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BERSANETI, Gabrielly Terassi. Nistose de Bacillus subtilis natto: atividade
prebibtica e desenvolvimento de um revestimento comestivel para conservagdo de
amora-preta - 2020. 115 f. Defesa (Doutorado em Biotecnologia) — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina-Pr.

RESUMO

Com a demanda por melhores condi¢cdes de saude e bem-estar, novos produtos
funcionais sdo tendéncia no mercado atual. Assim, revestimentos comestiveis com
adicdo de ingredientes como a nistose sdo alternativas, para o consumo diario de
prebioticos, além de aumentar o prazo de validade dos produtos minimamente
processados. A nistose é um fruto-oligossacarideo sintetizado pela levanasacarase
de Bacillus subtilis natto com atividade prebiética. Sendo assim, os objetivos desse
trabalho foram sintetizar nistose e avaliar sua atividade prebi6tica em revestimentos
comestiveis de amido-nistose, bem como testar a acdo do revestimento na qualidade
pés-colheita em frutos de amoras-pretas. Os resultados demonstraram que os filmes
exibiram funcéo prebidtica, sendo a Unica fonte para o crescimento de Bifidobacterium
e Lactobacillus. Quando aplicados os revestimentos em frutos de amoras-pretas
mantiveram a firmeza e o conteddo de antocianina. As contagens para mesdofilos,
psicrotroficos, leveduras e bolores permaneceram em niveis aceitaveis durante 7 dias.
A avaliacdo sensorial revelou que os frutos revestidos tiveram boa aceitacdo e
intenc@o de compra. O revestimento de amido-nistose € um produto biotecnolégico e
mostrou potencial para a aplicacdo na industria de alimentos, por conter propriedades
funcionais e aumentar o prazo de validade dos frutos.

Palavras-chave: Fruto-oligossacarideos. Bacillus subtilis. Filmes comestiveis.
Probidticos. Teste de aceitacao.



BERSANETI, Gabrielly Terassi. Nystose of Bacillus subtilis natto: prebiotic activity
and development of an edible coating for blackberry conservation - 2020. 115 p.
Defense (Doctorate in Biotechnology) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina-
Pr.

ABSTRACT

With the demand for better health and welfare, new functional products are a trend in
the current market. Thus, edible coatings with the addition of ingredients such as
nystose are alternatives for the daily consumption of prebiotics, in addition to
increasing the wvalidity of minimally processed products. Nystose is a
fructooligosaccharide synthesized by the levansucrase of Bacillus subtilis natto with
prebiotic activity. Thus, the objectives of this work were to synthesize nystose and
evaluate its prebiotic activity in edible coatings starch-nystose, as well as to test the
action of the coating on post-harvest quality in blackberry fruits. The results showed
that the films exhibited prebiotic function, being the only source for the growth of
Bifidobacterium and Lactobacillus. When applied to blackberry fruit coatings, they
maintained their firmness and anthocyanin content. The counts for mesophilic,
psychrotrophic, yeasts and molds remained at acceptable levels for 7 days. The
sensory evaluation revealed that the coated fruits had good acceptance and purchase
intention. The starch-nystose coating is a biotechnological product and has shown
potential for application in the food industry, as it contains functional properties and
increases the fruit's shelf life.

Keywords: Fructooligosaccharides. Bacillus subtilis. Edible films. Probiotic.
Acceptance test.
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1. INTRODUCAO

Os prebidticos sdo substratos seletivamente utilizados por
microrganismos hospedeiros, conferindo beneficios a saude, geralmente séo
carboidratos de baixa massa molecular que ndo sdo metabolizados por enzimas
digestivas humanas e regulam positivamente a composicdo e a atividade da
microbiota intestinal.

Dentre os prebidticos, os fruto-oligossacarideos (1-cestose, nistose
e frutofuranosil nistose, 6-cestose, neocestose e neonistose) podem ser
sintetizados pela enzima levanasacarase de Bacillus subtilis natto utilizando a
sacarose como fonte de carbono. A nistose é um fruto-oligossacarideo com
propriedades prebidticas confirmadas e assim estimulam o crescimento da
microbiota benéfica do colon, predominantemente lactobacilos e as
bifidobactérias, que impedem o desenvolvimento de microrganismos
patogénicos.

Os filmes e revestimentos comestiveis causam uma atmosfera
modificada no interior do fruto, além disso, sdo também uma alternativa para
incorporacao de ingredientes ativos, como aromas, vitaminas, antimicrobianos,
antioxidantes e prebi6ticos em diferentes matrizes. Dentre os prebidticos, o fruto-
oligossacarideo nistose, tem se destacado pelo crescimento de probidticos, além
de melhorar as propriedades mecanicas do revestimento ao qual esta incorporado
protegendo os alimentos, levando assim ao aumento da vida Util.

O mercado de alimentos, aponta por produtos saudaveis, que
melhoram a qualidade de vida e proporcionam beneficio a saude. Deste modo
as industrias buscam por produtos naturais, com alto valor nutritivo e com maior
vida util. Assim, a associacdo de um prebidtico microbiano sustentavel com um
revestimento comestivel de amido pode ser uma alternativa para o0s
consumidores.

Considerando a tendéncia de mercado e a preocupagdo da
populacdo por alimentos mais saudaveis e com menores impactos ao meio
ambiente, essa pesquisa desenvolveu um filme comestivel, adicionado do
prebiotico nistose, para revestir amoras-pretas, que além de adicionar um valor

nutricional também proporciona um aumento da vida Util.
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar a atividade prebiotica in vitro da nistose sintetizada pela

levanasacarase de Bacillus subtilis natto em revestimentos comestiveis para

aplicagéo na conservagao de amoras-pretas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Sintetizar nistose pela levanasacarase de Bacillus subtilis natto;

e Desenvolver e caracterizar os revestimentos comestiveis de amido-nistose;

e Avaliar a atividade prebidtica in vitro dos revestimentos amido-nistose pelo

crescimento das linhagens probidticas;

e Revestir e caracterizar os frutos de amoras-pretas com o filme de amido-

nistose por analises fisicas, quimicas e microbioldgicas;

e Avaliar os atributos sensoriais dos frutos revestidos pelo teste de aceitacdo e

intencdo de compra.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 ALIMENTOS FUNCIONAIS

A ideia de alimento funcional surgiu inicialmente em 1920 através da
utilizacdo do iodo como meio de prevencdo e tratamento para o bdcio,
apresentando assim, uma acéao fisioldgica além da funcao de nutrir. No entanto,
o conceito regulamentado de alimento funcional foi utilizado pela primeira vez no
Japéo no final da década de 1980 em virtude da crescente incidéncia das
doengas crbnicas ndo transmissiveis na populacdo japonesa, principalmente
entre os idosos (BIANCO, 2008; SANTOS, 2011).

A procura por alimentos considerados funcionais tém aumentado em
consequéncia do conhecimento sobre a relacdo do alimento com a saude,
também pelo aumento das comprovacdes cientificas sobre suas
funcionalidades, da necessidade de prevenir doencas ao invés de cura-las
(VIDAL et al., 2012; VIALTA, MADI, 2018). O interesse por uma alimentacao
saudavel, que nutra e promova a saude, tém a preferéncia dos consumidores,
pois estes alimentos s&o ricos em nutrientes que fortalecem o organismo (SILVA,
ORLANDELLI, 2019).

Esses alimentos auxiliam também no funcionamento fisiolégico e
metabolico, trazendo beneficios tanto para a saude fisica quanto mental, além
de prevenir o surgimento de doencas cronicas degenerativas, uma vez que
apresentam em sua composi¢ao substancias bioativas (HENRIQUE et al., 2018).

Para um alimento ser considerado funcional, ele deve obedecer
alguns critérios: exercer acdo metabdlica ou fisiol6gica que contribua para a
saude fisica e para a diminui¢cdo de morbidades crénicas; integrar a alimentagao
usual; ter efeitos positivos em quantidades nao téxicas, perdurando mesmo apos
suspensao de sua ingestdo. Os alimentos funcionais ndo sdo destinados ao
tratamento ou a cura das doencas (BERNARDES et al., 2010).

As alegacdes funcionais e de saude permitidas pela Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria - ANVISA (BRASIL, 1999, 2002) estdo associadas a
presenca de: acidos graxos (familia do 6mega 3), carotenoides (licopeno,

luteina, zeaxantina), fibras alimentares (beta-glucana, dextrina resistente, goma



14

guar, inulina, lactulose, polidextrose, psillilum, quitosana e fruto-
oligossacarideos), fitoesterois, polidis (manitol, xilitol, sorbitol) e microrganismos
probidticos.

A ANVISA define propriedade funcional e estabelece as diretrizes
para sua utilizacdo e as condi¢des de registro para essas alegacdes (COSTA;
ROSA, 2016). As diretrizes da resolucéo n° 18, de 30 de abril de 1999 (BRASIL,
1999) sdo: a alegacdo é permitida em carater opcional; o alimento ou ingrediente,
além de funcbes béasicas, quando se tratar de nutriente que produz efeitos
metabdlicos e/ou fisioldgicos e/ou benéficos a saude, devendo ser seguro sem
supervisdo médica. Para nutrientes com func¢des plenamente reconhecidas pela
comunidade cientifica, ndo € necessaria a demonstracéo de eficacia ou analise
da mesma para alegacéao funcional na rotulagem; as alegacdes podem fazer
referéncias a manutencéo geral da saude.

Os alimentos prebidticos definidos por Gibson e Roberfroid, em 1995,
sdo componentes alimentares ndo digeriveis que afetam beneficamente o
hospedeiro, estimulando seletivamente o crescimento e/ou a atividade de certas
bactérias do célon, melhorando a satde (COSTA; BOREM, 2003). Pelas
caracteristicas os prebidticos tém sido empregados na elaboracdo de alimentos
funcionais, proporcionando diversos beneficios para a saude, como: reducdo dos
niveis de lipideos, triacilgliceréis, colesterol, insulina e glicose no sangue,
diminuicdo da duracdo do transito gastrointestinal. As frutanas podem ser
incorporadas aos alimentos pelas suas propriedades funcionais tecnoldgicas
como emulsionantes, estabilizadores, agentes de geleificacdo, edulcorantes,
entre outros (FIGUEROA ARRIAGA, 2017).

Os prebidticos tém sido utilizados pela industria alimenticia como
ingredientes em diferentes produtos (DAVILA et al., 2019) como laticinios,
confeitos, formulacdes alimentares para bebés, paes integrais, barras de
cereais, chocolates (ASHWINI et al., 2019), filmes e revestimentos comestiveis
(BERSANETI et al., 2019). Pelas aplicagbes industriais, o0 mercado mundial de
prebidticos tende a crescer, em 2015 atingiu a marca de $ 2,90 bilhdes e a
previsao para 2025 a expectativa é que atingira U$ 10,55 bilhdes (MANO et al.,
2017).
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Esses alimentos estimulam a insercdo de novas industrias no
mercado e a producdo de alimentos com adicdo de ingredientes funcionais
prebidticos empregam técnicas da biotecnologia, nanotecnologia e engenharia
genética para melhorar a qualidade dos seus produtos (SOUSA et al., 2013).

3.2 FRUTO-OLIGOSSACARIDEOS

Os fruto-oligossacarideos sao oligbmeros da frutose, nos quais as
unidades frutosil estdo ligadas na posigdo B-(2—1) da sacarose, com uma
molécula de glicose terminal o que diferencia de outros oligbmeros (YUN,
1996). Os principais fruto-oligossacarideos incluem 1-cestose (GF2), nistose
(GF3) e 1-B-frutofuranosil nistose (GF4). Os 8F-FOS representam 6-cestose com
unidades de frutose conectadas por uma ligagdo B-(2—6), e G-FOSs sé&o
classificados como neoFOSs (neocestose e neonistose) e apresentam ligacao
do tipo B-(2—6) entre a frutose e unidades glicosil de sacarose (GUIO et al.,
2012; LINDE et al., 2012).

O intermediario 6,6-nistose é formado a partir de 6-cestose e usado
como base para a formacdo de levana (SANTOS-MORIANO et al.,, 2015),
esquema mostrado na Figura 1. A levana é uma frutana que consiste em
residuos de D-frutose unidos por ligagbes pB-glicosidicas (2—6), podendo
apresentar pontos de ramificagcdes em B-(2—1) (SRIKANTH et al., 2015).


https://scielo.conicyt.cl/scielo.php?pid=S0717-97072019000104377&script=sci_arttext#f1
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Figura 1 - Formacdo de fruto-oligossacarideos e levana catalisados pela

levanasacarase (Frutosil-LS refere-se ao intermediario frutosil-enzima)
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Fonte: Bersaneti, Baldo, Celligoi (2019)

Estudos tem demonstrado que os fruto-oligossacarideos atuam na
reducao de fosfolipidios, triacilglicerol e niveis de colesterol, ajudam na absorcéo
de célcio e magnésio no intestino e auxiliam no tratamento da obesidade
(KORCZ, KERENYI,VARGA, 2018; NUNES, GARRIDO, 2018; ASHWINI et al.,
2019). Os fruto-oligossacarideos podem ser utilizados como substituto de acgucar
em confeitos, gomas, bebidas, dentre outros, por ndo serem cariogénicos, néao
cristalizam, ndo precipitam e ndao deixam sabor residual, possuem baixo valor
calorico, podendo ser consumidos por diabéticos (MUSSATTO; MANCILHA,
2007; YUN, 1996).

Séo ingredientes nao digeriveis, classificados como prebidticos por
apresentar acao benéfica no organismo, estimulando o crescimento e a atividade
das bactérias presentes no colon, também sao responsaveis por transformar a

microbiota colénica em microbiota saudavel, ainda sdo capazes de induzir
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efeitos fisioldgicos benéficos para a saude, além de, serem metabolizados por
bactérias nativas e benéficas no célon (VIZZOTTO, KROLOW, TEIXEIRA, 2010).

Em funcdo dos beneficios mencionados, os fruto-oligossacarideos
tem atraido atencdo dos consumidores que buscam por alimentos com adicao
de moléculas bioativas como ingredientes funcionais que é tendéncia nos dias
atuais para auxiliar na prevencdo de doencas e causar efeitos benéficos na

saude do individuo.

3.2.1 Atividade Prebidtica dos Fruto-oligossacarideos e Beneficios para Saude

De acordo com a Associacao Cientifica Internacional de Probi6ticos e
Prebioticos (ISAPP), o termo prebidtico refere-se a um substrato que é
seletivamente utilizado por microrganismos hospedeiros conferindo beneficios a
saude (GIBSON et al., 2017). Frequentemente, os prebidticos sdo carboidratos
de baixa massa molecular, ndo sdo metabolizados por enzimas digestivas
humanas, regulam positivamente a composicdo e a atividade da microbiota
intestinal (MOHANTY et al., 2018).

Para um componente alimentar ser classificado como prebiotico, ao
menos trés critérios sdo requeridos: o substrato ndo pode ser hidrolisado ou
absorvido no estbmago ou no intestino delgado; deve ser seletivo no crescimento
de bactérias do intestino grosso, como as bifidobactérias, e a fermentacdo do
substrato deve induzir efeitos benéficos na luz intestinal do hospedeiro
(PARRACHO, McCARTENEY, GIBSON, 2007).

O consumo regular de prebioticos e probidticos pode ser empregado
na profilaxia de uma série de condi¢cdes patologicas principalmente na area da
gastroenterologia (CHERMESH & ELIAKIM, 2006).

As bactérias probiodticas sao estimuladas pelo prebiotico fruto-
oligossacarideos que chegam intactos no intestino, desta maneira causam
efeitos benéficos no hospedeiro. Ao fermentar os fruto-oligossacarideos as
bactérias benéficas sdo mais ativas do que as patogénicas. Com a fermentagéo
dessa frutanas os microrganismos intestinais sintetizam acidos graxos de cadeia
curta como propionato, butirato e o acetato (ENDERS et al., 2015). Esses

contribuem para formar combustivel para o colon e suas células epiteliais,
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gerando assim energia para célula. Esse metabolismo favorece o nao
crescimento das células patogénicas, pela reducéo do pH de colonizacdo e com
isso fortalece o sistema imunolégico (DAMIAO et al., 2014), melhorando a
sindrome do intestino irritavel e doenca de Crohn (ASHWINI et al., 2019). O
butirato produzido pode ser um modulador da cromatina, atuando como inibidor
da proliferacdo celular no muasculo liso vascular, responsavel por doencas
vasculares, como a aterosclerose e hipertensdo (RANGANNA et al., 2007).

