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1 INTRODUCAO

A preocupacédo com a alimentacdo vem mudando nas ultimas décadas, uma vez que
h&4 um aumento crescente do interesse dos consumidores por alimentos que
assegurem nao sO o bem-estar e a saude, mas que possam, também, reduzir o risco
de doencas ao longo da vida (ROBERFROID, 2002). A dieta tem sido reconhecida
como a primeira linha de defesa na prevencédo de diversas doencas crbnicas nao
transmissiveis, como cancer, doencas cardiovasculares, osteoporose, artrite e

degeneracdo muscular relacionada a idade (COSTA, 2010).

Os alimentos funcionais possuem potencial para promover a saude por meio de
mecanismos ndo previstos na nutricdo convencional, devendo ser salientado que
esse efeito restringe-se a promocdo da salde e ndo a cura ou prevencao de
doencas (ROBERFROID, 2007). A crescente demanda por este tipo de alimento
pode advir do aumento nos custos de saude, da crescente expectativa de vida e,
também, do desejo das pessoas melhorarem a sua qualidade de vida (SIRO et al.,
2008).

O conhecimento da microbiota intestinal e suas interagbes levaram ao
desenvolvimento de estratégias alimentares, objetivando a manutencédo e o estimulo
das bactérias normais ali presentes (GIBSON & FULLER, 2000). Atualmente
diversos micro-organismos vém sendo utilizados com finalidade probiética, como os

Lactobacillus e Bifidobactérias.

A influéncia benéfica dos probibticos sobre a microbiota intestinal humana inclui
fatores como efeitos antagbnicos, competicdo e efeitos imunoldgicos, resultando no
aumento da resisténcia contra patdégenos. Assim, a utilizacdo de culturas
bacterianas probidticas estimula a multiplicacdo de bactérias benéficas, em

detrimento a proliferacdo de bactérias potencialmente prejudiciais, reforcando os
mecanismos naturais de defesa do hospedeiro (PUUPPONEN-PIMIA et al., 2002).

Diversas definicbes de probioticos ja foram publicadas ao longo dos anos
(SANDERS, 2003). Entretanto, a definicdo aceita internacionalmente € a de micro-
organismos vivos que, quando administrados em quantidades adequadas, conferem
beneficios a saude do hospedeiro (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION
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OF UNITED NATIONS, WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2001; SANDERS,
2003). A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) define probi6ticos como
micro-organismos vivos capazes de melhorar o equilibrio microbiano intestinal

produzindo efeitos benéficos a saude do individuo (BRASIL, 2002).

A recomendacdo brasileira mais recente para alimentos probiéticos é com base na
porcdo diaria de micro-organismos viaveis que devem ser ingeridos para efeitos
funcionais, sendo o minimo estipulado de 10® a 10° UNIDADE FORMADORA DE
COLONIA (UFC) dia™* (BRASIL, 2008).

A tendéncia em se estudar o efeito dos alimentos probidticos, ao invés de apenas as
bactérias probidticas, é necesséria para aumentar a confianca do consumidor e dara
maior credibilidade aos beneficios a salide dos produtos probidticos (MATTO et al.,
2006). Desta forma a fixacdo de padrdes de identidade para produtos alimenticios
contendo culturas probidticas serd Util para acelerar o desenvolvimento e a
disponibilidade desses produtos (PARVEZ et al., 2006).

O trato gastrintestinal humano é um microecossistema cinético, o que possibilita o
desempenho normal das funcdes fisiologicas do hospedeiro, a menos que micro-
organismos prejudiciais e potencialmente patogénicos dominem. Manter um
equilibrio apropriado da microbiota pode ser assegurado por uma suplementacéo
sistematica da dieta com probidticos, prebidticos e simbiéticos (BIELECKA et al.,
2002).

Estima-se que a microbiota humana contém 10'* células bacterianas, nimero 10
vezes maior do que o humero de células presentes no corpo humano. O 6rgdo mais
colonizado € o trato gastrointestinal (TGI), sendo que o co6lon pode conter mais de

70% de todos os micro-organismos no corpo humano (LEY et al., 2006).

A microbiota saudavel é definida como a microbiota normal que conserva e promove
o bem estar e a auséncia de doencas, especialmente do TGIl. A correcdo das
propriedades da microbiota autdctone desbalanceada constitui a racionalidade da
terapia por probiéticos. Uma microbiota intestinal desbalanceada causa alteracdes
como a diarreia associada a infec¢des ou ao tratamento por antibioticos, a alergia
alimentar, o eczema atopico, doencas inflamatorias intestinais e artrite (ISOLAURI et
al., 2004).
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A introducdo bem sucedida de um produto no mercado estard diretamente
relacionada com o seu aroma, sabor e textura (CHAMPAGNE & GARDNER, 2005).
Desta forma a fixacdo de padrdes de identidade para produtos alimenticios contendo
culturas probiéticas sera util para acelerar o desenvolvimento e a disponibilidade
desses produtos (PARVEZ et al., 2006).

Apesar das leveduras ndo estarem no grupo dos micro-organismos reconhecidos
como probioticos pela ANVISA, diversos trabalhos relatam o efeito de algumas
linhagens de leveduras como um agente preventivo e terapéutico para o tratamento
de uma variedade de doencas diarreicas, a exemplo a Saccharomyces boulardii.
(MCFARLAND & BERNASCONI, 1993).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a estabilidade dos micro-organismos Lactobacillus acidophilus e
Saccharomyces boulardii em barras de cereais durante o tempo de armazenamento
(shelf life).

2.2 Objetivos Especificos

e Desenvolver formulacbes de barras de cereais com o0s probidticos
Lactobacillus acidophilus e Saccharomyces boulardii;

e Determinar a melhor forma de incorporacdo de Lactobacillus acidophilus e
Saccharomyces boulardii a barra de cereais;

e Avaliar a viabilidade dos micro-organismos probioticos durante o periodo de
estocagem e a manutencdo destes em niveis desejaveis;

e Avaliar a aceitabilidade do produto por meio do teste de avaliacdo sensorial e

intencdo de consumo.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Alimentos funcionais

A preocupagdo com a alimentacdo vem mudando nas ultimas décadas, uma vez que
ha um aumento crescente do interesse dos consumidores por alimentos que
assegurem nado soO o bem-estar e a saude, mas que possam, também, reduzir o risco
de doencas ao longo da vida (ROBERFROID, 2002). A dieta tem sido reconhecida
como a primeira linha de defesa na prevencao de diversas doencas crénicas nao
transmissiveis, como cancer, doencas cardiovasculares, osteoporose, artrite e

degeneracdo muscular relacionada a idade (COSTA, 2010).

Esses alimentos que geram efeitos benéficos a salde humana, aliados a acéo
nutricional sdo denominados funcionais. Seu efeito deve-se a adicdo de ingredientes
ativos, remocdo ou substituicdo de substancias indesejaveis em sua composicao
(ERKKILA et al., 2001).

Atraidos pela possibilidade de optar por beneficios adicionais a saude, os
consumidores tendem a escolher produtos funcionais, em substituicdo aos
tradicionais (ARES et al., 2009).

Os alimentos funcionais possuem potencial para promover a salde por mecanismos
nao previstos na nutricdo convencional, devendo ser salientado que esse efeito
restringe-se a promoc¢do da saude e ndo a cura ou prevencdo de doencas
(ROBERFROID, 2007).

O termo “alimentos funcionais” foi inicialmente introduzido pelo governo do Japéo
em meados dos anos 80, como resultado de esforgos para desenvolver alimentos
que possibilitassem a reducdo dos gastos com saude publica, considerando a

elevada expectativa de vida naquele pais (ARAYA e LUTZ, 2003).

O Japéo foi o pioneiro na formulagdo do processo de regulamentacdo especifica
para os alimentos funcionais, referindo-se a eles como alimentos processados que
contém ingredientes que auxiliam nas funcdes corporais especificas, além de serem

nutritivos. Conhecidos como Alimentos para Uso Especifico em Saude — Foods for
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Specified Health Use (FOSHU), estes alimentos sdo qualificados e trazem um selo
de aprovacao do Ministério da Saude e Bem-estar japonés (HASLER, 1998).

Os alimentos integrais ndo modificados, como as frutas e 0s vegetais, representam a
forma mais simples de um alimento funcional. Por exemplo, brécolis, cenoura ou
tomate sdo considerados alimentos funcionais por serem ricos em componentes
fisiologicamente ativos, tais como sulforafano, beta caroteno e licopeno,
respectivamente. Os alimentos modificados com nutrientes ou realcados com
fitoquimicos ou com compostos fisiologicamente ativos de origem vegetal, também

podem ser considerados como alimentos funcionais (STRINGHETA et al., 2007).

Ainda nao existe uma definicdo mundialmente aceita para os alimentos funcionais.
Entretanto, diversas organizacdes tentaram definir essa categoria emergente de
alimentos (ARAYA e LUTZ, 2003).

Lajolo (2001) define Alimento funcional como o alimento semelhante em aparéncia
ao alimento convencional, consumido como parte da dieta usual, capaz de produzir
demonstrados efeitos metabdlicos ou fisioldgicos Uteis na manutencdo de uma boa
saude fisica e mental, podendo auxiliar na reducdo de risco de doencas e agravos

nao transmissiveis, além de suas funcdes nutricionais basicas.

3.2 Legislacao Brasileira

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) do Ministério da
Saude, regulamenta os alimentos funcionais através das seguintes resolu¢des: RDC
n° 16/1999 ANVISA, RDC n° 17/1999 ANVISA, RDC n° 18/1999 ANVISA, RDC n°
19/1999 ANVISA, cujas esséncias sao:

a) Resolucéo n° 16, de 30 de abril de 1999 - Trata de Procedimentos para Registro
de Alimentos e ou Novos Ingredientes, cuja caracteristica é de ndo necessitar de um
Padréo de Identidade e Qualidade (PIQ) para registrar um alimento, além de permitir
o registro de novos produtos sem histérico de consumo no pais e também novas

formas de comercializacdo para produtos ja consumidos (BRASIL, 1999a);
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b) Resolucdo n° 17, de 30 de abril de 1999 - Aprova o Regulamento Técnico que
estabelece as Diretrizes Basicas para Avaliacdo de Risco e Seguranca de Alimentos
qgue prova, baseado em estudos e evidéncias cientificas, se o produto é seguro sob

0 ponto de risco a saude ou ndo (BRASIL, 1999b);

c) Resolucdo n° 18, de 30 de abril de 1999 - Aprova o Regulamento Técnico que
estabelece as Diretrizes Béasicas para a Analise e Comprovacdo de Propriedades

Funcionais e/ou de Saude, alegadas em rotulagem de alimentos (BRASIL, 1999c¢);

d) Resolucdo n° 19, de 30 de abril de 1999 - Aprova o Regulamento Técnico de
Procedimentos para Registro de Alimentos com Alegacdo de Propriedades
Funcionais e ou de Saude em sua Rotulagem (BRASIL, 1999d).

