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NASCIMENTO, RODOLFO RICKEN. Bala de goma acacia com potencial prebiético
acrescida de probiético: caracterizagao fisico-quimica e efeito do tempo de
armazenamento. 2022. 73 paginas. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia de Alimentos) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2021.

RESUMO

A crescente busca da populagao por qualidade de vida e saude é forga motriz da inovagéo na
industria de alimentos. Nesse sentido, alimentos com propriedades funcionais e de saude, se
apresentam como alternativa ao consumidor. O presente estudo teve como foco o
desenvolvimento de um confeito (bala de goma acacia) com propriedades benéficas a saude
(atividades antioxidante, probidtica e prebidtica) e verificar sua estabilidade frente ao trato
gastrintestinal e armazenamento em temperatura ambiente. Para tanto foi desenvolvida uma
bala de goma acacia saborizada com 6leo essencial de capim-limao (Cymbopogon citratus
Stapf). Preliminarmente a bala foi enriquecida com microcapsulas de duas culturas probidticas
(Lacticaseibacillus casei ou Limosilactobacillus reuteri) a fim de averiguar a adaptabilidade
dos microrganismos ao confeito, durante 28 dias de armazenamento em temperatura
ambiente (26 - 28 °C). Ao fim dos testes preliminares, a bala enriquecida com L. reuteri
apresentou melhores resultados e foi escolhida como alvo dos estudos seguintes. O confeito
selecionado foi submetido as mesmas condigdes de armazenamento do teste preliminar,
sendo novamente averiguada a sobrevivéncia da bactéria (L. reuteri) na bala e frente as
condicbes simuladas do trato gastrointestinal. Ademais, teve a composicdo quimica,
parametros de cor e textura, parametros higiénico-sanitarios e atividade antioxidante aferidos.
A taxa de sobrevivéncia do L. reuteri, tanto na bala, quanto no trato gastrointestinal simulado,
nao sofreu variagao (p > 0,05) ao longo do armazenamento, tendo por resultados finais
respectivamente 7,50 log UFC/g e 7,10 log UFC/g. No decorrer do armazenamento, a
presenca de microrganismos patdgenos (Salmonella sp. e coliformes totais e termotolerantes)
na bala foi aferida gradativamente, certificando a viabilidade do consumo do produto. Nao
houve variagdo na composigao quimica (p > 0,05) da bala ao longo do armazenamento,
apresentando teores médios de 43,3% de umidade, 0,64% de cinzas, 6,7% de proteinas, 12%
de fibras alimentares, 6% de acgucares e 30% de carboidratos. A atividade de agua da bala
(0,96) se manteve estavel (p > 0,05) durante o periodo avaliado. Durante o estudo notou-se
que os parametros acidez titulavel e pH sofreram variagao (p < 0,05). O confeito elaborado no
presente estudo se mostrou estavel em relagdo aos pardmetros de textura, tendo apenas
variacao na coesividade (p < 0,05). Ao longo do armazenamento a colora¢do da bala sofreu
alteragao significativa, tornando-se mais alaranjada. O presente estudo ainda demonstrou que
a bala de goma acacia apresenta boa atividade antioxidante. E possivel afirmar que o confeito
(bala) idealizado nessa pesquisa apresenta-se como boa alternativa de alimento com
propriedades funcionais e de saude, promovendo melhor qualidade de vida aos
consumidores.

Palavra§-chave: Alimento funcional; Confeito simbidtico; Fibra alimentar; Limosilactobacillus
reuteri; Oleo essencial de capim-limao; Atividade antioxidante.



NASCIMENTO, RODOLFO RICKEN Acacia gum candy with probiotic and prebiotic potential:
physicochemical characterization and storage time effect. 2022. 73 pages. Dissertation
(Master's degree in Food Science) — State University of Londrina. Londrina, 2021.

ABSTRACT

The growing search of the population for life quality and health is the driving force of innovation
in the food industry. In this sense, foods with functional and health properties, present as an
alternative to the customer. The present study had as focus the development of a candy
(Acacia gum) with beneficial properties to health (antioxidant, prebiotic and probiotic activities)
and verify its stability towards simulated gastrointestinal tract and storage at ambiance
temperature. For that an acacia gum candy flavored with lemon grass essential oil
(Cymbopogom citratus Stapfl) was developed. Preliminarily the gum was enriched with
microcapsules of two probiotic cultures (Lacticaseibacillus casei or Limosilactobacillus reuteri)
in order to ascertain the adaptability of the microorganisms to the confectionery produced
during 28 days of storage in ambience temperature (26 — 28°C). At the end of the preliminary
tests the enriched gum with L. reuteri presented better results and was chosen as target of the
following studies. The selected candy was once more subjected to the same previous storage
process, being again verified the survival of the bacteria (L. reuteri) in the gum against the
simulated gastrointestinal tract conditions. In addition, chemical composition, parameters of
color and texture, sanitary-hygienic parameters and antioxidant activities were gauged. The
survival rate of L. reuteri, both in the gum and in the simulated gastrointestinal tract, did not
suffer variation (p > 0.05) during the storage period, having as results respectively 7.50 log
UFC/g and 7.10 log UFC/g. During storage, the presence of pathogen microorganisms
(Salmonella sp. and thermotolerant and total coliforms) in the gum were gradually verified,
certifying the safety of to consume the product. There were no variations in the chemical
composition (p > 0.05) of the gum during storage, presenting average contents of 43.3% (w/w)
of moisture, 0.64% (w/w) of ashes, 6.7% (w/w) of proteins, 12% (w/w) of dietary fiber, 6% (w/w)
of sugars and 30% (w/w) of carbohydrates. The water activity in the candy (0.96) remained
steady (p > 0.05) during the assessed period. During the study it was noted that the titratable
acidity and pH parameters suffered variation (p < 0.05). The elaborated candy in the present
study proved stable in relation to the texture parameters, having only variations in
cohesiveness (p < 0.05). Throughout storage the coloration of the gum suffered significant
change, becoming more orange. The present study also demonstrated that the acacia gum
presents good antioxidant activity. It's possible to affirm that the comfit (candy) idealized in this
research presents as good alternative of food with functional and health properties, promoting
a better quality of life to its customers.

Keywords: functional food; symbiotic candy; dietary fiber; Limosilactobacillus reuteri; lemon
grass essential oil; antioxidant activity.
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1 INTRODUGAO

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) as chamadas Doencas
Crbnicas Nao Transmissiveis (DCNTs), como cancer, diabetes, doencas pulmonares e
cardiovasculares, sao a causa de 71% das mortes ao redor do mundo, principalmente em
individuos de 30 a 70 anos. Segundo a OMS, no Brasil, 18% dos ébitos sdo ocasionados por
alguma dessas quatro enfermidades (OMS, 2018).

Diante desses eventos, na Ultima década a populagdao tem priorizado sua
preocupacado com a qualidade da alimentacdo, valorizando o consumo de produtos capazes
de fornecer beneficios a saude, como os alimentos funcionais. Esses alimentos podem ser
assim classificados, de acordo com seu ingrediente bioativo, em: prebidticos, probidticos,
simbiodticos, antioxidantes, fibras alimentares etc. (GRANATO, et al., 2020).

Os antioxidantes apresentam propriedades diferentes de acordo com o meio no qual
se encontram inseridos. Em sistemas bioldgicos (animal e vegetal), essas substancias
endogenas estdo presentes em baixas concentragdes, protegendo os tecidos de danos
causados por espécies reativas do oxigénio. J&4 em sistemas alimentares, esses compostos
interrompem a reacdo em cadeia mediada por radicais livres na oxidacdo de lipideos,
vitaminas, pigmentos e proteinas (antioxidantes primarios), que sequestram oxigénio e que
complexam ions metdlicos (antioxidantes secundarios) promovendo a conservagao do
alimento, mantendo sua qualidade e prolongando seu armazenamento (GULCIN, 2020). Além
disso a ingestdo de alimentos ricos em compostos com atividade antioxidante promove
melhora na qualidade de vida aos consumidores, uma vez que muitos desses componentes
sdo fundamentais no funcionamento de diversas enzimas do metabolismo, além de atuarem
na redugdo do estresse oxidativo no organismo (ANDRADE, 2019; BAGANHA; PEREIRA,
2019).

O capim-limao, também conhecido por capim-santo, capim-de-cheiro ou capim-
cidreira, o Cymbopogon citratus Stapf, € uma planta aromatica, utilizada principalmente com
intuitos medicinais, sendo comumente preparado por meio de infusdo ou cocgao das folhas,
para seu posterior consumo na forma de cha. Também tem sido utilizado nas industrias
farmacéuticas, cosmética e de perfumaria. Além disso, ha relatos que as folhas de capim-
limdo apresentam atividades sedativa, depressora do sistema nervoso central, analgésica,
antimicrobiana, fungistatica e antioxidante (KIELING; PRUDENCIO, 2019; MUKARRAM, et
al., 2021).

Devido a crescente procura por alimentos que agreguem beneficios a saude dos
consumidores, a industria alimenticia viu a necessidade de ampliagcdo do escopo de seus
produtos, além dos antioxidantes. Dessa forma a introducdo de culturas probidticas em

alimentos ndo lacteos também comegou a ser testada, bem como a aplicagao de prebidticos.
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Por definigao, probiéticos sdo microrganismos vivos que, quando administrados em
quantidades adequadas, conferem beneficios a saude do hospedeiro e prebidticos sao
definidos como ingredientes alimentares nao digeriveis que sofrem fermentacao seletiva e
permitem alteracdes especificas na composicao e/ou atividade da microbiota gastrointestinal,
conferindo beneficio a saude e bem-estar do hospedeiro. Produtos elaborados tanto com a
adicao de probidticos, como com a adigao de prebidticos, sdo conhecidos como simbidticos.

As fibras alimentares consistem em polimeros formados por carboidratos contendo
trés ou mais unidades monoméricas mais a lignina — um polimero de fenilpropano. As fibras
alimentares podem ser divididas em dois grupos: fibras alimentares soluveis e fibras
alimentares insoluveis. Os efeitos positivos da fibra alimentar estao relacionados, em parte,
ao fato de que uma parcela da fermentacao de seus componentes ocorre no intestino grosso,
0 que produz impacto sobre a velocidade do transito intestinal, sobre o pH do célon e sobre a
producdo de subprodutos com importante fungéo fisiolégica. As fibras normalmente séo
adicionadas aos alimentos devido a suas propriedades funcionais, pois algumas atuam como
agentes prebidticos, e também por suas propriedades tecnoldgicas, por atuarem como
agentes texturizantes, geleificantes, emulsificantes, etc. (JE,DRUSEK-GOLINSKA, et al.
2019).

A goma acacia, ou goma arabica, como também €& conhecida, € um material
heterogéneo composto principalmente por cadeias de polissacarideos e também proteinas,
considerada fibra alimentar e vem sendo citada como potencial agente prebidtico (NAKOV et
al. 2015). Boa parte da produ¢gdo mundial dessa goma tem por finalidade a fabricagdo de
caramelos, balas, gomas e pastilhas, pois nesses produtos ela previne a cristalizacdo da
sacarose, além de emulsificar e distribuir os componentes de gordura. Possui compatibilidade
com altas concentragdes de agucar, sendo empregada em produtos altamente agucarados e
com baixo teor de 4gua. E comumente utilizada com outros polissacarideos devido a baixa
viscosidade de sua dispersao (DAOUB, et al., 2018; RHAZI, et al., 2020; SILVA, 2014).

A bala de goma é uma matriz alimentar apropriada para receber um agente com
potencial acao prebidtica, como a goma acacia, que também apresenta propriedades
texturizantes e inibicdo da cristalizacdo de acucares; adigdo de culturas probiéticas que
promovam o equilibrio da saude da microbiota intestinal do consumidor e ainda conter dleo
essencial de capim-limao como saborizante e com propriedades antioxidantes. Considerando-
se essas alegacgdes, a elaboracado de um confeito, bala de goma, com propriedades funcionais
de saude originadas dos ingredientes mencionados, apresenta-se como alternativa viavel
para contribuir com a redug¢ao do risco de desenvolvimento de DCNTSs.

E importante ressaltar que o mercado interno brasileiro de confeitos tem se mantido
estavel nos ultimos anos, tendo produzido mais de 200 mil toneladas de bala em 2019.

Anualmente um brasileiro adulto consome aproximadamente 1,5 kg de balas. Mesmo com a
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pandemia da Covid-19, o mercado brasileiro de balas teve um superavit de 64,6 milhdes de

reais em 2020.
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OBJETIVO GERAL

> Elaborar bala de goma com potenciais propriedades benéficas a saude,
como atividades antioxidantes, probidticas e prebiodticas, avaliar seus
parametros fisico-quimicos e sua estabilidade funcional de saude frente ao

trato gastrointestinal e ao tempo de armazenamento em temperatura ambiente.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

> Extrair o 6leo essencial de capim-liméo;
> Determinar o potencial prebiético da goma acécia;

> Avaliar in vitro a sobrevivéncia de duas culturas probidticas

(Lacticaseibacillus casei e Limosilactobacillus reuteri) frente ao trato

gastrointestinal simulado

> Formular e avaliar duas balas de goma acécia adicionadas das duas culturas
probioticas (Lactobacillus casei ou Lactobacillus reuteri) e 6leo essencial de
capim-lim&o para escolha da cultura a ser empregada na formulacao final da
bala;

> Apurar os padrdes higiénico-sanitarios das balas por meio de analises
microbioldgicas;

> Averiguar a composi¢ao quimica do produto elaborado;

> Verificar as alteragbes de cor, textura, pH e acidez titulavel, bem como
acucares redutores e totais da bala ao longo do tempo de armazenamento da
bala;

> Avaliar a sobrevivéncia das bactérias probiéticas ao longo do tempo de
armazenamento da bala;

> Analisar a atividade antioxidante e de compostos fendlicos presentes no

produto elaborado durante seu armazenamento;
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 BALAS

De acordo com a Associagao Brasileira da Industria de Chocolates, Cacau,
Amendoim, Balas e Derivados (ABICAB, 2020), um adulto no Brasil consome em média 1,4
kg de balas ao longo de um ano. O mercado interno brasileiro tem apresentado certa
estabilidade nos ultimos anos, tendo produzido 214 mil toneladas de balas em 2020, com
crescimento de 12% na exportacao e queda de aproximadamente 10% na importagcdo. Em
2020, em meio a pandemia da Covid-19, o mercado brasileiro de balas teve um superavit de
64,6 milhdes de reais.