Os prebibdticos também proporcionam aumento do numero de
bactérias benéficas no intestino humano, predominantemente os lactobacilos e
as bifidobactérias que aumentam sua atividade metabdlica através do
fornecimento desses substratos (BIELECKA et al, 2002). Essas bactérias
ajudam no equilibrio da microbiota intestinal, reduzindo os efeitos das doencas
intestinais, inibindo a colonizacdo por Helicobacter pylori que esta associado a
ocorréncia de gastrite, Ulcera hepatica e cancer gastrico. Por apresentarem
atividade anti-inflamatdria, também estimulam a resposta imunolégica e ajudam
a reduzir os danos vasculares, evitando a formacéo de coagulos e de placas de
ateroma (RAIZEL et al., 2011; VIDAL, 2012).

Alguns estudos avaliaram o potencial prebiético de fruto-
oligossacarideos microbiano e comprovaram que essa biomolécula pode ser
metabolizada por linhagens de Lactobacillus, demonstrando ter uma eficiente
acao prebidtica (SILVA et al., 2016). Bersaneti et al. (2019; 2017) incorporaram
a nistose um fruto-oligossacarideo sintetizado pela levanasacarase de B. subtilis,
em revestimentos de amido-nistose e comprovaram o crescimento de cinco
linhagens de bactérias laticas, com apenas essa fonte de carbono, atestando o
efeito prebiodtico desse filme com nistose.

Os fruto-oligossacarideos também auxiliam na reducéo dos niveis de
colesterol, minimizando os riscos de doengas cardiovasculares, diminuigdo na
sintese de triacilglicerol no figado (KORCZ, KERENYI, VARGA, 2018;
DELZENNE, KOK, 1999). Influenciam na reduc¢éao da obesidade, uma vez que
regulam a expressdo de hormdnios anoréxicos intestinais, como o peptideo
glucagon-1 e leptina, também h& uma diminuicdo dos niveis de horménios que

atuam na génese da obesidade, como a grelina (FARIAS et al., 2019). Também



19

aumentam a absorcdo de calcio, melhorando assim a densidade dos 0ssos
(COUDRAY et al., 2003).

3.2.2 Fontes de Fruto-oligossacarideos

As principais fontes sdo vegetais e microbianas. Dentre os vegetais
estéo principalmente presente em aspargos, alhos, cebolas, bananas, alcachofra
de Jerusalém e chicoria, farelo e farinha de trigo, e cevada (ROBERFROID,
1993; GIBSON, WILLIS, VAN LOO,1994)

Porém do ponto de vista industrial, a obtencdo dos fruto-
oligossacarideos a partir de plantas ou por glicosilagdo quimica ndo é
economicamente viavel, devido aos baixos rendimentos e altos custos (SINGH,
SINGH, KENNEDY, 2016). Sendo assim, a sintese enzimética de fruto-
oligossacarideos pela levanasacarase fornece uma alternativa conveniente e
rentavel, pois as enzimas séo naturais, ndo toxicas e com alta especificidade, de
facil obtencao e com possibilidade de separacéo do produto, assim sua utilizacéo
elimina as dificuldades do metabolismo microbiano, durante a producdo
industrial (BERSANETI et al., 2017).

Nas industrias, os fruto-oligossacarideos sdo obtidos a partir da
hidrolise enzimatica da inulina ou por reacéo enziméatica de transfrutosilacdo em
residuos de sacarose, pela agdao da enzima B-frutofuranosidase e os fruto-
oligossacarideos sintetizados contém grau de polimerizacdo entre 2 a 4
unidades de frutosil unidas por ligagdes 3(2—1) com residuo de glicose terminal
(SILVA et al., 2007).

A producdo microbiana ocorre por diferentes cepas destacando
Bacillus circulans (OSEGUERA; GUERECA; LOPEZ MUNGUIA, 1996), Bacillus
amyloliquefaciens (TIAN; INTHANAVONG,; KARBOUNE, 2011), Bacillus sp.
(BELGHITH et al. 2012), Geobacillus stearothermophilus INTHANAVONG et al.,
2013) e o B. subtilis natto, que tem sido muito estudado pelo nosso grupo de
pesquisa, por apresentar potencial na produgdo de fruto-oligossacarideos e
levana por fermentagéo. Bersaneti et al. (2017) avaliaram a sintese dos fruto-
oligossacarideos pela levanasacarase de B. subtilis natto utilizando o substrato

sacarose em 420 g/L atingiu uma producao de 69,8 g/L.
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Silva, Borsato, Celligoi (2014b) otimizaram a sintese de fruto-
oligossacarideos pela levanasacarase utilizando o delineamento composto
central variando as concentragdes de sacarose, pH e temperatura. A melhor
producao foi de 54,86 g/L com 334 ¢/L de sacarose, pH 6,0 e 45,8 °C.

A levanasacarase (E.C. 2.4.1.10 Sacarose-2,6-B-D-Frutana-2,6-6-D-
frutosiltransferase) utilizada por nosso grupo de pesquisa pertence a familia 68
das hidrolases glicosidicas (GH) € capaz de sintezar altas concentracdes de
fruto-oligossacarideo e levana utilizando sacarose como substrato (BERSANETI
el al., 2017).

De acordo com a classificacdo encontrada na base de dados
(carbohydrate active enzymes) esta enzima possui trés atividades (Figura 2): (1)
hidrélise que utiliza 4gua e libera glicose e frutose, (2) transfrutosilacdo que
utiliza monossacarideos, dissacarideos ou oligossacarideos como aceptores e
(3) polimeracdo que utiliza a cadeia crescente de frutanas como aceptor e
sintetiza a levana (LI et al., 2015).

A levanasacarase pode catalisar a formacao dos prebioticos FOS e/
ou levana transferindo residuos frutosil de uma molécula doadora néo ativada,
como a sacarose, a uma molécula aceptora. A reacdo de transfrutosilacéo
catalisada pela enzima, transfere residuos frutosil a uma molécula aceptora,
incluindo mono-, FOS (oligomerizagcédo) ou a uma cadeia crescente de frutana
(polimerizacdo) (MARTINEZ-FLEITES et al., 2005). A eficiéncia da
levanasacarase pode ser prejudicada, quando a atividade hidrolitica for alta,
resultando na liberacdo de glicose e frutose, podendo causar a producéo de
substancias indesejaveis como monossacarideos em vez de fruto-
oligossacarideos e levana. A eficiéncia catalitica da levanasacarase difere

dependendo da fonte microbiana (HILL et al., 2019).
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Figura 2 - Reacdes enzimaticas catalisadas pela levanasacarase microbiana.
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3.2.3 Fruto-oligossacarideos em Alimentos

Os produtos alimentares sédo suplementados com ingredientes
bioativos para agregar valor nutricional e comercial ao produto, como destaque
0s prebiodticos que tem um grande interesse comercial (BASHOLLI-SALIHU et
al., 2019; ASHWINI et al., 2019; XAVIER-SANTOS et al.,, 2019; KUMAR,
SRIPADA, POORNACHANDRA, 2018). O consumo de prebidticos a partir de
fontes naturais ndo é suficiente assim a suplementac¢do em produtos alimentares
se torna uma importante acdo (FLOROWSKA et al., 2016).

Os fruto-oligossacarideos tém alegacdes funcionais semelhantes as
fibras alimentares, e a recomendacéo de consumo diario do produto pronto deve
fornecer no minimo 5,0 g, ndo devendo ultrapassar o consumo de 30 g diarias
segundo a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria Brasileira- 2016).

Esses oligbmeros séo ingredientes ideais para a industria de

alimentos por permitirem aplicagbes em varias areas. Sao indicados para
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formulacbes de sorvetes, cremes e sobremesas (SPERANZA et al., 2018;
VALENCIA et al., 2016), em barras de cereais e biscoitos para elevar o contetdo
de fibras alimentares (SILVA, CONTI-SILVA, 2018; CELLIGOI et al., 2014), em
bebidas lacteas e leites fermentados (CELLIGOI et al. 2018; DELGADO-
FERNANDEZ et al., 2019), além disso, podem ser incorporados em filmes e
revestimentos comestiveis, a fim de, aumentar a vida de prateleira dos produtos
(BERSANETI et al., 2019; BAMBACE, ALVAREZ, MOREIRA, 2019). Também
podem ser empregados em produtos alimentares para animais (STRICKLING et
al., 2000).

Segundo Xavier-Santos et al. (2019) os fruto-oligossacarideos podem
ser usados em produtos dietéticos como pudins, pois 0s prebiéticos apresentam
34 % menos de calorias, além de melhorar a textura e propriedades sensoriais
do produto.

Outros produtos também podem ter em sua composicdo moléculas
prebibticas, como barras de cereais com adicdo de fruto-oligossacarideos
microbiano. Celligoi et al. (2014) desenvolveram uma barra de cereal acrescida
de fruto-oligossacarideos de B. Subtilis natto e demonstraram que as barras
adicionadas de FOS guando comparadas com a barra sem o prebiético néo
apresentaram diferencas significativas na analise sensorial, indicando que esta
molécula ndo influenciou no grau de apreciacdo do produto e agregou um valor
nutricional.

Vérios produtos alimenticios a base de agua, como laticinios, molhos
e sobremesas congeladas podem ter a gordura substituida por oligossacarideos
ou inulina. Na maioria das vezes 1 g de gordura pode ser substituida por 0,35 g
de fruto-oligossacarideos ou inulina (KUMAR, SRIPADA, POORNACHANDRA,
2018).

Na fabricacdo de sorvetes quando os oligossacarideos prebiéticos
foram adicionados, diminuiram significativamente a temperatura, o tempo de
fusdo e tempo descanso da formulacdo, também melhoraram a leveza e o
tamanho dos cristais de gelo. Assim, a substituicdo da gordura do leite por
moléculas prebidticas em sorvetes constitui uma opgdo para melhorar os
aspectos nutricionais e também a desenvolver um alimento com propriedades
funcionais (BALTHAZAR et al., 2017).
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Os oligossacarideos também séao fortes inibidores da degradacéo do
amido, 0 que os tornou Uteis para a industria de laticinios e panificacdo. Em
produtos lacteos os oligossacarideos melhoram o crescimento das bactérias
benéficas presentes no intestino (NOBRE et al., 2015).

De acordo com Ahmadi et al. (2019) o consumo diario de produtos
com oligossacarideos como prebidticos, pode melhorar a intolerancia a glicose,
resisténcia a insulina, aumentar os niveis de 4cidos graxos de cadeia curta no
intestino e reduzir marcadores inflamatoérios da mucosa e a hiper-permeabilidade

intestinal.

3.3 REVESTIMENTOS COMESTIVEIS

Filmes e revestimentos comestiveis sdo definidos como uma fina
camada de material que proporciona uma barreira contra umidade, oxigénio e
movimento de solutos para o alimento (GUILBERT, 1986), sendo utilizados na
protecdo dos alimentos a fim de aumentar sua vida Util.

Os revestimentos classificados como comestiveis sdo aplicados
diretamente sobre a superficie do alimento a ser revestido, configurando
membranas delgadas, imperceptiveis a olho nu e com diversas caracteristicas
estruturais, que sdo dependentes da formulacdo da solucdo filmogénica
precursora (ASSIS; BRITTO, 2014). Como estas coberturas passam a fazer
parte do alimento a ser consumido, os materiais empregados em sua formacao
devem ser considerados GRAS (Generally Recognized as safe), ou seja,
seguros para o uso em alimentos (FDA, 2013).

Diversos polimeros biodegradaveis tém sido estudados no
desenvolvimento de filmes comestiveis, entretanto o custo ainda € alto e a
producdo é baixa em relacdo ao dos polimeros convencionais. Neste contexto,
o0 amido é o material mais estudado, principalmente por ser uma matéria-prima
abundante e disponivel em todo o mundo, apresentando muitas possibilidades
de modificagdo quimica, fisica ou genética, originando filmes e revestimentos
com diversas possibilidades de aplicagcédo (GONTARD, GUILBERT, 1996; MALI
et al., 2005).
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Quimicamente, o amido é constituido de dois principais componentes
macromoleculares: amilose e amilopectina (Figura 3). A amilose € um polimero
de glicose linear, com ligacfes (al—4) e possui excelente capacidade de formar
revestimentos (CAMPOS, GERSCHENSON, FLORES 2011). Enquanto que a
amilopectina é um polimero altamente ramificado, com ligacbes (al—4) e
ramificacfes ligadas por (al—6) pontos estes que ocorrem a cada 25-30
unidades de glicose (DURRANI; DONALD 1995; LIU, 2005).

Figura 3 - Estrutura quimica da (a) amilose e (b) amilopectina.
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Fonte: Jonhed (2006).

Revestimentos comestiveis ou biodegradaveis de amido podem ser
obtidos por duas técnicas principais: casting com subsequente secagem (via
umida) ou por processamento termoplastico (via seca) (PAES et al., 2008).
Dependendo do tipo de amido e sob altas temperaturas (65 e 100 °C), ocorre um
processo irreversivel de gelatinizacdo, no qual os granulos incham, dependendo
da quantidade de agua disponivel, provocando a quebra das ligacdes de
hidrogénio que ocorrem entre as cadeias de amilose e amilopectina
(CARVALHO, 2008; ZHONG et al., 2009). Apds o processo de gelatinizacdo
aditivos podem ser incluidos na mistura ou serem preparados de forma

independente.
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No geral, as propriedades funcionais dos revestimentos comestiveis
dependem das suas caracteristicas, destacando principalmente o potencial para
transportar ingredientes ativos (PRANOTO; SALOKHE; RAKSHIT, 2005), como
agentes antimicrobianos e antioxidantes a fim de melhorar em geral a protecéo
que o revestimento ja fornece (JIMENEZ et al., 2012). Também ¢é possivel
aprimorar as propriedades sensoriais dos alimentos revestidos desde que,
contenham varios componentes como aromatizantes, corantes, edulcorantes
(BOURTOOM, 2008), e melhora-los pela adicdo de ingredientes funcionais
como, por exemplo, prebidticos e/ou probidticos, pois trazem beneficios a saude.

Dentre os prebidticos destacam-se os oligossacarideos, que séo
soluveis em &gua, tais como fruto-oligossacarideos, galacto-oligossacarideos
xilo-oligossacarideos, oligossacarideos de quitosana, oligossacarideos de soja,
e inulina (CHARALAMPOPOULOS; RASTALL, 2012).

Os fruto-oligossacarideos podem melhorar a taxa de dissolucéo de
agua no preparo dos revestimentos com matriz de amido, também podem afetar
as propriedades mecéanicas dos mesmos, além de agregar sua atividade
prebidtica, utilizando baixas temperaturas (40-60 °C) (BERSANETI et al., 2019;
2016).

Filmes a base de amido de mandioca tém sido amplamente utilizados
no revestimento de frutas. Contudo, € necessario incorporar outros polimeros ou
compostos bioativos para melhorar suas propriedades mecanicas. Em estudo
recente, a combinacdo de niveis mais altos de amido e quitosana foram
responsaveis pela reducdo na saida do vapor de &gua dos filmes, uma
propriedade interessante para o revestimento de frutas (SILVA et al., 2019).

Tang et al. (2015) prepararam revestimentos com adicdo de
prebioticos (fruto-oligossacarideo e inulina) e matriz de amido de milho. Os
resultados mostraram atividade prebidtica in vitro presente nos revestimentos,
indicando que o prebiotico ndo foi afetado pelo processo de preparacao (casting).

Romano et al. (2014) estudaram viabilidade de bactérias laticas em
revestimentos com matriz de metilcelulose, adicionada de fruto-oligossacarideos
de origem comercial. Os autores relataram que com auséncia dos FOS houve
desidratacdo dos revestimentos, fato este que reduziu significativamente as

bactérias viaveis.
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Roble et al. (2011) aplicaram o revestimento comestivel com matriz
de alginato em macds minimamente processadas, contendo inulina e
oligofrutose como prebidticos. Os impactos do revestimento sobre a qualidade e
valor nutricional das macas foram ligeiramente afetados em relacéo a qualidade
e ao aspecto sensorial, também resultaram varios efeitos benéficos tais como
aumento na vida de prateleira, retencdo de compostos bioativos e volateis.

As industrias de alimentos buscam filmes e revestimentos comestiveis
que possam ser utilizados em areas voltadas ao consumidor, com intuito de
agregar valor aos seus produtos, enquanto aumentam a vida util. Também ha
estudos voltados para os revestimentos comestiveis, afim de tentar solucionar
problemas ligados a polui¢cdo causada por residuos plasticos, assim a intengéo
é a substituicdo por materiais biodegradaveis (JIMENEZ et al., 2012).

Revestimentos a base de amido sdo comercializados pela Novamont,
uma empresa italiana, que desenvolveu o MaterBi®, um material a base de
amido, disponivel na forma granular que pode ser processado como material
termoplastico, formando filmes ou sacos. Outros produtos disponiveis sao Bio-
P-TM®, comercializado por Bioenvelope (Japado) e BIOPAR® (Biop Biopolymer
Technologies AG, Alemanha), sdo constituidos de materiais inteiramente
biodegradaveis (JIMENEZ et al., 2012).