A legislacao brasileira ndo define alimentos funcionais, mas sim as alegacdes de
propriedades funcionais e de saude de alimentos e ingredientes para consumo
humano permitidas para serem veiculadas nos rotulos e nas propagandas de
produtos elaborados, embalados e comercializados, prontos para oferta ao
consumidor (STRINGHETA et al., 2007; BRASIL, 1999c; BRASIL, 1999d).

De acordo com a resolucdo da ANVISA, RDC n° 18/1999, alegacao de propriedade
funcional é aquela relativa ao papel metabdlico ou fisiolégico que o nutriente ou nédo
nutriente tem no crescimento, desenvolvimento, manutencdo e outras funcdes
normais do organismo humano e alegacdo de propriedade de saude é aquela que
afirma, sugere ou implica a existéncia de relacdo entre o alimento ou ingrediente

com doenca ou condicado relacionada a saude (BRASIL, 1999c).

As diretrizes para a utilizacdo da alegacdo de propriedades funcionais e ou de
saude, segundo a RDC n° 18/1999, ANVISA sao:

a) A alegacdo de propriedades funcionais e ou de saude é permitida em carater

opcional;

b) O alimento ou ingrediente que alegar propriedades funcionais ou de saude pode,
além de funcdes nutricionais basicas, quando se tratar de nutriente, produzirem
efeitos metabdlicos e ou fisioldgicos e ou efeitos benéficos a saude, devendo ser

seguro para consumo sem supervisao meédica;

c) Séo permitidas alegacdes de fungcéo ou conteudo para nutrientes e nao nutrientes,

podendo ser aceitas agquelas que descrevem o papel fisiologico do nutriente ou nao
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nutriente no crescimento, desenvolvimento e fungbes normais do organismo,
mediante demonstracdo da eficacia. Para os nutrientes com funcdes plenamente
reconhecidas pela comunidade cientifica ndo sera necessaria a demonstracdo de

eficacia ou analise da mesma para alegacao funcional na rotulagem;

d) No caso de uma nova propriedade funcional, ha necessidade de comprovacao
cientifica da alegacéo de propriedades funcionais e ou de saude e da seguranca de
uso, segundo as Diretrizes Basicas para avaliacdo de Risco e Seguranca dos

alimentos;

e) As alegacbes podem fazer referéncias a manutencdo geral da saude, ao papel
fisioldgico dos nutrientes e ndo nutrientes e a reducao do risco de doencas. Nao sédo
permitidas alegacbes de saude que facam referéncia a cura ou prevencdo de
doencas (BRASIL, 1999c).

A Resolucdo RDC n.° 2/2002, aprova o Regulamento Técnico de Substancias
Bioativas e Probidticos Isolados com Alegacdo de Propriedades Funcional e ou de
Saude. Os produtos de que trata este regulamento sado classificados em:
carotenoides, fitoesterdis, flavonoides, fosfolipideos, organosulfurados, polifendis e
probiéticos (BRASIL, 2002).

A ANVISA atualizou, em julho de 2008, a lista que contemplava os Alimentos com
Alegacdes de Propriedades Funcionais e ou de Saude, Novos
Alimentos/Ingredientes, Substancias Bioativas e Probioticos. A lista apresenta o
nome de todos os componentes funcionais reconhecidos pela ANVISA, juntamente
com as alegacdes que podem ser veiculadas no rétulo do produto, desde que
atendido os requisitos especificos de cada componente funcional.

A recomendacao brasileira mais recente para alimentos probi6ticos é com base na
porcdo diaria de micro-organismos viaveis que devem ser ingeridos para efeitos
funcionais, sendo o minimo estipulado de 10° a 10° UFC dia™. (BRASIL, 2008).

No Brasil, somente os alimentos processados podem obter registro como alimento
com alegacOes de propriedade funcional pelo fato de apresentarem composi¢céo
padronizada e possibilidade de controle (LAJOLO, 2001). O registro de um alimento
funcional s6 pode ser realizado apds comprovada a alegacdo de propriedades
funcionais ou de saude com base no consumo previsto ou recomendado pelo

fabricante, na finalidade, condigdes de uso e valor nutricional, quando for o caso ou
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na(s) evidéncia(s) cientifica(s): composi¢cdo quimica ou caracterizacdo molecular,
quando for o caso, e ou formulacdo do produto; ensaios bioquimicos; ensaios
nutricionais e ou fisiolégicos e ou toxicolégicos em animais de experimentacao;
estudos epidemioldgicos; ensaios clinicos; evidéncias abrangentes da literatura
cientifica, organismos internacionais de saude e legislacdo internacionalmente
reconhecidas sob propriedades e caracteristicas do produto e comprovagédo de uso
tradicional, observado na populacdo, sem associacdo de danos a saude (BRASIL,
1999c; BRASIL, 1999d; PIMENTEL et al., 2005).

O conteudo da informacé&o ou propriedade funcional ou de saude de um alimento ou
ingrediente veiculada, por qualquer meio de comunicacao, ndo poderéa ser diferente
em seu significado daquela aprovada para constar em sua rotulagem (BRASIL,
1999d).

3.3 Probidticos

Em 1907, Elie Metchnikoff foi o primeiro a propor uma justificativa cientifica para o
papel de lactobacilos na manutencdo da saude e longevidade (CARAMIA, 2004). O
termo probidtico data por volta de 1965, quando Lilly e Stillwell foram os primeiros a
usar para descrever qualquer substancia ou organismo que contribui para o
equilibrio microbiano intestinal, e em 1989 Fuller destacou ainda o seu papel na
saude (LILLY & STILLWELL, 1965; FULLER, 1989).

Diversas definicbes de probibticos ja foram publicadas ao longo dos anos
(SANDERS, 2003). Entretanto, a definicdo atualmente aceita internacionalmente é a
de micro-organismos vivos que, quando administrados em quantidades adequadas,
conferem beneficios a saude do hospedeiro (FOOD AND AGRICULTURE
ORGANIZATION OF UNITED NATIONS, WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2001;
SANDERS, 2003).

Atualmente, 56 espécies sdo reconhecidas como pertencentes ao género
Lactobacillus e 29 espécies sao classificadas como Bifidobactérias, embora poucas

cepas apresentem efeito probidtico bem documentado (SHAH, 2007).
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Dentre os probiodticos mais estudados, tanto experimentalmente quanto clinicamente,
destacam-se as bactérias laticas, particularmente lactobacilos, as bifidobactérias e a
levedura Saccharomyces boulardii (SAAD et al.,, 2011; MACFARLAND, 2010).
Alguns ja sdo comercializados sob a forma de suplemento alimentar ou preparacdes
farmacéuticas, contendo um ou varios micro-organismos (MARTINS, 2008). A partir
de julho de 2008, a ANVISA reconheceu somente como probiéticos os seguintes
micro-organismos: Lactobacillus  acidophilus, Lactobacillus casei Shirota,
Lactobacillus casei variedade rhamnosus, Lactobacillus casei variedade defensis,
Lactobacillus paracasei, Lactococcus lactis, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium
animallis (incluindo a subespécie B. lactis), Bifidobacterium longum, Enterococcus
faecium. A ANVISA estabeleceu, ainda, a necessidade da citacdo nos rotulos de
produtos alimenticios contendo estes microrganismos a seguinte alegagao: “Seu
consumo deve estar associado a uma alimentacdo equilibrada e habitos de vida
saudaveis” Os micro-organismos Lactobacillus delbrueckii (subespécie bulgaricus) e
Streptococcus salivarius (subespécie thermophillus) foram retirados da lista tendo
em vista que além de serem espécies necessarias para producdo de iogurte, nao

possuem efeito probidtico cientificamente comprovado (BRASIL, 2008).

Deve ser salientado que os probiéticos devem, necessariamente, resultar em efeitos
benéficos mensuraveis sobre a saude, substanciados por estudos conduzidos no
hospedeiro ao qual ele se destina. Em outras palavras, probioticos destinados ao
uso em humanos requerem comprovacdo da eficacia por meio de ensaios em
humanos (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF UNITED NATIONS,
WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2001; SANDERS, 2003).

E importante salientar que a eficacia dos probidticos, sobre o estado de salde e
nutricdo do hospedeiro é dependente das mudancas que eles promovem na
composicdo e na atividade metabdlica da microbiota residente (BUDDINGTON,
2009).

Atualmente, a grande preocupacdo é a identificacdo correta das cepas probidticas
(espécie/cepa), sendo este o primeiro pré-requisito para atestar a sua seguranca
microbiolégica. Essa identificacdo € particularmente importante, em virtude dos
efeitos probidticos serem cepa-especificos, sendo recomendada a combinacdo de
técnicas fenotipicas com genéticas (LEE & SALMINEM, 2009).
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3.4 Atividades terapéuticas de culturas probioticas

A mucosa do trato gastrintestinal € continuamente exposta a um ambiente que € rico
em substancias estranhas, tais como particulas de alimentos e de antigenos de
origem microbiana. Alteracbes especificas no ecossistema intestinal podem
contribuir para o desenvolvimento de certas doencas (VYAS e RANGANATHAN,
2012). Uma microbiota intestinal desbalanceada causa alteracées, como a diarreia
associada a infeccbes ou ao tratamento por antibidticos, a alergia alimentar, o
eczema atépico, doencas inflamatorias intestinais e artrite (ISOLAURI et al., 2004).

O trato gastrintestinal humano é um microecossistema cinético, o que possibilita o
desempenho normal das func@es fisiologicas do hospedeiro, a menos que micro-
organismos prejudiciais e potencialmente patogénicos dominem (BIELECKA et al.,
2002).

O conhecimento da microbiota intestinal e suas interacbes levaram ao
desenvolvimento de estratégias alimentares, objetivando a manutencéo e o estimulo
das bactérias normais ali presentes (GIBSON & FULLER, 2000). A correcédo das
propriedades da microbiota autéctone desbalanceada constitui a racionalidade da
terapia por probiéticos (ISOLAURI et al., 2004).

Os beneficios a saude do hospedeiro atribuidos a ingestdo de culturas probioticas
gue mais se destacam sao: controle da microbiota intestinal, estabilizacdo da
microbiota intestinal apdés o uso de antibidticos; promocao da resisténcia
gastrintestinal a colonizacdo por patdégenos; diminuicdo da populacdo de patégenos
consequente a producdo de acidos acético e latico, de bacteriocinas e de outros
compostos antimicrobianos; promocdo da fermentacdo da lactose em individuos
intolerantes a lactose; estimulacdo do sistema imune; alivio da constipacdo; aumento

da absorcao de minerais; producao de vitaminas (SAAD et al., 2011).