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), por meio da RDC N°
265 de 22 de setembro de 2005, define bala como produto constituido por agucar e outros
ingredientes, podendo conter recheio, cobertura, formato e consisténcia variados. Unoki, Silva
e Silva (2017) definem bala de goma como produto obtido por meio da cocgéo de agucares,
que possui caracteristicas mastigaveis, de lenta dissolugdo na boca, cuja textura é fornecida
pelo agente geleificante, como a goma acacia, agar, gelatina, pectina e amidos especiais.

O processo de fabricagao das balas mastigaveis apresenta semelhanga ao
da bala dura, diferindo-se basicamente em relagdo a composi¢cdo dos ingredientes e
temperatura de processamento. As balas mastigaveis sdo submetidas ao tratamento
mecénico conhecido como estiramento; em sua composicdo sdo acrescidas de gordura,
apresentam maior teor de umidade residual e temperatura de cozimento inferior ao da bala
dura. A bala mastigavel pode ser considerada uma emulsdo 6leo/agua, pois necessita da
adicao de gordura devido a sua elevada quantidade de agua, com a finalidade de evitar a
aderéncia nos dentes. O percentual de gordura varia de 3,0 a 10 % do peso da bala,
dependendo das caracteristicas que se deseja para a mesma (FERNANDES; GARCIA, 2015).

Fadini et al. (2003) ressaltam que o tipo de tratamento que a massa cozida
sofre e dos ingredientes que s&o adicionados, interferem na classificagédo das balas moles
podendo estas serem:

» aeradas: sdo massas de agucares adicionadas de matérias-primas que
facilitam a incorporagao de ar como, por exemplo, gelatina, albumina ou ainda
alguns hidrocoldides. A caracteristica desse produto é a formacéo de emulséao
Oleo/agua com suspensao de bolhas de ar.

» mastigaveis: podem ser adicionadas de gelatina, goma acécia, entre outros
ingredientes que conferem a massa a caracteristica mastigavel e de dissolu¢ao
lenta.

» cristalizadas: sao adicionadas de matérias-primas que facilitam a inclusao de

ar na massa e de outras que provocam a cristalizacdo do acgucar, caracterizando-
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se como emulsado agua/dleo (fase liquida supersaturada) e suspensao de micro-

cristais de agucar.

2.2 INGREDIENTES DAS BALAS

O ingrediente encontrado em maior concentracido em balas é a sacarose.
Esse acucar é responsavel pelo sabor adocicado, contribui para a textura e, também
proporciona cor ao produto. A sacarose € utilizada tanto na forma de cristais como na forma
liquida (solugdo média de 65 °Brix), desde que possua baixo teor de cinzas, que acarretam a
formacao de espuma. (FERNANDES; GARCIA, 2015; KURTS, BURSA & TOKER, 2021).

Ainda se tratando de carboidratos, o xarope de glicose e o agucar invertido
sdo comumente utilizados como ingredientes complementares. Ambos possuem como
propriedades funcionais tecnoldgicas o poder edulcorante, viscosidade, higroscopicidade, e
atuam no controle da cristalizagcdo da sacarose. O xarope de glicose atua na prevencao da
cristalizacdo da sacarose devido a presenca de polissacarideos na composi¢cao do produto
final, assim aumenta a viscosidade do meio, inibindo ou retardando o movimento dos micro-
cristais de sacarose e, portanto, impedindo que estes se unam e formem cristais perceptiveis
sensorialmente e os monossacarideos presentes tornam a solugao de sacarose mais “impura”
reduzindo a possibilidade de ligagdo entre moléculas de sacarose (KURTS, BURSA &
TOKER, 2021).

Emulsificantes sao substancias quimicas anfifilicas capazes de atuar como
tensoativos. Nas balas essas substancias atuam principalmente na homogeneizacéo entre
gordura e agua, estabilizacdo da emulsdo, redugédo do fenémeno de retragdo, confere
plasticidade, suavidade e antiaderéncia e melhor distribuigdo do aroma. Normalmente utiliza-
se um teor de 3 a 8% de emulsificantes em relagdo ao peso da gordura, levando em
consideragao as caracteristicas sensoriais desejaveis. Os emulsificantes mais utilizados na
fabricagao de confeitos sdo os ésteres parciais de glicerol (KURTS, BURSA & TOKER, 2021).

As gorduras utilizadas nos confeitos tém a propriedade funcional tecnoldgica
de: conferir suavidade e plasticidade a massa, antiaderéncia, dissolugdo e manutencao dos
aromas durante o processo. Dessa forma a gordura aplicada na producao de balas atua na
melhora da textura do produto ao ser consumido, promovendo a liberagao gradativa do sabor
durante a degustagao, auxilia no prolongamento da vida util do produto, promove agilidade no
processo de fabricacdo e menor custo (FERNANDES; GARCIA, 2015; KURTS, BURSA &
TOKER, 2021).

A gelatina, cuja matéria prima € o colageno, é uma proteina fibrosa que
devido as suas propriedades quimicas e fisicas apresenta inumeras aplicagdes na industria
alimenticia, pois apresenta capacidade de formar géis termicamente reversiveis, podendo ser

usada como agente emulsificante, estabilizante ou para melhorar algumas caracteristicas
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como textura e capacidade de retencao de agua. Na producédo de balas e outros doces, esse
ingrediente é responsavel pelas caracteristicas de textura, como dureza, elasticidade, firmeza,
coesividade e gomosidade. Quanto maior a concentracdo da gelatina, melhor a
mastigabilidade do produto (DU et al., 2021; DAI et al., 2020; WANG et al. 2021;).

2.3 FUNCIONALIDADE DOS ALIMENTOS: TECNOLOGICA E DE SAUDE

O termo “propriedades funcionais” tem evoluido para ter uma ampla faixa de
significados. Aquele que corresponde ao termo “propriedades tecnoldgicas” implica que o
dado componente em concentragdo otima, sujeito a processamento sob condigdes
otimizadas, contribui para caracteristicas sensoriais desejaveis do produto por interagir com
outros constituintes. As propriedades tecnoldgicas de componentes alimentares os tornam
ingredientes possiveis para manufaturar ou fabricar produtos de qualidade desejavel
(SIRKOSKI, 2002). Como exemplo destas propriedades tem-se a capacidade texturizante, de
inibicdo da cristalizacdo da sacarose, emulsificante e baixa viscosidade proporcionada pela
goma acécia (JEDRUSEK-GOLINSKA, et al. 2019).

Desde os anos 1980, o termo funcional também tem sido empregado a um
grupo de produtos e componentes que também sdo chamados de alimentos
projetados/desenhados, farmafoods, nutracéuticos, ou alimentos para usos especificos para
saude, como aqueles considerados promotores da saude. Esses alimentos, principalmente
bebidas, farinhas, doces/confeitos, sorvetes, molhos para salada, contém varios ingredientes
(oligossacarideos, agucares alcodlicos, ou probiéticos), cujos objetivos sdo dar fungdes
fisiolégicas especiais, como compostos que neutralizam o que € nocivo ao corpo, € que
promovem uma recuperagao e boa saude geral (SIRKOSKI, 2002).

O termo alimento funcional teve sua origem no Japdo em meados de 1980
e era usado para referenciar alimentos presentes na dieta normal da populacdo que
apresentavam beneficios fisioldgicos, ou que reduzissem o risco de doengas crénicas. Com o
passar dos anos a definigdo para esse termo foi evoluindo, e hoje se diz que um alimento
pode ser considerado funcional se, além de suas fung¢des basicas nutricionais, afetar
positivamente uma ou mais fungdes fisioldgicas do organismo, favorecendo a saude,
melhorando a qualidade de vida e auxiliando na reducéo de riscos de enfermidades. Cabe
ressaltar que cada pais tem sua prépria definicao para este termo (YE et al., 2018; GRANATO
et al., 2020).

Segundo a Legislacao Brasileira vigente, aprovada na Resolugédo n° 18 de
30/04/1999 e atualizada no ano de 2018 pela ANVISA n&o ha definicdo para o termo
“alimentos funcionais” (RDC n° 243 de 26/07/2018). No Brasil podem ser feitos dois tipos de
alegacgao referente a alimentos funcionais: a alegagao de propriedade funcional que é “aquela

relativa ao papel metabdlico ou fisioldgico que o nutriente ou nado nutriente tem no
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crescimento, desenvolvimento, manutencao e outras fungdes normais do organismo humano”;
e alegacao de propriedade de saude que “é aquela que afirma, sugere ou implica a existéncia
da relagdo entre o alimento ou ingrediente com doenga ou condicao relacionada a saude”.
Para que um alimento detentor de qualquer uma das alegag¢des citadas anteriormente possa
ser distribuido no mercado, o mesmo deve passar por avaliacdo da Geréncia Geral de
Alimentos (GGALI) da ANVISA e comprovada sua seguranga de uso e eficacia. As alegagdes
podem ser veiculadas em alimentos e ingredientes para consumo humano, em rotulos e
propagandas de produtos elaborados, embalados e prontos para a comercializagao e oferta
ao consumidor (ANVISA RES. N° 18, 30/04/1999).

Nas ultimas décadas o cenario epidemiolégico do Brasil vem apresentando
crescimento no numero de casos de doengas cronicas nao transmissiveis (DCNTs) tais como
obesidade, hipertenséo arterial sistémica, osteoporose, diabetes mellitus e cancer. De acordo
com a OMS as DCNTs sdo a causa de 71% das mortes ao redor do mundo, principalmente
em individuos de 30 a 70 anos. Segundo a OMS, no Brasil, 18% dos ébitos sdo ocasionados
por alguma dessas quatro enfermidades (OMS, 2018). Em virtude destes fatos, a populagéo
tem priorizado sua preocupagao com a qualidade da alimentagao, levando a aderirem a
padrdes alimentares que beneficiem melhorias a saude (GRANATO et al., 2020).

Roberfroid (2002) aponta que por meio da alimentagédo tem se procurado,
além de satisfazer as necessidades nutricionais basicas, promover a saude e reduzir o risco
de doengas, assim corroborando com o argumento de Iglesias (2010) que em meio ao cenario
do século XXI, os alimentos funcionais passaram a ser vistos como uma estratégia importante
para deter o avango das DCNTSs.

Os alimentos funcionais passaram a ser uma tendéncia acentuada no
mercado alimenticio. Destacam-se dentre as razbes para tal crescimento: a perseguicéo
desenfreada por dietas saudaveis valorizando demasiadamente um componente do alimento
em detrimento a valorizagdo do alimento como um todo, o reconhecimento pelas agéncias
reguladoras dos beneficios dos alimentos funcionais para a saude, a possibilidade de redugao
de custos no combate das DCNTs por parte do Estado, e, por fim, para as industrias que
investiram em pesquisas e novas tecnologias. Os alimentos funcionais representam um nicho
de mercado extremamente rentavel, pois sdo produtos com alto valor agregado e com um
marketing agressivo na busca pelo consumo (GRANATO et al., 2020)

Ainda de acordo com a Anvisa (RDC n° 243 de 26/07/2018) um
composto/substancia bioativa € um nutriente ou ndo nutriente componente de um alimento,
que corriqueiramente é consumido nesse alimento, e apresenta agao fisioldégica ou metabdlica
especifica no corpo humano. O grupo destas substancias inclui, mas ndo se limita a,

carotendides, flavondides, fitoesterdis, fosfolipideos, organosulfurados e polifendis. A
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utilizagdo de compostos bioativos ou de ingredientes fonte dessas substancias em alimentos
deve ter seguranca para o consumo e eficacia comprovadas.

De acordo com Henri et al. (2016), os chamados alimentos funcionais podem
ser agrupados em:

» alimentos convencionais contendo naturalmente compostos bioativos.
Fazem parte desta categoria a maioria das hortalicas e frutas, graos,
laticinios, carnes e peixes, os quais contém compostos bioativos e fornecem
beneficios que vao além da nutrigdo basica. As vitaminas antioxidantes
presentes em frutas, os flavonoides da soja, as beta-glucanas da aveia e os
carotenoides de cenouras e tomates sdo exemplos desta categoria.

» alimentos modificados, que recebem compostos bioativos através de
processos de enriquecimento ou fortificacdo. O enriquecimento pode ocorrer
da forma tradicional, ou ainda através de alimentacao especial dos animais
ou engenharia genética. Exemplos destes alimentos sdo as margarinas
enriqguecidas com acidos graxos O6mega-3 e fitoesterdis, as farinhas
fortificadas com ferro e farelo de aveia com alto teor de beta-glucanas.

» ingredientes alimentares sintetizados, podendo ser citados como exemplo
alguns tipos de oligossacarideos sintetizados por microrganismos com
propriedades prebidticas.

Seguindo uma maneira mais resumida de categorizagao dos alimentos
funcionais, pode-se simplificar essa classificagdao em fungao do tipo de ingrediente bioativo:
probidticos/prebidticos/simbidticos, fibras alimentares, antioxidantes (carotenoides,
flavonoides), acidos graxos, fitoesterois (GRANATO, et al., 2020).

2.4 PROBIOTICOS

Uma das vertentes de maior destaque de alimentos funcionais é aquela
acrescida de probioticos. Por definigéo, probidticos sdo microrganismos vivos que, quando
administrados em quantidades adequadas, conferem beneficios a saude do hospedeiro (HILL,
et al.,, 2014; CHAMPAGNE, et al., 2018). Uma espécie bacteriana probidtica, por meio de
atividade antimicrobiana, promove uma melhoria da fungdo da barreira intestinal e
imunomodulacao e induz o aumento da defesa contra patdégenos. A utilizagao de culturas
probidticas promove simultaneamente a inibicdo da proliferagao de bactérias potencialmente
prejudiciais e a multiplicagdo de microrganismos benéficos. Além disso, probidticos sdo ainda
capazes de estimular os mecanismos naturais de defesa do organismo (GRANATO, et al.,
2020).

Trabalhos desenvolvidos na ultima década apontam que os probidticos

desempenham papel importante no combate a exposigdes por metais pesados (BISANZ, et
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al., 2014), apresentam boa atividade anti-inflamatéria (KAZEMI, et al., 2019), possuem efeitos
imunomodulatérios positivos (MOENS, et al, 2019), auxiliam no controle da
hipercolesterolemia em adultos (NAMI, et al., 2019), apresentam efeitos terapéuticos para o
controle do estresse e depressao (ABDRABOU, OSMAN & ABOUBAKR, 2018), atuam como
bons substitutos aos antibidticos (ROOBAB et al., 2020) entre outras fungdes.

Sancho e Pastori (2016) ressaltam que os probiodticos devem apresentar
seguranga para o0 consumo, devem possuir funcionalidade durante a sua producao,
armazenamento e uso, boas caracteristicas sensoriais, além de apresentarem determinadas
propriedades tecnolégicas para que nao acarretem perda de viabilidade na ou durante
incorporacao a produtos alimentares. Culturas dos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium
sdo as mais frequentemente empregadas para o consumo humano.

