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Resumo

O consumo de frutas vem crescendo no mercado nacional e internacional, o que esta
relacionado ao sabor, as preferéncias pessoais e com mudan¢as no comportamento
do consumidor, que se preocupa cada vez mais com a saude, 0 que promove um
aumento na demanda de produtos naturais, de alto valor nutritivo. Um grupo de
alimentos que também vem ganhando mercado no Brasil s&do os alimentos
probidticos. O leite é a principal matriz alimenticia utilizada como veiculo para estes
micro-organismos € o desenvolvimento de alimentos probidticos de origem nao
lactea € uma opcgao atrativa diante do crescente numero de consumidores
vegetarianos, da intolerancia a lactose, e do colesterol presente nos laticinios. Este
trabalho teve o objetivo de desenvolver um suco de banana em pé e utiliza-lo como
veiculo para o micro-organimo probiotico Lactobacillus acidophilus. Uma mistura de
puré de banana, maltodextrina, antiumectante e solucdo de L. acidophilus foi
liofilizada, triturada e armazenada por 90 dias a 5, 25 e 35° C. A viabilidade do micro-
organismo foi acompanhada durante a vida de prateleira a cada sete dias. Realizou-
se também determinacao da atividade de agua, umidade, pH, acidez, aclUcares totais
e redutores e 4cido ascorbico a fim de entender as relagdes entre a sobrevivéncia do
L. acidophilus e os parametros fisico-quimicos do produto. Realizou-se testes in vitro
a fim de verificar a tolerancia do micro-organismo frente a simulagéo gastro-intestinal,
no tempo zero (apds a liofilizacdo) e com 90 dias de armazenamento a 5° C. Além
disso, fez-se a caracterizacdo das propriedades fisicas do suco em pd e das
caracteristicas fisico-quimicas do puré de banana utilizado. Na temperatura de
armazenamento de 5° C as contagens mantiveram-se na ordem de 10° UFC.mL",
nao havendo diferenga significativa (p>0,05) a partir do 14° dia de prateleira.
Enquanto a 25 e 35° C a viabilidade reduziu gradualmente e ap6s os 90 dias de
armazenamento as contagens foram de 10° UFC.mL™". Dentre os parametros fisico-
quimicos, a atividade de agua e umidade foram os que mais influenciaram na
sobrevivéncia da cultura probidtica. O L. acidophilus demonstrou menor resisténcia a

simulagdo gastro-intestinal depois dos 90 dias de armazenamento, apresentando
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48% de sobrevivéncia. Em relacédo a caracterizacao das propriedades fisicas e fisico-
quimicas do suco em pé e do puré de banana, os resultados mostram que o0s
produtos apresentaram caracteristicas similares e qualidade compativel com a de
frutas em pd produzidas por outros tipos de secadores e de polpas de frutas
estudadas em trabalhos anteriores. Os resultados demonstraram que a aplicacéo de
L. acidophilus em suco em p6 de banana é viavel, se o produto for armazenado a 5°
C, sendo esta a temperatura que mais favoreceu a sobrevivéncia do probiotico e a
manutencgao das caracteristicas fisicas e quimicas do suco em poé. A tolerancia do L.
acidophilus ao estresse gastro-intestinal diminui com o tempo de armazenamento.
Quanto a caracterizacdo do p6é e do puré, os resultados atestam a qualidade do
produto, se o mesmo for armazenado em embalagens adequadas e a baixas
temperaturas.
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Summary

The consumption of fruit is growing in the national and international market, which is
related to taste, personal preferences and changes in consumer behavior that is
concerned more with health, and this fact promotes an increase in demand for natural
products, of high nutritional value. One food group that also has been gaining market
in Brazil are the probiotic foods. Milk is the main food matrix used as a vehicle for
these microorganisms and the development of probiotic foods of non dairy origin is an
attractive option because of its increasing number of vegetarians consumers, lactose
intolerance, and the cholesterol content in dairy products. This study aimed to
develop a banana puree powder and its use as a vehicle for the probiotic
microorganism Lactobacillus acidophilus. A mixture of banana pulp, maltodextrin,
antiwetting agent and solution of L. acidophilus was freeze-dried, crushed and stored
for 90 days at 5, 25 and 35 °C. The viability of this microorganism was accompanied
during the shelf life study measuring also water activity, moisture, pH, acidity, total
and reducing sugars and ascorbic acid in order to understand the relationship
between survival of L. acidophilus and physico-chemical parameters of the product. It
was conducted in vitro tests to verify the tolerance of the microorganism in the gastro-
intestinal simulation, at time zero (after freeze dried) and 90 days storage at 5 ° C.
Moreover, it was the characterization of physical properties of powdered juice and
physicochemical characteristics of banana puree used. At the storage temperature of
5 ° C counts remained in the order of 10® UFC.mL™, with no significant difference (p>
0.05) from day 14 of the shelf life. While 25 and 35 ° C the viability decreased
gradually and after 90 days of storage counts were 10° UFC.mL". Among the
physico-chemical parameters, water activity and moisture were most influenced the
survival of probiotic culture. L. acidophilus showed less resistance to simulated
gastro-intestinal tract after 90 days of storage, showing 48% survival. With respect to
the characterization of physical and physical-chemical properties of powdered juice
and banana puree, the results showed that the products have similar characteristics
and quality compatible with fruit powder produced by other types of dryers and fruit



pulp studied in previous works. It was concluded, that the application of L. acidophilus
in banana juice powder is viable if the product is stored at 5 °C, this being the
temperature at which most favored the survival of the probiotic and maintenance of
the physical and chemical characteristics of the juice powder. The tolerance of L.
acidophilus to gastro-intestinal stress decreases with the time. As for powder
characterization and puree, results substantiate the quality of the product, whether it

is stored in appropriate packaging and low temperatures.
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1. Introducao

Probidticos sdo micro-organismos vivos que administrados em quantidades
adequadas conferem beneficios a saude do hospedeiro (FAO, 2001).
Tradicionalmente sdo utilizados em produtos lacteos, fermentados, sorvetes e
queijos (SHAH et al., 2000). Porém, atualmente, ha um aumento na demanda por
produtos probidticos nao lacteos e estes micro-organismos ja vém sendo
incorporados em diversos produtos, na forma de bebidas vegetais ou até mesmo
como suplementos em capsulas (SCHREZENMEIR & DE VRESE, 2001; PERES, et
al., 2012). Como consequéncia, 0 comportamento de cepas probiodticas em diferentes
matrizes alimentares vem sendo alvo de estudos (ISOLAURI, 2007).

Os sucos de frutas ja sdo explorados como meio para estes micro-organismos
e a viabilidade é o principal ponto a ser observado no desenvolvimento destes
produtos, tanto no processamento, quanto no armazenamento (LUCKOW &
DELAHUNTY, 2004; YING et al., 2010). A concentracdo minima de bactérias
probiéticas viaveis no produto deve ser de 10°~10” UFC.mL™" durante toda a vida de
prateleira. Sucos de frutas possuem caracteristicas que contribuem para o
crescimento e manutencao dos probidticos (DING & SHAH, 2008; SHEEHAN, et al.,
2007; ANVISA, 2002). Além disso, sdo uma opcéo ideal para consumidores que
possuem intolerancia a lactose ou desejam reduzir a ingestdo de alimentos que
contenham colesterol, ou quando o consumidor se recusa a ingerir lacteos por
razdes particulares (RIVERA-ESPINOZA & GALLARDO-NAVARRO, 2010).

O desenvolvimento de novos alimentos probi6ticos apresenta muitos desafios
e busca, além de tudo, oferecer ao consumidor produtos saudaveis e mais atrativos.
Conveniéncia e saudabilidade representam as duas mais importantes tendéncias no
setor de alimentos e o consumidor vém exigindo cada vez mais produtos que aliem
os beneficios a saude e praticidade no preparo.

O objetivo deste estudo foi desenvolver um suco de banana em pé e utiliza-lo
como veiculo para o micro-organismo probidtico Lactobacillus acidophilus.
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2. Objetivos

Acompanhar a viabilidade do Lactobacillus acidophilus durante a vida de
prateleira do suco em p6 de banana armazenado a 5, 25 e 35° C durante 90
dias.

Verificar a tolerancia do Lactobacillus acidophilus no suco de banana em pé

durante a simulagéo das condi¢des gastrointestinais.

Avaliar as propriedades fisicas do suco de banana em p6.
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3. Revisao Bibliografica
3.1. Banana

O Brasil esta entre os maiores produtores de frutas do mundo, sendo um dos
principais produtores e exportadores de varias espécies frutiferas nativas e exoéticas
ainda nao aproveitadas em todo seu potencial (MAIA, 2009; BUAINAIN & BATALHA,
2007).

As principais frutas produzidas no Brasil sdo laranja, banana, abacaxi, uva,
mamao, coco, mag¢a e manga. Algumas delas, como a banana, representam
expressiva importancia para a economia do pais, pois se destacam em volume de
exportacdo, porém apresentam baixos valores unitarios de venda, tanto no mercado
interno como no externo (BUAINAIN & BATALHA, 2007).

A banana (Musa spp.) € uma fruta de clima tropical e sua produ¢ao concentra-
se principalmente nas Américas Central e do Sul. Antes da chegada dos europeus a
Ameérica, ao que tudo indica, existiam algumas espécies de bananeiras nativas, mas
seus frutos ndo eram consumidos in natura, necessitando de cozimento prévio.
Presume-se que apenas a partir do século XV o cultivo da banana e o habito de
consumir a fruta in natura tenham sido introduzidos no continente americano (SILVA,
2001; BUAINAIN & BATALHA, 2007).

A banana se destaca na producdo mundial de bens agricolas em diversas
regides, assumindo a segunda posicao na producdo mundial, superada apenas pela
melancia. Seu cultivo é desenvolvido em todos os continentes, estando presente em
aproximadamente 115 paises; o continente asiatico contribuiu com 58% da producéao
mundial, seguido do americano com 27% e do afficano com 13%. Em 2007 a india
liderou o ranking dos produtores de banana com um volume de 26.217.000 toneladas
da fruta, o que representou 28,1% da producdo mundial, seguida pelas Filipinas
(9,3%), China (8,6%), Brasil (7,5%), Equador (7,2%) e Indonésia (6,1%). Em 2009, a
producdo nacional foi de aproximadamente sete milhdes de toneladas, das quais
menos de 3% foram exportados (BUAINAIN & BATALHA, 2007; FAQO, 2011).
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No Brasil, o aumento na producdo de banana € mais influenciado pela
demanda doméstica do que as flutuagdes do mercado externo. Dados do Ministério
do Desenvolvimento, Industria e Comércio Exterior de 2010 mostram que as
exportacdes nacionais de banana alcangcaram 139,6 mil toneladas. A atividade gerou
um montante financeiro de 45,4 milhées de ddlares, indicando um incremento de
15,2% em relacao a 2009, resultante do bom desempenho do preco médio. Isso foi
possivel devido ao aprimoramento do sistema de produgéo e a qualificagdo da mao
de obra empregada na atividade, gerando produtos de qualidade e mais competitivos
(IBGE, 2007-2009; LSPA, 2011).

Nas regides menos desenvolvidas economicamente, o cultivo da banana
desempenha um papel econdmico e social relevante, atuando na fixagdo da mao-de-
obra rural, gerando postos de trabalho no campo e nas cidades, contribuindo para o
desenvolvimento regional (SILVA et al., 2008; VIEIRA, 2011).

