestido com coberturas
comestiveis carreadoras de cultura probidtica, nestas, nos periodos 1, 5, 10 e 15
dias de estocagem.

Estas andlises foram conduzidas de forma que 5 gramas de microesferas
ou de yacon minimamente processado revestido com cobertura comestivel foram
homogeneizados e diluidos em 45 mL de solucéo estéril de 2 % de citrato de sédio
(Fmaia, Brasil) em pH 6.0 aquecida a 45 °C em banho-maria (MA 127, Marconi,
Brasil) por 10 minutos, seguido de diluicdo seriada e posterior plaqueamento em
profundidade em meio MRS Agar (Acumedia, EUA). As amostras foram incubadas
em estufa incubadora (NT 525, Novatecnica, Brasil) a 37 °C por até 72 horas sob
condicBes aerdbias (MOAYEDNIA et al., 2009). Todas as analises foram realizadas
em triplicata de maneira asséptica no Laboratorio de Microbiologia da Universidade
Estadual de Londrina.

4.2.6.2 Eficiéncia de encapsulacao dos probioticos (EE)

A eficiéncia de encapsulacdo foi determinada por método direto, através
das contagens de células viaveis presentes nas solugdes formuladas antes e apos a

microencapsulacdo das células. Os dados obtidos foram aplicados na equacédo 3 e
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assim obteve-se a porcentagem do rendimento do processo de encapsulacdo, onde
Xt € 0o numero de células presentes nas microesferas, e Xi representa 0 nimero de
células inicialmente adicionadas nas solucbes (AYAMA; SUMPAVAPOL,;
CHANTHACHUM, 2014).

EE (%) =t x100  Eq.3
1

4.2.6.3 Sobrevivéncia do probiético sob condi¢cdes gastrointestinais simuladas

A fim de simular os sucos entéricos e gastricos presentes no trato
gastrointestinal humano foi utilizada uma adaptacdo da metodologia Bedani et al.
(2014).

Foi avaliada em duplicata a sobrevivéncia dos probidticos presentes nas
microesferas obtidas pelo processo de microencapsulacéo por extrusado, tal como,
nas amostras de yacon minimamente processado revestidas com cobertura
comestivel em diferentes solugBes tampdo e em tempos de avaliagdo pré-

determinados.

Deste modo, 3 gramas de microesferas ou yacon minimamente
processado revestidos com cobertura comestivel, ambos carreadores de culturas
probiéticas, foram acondicionados em tubos falcon contendo 30 mL de suco gastrico
simulado (Solucéo salina 0,85 % com pH ajustado para 2.3 — 2.6 com HCI| 1N) com
adicdo de pepsina (de mucosa estomacal suina, Sigma-Aldrich, EUA) e lipase (de
Rhizopus oryzae, Sigma-Aldrich, EUA) nas concentracdes de 3 g/L e 0,9 mg/L,
respectivamente. Os tubos foram incubados a 37 °C durante 2 horas, simulando a
fase gastrica. Na etapa seguinte o pH das amostras foi ajustado para 5.4 — 5.7
usando uma solucao alcalina (150 mL de NaOH 1N e 14g de PO4H2Na.2H20 para 1
litro de agua destilada). Bile (Sigma-Aldrich, EUA) e pancreatina (de pancreas suino,
Sigma-Aldrich, Nova Zelandia) foram adicionadas para atingir a concentracédo de 10
g/L e 1 g/L, respectivamente. As amostras foram incubadas novamente a 37 °C por
mais duas horas simulando a fase entérica 1. Decorrido o periodo o pH das
amostras foi ajustado para 6.8 — 7.2 usando a mesma solucao alcalina utilizada na

fase entérica 1 mantendo as concentracoes de bile e pancreatina, entdo, as
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amostras foram novamente incubadas por mais 2 horas a 37 °C, esta fase recebeu o

nome de fase entérica 2, finalizando as 6 horas de ensaio in vitro.

A contagem de células viaveis do probiético foi realizada com aliquotas
das diluicdes das amostras apés 0, 2, 4 e 6 horas de digestdo in vitro, que em
seguida foram semeadas em profundidade no meio MRS agar (Acumedia, EUA) e
incubadas a 37° C por 72 horas. Desta forma, foi possivel calcular o nidmero de

células sobreviventes nas fases de simulacéo in vitro.

4.2.6.4 Andlises de contaminantes

Foram realizadas a fim de atestar a qualidade microbiolégica e aptiddo ao
consumo analises microbiolégicas nos periodos inicial e final de armazenamento nas

amostras de yacon minimamente processado com ou sem cobertura comestivel.

4.2.6.4.1 Coliformes a 45 °C

A contagem de coliformes a 45 °C foi realizada pelo método do namero
mais provavel (NMP) segundo metodologia da American Public Health Association
de 2001 (DOWNES; ITO, 2001).

4.2.6.4.2 Salmonella spp

Para analise de presenca ou auséncia de Salmonella spp foi utilizado o
método tradicional de identificacdo descrito pela International Organization for
Standardization 6579:2007 (1SO, 2007), o qual incluiu as etapas de pré-
enriguecimento da amostra em agua peptonada, enriquecimento seletivo em Caldo
Tetrationato e Caldo Rappaport Vassiliadis, esgotamento por estrias em meios
seletivos diferenciais, isolamento em Agar Nutriente, seguida de provas bioquimicas

e soroldgica.
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4.2.6.4.3 Aerdbios mesofilos

A Contagem total de aerdbios mesofilos em placas foi realizada por
plagueamento em superficie de meio PCA (Himedia, india) seguindo metodologia da
American Public Health Association de 2001 (MORTON, 2001).

4.2.6.4.4 Bolores e leveduras

A Contagem total de bolores e leveduras foi realizada através de
plagueamento em superficie em meio BDA (Himedia, india) acidificado com &cido
tartarico (Fmaia, Brasil) 10 %, seguindo metodologia da American Public Health
Association de 2001 (TANIWAKI; IAMANAKA; BANHE, 1999).

4.3 ANALISE ESTATISTICA

As amostragens e seus dados foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey através do programa
ASSISTAT 7.7 (SILVA; AZEVEDO, 2009). O Teste-t foi aplicado havendo
necessidade de comparar médias entre dois grupos amostrais. Os resultados foram

considerados significativos para p<0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 MICROENCAPSULACAO DOS PROBIOTICOS UTILIZANDO POLIMEROS
NATURAIS

A técnica de microencapsulacdo aplicada nos experimentos realizados no
presente estudo foi a de microencapsulacdo por extrusdo em solucao estéril de
cloreto de célcio (2 %). Esta, apresenta vantagens, tais como, baixo custo, relativa
facilidade de aplicacdo, ser branda e ndo envolver altas temperaturas, o que poderia
implicar diretamente sobre a viabilidade celular dos probiéticos utilizados (L. casei
LC-01 e L. casei BGP 93), além de que, possibilita a aplicacdo de uma grande gama
de polimeros naturais (FAVARO-TRINDADE; HEINEMANN; PEDROSO, 2011).

5.1.1 Eficiéncia de encapsulacéo dos probioticos (EE)

Neste estudo as microesferas carreadoras de L. casei LC-01 e L. casei
BGP 93 foram avaliadas quanto a sua EE, e os resultados obtidos estdo descritos na
Tabela 6.
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Tabela 6 — Eficiéncia do processo de encapsulacéo (EE) dos probidticos L. casei LC-01 e L.
casei BGP 93 microencapsulados nas diversas matrizes poliméricas.

TRATAMENTO Diar?nét:r%é;“m) ('3901 gﬁfég;hfaf;%%is EE (%)
M1 2,95 8,91 A8 + 0,02 95,09
M2 2,85 8,808 +0,16 93,92
M3 2,95 9,2324+0,13 98,50
M4 2,90 8,03¢+0,12 85,70
M5 2,85 8,86 B+ 0,05 94,55
M6 2,75 8,778+ 0,15 93,60
M7 2,90 8,79 8 + 0,06 93,81
M8 2,85 7,93 P +0,09 84,63
M9 2,85 7,98 +0,19 86,74
M10 2,80 8,19 € + 0,15 89,02
M11 3,00 8,01 ¢+ 0,07 87,06
M12 2,95 7,59 ° + 0,06 82,50

M1 = Microesferas de alginato de sodio (2 %) e mucilagem de quiabo (0,3 °Brix) com adicdo de FOS (1,5 %). M2 =
Microesferas de alginato de sédio (2 %) e mucilagem de linhaga (0,3 °Brix) com adicdo de FOS (1,5 %). M3 = Microesferas de
alginato de sédio (2 %) e Botriosferana (0,820 mg/L) com adigdo de FOS (1,5 %). M4 = Microesferas de alginato de sédio (2 %)
com adicdo de FOS (1,5 %). M5 = Microesferas de alginato de sodio (2 %) e mucilagem de quiabo (0,3 °Brix). M6 =
Microesferas de alginato de sédio (2 %) e mucilagem de linhaca (0,3 °Brix). M7 = Microesferas de alginato de sédio (2 %) e
Botriosferana (0,820 mg/L). M8 = Microesferas de alginato de sédio (2 %). M9 = Microesferas de alginato de sédio (2 %) e
mucilagem de quiabo (0,3 °Brix) com adi¢do de FOS (1,5 %). M10 = Microesferas de alginato de sédio (2 %) e mucilagem de
linhaca (0,3 °Brix) com adigdo de FOS (1,5 %). M11 = Microesferas de alginato de sédio (2 %) e Botriosferana (0,820 mg/L)
com adi¢do de FOS (1,5 %). M12 = Microesferas de alginato de sédio (2 %) com adi¢cdo de FOS (1,5 %).