Por apresentarem muitos efeitos benéficos a saude, culturas probidticas tém
sido cada vez mais aplicadas a alimentos. O que antes era limitado a principalmente a
produtos lacteos, hoje se difundiu para uma grande gama de produtos e atualmente, os
probidticos também podem ser encontrados em queijos, sorvetes e produtos nao derivados
do leite como sucos de frutas e vegetais, produtos a base de soja e de cereais (PIMENTEL,
PRUDENCIO & RODRIGUES (2011); PIMENTEL, MADRONA & PRUDENCIO (2015);
GUERGOLETTO et al. 2019).

Zommiti, Feuilloley e Connil (2020) ressaltam que existem efeitos colaterais
provenientes do consumo de probidticos, como por exemplo: desconfortos abdominais,
discreto aumento na producao de gases e até mesmo diarreia, porém todos s&o solucionados
naturalmente com o tempo. Tais efeitos colaterais estao muitas vezes relacionados a morte
de patdgenos no ambiente intestinal, uma vez que estes liberam produtos celulares téxicos,

por meio de uma reagao conhecida como “die-off reaction”.

2.4 1 Lacticaseibacillus casei

Lacticaseibacillus casei, anteriormente chamado de Lactobacillus casei
(ZHENG et al., 2020) é uma bactéria benéfica naturalmente encontrada no intestino e na boca
de seres humano. E responsavel pela produgdo de &cido latico que auxilia na diminuigéo do
pH no sistema digestivo impedindo o crescimento de bactérias nocivas (PEREIRA, 2018).

Dentre as bactérias que sdo consideradas probiéticas, Lactobacillus casei
tem destaque devido ao seu poder de sobrevivéncia e multiplicacao no trato gastrointestinal
apo6s sua ingestao, o que garante sua acgao benéfica ao consumidor. Além disso, esses
microrganismos probioéticos podem também conferir aroma, sabor e textura aos alimentos,
bem como contribuir na bioconservagao dos mesmos (AMES, 2019). Govender et al. (2014)
apontam que essas bactérias sdo capazes de melhorar e promover a digestdo. Algumas

culturas das bactérias ajudam a controlar a diarreia, enquanto outras tém um efeito anti-
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inflamatério no intestino. Bezerril et al. (2022) demonstraram que a utilizacdo de L. casei 01
pode minimizar problemas de aroma e sabor na fabricagdo de produtos a base de leite

caprino.

2.4.2 Limosilactobacillus reuteri

Limosilactobacillus reuteri, anteriormente conhecido como Lactobacillus
reuteri (ZHENG et al., 2020) é uma bactéria acido-lactica residente no trato gastrointestinal de
humanos e de alguns animais, podendo também ser encontrada no leite materno e no trato
urogenital de humanos. Estudos demonstram que este probidtico tem efeito na producéo de
vitaminas do complexo B, como &cido félico (B9), colabamina (B12), no aumento da vitamina
D circulante e no aumento da massa éssea, devido a reducdo da osteoclastogénese. Esta
espécie produz reuterina, uma substancia de amplo espectro antimicrobiano que induz o
estresse oxidativo em organismos patogénicos (SANTOS, 2018; MOHAN, et al., 2020).

2.5 PREBIOTICOS

Segundo Gibson et al. (2017) prebidticos sdo definidos como
ingredientes que sofrem fermentacdo seletiva e permitem alteracbes especificas na
composicao e/ou atividade da microbiota gastrointestinal, conferindo beneficio a saude e bem-
estar do hospedeiro.

Tais compostos possuem a capacidade de afetar positivamente os
processos fisioldgicos e bioquimicos, acarretando numa melhora da saude e redugao do risco
de doencas. Os prebidticos podem promover a reducao dos niveis de bactérias intestinais
patogénicas, o alivio da constipacdo, a diminuicido dos episodios de diarréia associada ao
consumo de antibidticos, a produgcao de vitaminas do complexo B, o estimulo do sistema
imunoldgico, a reducéo do risco de osteoporose através do aumento da absorg&o de calcio,
efeitos positivos em pacientes com doencga inflamatéria do célon, redugéo da incidéncia de
cancer de célon e redugao do risco de diabetes pela melhora no metabolismo de carboidratos
(GRANATO, et al., 2020).

Gibson (2017) aponta algumas caracteristicas relevantes dos prebidticos,
tais como: possibilidade de fermentacdo pela microbiota colbénica, estimulo seletivo do
crescimento e/ou atividade das bactérias associadas a saude e ao bem-estar e resisténcia a
acidez gastrica, a acao das enzimas digestivas humanas e absorgéo no trato gastrointestinal.

Pimentel, Garcia e Prudencio (2012) ressaltam que os prebidticos ndo sao
digeridos no trato gastrintestinal superior devido a inabilidade enzimatica humana, dessa
forma, acabam por agir como fibras soluveis e sao fermentados no célon, aumentando a
atividade microbiana e estimulando o crescimento preferencial de bifidobactérias e

lactobacilos.
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Os principais representantes dos prebiéticos sao as fibras alimentares
soluveis, geralmente carboidratos de cadeia curta, porém, algumas fibras alimentares nao
digeriveis pertencem a esse grupo, como a inulina, os frutoligossacarideos (FOS), os
isomaltoligossacarideos, os galactoligossacarideos (GOS), os xiloligossacarideos (XOS), a
lactulose e a lactosacarose. Esses compostos podem ser encontrados naturalmente nos
alimentos, podem ser obtidos por meio de hidrélise de carboidratos com alto grau de
polimerizacéo, ou ainda, sintetizados a partir de acucares simples (SANCHO & PASTORI
(2016); MOHANTY et al. (2018). Diversos estudos demonstram que a goma acacia, composta
principalmente por cadeias de polissacarideos e algumas proteinas, apresenta propriedades
prebidticas (NAKOV et al. (2015); CHUNDAKKATTUMALAYIL et al. (2019); LAKSHMANAN
et al. (2020); KARAMAN & OZCAN (2021).

Guergoletto et al. (2019) citam em sua revisdo, que os prebibticos sao
utilizados na producéao de bebidas esportivas, sucos de frutas, produtos lacteos, carneos e de
panificacdo, em alimentos para bebés. Isso é possivel, uma vez que esses compostos
agregam caracteristicas sensoriais positivas ao produto, proporcionando composi¢cao
nutricional equilibrada, por conta do aumento na concentracéo de fibras e pela possibilidade
de reducéo de gordura, além dos efeitos positivos perante a saude do individuo.

Varios testes referentes a toxicidade de prebidticos foram conduzidos
empregando-se concentragdes muito acima da recomendagao diaria (18 a 20 gramas) e néo
detectaram evidéncias de toxicidade, carcinogenicidade ou genotoxicidade. Mesmo a dose de
intolerdncia sendo bastante alta, a ingestdo de prebidticos em quantidades excessivas pode
resultar em diarréia, flatuléncia, cdlicas, inchaco e distensdo abdominal, no entanto este
quadro € passivel de reversao por meio da interrupgao da ingestdo (BOOMCHUAY, et al.,
2021).

2.6 SIMBIOTICOS

Sao chamados de simbidticos os produtos alimenticios elaborados com a
presenca tanto de prebidticos como de probiéticos. O uso de prebidticos aliados a probidticos
promove competitividade a essas bactérias benéficas frente a microbiota intestinal. Além
disso, os prebidticos séo faciimente fermentados pelos probidticos o que acarreta beneficios
ao consumidor de um produto simbidtico (KRUMBECK et al. 2018). Pimentel, Prudencio e
Rodrigues (2011) ressaltam que tais produtos sé sao viaveis quando a composi¢cao de cada
agente (probidtico e prebidtico) isolado é adequada. Granato et al. (2020) trazem ainda que
no mercado pode-se encontrar produtos simbidticos na forma de iogurtes e leites
fermentados, porém a variedade de produtos ainda é baixa. Pimentel, Prudencio e Rodrigues
(2011) apresentaram a possibilidade de fabricagcdo de néctar de péssego acrescido de L.

paracasei e inulina. Batista et al. (2017) propuseram a fabricagédo de leite fermentado
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simbidtico utilizando S. thermophilus, L. acidophilus La3 e B. lactis BLC1 como culturas
probidticas e farinha de banana verde como prebidtico. Silva et al. (2021) demonstraram ser
possivel a producao de suco de uva simbiético por meio da adicdo de L. casei 01 e diferentes
prebioticos.

A utilizagdo de prebidticos na fabricagdo de alimentos que contenham
culturas probioticas contribui para reducdo de injurias celulares e, consequentemente,
aumento na viabilidade das células auxiliando também na elaboragdao de alimentos com
caracteristicas funcionais ao longo do armazenamento (CHAVARRI et al., 2010;
KRASAEKOOPT; WATCHARAPOKA, 2014).

2.7 FIBRAS ALIMENTARES
De acordo com Soliman (2019), as fibras alimentares consistem em um
grupo complexo de carboidratos e lignina que n&o sao hidrolisados por enzimas humanas e,
portanto, ndo sao digeridos ou absorvidos pelo corpo humano. As fibras alimentares podem
ser divididas em dois grupos:
> fibras alimentares soluveis (FAS): apresentam solubilidade em
agua, formam géis viscosos, nao sao digeridas no intestino delgado e sao
facilmente fermentadas pela microbiota do intestino grosso. Sao
consideradas fibras alimentares soluveis as pectinas, as gomas, a inulina e
algumas hemiceluloses.
> fibras alimentares insoltveis (FAI): ndo sdo soluveis em agua,
portanto nao formam géis, possuem agao no aumento no volume do bolo fecal
com fermentagao limitada. Sao insoluveis a lignina, celulose e algumas
hemiceluloses.

Os efeitos positivos da fibra alimentar estao relacionados, em parte, ao fato
de que uma parcela da fermentagédo de seus componentes ocorre no intestino grosso, o que
produz impacto sobre a velocidade do transito intestinal, sobre o pH do célon e sobre a
producao de subprodutos com importante fungao fisiolégica. A maioria dos alimentos que
contém fibras é constituida de um terco de fibras sollveis e dois tergcos de insoluveis
(JEDRUSEK-GOLINSKA, et al. 2019).

Fibras naturais também podem ser adicionadas a formulagdes de alimentos,
devido suas fungbes tecnoldgicas, por trazerem beneficios como redugao da sinérese,
melhora na textura e na firmeza do produto, resultando em um produto com atributos
sensoriais agradaveis ao paladar do consumidor (BAU et al., 2012; PIMENTEL; GARCIA;
PRUDENCIO, 2012).

Quando comparados a outros carboidratos resistentes a digestéo, as fibras

com funcao prebidtica apresentam distingdo devido a seu padrao de fermentagao e estimulo
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seletivo do crescimento de bifidobactérias, capazes de produzir as vitaminas do complexo B,
acido nicotinico, acido félico e biotina. No intestino grosso, as bifidobactérias fermentam os
carboidratos nao digeridos no intestino delgado, formando gases (hidrogénio, oxigénio,
dioxido de carbono, amdnia e metano) e produzindo acidos graxos de cadeia curta,
principalmente butirato, utilizado preferencialmente como fonte de energia pelos colonécitos
(JEDRUSEK-GOLINSKA, et al. 2019).

2.8 GOMA ACACIA

Também conhecida como goma arabica, a goma acéacia € um exsudato
gomoso produzido nos troncos e ramos da Acacia Senegal, ou também de outras espécies
de acacia como a A. seyal, usado na forma desidratada. Esse composto é liberado pela planta
quando o tronco ou ramos sofrem algum dano ou lesao e age como barreira protetora contra
microrganismos (RHAZI et al., 2020). Trata-se de um polissacarideo complexo, com alto teor
de ramificagdes, ligeiramente acido, constituido principalmente pela arabina, uma mistura de
sais de calcio, magnésio e potassio, e acido arabico. Em sua composi¢cao ainda se encontram
pequenas concentracdes de taninos (0,4%) e metais como zinco, ferro, chumbo e cobre
(SANCHEZ et al., 2018). Sua cadeia principal € composta por unidades B(1-3)-D-
galactopiranosil. As cadeias laterais sdo compostas por duas ou cinco unidades 3(1-3)-D—
galactopiranosil unidas a cadeia principal por ligagdes 1,6. Tanto a cadeia principal, quanto a
lateral contém unidades de a-L-arabinofuranosil, a-L-ramnopiranosil, p-D-
glucuronopiranosil e 4—O—metil-B—D—glucuropiranosil, esses dois ultimos sdo comumente
encontrados como unidades terminais da cadeia. Quando hidrolisada produz L-arabinose, D-
galactose, acido D-glucorénico e L -ramnose. Sua estrutura ainda contém até 2,6% de
proteinas, 0,4% de nitrogénio e 16% de umidade, além de algumas enzimas ocluidas
(peroxidases, pectinases e oxidases) (SANCHEZ et al., 2018; RHAZI et al., 2020).

A estrutura da goma acacia pode ser dividida em trés fragdes: a fragao
arabinogalactana-peptidio que corresponde a maior parte da estrutura da goma acacia (88%),
possui baixo teor proteico (1,1%) e massa molecular de 2,9.10° g/mol, a fragdo
arabinogalactana -proteina, que representa cerca de 10,4% da composicao total da goma,
com 9% da proteina total encontrada na goma e massa molecular 1,9.10° g/mol, e a fragdo
de glicoproteinas, que compde 1,3% da goma e possui 0 mais alto teor de proteina das trés
fragdes (24%) e massa molecular variada. Os principais aminoacidos encontrados na goma
acacia sado a hidroxiprolina, a serina, prolina e aspartato. Todas as fragbes possuem
carboidratos semelhantes, variando apenas no teor proteico, na composigdo de aminoacidos
e distribuicdo da massa molecular (SANCHEZ et al., 2018).

Na industria alimenticia a goma acacia apresenta diversas fungbes

tecnoldgicas, podendo atuar como: agente texturizante, espessante, estabilizante, para
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impedir a cristalizacdo da sacarose, emulsificante e de revestimento.

A goma acacia possui alta solubilidade em agua e gera solugbes de baixa
viscosidade e de cor clara que varia de amarelo bem claro até laranja dourado. E possivel
preparar solugbes com elevadas concentracbes dessa goma, porém acima de 50% de
concentracao as dispersdes passam a apresentar caracteristicas de géis devido a alta
concentracao de grupamentos polares distribuidos por toda sua estrutura molecular que
podem reter a agua.