Trés possiveis mecanismos de a¢do sdo atribuidos aos probidticos: 1) supressao do
numero de células viaveis, por meio da producdo de compostos com atividade
antimicrobiana, competicdo por nutrientes e a competicdo por sitios de adesao; 2)
alteracdo do metabolismo microbiano, através do aumento ou da diminuicdo da

atividade enzimatica; 3) estimulo da imunidade do hospedeiro, por meio do aumento
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dos niveis de anticorpos e 0 aumento da atividade dos macrofagos (FULLER, 1989).
Figura 1.
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Figura 1 - Mecanismos de acao dos probidticos. (Fonte: Adaptado de KAUR et al., 2009).

Probioticos liberam compostos antimicrobianos, como acidos organicos, acidos
graxos livres, peréxido de hidrogénio e bacteriocinas, que podem induzir uma acao
antagonista contra organismos patogénicos (BALCAZAR et al., 2007).

A ligacdo dos probidticos com células epiteliais do intestino como, por exemplo, as
células de Paneth e enterdcitos, estimulam a producdo de defensinas e muco,
respectivamente, substancias importantes na protecdo das superficies mucosas

contra invasao por patdgenos (LEBEER et al., 2010).

7

A imunomodulacdo pelos probiéticos € resultado da interacdo de moléculas
conservadas da parede celular destes microrganismos (MAMPS) com receptores de
reconhecimento do hospedeiro (PRRs), induzindo as vias de sinalizacdo imune,
sendo que o tipo de resposta imunolégica gerada é diretamente dependente da

linhagem probiética ingerida e do tipo celular ao qual ela se liga (ALVIM, 2011).

A interagdo do micro-organismo probiotico com as células dendriticas € o fator que
promove a producdo de citocinas, principais moléculas do complexo de
histocompatibilidade principal para apresentacdo de antigenos, e moléculas co-
estimulatérias que polarizam células T em células T regulatdrias e auxiliares tipo 1 e
2. Além disso, bactérias probidticas podem atingir o tecido linfoide associado ao
intestino atravessando células intestinais especiais (transcitose), chamadas células
M, e interagir diretamente com as células dendriticas, modulando a resposta imune
(Figura 2) (LEBEER et al., 2010).
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Figura 2 - Principais vias de imunomodula¢do promovida por um probidtico. (Fonte: Adaptado de
LEBEER et al., 2010).

Para garantir um efeito continuo, os probidticos devem ser ingeridos diariamente.
Alteracdes favoraveis na composi¢cao da microbiota intestinal foram observadas com
doses de 100 g de produto alimenticio contendo 10° unidades formadoras de
colénias (UFC) de micro-organismos probiéticos (10° UFC/g de produto). Assim
sendo, para serem de importancia fisiolégica ao consumidor, os probiéticos devem
alcancar populacées acima de 10° a 10° UFC/g ou mL de bioproduto (JELEN &
LUTZ, 1998; CHARTERIS et al., 1998; NINESS, 1999; ROBERFROID, 1999).

Salienta-se que a dose diaria de probidticos a ser administrada depende de uma
série de fatores, entre os quais: tipo de probidtico, frequéncia diaria de administracao
(1 a 4 vezes), periodo de administracdo (antes, durante ou apos as refeicdes),
duracdo da administracédo (de 1 dia a varios meses), veiculo do probiotico (alimento
fermentado, bebida, capsula, tablete ou pd) e viabilidade do probiético (LEE &
SALMINEM, 2009).
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3.5 Lactobacillus acidophilus

O género Lactobacillus é formado, em geral, por micro-organismos gram-positivos,
nao formadores de esporos e desprovidos de flagelos, possuem forma bacilar ou
cocobacilar (HAMMES & VOGEL, 1995). As bactérias laticas sdo aerotolerantes ou
anaerObias e estritamente fermentativas. A glicose ¢é fermentada
predominantemente em acido lactico no caso de homofermentacdo, ou em
quantidades equimolares de acido lactico, etanol e gas carbbdnico (e/ou de &acido
acético) na heterofermentacdo. Sua tolerancia acida varia entre 0,3% e 1,9% de
acidez titulavel. O pH 6timo de crescimento esta na faixa de 5,5 a 6,0 e temperatura
otima entre 35 e 40°C. Entretanto, crescem em temperaturas mais elevadas até
45°C (GOMES & MALCATA, 1999).

Seu habitat natural varia muito, desde alimentos, plantas, e o trato oral, genital e
gastrintestinal de seres humanos e animais (HAMMES & VOGEL, 1995).

O Lactobacillus acidophilus ndo tém a capacidade de sintetizar a maior parte dos
aminoacidos, vitaminas e cofatores, entretanto, é capaz de codificar um grande
namero de peptidases, proteases e o0s importadores de aminoacidos. Ja foi
demonstrado que a estirpe € capaz de sintetizar peptideos com atividade

antimicrobiana (KLAENHAMMER, 1993).

7z

A capacidade dos Lactobacillus para desconjugar sais biliares é considerada
essencial para o transito intestinal, e a adesdo ao epitélio intestinal promove a
colonizagdo ou retengdo no trato gastrintestinal de um modo geral. O gene para
hidrolase de sais biliares foi identificado, e validado experimentalmente, no genoma
de Lactobacillus acidophilus (MCAULIFFE et al., 2005).

Adesédo de bactérias lacticas as superficies epiteliais e da mucosa € um processo
complexo que envolve diversos fatores. A estreita interacdo com os tecidos do
hospedeiro podem fornecer aos probidticos uma vantagem ao estabelecer

residéncia no TGI ou interagir com células da mucosa intestinal (BUCK et al., 2005).

Uma analise mais aprofundada revelou um locus de utilizacéo da trealose, no qual

foi mostrada a capacidade de conferir crioprotecdo, uma caracteristica importante
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para as culturas quando sdo submetidas a liofilizacdo para a producdo comercial
(DUONG et al., 2006).

No Brasil, medicamentos contendo o L. acidophilus como agente probidtico, estdo
disponiveis no mercado com diversos nomes comerciais, tais como: Leiba® (Unido
Quimica), Lactipan® (Sigma Pharma), Prolive® (Ache), com apresentacdes na forma
de capsulas e suspensao oral, para uso adulto e pediatrico. Seu uso esta indicado
como normalizador da microbiota intestinal, dificultando o desenvolvimento da

microbiota patogénica.

Alimentos contendo Lactobacilos como agente probidticos, estdo disponiveis no
mercado brasileiro na forma de leites fermentados Actimel (Danone) - Lactobacillus
casei Defensis, Yakult (Yakult) - Lactobacillus casei Shirota, Chamyto (Nestl€) -
Lactobacillus paracasei, sobremesa lactea fermentada Sofyl (Yakult) - Lactobacillus
casei Shirota, queijo Minas Frescal (Polenghi) - Lactobacillus acidophilus, logurte Bio

Fibras (Batavo) - Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium lactis.

3.6 Saccharomyces boulardii

Apesar das leveduras ndo estarem no grupo dos micro-organismos reconhecidos
como probioticos pela ANVISA, diversos trabalhos relatam o efeito de algumas
linhagens de leveduras como um agente preventivo e terapéutico para o tratamento
de uma variedade de doencas diarreicas (MCFARLAND & BERNASCONI, 1993). A

exemplo a Saccharomyces boulardii (S. boulardii).

S. boulardii foi descoberto por um microbiologista francés, Henri Boulard em 1920.
Pioneiro ao observar a presenca de leveduras de S. boulardii na casca de frutas
silvestres em uma area da Indochina, as quais eram empregadas empiricamente

para tratamento dos casos de célera nessa regiao (BUTS, 2009).

Atualmente, a taxonomia do género Saccharomyces é baseada em métodos
genotipicos. Varios pesquisadores afirmam que a S. boulardii € uma linhagem de S.
cerevisiae, uma vez que os métodos convencionais ndo podem ser utilizados para
separar linhagens de S. cerevisiae (MARTINS, 2008). Entretanto, apesar da

semelhanca genética entre S. boulardii e S. cerevisiae, elas apresentam algumas
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diferencas metabdlicas e fisioldgicas, particularmente no que se refere ao
crescimento, resisténcia a temperatura de 37°C e ao estresse acido, que séo
importantes caracteristicas de um microrganismo usado como probidtico (FIETTO et
al., 2004).

A patente para esta levedura foi comprada pelo “Laboratoires Biocodex” (Paris,
Franca) em 1947, o qual deu inicio a pesquisa e fabricacdo de protocolos
(MCFARLAND, 2010). A partir de 1960, iniciou-se a comercializacdo da levedura
liofilizada, pelo “Laboratoires Biocodex” (Paris, Franga). Assim, seu uso como
medicamento para combate as diarreias foi difundido em toda Europa e esti
disponivel no mercado com diversos nomes comerciais, como: Ultra-Levure®
(Franca), Florastor® (Estados Unidos), Precosa® (Dinamarca), Levucell® (Lallemand,
Canadd), Perenterol® (Alemanha), Perenteryl® (Chile), Codex® (Italia), Floratil®
(Brasil). Atualmente, a levedura é amplamente comercializada na Europa, Américas
do Sul e do Norte, Asia e Africa (MCFARLAND & BERNASCONI, 1993).

Os direitos de comercializacdo para a América do Sul foram adquiridos pelas
Industrias Quimicas da MERCK S.A. Além disso, outras preparagbes contendo S.
boulardii estdo disponiveis no Brasil (MARTINS et al, 2005), como: Florent (Cifarma),
Repoflor (Legrand), Lactipan (Sigma Pharma), Flomicin (Neo Quimica), Florazin
(Herald's).

O medicamento Floratil® (Merck) é comercializado no Brasil na forma de capsulas e
po, para uso adulto e pediatrico, indicado para o tratamento da diarreia produzida
por Clostridium difficile (C. difficile), por antibioticoterapia ou quimioterapia, e na
restauracdo da microbiota intestinal fisiologica. Até o momento ndo sdo conhecidas
condicbes que contraindiquem o uso de Floratil®, exceto eventuais alergias a
qualquer um dos excipientes (estearato de magnésio, lactose e sacarose) (MERCK,
2012).

A partir da década de 60, a levedura comegou a ser associada a outros
medicamentos como antibiéticos (MIGOWSKI & PUGLIESE, 2009).

Saccharomyces boulardii € uma levedura ndo patogénica (MCFARLAND &
BERNASCONI, 1993), e tem sido extensamente utilizada para tratar pacientes com
reincidéncia de diarreia associada a C. difficile (SURAWICZ et al., 2000). S.

boulardii in vivo secreta uma protease de massa molecular de 54 KDa, capaz de
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degradar toxinas A e B secretadas pelo C. difficile, isso leva a uma reducdo dos
efeitos enterotoxicos e citotoxicos da infeccdo (CASTAGLIUOLO et al, 1999). Seu
uso também foi sugerido como tratamento para a diarreia do viajante
(KOLLARITSCH et al., 1989) e no tratamento da diarreia crénica de pacientes com
HIV (SAINT-MARC et al., 1995).