*Em todos os tratamentos foi adicionado tween 80 (0,1 %), glicerol (0,5 %) e cultura liofilizada (1 %), sendo L. casei LC-01 em
M1 a M8, e L. casei BGP 93 em M9 a M12.

**Médias seguidas de mesma letra mailscula na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

Fonte: o proprio autor.

Nas mesmas condi¢cdes amostrais microesferas carreadoras de L. casei
LC-01 demonstraram indices de eficiéncia de encapsulacdo (EE) superiores aos de
microesferas de L. casei BGP 93. Desta forma, sugere-se que o probiético L. casei
LC-01 adaptou-se melhor a técnica de microencapsulacéo utilizada. Considerando
todos os tratamentos, a amostra M3, que alia aplicacdo do EPS Botriosferana a FOS

apresentou a maior eficiéncia de encapsulacao, atingindo indices de 98,50 %.

Para microesferas de L. casei LC-01 com excecao dos tratamentos M4 e
M8 (formuladas a base de alginato de sédio dissolvido em agua destilada) os indices
de EE encontrados foram superiores a 93 %, indicando que a aplicacdo de outros
polimeros em conjunto com o alginato de sodio pode favorecer o aprisionamento das
células na matriz polimérica. Em contrapartida, microesferas de L. casei BGP 93

apresentaram EE inferior a 90 %, entretanto, da mesma maneira essas microesferas
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quando formuladas com maiores concentracdes poliméricas (adicdo de mucilagens
ou EPS) apresentam valores de EE superiores quando comparadas aquelas

formuladas apenas com alginato de sédio dissolvido em agua destilada.

Ao encapsular bactérias € necessario minimizar perdas no numero de
células encapsuladas objetivando o éxito na eficiéncia de encapsulacdo (EE), esta
por sua vez, relaciona o ndmero de células bacterianas viaveis aprisionadas na
matriz encapsulante com o numero de células bacterianas viaveis antes da
encapsulacdo. Haghshenas et al. (2015) obtiveram indices de EE superiores a 98 %
utilizando blends poliméricos a base de alginato de sédio, gel de psilio e gel de feno-
grego para encapsular Lactobacillus plantarum 15HN através da técnica de extrusao
em calcio. Em contrapartida, Chavarri et al. (2010), atingiram indices maximos de
40,2 % de EE ao encapsularem Lactobacillus gasseri e Bifidobacterium bifidum em

matrizes a base de alginato de sédio e quitosana por extrusdo em cloreto de calcio.

Krasaekoopt e Watcharapoka (2014) ao encapsularem células probiéticas
de Lactobacillus acidophilus LA 5 e Lactobacillus casei LC-01 em esferas a base de
alginato de soédio, quitosana com ou sem adicdo de inulina e galacto-
oligossacarideos obtiveram resultados de reducdo no niumero de células viaveis do
probiético que variaram de 0,1 até 2,6 logs. No presente estudo, a reducdo no
namero de células probibticas apés a encapsulacdo variou de 0,14 até 1,61 log.
Rajam e Anandharamakrishnan (2015) ao encapsularem por spray drying L.
plantarum (MTCC 5422) utilizando FOS como material de parede obtiveram EE entre
70 e 73 %.

5.1.2 Viabilidade celular dos probi6ticos encapsulados nas diversas solucdes

poliméricas durante o armazenamento a5°C +2°C

A viabilidade celular de L. casei LC-01 encapsulado nas diversas matrizes
poliméricas com e sem adi¢cdo de FOS durante todo o periodo de estocagem esta

apresentada na Figura 4 (a) e (b), respectivamente.
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Figura 4 — Efeito das diferentes matrizes encapsulantes sob a contagem de células viaveis
do probidtico L. casei LC-01 durante a estocagem a 5 °C + 2 °C por 15 dias (log UFC.g%).
(A) Log UFC.g! de L. casei LC-01 em microesferas com adi¢do de FOS (1,5 %). (B) Log
UFC.g! de L. casei LC-01 em microesferas sem adicéo de FOS.

(A)
11
10 -
- 9 | - - -
> B i et SRR
O - -==-M1
5 8- ®--="" *“\
o \\.‘ +M2
=] "’s\
- 7 - """‘""-——-. — M3
- -0--M4
6 4
5 T T T 1
0 5 10 15
periodo (dias)
(B)
11+
10 -
ol 9 _
o
g g ---M5
> —&— M6
= 7. —te— M7
--o--M8
6 -
5 T T T 1

0 5 10 15
periodo (dias)

M1 = Microesferas de alginato de sédio (2 %) e mucilagem de quiabo (0,3 °Brix) com adicdo de FOS (1,5 %). M2 =
Microesferas de alginato de sédio (2 %) e mucilagem de linhaca (0,3 °Brix) com adi¢@o de FOS (1,5 %). M3 = Microesferas de
alginato de sddio (2 %) e Botriosferana (0,820 mg/L) com adicdo de FOS (1,5 %). M4 = Microesferas de alginato de sddio (2 %)
com adicdo de FOS (1,5 %). M5 = Microesferas de alginato de sédio (2 %) e mucilagem de quiabo (0,3 °Brix). M6 =
Microesferas de alginato de sédio (2 %) e mucilagem de linhaca (0,3 °Brix). M7 = Microesferas de alginato de sddio (2 %) e
Botriosferana (0,820 mg/L). M8 = Microesferas de alginato de sédio (2 %).

*Em todos os tratamentos foi adicionado tween 80 (0,1 %), glicerol (0,5 %) e cultura liofilizada L. casei LC-01 (1 %).

Fonte: o proprio autor.
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As amostras M4 e M8 apresentaram maior redu¢do no namero de células
viaveis de L. casei LC-01 ao longo da estocagem (1,01 e 1,37 log, respectivamente).
Esse resultado era esperado, uma vez que essas amostras eram formuladas apenas

com alginato de sédio (M4) e FOS (M8) como principais agentes encapsulantes.

Em contrapartida, microesferas formuladas com adicdo de mucilagem de
linhaca e o EPS botriosferana apresentaram menores indices de reducdo do
probiético durante a estocagem, ao mesmo passo, a adicdo de FOS nestas
formulagbes (M2 e M3) contribuiu de forma a evitar redugdo no numero de células
viaveis de L. casei LC-01 ao final de quinze dias de armazenamento, indicando que
adicdo de FOS pode inclusive estimular o crescimento dos micro-organismos.
Krasaekoopt e Watcharapoka (2014), ao microencapsular L. casei LC-01 em
alginato e quitosana com e sem adi¢do de galacto-oligossacarideo, relataram que a
adicdo do prebidtico exerceu influéncia positiva na manutencdo do nuamero de
células viaveis do micro-organismo ao final de um periodo de 4 semanas a 4 °C,
sendo essa reducédo inferior em 1,1 log quando comparada ao tratamento sem
adicdo de prebidtico. Rajam e Anandharamakrishnan (2015) em testes de
microencapsulacdo de L. plantarum (MTCC 5422) utilizando FOS como material de
parede por spray drying observaram menor taxa na perda de viabilidade celular do
probiético durante a estocagem (60 dias) em relagdo ao controle (células livres),
entretanto ao combinar FOS com isolado proteico em p6é (Whey Protein) e isolado
proteico desnaturado por aguecimento (Whey Protein) os autores destacam que 0s

resultados foram ainda superiores.

De modo geral, a mucilagem de linhaca que é uma mistura de
polissacarideos constituidos por ramnogalacturonano | de baixa massa molar e
arabinoxilano de alta massa molar, este U(ltimo apresentando propriedades
prebidticas (NARAN; CHEN; CARPITA, 2008), auxiliou na maior preservacdo do
namero de células viaveis de L. casei LC-01 encapsuladas no presente estudo
(Figura 4).

Microesferas formuladas com essa mucilagem (M2 e M6) apresentaram
menores indices de reducdo da populacdo microbiana aprisionada (log UFC.g?) ao
final do periodo de estocagem (p<0,05), quando comparadas com microesferas

formuladas com outros polimeros (M1; M4 e M5; M8, respectivamente) resultado
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semelhante encontrado por Bustamante et al. (2017) em testes na preservacao de
células probidticas de Bifidobacterium infantis e Lactobacillus plantarum
encapsulados com maltodextrina (15 % m/v) e mucilagem de linhacga (0,2 % m/v) por
spray drying, onde a viabilidade dos micro-organismos encapsulados manteve-se

inalterada ao longo de 45 dias de armazenamento.