Suas solugdes apresentam pH em torno de 4,5. Comumente utilizada com
outros polissacarideos devido a sua baixa viscosidade. Devido a sua estrutura molecular ser
compacta, sdo necessarias altas concentragdes de goma para que se obtenha uma solugao
viscosa (RHAZI, et al., 2020). O comportamento de fluxo da dispersdo de goma acacia nao
esta bem elucidado e que ainda ha necessidade de mais estudos para sua compreensao. Em
relacao a viscosidade da dispersdo de goma acacia, Li et al. (2009) afirmam que néo se pode
simplesmente considera-la como um fluido newtoniano, como é classificada em alguns
estudos (DAUQAN & ABDULLAH (2013); DAOUB et al. (2018); SANCHEZ et al. (2018), pois
outros estudos indicam um comportamento unico de afinamento por cisalhamento (shear
thinning) quando a taxa de cisalhamento aplicada é baixa (LI et al., 2009). Alguns estudos
indicam que o comportamento reoldgico da solugdo de goma arabica depende da
concentracdo de goma, taxa de pré-cisalhamento e de todo o historico de tratamentos que
essa goma possa ter sofrido desde sua coleta até sua utilizagdo em experimentos (LI et al.,
2009). Outros estudos trazem ainda que o comportamento das solugbes de goma acacia
varia conforme sua concentragdo (NICKZARE et al. (2009); LI et al. (2011); BHUSHETTE &
ANNAPURE (2017)), porém ndo ha um consenso sobre a partir de qual concentragao o
comportamento passa de tixotropico para Newtoniano.

Uma caracteristica muito importante da goma acacia é sua capacidade de
agir tanto como emulsificante como estabilizante devido a presenga de proteina na molécula,
uma vez que ela possui carater anfifilico. A parte hidrofébica da cadeia polipeptidica funciona
como grupo de ancoragem na superficie hidrofébica da substéncia que esta sendo
emulsificada (aromas, 6leos essenciais etc.), e devido a sua grande extensdo molecular,
envolve toda essa superficie. Apresenta atividade tensoativa e forma uma camada
macromolecular espessa em torno de goticulas de 6éleo, produzindo estabilidade espacial.
Enquanto isso os carboidratos agem inibindo a floculacdo e coalescéncia por repulsdes
eletrostaticas e estéricas (VERBEKEN, DIERCKX & DEWETTINCK; 2003).

Outra caracteristica da goma acacia que se deve considerar é sua
compatibilidade com altas concentragbes de agucar, sendo empregada entdo em produtos
altamente agucarados e com baixo teor de agua. Grande parte da produgdo mundial de goma

acacia é destinada a fabricagao de caramelos, balas, gomas e pastilhas, pois nesses produtos
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ela previne a cristalizacdo da sacarose além de emulsificar e distribuir os componentes de
gordura (RHAZI et al., 2020)

O uso dessa goma como ingrediente alimentar ainda proporciona beneficios a
saude, pois se trata de uma fibra alimentar, ndo digerivel, de baixo valor calérico (1,8 — 2
kcal/g), apresenta tolerancia ao trato gastrintestinal e apresenta efeitos prebidticos. Nakov et
al. (2015) demonstraram os efeitos benéficos da ingestdo da goma acacia como fonte fibras
prebidticas e observaram o crescimento de Bifidobacteria no bolo fecal, em torno de 0,7 log
UFC/g com a ingestao diaria de 10 g deste polissacarideo.

A goma acacia vem sendo apresentada como potencial agente prebidtico,
devido ao efeito de proporcionar aumento de bactérias laticas na microbiota fecal, além de
auxiliar no crescimento e manutencao de bactérias probiéticas dos géneros Lactobacillus e
Bifdobacteria. Devido seu tempo de fermentagao ser maior do que dos frutoligossacarideos,
estudos sugerem que o desconforto abdominal seja mais leve. Quando consumida em doses
diarias entre 10 g a 15 g por um periodo de quatro semanas, a goma acacia proporciona maior
crescimento do numero de bactérias intestinais quando comparada aos valores obtidos pelo

mesmo tratamento utilizando a inulina (NAKOV et al., 2015).

2.9 CAPIM-LIMAO

O capim-limao, também conhecido por capim-santo, capim-de-cheiro ou
capim-cidreira, o Cymbopogon citratus Stapf € uma planta perene, que forma touceiras
compactas e robustas de até 1,2 m de altura é uma espécie originaria da india, pertencente &
familia Poaceae, que foi trazida para o Brasil possivelmente no periodo colonial, época em
que era utilizado como planta ornamental (KIELING; PRUDENCIO, 2019;).

Trata-se de uma planta aromatica, utilizada principalmente com intuitos
medicinais, sendo amplamente preparada por meio de infusdo ou cocc¢ao das folhas, para seu
posterior consumo na forma de cha. Devido a essas propriedades o capim-limao tem sido
utilizado nas industrias farmacéuticas, cosmética e de perfumaria. Além disso, Mukarram et
al. (2021) relataram que as folhas de capim-limao apresentam de atividades sedativa,
depressora do sistema nervoso central, analgésica, antimicrobiana, fungistatica e
antioxidante. Kieling e Prudencio (2019) demostraram que a bebida mista de extrato aquoso
do capim-limao e limdo em uma base de leite de soja acarreta um produto com atividade
biolégica para saude, além de apresentar caracteristicas sensoriais agradaveis de boa
aceitacao.

O 6leo essencial do capim-limdo é encontrado nas folhas da planta. E
basicamente constituido de substancias apolares, principalmente o citral (65-86%) e o
citronelal (7-8%), além de B-mirceno e eugenol, em menor quantidade. Mukarran et al. (2021)

apontam que uma maior quantidade de citral pode ser encontrada nas folhas jovens e é esta
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a substancia responsavel pelo aroma de limao, atribuido a planta. A atividade antifungica e
antimicrobiana do 6leo essencial de capim-limao ja foi comprovada em 22 espécies de
microrganismos. Kieling e Prudencio (2019) mostraram que o 6leo essencial apresenta teores
mais elevados de compostos fendlicos e atividade antioxidante do que o extrato liofilizado e
aquoso de folhas de capim-limao, considerando-se o peso das folhas frescas.

Estudos atribuem a atividade antioxidante do 6leo essencial de capim-limao
a presenca de terpendides e compostos fendlicos em sua composicao, e também a misturas
desses compostos com outros componentes minoritarios que podem influenciar e modular a
atividade do 6leo como um todo. As propriedades antioxidantes do 6leo essencial de capim-
limao podem ser consideradas em termos de incorporacido desse 6leo em formulagdes de
nutracéuticos ou alimentos funcionais para saude (MAJEWSKA, et al. 2019; KIELING,
DELARCO & PRUDENCIO, 2021).

Estudos, ainda, apontam que a suplementacdo de alimentos com 6leo
essencial de capim-limao promove a melhora na imunidade, resisténcia a doencas e
desenvolvimento do crescimento, além de atuar na reducao do estresse oxidativo dos tecidos,
por meio da agdo antioxidante (AL-SAGHEER et al. (2017); ALAGAWANY et al. (2021).

Os antioxidantes também podem eliminar os radicais livres e retardar a
oxidacao lipidica em produtos alimenticios, que € a principal causa da deterioragcdo da
qualidade dos alimentos (MAJEWSKA, et al. 2019). Mbili et al. (2018) relataram que o 6leo
essencial de capim-limao se apresentou como opg¢ao de conservante de magas armazenadas
em atmosfera modificada. Cuomo et al. (2020) mostraram ainda que a adigéo desse 6leo a
mucilagem de chia evita a sua oxidagdo. Majewska et al. (2019) apontam varias aplicagdes
do dleo essencial de capim-limao para prolongar o armazenamento de diversas frutas, como
goiaba, uvas, morangos e macgas, bem como de diversos sucos. Alguns estudos recentes
demonstram ainda que esse composto promove a conservagdo de carnes frente a
deterioragao por microrganismos (KIELING, DELARCO & PRUDENCIO, 2021).

2.10 ANTIOXIDANTES

Nos sistemas biolégicos, os antioxidantes sao substancias naturais que,
presentes em baixas concentragdes, protegem os tecidos de danos causados por espécies
reativas do oxigénio (EROs). Nos sistemas alimentares, os antioxidantes sdo compostos que
interrompem a reagdo em cadeia mediada por radicais livres na oxidagcao de lipideos,
vitaminas, pigmentos e proteinas (antioxidantes primarios), que sequestram oxigénio e que
complexam ions metdlicos (antioxidantes secundarios) para conservagdo do produto
(GULCIN, 2020). Ainda nos alimentos funcionais, o componente antioxidante terd uma fungao

no organismo do consumidor do alimento que é benéfica a sua saude, pois também atuam
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protegendo os tecidos a danos causados por EROs, podendo atuar tanto na remog¢ao dessas
espécies, quanto na sua prevengao (ANDRADE, 2019; BAGANHA; PEREIRA, 2019).

Radicais livres sao espécies quimicas que possuem elétrons nao pareados
no orbital atbmico externo. Quando um elétron se encontra sozinho no orbital, este é definido
como elétron ndo pareado. Devido a presencga de elétrons ndo pareados o radical livre torna-
se altamente reativo devido a necessidade de outro elétron para preencher o orbital fazendo
com que este adquira a forma estavel. Os radicais livres sdo menos estaveis e mais reativos
que compostos nao radicais, mas sua reatividade depende da espécie quimica. Eles podem
reagir entre si, formando ligagdes covalentes, ou com outras moléculas, doando o elétron ndo
pareado (radical reduzido), recebendo o elétron de outra molécula (radical oxidado) ou sendo
adicionado a outras espécies nao radicais. Os radicais livres sdo espécies produzidas durante
a respiragao aerébica, como consequéncia da redugéo incompleta do oxigénio (CHANDRA,
SHARMA & ARORA, 2020).

Frequentemente pode-se encontrar o termo “espécies reativas de oxigénio”
(EROs). Esse termo é usado para espécies reativas de oxigénio ndo radicais e radicais cujo
elétron ndo pareado encontra-se no atomo de oxigénio. As EROs incluem os radicais livres
anion superoéxido (02 «°), hidroxil (¢OH), oxido nitrico (NO*) e peroxil (ROO¢*) e as espécies
nao radicalares como peréxido de hidrogénio (H2O), peroxinitrito (ONOO") e &nion
hipocloroso (ClIO") (CHANDRA, SHARMA & ARORA, 2020).

EROs sao produtos de diversos processos metabdlicos como por exemplo
de enzimas como a NADPH oxidase. Tais espécies quimicas atuam de dupla maneira no
organismo humano, sendo responsaveis tanto por processos benéficos quanto por processos
deletérios. Tais espécies atuam como mediadores da transferéncia de elétrons e em varios
processos bioquimicos, como produgdo de energia, fagocitose (defesa contra agente
agressor) e controle do crescimento celular. Normalmente, existe um equilibrio no organismo
entre a formacdo de EROs e a remogao destas por antioxidantes enzimaticos (glutationa
peroxidase e redutase), mantendo um “balanco redox” nas células. No entanto, quando ha
uma producao excessiva de EROs (decorrentes, por exemplo, da cadeia de transporte de
elétrons mitocondrial ou estimulagao excessiva de NADPH), ocorre um desequilibrio oxidativo
ou estresse redox. Quando em concentragdo excedente ao normal, essas espécies podem
causar danos celulares importantes, ao atacar membranas, proteinas, polissacarideos e
acidos nucléicos, com consequente alteragdo funcional e prejuizo das fungdes vitais em
diversos tecidos (CHANDRA, SHARMA & ARORA, 2020; GULCIN, 2020).

Radicais livres e outras EROs podem ser formados por processos fisicos ou
quimicos exdgenos ou por processos metabodlicos endégenos em sistemas alimenticios ou no

corpo humano. Diante do exposto acima, é de fundamental importancia o estudo de
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substancias antioxidantes, tanto na conservacdo dos alimentos e preservacdo da sua
qualidade quanto na saude do consumidor (GULCIN, 2020).

A oxidagdo de lipidios esta associada a reacdo dos 4acidos graxos
insaturados com oxigénio, por mecanismos quimicos e enzimaticos.

Estudos apontam que a ingestdo de alimentos ricos em compostos com
atividade antioxidante promove melhora na qualidade de vida aos consumidores. Muitos
desses componentes, vitamina A, C, E e minerais como zinco e selénio, além de compostos
fendlicos, sdo encontrados em frutas e hortalicas, e sdo fundamentais no funcionamento de
diversas enzimas do metabolismo, além de atuarem na reducido do estresse oxidativo no
organismo (ANDRADE, 2019; BAGANHA; PEREIRA, 2019). Morais et al. (2018) apontam
ainda que o consumo de especiarias com potencial atividade antioxidante auxilia tanto na
remog¢ao quanto na prevengdo de radicais livres provenientes de reagdes fisioldgicas
ocorridas no organismo.

Por conta de sua importancia, varios métodos quimicos foram desenvolvidos
para avaliar o potencial antioxidante de alimentos e outros substratos. A diferenca entre cada
um destes métodos esta relacionada ao mecanismo de reacdo, as espécies-alvo, as
condicbes reacionais e na forma como os resultados sdo expressos. Os principais testes de
determinacgao da capacidade antioxidante in vitro incluem: o método de Folin-Ciocalteau, que
¢é utilizado para determinar o teor de compostos fendlicos totais (para estimar a capacidade
redutora e consequentemente a prever a atividade antioxidante), os métodos ABTS e DPPH,
que avaliam capacidade antioxidante a partir da inibicao de radicais livres, e o método FRAP,
no qual a capacidade antioxidante € avaliada a partir da redugao de ions férricos (MUNTEANU
& APETREI, 2021).

O método DPPH, um dos métodos mais usados para verificar o potencial
antioxidante, conforme descrito por Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995), consiste em
avaliar a atividade redutora do antioxidante em relagcdo ao radical 2,2-difenil-1- picrilhidrazil
(DPPH?e), monitorando o decréscimo na absorbancia durante a reagdo, em um comprimento
de onda caracteristico. O radical DPPHe, que apresenta coloragao purpura e absorve a
radiacao eletromagnética a 515 nm, é reduzido quando reage com um antioxidante doador de
hidrogénio (fendlicos, vitamina C) formando 2,2-difenilpicril-hidrazina (DPPH-H), de coloragao
amarela, com consequente desaparecimento da banda de absor¢do, sendo a mesma
monitorada pelo decréscimo da absorbancia. Quanto menor é a absorbancia da mistura
reacional, maior é a capacidade antioxidante da amostra (BASCHIERI & AMORATI, 2021).