A levedura exerce seu efeito terapéutico durante sua permanéncia em transito na luz
intestinal, ja que ndo é absorvida e também n&o coloniza a mucosa intestinal de
maneira permanente (MIGOWSKI e PUGLIESE, 2009). Desta forma a administracao
deve ser realizada de maneira repetida e regular, embora seja capaz de atingir
rapidamente altas concentra¢des artificiais no colon (FULLER, 1992). A grande
vantagem da terapia com os probioticos € a auséncia de efeitos secundarios, como

a selecéo de bactérias resistentes (MARTINS et al., 2005).

Saccharomyces boulardii € uma levedura termotolerante resistente aos acidos
gastricos e a bile (CANANI et al., 2011). O pH 6timo de crescimento esta na faixa de
4,5 a 6,5, temperatura 6tima de crescimento entre 20 e 30°C, e apresenta resisténcia
a antibidticos (CZERUCKA et al., 2007).

3.7 Prebiéticos e Simbidticos

Os prebidticos sé&o definidos como “ingredientes ndo digeriveis, seletivamente
fermentaveis por bactérias intestinais que permitem modificagdes especificas na
composicdo e/ou na atividade da microbiota gastrintestinal que resultam em
beneficios ao bem estar e a saude do hospedeiro” (ROBERFROID, 2007).

Os principais prebioéticos utilizados pela industria de alimentos mundial séo os fruto-
oligossacarideos (FOS), a inulina, os isomalto-oligossacarideos (IMO), os glico-
oligossacarideos (GOS) e os transgalacto-oligossacarideos (TOS). Dentre o0s
citados, a inulina e os FOS s&o os mais estudados (SIRO et al., 2008), sendo ainda
0S Unicos para 0s quais a alegacdo de efeito sobre a composi¢cdo da microbiota
intestinal & permitida no Brasil (BRASIL, 2008).
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De acordo com a lista que contempla os Alimentos com Alegacdes de Propriedades
Funcionais e ou de Saude, Novos Alimentos/Ingredientes, Substancias Bioativas e
Probioticos elaborada pela ANVISA, “Os fruto-oligossacarideos — FOS e a inulina
contribuem para o equilibrio da flora intestinal. Seu consumo deve estar associado a
uma alimentagao equilibrada e habitos de vida saudaveis”. Esta alegagcdo pode ser
utilizada desde que a porcéo do produto pronto para consumo forneca no minimo 3
g de FOS ou inulina se o alimento for sélido ou 1,5 g se o alimento for liquido
(BRASIL, 2008).

Os critérios para classificar um ingrediente alimentar como prebidtico séo: 1)
Resisténcia a acidez gastrica, hidrolise enzimética e absorc@o gastrintestinal; 2)
Fermentacdo pela microbiota intestinal; e 3) Estimulo seletivo a multiplicacdo e/ou
atividade dessas bactérias intestinais que contribuem para a saude e bem-estar

(ROBERFROID, 2007).

Alimentos como alcachofra, cebola, banana, aspargo, yacon e chicéria contém,

naturalmente, componentes com propriedades prebiéticas (NICOLI & VIEIRA, 2000).

A aveia tem recebido grande atencdo por parte de médicos, nutricionistas,
consumidores e entidades reguladoras devido as suas caracteristicas nutricionais, e
principalmente devido ao seu teor e qualidade das fibras alimentares. A fibra
alimentar total da aveia varia entre 7,1 e 12,1%. Esta variacdo é devida aos métodos

de determinacao utilizados e as diferencas entre cultivares (GUTKOSKI et al., 2007).

Os simbidticos sdo a combinacdo de probidticos e prebidticos (NICOLI & VIEIRA,
2000).

3.8 Incorporacédo do micro-organismo probidtico em um substrato

Os micro-organismos probidticos podem ser veiculados no substrato na forma livre

(geralmente liofilizados) ou encapsulados.
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3.8.1 Encapsulacao

Manter a viabilidade da bactéria probidtica durante o0 armazenamento representa um
desafio tecnoldgico significante, uma vez que muitas bactérias probibticas séo
sensiveis a exposicdo a oxigénio, calor, meio acido e compostos antimicrobianos
(STANTON et al., 2003; MORTAZAVIAN et al., 2007).

Muitos trabalhos demonstram que € pequena a sobrevivéncia de bactérias
probidticas em produtos na forma de células livres (DE VOS et al., 2010). A
microencapsulacdo tem se mostrado uma alternativa viavel para assegurar as

propriedades terapéuticas dos probioticos (SAAD et al., 2011).

As vantagens de probidticos microencapsulados em alimentos podem ser discutidas
de quatro pontos de vista: aumento da viabilidade dos probiodticos nos produtos até o
momento do consumo, aquisicdo de novos métodos de producdo de alimentos,
melhoria das propriedades sensoriais e imobilizacdo de probidticos nos produtos.
(MORTAZAVIAN et al., 2007).

A extrus@o € a técnica de microencapsulacdo ou imobilizagdo de micro-organismos
mais popular, porque pode ser muito simples, de baixo custo e ndo h& necessidade
de emprego de temperaturas altas (KRASAEKOOPT et al., 2003).

Véarios polimeros podem ser empregados para obtencdo de capsulas por este
método, mas alginato, carragena, gelana e pectina sdo o0s mais utilizados
(DOLEYRES & LACROIX, 2005). Dentre estes materiais, o alginato é o mais
utilizado para tal propésito (FAVARO-TRINDADE & GROSSO, 2003). O uso do
alginato é favoravel porque esse reagente € mais barato, mais simples e de maior
biocompatibilidade em comparacdo com outros polimeros (KLEIN et al., 1983;
TANAKA et al., 1984; KRASAEKOOPT et al., 2003).

O alginato comercial € um sal, derivado do acido alginico, obtido da parede celular
de vérias espécies de algas marinhas marrons. O acido alginico € um biopolimero
linear constituido por duas unidades monomeéricas, o acido 3-D-manurdnico e acido
a-L-gulurénico. (FENNEMA, 2010). Esses dois mondmeros ocorrem em trés tipos de

segmentos poliméricos:

¢ Blocos M constituidos apenas por unidades de acido -D-manur6énico;
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e Blocos G constituidos apenas por unidades de acido a-L-gulurénico;

e Blocos MG constituido por acido B-D-manurdnico e acido a-L-gulurénico.
(FENNEMA, 2010; GACESA, 1988).

A estrutura representativa dos blocos de acidos alginicos encontra-se demonstrada

nas Figuras 3 e 4.

bloco MG

W L
bloco G bloco M

Figura 3 — Fragmento da cadeia polimérica do acido alginico formada por blocos M, blocos G e blocos
MG. (Fonte: LIMA, 2006).

Figura 4 — Conformagéo dos blocos constituidos de residuos: a) acido a-L-gulurénico e b) 3-D-
manurénico no &cido alginico. (Fonte: LIMA, 2006).

O &cido alginico é insolavel em agua a temperatura ambiente, tornando-se sollvel
em temperaturas elevadas. Portanto, os sais de sddio, calcio e potassio do acido
alginico, soluveis em agua, séo preferidos para o emprego na industria de alimentos.
(CRUZ el al., 2008). A Figura 5 mostra o fragmento da estrutura do alginato de sodio

como sal de sédio do acido alginico.



37

o)
i OH M,
coor Na
W
© 0 O
HO Of
- OH
0 +
coo e

Figura 5 — Estrutura quimica do alginato de sddio. (Fonte: LIMA, 2006).

A viscosidade é a propriedade fundamental das solu¢des de alginatos, possibilitando
usos diferentes como espessantes, estabilizantes e gelificantes (LARSEN, 2003). A
viscosidade de suas solucfes € devida as interacdes do tipo ligacdo de hidrogénio
entre os grupos polares da estrutura polimérica, especialmente hidroxila, com os

solventes hidroxilados, como agua (MANO, 2001).

O alginato de sdédio solavel torna-se insolavel por meio da adicdo de cations
divalentes, geralmente calcio, resultando em géis ou filmes (CRUZ et al., 2008).
(Figura 6).

Figura 6 — Formacao da rede de gel com cadeias homopoliméricas unidas por meio dos ions calcio.
(Fonte: FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS, 1987).

A insolubilidade do alginato de calcio é resultado das interacdes entre os ions calcio
e as regides de blocos G da cadeia. As aberturas formadas entre duas cadeias de

blocos G séo cavidades que fixam o calcio, arranjo também denominado “caixa de
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ovo”, (Figura 7). A forca do gel depende do contetdo de blocos G no alginato e da
concentracéo dos ions calcio (FENNEMA, 2010).

i)
SR

Figura 7 — Ligacdo entre as cadeias homopoliméricas por meio dos ions calcio situados entre os
grupos com carga negativa. (Fonte: BEDE, 2010).

A concentracdo de alginato usada para formar gel varia de 0,6 a 2% e a
concentracdo da solucdo de CaCl, de 0,05 a 1,5M (KRASAEKOOPT et al., 2003).

O método de extrusdo, também chamado de gelificacdo ionotropica, envolve a
preparacao de uma solucdo de hidrocol6ide, a adicdo de micro-organismos nesta e
a extrusdo desta suspensdo de células, através de uma seringa ou utilizando um
bocal pneumatico de alta eficiéncia, na forma de gotas, em solucdo de cloreto de
calcio, Figura 8 (KRASAEKOOPT et al., 2003, ALBERTINI et al., 2010).

Técnica de Extrusao

A -/ Micro-organismo
Alginato de sodio 1% m/v Probiotico
=
\ o
. s
| HOMOGENEIZAR |
i

| Gotejar a Suspensio
b—de alginato de sodic e
Liofilizado celular

Esferas em solugao
CaClz 0,1M

Figura 8 — Técnica de extrusdo utilizada para encapsulacdo de probiéticos. (Fonte: Adaptado de
KRASAEKOOPT et al., 2003).
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3.8.2 Liofilizagcao

Na liofilizacdo ocorre o processo de desidratacdo por sublimacdo. O material,
previamente congelado, é desidratado por sublimacdo, utilizando-se baixas
temperaturas de secagem a pressdes reduzidas. A liofilizagdo € o método de

primeira escolha para produtos termolabeis (CARPENTER et al., 1999).

O equipamento liofilizador remove o vapor d’agua da amostra, mantendo-se a
camara abaixo da pressdo do vapor da superficie do gelo. Desta forma, h&
desidratacdo por meio da sublimacdo do gelo sélido, sem que este passe pelo
processo de fusdo (FELLOWS, 2006).

A liofilizacdo tem sido usada para preservar micro-organismos durante décadas e é
o método preferido para cole¢bes de cultura em todo o mundo. O material liofilizado
permite o transporte facil e de baixo custo e o manuseio. Geralmente, é
recomendado liofilizar culturas com concentragéo acima de 10’ células, no entanto é
preciso assegurar que existem células remanescentes suficientes apds o0 processo
de liofilizagdo, o armazenamento a longo prazo e a reconstituicdo, de modo que seja
viavel a propagacéo da estirpe (MORGAN et al., 2006).