Atrativa do ponto de vista comercial e nutricional, a banana apresenta elevado
consumo, mesmo em regides nao produtoras, como é 0 caso dos paises europeus,
EUA e Japao (PASSOS & SOUZA, 1994; AGRIANUAL, 2003). Sua boa aceitagédo
deve-se aos aspectos sensoriais, ao seu valor nutricional, auséncia de suco e de
sementes duras na polpa e a sua disponibilidade durante todo o ano. Consiste em
fonte energética, devido principalmente a presenca de carboidratos, além de
minerais, como o potassio, calcio, fésforo, ferro e das vitaminas A, B1, B2 e C
(LICHTEMBERG, 1999; MESQUITA, et al., 2009). Ocupa o segundo lugar no ranking
mundial das frutas mais consumidas, 10,38 Kg/hab./ano. A populagdo da América do
Sul é a maior consumidora, com 21,13 Kg/hab./ano, seguida da América Central. O
clima brasileiro permite que o fruto seja ofertado no mercado interno durante todo o
ano, com maiores variagdes nas estagdes mais quentes (FAO, 2011).

No Brasil, a maior parte da producéo € destinada ao consumo in natura e as
cultivares mais difundidas sdo as: i) as bananas do tipo “Prata” (Prata, Pacovan e
Prata Ana), responsaveis por 60% da area cultivada; ii) as cultivares do tipo “Maga” ,
iii) as do tipo Mysore, iv) as do tipo Cavendish (Nanica, Nanicdo e Grande Naine),
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preferidas pelo mercado internacional, e, v) as bananas tipo Terra (Terra e D"Angola)
(SILVA et al., 2002).

A banana Nanica tem casca de cor amarela e polpa de cor creme, sendo
muito doce e agradavel ao paladar (MEDINA, 1978). A avaliacdo do seu grau de
maturacao e classe é normalmente feita por meio da comparacao da cor da casca

com figuras ja padronizadas, como mostra a Figura 1.

ESCALA‘:- DE CORES GRUFPU
Giupu Cavernlish Cavendish
(Nanica, Nanicao, Grande MNainc o outras)

CLASSE
(Commprimento e Diamelre do Frulo)

~lazse | vu Comprimsenie

=13cm =13cma1Bcm =16cmai18m  =71%cma22cm =22cma 26cm

Classe 1l ou Diametro

_ - P e 4 “"‘x
".-__I o | S 4 '\-.___.-/ \"_-._.'j “l"-.....n-*'J
<2Bcm >28 a 32mm >32 a 36mm =36 a 39mm >39mm

Qe

- Totalmente verde,

- Vierde com tragos amarelos,

- Mais verde que amarelo,

- Mais amarefo que verde,

- Armarelo com a ponta verde,

- Todo Amarelo (banana com excelents
qualidade de cor e consuma),

T - Aamarelo com areas marrons

U)U"-H-Ln.ll‘\.'l—i

Figura 1: Classificagdo de banana nanica quanto a maturagéo.
Fonte: Frutiséries, (2006).

A banana é um fruto extremamente perecivel, sendo que cerca de 40% do
total produzido € perdido. Este alto indice se deve a baixa utilizagdo de tecnologias
mais avancadas de producdo, sobretudo nas praticas de pds-colheita. Além disso,
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questbes como sazonalidade, transporte precario, entre outros fatores, contribuem
para a maior susceptibilidade do fruto. Outro fator que impacta a producdo da
banana € a baixa produtividade das variedades comerciais. Entretanto, existem
inovagdes tecnoldgicas, principalmente relacionadas a variabilidade genética e ao
melhoramento da bananeira, sobretudo no que se refere aos aspectos fitossanitarios,
que visam sanar alguns problemas encontrados na produgdo deste fruto (SILVA,
1995; BORGES, et al., 2003; BUAINAIN & BATALHA, 2007).

As perdas na producdo sdo maiores nas Regides Norte e Nordeste e a
industrializacdo € um dos meios para maior aproveitamento desse fruto (SILVA,
1995; BORGES, et al., 2003). Medina et al. (1995) citam algumas alternativas para o
emprego da banana como matéria—prima na produgédo de alimentos, como o puré,
néctares, doces, sucos, banana passa e bananada. Outros autores, como Loreto
(1996) sugere a producado de farinha de banana verde ou madura, banana chips,
cereais matinais, balas, geleias, vinho, vinagre, alcool e amido. Tais produtos sao
pouco explorados pelos bananicultores, devido ao pouco conhecimento das técnicas
de processamento ou em funcao dos custos (RANZANI et al., 1995; BORGES et al.,
1997; OLIVEIRA, 1997). No Brasil, os produtos a base de banana mais produzidos
sao puré (corresponde a 55%); bananada (20%); banana passa (13%); flocos (10%)
e chips (2%) (SILVA et al.,2008). Produtos desidratados, banana liofilizada e na
forma de snacks (MARQUES, 2008).

Nos anos 90 o numero de produtos de varejo produzidos com bananas nao
aumentou significativamente. No entanto, existe uma taxa de crescimento constante
para o consumo puré de banana e produtos de banana congelados. Vitaminas de
fruta nos EUA e os sucos de frutas na Alemanha geraram demanda adicional
significativa para o puré de banana e de outras frutas tropicais. Outros produtos
processados de banana se destacam na América do Norte e Europa. Nos EUA, as
bananas em conjunto com a macgé, o abacaxi e a laranja sdo muito utilizadas na
producédo de alimentos para bebés. Na Europa, essas misturas sdo desidratadas e
consumidas com cereais, podendo ser reconstituidas em agua ou leite. Os produtos
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de banana também séao utilizados na fabricacéo de ingrediente para sorvetes, iogurte
e frozen iogurte. Em varios paises da Europa, o leite contém uma pequena
propor¢cdo de puré de banana, e € vendido como leite aromatizado. O puré de
banana é o produto mais importante da banana processada (SOLE, 2004).

A principio foram lancadas bebidas alternativas ao suco de laranja, muito
tradicional nos cafés da manha, o primeiro produto langado no mercado foi um blend
de laranja com banana. Ja as bebidas compostas apenas de banana s&o muito
comuns na Grécia e no Oriente Médio. Mas, este tipo de produto ainda apresenta
baixo consumo, sendo mais utilizado em conjunto com outras frutas (SOLE, 2004). A
perspectiva para esses produtos € boa, porém a rentabilidade ainda é influenciada
pelo excesso de oferta (SOLE, 2004).

A tendéncia é de que o consumo de frutas in natura se torne menor do que
seu consumo industrializado e neste ponto a agroindustria € parte importante da
cadeia de produtiva de frutas, pois agrega valor, reduz os desperdicios e as perdas
oriundas dos processos de selecéo e classificagdo, promove o0 aproveitamento dos
excedentes de safra, cria empregos permanentes e satisfaz o novo perfil do
consumidor que busca alimentos mais saudaveis (MARQUES, 2008).

3.2. Desidratacao por liofilizacao

Em um pais com condicdes climaticas tao diferenciadas, de grande extensao
territorial e com tanta diversidade frutifera como o Brasil, a tecnologia pds-colheita,
bem como o processamento sdo pontos essenciais que contribuem com a reducao
dos desperdicios, ampliam a vida de prateleira e agregam valor aos produtos
agricolas (ORNELLAS, 2001; CAMARGO e QUEIROZ, 2003).

A desidratacdo foi um dos primeiros métodos utilizados pelo homem para
prolongar a vida de prateleira dos alimentos. E um dos mais importantes métodos de
preservacdo e producdo de uma grande variedade de produtos. E definida como
aplicacao de calor sob condicbes controladas para remover grande parte da agua

presente em um produto, o que inibe o crescimento microbiano e a atividade
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enzimatica (FELLOWS, 2006). A desidratacdo, na maioria dos casos, muda a forma
fisica e bioquimica da fruta levando ao encolhimento e mudanca na cor, textura e
sabor. Se a atividade de agua é reduzida a niveis adequados, o produto seco pode
ter uma vida util superior a um ano, se devidamente acondicionado. A fruta pode ser
seca inteira (uvas, damasco, ameixa, etc.), em fatias (manga, banana, papaia, kiwi,
etc.), sob a forma de puré (manga, damasco, banana, etc.), ou por pulverizacao ou
secagem em tambor. As diversas formas de secagem permitem manter ao maximo
suas caracteristicas naturais, sendo que a tecnologia mais adequada deve ser
escolhida em funcao do tipo da fruta e da forma fisica (por exemplo, conjunto, pasta,
fatias) (SOLE, 2004).

Além disso, outros fatores intrinsecos a fruta devem ser observados durante a
escolha do tipo de secador, entre eles: o teor de umidade inicial; sensibilidade a
temperaturas elevadas, o que pode promover alteracdes na cor, textura, sabor, valor
nutricional; suscetibilidade ao desenvolvimento microbiano; teor de acucar; presenca
de pelicula com baixa permeabilidade a 4gua ou umidade (SOLE, 2004).

As técnicas de desidratacdo mais utilizadas na tecnologia de frutas séo a
secagem solar, secagem conectiva, micro-ondas, desidratacdo osmatica, foam-mat,
spray-drying, liofilizacao e leito fluidizado (MARQUES et al., 2006).

A liofilizagdo divide-se em trés estagios, denominados de congelamento,
sublimacédo e dessorcdao. Contudo o sucesso do processo de liofilizacdo depende
significativamente da etapa de congelamento, pois define o tamanho, distribuigéo e
conectividade dos poros, se os cristais de gelo sdo pequenos e descontinuos a taxa
de transferéncia de massa de vapor de agua pode ser limitada. Por outro lado, se o
tamanho dos cristais for formado de maneira apropriada, e a dispersdo da solucao
pré-eutética e poés-eutética congelada € homogénea, a taxa de transferéncia de
massa de vapor de agua na camada seca pode ser elevada e o produto secar mais
rapidamente (LIAPIS et al., 1996). Na segunda etapa a agua congelada é removida
por sublimagédo, no qual se faz necesséario o uso de baixa pressao no liofilizador,
préxima a pressao de vapor de equilibrio da agua congelada. Além disso, por se
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tratar de um fenbémeno essencialmente endotérmico, se faz necessario o
fornecimento de calor durante todo o processo, que pode ser feito por meio de
condugado, radiagdo ou combinado ambos os métodos. O dUltimo estagio é a
dessorgado, tem inicio com o fim da sublimagdo, quando ndo ha mais camada
congelada. Nesta etapa ocorre a retirada da agua ligada a estrutura do material até
que a umidade residual seja tdo pequena que o material se mantenha estavel e com
alta qualidade por longo tempo (LUCCAS, 1998). Por trabalhar sob baixas
temperaturas e vacuo, esta tecnologia gera produtos de qualidade superior quando
comparados as outras técnicas de secagem (RATTI, 2001).

Na auséncia de agua liquida e as baixas temperaturas requeridas no
processo, o encolhimento e a migracao de sélidos soluveis do interior do material so
minimizados, a estrutura porosa do material seco facilita a rapida reidratacdo, a
retencdo de componentes aromaticos volateis é favorecida e as reacgdes
degradativas sao minimizadas (RATTI, 2001; GEORGE & DATTA, 2002).

O mercado tem disponibilizado uma variedade de produtos desidratados que
apresentam grande diversificacdo e aplicagcéo, tais como sopas instantaneas com
vegetais desidratados, frutas desidratadas (maca, abacaxi, manga e banana) sucos
de frutas em pé, polpas de frutas em pd, entre outros (SANTOS, 2005). Diante do
valor nutricional e comercial das frutas, é essencial o uso de uma tecnologia de
desidratacdo adequada, que preserve as caracteristicas sensoriais e nutricionais
(MARQUES, 2008).