3.3.1 Revestimentos em Alimentos

A aplicacdo comercial de revestimentos de amido ou de outras
moléculas bioldgicas em alimentos depende de alguns fatores como custo,
processo de producédo e propriedades destes materiais (MELLINAS et al., 2016;
MALI, GROSSMANN, YAMASHITA, 2010).

A eficacia de um revestimento comestivel esta na preservacao da
qualidade dos alimentos e prolongamento da vida util, sendo intimamente
relacionado com as suas propriedades de barreira a umidade, oxigénio e diéxido
de carbono, que depende principalmente da composi¢do quimica e da estrutura
do material utilizado como revestimento, também das caracteristicas do produto

revestido, e as condi¢gbes de armazenamento (LIN; ZHAO, 2007).
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Aplicacdo de coberturas comestiveis protetoras € uma tecnologia
alternativa cada vez mais divulgada, e avaliada como um procedimento viavel,
para elevar a vida util de frutos e hortalicas, processadas ou ndo. Esses
revestimentos ndo tém como objetivo substituir o uso dos materiais
convencionais de embalagens ou mesmo elimina-los definitivamente do
mercado, mas sim, de apresentar uma atuacdo funcional e coadjuvante,
contribuindo para a preservagao da textura e do valor nutricional do produto
revestido, reduzindo assim, as trocas gasosas superficiais e a perda ou ganho
excessivo de agua (ASSIS, BRITTO, 2014).

Além disso, o revestimento pode previnir a contaminacao das frutas e
hortalicas que leva a deterioracdo (como escurecimento, perda de sabor e
textura, diminuicdo da qualidade das frutas e vegetais) apresentando riscos para
0s consumidores, devido a presenca de microrganismos patogénicos (HARRIS
et al., 2003).

O desenvolvimento de revestimentos comestiveis e/ou
biodegradaveis, com permeabilidade seletiva aos gases, pode ser promissor no
controle da respiracao de frutas e hortalicas, funcionando como uma embalagem
de atmosfera modificada. Como o ar contém, normalmente, 21 % de oxigénio e
apenas 0,03 % de gas carbdnico, a modificacdo na concentracao destes gases
pode prolongar o periodo de armazenamento dos produtos revestidos
(YAMASHITA et al., 2005; 2006).

A técnica mais comum e que tem se mostrado mais eficiente na
formacéo de coberturas € a imersdo. Embora o uso de pincel (CHLEBOWSKA-
SMIGIEL, GNIEWOSZ, SWINCZAK, 2007) e o spray também tenham sido
utilizados para alguns casos (ANDRADE, SKURTYS, OSORIO, 2012), a imerséo
€ 0 procedimento que garante que toda a superficie entre em contato com a
solucéo filmogénica, e uma leve agitacao permite o desprendimento de bolhas,
possibilitando uma deposicdo mais homogénea.

Os revestimentos podem ser aplicados em diferentes frutas e
hortalicas frescas que séo altamente pereciveis. As perdas durante a colheita e
pos-colheita sdo devido ao manuseio, transporte e armazenamento, também ha
perdas consideraveis devido a microrganismos, insetos, respiracdo e

transpiracéo, podendo chegar em até 50 % dependendo do produtos (TIWARI,
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2014).

Portanto, os revestimentos comestiveis desempenham um papel
muito importante para minimizar estas situacdes (DHALL, 2013; YOUSSEF, AL,
EMAM, 2015). Dentre as frutas e hortalicas revestidas estdo: laranja, maca, uva,
cereja, mamao, limao, morango, manga, péssego, etc, podendo-se encontrar a
maca, pességo e a péra minimamente processados, dentre outros. E hortalicas
como: tomate, pepino, pimentdo, sendo cenoura, batata-doce e cebola,
minimamente processados (RAGHV, ARGARWAL, SAINI, 2016).

3.3.2 Aplicagdo em Frutas

A crescente demanda dos consumidores por frutas frescas com maior
qualidade e valor nutritivo incentivou a industria alimentar a desenvolver novos
e melhores métodos para manter a qualidade dos alimentos aumentando sua
vida util (BARRY-RYAN et al., 2007). H& varios estudos recentes para tratamento
pés-colheita, com o0 uso de revestimentos comestiveis, estes estao recebendo
um crescente interesse pela indastria de alimentos (BAMBACE, ALVAREZ,
MOREIRA, 2019; ALVAREZ, PONCE, MOREIRA, 2018; TURMANIDZE et al.,
2016; FLORES-LOPES et al., 2016).

Revestimentos comestiveis, a base de amido, permitem o controle de
trocas gasosas em frutas e hortalicas, retardando sua senescéncia natural e
prolongando a sua vida atil (VERSINO et al.,, 2016). O controle da umidade
relativa (UR) e da temperatura de armazenamento também sdo importantes, pois
estes fatores auxiliam na manutencdo da qualidade do produto (FLORES-
LOPES et al., 2016). Contudo, a acumulacdo de CO2 na atmosfera interna do
fruto pode levar a fermentacdo anaerdbica e a producdo de metabdlitos
fermentativos que contribuem para o desenvolvimento de odores e de gostos
desagradaveis (LIN; ZHAO, 2007).

Ao imergir uma fruta em uma solucao filmogénica como apresentado
na Figura 4, forma-se uma cobertura pela deposi¢do das espécies poliméricas
dissolvidas no meio, estabelecendo liga¢cdes, fracas e fortes com a superficie da
fruta (ASSIS; BRITTO, 2014).
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Figura 4 - Formacdo de uma cobertura comestivel: (a) imersdo do fruto na
solucdo filmogénica, (b) atracdo entre os compostos diluidos na solucéo
filmogénica e a superficie dos frutos por adsorcéao, (c) fruto com a cobertura.

(a) N
@ )

Processo de adsorg&o

=
©

Evaporagéo do solvente e reticulagdo ou cura

Fonte: Assis; Britto (2014).
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A Tabela 1 descreve diferentes revestimentos comestiveis em frutas

diferentes autores.

Esses dados demonstram a possibilidade de

desenvolvimento desses novos materiais a serem empregados em frutas para a

preservacao da qualidade.

Tabela 1 - Revestimentos comestiveis utilizados em frutas

Frutas Revestimento comestivel Autor

Mirtilo Alginato, Inulina, oligofrutose Bambace, Alvarez, Moreira (2019)
Maca Goma gelana e fibra de maca Bambace, Alvarez, Moreira (2018)
Manga Quitosana Silva et al. (2017)

Morango  Aloe vera e 4cido ascorbico Sogvar, Saba, Emamifar (2016)
Ameixa Carboximetilcelulose, pectina Panahirad et al. (2015)

Uva Cera de carnauba e FOS Mira, Filho, Viola (2015)

Amora Amido de mandioca Pérez-Gallardo et al. (2014)
Péssego  Pectina Ayala-Zavala et al. (2013)

Papaia Fécula de mandioca Castricini et al. (2012)

Cereja Alginato Diaz-Mula et al. (2012)

Framboesa Amido de milho e cera de abelha

Goiaba

Quitosana e amido

Pérez-Gallardo et al. (2012)
Soares et al., (2011)
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A funcionalidade e o desempenho dos revestimentos comestiveis
dependem principalmente do método de producdo do revestimento e da
capacidade deste aderir a superficie do alimento (DHANAPAL et al., 2012).

Assim, um parametro importante no revestimento € o teor de
plastificante que pode causar efeitos nas propriedades funcionais dos
revestimentos, dependendo da concentracdo utilizada e também do tipo de
plastificante empregado como por exemplo o glicerol (CUQ et al., 1995; MALI et
al., 2005).

A integridade do revestimento € um fator critico que depende da
flexibilidade, tenséo superficial e adesao ao produto alimentar (VERSINO et al.,
2016). Elevadas adi¢cbes de plastificantes devem ser evitadas, as quais, muitas
vezes, inviabilizam o uso da formulagao protetora (COLZATO et al., 2011).

Revestimentos comestiveis podem melhorar as propriedades
sensoriais dos produtos embalados, diminuir a perda de umidade e aumentar o
valor nutricional dos mesmos (ZACTITI, KIECKBUSCH, 2006).

A maioria dos estudos sobre aplicagcbes alimentares tém sido
conduzidos em escala laboratorial, porém para producdo em larga escala é
necessario reducdo de custos e maior seguranca, a fim de promover a
viabilidade na comercializagcdo de produtos biodegradaveis, sejam eles
embalados ou revestidos (VERSINO et al., 2016).

3.3.2.1 Fruto de amora-preta

Os frutos da amoreira-preta apresentam vida Util relativamente curta,
devido a sua estrutura fragil, alto metabolismo e ocorréncia de doencas, perda
de massa, alteracbes de firmeza e deterioracdo microbiolégica, exigindo,
portanto, cuidados na hora da colheita, manuseio, transporte e armazenamento
(ANTUNES et al. 2003; 2014; MENEGUEL et al, 2008).

O armazenamento refrigerado é o método mais eficiente e o primeiro
a ser utilizado quando se trata de manutencédo da qualidade dos frutos, pois
guando realizado de modo adequado, retarda os processos fisiolégicos tais
como a respiracdo, transpiracdo e producdo de etileno, além de reduzir o
desenvolvimento de podriddes nos mesmos (SOUZA, 2013).
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A refrigeracdo retarda a senescéncia do fruto, mas nao retém com
eficiéncia os compostos bioativos, fazendo-se necessarios, outros tratamentos
juntamente com a refrigeracdo para prolongar a vida util dos frutos frescos de
amoras-pretas (ANTUNES et al., 2014).

Neste sentido, pesquisas tém desenvolvido técnicas que permitam a
manutencdo da qualidade do fruto por mais tempo. Assim, associado a
refrigeracdo, o armazenamento sob condicdo de atmosfera modificada ou
controlada, quando utilizado adequadamente, resultam em beneficios adicionais
quando destinados ao consumo in natura, a fim de preservar as caracteristicas
sensoriais e nutricionais da fruta até o seu consumo final (SCHAKER;
ANTONIOLLI, 2009), reduzindo a atividade enzimética de degradacao da parede
celular da fruta, aumentando seu periodo de conservacdo e mantendo a
aparéncia e a qualidade por maior tempo (ANTUNES et al., 2006).

Utilizando embalagens adequadas como filmes e revestimentos
comestiveis se obtém atmosferas modificadas promissoras, pois promovem a
reducdo da respiracdo e da producao de etileno, pela diminui¢cdo nos niveis de
O2 e aumento nos niveis de COgz, contribuindo, assim, para retardar a
senescéncia do fruto (KADER 2010; CORATO, 2019).

Oliveira et al. (2014) observaram em frutos de amora revestidos com
matriz polimérica de quitosana, que quanto maior a temperatura de
armazenamento, maior foi a perda de massa. Quando armazenados a 0 °C, a
perda de massa foi de 4% em 18 dias, a 10 °C apresentaram uma perda de
aproximadamente 22%. A adicdo dos revestimentos pode ser benéfica na
manutencao da textura e qualidade dos frutos em baixas temperaturas.

Guerreiro et al. (2015) relataram que o teor de sélidos solUveis em
morangos armazenados a 0.5 °C por 14 dias néo foi significativamente afetado
pelo uso de revestimento comestivel a base de alginato e pectina. Indicando que
0s revestimentos nao contribuem para reducao dos sélidos sollveis, mas sim a
variagcédo de temperatura e a decomposi¢cao por microrganismos.

Os revestimentos possibilitam uma atmosfera modificada, isso reduz
a atividade metabdlica dos frutos, resultando em maiores teores de antocianinas
(MENEGHEL, BENASSI, YAMASHITA, 2008).
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A amora € uma fruta pequena e caracteriza-se por proporcionar um
alto retorno econdmico, sdo reconhecidas como benéficas para a saude
humana, com propriedades ligadas a prevencdo de doencas (ACOSTA-
MONTOYA et al., 2010). Seu fruto € altamente nutritivo, com 85 % de agua, 10
% de carboidratos e elevado contetudo de minerais, como calcio e vitaminas A e
B (ANTUNES, 2002), possuindo quantidades expressivas de compostos
fendlicos e carotenoides, que podem auxiliar no combate a doencas
degenerativas (FERREIRA et al. 2010).

As atividades biologicas das frutas vermelhas, incluindo a amora-
preta, sdo parcialmente atribuidas ao elevado teor de fitoquimicos, como os
flavonoides (antocianinas, flavonois, e flavandis), taninos (proantocianidinas,
elagitaninos e galotaninos), estilbendides (como o resveratrol), &cidos fendlicos
(derivados do &cido hidroxibenzéico e hidroxicinamicos) e lignanas (SEERAM,
2006).

A sua capacidade antioxidante é principalmente devido as suas
propriedades de O6xido-reducdo, as quais podem desempenhar um papel
importante na absor¢ao e neutralizacao de radicais livres, removendo o oxigénio
ou decompondo peréxidos (DEGASPARI; WASZCZYNSKYJ, 2004).

Os compostos presentes nos frutos também apresentam varios outros
potenciais beneficios para salde como reducdo do risco de doencas
cadiovasculares (RENAUD; LORGERIL, 1992), melhora da viséo
(MATSUMOTO et al, 2003), tém propriedades antimicrobianas,
anticarcinogénicas, vasodilatadoras e anticoagulantes (MULLEN et al., 2002;
PAREDES-LOPEZ et al., 2010; XIE et al., 2017).

Embora existam espécies nativas do género Rubus no Brasil, a amora
s6 comecou a ser estudada na década de 1970, e as primeiras variedades
introduzidas no pais foram da cultivar Brazos, Comanche e Cherokee, todas
oriundas dos Estados Unidos, o maior produtor do mundo. Apos um programa
genético conduzido pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(EMBRAPA), novas variedades brasileiras entraram no mercado, incluindo Tupy,
lancada no final dos anos 80 (ANTUNES, 2002).

Tupy é a cultivar de amoreira-preta mais plantada no Brasil, ocupando
posicéo de destaque também no México, onde é produzida principalmente para
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exportacdo aos Estados Unidos (SILVA-MATOS, FURTADO, FARIAS, 2019;
PEREIRA, 2008). E a cultivar mais plantada devido as caracteristicas peculiares
de suas frutas, pelo sabor equilibrado entre o agucar e a acidez, pela sua
rusticidade, habito de crescimento ereto, alto vigor e desempenho produtivo
(GONCALVEZ et al., 2011), com frutos grandes de até 6 gramas, coloracao preta
e uniforme, consistente e firme, semente pequena e pelicula resistente (SOUZA,
2013).

Além disso, apresenta frutos com boa aceitacdo no mercado in natura,
devido ao seu tamanho, uniformidade, firmeza, coloracao intensa e sabor. Outra
caracteristica que torna essa cultivar importante mundialmente € sua capacidade
de adaptacéo a diferentes condi¢des climaticas e de manejo com baixo custo de
produgéo (PALHARINI et al., 2015; ANTUNES et al., 2014).

Atualmente, esse setor busca por tecnologias que possibilitem
expandir o periodo de armazenagem, com manutencao da qualidade da fruta
sem alteracdo das caracteristicas funcionais, permitindo um aumento da
comercializacdo na forma in natura, possibilitando com isso maior retorno

econdmico ao produtor.

3.4 AVALIACAO SENSORIAL

Nos ultimos 20 anos, houve um importante progresso nha ciéncia
sensorial devido ao desenvolvimento de novas metodologias, incluindo testes
rapidos para descricdo de produtos e avancos no entendimento sobre as
respostas de diferentes segmentos de consumidores (ALCANTARA, FREITAS-
SA, 2018).

Os testes sensoriais sdo capazes de detectar particularidades
dificilmente detectadas por outros procedimentos analiticos, e ainda avaliar se
um produto é aceito pelo consumidor. Pode selecionar a matéria prima a ser
utilizada em um novo produto, o efeito de processamento, a qualidade da textura,
o sabor, a estabilidade de armazenamento, entre outros. Para alcangar o objetivo
especifico de cada analise, sdo elaborados métodos de avaliagéo diferenciados,
visando a obtencdo de respostas mais adequadas ao perfil pesquisado do
produto (MUNOZ et al., 1992; TEIXEIRA, 2009).
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O instrumento de medida utilizado pela analise sensorial € 0 homem
e, segundo Meilgaard et al. (1999), nenhum instrumento ou combinacdo de
instrumentos poderia substituir os sentidos humanos, 0s quais sao capazes de
registrar uma expresséo integral da complexidade de um alimento.