3.9 Mercado de probidticos

Os produtos probiéticos disponiveis no mercado podem ser divididos em: alimentos,
suplementos e ingredientes. As vendas globais de ingredientes probiéticos,
suplementos e alimentos chegaram a US$ 21,6 bilhées em 2010 e devem chegar a
US$ 31,1 bilhdes em 2015 (AGHEYISI, 2011).

Os alimentos probidticos ocupam a maior parte do mercado, correspondendo a
90,1% do total, com um faturamento de US$ 19,6 bilhdes no ano de 2010 e deve
chegar a US$ 28,1 bilhdes em 2015 (AGHEYISI, 2011).

No Brasil, as vendas de alimentos funcionais em 2007 atingiram US$ 500 mil, o que

corresponde a cerca de 1% das vendas totais de alimentos. Todavia, cerca de 65%
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do total de alimentos funcionais brasileiros sdo produtos probiéticos (CRUZ et al.,
2007).

Probioticos representam um dos maiores mercados de alimentos funcionais. A maior
parte dos produtos disponiveis € de alguma forma lactea, como leite, sorvete,
iogurte, queijo e sobremesas geladas (GRANATO et al.,, 2010). A industria de
laticinios encontrou nas culturas probioticas uma ferramenta para o desenvolvimento
de novos produtos (CHAMPAGNE et al.,, 2005), uma vez que diversos produtos
lacteos contribuem para a sobrevivéncia dos probidticos ao suco gastrico,

particularmente por seu efeito tamponante e protetor (ROSS et al., 2005).

A maioria dos micro-organismos probidticos no mercado sao geralmente
adicionados aos alimentos com alta atividade de agua (iogurte e leites fermentados),
com vida util mais curta, consumidos em dias ou semanas apés a fabricacdo, ou
podem ser adicionados em produtos secos, com baixa atividade de agua e maior
vida de prateleira (férmula infantil) (MENEZES, 2011).

O Desenvolvimento de Novos Produtos tem adquirido crescente importancia nas
empresas devido a acirrada concorréncia, apertadas margens de lucro, e as
demandas dos consumidores no mercado, que tém for¢cado a elevagédo dos padrdes
de exceléncia nos niveis de qualidade, potencial para a transformacdo de novas
tecnologias em novos produtos, melhores parcerias e menores custos dos produtos
desenvolvidos e menor tempo para o desenvolvimento de novos produtos (JUGEND,
2006; SENHORAS et al., 2007). Isto inclui uma grande variedade de produtos,
incluindo a conveniéncia, organicos, bem como os alimentos funcionais (GRANATO
et al, 2010).

O aumento do numero de individuos com intolerancia a lactose, dislipidemia, além
do vegetarianismo crescente, reforcam a importancia de se ampliar o leque de
opc¢Oes de produtos que nédo sejam de base lactea, como produtos funcionais a base
de soja, frutas e derivados, cereais, entre outros (VERBEKE, 2005; RENUKA et al.,
2008).

Novas categorias de matérias-primas, no que diz respeito a tecnologia de
probioticos, sdo certamente a chave para pesquisa e desenvolvimento na area de
alimentos funcionais (FARNWORTH et al., 2007).
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O mercado de probidticos é afetado por exigéncias globais de regulacdo, que se
tornaram mais rigorosas nos ultimos anos. De fato, os fabricantes tém de levar em
conta a viabilidade celular e a funcdo do probidtico, no momento de fazer uma
alegacao de saude (JANKOVIC et al., 2010).

No aspecto tecnoldgico, o micro-organismo deve apresentar habilidade de ser
produzido em condigdes industriais, ser incorporado ao alimento sem perder
viabilidade e ndo ocasionar alteracdes sensoriais indesejaveis no produto (COLLINS
et al., 1998; MATTILA-SANDHOLM et al., 2002; CHAMPAGNE & GARDNER, 2005).

A introducdo bem sucedida de um produto no mercado estard diretamente
relacionada com o seu aroma, sabor e textura (CHAMPAGNE & GARDNER, 2005).

Os fatores determinantes fundamentais para a maturidade em alimentos funcionais
incluem: nivel de apoio do governo e compatibilidade da legislacdo com o
crescimento do mercado, a presenca de um mercado maduro para alimentos
processados, o nivel de demanda dos consumidores por nutricdo suplementar, a
confianca dos consumidores nos produtos (RESEARCH AND MARKETS, 2008;
EUROMONITOR, 2009).

O forte crescimento estd ocorrendo em muitas categorias de alimentos funcionais,
no qual incluem iogurtes probioticos, barras energéticas, aguas funcionais, sucos,
sobremesas e queijos (GRANATO et al., 2010).

3.10 Barra de cereais

Barra de cereais é um produto multicomponente a base de ingredientes secos e
agentes ligantes, que surgiu-se devido a busca por uma alternativa rapida e pratica
para satisfazer as necessidades nutricionais e/ou energéticas de diferentes
consumidores (FREITAS & MORETTI, 2006). S&o alimentos que estao inclusos na
categoria dos chamados “snacks” ou “snack foods”. Alimentos de tamanho pequeno,
facil de serem consumidos e que necessitam de pouco ou nenhum preparo,

podendo ser consumidos entre as refei¢cdes principais (MATSUURA, 2005).
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A producédo de barras tem se direcionado para segmentos de mercado especificos
(MATSUURA, 2005), dividindo-se em quatro tipos: 1) as fibrosas, que possuem altos
niveis de glicose e de fibras e, por fornecerem um nivel consideravel de energia, seu
consumo € aconselhado ap6s a prética de exercicios fisicos; 2) as diet, que
possuem menos calorias e gorduras, ndo contém aclUcar e sdo adequadas para
diabéticos e pessoas em dieta de restricdo caldrica; 3) as barras energéticas, que
sdo mais caldricas e de facil absorcdo, devendo ser consumidas durante ou apés 0s
exercicios e 4) as barras proteicas, que possuem um menor teor lipidico e muita
proteina, por isso sdo consumidas por pessoas que desejam ganhar massa

muscular (DEGASPARI et al., 2008).

Podem ser incorporados as barras de cereais diferentes ingredientes, como cereais
integrais, frutas desidratadas ou cristalizadas, sementes, castanhas, nozes,

améndoas, acUcares, entre outros (FERREIRA, 2004).

Os principais aspectos considerados na elaboracdo desse produto incluem a
escolha do cereal (aveia, trigo, arroz, cevada, milho), a selecdo do carboidrato
apropriado de forma a manter o equilibrio entre o sabor e a vida-de-prateleira, o
enriquecimento com Varios nutrientes, sua estabilidade no processamento e 0 uso
de fibra alimentar (O'CARROL, 1999).

Dentre os diferentes tipos de ingredientes que podem ser adicionados as barras de
cereais, destaca-se a aveia, que é rica em fibra solavel, responsavel por reduzir o
risco de doencas cardiovasculares, quando associada a uma dieta equilibrada. Os
flocos de arroz, milho ou trigo sdo usados para compor a barra e conferir textura
agradavel, além de proporcionar menor densidade final ao produto (SAAD et al.,
2011). A combinacado desses ingredientes deve ser bem balanceada, de modo que o
produto tenha crocancia, textura e sabor adequado para agradar diferentes tipos de
consumidores (FREITAS & MORETTI, 2006).

As barras de cereais foram introduzidas no Brasil em 1992, pela empresa
Nutrimental. De inicio ndo foram bem aceitas pelos consumidores. Contudo
ganharam espaco alguns anos depois, chegando a um crescimento no mercado de

25% ao ano, atraindo importantes empresas do ramo alimenticio (BARBOSA, 2003).
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Esta categoria esta crescendo significativamente em relacdo a outros tipos de
alimentos (PAIVA, 2008). No Brasil, seu consumo cresce dia a dia, conquistando

pessoas de todas as idades e classes sociais (BUENO, 2005).

O catalisador para o crescimento no segmento de barra de cereais nos Estados
Unidos, a partir da udltima década, foram produtos inovadores e um foco em
conveniéncia e saude (PALAZZOLO, 2003).

A associacao entre barra de cereais e alimentos saudaveis € uma tendéncia no setor
de alimentos, o que beneficia 0 mercado desses produtos (BOUSTANI & MITCHELL,
1990).

3.11 Analise sensorial

Com a expansao das industrias de alimentos e bebidas, apdés a segunda guerra
mundial, métodos sisteméaticos para acusar as reacdes sensoriais aos alimentos
foram muito difundidos. Na atualidade a andlise sensorial tem varias aplicacfes
como em controle e garantia de qualidade, desenvolvimento de novos produtos,
testes de consumidores, correlacdo com medidas fisicas, quimicas e instrumentais
(COSTELL & DURAN, 1981).

A andlise sensorial é realizada em funcdo das respostas transmitidas pelos
individuos as varias sensacdes que se originam de reacles fisiolégicas e séo
resultantes de certos estimulos, gerando a interpretacdo das propriedades
intrinsecas aos produtos. Para isto é preciso que haja entre as partes, individuos e
produtos, contato e interacdo. O estimulo é medido por processos fisicos e quimicos
e as sensacdes por efeitos psicologicos. As sensacdes produzidas podem
dimensionar a intensidade, extensao, duracdo, qualidade, gosto ou desgosto em
relacdo ao produto avaliado. Nesta avaliagdo, os individuos, por meio dos préprios
0rgéos sensorios, numa percepcao somato-sensorial, utilizam os sentidos da visao,
olfato, audicao, tato e gosto (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2005).

Dentre os métodos sensoriais disponiveis para se medir a aceitacao e preferéncia

dos consumidores com relagdo a um ou mais produtos, esta a escala hedénica de
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nove pontos, trata-se, do método afetivo mais utilizado devido a confiabilidade e
validade de seus resultados e sua simplicidade em ser utilizada pelos provadores
(STONE et al., 2012).

No teste da escala hedobnica, o individuo expressa o grau de gostar ou de desgostar
de um determinado produto, de forma globalizada ou em relacdo a um atributo
especifico. As escalas mais utilizadas contém os termos definidos situados, por
exemplo, entre “gostei extremamente” e “desgostei extremamente”, contendo um
ponto intermediario com o termo “nem gostei; nem desgostei” (INSTITUTO ADOLFO
LUTZ, 2005).



45

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Ingredientes da barra de cereais

Foram utilizados os seguintes ingredientes para a formulacdo da barra de cereais:

Flocos de arroz (Harald Industria e Comércio de Alimentos, Santana de Parnaiba,
Sdo Paulo - SP), Aveia em flocos longos (Cereal-Life LTDA, Carangola - MG),
Nozes, Castanha de caju, Castanha do Brasil, Améndoa — Fruti Fiqgue, Banana
Passas, Uva passas, AcUcar Mascavo — Jasmine, Xarope de glicose de milho

(Arcolor, Arco-iris Brasil LTDA, S&o Lourenco, S&o Paulo - SP), Agua.