Nesse sentido, a desidratagdo € uma técnica viavel para maior aproveitamento
de excedentes de safra, reduzir os desperdicios e perdas pés-colheita,
disponibilizando para o mercado consumidor a comercializagdo de commodities
sazonais, de produtos estaveis, seguros, praticos e com longa vida de prateleira
(MAIA, 2007). Além disso, vem sendo vista como um método capaz de introduzir
novos produtos no mercado, com caracteristicas proprias e cujas propriedades sao
mantidas por um tempo mais prolongado, viabilizando a regularizacdo da oferta e

melhorando o perfil do investimento na producao e no beneficiamento do material in
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natura, face aos beneficios que derivam da transformacao do produto (SOARES et
al., 2001).

3.3. Sucos de fruta em poé

O Brasil € um grande produtor de frutas e possui uma das maiores
diversidades de espécies frutiferas do mundo, porém apresenta baixo consumo per
capita de frutas frescas (IBRAF, 2004). Do total de frutas produzidas anualmente,
estima-se que 14% sejam constituidas por frutas tropicais de pouca exploragao
econdémica, como por exemplo, caja, umbu, mangaba, entre outras (FAO, 2005).

As variadas formas de comercializagao das frutas mostram sua boa aceitacao
no mercado, principalmente no que se refere aos sucos. Desde os anos 70 o
consumo de sucos de frutas processadas vem despontando, influenciado
principalmente, pelos avancos na tecnologia de alimentos, que permitiram a
fabricagdo de produtos de qualidade, com maior vida de prateleira € a0 mesmo
tempo mantendo caracteristicas semelhantes ao produto in natura (VARNAM, 1994).
O desenvolvimento do setor acontece, principalmente, em funcdo da praticidade
aliada a saudabilidade, ou seja, produtos de facil manuseio e rapido preparo e que
sobre tudo atendam as necessidades nutricionais basicas (MATSUURA, et al., 2002).

Em geral, a insergdo de novas marcas e sabores de sucos de frutas vem
aumentando cerca de 6% ao ano, sendo que observa-se uma tendéncia de que dois
tercos dos consumidores procuram produtos livres de aditivos e conservantes
artificiais na selecdo de sucos de frutas e néctares. Embora os sucos de frutas
ajudem a impulsionar este segmento de mercado aliando aos produtos um apelo
mais saudavel, as preocupagbes com agucar e o valor calérico sdo obstaculos para
alguns consumidores (ADITIVOS E INGREDIENTES, 2010).

Pesquisas mostraram um crescimento de 21% entre 2002 e 2009, sendo que
em 2009 foram comercializados 1.413 milhdes de litros de suco a mais que em 2002.
O grande destaque foi a categoria Sucos e Néctares, que cresceu 158,5% em sete
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anos. O consumo de sucos em pé cresceu 33% e 0 de suco concentrado teve um
incremento de 8% (ABIR, 2011).

Os sucos concentrados e o preparado sélido para refresco sao 0s principais
produtos dentro do setor das bebidas de frutas. Em 2009 na América Latina o
segmento de refrescos em p6 foi responsavel por 58% dos novos langcamentos,
seguido pelos sucos concentrados, sendo que o Brasil representou mais da metade
(56%) dos produtos lancados na América Latina, seguido pelo México com 17%
(ADITIVOS E INGREDIENTES, 2010).

O preparado sélido para refresco tem posicao de destaque no mercado devido
ao baixo custo, praticidade, portabilidade, vida de prateleira prolongada e
rendimento. Tais fatores garantem sua aceitacdo no mercado, principalmente nos
paises em desenvolvimento, tanto por adultos quanto por criangcas (CANO-CHAUCA,
et al., 2005; NEVES et al., 2011).

No Brasil o produto surgiu na década de 60, comercializado em embalagens
pequenas de 6g. Na década de 90 comecou a perder mercado para os refrigerantes,
porém para reverter a situacdo a formulacdo do preparado sélido para refresco foi
modificada, e além dos ingredientes usuais, houve introducéo de polpa desidratada
de frutas e de fibras solluveis, a fim de tornar o produto mais atrativo para o
consumidor (FUJII, 1999; CALEGUER, 2005). Nos ultimos anos, as mudancas
concentram-se sobre a limitagdo de agucar, baixo teor calérico, adicdo de vitaminas,
conteudo mineral, impulsionado por um forte interesse do consumidor em linhas
fortificadas (ADITIVOS E INGREDIENTES, 2010).

No ano de 2009 o consumo desse tipo de produto cresceu 33% e 0s sabores
que mais se destacaram foram laranja, abacaxi e manga (ABIR, 2010). No mesmo
ano o consumo global de preparado sélido para refresco e de suco concentrado foi
de 35 milhdes de litros (NEVES et al., 2011).

Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento o preparado
sélido para refresco é o produto a base de suco ou extrato vegetal de sua origem e
acucares, podendo ser adicionado de edulcorantes hipocaléricos e nao caléricos,
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acidulantes, aromatizantes e outras substancias aprovadas, sendo destinado a
elaboracdo de bebida, para o consumo imediato, pela adicdo de agua potavel. E
vedado o uso da denominacao "bebida de fruta, ou de extrato vegetal ou de parte do
vegetal" em substituicdo a denominacdo "refresco". Os ingredientes sao
basicamente, agucar cristal, polpa de fruta desidratada (1%), vitamina C, acidulante,
aromatizante, corantes, edulcorante e estabilizante (BRASIL, 1998). Apesar de
possuirem uma participagdo significativa no mercado de consumo de bebidas, os
refrescos em pd sdo associados a produtos de segunda linha, por se tratarem de
produtos com adi¢do de ingredientes artificiais, fator negativo para este segmento da
industria de bebidas (CALEGUER, 2005).

Comparando-se com os diversos setores da industria alimenticia brasileira, o
de sucos de frutas ainda ndo tem explorado todo seu potencial, 0 que poderia ser
conseguido por meio da disponibilizacdao de bebidas alternativas e diferenciadas. A
chave para se conquistar este crescente mercado reside na disponibilidade, na
imagem de produto natural e na possibilidade de oferecer aos consumidores uma
ampla variedade de sabores (VEENEMAN, 1999).

Considerando as tendéncias atuais por alimentos nutritivos e de rapido
preparo, a desidratacdo de sucos para utilizacdo em bebidas instantaneas
apresenta-se como uma interessante alternativa em substituicdo aos similares
artificiais existentes no mercado (PRATICIDADE, 2002; MARQUES, 2008). Quando
embalados adequadamente, tém uma vida de prateleira superior a 12 meses mesmo
estocados a temperatura ambiente, representando uma economia nos custos de
transporte e armazenamento.

O suco e/ou a polpa em pé possuem alto potencial de mercado, por se tratar
de alimentos naturais, que atendem as tendéncias atuais (CANO-CHAUCA et al.,
2005, GRANATO et al, 2010). Sao produtos utilizados extensivamente na
elaboracdo de bebidas de fruta ou incorporados como ingredientes no processo de
outros alimentos, de facil reconstituicdo, baixa relagdo massa/volume, maior vida de

prateleira, que podem ser armazenados em temperatura ambiente, permitindo
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reducdo de custo com embalagens e despesas inerentes a conservacao a frio e
transporte (CANO-CHAUCA et al., 2005). O que permite o consumo de frutas que
normalmente ndo seriam consumidas in natura, seja por impossibilidade geografica
ou climatica, por motivos de entressafra ou, simplesmente, pela facilidade no
consumo (SCHIMDT & PEREIRA, 2011).

A desidratacdo tem motivado maiores investimentos no processo de
industrializagdo das frutas e hortalicas, face aos beneficios monetarios que derivam
do langamento de produto no mercado (SOARES et al., 2001).

3.4. Probioticos em alimentos nao lacteos

O papel cada vez mais influente da industria de alimentos sobre a dieta e
estilo de vida dos consumidores vem acompanhado do desafio de atender a
demanda por produtos que sejam saborosos, visualmente atrativos e que visem o
bem-estar fisico e mental. Entre esses alimentos, estdo aqueles denominados
funcionais, que além dos efeitos nutricionais conhecidos, contribuem com beneficios
clinicos ou de saudes comprovados (SAAD, et al., 2011). Tratando-se de alegacao a
saude, os produtos probidticos se destacam e vem sendo amplamente divulgados e
estudados para aplicacoes tecnolégicas e industriais (LOURENS-HATTINGH e
VILJOEN, 2001; GRANATO, et al., 2010)

A definicdo mais recente de probibticos € a de micro-organismos vivos, que
quando consumidos em quantidades adequadas, conferem beneficios a saude (FAOQO,
2001). Promovem efeitos considerados terapéuticos, fixam-se na parede intestinal e
para isto devem permanecer viaveis ao longo da vida de prateleira e ser
frequentemente consumidos (SCHREZENMEIR & DE VERSE 2001). Séao
comumente comercializados em alimentos lacteos, sendo 78% destes produtos
distribuidos na forma de iogurtes (CARGILL, 2009). Acredita-se que, inicialmente,
este segmento foi dominado por lacteos devido a prdpria composi¢cao, processo,
familiarizacdo dos consumidores com o fato de que estes alimentos possuem micro-

organismos viaveis e por se tratar de produtos presentes no dia a dia, o que facilita a
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recomendacao diaria de ingestao (HELLER, 2001). No entanto, com o crescimento
do numero de consumidores vegetarianos, intolerantes a lactose e alérgicos as
proteinas do leite, a inclusdo de probioticos em alimentos ndo lateos vem se
tornando uma opgao cada vez mais atrativa para a industria (CHAMPAGNE, et al.,
2005; YOON, et al., 2006).

Ha evidéncias de que as matrizes alimentares desempenham um papel
importante nos efeitos benéficos a saude. O desenvolvimento de produtos
probidticos ndo lacteos € um desafio para a industria de alimentos, a viabilidade dos
micro-organismos € a principal barreira, pois deve ser mantida durante o
processamento, armazenamento e passagem pelo trato gastrintestinal (YING et al.,
2010). A concentragdo minima de bactérias vivas indicadas deve ser de 10° - 10’
UFC.mL™" em produtos como iogurtes e sucos de frutas (ANVISA, 2002; DING &
SHAH, 2008). Alguns estudos buscam verificar a sobrevivéncia destas cepas em
diferentes matrizes, a investigagdo agora se concentra tanto nas estirpes de
probidticos quanto na matriz e as consequentes interagdes entre estes (ISOLAURI,
2007).

Os produtos a base de frutas tem vantagens, tais como, quantidades elevadas
de agucares, vitaminas e minerais, 0s quais em geral aumentam a sobrevivéncia dos
probidticos durante o armazenamento (DING & SHAH, 2008; SHEEHAN, et al.,
2007). Estudos mostram que os principais fatores que influenciam na viabilidade dos
probidticos em sucos de frutas incluem o pH e os niveis de acidos orgéanicos, fibra
dietética, proteina total, fenol e oxigénio (CHAMPAGNE, et al., 2005; NUALKAEKUL,
et al., 2011).

O desenvolvimento de um suco probidtico vem ao encontro do consenso atual
sobre a importancia do consumo de vegetais para uma alimentacdo balanceada,
uma vez que bebidas de origem vegetal sdo naturalmente tidas como saudaveis e
isentas de colesterol. Sendo também, uma alternativa para o consumo de alimentos
probidticos por vegetarianos, alérgicos a leite e/ou intolerantes a lactose
(CHAMPAGNE et al., 2005; SCHMIDT & PEREIRA, 2011). No entanto, para um suco
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de fruta manter as caracteristicas que o definem, é importante que as alteracdes dos
componentes da bebida sejam reduzidas, isso implica em controlar o crescimento
dos micro-organismos no produto, de modo que se mantenha a sua viabilidade e
funcionalidade durante a vida de prateleira (SCHMIDT & PEREIRA, 2011).