Entretanto, os resultados obtidos apontam que a aplicacdo do EPS
utilizado (Botriosferana do tipo B-D-glucana, produzido pelo fungo ascomiceto
Botryosphaeria rhodina MAMB-05) e mucilagem de quiabo (essa ultima apenas
guando consideradas microesferas sem adicdo de FOS) foi tdo eficiente quanto a
aplicacao de mucilagem de linhaca na preservacédo do nimero de células viaveis de

L. casei LC-01 durante o periodo de armazenamento (p>0,05) (Figura 4).

A utilizacdo de exopolissacarideos (EPS) em microencapsulacdo de
bactérias probidticas ainda € uma alternativa pouco explorada, porém, pode se
tornar promissora. Shah et al. (2016) ao encapsularem L. casei, L. brevis e L.
plantarum utilizando B-glucana de cevada como agente encapsulante através de
técnica de emulsédo observaram que as bactérias imobilizadas apresentavam menor
perda de viabilidade comparadas as células livres durante um periodo de
armazenamento de 60 dias. Os mesmos autores atribuem ao processo de
encapsulacdo a protecdo a diversas tensdes ambientais a que estdo expostas as
células. Ja D’Orazio et al. (2015) em estudos de microencapsulacao de cepas de L.
plantarum, L. rhamnosus e B. lactis em microesferas de alginato, glicose e 3-1,3-D-
glucana comercial isolada de Pleurotus ostreatus, reportam maiores valores de
viabilidade celular dos micro-organismos quando comparado ao de microesferas a

base de alginato de sédio e glicose.

Laurenti e Garcia (2013) ao encapsularem células de Saccharomyces
cerevisiae em cubos compostos de agar-agar em solugdo de mucilagem de quiabo,
destacam que a mucilagem foi mais eficiente na retengdo do micro-organismo
encapsulado guando comparada a gomas comerciais, como arabica e carragena e
salientaram que grandes quantidades de fissuras nas matrizes poliméricas podem

influenciar na capacidade de retencdo dos micro-organismos.
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No presente estudo também foi avaliada a viabilidade celular de L. casei
BGP 93 encapsulados em diversas matrizes poliméricas, os resultados estdo

expressos na Figura 5.

Figura 5 — Efeito das diferentes matrizes encapsulantes sob a contagem de células viaveis
do probiético L. casei BGP 93 durante a estocagem a 5 °C + 2 °C por 15 dias (log UFC.g?).
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M9 = Microesferas de alginato de soédio (2 %) e mucilagem de quiabo (0,3 °Brix) com adicdo de FOS (1,5 %). M10 =
Microesferas de alginato de sédio (2 %) e mucilagem de linhacga (0,3 °Brix) com adi¢cao de FOS (1,5 %). M11 = Microesferas de
alginato de sadio (2 %) e Botriosferana (0,820 mg/L) com adigdo de FOS (1,5 %). M12 = Microesferas de alginato de sédio (2
%) com adicdo de FOS (1,5 %).
*Em todos os tratamentos foi adicionado tween 80 (0,1 %), glicerol (0,5 %) e cultura liofilizada L. casei BGP 93 (1 %).
Fonte: o proprio autor.

Microesferas carreadoras de L. casei BGP 93 tiveram comportamento
similar ao de microesferas de L. casei LC-01. Os tratamentos contendo mucilagens
de quiabo (M9), linhaca (M10) ou EPS botriosferana (M11), ndo apresentaram
diferencas significativas no numero de células viaveis do probidtico ao final do
periodo de estocagem (p>0,05). Em contrapartida, microesferas formuladas com
alginato de soédio como principal agente encapsulante (M12) apresentaram
diminuicdo acentuada na viabilidade celular do micro-organismo quando comparada

aos demais tratamentos (p<0,05).
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5.1.3 Sobrevivéncia do probiético sob condi¢cfes gastrointestinais simuladas

Cepas de L. casei LC-01 e L. casei BGP 93 quando encapsuladas podem
ser utilizadas como ingredientes funcionais probioticos. Contudo, a Organizacdo
Mundial da Saude salienta que a qualidade de probidtico sé deve ser atribuida uma
vez que quando ingeridas, essas bactérias apresentem capacidade de sobrevivéncia
ao ambiente estomacal de maneira que mantenham-se em numero suficientemente

viavel para colonizar o intestino (FAO/WHO, 2002).

O comportamento dos probioticos L. casei LC-01 e L. casei BGP 93
encapsulados nas diversas matrizes poliméricas antes (0 h) e durante a exposi¢cédo a

simulacédo gastrica (2 h) e entérica (4 e 6 h) esta descrito na Figura 6.

Figura 6 — Sobrevivéncia dos probiéticos L. casei LC-01 e L. casei BGP 93 encapsulados
nas diversas matrizes poliméricas antes (0 h) e durante a exposi¢éo a simulacdo gastrica (2
h) e entérica (4 e 6 h).
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M1 = Microesferas de alginato de sédio (2 %) e mucilagem de quiabo (0,3 °Brix) com adicdo de FOS (1,5 %). M2 =
Microesferas de alginato de sédio (2 %) e mucilagem de linhaca (0,3 °Brix) com adi¢cdo de FOS (1,5 %). M3 = Microesferas de
alginato de sddio (2 %) e Botriosferana (0,820 mg/L) com adigdo de FOS (1,5 %). M4 = Microesferas de alginato de sddio (2 %)
com adicdo de FOS (1,5 %). M5 = Microesferas de alginato de soédio (2 %) e mucilagem de quiabo (0,3 °Brix). M6 =
Microesferas de alginato de sédio (2 %) e mucilagem de linhaca (0,3 °Brix). M7 = Microesferas de alginato de sédio (2 %) e
Botriosferana (0,820 mg/L). M8 = Microesferas de alginato de sédio (2 %). M9 = Microesferas de alginato de sédio (2 %) e
mucilagem de quiabo (0,3 °Brix) com adi¢&o de FOS (1,5 %). M10 = Microesferas de alginato de sédio (2 %) e mucilagem de
linhaga (0,3 °Brix) com adigdo de FOS (1,5 %). M11 = Microesferas de alginato de sédio (2 %) e Botriosferana (0,820 mg/L)
com adigdo de FOS (1,5 %). M12 = Microesferas de alginato de sédio (2 %) com adi¢cdo de FOS (1,5 %).

*Em todos os tratamentos foi adicionado tween 80 (0,1 %), glicerol (0,5 %) e cultura liofilizada (1 %), sendo L. casei LC-01 em
M1 a M8, e L. casei BGP 93 em M9 a M12.

Fonte: o préprio autor.

Chen et al. (2005) reportam que a adi¢do de prebidticos em processos de
microencapsulacdo pode promover a prote¢do a micro-organismos probioticos frente
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a sucos gastricos simulados. Este comportamento é observado no presente estudo,
microesferas de L. casei LC-01 M1, M2 e M3 (contendo 1,5 % (m/v) de FOS) quando
comparadas a M5, M6 e M7 (sem adicdo de FOS) apresentam perdas inferiores em
1,13, 1,16, e 1,01 log, respectivamente ap6s a fase gastrica. No entanto, o
comportamento das mesmas amostras € inverso quando comparado a fase entérica
| onde microesferas contendo 1,5 % de FOS (M1, M2, M3 e M4) perdem em média
1,00 log a mais quando confrontadas com microesferas sem adicdo de FOS (M5,
M6, M7 e M8). A partir de entdo o comportamento tende a ser similar para essas

amostras.

Com base no comportamento celular dos probidticos encapsulados foi
calculada a reducdo total no nimero de células viaveis de L. casei LC-01 e L. casei

BGP 93 ap0s a exposicdo aos sucos gastricos e entéricos simulados (Figura 7).

Figura 7 — Reducdo no numero de células viaveis (log UFC.g?) dos probiéticos L. casei LC-
01 e L. casei BGP 93 encapsulados nas diversas matrizes poliméricas depois da exposi¢ao
ao0s sucos gastricos e entéricos simulados.
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* Médias seguidas de mesma letra minuscula dentro de cada grupo |, II, lll ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

M1 = Microesferas de alginato de sodio (2%) e mucilagem de quiabo (0,3°Brix) com adi¢do de FOS (1,5%). M2 = Microesferas
de alginato de sédio (2%) e mucilagem de linhaca (0,3°Brix) com adicdo de FOS (1,5%). M3 = Microesferas de alginato de
sadio (2%) e Botriosferana (0,820mg/L) com adi¢éo de FOS (1,5%). M4 = Microesferas de alginato de sodio (2%) com adicao
de FOS (1,5%). M5 = Microesferas de alginato de sédio (2%) e mucilagem de quiabo (0,3°Brix). M6 = Microesferas de alginato
de saédio (2%) e mucilagem de linhaga (0,3°Brix). M7 = Microesferas de alginato de sédio (2%) e Botriosferana (0,820mg/L). M8
= Microesferas de alginato de sédio (2%). M9 = Microesferas de alginato de sédio (2%) e mucilagem de quiabo (0,3°Brix) com
adicdo de FOS (1,5%). M10 = Microesferas de alginato de sodio (2%) e mucilagem de linhaga (0,3°Brix) com adi¢do de FOS
(1,5%). M11 = Microesferas de alginato de sédio (2%) e Botriosferana (0,820mg/L) com adicdo de FOS (1,5%). M12 =
Microesferas de alginato de sédio (2%) com adi¢éo de FOS (1,5%). *Em todos os tratamentos foi adicionado tween 80 (0,1 %),
glicerol (0,5 %) e cultura liofilizada (1 %), sendo L. casei LC-01 em M1 a M8, e L. casei BGP 93 em M9 a M12.

Fonte: o proprio autor.
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Os tratamentos de microesferas foram divididos em 3 grupos amostrais.

Considerando o grupo amostral | e lll, a adicdo de mucilagem de linhaca
nas microesferas de L. casei LC-01 e L. casei BGP 93, proporcionou maior protecao

aos micro-organismos apoés todo o periodo de simulacéo gastrointestinal.