4.2 Culturas Probiéticas

Foram utilizados dois micro-organismos probidticos para a formulacdo da barra de
cereais. Lactobacillus acidophilus LA-14 FloraFIT, liofilizado, com contagem celular
de 2,0 x 10" UFC/g, gentimente doados pela Danisco Brasil Ltda. e
Saccharomyces boulardii liofilizado, obtida a partir do medicamento comercial
Floratil®, Merck. Cada capsula de 100 mg contém cerca de 0,5 x 10° células. Ambas
as amostras apresentavam-se dentro do prazo de validade e foram obedecidas as

recomendacdes do fabricante para armazenamento.
4.3 Incorporacdo da cultura de Saccharomyces boulardii na barra de
cereais
4.3.1 Ativacdo e obtencdo do concentrado celular a partir da cultura

liofilizada de Saccharomyces boulardii

Inicialmente a cultura liofilizada da Saccharomyces boulardii foi ativada em 200mL
de caldo YPG, (Extrato de Levedura 1% - HIMEDIA, Peptona 2% - HIMEDIA e
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Dextrose 2% - HIMEDIA), esterilizado em autoclave a 121 °C por 15 minutos. Foram
adicionados 20mg do Liofilizado FLORATIL®, MERCK, seguido de homogeneizacao.
O frasco erlenmyer foi incubado, em estufa de incubacéo tipo B.O.D THELGA TF
34P, a 28°C sob agitacdo de 150 rpm, por 48 horas. O material foi centrifugado a
4000 rpm por 10 minutos a 4°C (Centrifuga Eppendorf 5804R). O material foi lavado
duas vezes com solugéo tampéo fosfato pH 7,2. Figura 9.

Liofilizado
Saccharomyces

boulardii

|
INCUBACAQ CENTRIFUGAGAD
/[ \ ::>[Ea=r:;15mpmmah] |::>[ 4000rpm/10min ]':> ‘

Concentrado
Caldo YPD celular

Figura 9 - Esquema para obtencdo concentrado celular de Saccharomyces boulardii.

4.3.1.1 Granulagcdo do concentrado celular de Saccharomyces

boulardii com lactose

Apoés ativacdo da cultura liofilizada de Saccharomyces boulardii e obtencdo do
concentrado celular, realizou-se a granulacdo com lactose. O procedimento para

obtencéo do concentrado celular foi realizado em triplicata.

Para a obtencdo do granulado foi utilizada a lactose como agente coesivo. Para que
o produto final apresentasse as caracteristicas necessarias de um granulado, foram
testadas diferentes proporcdes entre concentrado celular : lactose. Foi estabelecida

a proporcao de 1:4 (Concentrado Celular : Lactose).

A granulacao foi realizada em gral de vidro com pistilo de vidro. Adicionou-se o
concentrado celular de Saccharomyces boulardii sobre a lactose. A mistura do
micro-organismo com a lactose se deu por compactagcdo, até obtencdo dos

briquetes. Para a calibragao foi utilizado um tamis malha 20 mesh. Os granulados
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foram acondicionados em embalagens hermeticamente fechadas. Todos os

materiais utilizados no procedimento foram autoclavados 121°C durante 15 minutos.

4.3.1.2 Encapsulagdo da Saccharomyces boulardii por extrusdo em
alginato de célcio

Apoés ativacdo da cultura liofilizada de Saccharomyces boulardii e obtencdo do
concentrado celular, realizou-se a encapsulagéo deste micro-organismo em alginato

de soédio.

As esferas foram produzidas pela técnica de extrusdo, de acordo com o método
descrito por Albertini et al. (2010), com algumas modifica¢des. Foi preparada uma
solucdo contendo alginato de sddio 1% (m/v) com &gua destilada. A solucdo obtida
foi autoclavada a 121°C durante 15 minutos, posteriormente armazenada em

geladeira.

O concentrado celular foi suspenso na solucédo de alginato de sodio, na propor¢cao
de 1:4 (Concentrado Celular : Alginato de sodio 1%) e homogeneizada durante 30
minutos. Para o processo de extrusdo foi utilizada uma seringa estéril BD SoloMed™
de 5 mL com agulha 25 mm e diametro interno 0,7 mm. A suspensao viscosa
contendo micro-organismos probidticos, foi gotejada em solugéo estéril de cloreto de
calcio 0,1 M, sob agitacdo magnética. Ao término da extruséo, as esferas formadas
foram deixadas em repouso por 45 minutos na solucdo de cloreto de calcio,
posteriormente filtradas a vacuo e lavadas por trés vezes com 400 mL de agua

destilada esterilizada (Figura 10).
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e

Figura 10 - Aparato montado para encapsulacdo, por extrusdo, em alginato de sédio da levedura
Saccharomyces boulardii e do Lactobacillus acidophilus.

4.4 Incorporagcdo da cultura de Lactobacillus acidophilus na barra de
cereais

4.4.1 Encapsulacdo de Lactobacillus acidophilus LA-14 FloraFIT,

liofilizado Danisco, por extrusdo em alginato de calcio

As esferas foram produzidas conforme descrito no item 4.3.1.2. A cultura probidtica
liofiizada de Lactobacillus acidophilus LA-14 FloraFIT, Danisco foi suspensa na
solucdo de alginato de sodio 1%, na proporcdo de 5% (m/m) e homogeneizada

durante 30 minutos. O processo de extrusao foi 0 mesmo descrito no item 4.3.1.2.
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4.5 Incorporacéo do liofilizado da S. boulardii e L. acidophilus em barra de

cereais

O liofilizado da S. boulardii proveniente do medicamento comercial Floratil®, Merck, e
o liofiizado de L. acidophilus LA-14 FloraFIT, Danisco, foram incorporados
diretamente na mistura dos cereais durante o preparo da barra de cereais. Para a
formulac@o da barra de cereais probittica adicionada de S. boulardii foi utilizada a
quantidade de 100 mg, que continha cerca de 0,5 x 10° células, e para a formulacédo
da barra de cereais probidtica adicionada de L. acidophilus a quantidade de 1
grama, que continha cerca de 2,0 x 10' células. A abertura das capsulas e a

pesagem do liofilizado foi realizada em condicbes assépticas.

4.6 Formulacao da barra de cereais

A composicdo da porcdo seca e do xarope de aglutinagdo usados na barra de
cereais esta apresentada na Tabela 1. A proporcdo de ingredientes secos e xarope
de aglutinacao foi de 65 : 35.

Tabela 1 - Formulac¢éo da barra de cereais probidtica.

Ingredientes secos (g/100q9) Xarope de aglutinagéo (9/1009)
Flocos de arroz (bolinha) 9,5 Xarope de glicose 88
Aveia em flocos (longo) 9,5 Agua 12
Nozes 9,5
Améndoa 9,5
Castanha de caju 9,5
Castanha do Brasil 9,5
Banana Passas 12
Uva passas 18
Acucar Mascavo 13

Proporcéo 65:35 (Cereais : Xarope de aglutinacao)
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A diferenca entre as formulacdes se da pela cultura probidtica utilizada, Lactobacillus
acidophilus ou Saccharomyces boulardii, e a quantidade de micro-organismo

adicionada em cada formulacéo, Tabela 2.

Tabela 2 - Quantidade de micro-organismo probioticos utilizado por Barra de cereais.

_ Quantidade adicionada
Barra de Cereais

/ barra
Saccharomyces boulardii granulado com lactose 1 grama
Saccharomyces boulardii liofilizado Floratil®, MERCK 100 mg
Saccharomyces boulardii encapsulado em alginato 1 grama
Lactobacillus acidophilus LA-14 FloraFIT, Danisco 1 grama
Lactobacillus acidophilus encapsulado em alginato 1 grama

4.7 Processamento da barra de cereais

A preparacdo do xarope de aglutinacdo se deu em recipiente de aco inoxidavel, no
qual os ingredientes previamente pesados foram adicionados e aquecidos sob
agitacdo. Foi acompanhado o teor de sélidos soluveis totais em refratbmetro manual

até obtencao de um xarope de 85-89° Brix.

Os ingredientes secos (cereais, frutas desidratadas, sementes), previamente
pesados, foram misturados com o micro-organismo probiético, seja na forma
granulada, encapsulada ou liofilizada. Em seguida foram misturados ao xarope de
aglutinacdo a uma temperatura em torno de 40°C, até incorporar homogeneamente
0 xarope a mistura de cereais. Procedeu-se a enformagem e laminacdo, em uma
forma de aco inoxidavel, para obtencdo de um tamanho e peso padronizado da
barra de cereal.

Realizou-se o resfriamento em geladeira por 10 minutos. Apds o resfriamento, as
barras de cereais foram cortadas e desenformadas em tamanhos retangulares
10x3x1 cm, e peso aproximadamente 25 gramas cada unidade. As barras foram
acondicionadas individualmente em embalagens de filme flexivel laminado (Figura
11).
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(b) (c)

Figura 11 - (a) Forma de ago inoxidavel e lamina para corte; (b) Embalagem de filme flexivel
laminado; (c) Formato da embalagem de barra de cereais.

O fluxograma do processo de producédo das barras de cereais probidtica encontra-se

ilustrado na Figura 12.

Dissolugdo e concentragcdo do xarope Mistura dos cereais, frutas
desidratadas e cultura Probidtica

!

Misturar até obtencdo massa
homogénea

|

Laminacdo
da massa

|

Resfriamento

|

Corte

!

Embalagem

!

Armazenamento

Figura 12 - Fluxograma do processo de producédo das barras de cereais probiotica.
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4.8 Acompanhamento da viabilidade dos micro-organismos adicionados na

barra de cereal durante o periodo de armazenamento

Para o acompanhamento da viabilidade dos micro-organismos adicionadas na barra
de cereal, foram realizadas, semanalmente, contagens de células destes micro-
organismos por um periodo compreendido entre 8 semanas (Saccharomyces
boulardii) e 7 semanas (Lactobacillus acidophilus LA-14). Para padronizacdo do
processo, o tempo zero correspondeu a andlise 24 horas apos a data de fabricacao
da barra de cereal.

4.8.1 Acompanhamento da viabilidade de Saccharomyces boulardii

granulada com lactose

Antes da abertura da embalagem de cada amostra, higienizou-se a area externa
com etanol 70% para diminuicdo dos contaminantes. Imediatamente pesaram-se em
erlenmyer esterilizado 10 g da amostra e adicionaram-se 90 mL de solugéo tampéao
fosfato pH 7,2, constituindo a diluicd010™. A partir desta diluicdo inicial, prosseguiu-
se com outras diluicdes decimais até 10°, utilizando como diluente 9,0 mL de
solugdo tampao fosfato pH 7,2. Para a realizagdo da contagem dos micro-
organismos utilizou-se a técnica de semeadura por profundidade “pour plate”, em
gue se inoculou 1,0 mL de cada diluicdo em placas de Petri esterilizadas e verteram-
se em cada placa 20 mL de Agar YPD (1% Extrato de levedura - HIMEDIA, 2%
Peptona - HIMEDIA, 2% Glicose, 2% Agar - HIMEDIA), previamente fundido e
resfriado a 45°C. Misturou-se o in6éculo com o meio de cultura movimentando
suavemente as placas, em uma superficie plana e seca, em movimentos circulares

(4 vezes em sentido horario e 4 vezes no sentido anti-horario).