Os métodos de analise sensorial sdo divididos em discriminativos
(testes de diferenca: teste triangular, duo-trio; comparacdo mudltipla,
sensibilidade e ordenacdo), descritivos (perfil de sabor, perfil de textura, analise
descritiva quantitativa, tempo e intensidade e avaliacdo de atributos) e os
afetivos (teste de aceitacao/preferéncia: preferéncia pareada, ordenacao de
preferéncia, escala hedbénica) (STONE, SIDEL, 1993).

Os testes afetivos tém por objetivo avaliar a resposta dos individuos
com relacdo a preferéncia e/ou aceitacdo de um produto de interesse, por um
determinado grupo de potenciais consumidores. A opinido pode ser dada com
relacdo ao produto de uma forma global ou pelas caracteristicas especificas, tais
como aparéncia, aroma, sabor e textura (CHAVES; SPROSSER, 2001). De
acordo com ABNT, a aceitabilidade de um produto é definida como o grau de
aceitacdo, por um individuo ou populacdo, em termos de propriedades
sensoriais, estas que séo influenciadas diretamente pela composicao quimica e
propriedades fisicas de um produto (ABNT, 1993).

No teste de aceitagéo, os produtos sao apresentados e solicitado aos
consumidores indicar o quanto gostaram ou desgostaram, por meio de uma
escala, a mais utilizada é a escala hibrida e a escala hedbdnica de 9 pontos. E
para determinar a aceitacdo de um produto sdo necessarios pelo menos 100
consumidores, para ter um grau de confiabilidade adequado, uma vez que ha
uma grande subjetividade na avaliacdo sensorial (DRAKE, 2007). Lim (2011)
relata que a principal razdo da escala heddnica de 9 pontos ser a mais utilizada
em testes de aceitacdo € que, comparada a outras escalas, apresenta um
namero limitado de categorias, sendo de facil compreenséo pelos consumidores,
sem necessitar de um treinamento prévio.

Diversos produtos podem ser avaliados utilizando a ciéncia sensorial,
incluindo alimentos com adicdo de prebidticos, pois tem maior influéncia na
textura e aroma dos produtos, enquanto a adicao de probioticos tem maior efeito

no sabor e aroma. Quando adicionados nos produtos os ingredientes prebioticos
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podem conferir e reforcar as interacfes ja existentes entre diferentes
componentes do alimento (CRUZ et al., 2010).

Alvarez, Ponce, Moreira (2018) estudaram parametros de qualidade
sensorial e aceitabilidade de frutas minimamente processadas com adicao de
fiboras de maca e laranja, também inulina e oligofrutose em revestimento de
quitosana para frutos de mirtilos. ApGs revestir os frutos a analise sensorial foi
aplicada, e os resultados ndo apresentaram diferengas significativas (p=0.05)
entre os tratamentos. A adicdo de fibras prebidticas em revestimentos
comestiveis também nao exerceu alteracbes em nenhum dos atributos
sensoriais estudados com mirtilos segundo Bambace, Alvarez, Moreira (2019).
Os produtos obtiveram boa aceitacao pelos potenciais consumidores indicando
a possibilidade de um novo produto no mercado, jA que ndo apresentou
diferencas com a amostra considerada padrao.

O teste sensorial de aceitacdo é incluido também no controle de
qualidade de alimentos por serem a Unica maneira de saber se os consumidores
gostam ou ndo dos produtos. Estes testes séo indispensaveis quando se deseja
desenvolver produtos adicionados de probioticos e prebidticos ou com
substitutos de acucar, levando em consideracdo que estes teriam grande

potencial de comercializagcdo (CRUZ et al., 2010).

4. MATERIAL E METODOS

As etapas de desenvolvimento deste trabalho foram esquematizadas na
Figura 5, sendo: (A) Sintese da nistose pela levanasacarase de B. subtilis natto
e purificacdo; (B) Desenvolvimento dos filmes de amido-nistose; (C) Avaliacdo
da atividade prebidtica em linhagens de Lactobacillus e Bifidobacterium; (D)
Revestimento das amoras-pretas com os filmes de amido-nistose,

caracterizacao e analise sensorial.
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Figura 5 — Etapas do processo: (A) sintese de nistose pela levanasacarase de
B. subtilis natto; (B) desenvolvimento de filmes de amido-nistose; (C) avaliacédo
da atividade prebiotica; (D) revestimento das amoras-pretas, caracterizacéo e
analise sensorial.
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4.1  MICRORGANISMO E PRESERVACAO

O microrganismo utilizado foi Bacillus subtilis natto, isolado no
Departamento de Bioquimica e Biotecnologia da Universidade Estadual de
Londrina — PR e identificado pela Fundacdo André Tosello Pesquisa e
Tecnologia - Campinas SP.

A cepa foi criopreservada a -80 °C com glicerol. Para a manutencéo
foi transferida para o meio contendo (g/L): peptona 50, extrato de carne 30 e agar
20 a 37 °C, por 48 h e mantido a 4 °C em camara refrigerada. O repique das

células foi realizado a cada quarenta e cinco dias.
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4.1.1 Inéculo e Quantificacdo da Biomassa

O meio de in6culo continha (g/L): sacarose comercial 100; extrato de
levedura 2; KH2POa4 2, (NH4) 2S04 1; MgSOa4 (7H20) 0,5 (CALAZANS et al., 2000)
e o indculo foi realizado em frascos Erlenmeyer de 125 mL, com 25 mL de meio
e incubados em shaker orbital a 150 rpm, 24 h a 37 °C. Os cultivos foram
interrompidos por centrifugacdo (9000 x g, 15 min a 4 °C) e as células foram
ressuspensas em solucéo salina (NaCl 0,9 %). A concentracdo de células foi
determinada por turbidimetria a A= 400 nm. Os valores obtidos foram
correlacionados com a curva de biomassa em g/L. O in6culo foi padronizado em
0,2 g/L para a producéo da levanasacarase.

A curva de biomassa utilizando B. subtilis natto foi realizada por um cultivo
em sacarose. A biomassa obtida apds a centrifugacdo foi lavada com agua
destilada e ressuspensa em solucédo salina NaCl 0,9 %. Uma aliquota de 1 mL
foi submetida a diluicdes seriadas para obter leituras de 0,1 a 0,7 de absorvancia
em A= 400 nm. Paralelamente, 3 aliqguotas de 1 mL foram distribuidas em
cadinhos, previamente tarados e levados a estufa (70 °C), até atingir peso
constante. Em seguida, os dados foram plotados relacionando absorvancia (abs)

X peso seco (g/L).

4.2 SINTESE DE NISTOSE PELA LEVANASACARASE

Na primeira etapa, a levanasacarase foi produzida por B. subtilis natto
em 420,7 g/L de sacarose a 150 rpm por 24 h (BERSANETI et al., 2017). A
fermentacao foi interrompida por centrifugacéo a 9000 rpm por 15 mina 4 °C. E
o sobrenadante foi considerado como extrato bruto (EB) onde foi determinada a
atividade da levanasacarase por acucares redutores, seguindo o método de
Somogyi (1952) e Nelson (1944). Onde, uma unidade de atividade (U) foi
expressa pela quantidade de enzima necesséria para a liberacdo de 1 pg de
acucares redutores em 1 min (ANANTHALAKSHMY; GUNASEKARAN, 1999). O
sobrenadante foi utilizado como fonte de enzima para sintese de nistose,

apresentando uma atividade de 23,9 U/mL.
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Na segunda etapa foi realizada a sintese de nistose em meio com 200
mL de solucéo de sacarose (350 g/L) em tampao citrato (0,1 M), pH 6,0 a 35 °C
por 36 h com adicao de 50 mL da fonte de enzima (o sobrenadante com a enzima
foi esterilizado em luz UV por 2 h, para evitar possiveis contaminacdes)
(BERSANETI et al., 2017). A reacéo foi interrompida por aquecimento a 100 °C
durante 15 min. A producao de nistose foi analisada por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE).

4.2.1 Purificacdo e Quantificacdo da Nistose

O sobrenadante da sintese enzimatica foi submetido a ultrafiltracéo
em membrana com porosidade de 3 kDa (Milipore Ultracel PL). Assim foram
removidos os polissacarideos (levana com massa molecular superior a 3 kDa) e
separados os fruto-oligossacarideos. Esses foram precipitados com etanol
(90%) na proporc¢ao 3:1 (0,9 mL de etanol: 0,3 mL dos fruto-oligossacarideos).
O precipitado foi dialisado em agua destilada, durante 24 h e liofilizado para ser
incorporado nos filmes de amido de mandioca comestiveis.

Os fruto-oligossacarideos foram quantificados por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) (Shimadzu RID-10A), acoplado a um detector
de indice de refragéo, utilizando a coluna de carboidratos Aminex HPX-87C (300
x 7,8 milimetros, Biorad). A fase movel foi agua Milli-Q a uma taxa de fluxo de
0,6 mL minl. A temperatura da coluna foi mantida constante a 80 °C. O
sobrenadante (20 pl) foi filtrado em membrana 0.45 ym Millipore, e eluido com
0,6 mL de agua Milli-Q. Os padrdes utilizados foram sacarose, frutose, glicose,
1- nistose e 1l-cestose (Sigma-Aldrich). Na condi¢cdo estudada foi identificada

apenas a sintese de nistose pela levanasacarase.

4.3 DESENVOLVIMENTO DOS REVESTIMENTOS COMESTIVEIS

Os revestimentos de amido de mandioca foram preparados com 10 g/
% de nistose de acordo com Bersaneti et al. (2016), esta concentragcéo foi
escolhida pois a nistose exerceu efeito plastificante, também resultou em maior

solubilidade e elongacao na ruptura, e houve um decréscimo na permeabilidade
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ao vapor de agua dos mesmos. Os revestimentos de amido foram preparados
empregando o método de casting (SIPOS et al., 2008), utilizando 3 g/100 g de
solucao filmogénica (sélidos, amido + nistose) e glicerol (20 g/100 g de solidos)
e adicionado a soluc¢édo filmogénica 10 g/nistose/100 g de sdlidos.

O amido, o glicerol e a agua foram aquecidos a 95 °C com agitacao
constante (7 a 8 min) até a obtencédo de uma solucdo homogénea, em seguida
foi adicionado 10 % de nistose. ApGs a completa homogeneizagdo as solugdes
foram colocadas em sonicador (Uniqgue USC-1800) durante 10 min para
completa eliminacdo das bolhas formadas no processo. Apds, a solucdo
filmogénica foi resfriada (40 a 50°C) e utilizada no revestimento de frutas.

Para a andlise da atividade prebidtica a solugdo filmogénica foi
colocada em placas de Petri de acrilico (30 g) para secagem em estufa de
circulacdo de ar a 30 °C, por aproximadamente 20 h, até a formacdo dos
revestimentos. ApOs a secagem o0s revestimentos foram selecionados e
acondicionados em estufa incubadora de demanda bioquimica de oxigénio com
58 % de umidade relativa (UR) a 25 °C até o momento da realizacdo das

analises.

4.4 ATIVIDADE PREBIOTICA DOS FILMES COMESTIVEIS DE AMIDO-NISTOSE

A atividade prebiotica dos revestimentos foi realizada de acordo com
Huebner, Wehling, Hutkins. (2007). As linhagens utilizadas foram gentilmente
doadas pelo Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da
Universidade Estadual de Londrina, incluindo: Lactobacillus casei LC-01 (Chr.
Hansen®), Lactobacillus plantarum BG112 (Clerici-Sacco®), Lactobacillus
acidophilus LA-5 (Chr. Hansen®), Lactobacillus reuteri LR92 (Clerici-Sacco®)
and Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb12 (Chr. Hansen®).

As linhagens foram ativadas em caldo Man-Rogosa-Sharpe-MRS
(MAN, ROGOSA, SHARPE, 1960) contendo (g/L): peptona de soja 10; extrato
de levedura 4; extrato de carne 8; glicose 20; K2HPO4 2; CH3sCOONa H:20 2;
citrato triamoniacal 2; MgS0a4.7(H20) 0,2; MnS0O4.4(H20) 0,05 (MAN; ROGOSA;
SHARPE, 1960), para meio soélido foi adicionado 15 g/L de agar bacteriologico.
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Os filmes foram triturados e esterilizados em luz UV por 2 h, para evitar
possiveis contaminacdes. Foram preparados quatro tratamentos (50 mL): caldo
de MRS com 20 g/L de glicose (T1: controle positivo), caldo de MRS com filme
de amido-nistose comestivel com 20 g/L (T2), caldo MRS com filme amido
comestivel de 20 g/L (T3) e caldo MRS com 20 g/L de nistose (T4); sendo o
inéculo 1 % (v/v).

As linhagens de Lactobacillus foram incubadas a 25 °C, 24 h, com 70
rom para aumentar a solubilidade dos filmes e para a linhagem de
Bifidobacterium foi & 25 °C, 24 h sob condi¢c6es anaerdbicas. As fermentacdes
foram interrompidas por centrifugacéo a 6000 rpm por 15 min a 15 °C.

A atividade prebiética foi avaliada pela producéo de biomassa (g/L),
pH final, acidos organicos (acético e latico) e viabilidade celular (UFC / mL™)
expressa como unidades formadoras de colonias (UFC). Para determinar a
viabilidade celular das linhagens de Lactobacillus spp., foram diluidos em série,
plaqueados e incubadas a 37 °C por 48 h. Bifidobacterium spp. foram incubados
a 37 °C por 48 h em condi¢cBes anaerobicas, os testes foram realizados em
triplicata. A atividade prebidtica foi determinada usando a Equacéo 1 (SILVA et
al., 2016).

Atividade Prebiottica=
[probibticolog CFU mL™ em 24 h — probibticologCFUmL*em0h] (Eq. 1)

4.4.1 Quantificacéo de Acidos Organicos

Os &cidos latico e acético foram quantificados a partir das amostras
dos sobrenadantes. Essas foram filtradas a 0,45 ym (Millipore) e 20 pl foram
injetados em um cromatégrafo liquido de alta eficiéncia (CLAE) (Shimadzu
Corporation, Kyoto, Japao) equipado com uma coluna de acido organico HPX-
87H Aminex 7,8 x 300 mm (Bio-Rad, CA, EUA) (Silva et al., 2016). A fase mével
foi uma solugéo de 0,005 mol L-! de H2SO4 com fluxo de 0,7 mL min—1. A coluna
foi mantida a 60 °C. O perfil do pico de eluicdo foi monitorado com um detector
de UV no comprimento de onda de 210 nm (Shimadzu Corporation, Kyoto,

Japéo).
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4.5 APLICACAO DOS REVESTIMENTOS AMIDO-NISTOSE EM AMORAS-PRETAS

Os frutos foram higienizados em solucdo de acido acético 125 ppm
por 30 min e lavados em agua corrente.

As amoras foram imersas em solucdo de revestimento em
temperatura ambiente (25 °C) por 1 min. Os frutos foram mantidos em peneiras
por 1 min para retirar 0 excesso do revestimento e secas com ventilacdo em
temperatura ambiente por 3 h. Apés, 100 g dos frutos foram colocados em
bandejas de polipropileno (4 x 10 cm) com tampa articulada, e armazenadas a 4
+ 1 °C por 20 dias.

Os frutos foram submetidos a trés tratamentos: (T1) controle frutos
sem revestimento, (T2) frutos com revestimento comestivel de amido e (T3)
frutos com revestimento comestivel de amido acrescido de nistose. As
amostragens foram em 0, 3, 7, 10, 15 e 20 dias. Os frutos sem revestimento

(controle) e as amostras revestidas foram testadas ao mesmo tempo.

4.5.1 Analises das Amoras-Pretas Durante o Armazenamento
4.5.1.1 Perda de massa (%)

Foram utilizados 100 g de frutas para esse teste. Os frutos foram
pesados no inicio do experimento e seguidas pesagens até os 20 dias. Os
resultados foram expressos como a perda de peso (%) comparado ao peso
inicial. Duas repeti¢Oes foram realizadas para cada tratamento.

4.5.1.2 Firmeza

A forca de compressao das amoras foi medida com um analisador de
textura TA-TX2 Stable Micro Systems (Surrey, Inglaterra). Uma sonda cilindrica
(35 mm de diametro) comprimiu os frutos até 50% de sua altura com velocidade
de 2,5 mm/s, e o pardmetro considerado foi a forca maxima de compressao (N).

Os frutos foram analisados no inicio do experimento e até 20 dias. Sete
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repeticbes foram realizadas para cada tratamento (MENEGHEL, BENASSI,
YAMASHITA, 2008).

4.5.1.3 Sélidos soluveis

Foram determinados seguindo AOAC (Official methods of analysis,
1995) utilizando um refratdmetro Abbe (Carl Zeiss, modelo Abbe, Alemanha). As
medidas foram expressas em °Brix. Trés repeticoes foram realizadas para cada

tratamento.