No grupo | microesferas contendo mucilagem de linhaca (M2)
apresentaram valor de reducdo no numero de células viaveis decorrido a simulacao
gastrointestinal na ordem de 2,69 + 0,23 log UFC.g%, resultado estaticamente inferior
(p<0,05) ao de microesferas formuladas com mucilagem de quiabo (M1) e alginato
de sédio sem mucilagem (M4), essas amostras perderam em média 3,48 + 0,11 e
3,53 + 0,01 log UFC.g%, respectivamente. Contudo, M2 néo apresentou diferenca
estatistica quando comparada a microesferas formuladas com o exopolissacarideo
Botriosferana do tipo B-D-glucana (M3), entretanto M3 ndo apresenta diferenca
significativa (p>0,05) quando comparada a M1 e M4. D’Orazio et al. (2015) ao
encapsularem L. plantarum, L. rhamnosus e B. lactis em microesferas de alginato,
glicose e 3-1,3-D-glucana comercial isolada de Pleurotus ostreatus e submeterem as
microesferas a testes de simulagdo em sucos gastricos e entéricos reportam que a
B-1,3-D-glucana comercial ndo influenciou na resisténcia dos probi6ticos

encapsulados em condi¢des acidas.

Bustamante et al. (2017) ao encapsularem cepas de Bifidobacterium
infantis em complexos de maltodextrina, mucilagem de linhaca e proteinas sollveis
de linhacga, reportam indices de reducdo no numero de células viaveis do micro-
organismo de 31 % apoOs 6 horas de exposicdo a suco gastrico simulado. Resultado
semelhante é encontrado no presente estudo, onde apds exposicdo a simulacdo
gastrointestinal (6 h), microesferas formuladas com adicdo de mucilagem de linhaca
(M2) carreadoras de L. casei LC-01 apresentam decréscimo de viabilidade do

probiotico na ordem de 30,56 %.

O grupo amostral Il era similar ao grupo I, entretanto, ndo continha em
sua formulacdo a adicdo de FOS. Neste grupo nédo foi detectada diferenca
significativa entre os tratamentos (p>0,05). Possivelmente a adicdo de FOS pode
contribuir de forma a preservar a viabilidade de células encapsuladas frente a
simulacdo gastrointestinal, uma vez que essa situacdo foi encontrada no grupo

amostral | na amostra M2. Krasaekoopt e Watcharapoka (2014) destacam que a
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adicdo de prebioticos na microencapsulacdo de probidticos pode aumentar a
resisténcia dos micro-organismos a baixos valores de pH e a presenca de sais
biliares. Os mesmos autores ao microencapsular L. casei LC-01 em alginato e
quitosana com galacto-oligossacarideo, salientam que além de protecdo, os
prebidticos estimulam o crescimento no sistema digestivo simulado. Chen et al.
(2005) testaram a sobrevivéncia de Lactobacillus sp. encapsulados em microesferas
de alginato e FOS apd6s 4 semanas de estocagem seguido de digestédo
gastrointestinal in vitro, os autores reportaram que a adicdo do prebidtico
proporcionou uma sobrevivéncia 100 vezes superior quando comparadas com

Lactobacillus sp. encapsulados somente em alginato.

Ding e Shah (2009) destacam que a escolha do agente encapsulante
pode influenciar na eficacia da protecdo de células probioticas frente a condicbes
adversas. Chavarri et al. (2010) reportam que a aplicacdo de alginato e quitosana na
microencapsulacéo de Bifidobacterium bifidum e Lactobacillus gasseri aponta para
indices de sobrevivéncia superiores a 107 UFC/ml em simulacdo gastrica e 96 % em
simulacdo entérica. No presente trabalho, os maiores indices de sobrevivéncia apos
simulacédo gastrointestinal foram obtidos nas microesferas M2 e M3 atingindo valores
de 6,11 £ 0,16 e 6,19 + 0,03 log UFC.g}, respectivamente.

5.2 YACON MINIMAMENTE PROCESSADO COM COBERTURA COMESTIVEL
CARREADORA DE PROBIOTICO

5.2.1 Anélises microbioldgicas

5.2.1.1 Viabilidade do probiético L. casei LC-01

Os resultados da contagem de células viaveis de L. casei LC-01 nas
amostras de yacon revestidas com coberturas comestiveis carreadoras de probidtico

durante a estocagem estao descritos na Figura 8.
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Figura 8 - Contagem de células viaveis de L. casei LC-01 (log UFC.g') nas amostras de
yacon recobertas com coberturas comestiveis carreadoras de probidtico durante a
estocagem a 5°C = 2 °C.
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CAP = Yacon minimamente processado com cobertura de alginato de sédio (2 %). CLP = Yacon minimamente processado
com cobertura de alginato de sodio (2 %) e mucilagem de linhaga (0,3 °Brix).

*Antes da aplicacdo da cobertura o yacon minimamente processado foi imerso em solugdo estéril de acido ascérbico (1,5 %
m/v) por 5 minutos.

**Em todas as coberturas foi adicionado tween 80 (0,1 %), glicerol (0,5 %), FOS (1,5 %) e cultura liofilizada L. casei LC-01 (1
%).

Fonte: o proprio autor.

A amostra CLP apresenta valores de numero de células viaveis de L.
casei LC-01 significativamente superiores (p<0,05) aos obtidos na amostra CAP
durante todo o periodo de estocagem do yacon minimamente processado revestido

com as coberturas carreadoras do probidtico.

Assim como observado em testes de microencapsulacdo de probidticos, a
utilizacdo da mucilagem de linhaca associada ao alginato de sédio proporcionou
uma maior retencdo dos micro-organismos na cobertura comestivel (CLP) apés a
aplicacdo da mesma sobre o yacon minimamente processado (Periodo 1). De
acordo com Mortazavian e Sohrabvandi (2007) géis formados a base de alginato
através de interacdes com ions Ca?" condizem com formacdo de poros na
superficie, uma desvantagem, e a utilizagdo de outros compostos poliméricos

aliados ao alginato de sodio pode auxiliar o aprisionamento das células na matriz
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polimérica (HAGHSHENAS et al., 2015; KRASAEKOOPT: BHANDARI: DEETH,
2004).

Ao final do periodo de armazenamento CAP e CLP apresentavam 7,98 +
0,11 e 8,68 + 0,14 log UFC.g* de L. casei LC-01, respectivamente. Em ambos os
tratamentos o probidtico utilizado demonstrou um comportamento de manutencéo do
namero de células viaveis durante a estocagem, indicando que as coberturas
comestiveis ndo exerceram influéncia negativa sobre 0s micro-organismos.
Resultado semelhante encontrado por Tapia et al. (2007), ao adicionar
Bifidobacterium lactis Bb-12 em coberturas de alginato de sédio e goma gelana
aplicadas em mamao e maca minimamente processados armazenados a 2 °C por 10

dias.

E importante salientar que em ambas as amostras houve adicdo de FOS
nas formulacbes. Tang et al. (2015) reportam que a adicdo de prebidticos em
peliculas comestiveis a base de amido de milho atuou de modo a promover o

crescimento de cepas de Bifidobacterium infantis e Lactobacillus fermentum.

RoRle et al. (2010) ao revestirem fatias de macd carreadoras de
Lactobacillus rhamnosus GG com cobertura de alginato de sodio, fruto-
oligossacarideo e inulina, destacaram que a adicdo de prebidticos exerceu influéncia
significativa no nimero de células viaveis quando comparado ao controle (fatias de
maca mergulhadas apenas em solucéao de Lactobacillus rhamnosus GG) durante um
periodo de estocagem de 14 dias a 2-4 °C. Entretanto, os mesmos autores

salientam que em termos praticos a diferenca era pequena entre as amostras.

No cenério cientifico € amplamente aceito que para promover beneficios a
salde é necessario que a quantidade de bactérias probibticas atinja um nivel
minimo de 10® — 107 UFC por grama ou mL de produto (FAO/WHO, 2002, BURITI et
al., 2005, KASIMOGLU et al., 2004, MUSHTAQ et al., 2016).

Durante todo o periodo de armazenamento as contagens de células
viaveis do probidtico L. casei LC-01 ficaram por volta de 8 log UFC.g* de yacon
minimamente processado revestido com as coberturas comestiveis CAP e CLP,

valores que apontam para um potencial probiotico deste produto.
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5.2.1.2 Sobrevivéncia do probidtico sob condi¢cfes gastrointestinais simuladas

A fim de garantir a alegacdo de funcionalidade de um produto adicionado
de micro-organismo probi6tico é necessario considerar a capacidade da
sobrevivéncia do micro-organismo na matriz alimentar durante o processamento,
bem como, nas condicbes de estresse gastrointestinal. Desta forma testes in vitro
sdo amplamente utilizados para identificar essas caracteristicas (VINDEROLA et al.,
2011).

Ranadheera et al. (2010) destacam que a matriz alimentar pode
proporcionar protecdo aos micro-organismos probidticos durante a passagem pelo
trato gastrointestinal. No presente estudo foi avaliado a capacidade de sobrevivéncia
do probiodtico adicionado nas coberturas comestiveis CAP e CLP utilizadas para
revestir yacon minimamente processado. Os resultados obtidos estdo descritos na
Tabela 7.

Tabela 7 — Sobrevivéncia do probidtico adicionado nas coberturas comestiveis sob
condicdes gastrointestinais simuladas (log UFC.g?).