As bactérias pertencentes aos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium sao
mais frequentemente empregadas como suplementos probidticos nos alimentos
(SAAD, 2006). Os lactobacilos sao utilizados em uma maior diversidade de alimentos
incluindo, leites, hortalicas, frutas e cereais. Por outro lado, a aplicacdao de
bifidobactérias € mais limitada e ainda muito restrita a derivados lacteos, devido a
sua sensibilidade a condicées acidas, considerando que os sucos de frutas sao
bebidas em sua maioria acidas e que, com a atividade microbiana os valores iniciais
de pH tendem a baixar ainda mais. No entanto a resisténcia a acidez varia com a
espécie. O B. animalis, por exemplo, € visivelmente mais resistente que outras
espécies de Bifidobacterium como o B. breve. (SAARELA, 2006; CHAMPAGNE, et
al., 2005; SHEEHAN et al., 2007). Porém quando comparado a outras espécies
probidticas a capacidade do L. acidophilus em tolerar baixas concentracdes de
oxigénio e resistir ao pH de leite fermentado (pH 4,6) contribuem para sua utilizacao
na produgéao de leite fermentado (GOMES e MALCATA, 1999).

O impacto sensorial que os probibéticos promovem nos alimentos também deve
ser observado, uma vez que o metabolismo destes micro-organismos pode produzir
componentes que contribuem negativamente no aroma e sabor, é o chamado
probiotic off-flavor, que influencia na aceitagdo com consequente reducdo da
utilizacao do produto na frequéncia requerida para obtencao dos beneficios alegados
(LUCKOW; DELAHUNTY, 2004; GRANATO et al., 2010). Luckow et al. (2004; 2005),
constataram off-flavor associado com sabor “medicinal”’ e “lacteo” em bebida a base
de suco de laranja suplementada com lactobacilos. Bifidobacterium spp. produz
acido acético como produto de seu metabolismo, 0 que pode resultar em aroma de
vinagre, prejudicando a performance nas avaliagbes sensoriais (TAMIME et
al.,1995). De acordo com Luckow, et al. (2004b; 2005) seriam basicamente trés as
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maneiras de reduzir o impacto negativo do off-flavor na aceitagdo destas bebidas:
mascarar o sabor e odor indesejavel, familiarizar o consumidor com o produto e

informa-lo dos beneficios a saude que tal consumo traria.
3.5. Lactobacillus acidophilus

O género Lactobacillus foi isolado pela primeira vez por Moro a partir das
fezes de lactentes amamentadas com leite materno (FERNANDES, et al., 2008).
Inclui cerca de 80 espécies reconhecidas e é filogeneticamente diverso. No Bergey’s
Manual of Systematic Bacteriology, o género Lactobacillus € descrito como um grupo
heterogéneo de bastonetes regulares, Gram-positivos e nao-esporulados
(HOLZAPFEL, et al., 2001).

A divisdo classica dos lactobacilos estd baseada em suas caracteristicas
fermentativas, podendo ser obrigatoriamente homofermentativos,
heterofermentativos facultativos e heterofermentativos obrigatérios (AXELSSON,
2004). Varios lactobacilos homofermentativos obrigatérios e heterofermentativos
facultativos e obrigatérios sédo utilizados em alimentos fermentados, como queijo,
iogurte, kefir, salame, polvilho, azeitonas, picles, molhos acidos, entre outros (JAY,
2005).

Os lactobacilos obrigatoriamente homofermentativos incluem aqueles que
fermentam glicose exclusivamente em &cido latico e ndo fermentam pentoses ou
gliconato. Exemplos desse grupo sao as espécies Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus gasseri, Lactobacillus crispatus, Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus
delbriikii, Lactobacillus helveticus e Lactobacillus salivarius (HOLZAPFEL, et al.,
2001; JAY, 2005).

O interesse pela presencga dos lactobacilos na dieta humana aumentou desde
o inicio do século XX, quando Elie Metchnikoff — Instituto Pasteur, Paris — promoveu
0 uso desses microrganismos para a bacterioprofilaxia e bacterioterapia (STILES &
HOLZAPFEL, 1997).
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Hoje, o Lactobacillus acidophilus € o micro-organismo probidtico mais utilizado
e estudado, com extenso histérico de seguranca para o seu consumo pela populacao
saudavel, considerado GRAS (generally recognized as safe) (O’'SULLIVAN, 2006).
Sua utilizagdo em leites fermentados tornou-se popular no final da década de 70
como resultado de grande aumento no conhecimento da taxonomia e ecologia
(GOMES e MALCATA, 1999).

Espécies de Lactobacillus spp. ocorrem naturalmente no intestino delgado
humano. O género contém grande numero de espécies com propriedades
bioquimicas e fisiol6gicas variadas, capazes de crescer em temperaturas que variam
de 2°C a 53°C, com valores 6timos, geralmente, de 30°C a 40°C, e pH 6timo entre
55 e 6,2 (KANDLER e WEISS, 1986). Sao Gram-positivos, nao esporulados,
catalase-negativos, desprovidos de citocromos, anaerdbios, mas aerotolerantes,
acido-tolerantes e estritamente fermentativos. O acido latico é o principal produto
final da fermentacao de acucares (HOLZAPFEL, et al.,2001; AXELSSON, 2004).

Estudos sugerem que a ingestdo de uma dose diaria de 10° a 10'° UFC de
micro-organismos probiéticos, o que representa o consumo de 100 g do alimento
contendo no minimo 108 UFC/g, é necessaria para que esses possam desempenhar
efeito probiotico (FULLER, 1989; MATTILA-SANDHOLM et al., 2002, REID et al.,
2003).

A microbiota intestinal exerce influéncia consideravel sobre uma série de
reagdes bioquimicas do hospedeiro. Trés possiveis mecanismos de acao sao
atribuidos aos dos probidticos, a supressao do numero de células viaveis, através da
producdo de compostos com atividade antimicrobiana, a competicdo por sitios de
adesdo; a alteracdo do metabolismo microbiano, através do aumento ou da
diminuicdo da atividade enzimatica; o estimulo da imunidade do hospedeiro, através
do aumento dos niveis de anticorpos e o aumento da atividade dos macro6fagos. O
espectro de atividade dos probidticos pode ser dividido em efeitos nutricionais,
fisiolégicos e antimicrobianos (FULLER, 1989; SAAD, 2006).
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Moéller e De Vrese, (2004) revisaram os efeitos probidticos das espécies
Lactobacillus acidophilus linhagem LA-5®%. Existem evidéncias, de que essa linhagem
seja capaz de proporcionar balanceamento das instabilidades temporarias na
microbiota intestinal, além de inibir a invasdo e a colonizagdo de microrganismos
patogénicos; aumentar a concentracdao de &cidos orgéanicos de cadeia curta,
diminuindo o valor do pH; e diminuir a concentracdo de amdnia, de inddis e de outras
substancias putrefativas no intestino. O consumo de probiéticos por quatro semanas
antes do tratamento com antibiéticos reduziu a intensidade das complicacdes
intestinais dos pacientes (diarreia ou constipacdo, dor abdominal, nausea,
flatuléncia), quando comparados ao grupo controle (placebo). Houve menor nimero
de casos de diarreia associada ao rotavirus em 55 criangas hospitalizadas, nos
Estados Unidos da América, quando comparadas ao grupo que recebeu placebo.
Somam-se a isso 0 aumento da producdo de anticorpos e os efeitos
anticarcinogénico (producao de substancias que inibem a divisdo e o0 crescimento

das células do tumor) e anticolesterolémico (desconjugacao de sais biliares).
4. Material e Métodos

Para realizacdo dos experimentos foi utilizado puré de banana (N&N Comércio
de Alimentos). O puré é esterilizado, adicionado de vitamina C e envasado em bags
asseépticos de 2,5 Kg.

4.1. Caracterizacao do puré de banana
A caracterizacao do puré foi realizada em triplicata:

4.1.1. pH

Verificou-se o pH do puré de banana por meio do potenciébmetro (Digimed
Modelo DM-20) previamente calibrado (AOAC, 1995).
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4.1.2. Acidez total

A acidez total titulavel foi realizada por titulometria com solugéo de hidroxido
de sédio 0,1 N, utilizando-se o indicador fenolftaleina, sob constante agitacdo até
mudanca de cor, do amarelo para rdésea persistente. Para isso, uma aliquota de 10
mL da amostra foi diluida em 100 mL de agua destilada. Anotou-se o volume gasto
de hidroxido de sédio e calculou-se a acidez total titulavel, expressa em % &cido
malico (AOAC, 1995).

4.1.3. Acido ascérbico (AA)

Para determinacao de acido ascoérbico, foi utilizado o método titulométrico da
AOAC (1995), 5 g da amostra foram diluidas em solucdo de acido oxalico (2%) e
tituladas com 2,6-diclorofenol indolfenol-sédio (DCFIl) até ponto de viragem. O
volume gasto foi anotado e calculou-se o teor de acido ascérbico a cada 100 g de
produto (BENASSI & ANTUNES, 1988).

4.1.4. Solidos soluveis totais (SST)

As medidas de teor de sélidos soluveis foram realizadas por meio de leituras
diretas em refratdmetro digital com compensador de temperatura (Leica/ Modelo
AR200).

4.1.5. Ratio

Determinado por meio da raz&do entre o valor obtido para acidez total expressa

em acido malico e para soélidos soluveis totais (°Brix) da amostra.

4.2. Preparo da cultura de Lactobacillus acidophilus

A cultura de Lactobacillus acidophilus La5 (Christian Hansen, Valinhos, Brasil)
foi cultivada aerobicamente em caldo Man Rogosa Sharpe (Difco) a 37° C por 15
horas. O conteudo foi fracionado em tubos estéreis e submetido a centrifugagcéao

(centrifuga Fanem/ Modelo 204-n) por 15 minutos a 4000 rpm. O sobrenadante foi
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descartado e as células foram lavadas por centrifugacdo com solucao tamponada
peptonada. O procedimento foi realizado por trés vezes, obtendo-se no final uma
suspensao de células. Fez-se entdo, contagem destes micro-organismos por
plagueamento em profundidade mais sobre camada, em agar Man Rogosa Sharpe
(Difco), a fim de se verificar a concentracao inicial de células na suspensao que foi
utilizada no preparo do produto. Tal procedimento foi repetido para cada experimento
(ROBLE, et al. 2010).

4.3. Preparo do suco de banana probiotico

O preparado para suco de banana foi obtido por meio da mistura de puré de
banana a 20 % de Maltodextrina 10 DE (1910 Corn Produts Brasil®) e 0,25 % de
antiumectante fosfato tricalcio (Fosmix) sob agitacdo (agitador mecéanico digital
Tecnal/ Modelo TE — 039/1) por 3 min. Apés completa dissolugéo, adicionou-se uma
suspensao de células de L. acidophilus a mistura. O produto foi colocado em
bandejas, numa espessura de um cm, e congelado a - 20°C por quatro horas.