4.5.1.4 pH e acidez titulavel

Os frutos foram macerados e homogeneizados para determinacdes de
pH e acidez titulavel, cinco frutos foram utilizados para cada teste, de acordo
com o procedimento do Instituto Adolfo Lutz (1976). A acidez titulavel foi
expressa em g de acido citrico/100 g de amostra. Os frutos foram analisados no
inicio do experimento até 20 dias. Trés repeticdes foram realizadas para cada

tratamento.

4.5.1.5 Conteldo de antocianinas

Foi determinado pelo método espectrofotométrico diferencial de pH
descrito por Fuleki e Francis (1968) e analisado em um espectrofotdmetro Fento
482 (Sao Paulo, Brasil), em A = 510 nm. O conteldo antocianina total foi
expresso em mg de antocianinas por 100 g de fruto. Os frutos foram analisados
no inicio do experimento até 20 dias. Foram realizadas duas repeticbes para

cada tratamento.

4.5.1.6 Ensaios microbiologicos

Microrganismos mesofilos e psicrotroficos, leveduras e bolores foram

determinados durante o armazenamento a 4 °C do fruto controle e com
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revestidos. Para cada determinacdo, amostras de 25 g foram maceradas com
250 mL de agua de peptona a 10 g/L. Diluicdes em série (101 a 10°) foram
preparadas a partir do homogeneizado com agua peptonada. Para as contagens
dos microrganismos mesdfilos e psicrotroficos, foi plaqueado 1 mL de cada
diluicho em PCA (agar de contagem de placas, Merck, Alemanha), as placas
foram incubadas a 37 °C por 2 dias e a 10 °C por 10 dias, respectivamente. Para
contagens de leveduras e bolores, foi plaqueado 1 mL de cada diluicAo em BDA
(agar batata dextrose, Merck, Alemanha), as placas foram incubadas a 25 °C por
5 dias. As contagens viaveis foram expressas como unidades formadoras de

colénia (UFC) por grama de fruto.

4.6 AVALIACAO SENSORIAL DOS FRUTOS DE AMORA-PRETA

Foi realizada um dia apds os frutos serem revestidos. Um fruto (10 g) de
cada tratamento foi servido para cada avaliador simultaneamente em pratos
descartaveis de plastico, codificado com numeros de trés digitos em ordem
aleatéria em cabines individuais. Agua potavel foi utilizada em temperatura
ambiente para limpar a boca, antes e entre as amostras.

Esse projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo
Seres Humanos da Universidade Estadual de Londrina (CEP N ° 1.827.884,
CAAE: 59936016.3.0000.5231). Os testes foram realizados em cabines
individuais com luz branca no Laboratério de Andalise Sensorial da Universidade
Estadual de Londrina.

4.6.1 Teste de Aceitacao

Foi aplicado para 100 avaliadores néo treinados, os atributos analisados
foram aparéncia, aroma, sabor, textura e aceitacdo global. Foi utilizada a escala
hedbnica estruturada de 9 pontos (9— gostei muitissimo; 5— nem gostei, nem
desgostei, 1— desgostei muitissimo) (MEILGARD et al., 2007).

Paralelamente, foi requerido a cada avaliador indicar sua intencdo de
compra usando a escala de 5 pontos (5— certamente compraria, 1- certamente
nao compraria) (Figura 6) (MEILGARD et al., 2007).
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Figura 6 - Ficha de teste afetivo para frutos de amora-preta com e sem o

revestimento comestivel.

Nome:

Vocé esta recebendo wés amostras de frutas (amoras). Por faver, avalie cada amosts
codificada. da esquerda para a diveita, e use a escala abaixo para indicar o quanto vocé
gostou ou desgostou de cads uma.

9- gostel muEnsSIMO

§- gostel runto

7- gostei moderadamente

6- gostei Ligeiramente

5-nem gostel nem desgostel

+4- desgzostel ligeiramente

3- desgostel moderadamente

2- desgostel muuto

1- desgostei mumnssmo
Amostras Aparencia Aroma Sabor Texrura Geral

Use a escala sbaixo para indicar sua intencdo de comypra

5- certamente comprana

4- provavelmente conprana

3- talvez comprasse, talvez ndo comprasse
2- provavelmente nio compraria

1- certamente nio compraria

Amostras Intengao de compra

4.7  ANALISE ESTATISTICA

Foi realizada no Software Statistica 7.0. As médias foram comparadas
pelo teste de Tukey em nivel de probabilidade de 5% (p <0,05).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados obtidos estdo apresentados na forma de artigos

cientificos (3), patentes (3) e capitulo de livro (1).

5.1- Artigo | publicado:

LWT - Food Science and Technology 116 (2019) 108502

Contents lists available at ScienceDirect

LWT - Food Science and Technology

journal homepage: www.elsevier.com/locate/lwt —

Evaluation of the prebiotic activities of edible starch films with the addition |

of nystose from Bacillus subtilis natto s

Gabrielly Terassi Bersaneti®, Sandra Garcia®, Suzana Mali®,
Maria Antonia Pedrine Colabone Celligoi™*

“ Department of Biochemistry and Biotechnology, Centre of Exact Science, Londrina State University, Parand, Brazil
* Department of Science and Food Technology, Centre of Agrarian Sciences, Londrina State University, Parand, Brazil

Highlights:

- Lactobacillus and Bifidobacterium were able to consume nystose as a carbon source.
- Acetic acid and lactic acid were produced by the probiotic strains using nystose.
- The addition of nystose increased the prebiotic potential of edible starch films.

- An edible starch-nystose film was able to retain the prebiotic activity of nystose.

Abstract

Edible films and coatings have attracted industrial interest due to the ability to increase
the shelf life of food products and the ability to contain bioactive ingredients to improve
the nutritional quality of food. In the current study, we evaluated the prebiotic activities
of nystose synthesized by levansucrase from Bacillus subtilis and evaluated edible starch-
nystose as the sole source of energy for Bifidobacterium and Lactobacillus strains. The
growth of the lactic acid bacteria and the formation of organic acids demonstrated that
nystose and the edible starch-nystose film showed a prebiotic effect. The edible starch-
nystose film may exhibit a prebiotic function in addition to the protective coating effect.
This biotechnology product demonstrates potential functional applications for the food
industry and may be used for coating fresh fruits and vegetables as well as for the addition
of the prebiotic nystose.

Keywords: Prebiotic activity; Cell viability; Fructooligosaccharides; Levansucrase;
Starch-nystose film.
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1. Introduction

Prebiotics are classified as nondigestible molecules arriving intact in the intestine
where they are fermented by the microbiota present in the colon; they stimulate the
growth of beneficial bacteria, such as Bifidobacterium and Lactobacillus.
Fructooligosaccharides (FOS) are prebiotics that affect the host by the growth of the
bacteria producing the short-chain fatty acids, which improves the overall health of the
individual (Mano et al., 2018; Hutkins et al., 2016; Gibson & Roberfroid, 1995). Silva,
Garcia, Baldo, & Celligoi (2016) confirmed the prebiotic potential of FOS on the growth
of probiotic bacteria (Lactobacillus casei, Lactobacillus paracasei and Lactobacillus

plantarum).
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FOS are oligosaccharides of fructose consisting of a glucose unit (G) connected to
fructosyl units (F) at position B-(2 —1); the main FOS types include 1-kestose (GF2),
nystose (GF3), 1-pB-fructofuranosyl nystose (GF4), and neoFOS (neokestose and
neonystose) (6G-FOS) with a B (2 —6) linkage between the fructose and sucrose glycosyl
units (Guio et al., 2012; Linde et al., 2012). FOS can be synthetized by levansucrase from
Bacillus subtilis natto with a high productivity, and FOS is an interesting functional
ingredient to be used in the food industry (Bersaneti, Pan, Baldo, & Celligoi, 2017)

Considering the increasing demand of consumers for healthy food, the functional
value of prebiotic sugars of FOS has gained attention, stimulating the incorporation of
FOS into different food products, such as cereal bars (Celligoi et al., 2014), fruit juice
beverages (Fonteles & Rodrigues, 2018), bakery products (Longoria-Garcia et al., 2018),
chocolates (Konar, Toker, Oba, & Sagdig 2016), dairy products (Costa et al., 2019) and
confectionery products. More recently, several researchers have studied the addition of
these oligosaccharides as functional ingredients with prebiotic activity in edible coatings
and films based on different biopolymers, such as starch (Tang et al., 2015; Bersaneti,
Mantovan, Magri, Mali, & Celligoi, 2016), alginate (Bambace, Alvarez, & Moreira
2019), hydroxypropyl methyl cellulose and other cellulose film formers (Schad & Van
Ness, 2013; Romano et al., 2014), and whey protein (Ramesh & Siddalingaiya, 2006).

In addition to being edible, starch films are low-cost, biodegradable, odorless,
tasteless, transparent and hydrophilic materials, which can act efficiently as polymeric
matrices for the incorporation of water-soluble FOS (Tang et al., 2015; Bersaneti et al.,
2016). However, one of the main challenges in the use of FOS as a functional ingredient
in edible films and other food products is the maintenance of their prebiotic activity after

being submitted to the different processing conditions, especially low pH and high
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temperatures (Huebner, Wehling, Parkhurst, & Hutkins, 2008; Vega & Zuniga-Hansen,
2015; Tang et al., 2015; Fonteles & Rodrigues, 2018).

In a previous study, Bersaneti et al. (2016) produced FOS (nystose: 1-kestose
80:20) from a fermentation process by Bacillus subtilis natto and employed them as
functional ingredients in edible starch films. They observed an increase in solubility and
a decrease in water vapor permeability of the films with FOS addition, and they reported
that FOS are promising ingredients for use in edible starch films.

The incorporation of a prebiotic, such as nystose in edible starch films, can be
considered a cost-effective alternative to be used in several applications in the food
industry because the polymeric matrix has a low cost, and this microbial FOS can be
obtained with high productivity (Bersaneti et al., 2017; Silva et al., 2016; Santos et al.,
2016), resulting in a higher added-value product.

The objective of this research was to evaluate the prebiotic activity of the nystose
synthesized by the levansucrase of Bacillus subtilis natto and of the edible starch films
with the addition of nystose to propose the development of a novel product with

functional properties for use in food protection.

2. Materials and methods

2.1 Microorganisms and media

Bacillus subtilis natto was maintained at 4 °C on medium as follows: 50 g/L
peptone, 30 g/L yeast extract and 20 g/L agar. The strain was isolated from fermented
soybeans, a Japanese food called “natto” at the Department of Biochemistry and
Biotechnology of the State University of Londrina (Brazil) and identified by Fundacéo

André Tosello (Campinas- Brazil). Lactobacillus casei LC-01 (Chr. Hansen®),
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Lactobacillus plantarum BG112 (Clerici-Sacco®), Lactobacillus acidophilus LA-5 (Chr.
Hansen®), Lactobacillus reuteri LR92 (Clerici-Sacco®) and Bifidobacterium animalis
subsp. lactis Bb12 (Chr. Hansen®) were kindly donated by the Department of Food
Science and Technology of State University of Londrina. Lyophilized probiotic strains

were maintained under refrigeration.

2.2 Inoculum preparation

B. subtilis natto was prepared by batch fermentation in culture medium as
follows: 100 g/L sucrose; 2 g/L yeast extract; 2 g/L KH2PO4; 1 g/L (NH4)2SO4; and 0.5
g/L MgSOs (7H20) (Calazans, Lima & Franc, 2000), and the inoculum was 0.2 g/L. The
biomass was determined by turbidimetry at A= 400 nm.

Lactobacillus and Bifidobacterium were activated in Man-Rogosa-Sharpe-MRS
broth (Man, Rogosa & Sharpe, 1960) with 20 g/L glucose at 37 °C. Bifidobacterium were
incubated under anaerobic conditions. The cell growth was determined by turbidimetry

at A= 600 nm and was correlated to the biomass curve in g/L. The inoculum was 1% (v/v).

2.3 Synthesis of nystose by levansucrase
First, levansucrase was produced by B. subtilis natto in 420.7 g/L sucrose at 150
rpm for 24 h (Bersaneti et al., 2017). The levansucrase activity was assayed by estimating
the reducing sugar as described by Ananthalakshmy & Gunasekaran (1999). The
supernatant was used as the source of the enzyme with an activity of 23.9 U/mL.
The nystose production medium was 200 mL sucrose solution (350 g/L) in
citrate buffer (0.1 M), pH 6.0 at 35 °C for 36 h with 50 mL of the enzyme source (sterilized
UV/2 h) (Bersaneti et al., 2017). Nystose was evaluated by high-performance liquid

chromatography (HPLC, RID-10A; Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan) coupled to a
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refractive index detector with an Aminex Carbohydrate HPX-87C (300 mm x 7.8 mm

Bio-Rad) column (Bersaneti et al., 2016).

2.3.1 Purification of nystose

Nystose was separated from the medium by 3 kDa membrane ultrafiltration
(Millipore Ultracel PL). The filtrate was precipitated with three volumes of 90 % (v/v)
cold ethanol, was dried at 70 °C, solubilized in distilled water, dialyzed for 24 h and
lyophilized (Bersaneti et al., 2016), then nystose was added to the edible films

formulations. Nystose accounted for 80 % of the lyophilized sample.

2.4 Edible starch film production

Edible films based on cassava starch were prepared by the casting method using
cassava starch provided by Yoki® Alimentos S.A. (Parana, Brazil), glycerol (plasticizer)
and nystose as a functional ingredient. Cassava starch (3 g/100 g filmogenic solution) and
glycerol (20 g/100 g solids) were directly mixed with distilled water and were maintained
at 95 °C for 10 min with manual shaking. After gelatinization, the starch solution was
cooled to approximately 50-60 °C and was mixed with the prebiotic powder, which was
easily solubilized; at this low temperature, the prebiotic activity of nystose can be retained
in the films. Nystose was added to the filmogenic solutions (10 g nystose/100 g solids),
and this concentration was standardized by Bersaneti et al. (2016) An edible starch film
(without nystose) was also produced employing the same conditions. Then, the
filmogenic solutions were poured onto circular acrylic plates (0.47 g filmogenic
solution/cm?), and they were dried (30 °C) in a ventilated oven (model TE-394-3; Tecnal,
Piracicaba, SP, Brazil) to a constant weight (for approximately 20 h); this resulted in films

that could be easily removed from the plates.
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2.5 Prebiotic activity of nystose and edible starch-nystose films

The films were powdered and sterilized in UV light for 2 h. The four following
treatments were prepared (50 mL): MRS broth with 20 g/L glucose (T1: positive control),
MRS broth with 20 g/L edible starch-nystose film (T2), MRS with 20 g/L edible starch
film (T3) and MRS with 20 g/L nystose (T4); each treatment was inoculated to a final
concentration of 1% of each inoculum: the strains of Lactobacillus (25 °C, 24 h, 70 rpm,
to increase the solubility of films) and Bifidobacterium (25 °C, 24 h under anaerobic
conditions). The fermentations were interrupted by centrifugation at 2000 x g for 15 min
at 15 °C. The prebiotic activity of the supernatant was evaluated by the biomass
production (g/L), final pH, organic acids (acetic and lactic) and cell viability (CFU/mL"
1). The experiments were run in triplicate.

After fermentation, serial dilution and subsequent plating in MRS-agar by the
pour-plate method, the cell viability was expressed as defined colony forming units
(CFU). Lactobacillus spp. were incubated at 37 °C for 48 h, and Bifidobacterium were
incubated at 37 °C for 48 h in anaerobic conditions. The prebiotic activity was determined

using Equation 1 (Silva et al., 2016).

Prebiotic activity=

[probioticlog CFU mL™! at 24 h — probioticlog CFU mL™1 at 0 h] (Eq. 1)

2.5.1 Quantification of organic acids

For the quantification of lactic and acetic acids, samples of the treatment
supernatants were filtered in a 0.45 um filter (Millipore), and 20 pl was injected into a
high-performance liquid chromatograph (HPLC) (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan)

equipped with an HPX-87H organic acid column Aminex 7.8x300 mm (Bio-Rad, CA,
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USA) (Silva et al., 2016). The mobile phase was 0.005 mol I"* H,SO4 solution pumped at
a rate of 0.7 mL min-1. The column was maintained at 60 °C. The peak elution profile
was monitored with a UV detector at a wavelength of 210 nm (Shimadzu Corporation,

Kyoto, Japan).

2.6 Statistical analysis
The statistical data analysis was performed using the Software Statistica 7.0. The
mean was compared by Tukey’s test at the 5 % probability level (p<0.05), using analysis

of variance in order to verify the sample differences.

3. Results and discussion

The prebiotic activity of nystose and edible starch-nystose films was evaluated in
vitro by investigating their growth promotion effects on the strains of Lactobacillus spp.
and Bifidobacterium spp. through analysis of their biomass production (g/L), final pH of
the fermentation media, the production of organic acids (acetic and lactic) and cell

viability (CFU/mL™).