O método ABTS foi inicialmente descrito por Miller et al. (1993) e é baseado
na capacidade dos antioxidantes em sequestrar o radical catidbnico ABTS++. Este radical néo
esta disponivel comercialmente, precisando ser gerado previamente ao ensaio, por meio de

uma reagao quimica. Para tanto, o ABTS (2,2’-azinobis-3-ethyl benzothiazoline-6-sulphonic
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acid) é oxidado por radicais peroxil ou outro oxidante, formando o radical catiénico de longa
vida ABTSe+, que apresenta coloragao intensa. A atividade antioxidante é determinada a partir
da capacidade dos compostos em reagir diretamente com o radical ABTSe+, diminuindo a
intensidade da cor e da absorbancia da mistura reacional a 730 nm. Esta reacdo é
termodinamicamente possivel quando o composto apresenta potencial redox menor que o
ABTS-+ (0,68 V), como é o caso de certos compostos fendlicos (MUNTEANU & APETREI,
2021).

2.11COMPOSTOS FENOLICOS

Sao amplamente encontrados na natureza e em produtos industrializados,
onde ocorrem na forma de misturas de ésteres, éteres ou acidos livres, estando distribuidos
em frutas e vegetais, contribuindo tanto para a saude dos consumidores quanto para a
qualidade dos alimentos, podem se apresentar na forma de pigmentos responsaveis pela cor
dos alimentos ou como produtos secundarios de metabolismo, provenientes de reagdes de
defesa das plantas contra agressdes do ambiente. Dividem-se em flavonoides (polifendis) e
nao flavonoides (fendis simples, acidos fendlicos, taninos e outros). Atuam como agentes
redutores multifuncionais podendo agir na inativagcao de radicais livres, na inibicdo de enzimas
oxidativas ou até mesmo quelando metais. (AMBRIZ-PEREZ, et al., 2016).

A capacidade redutora dos fendlicos esta relacionada com o tipo de
composto e sua estrutura quimica. Os compostos fendlicos apresentam em sua estrutura
grupos hidroxila caracteristicos como substituintes de anéis aromaticos. Os atomos de
hidrogénio dos grupos hidroxila adjacentes, as duplas ligagbes do anel e a dupla ligagdo do
carbono com oxigénio de algumas moléculas de flavonoides, conferem aos compostos
fendlicos atividade antioxidante. Tais caracteristicas conferem a esses compostos a
habilidade em doar hidrogénio e elétrons, formando radicais intermediarios estaveis, que
impedem a oxidagao de varios ingredientes do alimento, em particular os lipidios (KIELING,
2016).

O método de Folin-Ciocalteau, conforme descrito por Swain e Hills (1959),
utiliza o reagente de Folin-Ciocalteau que consiste em uma mistura dos acidos fosfomolibidico
e fosfotungstico, na qual o molibdénio se encontra no estado de oxidacéo (VI) (cor amarela
no complexo Na;Mo04.2H.0). Em presenga de agentes redutores, como os compostos
fendlicos, formam-se os chamados complexos molibdénio-tungsténio [(PMoW1104)47], nos
quais o estado de oxidagdo do molibdénio & (V) (cor azul), cuja coloragao absorve a radiagao
eletromagnética a 765 nm, permitindo a determinagdo da concentracdo de compostos
fendlicos totais, assim avaliar a capacidade redutora (OLIVEIRA et al., 2009; FORD et al.,

2019) que permite estimar a capacidade antioxidante.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 EXTRACAO DO OLEO ESSENCIAL DE CAPIM-LIMAO

Os ingredientes basicos da bala estudada foram a Goma Acacia (marca Synth,
1012.06.AG), gelatina sem sabor (marca Dr. Oetker), glicerina bidestilada (marca Arcolor),
acucar refinado (marca Uni&do) e capim-liméao (cedido por produtor local).

As culturas probidticas foram Lacticaseibacillus casei-01 (Sacco-ltaly) e
Limosilactobacillus reuteri LR 92 (DSM 26866-Sacco-Italy).

Todos os reagentes usados foram de grau analitico e estao indicados na descri¢cao de

cada metodologia, assim como os equipamentos.

3.2 ENSAIOS PRELIMINARES

3.2.1 Extracgéo do Oleo Essencial de Capim-limao

O capim liméo foi fornecido por produtor residente na cidade de Londrina — PR. A
extracdo do dleo essencial de capim-limao foi realizada conforme proposto por Kieling e
Prudencio (2019). As folhas recém-colhidas de capim-liméo foram lavadas em agua potavel e
imersas em solug&o clorada com concentragio de 150 mg.L", durante 15 minutos. Apos este
tratamento prévio, as folhas foram enxaguadas em &agua filtrada, drenadas para retirar o
excesso de umidade e deixadas sobre papel toalha absorvente por 15 minutos. As
extremidades foram desprezadas sendo utilizadas apenas as porgées medianas das folhas,
as quais foram picadas e hidro-destiladas por 2 horas para a extracdo do 6leo essencial de

capim-liméo.

3.2.2 Medida da Capacidade Prebidtica da Goma Acécia

A determinacao da capacidade prebidtica da goma acacia foi realizada segundo a
metodologia por Huebner et al. (2007) e Moongngarm, Trachoo e Sirigungwan (2011).
Procedeu-se o ensaio pela adi¢cao de 1% (v/v) da cultura probidtica (L. casei ou L. reuteri) aos
tubos de ensaio contendo, ou Caldo MRS acrescido de 1% (m/v) de glicose, ou de Caldo
MRS, acrescido de 1% (m/v) do prebidtico goma acéacia. As culturas foram incubadas em
estufa bacteriolégica (Nova Instruments, (Piracicaba, Sao Paulo)) a 37 °C sob aerobiose, por
48 horas. O ensaio foi repetido duas vezes e replicado trés vezes em cada repeticdo. Os

resultados foram expressos em log UFC/mL.
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3.2.3 Preparo de microcapsulas probioticas

As microcapsulas foram preparadas por extrusdo. Inicialmente, solubilizou-se,
separadamente, a goma acacia e alginato de sédio em agua destilada, na proporgao 2 g de
hidrocoloide para 100 mL de agua. A solubilizacao foi feita a 45 °C, sob agitacdo a 400 rpm
(IKA C-MAG, HS7 (Staufen, Alemanha)). Apdés a completa dissolugdo dos componentes,
ambos foram misturados e acrescidos da cultura probi6tica (4 g /100 mL) (L. casei ou L. reuteri),
e em seguida Tween 80 (0,02 mL / 100 mL). Apds mais dez minutos de agitagdo a mistura
adquiriu consisténcia cremosa caracteristica do ponto final de preparo. Essa mistura foi
gotejada em solugdo de cloreto de calcio 0,1 mol/L, com auxilio de seringa (25 mL) estéril
acoplada de agulha (25 x 0,6 mm), a 5 cm da solucao e deixadas em repouso por 30 minutos.
Ap0ds esse periodo as capsulas foram separadas por filtracdo e armazenadas em tubos Falcon

estéreis na geladeira (4°C) até o momento do uso (MARFIL, et al., 2016).

3.2.4 Elaboragao da bala

A formulagdo da bala teve como base o proposto por Imeson (2010) e Witzler
(2016), conforme descrito na Tabela 1, onde estao discriminados os ingredientes bem como

suas respectivas concentragoes.

Tabela 1. Formulagc&o base da bala de goma acacia

Ingredientes Concentragao
Goma Acacia 15%
Gelatina 10%
Glicerina 10%
Acucar refinado 11%
Agua destilada 54%

Inicialmente a goma acacia juntamente com a sacarose e a glicerina foram
dissolvidas em agua em temperatura ambiente. Apds esta etapa, adicionou-se a gelatina e a
mistura foi levada ao aquecimento em banho-maria a 50 °C por 30 minutos, sob leve agitagéo
com auxilio de bastao de vidro. Esse periodo foi suficiente para que a mistura se tornasse
translicida e sem a presenga de bolhas. Entdo, a mistura foi mantida em temperatura
ambiente até atingir 37 °C. Neste momento a mistura foi acrescida de 50 pL de 6leo essencial
de capim-limao e das microcapsulas de probidticos (L. casei ou L. reuteri) na propor¢ao de 6

gramas de microcapsulas para 50 gramas de bala. Em seguida a massa das balas foi
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depositada nas formas de silicone e levada ao resfriamento a 4°C por 12 horas. Ao término
deste tempo, as balas foram desenformadas, embaladas em plastico filme, etiquetadas e

alocadas em recipiente hermeticamente fechado.

3.2.5 Teste para escolha da cultura prebiética para formulagcao da bala

Empregando-se a formulagao base da bala, foi realizado um teste preliminar
para escolha da cultura probiotica (L. reuteri ou L. casei) a partir das melhores condi¢des de
sobrevivéncia de cada cultura na bala. As condicbes de sobrevivéncia testadas foram a
presenca ou auséncia de 6leo essencial de capim-limao na formulacido e duas temperaturas
de armazenamento (ambiente: 26 ~ 28 °C e geladeira: 4 ~ 6 °C). Dessa forma, quatro
formulagdes preliminares foram preparadas para o armazenamento em duas temperaturas,

que resultaram em oito tratamentos preliminares, conforme indicado na Tabela 2.

Tabela 2. Composicoes das formulacdes preliminares e temperatura de armazenamento da
bala

Tratamentos Composicao da bala Temperatura de Sigla
preliminares armazenamento

1 FB + L. reuteri + OECL ambiente RO

2 FB + L. reuteri + OECL geladeira ROG
3 FB + L. reuteri ambiente RS

4 FB + L. reuteri geladeira RSG
5 FB + L. casei + OECL ambiente CO

6 FB + L. casei + OECL geladeira CS

7 FB + L. casei ambiente COG
8 FB + L. casei geladeira CSG

FB = formulagdo base; OECL = 6leo essencial de capim-limao; ambiente: 26 ~ 28 °C;
geladeira: 4 ~ 6 °C.

Os testes de armazenamento ocorreram num periodo de 28 dias, dos quais
foram coletadas amostras nos tempos 0, 7, 14, 21 e 28 dias, para realizagao das analises de
umidade, cinzas, proteinas, lipidios, carboidratos, fibras, acglcares, acidez titulavel, pH,
atividade de agua, capacidade antioxidante, perfil de textura e cor, além das analises de
viabilidade das culturas probidticas na bala, bem como, frente ao trato gastrointestinal
simulado, listadas nos itens de 3.3.1 a 3.3.11. Concomitante ao teste de armazenamento
realizou-se a avaliagdo dos parametros higiénico-sanitarios da bala, a fim de averiguar a

seguranga para o consumo. Foram determinadas a presenga/auséncia de Salmonela e



37

contagem de coliformes termotolerantes conforme a Resolugdo N°12/2001 (BRASIL, 2001).
O teste de armazenamento durante 28 dias também foi realizado na formulacgao final na

temperatura escolhida.

3.3 ANALISES DAS BALAS

3.3.1 Composi¢ao Quimica da bala

Foram determinados os teores de umidade, cinzas, proteinas, lipideos,
carboidratos e fibras presentes no produto elaborado empregando-se os métodos da AOAC
(2019). As fibras alimentares totais, solUveis e insoluveis foram determinadas pelo método
enzimatico-gravimétrico numero 2011.25 da AOAC (AOAC, 2019). Os acgucares totais,
redutores e nao redutores foram quantificados por meio da redugao do ion cuprico conforme
descrito por Lakho, et al. (2017) e IAL (2008). Os resultados da composi¢cao quimica da bala

foram expressos em g/100g em base seca, exceto a umidade.

3.3.2 Determinacao de Acidez titulavel e pH

A acidez total titulavel foi medida por meio de método volumétrico com NaOH 0,1
mol/L. Os resultados foram expressos em mg de acido citrico por 100 g de amostra de bala
em base umida (IAL, 2008).

O pH das amostras foi determinado em pHmetro digital (Qualxtron Model 8010)
previamente calibrado com tampdes 4,00, 7,00 e 10,00 (Neon Comercial Reagentes Analiticos

Ltda), utilizando 3 g de amostra de bala dissolvida em 20 mL de agua destilada (IAL, 2008).

3.3.3 Determinacao de atividade de agua

A atividade de agua foi determinada por leitura direta em aparelho medidor
de atividade de agua (AQUALAB CX-2), utilizando 3 g de amostra (VERGARA, 2016).

3.3.4 Determinacao de Compostos Fendlicos e Capacidade Antioxidante

Inicialmente, 1 g de bala foi diluido em solugdo de metanol/agua (8:2),
acidificada com HCI (37%) e sonicados (7lab — SSBu — 3,8 L) por 15 minutos a 20 °C. A
mistura permaneceu em repouso por 24 horas a 4 °C. Apds esse periodo, a mistura foi

centrigugada a 15000x g por 10 minutos em centrifuga refrigerada (NT — 810, Nova
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Instruments, (Piracicaba, Sao Paulo)) a 4 °C. O sobrenadante foi coletado para quantificacéo
de compostos fendlicos e determinacio da capacidade antioxidante.

A quantificagao de compostos fendlicos foi realizada seguindo os métodos
propostos por Cano-Lamadrid, et al. (2020) e Nascimento, et al. (2020), adaptado de Singleton
e Rossi (1965). Para a andlise de fendlicos totais, foram pipetados 500 uL de agua,
adicionados 125 uL da amostra (sobrenadante) e 125 uL do reagente de Folin-Ciocalteau. A
mistura foi deixada em repouso por cerca de 6 minutos e em seguida foram adicionados 1,25
mL de solugdo de carbonato de sadio 7,5%, com posterior agitagdo em vortex. Em seguida, o
homogenato foi mantido ao abrigo da luz por 90 minutos para posterior leitura da absorbancia
a 760 nm. Foi construida uma curva analitica utilizando acido galico como padrédo. Os
resultados foram expressos em equivalentes de acido galico mg/100 g.

Para determinagdo da capacidade antioxidante contra o radical DPPH
empregou-se o método adaptado de Brand-Williams et al. (1995) seguindo algumas
modificagbes propostas por Nascimento, et al. (2020) e Kieling (2016). O volume de 500 uL
de amostra (sobrenadante) foi transferido para um tubo de ensaio, acrescidos de 300 uL da
solugdo 5.10* mol/L de DPPH e 3 mL de etanol. O branco foi preparado seguindo o mesmo
procedimento sem a adicdo da amostra. O percentual de decréscimo de DPPH foi medido por
absorbancia em espectrofotdmetro a 517nm. A capacidade antioxidante foi expressa em

porcentagem de DPPH reduzido (%lA), a partir da equagéao 1.

Equagao 1: %IA = [1-(Absorbancia da amostra/Absorbancia do Branco)] x 100.