4.4. Obtencao do suco de banana em pé

A mistura para suco de banana ja congelada a - 20 °C foi levada ao liofilizador
(Edwards®/ModeIo super modulyo) onde permaneceu por 48 horas. A temperatura do
condesador foi de - 50 &4 - 60 °C sob pressdao de 3,9x102 mbar. O material
desidratado obtido foi triturado em processador (Blendetc/Smoother) até obtencao do
pd. O suco de banana em p6 adicionado de probiédticos foi dividido em porgdes de
dois gramas. As mesmas foram embaladas em sachés laminados (polipropileno
tereftalato, aluminio, polietileno) e fechadas por termosoldagem em seladora
(Selovac/2005). As amostras foram armazenadas por trés meses a diferentes
temperaturas, 5, 25 e 35 °C, para estudo de sua vida de prateleira. Segue o
fluxograma de processamento do suco em po probidtico de banana.
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Puré de banana
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'
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Homogeneizag¢do 1000 rpm/ 3 min

Congelamento
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Liofilizacédo
v

Suco em po6 probidtico de banana

Embalagem

¢

Armazenamento a 5,25 e 35° C

Figura 2: Fluxograma do processamento do suco de banana em pd probiético

4.5. Caracterizacao fisica do suco em pé

A caracterizagao fisica do produto em p6 foi realizada em triplicata, logo apos

o processo de liofilizagao (T = 0):

4.5.1. Higroscopicidade

A higroscopicidade foi definida como a umidade de equilibrio atingida pelo

quando exposto a umidade relativa. Para a determinacdo da

higroscopicidade, aproximadamente 1 g do suco em pé foi colocado em cépsulas de
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aluminio e mantidos em dessecador contendo solugcédo saturada de cloreto de sddio
(umidade relativa de 75,0 %). As amostras foram pesadas até obtencdo de peso
constante (TONON, et al., 2009).

4.5.2. Solubilidade

Determinou-se de acordo com método descrito por Eastman & Moore (1984)
citado e modificado por Cano-Chauca et al. (2005). Adicionou-se 100 mL de agua
destilada em um béquer de 250 mL, um grama do suco em p6 foi adicionado e a
solucéao foi levada a um agitador (Tecnal/ TE-039/1) a 1000 rpm por 5 min. A solugao
obtida foi transferida para tubos de centrifuga e levada a centrifugagcédo (Fanem/ 204-
n) a 3000 rpm por 5 min. Uma aliquota de 20 mL do sobrenadante obtido foi
transferida para uma placa de petri ja pesada e entdo levada a uma estufa (Tecnal/
TE 394/1) a 105 °C. O percentual de solubilidade foi calculado a partir da diferenca

entre o peso final e inicial do material contido na placa.

4.5.3. Tempo de reconstituicao

O tempo de reconstituicdo do suco em pd foi determinado de acordo com
Kachan (1988) com adaptacdes, pelo tempo requerido sob agitacdo para completa
reidratacdo do produto em agua destilada. O método consistiu em adicionar 20 g de
p6é a 80 mL de agua destilada a temperatura ambiente sob agitacao (Tecnal/ TE-
039/1) a 200 rpm, com acompanhamento visual em intervalos de 30 segundos até

desaparecimento de aglomerados da amostra.

4.5.4. Fluidez

Medida do angulo de repouso estatico segundo método descrito por Bhandari
et al.,, (1997). Fixou-se um funil a uma determinada altura de uma superficie
horizontal. O p6 foi despejado lentamente pelo funil, formando um amontoado de
formato cénico. A partir da altura (1,5 cm) e raio (3,75 cm) deste cone, foi
determinado o &ngulo de repouso.
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4.5.5. Densidade aparente e de compactacao

As andlises foram realizadas de acordo com Hahne (2001) citada por Birchal
(2003) com modificagdes, avaliando-se o empacotamento livre e a compactacao
maxima. Pesou-se 20 g do pé, transferiu-se para uma proveta de 100 mL, registrou-
se 0 volume ocupado pela amostra, obtendo-se a densidade aparente (pmin). Em
seguida, a proveta foi fechada com filme plastico e batida por 40 vezes consecutivas
em uma superficie horizontal, novamente registrou-se o volume obtido e determinou-
se a densidade aparente do leito em sua compactacao maxima (pmax).

A patrtir dos valores obtidos determinou-se o fator de Hausner (FH) e indice de
compressibilidade (IC), conforme as equacgdes 1 e 2:

pa-p méx

FH =
Papmin (Equagéo 1)

Ic = pﬂpméx o ‘aa*pmfn

Papméz Equacéo (2)

4.6. Vida de prateleira do suco em po probiético de banana

A vida de prateleira foi estimada por meio da realizacdo de analises de
viabilidade do L. acidophilus, bem como determinacdo da atividade de agua (Aa),
teores de umidade, pH, acidez total, acucares totais e redutores e acido ascérbico a
fim de entender as relacdes entre a sobrevivéncia do micro-organismo probibtico e

0s parametros fisico-quimicos do produto.
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4.6.1. Viabilidade do Lactobacillus acidophilus

Amostras armazenadas a 5, 25 e 35° C foram analisadas nos tempos zero e
24 horas e a partir de entdo, semanalmente, durante o periodo de trés meses. Para
isto, cada amostra foi reconstituida em agua estéril 20% (p/v) para obtenc¢ao do suco
de banana. A solucédo obtida foi diluida em 90 mL de agua peptonada tamponada
0,1% (diluicdo 107"), realizando-se as demais diluicdes a partir desta. As contagens
foram realizadas em duplicata, por plaqueamento em profundidade e sobre camada,
utilizou-se o meio de cultura Man Rogosa Sharpe Agar — MRS (Difco), incubando-se
a 37°C por 72 horas (LIMA, et al., 2009). Realizou-se também, a contagem do L.
acidophilus na suspensao de células utilizada.

4.6.2. Analises fisico-quimicas

A atividade de agua (Aw), umidade, pH e acidez total foram realizadas ap6s o
processo de liofilizagdo (T=0) e nos tempos de 30, 60 e 90 dias de armazenamento a
5, 25, 35°C. Enquanto o teor de acido ascorbico, a cor, agucares totais e redutores
foram realizados apés a liofilizacao e 90 dias de vida de prateleira.

4.6.2.1. Atividade de agua
A atividade de agua do po6 foi obtida por medida em higrémetro Aqua Lab (Cx-
2T - Decagon), apés liofilizacédo e a cada 30 dias de vida de prateleira.

4.6.2.2. Umidade
A umidade foi determinada por evaporacado até peso constante em estufa
(Tecnal/ TE-394/1) com circulagédo de ar a 105 °C. Aproximadamente 2 g de amostra
foram misturadas a 4 g de areia e colocadas em placas de petri previamente secas e
pesadas e entdo levadas a estufa. Para acompanhamento da perda de umidade, as
amostras foram retiradas da estufa e levadas a dessecadores até resfriamento e
entdo pesadas. O procedimento foi repetido até obtencdo de peso constante. A
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umidade foi verificada apos liofilizagado e a cada 30 dias de vida de prateleira (AOAC,
1995).
4.6.2.3. pH
Verificou-se 0 pH do suco em pd reconstituindo-o em agua destilada, 20 %
(p/v), apébs liofilizacdo e a cada 30 dias de vida de prateleira. Utilizou-se
potenciémetro (Digimed/ DM-20) previamente calibrado (AOAC, 1995).

4.6.2.4. Acidez total

A acidez total titulavel do suco em pé foi determinada apéds liofilizacdo e a
cada 30 dias de vida de prateleira, por titulometria com solucao de hidroxido de sddio
0,1 N, utilizando-se o indicador fenolftaleina, sob constante agitagdo até mudanca de
cor, do amarelo para résea persistente. Para isso, uma aliquota de 10 mL do suco
reconstituido (20% p/v) foi diluida em 100 mL de agua destilada. Anotou-se o volume
gasto de hidréxido de sédio e calculou-se a acidez total titulavel, expressa em %
acido malico (AOAC, 1995).

4.6.2.5. Acido ascorbico (AA)

Para determinacao de acido ascorbico, foi utilizado o método titulométrico da
AOAC (1995), no qual 0,5 g da amostra foi diluida em solugéo de acido oxalico 2% e
tituladas com 2,6-diclorofenol indolfenol-s6dio (DCFI) até ponto de viragem. O
volume gasto foi anotado e calculou o teor de acido ascérbico a cada 100 g de
produto (BENASSI & ANTUNES, 1988). A andlise foi realizada apés a liofilizagdo do
produto e com 90 dias de vida de prateleira.

4.6.2.6. Cor
A avaliacao da cor foi realizada no suco reconstituido, apés liofilizacdo e a
cada 30 dias de vida de prateleira, por meio do sistema de leitura de trés parametros,
CIELAB, proposto pela Comission Internacionale de I'Eclairage (CIE) em 1971. Os
parametros L*, a* e b* foram fornecidos pelo espectrofotdmetro de bancada Color
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Quest Il (Hunter Lab, Reston, EUA), onde L* define a luminosidade (L* = O preto e L*
= 100 branco) e a* e b* sdo responsaveis pela cromaticidade (+a* vermelho e -a*

verde, +b* amarelo e —b* azul).

4.6.2.7. Acucares totais e redutores

Os teores de agucares redutores e totais foram determinados pelo método de
Lane-Eynon (AOAC, 1995). Para realizacdo da analise, 0,5 g de suco em poé foi
diluido em 100 mL de 4gua destilada. A solucéo foi adicionada de ferrocianeto de
potassio e acetato de zinco, deixando agir por aproximadamente 20 minutos, e
posteriormente filtrada. Uma aliquota de 50 mL foi reservada para analise de
acucares redutores e a outra foi adicionada de 2 mL de &cido cloridrico concentrado
e levada a fervura por 15 minutos em banho-maria para posterior determinagao de
acucares totais. Depois de resfriadas, neutralizou-se a solugdo com hidroxido de
sodio e o volume foi completado para 100 mL. Para determinagdo dos agucares
redutores, 10 mL de cada amostra foi misturado a Fehlling A e B, a 50 mL de agua
destilada e a gotas do indicador azul de metileno em equipamento especifico,
Redutec (Tecnal/ TE-086), onde a solugao é titulada com uma solucao de 0,5% de
glicose. A analise consiste em quantificar o teor de acucares redutores e totais por
meio da leitura do volume de solugcdo de glicose necessaria para reduzir
completamente o cobre presente na solucdao de Fehling de volume conhecido. A
analise foi realizada apdés a liofilizagdo do produto e com 90 dias de vida de
prateleira.

4.6.2.8. Solidos soluveis totais (SST)

A amostra em p6 foi reconstituida em agua destilada (20 % p/v). As medidas
de °Brix foram realizadas por meio de leituras diretas em refratdbmetro digital com
compensador de temperatura (Leica/AR 200) apés liofilizagdo do produto (AOAC,
1995).
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4.7. Viabilidade do Lactobacillus acidophilus em suco de banana
em po sob simulacao das condicoes gastro-intestinal

Avaliou-se o comportamento do L. acidophilus frente a simulagdo das
condi¢des gastro-intestinais. Para isso, preparou-se o suco gastrico artificial a partir
de cloreto de potassio 1,12 g.L™; cloreto de sédio 2,0 g.L" e cloreto de calcio 0,11
g.L"; hidrogenofosfato de potassio 0,4 g.L'. A solugdo foi esterilizada e o pH
ajustado para 2,0 com acido cloridrico estéril. A pepsina e mucina estéreis (Sigma-
Aldrich) foram adicionadas nesta solugdo na concentracéo final de 1 mg.mL™" e 3,5
g.L", respectivamente. Utilizou-se solucdo de bile (Bile bovina B3883 — Sigma-
Aldrich) na concentracdo de 1% (CHARTERIS, et al., 1998; MOZZI et al., 2009).