3.1 Biomass production

Prebiotic activity was evaluated by biomass production, and the results are
presented in Table 1. The biomass values after 24 h of fermentation demonstrated that the
tested strains were grown in all the treatments. The Bifidobacterium strain demonstrated
a higher biomass production for edible starch-nystose films (T2) 0.38 g/L and nystose
(T4) 0.39 g/L than that for glucose (T1) 0.12 g/L and edible starch film (T3) 0.13 g/L

treatments (Table 1). Confirming that species of Bifidobacterium preferentially ferment
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disaccharides as lactose or oligosaccharides in relation to monosaccharides such as
glucose (Parche et al., 2006).

For L. casei and L. acidophilus, the biomass production reached 0.53 and 0.36
g/L and 0.94 and 0.51 g/L, respectively. These results are indicative of the prebiotic
activity of nystose and edible starch-nystose films. Especially, L. acidophilus strain
showed the highest biomass production for T1, T2 and T3 treatments (Table 1) being
more significant by the Tukey's test (p <0.05).

Lu, Yeung, & Yeung (2018) evaluated biomass production (24 h) in MRS broth
supplemented with 2% fructooligosaccharides; Lactobacillus spp. and Bifidobacterium
spp. reached 0.94 and 0.22 g/L, respectively, and had a dextrose standard of 1.54 g/L for
Lactobacillus spp. In this study glucose was used and we obtained better results with L.
plantarum, the biomass more significant by the Tukey's test (p <0.05) was 2.10 g/L,

followed by L. casei 1.55 g/L and L. reuteri 1.42 g/L.

Table 1 - Biomass production (g/L) using probiotic Bifidobacterium and
Lactobacillus strains at 25 °C for 24 h. Treatments T1: glucose, T2: edible starch-

nystose film, T3: edible starch film and T4: nystose.

T1 T2 T3 T4
Bifidobacterium BB12 0.12+0.01°®  0.38+0.03*°  0.13+0.03"® 0.39+0.01%®
L. acidophilus LA5 0.31+0.03%  0.94+0.01**  0.70+0.08°" 0.51+0.01°A
L. casei LC-01 1.55+0.04%®  0.53+0.01°®  0.74+0.13°A 0.36+0.02%
L. plantarum BG112 2.10+£0.02%A  0.28+0.02°°  0.31+0.02°® 0.19+0.02P
L. reuteri LR92 1.42+0.02*8  0.27+0.01°®  0.20+0.01%®  0.23+0.01°C

Values are represented as meanz standard deviation. Means followed by the same lowercase letter in the lines or capital letter in the

columns do not differ by Tukey’s test (p > 0.05)
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The consumption of sugars was similar for all treatments (approximately 10%),
except for L. casei and L. reuteri with glucose (T1), which had a consumption of
approximately 34% of the substrate. Valdés-Varela, Ruas-Madiedo, & Gueimonde (2017)
showed that six strains of Bifidobacterium spp. were able to consume commercial
fructooligosaccharides and stay metabolically active. In our study, the probiotic strains of
Lactobacillus and Bifidobacterium were able to consume and grow in medium containing
nystose synthesized by levansucrase from B. subtilis natto, which was also reported by
Selak et al. (2016) in their work where the strains Lactobacillus and Bifidobacterium that
are associated with the intestinal mucosa prefer to consume fructose and oligofructose as

substrates.

3.2  Final pH

The pH values were measured after 24 h of fermentation (Table 2). In broth with
glucose (T1), the samples showed a significant reduction (p <0.05) compared to that of
the other treatments that also showed pH reductions, remaining below the initial pH of
7.5, this was also reported by Valdés-Varela et al. (2017), who stressed that the pH values
in fermentation medium with fructooligosaccharides were higher than those with glucose
as the carbon source.

The pH values (Table 2) can be directly related to microbial growth by probiotic
strains, where in the treatment with glucose addition (T1) the strains L. casei, L.
plantarum and L. reuteri produced more biomass were the same presented higher pH
reduction reaching 4.46, 4.07 and 4.43 respectively. These strains grown better on glucose

and consequently produced more compounds that acidified the culture medium.
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In general, the strain that presented the high reduction in pH values for all
treatments was L. plantarum, these results corroborate with those found in biomass
production, with higher growth is capable of causing changes in pH values.

Tang et al. (2015) demonstrated that the prebiotic activity could have remained in
the maize starch films because there were interactions between fructooligosaccharides
and the starch matrix, so the prebiotics were not completely released. The results of the
final pH values for Lactobacillus and Bifidobacterium in the MRS broth with the films
(T2 and T3) were higher than those for the broth with nystose (T4). Lu et al. (2018)
analyzed the final pH of the fermentations with Lactobacillus spp. in MRS broth using
2% dextrose and 2% fructooligosaccharides. With dextrose, the pH reached 4.0, and with
fructooligosaccharides, it was 5.4; these results were similar to those obtained in our
study, where the pH in T1 (glucose medium) using Lactobacillus spp. strains remained at
approximately 4.5, and with nystose (T4), the pH value was approximately 6.5; this high

pH value could be due to a low lactic acid production (Table 2).

Table 2 — Final pH values of the fermentations at 25 °C for 24 h. Treatment T1: glucose,
T2: edible starch-nystose film, T3: edible starch film and T4: nystose

T1 T2 T3 T4

Bifidobacterium BB12  6.64+0.11%8 6.94+0.09°8 7.01+0.07°C  6.74+0.14%4
L. acidophilus LA5 6.3620.09%® 6.97+0.14®  6.64+0.08"® 7.12+0.08°®
L. casei LC-01 4.46+0.28°A 6.38+0.18" 6.69+0.15"® 6.58+0.15°A
L. plantarum BG112  4.07+0.03** 6.32+0.11°* 6.28+0.15°* 6.51+0.11°A
L. reuteri LR92 4.43+0.11%*  6.44+0.13"A 6.45+0.09°*8 6.63+0.13%*

Values are represented as meanz standard deviation. Means followed by the same lowercase letter in the lines or capital letter in

the columns do not differ by Tukey’s test (p < 0.05). Initial pH of the MRS broth: 7.5.



56

3.3 Organic acid production

Lactic acid bacteria produce mainly lactic and acetic acids that can be accumulated
in the fermentation medium depending on the uptake and rate of substrate consumption,
nutrient privation or exposure to stress conditions (Rios-Covian et al., 2016; Sanchez et
al., 2007).

Table 3 shows that lactic acid production is related to microbial growth and pH
reduction (Table 2), which directly influences the acidity of MRS broth. Strains that
showed little pH reduction consequently had lower lactic acid concentration and vice
versa. The production of lactic acid for L. acidophilus strains in the treatment with nystose
(T4) was 4.72 mmol / L (pH 7.12) and for Bifidobacterium of 4.37 mmol / L (pH 7.01)
with starch film (T3). Reduction of pH values as in glucose treatment (T1) lactic acid
yields were higher presenting significant differences (p <0.05). The strains produced
organic acids (Table 3) in medium with nystose (T4) and edible starch-nystose films (T2),
demonstrating their prebiotic capacity. Moens, Verce, & Vuyst (2017) supplemented the
MRS broth with inulin, and the fermentation was performed using a biculture of L.
paracasei and B. longum. The results presented a higher production of acetic acid and
values similar to the results using nystose in this work.

Acetic acid production was higher than the lactic acid production in nystose (T4)
and the edible starch-nystose films (T2) (Table 3). This result was also found for Moens
etal. (2017), and Shalini, Abinaya, Saranya, & Antony (2017) used prebiotics to describe
that acetic acid is a main metabolic end product and that its production depends on the
carbon source.

Researchers suggest that a metabolic change occurs for the production of acetate at
the expense of lactate, and lactate fermentation extracts only 2 ATP per glucose, while

mixed acid (acetate, formate and ethanol) fermentation produces 3 ATP per glucose,
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allowing cells to gain extra ATP. The mixed acid fermentation leads to low growth rates
and switches to lactate formation as the growth rate increases (Teusink & Molenaar,
2017).

The difference in the production of organic acids can also be related to the
fermentability of each microbial strain as well as to the fructooligosaccharide chain length
(Shalini et al., 2017). When organic acids are produced by probiotic bacteria, they can
stimulate the growth of colorectal mucosal cells, can retard mucosal atrophy and can
decrease the risk of a malignant transformation in the colon (Ningegowda & Gurudultt,

2012).

Table 3 — Concentration of organic acids (mmol/L) produced by probiotic strains in MRS
broth in 24 h at 25 °C. Treatment T1: glucose, T2: edible starch-nystose film, T3: edible
starch film and T4: nystose.

Lactic acid (mmol/L)

T1 T2 T3 T4
Bifidobacterium BB12 ~ 4.67+0.11°° 5.1620.15°C  4.37+0.17°C  8.55x0.12%A
L. acidophilus LA5 3.53+0.24% 4.6240.24°C  6.55%0.39%%  4,72+0.33°C
L. casei LC-01 71.5240.29°C 95240338 10.49+0.24°*  9.14+0.14°A
L. plantarum BG112 120.22+0.19%*  11.40+0.15"A  10.29+0,20°A  8.45+0.34%
L. reuteri LR92 78.72+0.13®®  11.56+0.26"®  10.63+0.20°A  7.57+0.47%

Acetic acid (mmol/L)

Bifidobacterium BB12 ~ 41.30+0.219C  54.53+0.23"A  44.62+0.24°°  61.62+0.28%
L. acidophilus LA5 30.61+0.24°F  44.20+0.26°°  55.74+0.20** 43.51+0.36°C
L. casei LC-01 39.48+0.40°®  3550+0.30°F  43.33+0.25°F  33.62+0.30%°

L. plantarum BG112
L. reuteri LR92

48.34+0.21%®
51.42+0.31P*

46.66+0.17°C
52.26+0.30%8

45.60+0.12°¢
52.45+0.25%

45.23+0.33®
43.61+0.46°C

Values are represented as meanz standard deviation. Means followed by the same lowercase letter in the lines or capital letter in the

columns do not differ by Tukey’s test (p < 0.05)
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3.4 Cell viability

All bacteria tested were able to metabolize the nystose (T4) and edible starch-
nystose films (T2), because the values of CFU mL™ presented in Table 4 were higher than
the initial concentration that was approximately 3.00 CFU mL™ for all treatments, except
for Bifidobacterium and L. acidophilus strains grown on glucose (T1) did not present
good cell viability.

Treatment with nystose (T4) obtained better results according to Tukey's test
(p<0.05). The cell viability was superior for the L. acidophilus (8.07 CFU mL™), L.
reuteri (10.87 CFU mL"1) and Bifidobacterium (7.71 CFU mL™) strains using edible
starch-nystose film (T2) being significant according to Tukey's test (p <0.05) (Table 4),
when compared to the cell viability with glucose (T1) reaching 3.02, 9.24 and 3.00 CFU
mL, respectively.

The cell viability of L. casei, L. plantarum and L. reuteri with glucose were similar
to the cell viability of those with nystose (T4); similar results were described in a previous
study carried out by our research group (Silva et al., 2016). The authors reported that
fructooligosaccharides (nystose) produced by same strain of Bacillus subtilis were as
good as glucose for the cell viability of probiotic strains, thus attesting their prebiotic
potential. In addition to the probiotic strains, the authors also used an Escherichia coli, a
pathogenic strain, and the results demonstrated that these enteric bacteria on FOS was

significantly smaller (p<0.05) compared to the growth on glucose.
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Table 4 - Counts of lactic acid bacteria from the Lactobacillus and Bifidobacterium
strains in 48 h incubation at 37 °C. Treatment: T1: glucose, T2: edible starch-nystose

film, T3: edible starch film and T4: nystose.

Counts [log (CFU mL™1)]

T1 T2 T3 T4

Bifidobacterium Bb12  3.00£0.00°® 7.71+0.168°C 5.2640.10°® 7.58+0.156°F
L. acidophilus LA5 3.02+0.06%€  8.07+0.07C  9.51+0.06"®  10.93+0.04%"
L. casei LC-01 9.69+0.03®  8.51+0.06°®  8.76+0.08°C  8.67+0.10°P
L. plantarum BG112  10.15+0.05** 8.79+0.02°®8  8.7+0.11°¢  10.11+0.01%
L. reuteri LR92 9.24+0.04°®  10.87+0.24** 10.37+0.06** 10.38+0.06**

Values are represented as meanz standard deviation. Means followed by the same lowercase letter in the lines or capital letter in the
columns do not differ by Tukey’s test (p < 0.05)

Valdés-Varela et al. (2017) studied the Bifidobacterium Bb12 strain and obtained
a high cell viability in glucose and fructooligosaccharide containing media, with no
significant difference. In this study, higher Bifidobacterium cell viability was observed in
T2 (7.71 CFU mL?) and T4 (7.58 CFU mL™), with an edible starch-nystose film and
nystose as the carbon sources, respectively. In T1 with glucose and T3 with edible starch
film, no good growth was observed, reaching 3.00 and 5.26 CFU mL™, respectively.
Bifidobacterium spp. prefer to consume disaccharides like lactose or oligosaccharides
instead of glucose (Parche et al., 2006); this can be observed by the high cellular viability
in the T2 and T4 treatments in this research.

The influence of nystose was studied with the strains of L. acidophilus and
Bifidobacterium and reached 7.75 and 5.31 CFU mL™, respectively, using a reactor
ecosystem for 72 h (Gmeiner et al., 2000). In the present work, the prebiotic potential of

nystose was demonstrated by the growing cells (T4) that reached 10.93 CFU mL™ and
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was demonstrated by the cells in the edible starch-nystose film (T2) that reached 8.07
CFU mL™ of L. acidophilus. For Bifidobacterium, the cell counts were 7.58 CFU mL? in
nystose (T4) and 7.71 CFU mL? in the edible starch-nystose film (T2). It is possible to
affirm that the nystose and edible starch-nystose films were used as a carbon source for
the growth of these probiotic bacteria, confirming their prebiotic potential and suggesting

possible applications as additives in the food industry.

4. Conclusion

The nystose and starch-nystose film can be used as prebiotics. In this study, it was
possible to demonstrate this by the cell growth of lactic acid bacteria and their organic
acid production. The daily consumption of functional foods can help with the overall food
consumption of the individual, and when ingested, it can improve the health and balance
of the intestinal microbiota in the individual. The nystose incorporation in edible starch
films can be considered a cost-effective alternative to be used in the food industry,
resulting in a higher added-value product that may be used for coating fresh fruits and

vegetables.
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Highlights
- Functional coating with protective effect for blackberry.

- Coating starch-nystose maintains the blackberry properties.

- Microbial count stayed in the range acceptable and safe for consumers.

- The functional coating presented acceptable sensory attributes.

Abstract
The use of fresh fruit coatings plays an important role in controlling the post-harvest shelf

life in blackberry (Rubus spp.). Thus, this work aimed to produce edible coatings from
cassava starch without and with the addition of nystose, a fructooligosaccharide with
prebiotic action, to improve the post-harvest quality of minimally processed fruits. The
physicochemical, microbiological and sensory aspects of the fruits at different storage
times were evaluated. The use of a prebiotic incorporated into edible coatings increased
the product shelf-life and enhanced the quality of blackberries stored for 20 days at 4 °C.
The starch and starch-nystose coatings resulted in fruits with higher firmness and high
anthocyanin contents, when compared to treatment without the coating, throughout
storage. Until the 7th day, the fruits also presented lower counts of psychrotrophic
microorganisms and yeasts and molds, the fruit starch-nystose coating was significantly
lower compared to other treatments. Sensory evaluation by the hedonic test showed that
the coated blackberries retained good acceptance and purchase intention. The prebiotic
film had a protective effect on the fruit, with good stability in anthocyanin content, and

could serve as an alternative for maintaining foods with a long shelf-life.

Keywords: Fruit; edible films; prebiotic; fructooligosaccharides; shelf-life.
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1.  Introduction

Edible films and coatings are fine layers of materials that provide a barrier
against moisture, oxygen and solute movement and extend the shelf life of the coated
product. These coatings can be applied to fruits and vegetables, where they are able to
control respiration and senescence like modified atmospheres, reducing deterioration
(Tanada & Grosso, 2005; Wilson et al., 2017).

Among the polymeric matrices used, cassava starch is a filmogenic material that
is low cost, easy to process, and widely available and can be employed in the development
of biodegradable films and coatings with various applications as a carrier for bioactive
compounds in foods (Basiak, Lenart, & Debeaufort, 2018).