A capacidade antioxidante contra o radical livre ABTS* foi determinada
usando o método de Sanches-Gonzales et al. (2005). Foi preparado um controle contendo
todas as solugbes reagentes, exceto a amostra (sobrenadante). A atividade antioxidante foi
determinada como um percentual de inibicdo da atividade (% |IA) em relagdo ao controle,

conforme Equacéo (1).

3.3.5 Cor

A cor das balas foi aferida segundo o sistema CIELAB utilizando colorimetro
Minolta (Minolta Chromometer CR 300), o qual foi calibrado com placa de porcelana branca
utilizando o iluminante D65. A medida de cor foi aferida em 10 replicatas de bala em duas
repeticoes. Foram medidos os parametros L* (Luminosidade), a* (componente vermelho-

verde) e b* (componente amarelo-azul).

3.3.6 Perfil de Textura

A analise do perfil de textura (TPA) foi realizada utilizando um texturémetro
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TA-XT2i (Stable Micro Systems, Surrey, Inglaterra), acoplado do probe cilindrico P0.5R
(referéncia da AOAC 2019, para analise de gelatina). As condicbes de teste foram as
seguintes: velocidade de pré-teste 2 mm / s, velocidade de teste de 1 mm / s, velocidade de
pés-teste de 1 mm / s, tempo de espera entre os ciclos de 2 s, forga de gatilho 5 g e 75% de
compressao. Foram aferidos os parametros de dureza (N), adesividade (N.m), elasticidade,
coesividade e gomosidade (N). A analise do perfil de textura foi realizada em 10 replicatas de

bala em duas repeticdes.

3.3.7 Sobrevivéncia Das Culturas Probidticos

A metodologia apresentada nessa sec¢do foi utilizada para averiguar a
sobrevivéncia das culturas probidticas, tanto nos testes preliminares, quanto na formulagao

final da bala

3.3.7.1 Sobrevivéncia das culturas probidticas frente ao armazenamento das balas

A sobrevivéncia das culturas foi avaliada por dissolu¢cdo de 1 g de bala em 9 mL de
agua peptonada estéril, com diluicdo sucessiva até 10 e inoculagdo em Agar MRS pela
técnica pour plate, com incubagéo a 37 °C por 48 horas e resultado expresso em log UFC/g
(MULLER; GOMEZ; CALLIARI; 2013).

3.3.7.2 Sobrevivéncia das culturas probidticas frente ao trato gastrointestinal

O fluido gastrico simulado (FGS) foi preparado dissolvendo-se 2,0 g de NaCl e 6,0 g
de pepsina (Sigma-Aldrich) em 7 mL de HCI concentrado. A solugao foi diluida com agua
destilada até um volume final de 1,0 L. O FGS teve o pH ajustado para 2,0 com NaOH 1,0 M.
O fluido intestinal simulado (FIS) foi preparado dissolvendo-se 6,8 g de KH.PO4 em 250 mL
de agua destilada, seguido pela adi¢ao de 77 mL de solugdo de NaOH a 0,2 mol/L. O volume
final foi ajustado para 1 L com agua esterilizada. Pancreatina (Sigma-Aldrich) em p6 foi
adicionada ao FIS para produzir uma concentragado de 1% (m/v) e o pH do SIF foi ajustado
para 6,8 (XU, et al., 2016).

O FGS preparado foi entdo pré-aquecido a 37°C em incubadora antes do teste de
sobrevivéncia. Foram adicionados 5 gramas de amostra (1 bala) em 90 mL de fluido gastrico
simulado (FGS), permanecendo em contato por duas horas em estufa a 37 °C. Apds 30, 60,
90 e 120 minutos 1,0 mL de amostra foi coletado para a determinagado da viabilidade dos
microrganismos probioticos. Apods 120 minutos, 1,0 mL foi adicionado a 9,0 mL de fluido
intestinal simulado (FIS) estéril pH 6,8 (K2PO4 0,05 M adicionado de 0,6 % de sais biliares)
incubado em estufa a 37 °C por 150 minutos, e 1,0 mL coletado para verificar a viabilidade

dos probidticos por inoculagao em Agar MRS pela técnica pour plate e incubagao a 37 °C por
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48h (MULLER, GOMEZ, CALLIARI, 2013). Os resultados foram expressos em log UFC/g.
3.4 ANALISE ESTATISTICA

Os ensaios preliminares seguiram o delineamento inteiramente casualizado com duas
repeticoes e trés replicagdes por repeti¢cdo (n = 6). Os dados foram submetidos a analise de
variancia em esquema de parcelas subdivididas e teste de Tukey.

Os ensaios da fase final seguiram o delineamento inteiramente casualizado com duas
repeticoes e trés replicagdes por repeticdo (n = 6) nas analises realizadas nos itens 3.3.1 a
3.3.4 e 3.3.7, enquanto na analise de perfil de textura e de cor foram dez replicacbes por
repeticdo (n = 10). Os dados foram submetidos a Regressao linear.

O nivel de significancia considerado foi 5% ou menos. Foram empregados os
Programas Estatisticos R 4.1.2 (The R Foundation, 2021) e XLStat 2021.4 (Addinsoft, 2021).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 ENSAIOS PRELIMINARES
4.1.1 Avaliagao do efeito prebiético da goma acacia

Prebioticos sdao compostos nao digeriveis que afetam beneficamente a saude
do hospedeiro ao estimular seletivamente o crescimento de microrganismos no célon
(PANDEY; NAIK; VAKIL, 2015). Na Tabela 3 estao os resultados referentes a analise de

atividade prebidtica da goma acacia em caldo MRS, onde a glicose foi substituida pela goma.

Tabela 3. Avaliacao do efeito prebidtico da goma acacia

Meio sem glicose Meio com Meio sem glicose
Microrganismo e sem goma glicose e sem e com goma
acacia (controle) goma acacia acacia
L. casei (log 7,783 £ 0,11%° 9,400 + 0,108 11,32 £ 0,03%
UFC/g)
L. reuteri (log 7,573 + 0,08B¢ 11,57 £ 0,05* 10,51 5+ 0,038
UFC/g)
E. coli (log UFC/g) 6,587 + 0,02¢° 9,02 + 0,048 7,75 £+ 0,06%°

Resultados expressos em log UFC/g. Médias (n = 6) seguidas de mesma letra mailuscula nas colunas
ou minuscula nas linhas nao diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05).

A goma acacia favoreceu o crescimento dos microrganismos L. casei e L.
reuteri, resultando em contagens acima de 10,5 log UFC/mL. Pode-se inferir a partir da
contagem dos microrganismos no caldo de cultura contendo a goma acacia, que os valores
condizem com a recomendagao para ingestao diaria para o efeito probiético, que varia de 8 a
11 log UFC/g e também esta de acordo com a recomendacéo de que no momento da ingestao,
o alimento fonte de probidticos possua contagens préximas a 6 e 8 log de UFC/g, para que
quantidades suficientes do microrganismo possam alcangar o coléon do consumidor. Também
foi observado que a E. coli utilizou a goma acacia como fonte de carbono para seu
desenvolvimento, tendo apresentado maior crescimento no meio enriquecido com a goma.
Nessa analise foi utilizada a E. coli, uma bactéria nao probiética, para verificar se o prebidtico
em estudo foi fermentado apenas por microrganismos probioticos. (SAAD, 2006; PINTO, et
al. 2015; BANSAL, et al., 2016; AREPALLY e GOSWAMI, 2019).

Os dois microrganismos probiéticos analisados conseguiram utilizar a goma

acacia como fonte de carbono para seu desenvolvimento, uma vez que apresentaram maior
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desenvolvimento no meio enriquecido com a goma. Figueroa-Gonzalez et al. (2018)
estudaram o efeito de prebidticos comerciais no crescimento de cinco culturas probidticas e o
compararam com o crescimento em meio de cultura com lactose. Para a maioria dos
tratamentos, nao foram encontradas diferengas no crescimento das bactérias inoculadas no
meio contendo os prebidticos e as inoculadas no meio controle, com contagens préoximas a 8
log de UFC/mL, apds 24h de incubacéao, assim como as contagens verificadas neste estudo

que apresentaram UFC no meio com goma acacia e no meio com glicose.
4.1.2 Sobrevivéncia dos microrganismos probidticos nas formulagdes preliminares da bala

A contagem de microrganismos probidticos presentes nas quatro
formulagdes preliminares da bala durante armazenamento em duas temperaturas esta na
Figura 1.

Figura 1. Avaliacao da sobrevivéncia das bactérias probidticas L. casei e L. reuteri nas quatro
formulagdes preliminares da bala armazenadas durante 28 dias em duas temperaturas
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Resultados expressos em log UFC/g (n = 6). Barras acompanhadas da mesma letra maiuscula, nao diferem pelo
teste de Tukey (p < 0,05), em relagéo a formulagéo. Barras acompanhadas da mesma letra mindscula, ndo diferem
pelo teste de Tukey (p < 0,05), em relagéo aos dias de armazenamento. Temperatura ambiente de armazenamento
(26 — 28 °C): RO = Bala com L. reuteri e OECL (6leo essencial de capim-limao); RS = Bala com L. reuteri e sem
OECL; CO = Bala com L. casei e OECL e CS = Bala com L. casei e sem OECL. Temperatura de geladeira de
armazenamento (4 — 6 °C): ROG = Bala com L. reuteri e OECL; RSG = Bala com L. reuteri e sem OECL; COG =
Bala com L. casei e OECL; CSG = Bala com L. casei e sem OECL

Sete dos oito tratamentos preliminares, independente da temperatura de
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armazenamento (ambiente ou geladeira), presenca de 6leo essencial de capim-limao ou da
cultura probidtica (L. reuteri ou L. casei), apresentaram redugdo na contagem dos
microrganismos. A Unica excec¢ao foi a formulagdo RO que nao apresentou reducgio
significativa ao longo do armazenamento (p > 0,05). Notou-se que a presenca de 6leo
essencial de capim-limdo, que tem sido relatado como potencial agente antimicrobiano
(SILVA, etal., 2010 e KIELING e PRUDENCIO, 2019), ndo acarretou na diminuicido do nimero
de microrganismos probidticos presentes na bala, uma vez que as formulagbes com 6leo
essencial de capim-limdo apresentaram contagem de bactérias estatisticamente iguais (p >
0,05) ou superiores (p < 0,05), as que nao continham 6leo essencial de capim-limao.

A temperatura de armazenamento se mostrou um fator importante para a
sobrevivécia das bactérias laticas presentes na bala. As formulagbes contendo a cultura L.
reuteri, ao final de 28 dias de armazenamento em geladeira (4 °C) apresentaram contagem
de bactérias inferior (p < 0,05) quando comparadas aquelas armazenadas em temperatura
ambiente (26 — 28 °C). O contrario foi observado nas formulagdes contendo a cultura L. casei,
onde nao foi observada diferenga na contagem (p > 0,05). A menor contagem (4,46 log UFC/g
observada ao longo do periodo de estudo, ocorreu na formulagcdo RSG (L. reuteri, sem o éleo
esséncial e em geladeira) em contraste a mesma formulacdo, porém armazenada a
temperatura ambiente (RS), na qual a contagem observada foi de 6,92 log UFC/g.

Em relagdo as culturas probidticas utilizadas, ambas apresentaram
adaptabilidade ao meio, ou seja, na bala, durante o periodo analisado, ndo demonstrando
diferenca significativa (p > 0,05). Ao final dos 28 dias, a formulagdo RO apresentou a
contagem de 6,94 log UFC/g nao diferindo do valor inicial 7,87 log UFC/g (p > 0,05). Sua
formulagao equivalente de L. casei (CO), apesar de ter apresentado a contagem semelhante
(6,37 log UFC/g) ao final do teste de armazenamento, teve redugao significativa (p < 0,05) na
sobrevivéncia dos microrganismos durante o periodo estudado. Cabe ressaltar que em baixa
temperatura de armazenamento, as formulagdes ROG, COG e CSG demostraram
sobrevivéncia das culturas semelhante (5,37 log UFC/g) (p > 0,05) ao longo do
armazenamento. ROG (4,89 log.UFC/g) e RSG (4,46 log.UFC/g) também nao apresentaram
diferenca significativa (p > 0,05) ao longo do armazenamento. As formulagées contendo a
cultura L. casei (COG e CSG) demonstraram ser diferentes de RSG (p < 0,05) ao final do teste
de armazenamento.

Uma vez observado que a presencga de 6leo essencial de capim-limdo nao
acarreta em prejuizo a formulacdo, optou-se por manter seu emprego na formulagao final da
bala, e também por atuar como saborizante e agregar valor nutricional ao confeito. A
temperatura de armazenamento adotada para prosseguir com os testes foi a temperatura
ambiente, devido ao resultado observado em relagdo a sobrevivéncia dos microrganismos ser

superior a temperatura de geladeira, além de menor custo de manutencéo por ndo utilizar a
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refrigeracédo. A formulagao escolhida para a continuidade na pesquisa foi a bala contendo a
cultura L. reuteri, uma vez que a sobrevivéncia dos microrganismos ao longo dos 28 dias de

armazenamento em temperatura ambiente nao diferiu estatisticamente (p > 0,05).
4.2 ENSAIOS COM A FORMULAGAO SELECIONADA DA BALA

A seguir estdo os resultados e discussao dos ensaios realizados durante o
armazenamento de 28 dias, em temperatura ambiente (26 ~ 28 °C), com a formulagao de bala
selecionada a partir dos ensaios preliminares, ou seja, a formulacao da bala de goma acacia

com 6leo essencial de capim-limao acrescida de L. reuteri microencapsulado.

4.2.1 Analises microbiologicas
A Figura 2 demonstra a variagdo na contagem de L reuteri presente na bala

durante o armazenamento.

Figura 2. Variagdo na contagem de L reuteri (log UFC/g) durante o armazenamento da bala
em temperatura ambiente (26 ~ 28 °C)
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Resultados expressos em log UFC/g (n = 6). Barras indicam o desvio-padrao das médias (+ 0,95 SE).

A analise de regressao linear da contagem de L reuteri revelou uma inclinagéo

significativa da reta (p < 0,05), indicando o decaimento do numero de microrganismos ao longo
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dos 28 dias de experimento. No dia zero (dia em que a bala foi produzida) a contagem foi de
8,05 % 0,04 log UFC/g e atingiu a contagem final de 7,50 £ 0,21 log UFC/g. Miranda et al.
(2020) em seu estudo de producao de balas de gelatina contendo Bacillus coagulans como
cultura probiotica, encontraram a contagem de 6,4 log UFC/g, estavel ao longo de trinta dias
de armazenamento (25 + 2 °C). Lele et al. (2018) obtiveram resultados similares aos
apresentados por Miranda et al. (2020) em suplementos elaborados com goma acécia e
enriquecidos com probidticos (L. plantarum e L. paracasei) e prebidticos (bagagco de macga e
psyllium). Fatores como a redugcdo no pH e aumento da acidez, comumente devido ao
acumulo de acidos organicos produzidos pelas culturas probiéticas ao consumirem agucares
simples presentes na bala ao longo do tempo, podem diminuir a sobrevivéncia dos
microrganismos probio6ticos.