Um mL e meio da amostra de suco de banana probidtico em p6 reconstituido
(20% p/v) foi adicionado a 15 mL de suco gastrico artificial (pH 2,0) (SGA) e incubado
a 37°C sob agitacao. A viabilidade do probiético foi avaliada nos intervalos de tempo
de 0, 30 min, 1 h, 2h. A partir de 2 h de contato com o suco gastrico artificial o pH
das amostras foi ajustado para 7,0 e adicionou-se pancreatina (1,95 g.L™") (Sigma-
Aldrich), e a viabilidade foi avaliada ap6s 300 minutos, simulando suco intestinal
(SIA). A tolerancia a bile foi avaliada na concentracdo de 1 %. Um mL e meio da
amostra foi adicionado em 15 mL da solucao de bile. A amostra foi incubada a 37°C
sob agitacao e a viabilidade avaliada nos tempos de 0, 60 e 300 minutos (SAARELA,
et al.,2003; PICOT e LACROIX, 2004;). A viabilidade do micro-organismo foi
realizada por meio de contagens em agar MRS (LIMA, et al., 2009).

4.8. Microscopia eletrénica de varredura

Para preparacdo das amostras, utilizou-se stubs, cilindro metalico de 10,0 mm
de diametro e 1,0 cm de altura. Uma fita adesiva dupla face foi fixada na superficie
do cilindro e a amostra foi colocada diretamente sobre a fita adesiva e o excesso foi
retirado. O recobrimento da amostra foi realizado no evaporador Balzer, modelo
SCDS 50, que continha uma target de ouro onde se trabalhou com uma corrente de
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40 mA, por 200 s, o que gerou um fino filme de ouro aproximadamente 19 nm de
espessura.

A microscopia foi realizada em microscopio eletronico de varredura JEOL,
modelo JSM-T300, com condigdes de operacdo aceleragcéo de voltagem de 10 e 20
Kv, e 0 aumento observado variou de 2000 até 5000 vezes.

4.9. Analise estatistica

Os dados obtidos nas andlises foram avaliados por meio de Analise de
Variancia (ANOVA) e posteriormente submetidos ao teste de Tukey (p = 0,05).

5. Resultados e Discussao
5.1. Caracterizacao do puré de banana

Na Tabela 1 verificam-se as médias dos valores obtidos para cada parametro.

Tabela 1: Parametros fisico-quimicos do puré de banana utilizado como matéria
prima no suco de banana em pé e resultados obtidos por outros autores para este
tipo de produto.

Puré de banana Cardoso et al. Maatsura et al. Jesus et
Parametros (Bananapureé) (1999) (1999; 2002) al. (2004)
SST (°Brix) 22 22,7 28 24
ATT (% ac.
malico) 0,3 ND 0,22 - 0,57 0,3
pH 49 4,85 4,6 4,83
SST/ATT 73,3 ND 79,6 - 89,6 79,6
AA (mg/100
g) 23 ND 9-12,96 9,5

SST: Solidos sollveis totais. ATT: Acidez Total Titulavel. SST/ATT: Ratio. AA:
Acido ascérbico. ND: Nao disponivel.
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O puré de banana foi utilizado como matéria-prima para a producao do suco
em po probidticos sendo assim, verificou-se o teor de sélidos soluveis totais (°Brix),
acido ascérbico (mg/100g) , pH, acidez (% acido malico) e ratio, parametros quimicos
importantes para manutencao da viabilidade do micro-organismo probidtico utilizado.
Além disso, os métodos estdo dentre os principais utilizados na avaliacdo da
qualidade pés-colheita de bananas.

O puré de banana utilizado apresentou caracteristicas similares aos avaliados
por outros autores, exceto pela concentracdo de &acido ascorbico, diferenga

justificada pelo fato do puré possuir adi¢cdo de vitamina C no seu processo.
5.2. Caracterizacao do suco de banana probiético em po6

Produtos em pd devem reunir caracteristicas como a facilidade de
reconstituicdo, degradagdo minima dos constituintes e sabor agradavel. As
propriedades instantaneas séo influenciadas pela natureza dos alimentos (teor de
sblidos e viscosidade), tipo de secagem, velocidade de secagem, pressao
operacional (NATH & SAPATHY, 1998).

A solubilidade é um dos parametros observados para verificar a capacidade
de um pd em manter-se misturado de forma homogénea com a agua. Nao
constituindo uma solugao no sentido estrito da palavra, mas sim uma emulsao e/ou
suspensao, em que o aumento da estabilidade € comumente referido como
solubilizacdo (MAIA & GOLGHER, 1983).

O suco em pd probidtico de banana elaborado neste trabalho apresentou alta
solubilidade, de 99,11 %. Valor semelhante foi encontrado por Moreira (2007) em p6s
de extrato microencapsulado de residuo de acerola, 90,97 % e 96,92 %, e por Cano-
Chauca et al. (2005) em manga em po, que alcangou valores superiores a 90 %. A
solubilidade do p6 estd associada com o conteudo de umidade e condigdes
operacionais do secador, aumentando com a diminuicdo no teor de umidade
(GOULA & ADAMOPOULOS, 2008). Neste caso, a alta solubilidade pode ser
relacionada também, a presenca de maltodextrina na composicdo do produto.
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Estudos mostram que ha relacao entre a concentracdo de maltodextrina sobre as
propriedades fisicas de sucos em pé (ABADIO et al., 2004; CANO-CHAUCA et al.,
2005).

Materiais ricos em agucares e acidos de baixo peso molecular, como é o caso
dos sucos de frutas, tem como resultado pdés higroscopicos, susceptiveis a
aglomeracao e consequentes problemas na fluidez, devido a baixa temperatura de
transicao vitrea desses compostos. Estes problemas podem ser minimizados com a
adicdo de carboidratos de alto peso molecular, por exemplo, maltodextrinas
(BHANDARI, 1997).

A higroscopicidade encontrada no suco em pé probio6tico de banana elaborado
neste trabalho foi de 23,6 %. Rodriguez-Hernandez et al. (2005) trabalhando com
secagem de figo-da-india em spray dryer encontraram valores de higroscopicidade
de 18 a 23%. Tonon et al. (2009) apresentaram valores de 15,15 % e 15, 79 % em
suco de acai em pbé.

O angulo de repouso estatico também é importante para sucos em po, pois
esta relacionado a fluidez destes produtos. Neste estudo o angulo obtido para o suco
de banana probi6ticos em p6 foi de 21,08°. Segundo Bhandari (1997), p6s com
propriedades de escoamento livre apresentam angulos de repouso menores que 45°,
enquanto que aqueles acima de 50° indicam coesividade ou problemas para
escoamento. Sendo assim, pode-se afirmar que o produto apresentou fluidez
adequada. Valores semelhantes foram encontrados por Oliveira (2008) 23,96 ° e
36,59°, em estudo com suco de caju atomizado.

A densidade aparente € a razao entre a massa e o volume do sélido incluindo
seus espacos vazios (MARTINS, 2006). A densidade aparente obtida para o suco em
pd em estudo foi de 0,33 g/mL, valor proximo ao apresentado por Souza, (2009) em
uma mistura de frutas em pé6, de 0,21 e 0,29 g/mL, e por Fracione et al. (2002) citado
por Oliveira, (2007) de 0,38 a 0,57 g/mL em suco de maracuja desidratado em
secador por aspersdo. A densidade aparente maxima, também conhecida como
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densidade de acomodacao, foi de 0,46 g/mL no produto em estudo, Martins (2006),
em estudo com pés a base de maltodextrina encontrou 0,59 g/mL.

A razdo entre a densidade de acomodagcdo e a densidade aparente é
denominada como fator de Hausner, relacionado com o efeito das forcas coesivas de
sélidos particulados. Materiais que possuem o numero de Hausner superior a 1,4 séo
determinados como coesivos e quando inferior a 1,25 sdo de facil escoamento
(GELDART et al.,1984 citado por MARTINS, 2006). O numero de Hausner
encontrado para suco de banana probidtico em p6 foi de 1,39, o que coloca o
produto na posicao de coesivo. Para o parametro de compressibilidade do suco em
pd encontrou-se o valor de 0,33. Dantas, (2009) em estudo com pés de misturas de
polpas de frutas com diferentes fontes lipidicas encontrou indice de 0,31 e 0,37. Este
parametro € relacionado a capacidade de empacotamento de p6s. De acordo com
Silva (2007) valores de indice de compressibilidade superiores a 0,20 caracterizam
materiais com empacotamento estavel, o que pode vir a dificultar a capacidade de
escoamento.

De acordo com estes resultados, o suco de banana em p6é pode ser
classificado como coesivo e de fluidez complicada.

A umidade do suco de banana em pé deste trabalho foi de 5,56 %,
semelhante ao resultado apresentado por Gomes et al. (2004), que obteve 4,07 %
em po6 de acerola. Enquanto, a fruta in natura, quando liofilizada, apresenta umidade
na faixa de 8,35 %. A maltodextrina presente no suco de banana em p6 reduz a
higroscopicidade de pds em geral, e neste caso pode ter contribuido com a menor
umidade do pé em relagdo a fruta liofilizada. O mesmo foi observado com relacdo a
atividade de agua, que foi de 0,24, enquanto para a fruta inteira liofilizada os dados
séo de 0,32.

A umidade e a atividade de agua do suco de banana em pd sado pontos
importantes para a manutencdo da qualidade do produto durante a sua vida de
prateleira, sdo fatores que determinam reagdes quimicas, fisicas e microbiologicas

no alimento. Um ganho de umidade do produto promoveria aumento da mobilidade
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do sistema, acarretando uma série de reagdes e consequentes alteracbes das
propriedades. Segundo Peleg (1983), a elevada absorcdo de umidade por um
alimento em pdé resulta no aumento de sua coesividade. Logo, quanto mais umido,
mais coeso e mais resistente serd seu fluxo, pois ocorre a formagdo de pontes
liquidas entre as particulas, muito comum em alimentos ricos em agucares. O que
pode acarretar em mudancas na densidade aparente e escoamento, perceptiveis no
sSeu consumo.

A analise para tempo de reconstituicdo do suco de banana em p6 mostrou
resultado de 310,8 segundos para que o pé fosse completamente diluido em agua.
Em estudo da secagem de misturas de frutas tropicais em leito de jorro, Souza,
(2009) apresentou resultado de 315 segundos. O tempo que um pd leva para se
misturar completamente a &gua, sem presenca de grumos, estd relacionado
principalmente ao conteudo e as caracteristicas como tamanho e formato das
particulas, além da temperatura do solvente onde o produto sera reconstituido.
Produtos que tendem a formar grumos quando misturados a agua, possuem baixa
molhabilidade. Em particulas ndo aglomeradas, pequenas e simétricas, a agua
penetra com dificuldade, pois ocorre a reducao dos intersticios, promovendo a
dissolucao de substancias soluveis, que formam uma camada pegajosa na superficie
das particulas, surgindo entdo, os grumos, que promovem o aumento do tempo de
reconstituicdo em agua. Outro fator importante no tempo de reconstituicdo é a
imersibilidade, o rompimento da tensdo superficial e consequente submersdo das
particulas na agua, depois que as mesmas estdo molhadas. Neste caso a densidade
da particula e o ar incluso séo os responsaveis pela velocidade de imersao (MAIA &
GOLGHER, 1983).