Periodo (horas)

Reducéo

TRATAMENTO 0 5 4 6 Logaritmica
CAP 8,07+0,09 6,90+0,02 5,68+0,12 5,07 0,07 3,00~ +0,10
CLP 8,74+0,03 7,35+0,08 6,05+0,09 5,82+0,04 2,92 A+ 0,50

* Médias seguidas de mesma letra mailscula na coluna nao diferem entre si pelo teste t (p>0,05).

CAP = Yacon minimamente processado com cobertura de alginato de sddio (2 %). CLP = Yacon minimamente processado
com cobertura de alginato de sédio (2 %) e mucilagem de linhaga (0,3 °Brix).

**Antes da aplicagdo da cobertura 0 yacon minimamente processado foi imerso em solugdo estéril de acido ascorbico (1,5 %
m/v) por 5 minutos.

***Em todas as coberturas foi adicionado tween 80 (0,1 %), glicerol (0,5 %), FOS (1,5 %) e cultura liofilizada L. casei LC-01 (1
%).

Fonte: o proprio autor.

N&o foi observada diferenca significativa entre as amostras considerando
os valores de reducédo logaritmica de L. casei LC-01 apGs 6 horas de digestdo in
vitro. Esse resultado contrasta com o obtido em microesferas de L. casei LC-01
formuladas com mucilagem de linhaca (0,3 °Brix) apresentadas neste mesmo
trabalho. Desta forma, é possivel que a matriz alimentar (yacon) possa ter

influenciado na protecéo aos probiéticos durante a digestéo in vitro.
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Até o presente momento ndo foram encontrados na literatura estudos que
avaliam a sobrevivéncia a digestao in vitro de probiéticos em coberturas comestiveis
utilizadas para revestir minimamente processados. No entanto, Leone et al. (2017)
reportam a sobrevivéncia de L. casei LC-01 aderidas em amostras de yacon secas
submetidas a testes de digestdo gastrica in vitro, as células probidticas mantiveram
aproximadamente 64 % de sua viabilidade e valores superiores a 80 % em testes de
condicdo intestinal. Resultado semelhante foi encontrado no presente trabalho,
onde, as amostras CAP e CLP apresentam sobrevivéncia por volta de 85 e 84 %

apos a simulacéo da fase gastrica e 73 e 79 % apos as fases entéricas.

Darjani et al. (2016) ao avaliarem a influéncia de prebidticos e materiais
de cobertura na sobrevivéncia de L. casei expostos a condi¢cdes gastrointestinais
simuladas, reportam melhor sobrevivéncia do probidtico utilizando complexos de

alginato-inulina-quitosana.

Bedani et al. (2013) ao avaliar a sobrevivéncia de L. acidophilus LA-5 em
produtos fermentados a base de soja com adi¢cdo de okara e inulina em testes de
digestao in vitro reportam, de um modo geral, que o decréscimo da viabilidade do
probiético foi entre 3,20 — 4,71 log, em cinco diferentes periodos de estocagem. Os
autores salientam que a fase gastrica da digestdo é a maior responsavel pelo
decréscimo de células viaveis do probidtico. No presente trabalho, o decréscimo
total no numero de células viaveis de L. casei LC-01 foi de 3,00 + 0,10 e 2,92 £+ 0,50
log UFC.g! para as amostras CAP e CLP, respectivamente. Desta forma, veicular
bactérias probiéticas em matrizes ndo fermentadas como minimamente processados
demonstra ser uma alternativa vidvel de acordo com os testes de digestéo in vitro.
Entretanto, sdo necessarios maiores estudos a fim de elucidar a utilizacdo de

probiéticos em veiculos ndo convencionais.

5.2.1.3 Qualidade microbioldgica de yacon minimamente processado

Apesar de propostas para serem realizadas no periodo inicial e final da
estocagem, o controle amostral (C) foi avaliado apenas no periodo inicial, uma vez
que, a partir do nono dia essas amostras apresentavam-se com caracteristicas

sensoriais alteradas tornando improvavel o seu consumo.
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A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), por meio da
Resolugdo RDC n. 12 de 02 de janeiro de 2001 estabelece o limite de coliformes a
45 °C e Salmonella sp para produtos na forma de minimamente processados
(BRASIL, 2001). Os resultados obtidos a respeito da qualidade microbioldgica de
yacon minimamente processado com ou sem coberturas comestiveis estdo descritos

na Tabela 8.

Tabela 8 — Qualidade microbiol6gica do yacon minimamente processado segundo o
tratamento e tempo de estocagem.

Periodo (dias)

TRATAMENTO Micro-organismo Esp.* 1 s
Coliformes a 45 °C 10%/g - s.d?
c Bolores e Leveduras - 2 x 10%/g s.d
Mesofilos Aerdbios - 4 x 10/g s.d
Salmonella sp Auséncia/25¢g Aus s.d
Coliformes a 45 °C 10%/g - -
CAS Bolores e Leveduras - - 3,4 x 10%g
Mesofilos Aerdbios - - 7,7 x 10%/g
Salmonella sp Auséncia/25g Aus Aus
Coliformes a 45 °C 10%/g - -
Bolores e Leveduras - 2 x 10%/g 1 x 10%g
CAP Mesdfilos Aerdbios - - 2 x 10%g
Salmonella sp Auséncia/25g Aus Aus
Coliformes a 45 °C 10%/g - -
cLp Bolores e Leveduras - 1 x 10%/g 1,1 x 10%g
Mesofilos Aerdbios - - 5,1 x 10%g
Salmonella sp Auséncia/25g Aus Aus

*Especificacdo ANVISA. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Resolu¢do RDC n. 12 de 02 de janeiro de 2001.

danalise n&o realizada.

C = Amostra sem nenhum tratamento. CAS = Amostra tratada com acido ascoérbico (1,5 %). CAP = Amostra tratada com acido
ascorbico (1,5 %) e revestidas com cobertura comestivel a base de alginato de sddio (2 %) com adi¢éo de L. casei LC-01 (1
%). CLP = Amostra tratada com &cido ascorbico (1,5 %) e revestidas com cobertura comestivel a base de alginato de sédio (2
%), mucilagem de linhaca (0,3 °Brix) com adicéo de L. casei LC 01 (1 %).

Fonte: o proprio autor.

Todas as amostras de yacon minimamente processado atenderam as

especificacdes determinadas pela legislagdo vigente no Brasil, portanto,

consideradas préprias ao consumo. Este resultado indica que as etapas de

producdo do minimamente processado seguiram as boas praticas de fabricacdo e a
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sanificacdo do produto foi eficiente na manutencdo da qualidade microbiolégica das
amostras. E necessario salientar que as condigdes de estocagem (5 °C + 2 °C)

também séo de extrema importancia neste aspecto.

A utilizacdo de coberturas comestiveis promove frescor e durabilidade
para minimamente processados, entretanto, por conta de uma maior manipulacéo
desses produtos, pode ocorrer favorecimento na presenca de fungos e bactérias. No
periodo 1 de estocagem a amostra CAS apresenta auséncia na contagem de
mesofilos aerdbios e bolores e leveduras, no entanto, contagens nas amostras com
coberturas comestiveis (CAP e CLP) para bolores e leveduras estavam na ordem de
102

Emmambux e Minnaar (2003) e Avena-Bustillos et al. (1994) reportam
que a aplicacdo de coberturas comestiveis em cenouras minimamente processadas
nao influenciou significativamente a melhora da qualidade microbiolégica do produto.
Entretanto, os autores salientam que baixas temperaturas durante a estocagem
estdo relacionadas com a manutencdo da qualidade microbiolégica destes

alimentos.

De acordo com Lee et al. (2003) e Rojas-Grai et al. (2007) para que uma
carga microbiana contaminante seja danosa ao produto, e que 0 mesmo seja
considerado impréprio para o consumo, a contagem minima necessaria é de 10°
UFC.g*. Ao final da estocagem as amostras CAS, CAP e CLP apresentavam
contagens de mesofilos aerébios e bolores e leveduras por volta de 10* UFC.g?,

portanto, préprias ao consumo.

5.2.2 Andlises fisico-quimicas

Apesar de inicialmente propostas para serem realizadas nos periodos 1,
3, 6,9, 12 e 15 da estocagem, o controle amostral (C) foi avaliado apenas nos
periodos 1, 3, 6 e 9 de armazenamento, uma vez que, a partir do nono dia essas
amostras apresentavam-se com caracteristicas sensoriais alteradas tornando

improvavel o seu consumo.
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5.2.2.1 Perda de massa fresca e umidade

Em vegetais, a reducdo da massa durante o periodo de armazenamento
ocorre tanto pela perda de matéria seca, resultante da respiracao, quanto pela perda
de 4gua, decorrente da transpiracdo. Desta forma, a atividade fisioldgica do vegetal,
durante a estocagem, promove degradacdo dos compostos, detrimento da aparéncia
e perda da qualidade, ocasionando na rejeicdo do produto pelos consumidores
(BHOWMIL; PAN, 1992; CHITARRA; CHITARRA, 2005).

No presente estudo, foi avaliada a perda de massa fresca de yacon
minimamente processado com e sem cobertura comestivel. Verificou-se perdas
constantes de massa fresca em todas as amostras, sendo que até o periodo 9 da
estocagem o controle amostral (C) apresentava decréscimo mais acentuado (4,09
%) neste parametro, seguido das amostras CAS, CAP e CLP (3,59, 2,77 e 2,71 %,

respectivamente), conforme descrito na Figura 9.