No presente estudo, a porcédo planejada de bala consistiu de cinco gramas,
correspondente a uma unidade de bala. Para humanos, a dose recomendada de ingestao
diaria de culturas probidticas é de 10° UFC/g ou mL de produto (DEPOORTER &
VANDENPLAS, 2021) e varios autores também apontam que no momento do consumo o
recomendado € que contagem esteja na faixa de 10°— 107 UFC/g ou mL (SAAD, 2006; PINTO,
et al. 2015; BANSAL, et al., 2016; AREPALLY e GOSWAMI, 2019). Logo, pode-se concluir
que o confeito elaborado continha a dose recomendada de L. reuteri até o tempo final do
estudo.

Na Tabela 4 estdo os resultados referentes a avaliagdo da seguranca
microbiolégica da bala ao longo do periodo de armazenamento. Ndo foi constatada a
contaminacao durante a fabricagdo ou a manipulagcdo do confeito durante os 28 dias de
estudo. A contagem de coliformes totais e termotolerantes manteve-se abaixo do valor
maximo permitido pela legislagao brasileira (10 UFC/g), bem como a auséncia de Salmonella
sp. em 25 g do produto (BRASIL, 2011). Desta forma o confeito elaborado no presente estudo

foi considerado seguro microbiologicamente para ingestao.

Tabela 4. Avaliagdo da seguranga microbiolégica da bala durante armazenamento em
temperatura ambiente (26 ~ 28 °C)

Coliformes totais Coliformes termotolerantes
Dias Salmonella sp. (25 g)
(UFCIg) (UFClg)
Ausente <0,3 <0,3
Ausente <0,3 <0,3
14 Ausente <0,3 <0,3
21 Ausente <0,3 <0,3
28 Ausente <0,3 <0,3

Contagem de microrganismos em UFC/g (n = 6).
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A Figura 3 apresenta os resultados obtidos pela digestdo simulada da bala e
seus efeitos na concentracdo de microrganismos.

Figura 3. Contagem de L. reuteri (log UFC/g), apds a completa digestao da bala em condicoes
simuladas do trato gastrointestinal, durante o armazenamento da bala em temperatura
ambiente (26 ~ 28 °C)
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Resultados expressos em log UFC/g (n = 6). Barras indicam o desvio-padrdo das médias (+ 0,95 SE).

A contagem da cultura probidtica apos digestdo da bala em condicdes
simuladas do trato gastrointestinal ndo variou significativamente (p > 0,05) ao longo do
armazenamento e mostrou resultado médio de 7,1 £ 0,1 log UFC/g, indicando a sobrevivéncia
de 94,67% da contagem de L. reuteri antes da digestdo. Miranda et al. (2020) encontraram
resultados similares em bala desenvolvida de gelatina acrescida de B. coagulans (6,83 log
UFC/g). Silva et al. (2017), em estudo com chocolate meio amargo acrescido de culturas
probidticas (Lactobacillus acidophilus ou Bifidobacterium animalis), nao verificaram diferengas
entre a contagem de microrganismos antes e apdés a simulacdo da digestdo. Ainda em
chocolates, Kemsawasd, Chaikham e Rattanasena (2016) mostraram sobrevivéncia de
86,76% das bactérias laticas utilizadas (Lactobacillus casei e Lactobacillus acidophilus). O
mecanismo pelo qual as matrizes alimenticias conseguem proteger as bactérias laticas contra
o ataque do suco gastrico, ainda nao foi bem elucidado. Maukonen e Saarela (2015) e Tzounis

et al.( 2011) sugerem que a presengca de agucar no meio pode tamponar os fluidos
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gastrointestinais possibilitando a sobrevivéncia das bactérias, Ranadheera et al. (2010) ainda
mencionam que a presenca de compostos fendlicos e outros compostos com atividade
antioxidante na matriz, aliviam o estresse causado pela acidez do fluido estomacal, como é o
caso de nosso estudo, em que bala possui 6leo essencial de capim-limdo com acao
antioxidante (KIELING & PRUDENCIO, 2019).

Os fluidos gastricos tém por funcao basica atuar como sistema de defesa do
corpo humano contra microrganismos ingeridos por via oral. Desta forma, a sobrevivéncia de
bactérias laticas a esse processo natural € fundamental para a selegdo de microrganismos

que venham a ser acrescidos em matrizes alimenticias (MORAES et al., 2015).

E importante ressaltar que apesar de ter ocorrido uma queda na contagem do
microrganismo na bala ao longo do armazenamento, quando se fez a digestao simulada nao
houve diferenca significativa na contagem das bactérias. Esses resultados demonstram a
eficiéncia das microcapsulas em proteger os microrganismos do suco gastrico, garantindo sua
viabilidade até o intestino. Ao chegar nessa etapa da digestdo, na qual o pH se eleva, as

microcapsulas remanescentes podem se romper liberando os microrganismos probioticos.

4.2.2 Composi¢ao Quimica da Bala

A Figura 4 apresenta a variagdo dos conteudos de umidade, proteina, cinzas e
carboidratos (em base seca, exceto umidade) da bala ao longo de 28 dias de armazenamento
em temperatura ambiente.

Os teores de umidade, cinzas, proteinas e carboidratos da bala nao variaram
ao longo de 28 dias de armazenamento em temperatura ambiente (p > 0,05). A formulagéo
da bala nao continha contelido expressivo de lipidios, assim nao foi detectado.

A umidade média da bala ao logo do tempo de armazenamento foi em média
de 43 g/100g. Diversos estudos relatam conteudos variados para umidade de balas de goma.
Gok, et al. (2020), em estudo realizado com balas a base de fibras soluveis e de baixo valor
caldrico, encontraram teores de umidade variando entre 19% e 24% e Fontoura et al. (2013)
observaram 10,52% de umidade em bala de gelatina enriquecida com diversos nutrientes.
Ballen et al. (2019) notaram teores médios de umidade para balas a base de gelatina em torno
de 26%. As balas de gelatina saborizadas de morango, do estudo de Melo et al. (2020),
apresentaram 56% de umidade. A variagao dos teores de umidade em balas se deve ao modo
de preparo da bala e depende do objetivo do pesquisador em relagao a textura desejada no
produto (MELO et al., 2020).

Em relagdo as cinzas, notou-se um teor médio de 1,11 g/100g de materiais
inorganicos presentes na bala. Em estudo comparando a adicdo de gelatina, na formulagcao

de pastilhas, Zainol et al. (2020) encontraram que quanto maior a concentragédo de goma
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acacia em relacao a gelatina na formulacdo, maiores foram os teores de cinzas no produto.
Os autores apontam teores variando entre 0,48 g/100g e 0,92 g/100g de cinzas, sendo essa
elevacao causada pelo aumento na concentracdo de goma acacia na formulagdo, uma vez
que a goma apresenta teor médio de 4% de cinzas em contraponto aos 2% encontrados na
gelatina. Os valores encontrados no presente estudo foram maiores do que os 1% relatados

por Dewi, Kurniasih e Purnamayati (2017).

Figura 4. Variacdo na composi¢cdo quimica da bala durante o armazenamento em
temperatura ambiente (26 ~ 28 °C)
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Resultados (n = 6) em base seca, exceto para umidade. Barras indicam o desvio-padrdo das médias (+ 0,95 SE).

O teor proteico da bala desenvolvida neste estudo (12,14 g/100g) foi similar
aos descritos por Fontoura et al. (2013) (7,14 g/100g) em bala de gelatina, e por Zainol et al.
(2020) (5,89 g/100g), em bala de gelatina e goma acacia. O teor proteico do confeito varia de
acordo com sua composi¢ado. Sanches et al. (2018), Ghafarloo, Jouki e Tabari (2020) e Zainol
et al. (2020) ressaltam que a presenca de goma acacia na formulagao acarreta maiores
valores para este componente, uma vez que essa goma contém em sua estrutura, uma fracéo
proteica, que pode chegar a 2% de sua composigao.

A estrutura quimica goma acacia é composta, principalmente, por carboidratos
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complexos, podendo inclusive atuar como fibra soluvel. Esse fator justifica os altos teores de
carboidratos encontrados na bala (50 g/100g). Melo et al. (2020) relataram o teor de 30 g/100g
em bala de gelatina. Enquanto Handayani, Christine e Andres (2019) relataram 50,72 g/100g
de carboidratos em bala de gelatina acrescida de extrato de folhas de beldroéga, resultado
similar ao descrito no presente estudo.

A Figura 5 demonstra que os conteudos de acgucares totais (10,6 g/100g),
redutores (6,28 g/100g) e nao-redutores (4,31 g/100g) da bala ndo variaram ao longo dos 28
dias de experimento (p > 0,05).

Figura 5. Variagdo nos teores de agucares totais, redutores e n&o redutores da bala durante
0 armazenamento em temperatura ambiente (26 ~ 28 °C)
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Resultados expressos em base seca (n = 6). Barras indicam o desvio-padrdo das médias (+ 0,95 SE). AT =
Acucares totais; AR = Agucares redutores; ANR = Aglcares ndo redutores.

Tais resultados demonstram que a cultura probiética adicionada na bala nao
fermentou a sacarose presente na formulagdo. Os valores encontrados neste estudo se
encontram abaixo dos descritos na literatura em diferentes formulagdes de balas. Vergara
(2016), em estudo com balas de gelatina enriquecidas com polpa de frutas do cerrado
brasileiro, verificou teores de acgucares totais em torno de 50 g/100g e acucares redutores
proximos a 14 g/100g. Hoppe, Mallmann e Oliveira (2015) encontraram variagoes entre 15%

e 18% nos teores de agucares ndo-redutores quando estudaram, tanto balas mastigaveis,
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quanto balas duras, ao passo que Barbosa et al. (2018), analisando balas mastigaveis
desenvolvidas a base de gelatina e adocantes, descreveram 7,0 g/100g de acucares nao
redutores e 22,5 g/100g de acucares redutores. Tais achados indicam que o conteudo de
agucares varia com o tipo (mastigavel ou dura) e a formulagao da bala.

Na Figura 6 estdo os resultados referentes ao teor fibras alimentares totais,
soluveis e insoluveis. O confeito elaborado no presente estudo apresentou, em média, 1,42
g/100g de fibra alimentar insoluvel, 22,62 g/100/g de fibra alimentar soluvel e 25,22 g/100g de
fibra alimentar total, sendo que ndo houve variagdo nesses teores ao longo do

armazenamento da bala.

Figura 6. Variacao no conteudo de fibras alimentares da bala durante o armazenamento em
temperatura ambiente (26 ~ 28 °C)
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Resultados expressos em base seca (n = 6). Barras indicam o desvio-padrao das médias (+ 0,95 SE). FAT =
Fibras alimentares totais; FAS = Fibras alimentares soltveis; FAI = Fibras alimentares insollveis;

A goma acacia é composta por aproximadamente 85% de fibras alimentares
soluveis (MARIOD, 2018). Além disso, essa goma ja foi descrita como prebidtica (NAKOV, et
al. 2019; MARIOD, 2019). Kiiru et al. (2018) relataram que a adicdo de goma acacia em
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formulagdes de queijos acarretou proporcional aumento na concentragao fibras alimentares
do produto.

Os teores de fibras observados foram superiores aos relatados por Vieira et al.
(2008), que desenvolveram balas enriquecidas com pé de erva mate, apresentando 1,0% de
fibra alimentar insoluvel, 5,48 g/100g de fibra alimentar soltvel e 7,29 g/100g de fibra alimentar
total. Silva, et al. (2016) relataram 1,5 g/100g de fibra alimentar insoluvel, 0,3 g/100g de fibra
alimentar soluvel e 2 g/100g de fibra alimentar total, em confeitos elaborados a base de cana
de acucar, farelo de arroz extrusado e amendoim torrado.

O pH e a acidez titulavel estdo apresentados na figura 7. Os valores de pH
(figura 7a) decairam significativamente (p < 0,05) ao longo tempo armazenamento. Em
contrapartida, a acidez (figura 7b) aumentou significativamente (p < 0,05). No dia zero, o pH
da bala encontrava-se préoximo a 5,66 = 0,04 e a acidez titulavel em 0,63% + 0,2. Ao final do
armazenamento, os valores aferidos para os respectivos parametros foram 4,61 £ 0,02 e 1,4%
+0,2.

Figura 7. Variagdo no pH e acidez titulavel da bala durante o armazenamento em
temperatura ambiente (26 ~ 28 °C)
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Resultados de acidez expressos em % de acido citrico (n = 6). Barras indicam o desvio-padrao das médias (+ 0,95 SE).

A queda nos valores de pH, e consequente aumento na acidez titulavel, é
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esperada quando se acrescenta bactérias laticas na producdo de alimentos. Esses
microrganismos podem consumir agucares presentes na matriz alimenticia, e os principais
produtos dessa reagao sao acidos organicos, porém nao foi observada reducgao significativa
(p > 0,05) nos teores de acucar ao longo do armazenamento (Figura 5). O presente estudo
apontou a diminuicdo de aproximadamente 19% no valor do pH ao logo do armazenamento,
resultados similares aos descritos por Mauro, Guergoletto e Garcia (2016) em suco de mirtilos
e cenoura acrescido de L. reuteri, que foram armazenados a 4 °C e 28 dias. Ryan et al. (2019)
apresentaram queda de aproximadamente 10% no pH de suco de manga acrescido de L.
acidophilus estocados por cinco semanas a 4 °C. Resultados similares foram descritos por
Miranda et al. (2019), em seu estudo com suco de laranja com adicdo de L. casei armazenado
por 28 dias a 7 °C. Nao foram encontrados estudos que avaliaram mudanc¢as no pH ao longo
do armazenamento de confeitos em geral.

Estudos demonstraram aumento na acidez em produtos acrescidos de L.
reuteri. Sucos elaborados por Ryan et al. (2019) e Mauro, Guergoletto e Garcia (2016)
apresentaram acidez final préxima ao encontrado no confeito elaborado nesse estudo.
Miranda et al. (2019), relataram aumento na concentragéo de acidos organicos (acético, citrico
e latico).

Os resultados de pH e acidez corroboram com a queda na sobrevivéncia dos
microrganismos (Figura 2). A queda no pH e o aumento da acidez criam um ambiente
desfavoravel a sobrevivéncia de bactérias laticas.