A acidez total titulavel e pH foram mensurados no produto reconstituido o qual
apresentou 0,13 % de acido malico e pH de 4,85, como apresentado na Tabela 2.
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Tabela 2: Caracterizacdo das propriedades fisicas do suco em pdé probidtico de

banana.

Parametros P6

pH 4,85
Acidez (% ac. malico) 0,13
Umidade (% bu) 5,56
Aw 0,24
Solubilidade (%) 99,11
Higroscopicidade (%) 23,6
Tempo de reconstituicao (s) 310,8
Densidade aparente minima (g/mL) 0,33
Densidade aparente maxima (g/mL) 0,46
indice de compressibilidade 0,33
Fator Hausner 1,39
Angulo de repouso (°) 21,08

5.3. Vida de prateleira do suco em po6 probiético de banana

Nos ultimos anos, tem sido grande o interesse sob a incorporacdo de
bactérias probidticas em alimentos ndo lacteos e no desenvolvimento de produtos
em poé para aplicagdes nutracéuticas. Como consequéncia, pesquisas vém sendo
desenvolvidas a fim de promover maior sobrevivéncia destes micro-organismos
durante os processos de secagem e armazenamento (SIATERLIS et al., 2009).

Ha, também, diversos estudos com alimentos probidticos de origem vegetal,
como suco de uva suplementado com L. acidophilus (SANTOS et al., 2008), bebida
fermentada de tomate com L. acidophilus BCRC (TSEN et al., 2007), suco de laranja
e maca (DING e SHAH, 2008), suco de laranja, grapefruit, groselha, abacaxi, roma,
cranberry e limao com L. plantarum (NUALKAEKUL e CHARALAMPOPOULOS,
2011) e suco de beterraba e couve (YOON, et al.,, 2004; 2006). Em sua maioria
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bebidas fermentadas, que descaracterizam o suco e podem ser um obstaculo para a
insergcéao do produto no mercado.

Para que um alimento possa ser denominado como probidtico a legislagéo
brasileira estipula uma contagem para L. acidophilus de no minimo 10° UFC.g™
(ANVISA, 2002). Por esse motivo, a estabilidade do micro-organismo deve ser
verificada ao longo da vida de prateleira. Em produtos desidratados, a sobrevivéncia
dos probidticos depende de fatores como a concentragdo inicial de células,
condicbes e meio de crescimento, meio de crescimento, condigdes de secagem,
meio de liofilizagdo, armazenamento e condigdes de reidratacdo (CARVALHO, et al.,
2004; PORTNER et al., 2007).

O uso de baixas temperaturas como as de congelamento promove a reducao
da atividade metabdlica, podendo levar também a uma diminuicdo da carga
microbiana (SHAH, 2000; SCHMIDT & PEREIRA, 2011). A estrutura das células
pode ser comprometida em temperaturas muito baixas, neste aspecto a presenca de
crioprotetores é de extrema importdncia no processo de liofilizagdo de micro-
organismos. N&o foi utilizado agente crioprotetor no suco em estudo, uma vez que a
banana é uma fruta naturalmente rica em carboidratos, entre eles a sacarose
(MOTA, et al.,, 1997). Esta exerce funcao de crioprotetor quando se trabalha com
liofilizacdo de lactobacilos (SIATERLIS, et al., 2009). Além disso, utilizou-se
maltodextrina na formulacdo do produto, que também pode vir a atuar como
crioprotetor em conjunto com a sacarose. O suco de banana em pd apresentou um
teor de 38% de aguUcares redutores e 40 % de acUcares totais e quando reconstituido
apresentou 14 °Brix.

Para controle da contagem inicial de micro-organismos, verificou-se a
concentracdo de células na solugédo probidtica utilizada para o processamento do
suco em po e no produto logo apds a liofilizacao (T = 0). As contagens obtidas foram
de 1,6 x 10" UFC.mL" na solugéo e de 2,25 x 10 UFC.mL™ no suco reconstituido

logo ap6s a liofilizagdo. Observou-se uma reducdo, que esta de acordo com
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trabalhos anteriores com liofilizacdo de lactobacilos (AMPATZOGLOU, et al.,2010;
SIATERLIS et al., 2009).

Nualkaekul et al. (2012) utilizaram 10% de sacarose como crioprotetor em
estudo com Lactobacillus plantarum e constataram reducao de aproximadamente
40% na viabilidade apds liofilizagdo da cultura, resultado similar ao deste trabalho.

Com o objetivo de acompanhar a viabilidade do probiético no suco em p6 de
banana, foram realizadas contagens a cada sete dias das amostras armazenadas a

5, 25 e 35 °C durante trés meses. Os resultados sdo apresentados na Figura 3.
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Figura 3: Viabilidade de L. acidophilus em suco em pd de banana ao longo de 90
dias de vida de prateleira armazenado a 5, 25 e 35 °C.

Como apresentado na figura, houve diferenga significativa nas contagens
entre as amostras armazenadas sob diferentes temperaturas e ao longo do tempo.
Nas primeiras semanas de armazenamento do suco em pé foi observada uma
reducdo na concentracdo de micro-organismos nas trés temperaturas utilizadas. A

contagem inicial realizada logo apds o processo de liofilizacdo (T = 0), mostra uma
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concentragdo de L. acidophilus de 10° UFC.mL™" no produto reconstituido. O efeito
da temperatura de armazenamento sob a cultura péde ser observado nas primeiras
24 horas de armazenamento, uma vez que a contagem realizada na amostra a 35° C
apresentou alteracdo, reduzindo para 10° UFC.mL™". Nota-se que a viabilidade nas
amostras a esta temperatura diminuiu gradualmente nos primeiros 21 dias, cerca de
um ciclo log a cada semana, e a partir de entao observou-se uma estabilizagao na
sobrevivéncia dos micro-organismos, mantendo-se em 10?2 UFC.mL™" até o fim da
vida de prateleira de 90 dias.

Diferentemente das amostras a 35 °C, as demais apresentaram mudancas na
viabilidade por volta do 14° dia de armazenamento. Nas amostras armazenadas a
25°C também observou-se uma queda gradual na concentragdo das células
probidticas, porém de modo mais lento, apresentando contagens da ordem de 102
UFC.mL™ de suco no final da vida de prateleira.

Trachoo, et al. (2008) avaliaram a capacidade crioprotetora de diferentes
vegetais adicionados de L. acidophilus. Depois de congelados, os vegetais foram
liofilizados e armazenados a 5 e 25°C. Diferentemente do presente trabalho, a
sobrevivéncia do L. acidophilus foi de apenas 6 dias quando armazenados a 25° C.

A temperatura de armazenamento de 5° C foi a que mais favoreceu a
sobrevivéncia do probidtico, sendo as contagens mantiveram-se na ordem de 10°
UFC.mL™". N&o houve diferenca significativa (p>0,05) entre as contagens a partir do
14° dia de armazenamento.

Estudos apontam a atividade de agua como um dos principais fatores que
contribuem para reducdo e/ou manutencdo da viabilidade ao longo do
armazenamento de micro-organismos liofilizados, sendo que o aumento da atividade
de agua reduz a viabilidade da cultura (MARSHAL, et al., 1973).

Nos sucos armazenados a 5 e 25° C, a concentracdo de L. acidophilus pode
ser explicada pela atividade de agua das amostras e sua alteragao durante a vida de
prateleira (Figura 4). A atividade de agua do suco em pé apresentou diferenca

50



significativa (p<0,05) entre as amostras armazenadas a diferentes temperaturas ao

longo do tempo de armazenamento.
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Figura 4: Atividade de agua do suco em p6 probiodtico de banana ao longo de 90 dias

de vida de prateleira armazenado a 5, 25 e 35° C.

A atividade de agua inicial do suco em p6 foi de 0,22, e aumentou conforme o
tempo e temperatura de armazenamento. A 5° C, a Aa das amostras nao apresentou
diferenga significativa (p>0,05) ao longo da vida de prateleira, manteve-se na faixa de
0,22 - 0,23 durante os dias de armazenamento. O que esta de acordo com 0s
resultados apresentados por Kurtmann, et al. (2009), que em estudo com bactérias
liofilizadas constataram que Aa de 0,11 - 0,22 conduzem a niveis aceitaveis de
sobrevivéncia apds 12 semanas de armazenamento.

Nas amostras a 25° C a Aa do material aumentou de 0,22 para 0,31 ao longo
do tempo, o que pode ter afetado a sobrevivéncia do micro-organismo. A reducao
drastica na contagem de L. acidophilus ocorreu a partir de 40 dias de
armazenamento (Figura 3), sendo este 0 mesmo periodo em que o suco em po
apresentou valor de Aa proximo a 0,3 (Figura 4). Uma taxa acelerada na perda da
viabilidade também foi citada por Kurtmann et al. (2009) para Aw na faixa de 0,32 -
0,43 em estudo com L. acidophilus liofilizado. Seus resultados mostram claramente
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que a aplicagdo deste micro-organismo em alimentos de Aw maior sera
acompanhada de uma alta perda da sua viabilidade. Isso pode ser explicado com
base no aumento da mobilidade molecular, componentes que nao eram reativos por
estarem presos ou encapsulados dentro de uma matriz quando em baixas Aw,
ganham movimento, podendo participar de reagoes.

Na temperatura de 35° C a Aa também ndo teve variagdo significativa
(p>0,05), passou de 0,22 para 0,26 apds os 90 dias de estocagem. Mesmo assim a
bactéria probiodtica apresentou baixa sobrevivéncia, o que pode estar relacionado a
processos de oxidacao lipidica da membrana celular. Em estudo com lactobacilos,
Castro et al. (1996) constataram que depois do processo de liofilizacdo os acidos
graxos saturados da membrana celular do micro-organismo comegaram a diminuir de
forma imediata. A reducdo destes acidos graxos pode ocorrer por meio de
autoxidacdao, que em temperaturas mais baixas acontece de forma mais lenta
(NAWAR, 1976) e/ou por oxidacao lipolitica, causada pelo acido latico, que mesmo
em pequenas concentracdes pode ter acao lipolitica (STADHOUDERS e VERINGA,
1973). As consequéncias das alteragbes do perfil lipidico sdo muito importantes para
a célula. O aumento da proporcdo de acidos graxos saturados vem sendo
relacionado com a perda da viabilidade (CASTRO, et al., 1995). A consequéncia do
aumento desta proporcao é a alteragcdo da temperatura de transicao vitrea da
membrana, causando mudancas no estado dos lipideos, de liquido para a forma
cristalina (WATSON et al., 1973 citados por CASTRO, et al., 1996), o que reduz a
fluidez da membrana e consequentemente a viabilidade celular.

Assim como a Aa, a umidade foi fator relevante para sobrevivéncia do L.
acidophilus no suco em p6 armazenado a diferentes temperaturas. A Figura 5
apresenta os valores encontrados de umidade do suco em pd durante a vida de
prateleira. Houve diferenca significativa (p<0,05) entre as amostras armazenadas a
temperaturas diferentes e nos tratamentos a 25 e 35° C, que tiveram aumento da sua

umidade ao longo do armazenamento.
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Figura 5: Umidade do suco em p6 probidtico de banana ao longo de 90 dias de vida

de prateleira armazenado a 5, 25 e 35° C.

Os resultados mostram mais uma vez, a relagao entre o teor de agua e a
manutencdo da viabilidade do micro-organismo probidtico. Castro et.al. (1995)
armazenaram amostras de lactobacilos liofilizados em ambientes com diferentes
umidades relativas (UR), a 5 e 20° C, e concluiram que URs mais elevadas
aceleraram a morte dos micro-organismos e que as taxas de sobrevivéncia foram
maiores nas amostras refrigeradas. O mesmo autor afirma que quanto maior a
umidade maior a oxidacao lipidica, o que afeta diretamente a estrutura da membrana
celular de L. acidophilus, assim como a temperatura.