The addition of flavorings, colorings and sweeteners improves the sensory
properties of films (Jiménez et al., 2012), and the incorporation of bioactive molecules as
antimicrobials, antioxidants (Hamedi et al., 2017), probiotic and/or prebiotic actions
(Bersaneti et al., 2016; Bambace, Alvarez, & Moreira, 2019) can improve functional the

quality of the product.
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Among the prebiotics, nystose is a tetrasaccharide formed by two fructose units
linked at the B-(2 —1) position of sucrose and is easy to obtain at high yields (Belghith
et al., 2012; Santos et al., 2016). In addition, when added to cassava starch films, it has
been shown to improve mechanical properties and maintain prebiotic activity.

Studies using edible films and coatings apply in perishable products such as
fruits, as quality and shelf life can be improved (Corato et al., 2019). The use of edible
films and coatings supplemented with compounds with prebiotic action on minimally
processed fruits has been reported only on apples (Roble et al. 2011) and blueberries
(Alvarez, Ponce and Moreira, 2018; Bambace, Alvarez, and Moreira, 2019).

Blackberry is a highly perishable fruit, with a shelf life limited by mass loss,
texture changes and microbiological deterioration, thus requiring careful post-harvest
storage (Antunes, Duarte Filho, & Souza, 2003; Antunes et al., 2014). Post-harvest fruit
decomposition can be controlled with fungicide application, but these products leave
residues that can affect the fruits sensory quality, besides causing adverse effects on the
consumer organism.

The use of prebiotic edible coatings on blackberry fruits can increase the shelf
life and add new properties as prebiotic activity, and maintain the known as antioxidant,
anticarcinogenic, vasodilatory and anticoagulant properties (Xie et al., 2017).

The use of techniques can increase fruit shelf life, without altering physical and
sensory characteristics, while positively impacting their nutritional properties is of great
importance in reducing post-harvest losses.

Researchers have developed edible coatings with other matrices to increase the
protective effect on the fruits. Yang et al. (2019) have used gum arabic/roselle extract
(Hibiscus sabdariffa L.) to coating blueberry. Robles-Flores et al. (2018) have used

proteins and gums from Cajanus cajan seed to be applied to strawberries. Ferreira, Molina
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and Pelissari (2019) with cassava starch and babassu flour to fruits of the Brazilian
cerrado.

Our previous research (Bersaneti et al, 2016; 2019) showed that the film edible
starch-nystose has prebiotic effect and can be used in coating fruits, adding functional
effect, in addition to the protective effect that the film has.

Therefore, this work proposes to develop a cassava starch coating with nystose
for minimally processed blackberry fruits to preserve post-harvest quality and to evaluate

sensory and purchase intention tests.

2. Materials and methods

2.1 Fruit

Blackberries (Rubus spp.) cv. Tupy were collected at a local plantation, 2018
harvest (Londrina, Brazil, Latitude: Longitude: 23 ° 17 ' 34 " South; 51° 10’ 24” West).
As non-climateric fruit, it was harvested at the complete maturation stage, presenting firm
pulp, reddish-black color and edible quality. The harvest was performed in the morning,
fruits that were uniform in size, free from physical damage and fungal infection were
selected. The fruits were sanitized in a solution of acetic acid 125 ppm for 30 min and

washed in tap water.

2.2 Preparation of coating solutions

Coating solutions were prepared by the casting method using cassava starch
provided by Yoki® Alimentos S.A. (Parana, Brazil), glycerol (Synth — Brazil) as
plasticizer and nystose as a functional ingredient. Nystose was produced by levansucrase

from Bacillus subtilis natto according to Bersaneti et al. (2017). Cassava starch (3 g/100
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g filmogenic solution) and glycerol (20 g/100 g solids) were directly mixed with distilled
water at 95 °C for 10 min with manual shaking. After gelatinization the starch solution
was cooled to 50-60 °C and was mixed with the nystose powder; at this low temperature,
the prebiotic activity of nystose was maintained in edible coatings (Bersaneti et al., 2019).
Nystose was added to the filmogenic solutions (10 g nystose/100 g solids), and this
concentration was standardized by Bersaneti et al. (2016). An edible starch film (without

nystose) was also produced employing the same conditions.

2.3 Coating of the fruits

Blackberries were immersed into room temperature (25 °C) coating solution for
1 min. The excess of coating material was allowed to drip off for 1 min. Treated
blackberries were air dried at room temperature for 3 h and 100 g of fruits were put in
polypropylene trays (4 x 10 cm) with hinged lid, stored at 4 + 1 °C for 20 days. The fruits
were submitted to three treatments: (T1) fruits control (uncoated), (T2) fruits with edible
starch coating and (T3) fruits with edible starch-nystose coating, were dried at room
temperature with the aid of mechanical ventilation. At each sampling day (0, 3, 7, 10, 15
and 20) five trays of the three treatments were used for the analysis, the control samples

(uncoated fruits) and coated samples were tested at same time.

2.4 Analysis of the fruits during storage
2.4.1 Weight loss (%)

A portion of 100 g of fruits was used to measure weight loss. The fruits were
weighted at the beginning of the experiment up to 20 days. The results were expressed as

percentage loss of initial weight. Two replicates were performed for each treatment.
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2.4.2 Firmness

The compression force of blackberries was measured with a texture analyzer
TA-TX2 Stable Micro Systems (Surrey, England). A cylindrical probe (35 mm of
diameter) which compressed the fruit up to 50% of its height with a crosshead speed of
2,5 mm/s, and the parameter considered was the maximum peak force at compression
(N). The fruits were analyzed at the beginning of the experiment up to 20 days. Seven
replicates were performed for each treatment, using one fruit at a time (Meneghel,

Benassi, & Yamashita, 2008).

2.4.3 Soluble solids

Soluble solids content was determined by AOAC (1995) procedure with an Abbe
refractometer (Carl Zeiss, model Abbe, Germany). Measurements were expressed in
“Brix. The fruits were analyzed up to 20 days. Three replicates were performed for each

treatment.

2.4.4 pH and Titratable Acidity

The fruits were macerated to obtain homogenates for pH and titratable acidity
determinations, five fruits were used for each test, according to the Institute Adolfo Lutz
procedure (1976). Titratable acidity was expressed in g citric acid /100 g of sample. The
fruits were analyzed at the beginning of the experiment up to 20 days. Three replicates

were performed for each treatment.

2.4.5 Anthocyanins content
The anthocyanins content was determined by the spectrophotometric method of

pH differential method according to the Fuleki & Francis (1968), and analyzed on a Fento
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482 spectrophotometer (Sao Paulo, Brazil), at A= 510 nm. Total anthocyanin content was
expressed in mg of anthocyanins per 100 g of fruit. The fruits were analyzed at the
beginning of the experiment up to 20 days. Two replicates were performed for each

treatment.

2.4.6 Microbiological assays

Mesophilic and psychrotrophic microorganisms, yeasts and molds were
determined during storage in control and coated samples. For each determination,
samples of 25 g were macerated with 225 mL of 10 g/L peptone water. Serial dilutions
(10 to 10°°) were prepared from the homogenate with peptone water. For mesophilic and
psychrotrophic microorganism counts, 1 mL of each dilution was plated in PCA (plate
count agar, Merck, Germany), and the plates were incubated at 37 “C for 2 days and at
10 °C for 10 days respectively. For yeast and mold counts, 1 mL of each dilution was
plated in PDA (potato dextrose agar, Merck, Germany), and the plates were incubated at
25 °C for 5 days. Viable counts were expressed as log colony-forming units (CFU) per

gram of fruit.

2.5 Sensory evaluation

The sensorial analysis of the fruits was carried out one day after being coated,
the fruits were prepared according to good food handling practices. For evaluation, one
fruit (10 g) of each treatment was served in disposable white plastic dishes coded with
random three-digit numbers. The samples were presented simultaneously and in random
order to the evaluators. Drinking water was used at room temperature to clean the mouth,

before and between the tests.
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The project was approved by the Research Ethics Committee Involving Human
beings by the State University of Londrina (CEP N° 1.827.884, CAAE:
59936016.3.0000.5231). The tests were performed in individual cabins with special
daylight lighting in the Laboratory of Sensory Analysis at the State University of

Londrina.

2.5.1 Acceptance test

Acceptance test was applied by 100 untrained evaluators, the analyzed attributes
were appearance, aroma, flavor, texture, and global acceptance. It was used structured 9-
point hedonic scale (from 9- extremely like; 5- neither like nor dislike, to 1- extremely
dislike) (Meilgard et al., 2007).

In parallel, each evaluators was required to evaluate the purchase intention for
the using the 5-point scale (5- certainly buy, 1- certainly would not buy) (Meilgard et al.,

2007).

2.7 Statistical analysis

Data were analyzed using the Analysis of Variance (ANOVA) in Software
Statistica 7.0. The significance of the differences among treatment and differences of
treatment within each times, were tested by comparing means was detected by Tukey's
test at the level of p<0.05. Graphic presentation of the data was prepared by Microsoft

Excel.

3. Results and Discussion
The attributes of post-harvest quality and sensory evaluation were studied in

blackberry fruits without (control) and with starch and starch-nystose coatings to preserve
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the texture and nutritional value of the fruit, increase the shelf life and verify the

acceptance of the product by sensory tests.

3.1 Weight loss (%)

As shown in Figure 1, the weight losses were 2.70% (T1), 2.40% (T2) and 2.15%
(T3) at 20 days of storage at 4 °C. Uncoated fruits showed significantly higher weight
loss (p < 0.05) than coated fruits, indicating that coating prevented weight loss. This loss
was smaller than that observed by Meneghel, Benassi, & Yamashita (2008), who used
blackberry fruits (cultivar Comanche) coated with sodium alginate and sorbates and
stored at 0 °C, where the loss was 14.0% after 18 days. Oliveira, Kwiatkowski, &
Clemente (2013) observed weight loss values between 5 and 30% in blackberry fruits

coated with polymeric cassava starch matrix and kefir grains stored at 10 °C for 12 days.

Figure 1. Effect of coating on weight loss of blackberries stored at 4 °C. Treatment T1:

control (without coating), T2: with edible starch coating, T3: with edible starch-nystose

coating.
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Different letters (lowercase: amongst different treatments for the same time; capital: amongst
different times for the same treatment) indicate statistically significant differences by Tukey’s
test (p<0.05). Bars represent the mean standard error.
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In blackberries coated with polymeric chitosan matrix, Oliveira et al. (2014)
observed that the higher the storage temperature, the greater the weight loss. When stored
at 0 °C, the weight loss was 4% in 18 days, and at 10 °C, the weight loss was
approximately 22%. Pérez-Gallardo et al. (2015) observed that the weight loss of
uncoated blackberries stored at 4 'C was 7.6%, while fruits coated with a starch-beeswax
matrix presented higher values (9.72 — 11.55%), which was attributed to the stress caused

to fruits by the coating application.

3.2 Firmness

The firmness of fruit at the beginning of the experiment it was approximately
7.5 N and decreased with storage time, reducing by 55% (3.4 N), 51% (3.8 N), and 45%
(4.2 N)in T1, T2 and T3, respectively, at 20 days of storage. Notably, from the 7th day
of storage, the coated fruits (T2 and T3) were firmer than the uncoated fruits, regardless
of the addition of nystose, indicating that the addition of the prebiotic did not interfere
with this fruit property when coated. It can be observed that uncoated blackberries showed
a higher softening than coated ones, possibly indicating that the use of edible coatings

affected the fruit senescence, reducing the respiration rate and other metabolic activities.
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Figure 2. Effect of coating on firmness of blackberries stored at 4 °C. Treatment T1:

control (without coating), T2: with edible starch coating, T3: with edible starch-nystose

coating.
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Different letters (lowercase: amongst different treatments for the same time; capital: amongst
different times for the same treatment) indicate statistically significant differences by Tukey’s

test (p<0.05). Bars represent the mean standard error.

Meneghel, Benassi, and Yamashita (2008) observed that the use of alginate-
sorbate coatings did not affect the firmness of blackberries stored at 0 °C for 18 days.
Similarly, Oliveira et al. (2014) observed that the use of chitosan or starch coatings did
not affect the firmness of blackberries, as the firmness of uncoated and coated fruits
decreased along with the increase of days, reaching values close to 3.0 N after 18 days of
storage at 10 °C, which has been reported as an inadequate value for consumption. In this
study, the firmness values were higher after 20 days of storage, with values of 3.85 and
4.25 N for T2 and T3 coatings.

Bambace, Alvarez, and Moreira (2019) verified that the firmness of blueberries
coated with sodium alginate plus inulin and oligofructose, known to be prebiotic

compounds, was not affected using the coatings.
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Blackberry fruits are fragile and can suffer mechanical damage from harvesting
to processing (Meneghel, Benassi and Yamashita, 2008). Thus, the addition of coatings
can be beneficial in maintaining fruit texture and quality, as shown in this paper.

The texture loss that occurs during storage of fruits can be related to several
factors, including dehydration and metabolic changes. Of the metabolic events that
contribute to softening in fruits, the main factors in texture loss are the solubilization and
depolymerization of the polysaccharides from cell wall, mainly pectin, hemicellulose and
cellulose, which are responsible for the alteration of cell wall structure during ripening-

related loss of firmness (Goulao and Oliveira, 2008; Mali and Grossmann, 2003).

3.3 Soluble solids

The Figure 3 shows that the average soluble solids contents for treatments T1,
T2 and T3 were within an acceptable range, remaining between 7 and 10 °Brix (Antunes,
2002). Over time, a decrease in soluble solids values was observed, with the lowest values
obtained after 10 days for coated blackberries and showing no significant differences
(p>0.05) throughout the storage period (Figure 3). This parameter is related to respiratory
rate and reducing sugar content of fruits (Silva et al., 2017).

Meneghel, Benassi, and Yamashita (2008) observed that the use of alginate-
sorbate coatings did not significantly affect the soluble solids content of blackberries
stored at 0 °C; they reported mean values of 8.1 °Brix during the 18 days of storage, values

close to those obtained in this work.
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Figure 3. Effect of coating on soluble solids content of blackberries stored at 4 °C.
Treatment T1: control (without coating), T2: with edible starch coating, T3: with edible

starch-nystose coating.
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Different letters (lowercase: amongst different treatments for the same time; capital: amongst
different times for the same treatment) indicate statistically significant differences by Tukey’s
test (p<0.05). Bars represent the mean standard error.

Oliveira et al. (2014) studied blackberry fruits coated with cassava starch and
chitosan film and observed that the soluble solids content was not affected by the presence
of the coatings when the fruits were stored at 0 °C for 18 days, but in the fruits stored at
10 °C, the soluble solids content tended to decrease. This decrease in soluble solids
content can be associated with increased storage temperature, which may have led to the
degradation of some fruit carbohydrates or the growth of microorganisms capable of
consuming free sugars.

Guerreiro et al. (2015) reported that the soluble solids content in strawberries
stored at 0.5 °C for 14 days was not significantly affected by the use of alginate and

pectin-based coatings, indicating that the coatings do not contribute to the reduction of
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soluble solids, which are affected by temperature variations and decomposition by

microorganisms.

3.4 pH and Titratable Acidity

The pH values of the fruits changed little during the 20 days of storage at 4 °C,
remaining at 3.5 for all treatments. These values are consistent with the pH values
observed for uncoated blackberries and those coated with biodegradable matrices starch
or chitosan (Oliveira, Kwiatkowski, & Clemente 2013; Oliveira et al. 2014).

In turn, Antunes, Duarte Filho and Souza (2003) observed a tendency for pH to
increase in blackberries coated with starch matrix and kefir grains during 12 days of
storage at 10 °C, with values that changed from 3.59 to 4.09 for fruits of the Comanche
cultivar. The authors attributed this pH increase to the fruit maturation process, which
leads to a decrease in its acidity.

The titratable acidity was expressed in g of citric acid per 100 g of the fruit,
reaching an average of 1 g of citric acid/100 g for all treatments. This value remained
constant through 15 days of storage at 4 °C. However, after 15 days, there was a small
increase in citric acid concentration, but there were no significant differences (p>0.05)
between T1 and T3, with only a difference for T2 on the 10th day of the experiment, and
the final value was statistically equal with the start of the test.

This behavior was also described by Antunes, Duarte Filho, & Souza (2003) in
blackberry fruits (cultivar Comanche), where the concentration of citric acid increased at
the end of storage. Similar results were described by CIA et al. (2003) using blackberry

fruits from the Guarani and Caingangue cultivars.
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3.5 Anthocyanin content

The initial anthocyanin content was approximately 38.0 mg/100 g of fruits for
all treatments. Within 20 days of storage, the values reached 24.8 mg/100 g (T1), 30.4
mg/100 g (T2) and 32.9 mg/100 g (T3) (Figure 4). The decrease in anthocyanin content
in coated blackberry fruits can be attributed to the stress caused to the fruits with the
application of coatings (Pérez-Gallardo et al., 2015).