Ainda, nao deve ter ocorrido fermentacao da bala no periodo estudado, uma
vez que ndo houve reducdo na concentragdo de agucares presentes na bala ao longo do
armazenamento (Figura 5). O aumento observado na acidez e a queda do pH podem ser
resultado de atividade enzimatica de enzimas provenientes de algumas bactérias laticas
mortas, que podem ter hidrolisado a goma acacia em glicosideos menores, que por sua vez
foram metabolizados pela cultura probidtica presente na bala, liberando pequenas
quantidades de acidos organicos (PIMENTEL et al., 2015; SHAH et al., 2010; SOHAIL et al.,
2012; DING & SHAH, 2008). Conforme Batista et al. (2017), as bactérias laticas mortas ainda
podem produzir acidos organicos por meio do catabolismo de aminodacidos, fator esse
plausivel, uma vez que dois ingredientes da formulagdo da bala possuem porg¢ao proteica
(gelatina e goma acacia). Além disso, essa variacdo pode, em parte, ser devido a presenca
de bactéria livres na bala, que podem ser provenientes das microcapsulas que se romperam
durante o preparo do confeito, e ainda pode estar relacionada temperatura armazenamento
(ambiente = 26 ~ 28 °C). Cruz et al. (2010) demonstraram que a elevagao da temperatura de
armazenamento influencia diretamente na concentragao de acidos organicos (acidos latico e

acético), produtos da fermentagao latica, em iogurtes.
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A atividade de agua da bala de goma acacia ao longo dos 28 dias de

armazenamento esta apresentada na Figura 8.

Figura 8. Variacao na atividade de agua da bala durante o armazenamento em temperatura
ambiente (26 ~ 28 °C)
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Barras indicam o desvio-padrao das médias (+ 0,95 SE). (n = 6).

N&o houve variagao significativa na atividade de agua (p > 0,05) ao longo dos 28 dias
de armazenamento da bala em temperatura ambiente, apresentando valor médio de 0,9601.
A atividade de agua representa a fragdo da agua que esta livre, ou seja, disponivel para
reagbes quimicas, que podem afetar a estabilidade do produto, e para o crescimento e
desenvolvimento de microrganismos (PERICHE et al., 2014). O confeito desenvolvido no
presente estudo pode ser considerado de alta atividade de agua (aw > 0,9). E comum
encontrar estudos que demonstrem menor de atividade de agua para balas de gelatina.
Miranda et al. (2020) em seu estudo com bala de gelatina acrescida de Bacillus coagulans e
De Moura et al. (2019) (sem adicdo de bactérias laticas) relataram aw = 0,71 e 0,66
respectivamente. Esses resultados indicam que produtos contendo atividade de agua de
intermediaria a alta, favorecem a sobrevivéncia e eventualmente o desenvolvimento de

bactérias laticas na matriz alimentar.
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Apesar de a bala apresentar atividade de agua considerada alta (aw > 0,9), que é
favoravel ao desenvolvimento de microrganismos patégenos, o confeito elaborado no
presente estudo, mante-se seguro ao longo do armazenamento, conforme apresentado na
Tabela 3.

4.2.3 Analise de Perfil de Textura e Cor da Bala

As Figuras 9 e 10 ilustram, respectivamente, os resultados das analises do perfil de
textura e cor da bala durante o periodo de armazenamento. Notou-se, em relagao a analise
do perfil de textura, que a dureza (média = 97,83 + 0,3 N), adesividade (média = -1,84 + 0,5
J), elasticidade (média = 1,0 = 0,02 m), e gomosidade (média = 92,67 + 0,61 N/m) ndo
variaram, mas a coesividade decresceu em 5,16% (p < 0,05). Figiel e Tajner-Czopek (2006)
mostraram que o teor de umidade apresenta relagdo inversa com a dureza, coesividade,
gomosidade e elasticidade em alimentos. Esta constatacao € corroborada no presente estudo,
uma vez que foi observada estabilidade da umidade durante o armazenamento do confeito
(Figura 4) e dos mesmos parametros de textura, exceto a coesividade.

Nao foi possivel chegar a uma conclusao clara do que pode ter ocasionado a variagao
na coesividade da bala ao longo do armazenamento. Estudos propéem que alimentos
elaborados com a mistura de agucares e hidrocoloides podem sofrer mudangas na coesao
devido a possiveis interacdes entre essas moléculas que porventura viriam a ocorrer ao longo
do tempo (HANNA et al. 2005; GASPAR et al., 1998;).

Os valores da dureza e gomosidade encontrados neste estudo foram relativamente
baixos quando comparados aos descritos por Zainol et al. (2020) que empregaram goma
acacia e gelatina em diferentes propor¢des na bala elaborada. Os autores também notaram
que quanto maior a razao gomal/gelatina, menor era a dureza do produto e que a mistura de
gelatina com goma acacia pode aumentar a gomosidade do produto. Os valores desses dois
parametros também foram inferiores aos observados por Amjadi et al. (2018) em balas.

Em estudo com formulagdes de um confeito de yacon adicionado de diferentes
geleificantes, Maldonado et al. (2008) afirmaram que a concentragdo de goma acacia utilizada
na formulacao de balas influencia diretamente no perfil de textura do produto. Aumentando a
concentragcao de goma acacia os pesquisadores verificaram aumento em todos os parametros
de textura exceto a coesividade que apresentou propriedade inversa.

Ao longo do armazenamento, o confeito sofreu alteragdo na sua coloragao em
relacdo aos parametros a* e b* (p < 0,05). Porém, no que diz respeito ao parametro L*, ndo
foi observada diferenga (p > 0,05). Ainda, os valores de L* indicam que o confeito elaborado

apresentou luminosidade intermediaria entre o claro e escuro.


https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Figiel%2C+Adam
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Tajner-Czopek%2C+Agnieszka
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Figura 9. Variacao no perfil de textura da bala durante o armazenamento em temperatura
ambiente (26 ~ 28 °C)
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Barras indicam o desvio-padrao das médias (+ 0,95 SE). (n = 6). Dureza (N) adesividade (N.m), elasticidade, coesividade
e gomosidade (N).

Os parametros a* e b* aumentaram (p < 0,05) ao longo do armazenamento da
bala, sendo, no dia zero, a*=1,22+0,3eb*=17,55+1,7,enodia28,a*=3,01+0,5eb* =
20,93 + 2,6, indicado a intensificagdo das cores vermelha e amarela respectivamente.

A goma acacia tem coloragcao amarelo claro (RAHAYU, 2013). Notou-se que
quando a goma foi misturada com a gelatina e o glicerol, durante o preparo da bala, a cor
amarela translucida tornou-se mais opaca e adquiriu leves tons alaranjados. O aumento dos
valores de a* pode ser o resultado da reagéo de Maillard, que é uma reagéo de escurecimento
nao enzimatico que ocorre pelo ataque nucleofilico do grupo a-carbonilico de um agucar
redutor ao grupamento amina de uma proteina. A composicao do alimento influencia

diretamente na velocidade em que essa reagdo ocorre. Alguns agucares redutores reagem
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com aminoacidos em maior velocidade. A arabinose, glicosideo abundante na goma acacia,
€ um dos mais reativos, seguido da glicose e da frutose, que também estavam presentes no
confeito elaborado nesse estudo. Dentre os aminoacidos com maior reatividade esta a lisina
(um dos aminoacidos que compde a gelatina, que foi outro ingrediente da bala elaborada),
que é de duas a trés vezes mais reativa que os demais aminoacidos em se tratando de uma
reacao de escurecimento ndo enzimatico. Devem-se considerar ainda os demais aminoacidos
presentes na gelatina e na goma acacia. Também a alta umidade da bala, favorece a
ocorréncia da reacao de Maillard. A unido de todos esses fatores aliada a temperatura de
armazenamento (26 — 28 °C) ao longo dos 28 dias de armazenamento favoreceram o
escurecimento da bala (SHIBAO & BASTOS, 2011).

Figura 10. Variacdo nos parametros L*, a* e b* da bala durante o armazenamento em
temperatura ambiente (26 ~ 28 °C)
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Barras indicam o desvio-padrdo das médias (+ 0,95 SE). (n = 6). L* = 0 (preto) a 100 (branco), a* = coordenada vermelho
(+)/verde (-) e b* = coordenada amarelo (+)/azul (-).

Cabe ressaltar que a coloragdo das microcapsulas probiéticas presentes na
bala apresentavam coloragdo esbranquigada (visivel a olho nu), portanto podem ter

influenciado nos resultados observados. Nao foram encontrados estudos que relatam a
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influéncia do 6leo essencial de capim-limao na coloracao de alimentos, mas ele também pode
influenciar, apesar da pequena concentragcao utilizada na formulagéo, pois apresenta uma
colocagao amarelo claro (HARTATIE et al. (2019).

4.2.4 Atividade Antioxidante da Bala

A Figura 11 apresenta os resultados da atividade antioxidante da bala ao

logo do armazenamento.

Figura 11. Variacdo da capacidade antioxidante da bala durante o armazenamento em
temperatura ambiente (26 ~ 28 °C)

% Al DPPH

a) b)
25 10
20 | 1 81 }—I—E—o—.
®
e S m 6f
151 < y =7,4428 - 0,004x
y = 16,8328 - 0,0166x < 4} R2=0,8271p > 0,05
R2=0,6186 p > 0,05 B
10 | ]
2t
5 0
0 7 14 21 28 0 7 14 21 28
Dias Dias
c)
8
7
o
k3]
S 6t — e« o o
6
< 5¢ y = 6,01 - 0,0006x
hif . R2=0,875 p > 0,05
3

0 7 14 21 28
Dias

Barras indicam o desvio-padréo das médias (+ 0,95 SE). (n = 6). (a) = % inibicdo do radical DPPH. (b) = % de inibicdo
do radical ABTS. (c) concentragao de compostos fendlicos na bala.

Ao logo do armazenamento nao foi notada alteragcéo da atividade antioxidante
e da concentragcdo de compostos fendlicos da bala (p > 0,05). Foi observada
aproximadamente 16,6% * 0,7 de inibicdo do radical DPPH, 7,38% % 0,7 de inibicdo do radical
ABTS e a presenga de 6 + 0,04 mg de equivalentes de acido galico em 100 gramas de bala.
Esses valores estdo proximos aos descritos por Karoi et al. (2007), em seu estudo

comparando diversas cultivares de cha verde de origem chinesa e japonesa cuja porcentagem
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de inibicdo do radical DPPH foi de aproximadamente 12% para ambas as cultivares. Cabe
ressaltar que confeito elaborado nesse estudo demonstrou ser uma alternativa na gama de
alimentos funcionais, uma vez que sua atividade antioxidante foi superior a encontrada em
chas verdes, que devido a sua composicdo quimica rica em compostos bioativos, sao
considerados bons antioxidantes (KAROI et al., 2019). A bala desenvolvida no presente
estudo apresentou menores percentuais de inibicao do radical ABTS quando comparada a
sucos de vegetais e frutas. Peter et al. (2011), relataram percentuais de inibigao variando de
23 até 92%.

A atividade antioxidante da bala tem origem na sua formulag&o. Diversos
estudos apontam que a goma acéacia possui capacidade de combater radicais livres
(HAMDANI et al., 2018; MIRGHANI et al., 2018; MUZZAFAR et al., 2016; ZAINOL et al., 2020).
Uzunuigbe et al. (2019) demonstraram a presenca de diversos fitoquimicos na composi¢céo
da goma acacia, tais como, terpendides, taninos, flavondides etc., compostos esses, que
apresentam atividade antioxidante comprovada. Ainda, conforme Galego et al. (2016) a
gelatina também pode apresentar atividade antioxidante. O 6leo essencial de capim limao
também apresenta atividade antioxidante e altos teores de compostos fendlicos, conforme
mostrado por Kieling e Prudencio (2019). Além disso, diversos estudos apontam a atividade
antioxidante advinda das bactérias probiodticas (SPYROPOULOS et al., 2011; SAH et al.,
2014; MISHRA et al., 2015;). Begunova et al. (2021), em estudo com leite bovino fermentado
por L. reuteri, apontaram que essa bactéria promoveu o0 aumento e estabilidade capacidade
antioxidante do leite por meio da formacgao de peptideos bioativos durante a fermentagao,
porém mais estudos sdo necessarios afirmar que a formacgao de peptideos bioativos possa
ter ocorrido na bala durante o armazenamento, uma vez que nado se pode descartar a
possibilidade de bactérias livres das microcapsulas terem fermentado o confeito, o que causou

o0 aumento da acidez (Figura 7).

4.3 CONSIDERACOES FINAIS

Cabe ressaltar que a ocorréncia da pandemia de Covid — 19 durante o periodo
do desenvolvimento deste estudo interferiu nas analises e aquisi¢gdo de resultados. Sabe-se
da importancia da andlise sensorial, empregando avaliadores humanos, do confeito
elaborado, mas devido as restrigbes sanitarias de saude impostas pela pandemia nao foi

possivel a realizagdo da analise dentro do prazo da pesquisa.
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5 CONCLUSOES

Tendo em vista a crescente busca por alimentos cujo propdsito seja nao
apenas saciar, mas que também agregue algum beneficio a saide do consumidor, o presente
estudo demonstrou a viabilidade da produgdo de um novo confeito (bala) alternativo que
atenda a essas expectativas.

Foi possivel constatar a atividade prebiética da goma acacia, estando a
mesma presente na formulagdo base do confeito alvo deste estudo, e demonstrado sua
capacidade de favorecer a proliferagcdo de bactérias benéficas ao trato gastrointestinal
humano. Além disso, a goma acacia demonstrou ser eficaz na protegdo de bactérias laticas
quando utilizada como agente formador da parede das microcapsulas contendo probiéticos.

A presenca de 6leo essencial de capim-limdo nao trouxe prejuizos a
formulacao, uma vez que sua presenca nao afetou nas propriedades tecnoldgicas da bala ou
a sobrevivéncia das culturas probioticas utilizadas, mas o uso desse 6leo ainda agrega
propriedades antioxidantes a bala.

Neste estudo foi possivel afirmar que a temperatura de armazenamento da
bala interfere significativamente na sobrevivéncia das bactérias laticas, quando
acondicionadas no meio testado (bala).

Mais estudos se fazem necessarios para testar se esse confeito se adequa
a outras culturas probiédticas, outras formas de armazenamento, e se a utilizacdo de outros
6leos essenciais nao afeta a proliferagao de bactérias laticas.

Diante do exposto acima, é possivel afirmar que o confeito (bala) idealizado
nessa pesquisa apresenta-se como boa alternativa de alimento com propriedades funcionais

e de saude, promovendo melhor qualidade de vida aos consumidores.
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