Comparando-se as amostras armazenadas a temperatura de 5, 25 e 35° C
percebe-se que a 25° C o suco em p6 apresentou Aa e umidade (Figura 4 e 5)
superiores as demais amostras durante a vida de prateleira. Tal fato se deve ao
material da embalagem (PET/AI/PE), que tem a propriedade de permeabilidade a
vapor d’agua influenciada pela temperatura e tempo de armazenamento. A tendéncia
€ que um alimento em pd, altamente higroscépico, entre em equilibrio com o

ambiente com o decorrer do tempo. Embalagens flexiveis para produtos alimenticios
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desidratados limitam o seu contato com o oxigénio atmosférico e o seu ganho de
umidade. As transferéncias de oxigénio e umidade sdo simultaneas, sendo que,
qguando o ganho de umidade for mais importante do que a transferéncia de oxigénio,
o produto podera deteriorar-se devido ao ganho de umidade (PADULA e OLIVEIRA,
1986; CABRAL e ALVIM, 1981).

Ao longo da vida de prateleira, observou-se diferenga entre a umidade relativa
das B.O.Ds, sendo de 44% (5°C), 48% (25° C) e 35% (35° C), comparando a Aw
inicial do suco em p6 (0,22) e as URs, observou-se um gradiente de 24, 28 e 15%,
respectivamente, entre a Aw das amostras e a UR, o que explica o ganho de
umidade nas amostras armazenadas a 25° C.

Os resultados para pH e acidez demonstraram que o produto possui
caracteristicas interessantes para a manutencdo dos micro-organismos, pois mesmo
tratando-se de bactérias acido laticas, a exposicao a ambientes muito acidos por um
longo periodo podem provocar danos celulares e consequentemente reduzir a
sobrevivéncia do L. acidophilus. O pH e a acidez do suco em pé foram avaliados
apos a liofilizagdo (T = 0) e a cada 30 dias durante a vida de prateleira (Figura 6 e 7).
Os resultados mostram que com o tempo o pH aumentou, diferiram estatisticamente
(p<0,05) com o tempo de estocagem, o que tem relacdo com a oxidagao do acido
ascérbico. Enquanto a acidez (% em &cido malico) ndo apresentou diferenca
estatistica.

No inicio da vida de prateleira o suco em p6 possuia aproximadamente 90 mg
de acido ascérbico (AA) por 100g (Figura 8). Ap6s 90 dias de armazenamento a
concentragdo de AA diminui aproximadamente 53% e 13% nas amostras
armazenadas a 5 e 25° C, respectivamente. Enquanto que a 35° C, todo o acido
ascorbico foi perdido.
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Figura 6: pH do suco em pé probidtico de banana ao longo de 90 dias de vida de

prateleira armazenado a 5, 25 e 35° C.
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Figura 7: Acidez total, expressa em % de acido malico, do suco em pd probiético de
banana ao longo de 90 dias de vida de prateleira armazenado a 5, 25 e 35 °C.
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Figura 8: Teor de &cido ascérbico (AA) expresso em mg/100 g de suco em pod

probidtico de banana apds liofilizacdo e depois de 90 dias a 5, 25 e 35 °C.

Os resultados para cor estdo apresentados na Tabela 3. A luminosidade das
amostras (L*) pode ter sido influenciada pela maltodextrina utilizada como matéria-
prima, que por possuir cor branca, diminui a cor amarelada caracteristica da banana,
0 que deixa o produto mais claro. Constatou-se diferenca entre a luminosidade da
amostra no tempo zero e das demais. Para o parametro a* os resultados foram
negativos, indicando tonalidade verde, que alterou conforme o tempo e temperatura
de armazenamento. Ja no parametro b*, a amostra armazenada a 25° C, indicou
aumento da tonalidade azul, apresentando variagdo quando comparada as demais
amostras. A coloracdo diferiu estatisticamente (p<0,05) entre as amostras com o

tempo de armazenamento, mas visualmente o produto ndo apresentou mudanca

(Figura 2).
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Tabela 3: Parametros de cor para amostras do tempo zero e amostras armazenada
a 5, 25, 35° C por 90 dias.
Amostras T L* a* b*
0 hora - 46,35 -1,57 1,93
- 90dias 5°C 47,82  -1,71 3,42
25°C 47,51 -1,69 2,46
35°C 47,91 -1,74 3,35

Figura 2: Suco em p6 probiético de banana reconstituido em agua.

5.4. Viabilidade de Lactobacillus acidophilus em suco de banana
em po sob simulacao das condicoes gastro-intestinal.

Realizou-se a simulacdo gastro-intestinal apenas com as amostras de suco
em p6 que apresentaram contagens de L. acidophilus na ordem de 10° UFC.mL™".
Sendo assim, a andlise foi realizada nas amostras no tempo zero (T=0, apds o
processo de liofilizagdo) e com 90 dias de armazenamento a 5° C.

As secrecOes acidas do estdbmago e as enzimaticas do trato gastrintestinal sdo
0s primeiros mecanismos de defesa do organismo frente a micro-organismos
invasores, estas secre¢des atuam como um bloqueio microbiano a colonizagdo do
estdbmago e consequentemente do intestino. Sendo assim, para que um micro-
organismo probidtico possa se aderir ao epitélio intestinal e se desenvolver, &
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essencial sua sobrevivéncia frente a todas estas barreiras do trato gastrintestinal
(MARTEAU et al, 1993).

E comum uma variabilidade entre as linhagens dos micro-organismos
probiéticos em relacdo a tolerdncia ao baixo pH. Por isso, para verificar as
propriedades probidticas de um microrganismo, uma caracteristica a ser analisada é
sua tolerancia ao acido gastrico.

A Tabela a seguir apresenta a viabilidade do L. acidophilus, veiculado pelo
suco de banana em po, durante a simulagdo gastro-intestinal. O micro-organismo
apresentou resisténcia ao pH 2,0, tanto nas amostras T=0 (apés liofilizagcao), quanto

nas amostras armazenadas por 90 dias a 5° C.

Tabela 4: Reducéao logaritmica do L. acidophilus presente no suco de banana apoés
incubagcdo sequencial do produto em suco gastrico artificial (SGA), suco intestinal
artificial (SIA) e a bile 1%.

Tratamentos*

Incubacgdo sequencial T=0hora T =90 dias
SGA pH 2,0 0 min. 1,1 0,87
30 min. 1,1 1,1
60 min. 1,19 1,46
120 min. 1,56 1,87
SIApH 7,0 300 min. 1,54 1,03
Bile 1% 0 min. 1,11 0,91
60 min. 1,67 1,35
300 min. 2,39 3,24

A alta resisténcia apresentada pelo L. acidophilus pode ser explicada por
caracteristicas da estrutura celular, segundo Rius et al, (1994), esta espécie
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apresenta citoplasma com alta capacidade tamponante, o que favorece sua
resisténcia frente a mudancas do pH e ganho de estabilidade em condi¢des acidas.

De acordo com Park et al, (2006), para que uma bactéria possa ser
considerada probidtica, ela deve sobreviver entre os pH 2,0 e 3,0, durante 3 horas.
Enquanto Bernardeau et al. (2001) afirma que para resistir a passagem pelo
estdbmago, o tempo de permanéncia para que uma cultura possa ser considerada
potencialmente probidtica € de 90 minutos em pH 3,0.

E importante ressaltar que apds a ingestdo do alimento, o pH estomacal que
inicialmente varia de 1,2 a 2,0, pode se alterar dependendo do alimento ingerido
(CHENG, et al., 2004). Neste estudo apds a adicao do suco reconstituido de banana
o pH da solugéo de suco gastrico subiu de pH 2,0 para 2,42.

L. acidophilus também nao foi afetado estatisticamente (p>0,05) pelo suco
gastrico (SGA) e suco intestinal artificial (SIA), mostrou-se resistente as enzimas
utilizadas, apresentando maior sensibilidade apenas quando exposto a bile,
principalmente na amostra de suco em pé com 90 dias de armazenamento a 5° C,
como apresentado na Figura 8.

A reducéo da viabilidade perante a 1 % de bile foi mais significativa para o
micro-organismo do suco em pd armazenado por 90 dias a 5° C que do suco T= 0
(apos liofilizagdo), apresentando uma taxa de sobrevivéncia de 48% e 69,4%,
respectivamente. A Figura 8 destaca clara relacdo entre o tempo de vida de
prateleira e a sobrevivéncia do L. acidophilus frente a simulacdo gastro-intestinal,
uma vez que sua resisténcia a bile diminuiu com o tempo de armazenamento.
Champagne e Gardner, (2008) verificaram a resisténcia de células frescas de L.
acidophilus e também armazenadas por 35 dias a 4° C frente as condigdes
gastrointestinais, constataram que o0 micro-organismo nao foi afetado
significativamente em presencga de bile, porém a concentragao utilizada foi de 0,3%.
No presente trabalho utilizou-se de 1% de bile, 0 que pode ter acelerado a redugao
da viabilidade do micro-organismo.
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Figura 8: Sobrevivéncia do L. acidophilus veiculado por suco em p6 de banana, apés
exposicdo do produto com diferentes tempos de vida de prateleira (T= 0 - apds
liofilizacao; e T= 90 - dias de armazenamento a 5° C) a simulacao gastro-intestinal e
a bile 1%.

De acordo com Del Piano, et al. (2006 a) a bile é responsavel por mais de
35% da perda da viabilidade de micro-organismos probidticos. A resisténcia aos sais
biliares € um importante mecanismo para que um micro-organismo seja
potencialmente probiodtico. Estes sais promovem a desorganizacdo celular, pois
atuam na camada lipidica da membrana. Essa modificacdo afeta ndo somente a

viabilidade, como também suas interagdes celulares (VALDEZ et al, 1996).
5.5. Microscopia eletrénica de varredura

Apoés liofilizagdo, com auxilio da microscopia eletrénica de varredura (Figura
9), pode-se observar a estrutura do suco em p6 probiético de banana e a presenca
do micro-organismo Lactobacillus acidophilus no produto.
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Figura 9: Imagem da estrutura do suco de banana em p6 e de L. acidophilus.
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6. Conclusao

De acordo com os resultados obtidos, conclui-se que:

e A aplicacdo de L. acidophilus em suco em pd de banana é viavel, se o produto
for armazenado a 5° C, sendo esta a temperatura a que mais favorece a

sobrevivéncia do probiético;

e Apenas o suco de banana em p6 armazenado a 5° C apresentou durante toda
vida de prateleira a concentragdo minima (10 UFC.mL™") de L. acidophilus
estipulada pela legislagdo em vigor para ser considerado como alimento
probiético;

e A atividade de agua foi a caracteristica fisica do suco em pd probiético de
banana que teve grande influéncia na manutencdo da viabilidade do L.

acidophilus, assim como a temperatura de armazenamento;

e L. acidophilus apresentou resisténcia frente a simulagcdo gastro-intestinal

mesmo apoés 90 dias de armazenamento do suco de banana em po6 a 5° C;

e A resisténcia do L. acidophilus a bile diminui com o tempo de armazenamento;

e Os resultados relativos a caracterizagdo do suco de banana probi6tico em p6
atestam a qualidade do produto, se o mesmo for armazenado em baixas
temperaturas e em embalagens adequadas, com boa barreira ao vapor de
agua, oxigénio e a luz.
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