Figura 9 — Perda de massa fresca (%) nas amostras de yacon minimamente processado
com e sem coberturas comestiveis durante a estocagem a 5°C + 2°C.
6 .

perda de massa fresca (%)
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*O comportamento tracado foi definido com os dados de todas as pesagens diarias, e para destaque pontual foi escolhido os
dias 2, 3, 6, 9, 12 e 15, nos quais foram estatisticamente comparados pelo teste de Tukey em um nivel de 5 % de significancia.
C = Amostra sem nenhum tratamento. CAS = Amostra tratada com acido ascorbico (1,5 %). CAP = Amostra tratada com acido
ascorbico (1,5 %) e revestidas com cobertura comestivel a base de alginato de sddio (2 %) com adi¢@o de L. casei LC-01 (1
%). CLP = Amostra tratada com acido ascorbico (1,5 %) e revestidas com cobertura comestivel a base de alginato de sodio (2
%), mucilagem de linhaca (0,3 °Brix) com adicao de L. casei LC 01 (1 %).

Fonte: o proprio autor.
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De modo geral, a aplicacio de coberturas comestiveis reduziu
significativamente (p<0,05) a perda de massa fresca de yacon minimamente
processado. Ao final do periodo de estocagem (15 dias) as amostras revestidas com
cobertura comestivel CAP e CLP apresentaram valores de perda de massa fresca
na ordem de 4,06 e 3,84 %, respectivamente enquanto a amostra CAS apontava
reducdo de 4,74 %. Resultados semelhantes encontrados por Fan et al. (2009),
onde os autores relatam menores valores de perda de massa fresca em morangos
revestidos com cobertura de alginato de so6dio. Os mesmos autores salientam que
as perdas sdo ainda menores ao adicionar leveduras da espécie Cryptococcus
laurentii nas coberturas, sugerindo que a adicdo de micro-organismos pode

influenciar neste quesito.

Chiumarelli et al. (2011) reportam que o0 uso de coberturas comestiveis a
base de amido de mandioca e alginato contribuiram para uma reducéao significativa
na perda de massa fresca em mangas minimamente processadas, no entanto, nao
foi detectada diferenca entre os tratamentos com coberturas ao final do periodo de
armazenamento do produto. Resultados que corroboram com o presente trabalho,
onde a utilizacdo de mucilagem de linhaca na elaboracdo de cobertura comestivel
(CLP) nado apresentou diferenca significativa (p>0,05) quando comparadas as

amostras de yacon revestidas somente com cobertura de alginato (CAP).

Segundo Grierson e Wardowski (1978) e Bhowmil e Pan (1992) de
maneira fisioldgica, a transpiracdo ocorre devido a diferenca de pressao de vapor
d’agua entre a atmosfera circundante e a superficie do vegetal. Em contrapartida, a
respiracdo é decorrente aos atomos de carbono perdidos para atmosfera quando
uma molécula de CO:2 é produzida, resultando, além da perda de massa, em
reducdo do valor nutritivo e em perda das caracteristicas sensoriais. No presente
estudo o desempenho de ambas as coberturas comestiveis a base de polimeros
naturais indicou capacidade de atuar na manutencdo da massa fresca de yacon
minimamente processado, fato que pode contribuir para maior qualidade e vida util

do produto.

Em vegetais a umidade pode ser definida como quantidade de agua
presente no tecido em sua totalidade, seja na forma livre ou ligada (KADER, 1992).

Sua reducdo esta relacionada com a perda de agua no vegetal por transpiragéo
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promovendo murchamento, perda de brilho e tornando-os mais suscetiveis as
podriddes (SHIBAIRO; UPADHYAYA; TOIVONEN, 1997).

Os resultados de conteudo de umidade obtidos no presente trabalho

estao descritos na Tabela 9.

Tabela 9 - Valores médios de umidade (g/g) nas amostras de yacon minimamente
processado com e sem revestimento durante o armazenamento a 5 °C + 2 °C.
Periodo (dias)

TRATAMENTO
1 3 6 9 12 15
c 093674 090208  0,9117b  0,9291% ~ ~
+0,003 +0,006 +0,001 +0,004
CAS 0,9065%  0,9368% 091324  0,9327  0,8967*A  0,8832:8
+0,049 +0,017 +0,006 +0,005 +0,005 +0,003
CAP 0,9334%  0,9226%%8  0,9144°A  0,9300%A  0,9042¢%A  0,8964%
+0,001 +0,009 +0,004 +0,002 +0,005 +0,008
cLp 0,9306%  0,9267*8  0,8940%  0,9092**  0,9056**  0,8997%
+0,001 +0,002 +0,023 +0,026 +0,004 +0,002

*Médias seguidas de mesma letra minUscula nas linhas nédo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

*Médias seguidas de mesma letra mailUscula nas colunas nédo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

C = Amostra sem nenhum tratamento. CAS = Amostra tratada com acido ascérbico (1,5 %). CAP = Amostra tratada com acido
ascorbico (1,5 %) e revestidas com cobertura comestivel a base de alginato de sédio (2 %) com adicédo de L. casei LC-01 (1
%). CLP = Amostra tratada com &cido ascorbico (1,5 %) e revestidas com cobertura comestivel a base de alginato de saédio (2
%), mucilagem de linhaca (0,3 °Brix) com adi¢&@o de L. casei LC 01 (1 %).

Fonte: o préprio autor.

Em geral, os tratamentos C, CAS e CLP n&o apresentaram diferenca
significativa (p>0,05) considerando os valores de umidade inicial e final de cada
tratamento. Entretanto, a amostra CAP demonstrou comportamento oscilante,
apresentando redugao significativa (p<0,05) nos valores de umidade durante o

periodo de estocagem.

Ao final do armazenamento as amostras CAP e CLP apresentam indices
de umidade ligeiramente superior (p<0,05) ao obtido em CAS. Contudo, a mesma
situacdo nao foi observada nos demais periodos de estocagem das amostras de
yacon minimamente processado. Segundo Gontard e Guilbert (1996) coberturas
comestiveis a base de polimeros, como o alginato de sédio e mucilagens,
constituem-se em excelentes barreiras contra as trocas gasosas, porém nao evitam
a perda de umidade do produto para 0 meio, uma vez que Sao revestimentos

hidrofilicos.
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Ainda que durante grande parte da estocagem a aplicacdo de coberturas
comestiveis ndo tenha contribuido significativamente para a manutencdo da
umidade, duas consideracdes devem ser avaliadas: respiracdo do vegetal e efeito

sacrificante da pelicula.

A respiracdo do vegetal implica na degradacdo de compostos organicos
resultando em energia, 4gua e CO2 (VAROQUAUX; WILEY, 1997). No presente
trabalho apesar de que as amostras de yacon minimamente processados
apresentarem perda de massa fresca significativa, 0 mesmo n&do aconteceu com a
umidade. Deste modo, € provavel que amostras de yacon tenham apresentado
maior atividade respiratéria do que transpiracéo, ocasionado diminui¢cdo nos valores
de massa fresca das amostras, mas sem grandes variagbes nos indices de

umidade.

Outros pesquisadores sugerem que a utilizacdo de coberturas e peliculas
comestiveis com umidade similar a das amostras, pode atuar de maneira que as
peliculas sofram perda de agua antes do produto, efeito denominado “sacrificante”.
Deste modo, o teor de 4gua perdido é proveniente da cobertura aplicada, e ndo do
proprio vegetal, consequentemente mesmo com grandes periodos de estocagem, a
aparéncia fresca do vegetal € mantida (KESTER; FENNEMA, 1986; BOURTOOM,
2008).

5.2.2.2 Cor

Dentre os atributos sensoriais, a cor influencia diretamente a apreciacao e
aceitabilidade do alimento por parte do consumidor. Neste estudo foram avaliados
0S parametros L*, a* e b* que permitiram calcular o angulo Hue, ou seja, tonalidade
ou matiz de cor de amostras de yacon minimamente processado durante a

estocagem. Os resultados para o parametro L* estdo descritos na Tabela 10.
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Tabela 10 — Parametro de cor L* das amostras de yacon minimamente processado com e
sem revestimento durante estocagem a 5 °C + 2 °C.
Periodo (Dias)

TRATAMENTO

1 3 6 9 12 15
c 41,92%C 35 45bD 30,49 27,784C ~ ~
+0,80 +0,60 +0,63 +0,67
e 41,374C 39,45¢ 38,598 36,86 36,78% 33,68¢C
+0,99 +0,35 +0,70 +0,16 +0,81 +0,55
CAP 46,2834 42,9808 43,06bA  42,41bA 41,05 40,66
+0,33 +0,20 +0,84 +1,08 +0,67 +0,60
SIE 43,6588 44,233 44304 4381%A 42,5804 42,07
+0,31 +0,51 +0,44 +0,35 +1,03 +0,39

*Médias seguidas de mesma letra minUscula nas linhas nédo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

*Médias seguidas de mesma letra mailscula nas colunas néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

C = Amostra sem nenhum tratamento. CAS = Amostra tratada com acido ascorbico (1,5 %). CAP = Amostra tratada com acido
ascorbico (1,5 %) e revestidas com cobertura comestivel a base de alginato de sédio (2 %) com adicédo de L. casei LC-01 (1
%). CLP = Amostra tratada com &cido ascarbico (1,5 %) e revestidas com cobertura comestivel a base de alginato de sdédio (2
%), mucilagem de linhaga (0,3 °Brix) com adic&o de L. casei LC 01 (1 %).

Fonte: o préprio autor.