Uncoated fruits presented lower anthocyanin values (p<0.05) than coated fruits
from the 7th day of storage. The coatings must have reduced the metabolic activity of the
fruits, resulting in higher anthocyanin contents (Meneghel, Benassi, and Yamashita,
2008). The anthocyanin values found in this study are in agreement with the results
obtained from the literature (Meneghel, Benassi, and Yamashita, 2008; Jacques et al;

2009; Oliveira et al., 2013; Souza et al., 2018).

Figure 4. Effect of coating on total anthocyanin content of blackberries stored at 4 “C.
Treatment T1: control (without coating), T2: with edible starch coating, T3: with edible

starch-nystose coating.
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Different letters (lowercase: amongst different treatments for the same time; capital: amongst
different times for the same treatment) indicate statistically significant differences by Tukey’s
test (p<0.05). Bars represent the mean standard error.

The use of coatings may cause decreased oxygen and increased CO>
accumulation in fruits, which can result, respectively, in a decrease in anthocyanin
synthesis and an increase in the oxidation of phenolic compounds by enzymatic reactions
involving polyphenol oxidase and peroxidase (Pérez-Gallardo et al., 2015).

Several factors may contribute to the anthocyanin degradation in fruits, such as
the presence of sugars that can accelerate the darkening process and the pH, which can
result in greater stability if the pH is between 1.0 and 3.5 (Aradjo, 2006), values close to

those observed to the fruits in this study.

3.6 Microbiological assays

The mesophilic and psychrotrophic microorganism and yeast and mold counts
in treatments T1, T2 and T3 over 20 days of storage are shown in Table 1. The mesophilic
microorganism counts decreased significantly for all treatments during cold storage
(p<0.05), which was certainly linked to the fruit storage temperature.

After the 7th day of storage (Table 1), the counts of psychrotrophic
microorganisms, yeasts and molds were lower for T3 (edible starch-nystose coating), but
from the 15th day, the control fruits (T1) had significantly lower counts (p<0.05) in
relation to the coated fruits (T2 and T3).

Contamination was verified in all treatments, but the coated fruits (T2 and T3)
were submitted to a larger number of steps until the final processing, which may have
caused physiological stress, inducing damage to the product surface and removing the

natural protections from the peel, such as waxes and antimicrobial compounds, rendering



82

the product more susceptible to microorganism development (Meneghel, Benassi, and
Yamashita, 2008).

The microbial count determines the shelf life of fruits, with counts up to 10°
UFC/g of fruit being acceptable, thus ensuring consumers of the fruits’ microbiological
safety (Legnani and Leoni, 2004; Nzfsa, 2005). The counts of psychrotrophic
microorganisms, yeast and mold reached 10° UFC/g of fruit within 10 days of storage at
4 °C; after this period, the counts were 10° UFC/g of fruit. For mesophilic
microorganisms, the count was 103 UFC/g of fruit in end of the experiment (Table 1);
therefore, all treatments resulted in recommended microbial counts equal to or less than

108 UFC/qg of fruit within 20 days.
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Table 1. Mesophilic, psychrotrophic and yeast and mold count in fruit control of coated blackberries. Treatment T1: control (without coating),

T2: with edible starch coating, T3: with edible starch-nystose coating.

storage time at 4 °C in days

Parameter samples 0 3 7 10 15 20

mesophilic microorganisms T1 3.44+0.13®A  3.85+0.03*"B  3.16+0.07°°A 2.63+0.30%®  2.86+0.08°®  2.20+0.17°B
(log CFU/qg fruit) T2 3.48+0.06°®  4.28+0.03**  3.10+0.05°A  3.24+0.14°4  3.64+0.06""  2.60+0.01%%
T3 3.41+0.06*  3.47+0.33%®  2.02+0.03°®  2.69+0.09°®  2.46x0.15°C  2.40+0.17°°AB

psychrotrophic microorganisms ~ T1 4.64+0.019  4.38+0.43%®  6.37+0.04°A  6.85+0.05°F  7.73+0.1228  7.22+40.11%C
(log CFU/qg fruit) T2 4.30+£0.02°®8  5.18+0.03%"  5.78+0.06°® 6.90+0.01°"®  8.44+0.03**  8.51+0.08*

T3 4.21+0.03¢  4.73+0.24°A®  535+0.03%C  6.96+0.04°*  8.32+0.10**  7.89+0.14®

yeasts and molds T1 3.53+0.20™  4.64+0.02°®  5.89+0.019®  7.31+0.04°A  7.78+0.08°C  6.75+0.27°B

(log CFU/qg fruit) T2 4.40+0.03"*  5.28+0.06°4  6.01+0.03%*  7.16+0.02°®  8.50+0.04*A  7.49+0.10°A

T3 4.13+0.04"™  452+0.03°C  5.37+0.029¢  7.28+0.05°*  8.27+0.01®  7.69+0.27°A

Values are represented as meanz standard deviation. Means followed by the same lowercase letter in the lines or capital letter in the columns do not differ by Tukey’s

test (p<0.05)
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Other studies also verified microbial contamination in minimally processed
fruits, and the results indicated high microbial counts for psychrotrophic microorganisms,
yeast and mold when using edible coatings compared to control, with similar sampling
times (Meneghel, Benassi, and Yamashita, 2008; Narsaiah et al., 2014; Guerreiro et al.,

2015; Bambace, Alvarez, and Moreira, 2019).

3.7 Sensory evaluation

The hedonic notes attributed to the appearance, aroma, flavor and texture for the
three treatments (T1, T2 and T3) did not show significant differences (p>0.05) (Table 2),
indicating that the edible films with starch and starch-nystose did not influence the degree
of appreciation of these attributes in the fruit. In terms of global acceptance, the averages
were approximately 7.0 on a scale from 0 to 9, which were approved by the judges,
indicating that the coated fruits were well accepted.

The judges were also asked whether they would buy the products with edible
coatings. The average scores are shown in Table 2; the coated fruits showed no significant
differences (p>0.05) when compared to control fruits without coating.

Alvarez, Ponce, & Moreira (2018) studied the parameters of sensory quality and
acceptability of minimally processed fruits with the addition of apple and orange fibers,
inulin and oligofructose in a chitosan coating for blueberry fruits. After coating the fruits,
the sensory analysis was applied, and the results also showed no significant differences
(p>0.05) between the treatments. According to Bambace, Alvarez, & Moreira (2019), the
addition of prebiotic fibers in edible coatings in blueberries also did not affect any of the

sensory attributes studied.
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Table 2. Acceptability and purchase intention coated blackberry fruits stored at room
temperature at the beginning of the experiment. Treatment T1: control (without coating),

T2: with edible starch film, T3: with edible starch-nystose film.

Treatments
Attributes T1 T2 T3

L Appearance 7.7+1.42 7.5+1.32 7.5+1.52
LAroma 6.6+1.5? 6.7+1.42 6.7+1.52
Flavor 6.9+1.72 6.6+1.92 6.7+1.92
Texture 7.3+1.52 7.0+1.8? 7.0+1.8¢2

a a a
1Global Acceptance 7.2+1.3 7.0+£1.5 7.0£15
2pyrchase intention 4.0+1.02 3.6+1.12 3.7+1.12

Values are represented as meant standard deviation. Means followed by the same
lowercase letter in the lines do not differ by Tukey’s test (p > 0.05)

*hedonic scale: 9= liked extremely and 1 = disliked extremely; 2scale: 5 = certainly buy
and 1 = certainly would not buy.

The coating described here with the addition of nystose can be classified as a
functional food, being new biotechnological product that carries prebiotic properties,
showing promise in a market where consumers seek health and well-being. In this
research, in addition to the protective effect, the starch-nystose coating added the

prebiotic property described by Bersaneti et al. (2019).

4. Conclusion

Considering the overall quality analysis presented here, starch-nystose films may
be a viable alternative for blackberry fruit coating. Minimally processed fruit and fruit
ready for consumption with the addition of coatings showed no significant differences in

sensory acceptability compared to uncoated controls. The use of starch and starch-nystose
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coatings resulted in fruits with greater firmness and higher anthocyanin contents over 20
days of storage. Thus, blackberries coated with starch films plus nystose may be a viable
and promising alternative for consuming bioactive compounds, which improve the health

of consumers who are currently looking for multifunctional products.
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5.3 ARTIGO DE REVISAO I

Titulo: Immobilization of levansucrase: strategies and biotechnological applications.
Autores: Gabrielly Terassi Bersaneti, Cristiani Baldo e Maria Antonia Pedrine Colabone
Celligoi

Publicado em: Journal of the Chilean Chemical Society, 2019.

DOI: 10.4067/s0717-97072019000104377
Link:https://scielo.conicyt.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S07179707201900010
4377

Resumo: Immobilization is an excellent tool for enzymatic stabilization, improving the
biocatalytic processes, allowing the reuse of the enzyme and promoting an easier
separation of the molecule of interest. Currently, new enzymatic bonding processes are
arising on solid supports, based on classical immobilization methods. Amongst the
supports used, chitosan is a polysaccharide that offers a unique set of characteristics, as
biocompatibility, biodegradability, non-toxicity and antibacterial properties. Thus, many
enzymes has being immobilized on this support, including levansucrase, that is able to
synthesize levan and fructooligosaccharides, two important biomolecules which have
beneficial health properties. These review present different methods of immobilization
(physical adsorption, entrapment, crosslinking and covalent bonding) for
fructosyltransferases, as well as different immobilization matrices that can be applied in
biotechnological processes. However, studies are still needed in order to adopt efficient
immobilization techniques, in which the biocatalyst remains more stable, in order to
become the process attractive to the industrial sector.

Key words: Applications, enzymatic immobilization, levansucrase, supports.
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5.4 PATENTE |

Titulo: “Sintese de fruto-oligossacarideos pela levanasacarase de Bacillus subtilis natto

imobilizada em quitosana”

Autores: Maria Antonia Pedrine Colabone Celligoi, Gabrielly Terassi Bersaneti, Nicole

Caldas Pan, Marcos Roberto de Oliveira.
Protocolada em: 09/ 08/ 2017 (processo BR 10 2017 017067 5)

Resumo: A presente invencéo refere-se a imobilizacdo da levanasacarase de Bacillus
subtilis natto para sintese de fruto-oligossacarideos, classificado como prebiético e que
podem ser incorporados em alimentos. Esta invencdo apresenta elevada importancia
industrial, pois, utilizando enzimas imobilizadas, ha reducdo de tempo e custos devido a
reutilizacdo do suporte. Apresenta-se um processo relevante, principalmente no setor
alimenticio, visando o desenvolvimento de produtos promissores a satude humana como
os fruto-oligossacarideos, que apresentam alto valor nutricional, além de contribuir na

melhoria da qualidade de vida da populacdo que busca por alimentos mais saudaveis.



95

5.5 PATENTE Il

Titulo: “Processo de producdo enzimatica de exopolissacarideos de Bacillus subtilis natto

com propriedades cosmetoldgica”
Autores: Maria Antonia Pedrine Colabone Celligoi, Gabrielly Terassi Bersaneti.
Protocolada em: 03/ 04/ 2019 (processo BR 10 2019 006739 0)

Resumo: A presente invencdo descreve o0 processo de producdo dos exopolissacarideos
por sintese enzimatica, usando a levanasacarase de Bacillus subtilis natto. Esse
microrganismo € reconhecido como seguro a saude humana e animal (GRAS). Os
exopolissacarideos foram sintetizados em meio de sacarose comercial, separados por
precipitacdo com etanol, dialisados e liofilizados. Depois foram testados quanto as suas
propriedades cosmetoldgicas de atividade antioxidante e de hidratacdo. A producdo do
exopolissacarideo foi elevada, atingindo 101,4 gL%, esse foi caracterizado como frutana
(composto por unidades de frutose). Apresentou propriedade antioxidante com valor de
29,7%, na menor concentracdo de exopolissacarideo testado (0,05 mg/mL) e a capacidade
de retencdo de umidade (hidratacdo) foi de 97,7%. Os exopolissacarideos sintetizados
pela levanasacarase apresentaram altas produgbes e excelentes propriedades
cosmetoldgicas. Com esses resultados é possivel concluir, que essa biomolécula, pode ser
promissora no segmento da industria de cosmético, melhorando a salde da pele, pela

prevencdo do envelhecimento e apresentando um alto poder de hidratacao.
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5.6 PATENTE I

Titulo: “Biocosmético facial com propriedades antioxidantes pela adicdo de levana

produzida pela levanasacarase de uma espécie de Bacillus”

Autores: Maria Antonia Pedrine Colabone Celligoi, Audrey Alessandra Stinghen Garcia
Lonni, Gabrielly Terassi Bersaneti, Julia Klarosk Helenas, Raquel Emi Suwa, Isabela
Pontes de Andrade.

Protocolada em: 25/ 09/ 2018 (processo BR 10 2018 069609 2)

Resumo: A presente invengdo destaca o desenvolvimento de uma formulacéo
biocosmeética facial, com incorporacdo da levana sintetizada pela enzima levanasacarase,
de uma espécie de Bacillus, este é um polissacarideo reconhecido como seguro a saude
humana (GRAS). A levana foi sintetizada por via enzimatica em meio de sacarose e
separada pela precipitacdo com etanol, dialisada e liofilizada para ser aplicada nas
formulacGes cosméticas. Foram desenvolvidas 3 (trés) formulagdes, a base, padrdo e com
levana. A formulacdo cosmética com a adicdo de levana apresentou alta atividade
antioxidante, sendo 3,6 vezes maior do que a atividade da formulacdo base. O
biocosmético permaneceu estavel por 15 dias e a espalhabilidade do produto aumentou
com a adicdo de levana. Assim, este produto pode ser promissor no segmento da industria
de cosmético por ter acdo antioxidante comprovada, prevenindo o envelhecimento e

melhorando a salude da pele.
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5.7 CAPITULO DE LIVRO

Titulo do livro: A producdo do conhecimento nas ciéncias biologicas
Titulo do capitulo: Producéo de levana e sua aplicagdo em cosméticos

Autores: Reginara Teixeira da Silva, Gabrielly Terassi Bersaneti, Audrey Alesandra
Stinghen Garcia Lonni e Maria Antonia Pedrine Colabone Celligoi

Publicado em: Atena Editora, 2019.
DOI: 10.22533/at.ed.7911925044

Link: https://www.atenaeditora.com.br/wp-content/uploads/2019/04/E-book-A-
Producao-do-Conhecimento-nas-Ciencias-Biologicas.pdf

Resumo: Atualmente, o Brasil ocupa a 42 posi¢do no ranking mundial no consumo de
cosméticos o que demonstra a grande procura por produtos principalmente os formulados
com ingredientes bioativos, que ndo tragam danos ao meio ambiente e que confiram
efeitos benéficos a salide da pele dos consumidores. Com o surgimento de novas matérias-
primas a levana é uma biomolécula que tem sido estuda, por apresentar propriedades
industrialmente importantes, como capacidade de retencdo de 4agua, atividade
antioxidante, anti-inflamatoria, além de poder ser aplicada como estabilizante e
espessante, 0 que a torna gradativamente competitiva quando comparada com moléculas
sintéticas. A levana é um exopolissacarideo de frutose produzida com substratos de baixo
custo e apresenta aplicacBes industriais nos setores de cosméticos, farmacéutico,
nanotecnologia, alimentos, entre outros. Sendo assim, o objetivo desta revisao é descrever

a producdo microbiana do polissacarideo levana e a inovacgdo de aplicagdo em cosméticos.
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CONCLUSOES

¢ A melhor producéo de nistose foi de 58,2 g/L por sintese enzimatica com a

levanasacarase de Bacillus subtilis natto.

¢ O revestimento comestivel foi desenvolvido com 10% de nistose, pois esta

concentracdo melhorou as suas propriedades mecanicas.

e O revestimento amido-nistose apresentou efeito prebiotico comprovado pelo
crescimento dos Lactobacillus, Bifidobacterium e bem como a formacéao de

acidos organicos latico e acetico.

e Os frutos de amora-preta revestidos com filmes de amido-nistose
apresentaram menor perda de peso, maior firmeza e mantiveram altos teores

de antocianinas em aproximadamente 15 dias de armazenamento.

e Até o 7° dia os frutos revestidos apresentaram menor contagem de mesofilos,

psicrotroficos, bolores e leveduras.

e A avaliacdo sensorial demonstrou que as amoras-pretas revestidas néo
apresentaram diferencas significativas com o controle (sem revestimento) e

obtiveram boa aceitacéo e intencdo de compra pelos avaliadores.

e O desenvolvimento de um produto biotecnolégico, como o revestimento de
amido-nistose apresenta propriedades funcionais e pode ser aplicado na
industria de alimentos por aumentar a validade do produto além de agregar

propriedades funcionais como acao prebidtica.
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