Apos a semeadura, esperou-se solidificar o meio. As placas foram incubadas em
estufa de incubacéo (B.O.D THELGA TF 34P), a 28 + 1°C por 72 horas.
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Placas contendo 25 a 250 coldnias foram contadas e o resultado expresso como o
logaritmo das unidades formadoras de colonias (UFC) / g de amostra (SILVA et al.,
2010).

4.8.2 Acompanhamento da viabilidade de Saccharomyces boulardii

encapsuladas em alginato de célcio

Antes da abertura da embalagem de cada amostra, higienizou-se a area externa
com etanol 70% para diminuicdo dos contaminantes. Imediatamente pesaram-se em
erlenmyer esterilizado 10 g da amostra e adicionaram-se 90 mL de solucao tampéao

fosfato pH 7,2, constituindo a diluicdo10™.

A amostra foi mantida sob agitacéo por 2 horas em agitador magnético (LEDERER &
AVANCINI). A partir desta diluicdo inicial prosseguiu-se com outras diluicdes
decimais até 10°°, utilizando como diluente 9,0 mL de solugéo tamp&o fosfato pH 7,2.
Para a realizacdo da contagem dos micro-organismos utilizou-se a técnica de
semeadura por profundidade “pour plate”, em que inoculou-se 1,0 mL de cada
diluicdo em placas de Petri esterilizadas e verteram-se em cada placa inoculada 20
mL de Agar YPD (1% Extrato de levedura - HIMEDIA, 2% Peptona - HIMEDIA, 2%
Glicose, 2% Agar - HIMEDIA), previamente fundido e resfriado a 45°C. Misturou-se o
in6culo com o meio de cultura movimentando suavemente as placas, em uma
superficie plana e seca, em movimentos circulares (4 vezes em sentido horério e 4

vezes no sentido anti-horario).

Apds a semeadura, esperou-se solidificar o meio. As placas foram incubadas em
estufa de incubacéo (B.O.D THELGA TF 34P), a 28 + 1°C por 72 horas.

Placas contendo 25 a 250 colbnias foram contadas e o resultado expresso como o
logaritmo das unidades formadoras de colénias (UFC) / g de amostra (SILVA et al.,
2010).
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4.8.3 Acompanhamento da viabilidade de Saccharomyces boulardii
liofilizada Floratil®, Merck

Antes da abertura da embalagem de cada amostra, higienizou-se a area externa
com etanol 70% para diminuigdo dos contaminantes. Imediatamente pesaram-se em
erlenmyer esterilizado 10 g da amostra e adicionaram-se 90 mL de solucao tampéao
fosfato pH 7,2, constituindo a diluicd010™. A partir desta diluicdo inicial prosseguiu-
se com outras diluicbes decimais até 107, utilizando como diluente 9,0 mL de
solugdo tampao fosfato pH 7,2. Para a realizacdo da contagem dos micro-
organismos utilizou-se a técnica de semeadura por profundidade “pour plate”, em
gue se inoculou 1,0 mL de cada diluicdo em placas de Petri esterilizadas e verteram-
se em cada placa 20 mL de Agar YPD (1% Extrato de levedura - HIMEDIA, 2%
Peptona - HIMEDIA, 2% Glicose, 2% Agar - HIMEDIA), previamente fundido e
resfriado a 45°C. Misturou-se o inéculo com o meio de cultura movimentando
suavemente as placas, em uma superficie plana e seca, em movimentos circulares

(4 vezes em sentido horario e 4 vezes no sentido anti-horério).

Apds a semeadura, esperou-se solidificar o meio. As placas foram incubadas em
estufa de incubagéo (B.O.D THELGA TF 34P), a 28 + 1°C por 72 horas.

Placas contendo 25 a 250 colbnias foram contadas e o resultado expresso como o
logaritmo das unidades formadoras de colénias (UFC) / g de amostra (SILVA et al.,
2010).

4.8.4 Acompanhamento da viabilidade de Lactobacillus acidophilus LA-14

FloraFIT, Danisco liofilizado

Antes da abertura da embalagem de cada amostra, higienizou-se a area externa
com etanol 70% para diminuicdo dos contaminantes. Imediatamente pesaram-se em
erlenmyer esterilizado 10 g da amostra e adicionaram-se 90 mL de solucao tampéao

fosfato pH 7,2, constituindo a diluicdo10™. A partir desta diluicdo inicial prosseguiu-
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se com outras diluicBes decimais até 10, utilizando como diluente 9,0 mL de
solugdo tampéo fosfato pH 7,2. Para a realizacdo da contagem dos micro-
organismos utilizou-se a técnica de semeadura por profundidade “pour plate”, em
gue se inoculou 1,0 mL de cada diluicdo em placas de Petri esterilizadas e verteram-
se em cada placa 20 mL de agar MRS (HIMEDIA), previamente fundido e resfriado a
45°C. Misturou-se o inéculo com o meio de cultura movimentando suavemente as
placas, em uma superficie plana e seca, em movimentos circulares (4 vezes em

sentido horario e 4 vezes no sentido anti-horario).

Apds a semeadura, esperou-se solidificar o meio, as placas foram incubadas em

estufa bacterioldgica, a 37 + 1°C por 72 horas.

Placas contendo 25 a 250 colbénias foram contadas e o resultado expresso como o
logaritmo das unidades formadoras de colénias (UFC) / g de amostra (SILVA et al.,
2010).

4.8.5 Acompanhamento da viabilidade de Lactobacillus acidophilus LA-14

FloraFIT, Danisco encapsulados em alginato de calcio

Antes da abertura da embalagem de cada amostra, higienizou-se a area externa
com etanol 70% para diminuicdo dos contaminantes. Imediatamente pesaram-se em
erlenmyer esterilizado 10 g da amostra e adicionaram-se em 90 mL de solucéo
tampao fosfato pH 7,2, constituindo a diluicdo10™.

A amostra foi mantida sob agitacdo por 2 horas em agitador magnético. A partir
desta diluicdo inicial 10™ prosseguiu-se com outras diluicdes decimais até 107,

utilizando como diluente 9,0 mL de solugéo tampéao fosfato pH 7,2.

Para a realizacdo da contagem dos micro-organismos utilizou-se a técnica de
semeadura por profundidade “pour plate”, em que inoculou-se 1,0 mL de cada
diluicdo em placas de Petri esterilizadas e verteram-se em cada placa inoculada 20
mL de agar MRS (HIMEDIA), previamente fundido e resfriado a 45°C. Misturou-se o

indculo com o meio de cultura movimentando suavemente as placas, em uma
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superficie plana e seca, em movimentos circulares (4 vezes no sentido horario e 4

vezes no sentido anti-horario).

ApoOs a semeadura, esperou-se solidificar o meio, as placas foram incubadas em

estufa, Bacterioldgica, a 37 + 1°C por 72 horas.

Placas contendo 25 a 250 coldnias foram contadas e o resultado expresso como o
logaritmo das unidades formadoras de colonias (UFC) / g de amostra (SILVA et al.,
2010).

4.9 Avaliacao sensorial

Amostras de 10 g de barras de cereais foram apresentadas aos consumidores a
temperatura ambiente em copos plasticos de 50 mL, identificados com codigos de 3
digitos. A avaliacdo sensorial foi realizada por uma equipe de 36 individuos néo
treinados: professores, estudantes e funcionarios da Universidade federal do Espirito
Santo, de ambos os sexos, com média de idade entre 20 e 40 anos. O procedimento
se deu em uma sala, sob luz branca equivalente a luz do dia. Foram apresentadas a
cada individuo quatro amostras de barras de cereais, correspondentes a trés
diferentes formulacdes desenvolvidas no presente trabalho (Barra de Cereal sem
Probiético, Barra de Cereal com Lactobacillus acidophilus liofilizado, Barra de Cereal
com Saccharomyces boulardii encapsulado em alginato) e uma amostra comercial

sabor banana.

Utilizou-se a escala hedbnica néo estruturada de nove pontos que contém os termos
definidos situados entre “gostei extremamente” e “desgostei extremamente”. Os
atributos avaliados foram: aparéncia, textura, sabor e impresséo global. A ficha de

avaliacdo sensorial encontra-se no Anexo A.

O teste sensorial foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa, Anexo B.
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4.10 Anélise estatistica

Os dados obtidos foram analisados por analise de variancia (ANOVA) com nivel de
significancia de 5%, utilizando-se o programa GraphPad Prism 5.00. Foi utilizado o
teste de Tukey para comparacao das médias.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Ativacédo da cultura liofilizada de Saccharomyces boulardii e obtencéo

do concentrado celular para granulacdo com lactose

A massa de concentrado celular obtida apés ativacdo e centrifugacdo da cultura

liofilizada de Saccharomyces boulardii esta apresentada na Tabela 3.

Tabela 3 — Massa de concentrado celular obtida apés a ativagdo e centrifugacéo da cultura liofilizada
de Saccharomyces boulardii para granulacdo com lactose.

Massa obtida

Repeticéo
(g/200 mL)
I 4,64
I 4,23
1 3,47
Média 4,12
Desvio Padréo 0,59

Observa-se na Tabela 3, que o0 processo de ativacdo utilizado é viavel no que diz
respeito ao aumento da massa celular de Saccharomyces boulardii, visto que
inicialmente foram utilizados 20 mg do Liofilizado FLORATIL®, MERCK. A média
encontrada das trés repeticdes realizadas foi de 4,12 g/200 mL, o que representa um

aumento médio de massa celular de 206 vezes.

Observa-se na Figura 13, o frasco ap6s 48 horas sob agitacdo de 150 rpm em
temperatura de 28°C, a turvacdo do meio de cultura YPD e o granulado do

concentrado celular de Saccharomyces boulardii com lactose.
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(a) IS

Figura 13 - (a) Frasco apés ativacdo de 20mg de Saccharomyces boulardii em estufa a 28°C sob
agitacdo de 150 rpm, por 48 horas; (b) Granulado do concentrado celular de Saccharomyces boulardii
com lactose.

A proporcdo de 1:4 (Concentrado Celular: Lactose), resultou em quantidades
significativas de granulado, de modo que foi utilizada a quantidade de 1 g de

granulado por barra de cereal.