A luminosidade (L*) € um parametro que pode estar associado ao
escurecimento enzimético de frutas e hortalicas, sendo que valores mais proximos
de 0 indicam um produto mais escuro, e valores mais préximos de 100 representam
um produto mais claro (SALINAS-ROCA et al., 2016). No presente estudo todas as
amostras analisadas indicaram redugé&o significativa (p<0,05) nos valores de (L*) ao
longo do periodo de estocagem. Entretanto, a reducdo € mais acentuada nas
amostras C e CAS, que nao receberam aplicacdo de coberturas comestiveis.

Ao final do periodo de estocagem (15 dias) a amostra CLP apresentou 0s
menores valores de variagao do parametro L* (-3,62 %), seguida por CAP e CAS (-
12,14 % e -18,59 %, respectivamente). Esses resultados sugerem que a aplicacao
de cobertura comestivel sobre yacon minimamente processado contribuiu para
diminuicdo do escurecimento enzimatico na tuberosa (Figura 10). Resultado
semelhante foi encontrado por Salinas-Roca et al. (2016), ao combinarem aplicacéo
de coberturas comestiveis a base de alginato de sodio, pulsos de luz e mergulhos
em &cido malico em amostras de manga minimamente processada. Os mesmos
autores salientam que os tratamentos utilizados e suas combinagdes contribuiram
com a manutencdo do parametro de cor nas amostras de manga minimamente

processada por 14 dias.
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Figura 10 — Amostras de yacon minimamente processado com (CAP e CLP) e sem
cobertura comestivel (CAS) em 15 dias de armazenamento a 5°C + 2 °C.

CAS CAP CLP

CAS = Amostra tratada com &cido ascorbico (1,5 %). CAP = Amostra tratada com &cido ascorbico (1,5 %) e revestidas com
cobertura comestivel a base de alginato de sédio (2 %) com adigdo de L. casei LC-01 (1 %). CLP = Amostra tratada com éacido
ascorbico (1,5 %) e revestidas com cobertura comestivel a base de alginato de sédio (2 %), mucilagem de linhaga (0,3 °Brix)
com adigdo de L. casei LC 01 (1 %).

Fonte: o préprio autor.

Bierhals, Chiumarelli e Hubinger (2011) ao aplicarem coberturas
comestiveis a base de amido de mandioca em abacaxi minimamente processado
relatam que a cobertura ndo exerceu influéncia no parametro L* quando comparadas
ao controle amostral. No entanto, foi observada diminuicdo significativa para L* em

todos os tratamentos durante a estocagem a 5 °C.

Foi observado um acentuado decréscimo de L* na amostra C quando
comparada aos demais tratamentos durante todo o periodo de estocagem dessas
amostras. Este fato € atribuido a auséncia do agente inibidor de enzimas
relacionadas com o escurecimento enzimatico (acido ascorbico). Situacao
semelhante é reportada por Michels (2005) em estudos envolvendo a aplicacdo de
diferentes antioxidantes na preservagdo das caracteristicas da cor de yacon
minimamente processado. O mesmo autor salienta que a utilizacdo de &cido
ascoérbico como agente inibidor do escurecimento enzimatico esta relacionada com
seu mecanismo de agdo complexo, atuando como um inibidor competitivo. Os
efeitos decorrentes do escurecimento enzimético e da desidratacdo da amostra C

em 9 dias de estocagem podem ser percebidos na Figura 11.
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Figura 11 — Amostras de yacon minimamente processado com (CAP e CLP) e sem
cobertura comestivel (C e CAS) em 9 dias de armazenamento a 5 °C + 2 °C.

CAP CLP

C = Amostra sem nenhum tratamento. CAS = Amostra tratada com acido ascorbico (1,5 %). CAP = Amostra tratada com acido
ascorbico (1,5 %) e revestidas com cobertura comestivel & base de alginato de sddio (2 %) com adigdo de L. casei LC-01 (1
%). CLP = Amostra tratada com &cido ascorbico (1,5 %) e revestidas com cobertura comestivel a base de alginato de sédio (2
%), mucilagem de linhaga (0,3 °Brix) com adic&o de L. casei LC 01 (1 %).

Fonte: o préprio autor.

O angulo hue (h*) est4 associado a tonalidade de cor, podendo variar de
0 a 360°, onde os angulos 0 e 360° representam uma tonalidade de cor vermelha,
90° o amarelo, 180° o verde e 270° o azul (MCGUIRE, 1992.; MCLELLAN; LIND;
KIME, 1995).

No presente estudo, foi avaliada a variagcdo nas coordenadas do angulo
hue (h*) de amostras de yacon minimamente processado com e sem coberturas

comestiveis. Os resultados estdo expressos na Tabela 11.
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Tabela 11 — Valores médios de coordenadas do angulo hue (h*) das amostras de yacon
minimamente processado com e sem coberturas comestiveis durante a estocagem a 5°C +
2°C.

Periodo (Dias)

TRATAMENTO
1 3 6 9 12 15
c 84,30+ 82,17+ 75678+ 76,40° + ~ ~
2,18 0,95 1,51 1,91
G 81,84+ 81,91+ 8504*+ 8530®+ 82,358+ 80,79% +
1,37 3,64 0,20 0,84 1,26 1,37
CAP 82,19+ 84,17°A+ 86,02%A 89,37%A+ 87,47+ 83,65 +
0,95 2,23 +1,32 0,65 2,07 1,10
cLP 82,09 + 81,23+ 84,97%A+ 8441%P+ 8846+ 88,697+
2,33 1,15 2,00 1,93 157 0,92

*Médias seguidas de mesma letra minUscula nas linhas néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

*Médias seguidas de mesma letra maiUscula nas colunas nédo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

C = Amostra sem nenhum tratamento. CAS = Amostra tratada com acido ascoérbico (1,5 %). CAP = Amostra tratada com acido
ascorbico (1,5 %) e revestidas com cobertura comestivel a base de alginato de sédio (2 %) com adicédo de L. casei LC-01 (1
%). CLP = Amostra tratada com &cido ascorbico (1,5 %) e revestidas com cobertura comestivel a base de alginato de saédio (2
%), mucilagem de linhaca (0,3 °Brix) com adi¢é@o de L. casei LC 01 (1 %).

Fonte: o préprio autor.

Com excecdo da amostra C nos periodos 6 e 9 (75,67° e 76,400,
respectivamente) todas as leituras realizadas foram superiores a 80° esses
resultados apontam para tonalidades de cor proximas ao amarelo, que € a cor
natural de yacon. Situacdo semelhante é encontrada por Vasconcelos et al., (2015)
em estudos para controlar o escurecimento enzimatico de yacon minimamente

processado utilizando agentes anti-escurecimento e atmosferas modificadas.

5.2.2.3 pH, acidez total titulavel (ATT) e sélidos sollveis totais (SST)

Os resultados dos teores de sélidos solUveis encontrados nas amostras

de yacon minimamente processado estao descritos na Tabela 12.
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Tabela 12 - Valores médios de sdlidos sollveis totais (°Brix) das amostras de yacon
minimamente processado com e sem revestimento durante a estocagem a 5°C + 2 °C.

Periodo (dias)

TRATAMENTO
1 3 6 9 12 15
556+ 5868+ 636"+ 7,009+
C 0,15 0,05 0,15 0,10 - -
573+ 5908+ §30bA+  643bB+  GE6DAE 6,06+
CAS 0,05 0.10 0.30 025 0,20 0.11
613"+ GA0®A: 53+  643WB+  §60%A+ 6,567
CAP 0.12 0.14 0,12 0,09 0,08 0,12
6334+ 6238+ G707+ 640+ 63394+  660®
CLP 011 0.20 0.20 0,20 0,20 0,10

*Médias seguidas de mesma letra miniscula nas linhas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

*Médias seguidas de mesma letra mailUscula nas colunas nédo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

C = Amostra sem nenhum tratamento. CAS = Amostra tratada com acido ascérbico (1,5 %). CAP = Amostra tratada com acido
ascorbico (1,5 %) e revestidas com cobertura comestivel a base de alginato de sddio (2 %) com adi¢édo de L. casei LC-01 (1
%). CLP = Amostra tratada com &cido ascorbico (1,5 %) e revestidas com cobertura comestivel a base de alginato de sédio (2
%), mucilagem de linhaga (0,3 °Brix) com adi¢&o de L. casei LC 01 (1 %).

Fonte: o préprio autor.

No periodo 1 de estocagem as amostras CAP e CLP apresentaram maior
valor de solidos soluveis (6,13 e 6,33 °Brix, respectivamente) em relacdo as
amostras sem cobertura C e CAS (p<0,05). Tal fato era esperado, uma vez que as
coberturas comestiveis utilizadas para revestir o yacon minimamente processado
eram formuladas a base de polimeros naturais e carreadoras de bactéria probiotica,

0 gque pode contribuir para 0 aumento do °Brix.

De um modo geral, exceto a amostra CLP, todas as amostras
apresentaram acréscimo de sélidos soluveis com o decorrer da estocagem (p<0,05).
No periodo 9 a amostra C apresentou aumento significativo (p<0,05) nos indices de
°Brix quando comparada com as amostras CAS, CAP e CLP. Estas, ao final do
periodo de estocagem (15 dias) apresentam acumulos de soélidos solaveis na ordem
de 21,46, 7,01 e 4,27 %, respectivamente, onde o valor encontrado em CAS é

significativamente superior (p<0,05) ao encontrado em CAP e CLP.

Desta forma, a utilizagdo de coberturas comestiveis em yacon
minimamente processado proporcionou uma maior manutencéo na concentracao de
sélidos soluveis. Resultados semelhantes séo reportados por Rople et al. (2011) ao
revestirem fatias de maca com cobertura de alginato de sédio contendo oligofrutose
e inulina, onde amostras revestidas apresentavam menores acréscimos nos indices

de sélidos soluveis quando comparadas a amostras sem revestimento.
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Olivas e Barbosa-Canovas (2005) salientam que quando comparados a
sua forma in natura, minimamente processados tem acréscimo de sua necessidade
fisiolégica, com finalidade de suprir processos de respiracdo e transpiracao.
Paralelamente, Carvalho et al. (2004) e Manrique et al. (2005) destacam que o
yacon minimamente processado, pode sofrer hidrélises de fruto-oligossacarideos
através de despolimerizagdo para atuar em

processos fisiologicos.

Consequentemente, uma vez que as coberturas comestiveis auxiliaram na
manutencdo de solidos soluveis no yacon minimamente processado, sugere-se que

as coberturas possam ter influenciado na reducéo da atividade fisiol6gica do vegetal.

No presente estudo foi determinado pH e acidez total titulavel das
amostras de yacon minimamente processado com e sem cobertura comestivel. Os

resultados estdo na Tabela 13.

Tabela 13 — Valores médios de pH e acidez total titulavel (% de acido malico) em amostras
de yacon minimamente processado com e sem revestimento estocadas a 5 °C + 2 °C.

Periodo (dias)

TRATAMENTO
1 3 6 9 12 15
C 5,610¢A + 5,718A + 5,60 + 5,6620A +
0,03 0,03 0,01 0,01 o o
CAS 5,159 + 5,4628 + 5,392b8 + 5,33bcB + 5,21¢cdA + 5,22¢dA +
H 0,04 0,04 0,06 0,02 0,03 0,04
P CAP 4,882C + 4,77°C + 4,65¢dC + 4,73bcC + 4,639 + 4,619 +
0,03 0,04 0,03 0,02 0,04 0,01
CLP 4,753 + 4,660 + 4,600¢C + 4,630 + 4,54¢cdC + 4,52d9C +
0,02 0,02 0,03 0,03 0,03 0,03
Periodo (dias)
TRATAMENTO
1 3 6 9 12 15
c 0,9745%A  0,9320  0,8250%  0,6875"B B B
+0,069 +0,005 +0,107 +0,119
CAS 0,9426%A 0,8207abA  0,76058abcA 0,5725¢8 0,6269bcA 0,6291PcA
ATT +0,010 +0,108 +0,007 +0,002 +0,107 +0,103
CAP 0,890624 0,8255 0,68942A 0,75543/8 0,8078A 0,75804
+0,100 +0,111 +0,100 +0,004 +0,090 +0,004
CLP 0,86682A 0,75373A 0,693524 0,82292A 0,81823A 0,75592A
+0,107 +0,003 +0,104 +0,106 +0,105 +0,004

*Médias seguidas de mesma letra mindscula nas linhas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).
*Médias seguidas de mesma letra mailscula nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

C = Amostra sem nenhum tratamento. CAS = Amostra tratada com &cido ascérbico (1,5%). CAP = Amostra tratada com acido
ascorbico (1,5%) e revestidas com cobertura comestivel a base de alginato de sédio (2%) com adicéo de L. casei LC-01 (1%).
CLP = Amostra tratada com acido ascérbico (1,5%) e revestidas com cobertura comestivel a base de alginato de sodio (2%),
mucilagem de linhaga (0,3°Brix) com adi¢c&o de L. casei LC 01 (1%).

Fonte: o préprio autor.
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Segundo Chitarra e Chitarra (2005) € possivel que em amostras vegetais
ocorram grandes variagcfes na acidez total tituldvel sem grandes interferéncias
perceptiveis nos valores de pH. Tal fato ocorre, pois, o potencial hidrogeniénico (pH)
expressa apenas a quantidade de acido dissociado em um meio através da
quantificacdo dos ions H*. Em contrapartida, a determinacdo da acidez total titulavel
envolve a quantificagcdo de todos os grupamentos &cidos encontrados, tais como,
acidos organicos livres e na forma de sais, além de compostos fenélicos (KRAMER,
1994).

De modo geral, em todos os periodos estudados, as amostras CAP e CLP
apresentaram menores valores de pH (p<0,05) indicando que a aplicacdo de
coberturas comestiveis carreadoras de L. casei LC-01 atuam diretamente nessa
reducdo. Segundo Kakiomenou, Tassou e Nychas (1996) a presenca de micro-
organismos pode contribuir para o decréscimo nos valores de pH, o que pode
explicar o comportamento observado no presente estudo. Para mais, as amostras
CAS, CAP e CLP foram tratadas com acido ascoérbico (1,5 %) que assim como a
adicdo de micro-organismos pode corroborar a diminuicdo do pH. Vasconcelos et al.
(2015) ao estudarem estratégias para controlar o escurecimento enzimatico de
yacon minimamente processado utilizando agentes anti-escurecimento, reportaram
que as variacdes nos valores de pH ndo foram significativas durante a estocagem,
no entanto, destacaram que o tipo de agente anti-escurecimento pode reduzir

significativamente os valores de pH.

Em relacdo a acidez total titulavel, as amostras C e CAS apresentaram
decréscimo significativo (p<0,05) durante a estocagem (28,46 e 33,26 %,
respectivamente), 0 mesmo comportamento acontece com as amostras CAP (14,88
%) e CLP (12,79 %), contudo, nessas amostras a redugdo encontrada n&o

apresentou diferenca estatistica significativa (p>0.05).

Segundo Rocha, Brochado e Morais (1998), os acidos organicos
presentes em vegetais estdo mais prontamente disponiveis para obtencdo de
energia através da atividade respiratoria, devido a sua oxidacao no ciclo dos acidos
tricarboxilicos, ocasionando a reducdo do teor de acidez ao longo do
armazenamento do vegetal. Desta forma, a menor reducdo de acidez nos

tratamentos revestidos indica uma menor atividade respiratéria. Garcia et al. (2011)
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ao estudar efeitos de coberturas comestiveis de amido na vida util de morangos,
reportam que ndo houve diferencas significativas para o parametro de acidez total

entre as amostras, bem como, durante a estocagem por 15 dias a 5 °C.
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6 CONCLUSAO

A utilizacdo de polimeros naturais provenientes de mucilagem de linhaga,
exopolissacarideo Botriosferana do tipo B-D-glucana, e fruto-oligossacarideo (FOS)
comercial exerceram influéncia positiva na manutencéo da viabilidade celular dos
probioticos microencapsulados durante o periodo de estocagem de 15 dias. Em
testes de simulacdo gastrointestinal in vitro a utilizacdo de mucilagem de linhaca
aliada ao FOS demonstrou ser mais efetiva na protecéo a células de L. casei LC-01
e L. casei BGP 93.

As coberturas comestiveis desenvolvidas para yacon minimamente
processado foram eficientes como suporte ao probidtico L. casei LC-01, atuando de
modo a preservar o0 numero de células viaveis do micro-organismo durante todo o
periodo de estocagem, por volta de 8 log UFC por grama de produto. As amostras
de yacon minimamente processado revestidas com as coberturas carreadoras de L.
casei LC-01 e submetidas a testes de simulacdo gastrica e entérica apresentaram
reducdo no numero de células viaveis do probidtico em média de 2,96 log, resultado
similar ao reportado por outros autores em produtos fermentados, indicando o yacon

como matriz alternativa e viavel para veicular essas bactérias.

A utilizacdo de coberturas comestiveis para revestir yacon minimamente
processado auxiliou na preservacao de parametros fisico-quimicos do vegetal,
diminuindo a perda de massa fresca e 0 escurecimento enzimatico, fatores
determinantes para comercializacdo do produto. Além de indicar maior manutencgao
nos indices de sdlidos sollveis e acidez, caracteristicas que sdo associadas a
menor atividade fisiol6gica do produto.
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ANEXO

Anexo 1: Certificado da analise de especificacdo do FOS

ORAFTI CHILE SA

; (d
r ‘ KM.445 RUTA 5 SUR
PEMUCO

connecting nutrition and health CHILE

Date of shipping 1 20.11.2015

Soid to : 170128 Sweetmix industria

Ship to : 170175 Sweetmix Industria Comercio

Orafti order nr : 2200486038 / 21105342

Your order nr : 115310137

Product : 42003099 ORAFTI P95 BAG 25KG (750kg)

Batch nr : PEQJZ5DJZ5( pal. from: 1 to 72 )

Best before date 1 25.07.2019 .

Quantity 2 21.000,00 KG Date of production : 25.07.2015.

Values Norms

Specifications:

Physico-Chemical param. powdered product Dry matter {grav.) 96.6 % 95.5 - 985
pH 5.2 5.0 -7.0
Conductivity (uS/ocm) 7 S 0 - 249

Chromatography powdered product Oligofructose (% DM) 96.4 % 93.2 - 100.0
Glucose +fructose +sucrose{%DM) 36 % 0.0 -638

Microbiology Total countl/g d.m.) o 0 - 1000
Yeasts(/g d.m.) 0 0 -20
Moulds{/g d.m.) 0 0 -20

Customer note:

Customer note for material: 5 P

- Carla Mufioz Septlveda
Jefe de Calidad
Orafti Chile S.A.

r

Quatity_Control Manager
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