5.2 Ativacédo da cultura liofilizada de Saccharomyces boulardii e obtencéo

concentrado celular para encapsulacdo por extrusdo em alginato de calcio

A massa de concentrado celular obtida apds ativacdo e centrifugacdo da cultura
liofilizada de Saccharomyces boulardii estédo apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4 - Massa de concentrado celular obtida apos a ativagao e centrifugagdo da cultura liofilizada
de Saccharomyces boulardii para encapsulagdo por extrusdo em alginato de calcio.

Massa obtida

Repeti¢do (9/200 mL)
I 3,86
[l 3,61
11 3,08
Média 3,52

Desvio Padrao 0,39
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Observa-se na Tabela 4 que a média encontrada das trés repeticdes realizadas foi
de 3,52 g/200 mL, representando um aumento médio de massa celular de 176

vezes.

As esferas obtidas apos encapsulacdo em alginato de calcio pela técnica de

extrusao encontram-se ilustradas na Figura 14.

4 5 ’ %
s | W,

et b .;/\_

(a) (b)

Figura 14 - (a) Esferas de Alginato de Calcio contendo S. boulardii em solu¢éo de CaCl,; (b) Esferas
de Alginato de Calcio contendo S. boulardii apos filtracéo.

5.3 Encapsulacédo de Lactobacillus acidophilus LA-14 FloraFIT, Danisco por

extrusdo em alginato de calcio

As esferas obtidas ap0s encapsulacdo em alginato de calcio pela técnica de

extrusdo encontram-se ilustradas na Figura 15.
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Figura 15 - (a) e (b) Esferas de Alginato de Calcio contendo L. acidophilus apés filtragdo.

5.4 Barra de Cereal produzida

A Figura 16 apresenta a barra de cereais desenvolvida neste trabalho.

(@)

Figura 16 - (a) Barra de cereal embalada em filme flexivel laminado; (b) Barra de cereal em
embalagem de filme flexivel laminado aberta; (c) Aparéncia da barra de cereais.

Em todas as formulacdes desenvolvidas neste trabalho, seja com micro-organismos

liofilizados, encapsulados ou granulado com lactose, a aparéncia da barra de cereais



62

foi a mesma. Os micro-organismos incorporados nao interferiram na formulacdo do

produto.

5.5 Acompanhamento da viabilidade dos micro-organismos incorporados

nas barras de cereais

5.5.1 Acompanhamento da viabilidade da Saccharomyces boulardii

granulada com lactose

Os resultados da populacdo viavel de Saccharomyces boulardii granulada com

lactose durante o tempo de oito semanas estéo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 - Populacdo vidvel de Saccharomyces boulardii (Média + DP, n=2) granulada com lactose,
em barra de cereais, durante o armazenamento (log UFC/g). Réplica |, II, Ill.

Saccharomyces boulardii (log UFC/Q)

Tempo (Semanas) I I 1] Média
0 6,95+0,12 6,61+0,05 6,50+0,06  6,69+0,23%
2 6,28+0,12 6,11+0,04 6,16+0,09  6,18+0,08%"
3 5,97+0,06 5,69+0,05 6,13+0,05  5,93+0,22%"
4 5,80+0,33 5,49+0,08 6,14+0,05  5,81+0,32%"
5 5,48+0,37 5,55+0,05 6,06+0,04  5,70+0,31%"
6 5,20+0,33 5,30+0,08 5,99+0,14  5,50+0,43"
7 4,99+0,32 5,17+0,03 6,00+0,09  5,39+0,53"
8 4,95+0,63 4,98+0,16 6,03+0,06  5,32+0,61°

a,b — médias com pelo menos uma letra igual na mesma coluna ndo diferem entre si pelo teste de

Tukey ao nivel de 5% de significancia (p<0,05).

Observa-se na Tabela 5 que a populacéo de S. boulardii granulada com lactose, no

tempo 0 apresentou contagem média de 6,69 log UFC/g. Ao final das 8 semanas de

armazenamento apresentava contagem média de 5,32 log UFC/g, uma reducédo

média de 1,37 ciclos logaritmicos.
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A lista de alimentos com alegacdes de propriedades funcionais e ou de saude,
novos alimentos/ingredientes, substancias bioativas e probiéticos de julho de 2008
da ANVISA nao contempla a levedura S. boulardii como micro-organismo com efeito
probiotico, entretanto tem sido extensamente utilizada para tratar pacientes com
reincidéncia de diarreia associada a C. difficile, diarreia do viajante e diarreia cronica
de pacientes com HIV (KOLLARITSCH et al.,, 1989; SAINT-MARC et al.,, 1995;
SURAWICZ et al., 2000).

Levando em consideracédo que o mercado de alimentos com propriedades funcionais
esta em crescente expansdo, apoiado por evidéncias cientificas, desenvolvimento
de alimentos diferenciados, além dos tradicionais produtos funcionais lacteos, torna-
se necessario estabelecer parametros para micro-organismos extensamente
estudados como a levedura S. boulardii.

As curvas de sobrevivéncia de Saccharomyces boulardii granulada com lactose

estdo apresentadas na Figura 17.

Réplica
3 P
—o— |
= ||
71
o —— Il
Q
> 6+
(@)
o
5
4 I I I I
0 2 4 6 8 10

Tempo (Semanas)

Figura 17 - Curva de sobrevivéncia de Saccharomyces boulardii granulada com lactose.
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5.5.2 Acompanhamento da viabilidade da Saccharomyces boulardii

encapsulada em alginato de calcio

Os resultados da populacdo viavel de Saccharomyces boulardii encapsulada em

alginato de célcio durante o tempo oito semanas estdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 - Populagédo viavel de Saccharomyces boulardii (Média + DP, n=2) encapsulada em alginato
de calcio, em barra de cereais, durante o armazenamento (log UFC/g). Réplica |, II, III.

Saccharomyces boulardii (log UFC/Q)

Tempo (Semanas) I I 1] Média
0 8,00+0,10 8,07+0,04 8,20+0,11 8,09+0,10°
2 7,60+0,01 7,67+0,06 7,83+0,20 7,70+0,11%
3 7,59+0,06 7,34+0,13 7,2840,12  7,40+0,16%*°
4 7,33+0,20 6,74+0,33 6,35+0,28 6,80+0,49"°
5 6,64+0,13 6,39+0,26 5,92+0,14 6,31+0,36
6 6,22+0,23 5,47+0,05 5,03+0,13 5,57+0,60%
7 5,78+0,11 5,11+0,58 4,54+0,06 5,14+0,62°
8 5,05+0,04 4,18+0,05 4,46+0,23 4,56+0,44°

a,b,c,d,e — médias com pelo menos uma letra igual na mesma coluna nao diferem entre si pelo teste
de Tukey ao nivel de 5% de significancia (p<0,05).

Observa-se na Tabela 6 que a populacdo de Saccharomyces boulardii, em barra de
cereais, no tempo 0 apresentou contagem na faixa de 8,0 log UFC/g. Ao final das 8
semanas de armazenamento apresentava contagem média de 4,56 log UFC/g, uma

reducdo média de 3,53 ciclos logaritmicos.

De acordo com Graff et al. (2008), poucos dados estdo disponiveis no que diz
respeito a encapsulagdo de leveduras. Em seu trabalho envolvendo
microencapsulacdo da levedura Saccharomyces boulardii em alginato de calcio, foi
possivel observar por meio de testes in vitro e in vivo a eficiente protecdo das
microesferas em meio acido e um aumento da velocidade de passagem pelo trato
gastrintestinal da levedura encapsulada quando comparada com a forma livre, desta

forma, a levedura chega mais rapidamente ao seu local de ag&o no intestino groso.
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As curvas de sobrevivéncia de Saccharomyces boulardii encapsulada em alginato

de célcio estédo apresentadas na Figura 18.
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Figura 18 - Curva de sobrevivéncia de Saccharomyces boulardii encapsulada em alginato de calcio.

5.5.3 Acompanhamento da viabilidade da Saccharomyces boulardii

liofilizada Floratil®, Merck

Os resultados da populacao viavel de Saccharomyces boulardii, liofilizada Floratil®,

Merck, durante o tempo de armazenamento estdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 - Populagao viavel de Saccharomyces boulardii (Média + DP, n=2) liofilizada Floratil®, Merck,
em barra de cereais, durante o armazenamento (log UFC/g). Réplica |, II.

Saccharomyces boulardii (log UFC/Q)

Tempo (Semanas) I Il Média
0 7,74+0,02 7,72+0,09 7,730,012
2 7,68+0,06 7,77+0,01 7,72+0,06°
4 7,4620,02 7,57+0,13 7,51+0,05"
6 7,47+0,07 7,55+0,03 7,51+0,05"
8 7,25+0,05 7,24+0,04 7,24+0,01°

a,b,c — médias com pelo menos uma letra igual na mesma coluna ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de significancia (p<0,05).
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Observa-se na Tabela 7 que a populacdo de Saccharomyces boulardii liofilizada
Floratil®, Merck permaneceu na faixa de 7,0 log UFC/g, durante o tempo de
armazenamento de 8 semanas. Os resultados encontrados de manutencdo da
viabilidade praticamente constantes durante o armazenamento estdo de acordo com
Costa & Ferreira (1991) e com Silva et al. (1992), os quais relatam que a liofilizacao
mantém estivel a viabilidade das culturas de levedura por longo periodo de

armazenamento.

As curvas de sobrevivéncia de Saccharomyces boulardii liofilizada Floratil®, Merck
estdo apresentadas na Figura 19.
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Figura 19 - Curva de sobrevivéncia de Saccharomyces boulardii liofilizado Floratil®, Merck.

5.5.4 Comparacéao da viabilidade da levedura Saccharomyces boulardii em
barra de cereais, em trés formulacdes diferentes: granulado com lactose,

encapsulado em alginato de célcio e liofilizado Floratil®, Merck

A Tabela 8 apresenta a média da populacao viavel de Saccharomyces boulardii em
trés formulacdes diferentes, granulado com lactose, encapsulado em alginato de
célcio e liofilizado Floratil®, Merck.
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Tabela 8 - Populacédo viavel de Saccharomyces boulardii (Média + DP, n=2) nas diferentes
formulagBes de barra de cereais, durante o armazenamento (log UFC/g).

Saccharomyces boulardii (log UFC/Q)

Encapsulado Liofilizado

Tempo (Semanas) Granulado = alginato Floratil®,
com lactose A
de calcio Merck
6,69+0,232 8,09+0,102 7,73+0,012

6,18+0,08%  7,70+0,11%" 7,72+0,062
5,81+0,32%°  6,80+0,49™ 7,51+0,05°
5,50+0,43°  5,57+0,60% 7,51+0,05°
8 5,32+0,61°  4,56+0,44° 7,24+0,01°

o M~ N O

a,b,c,d,e — médias com pelo menos uma letra igual na mesma coluna nao diferem entre si pelo teste
de Tukey ao nivel de 5% de significancia (p<0,05).

Verifica-se por meio da andlise da Tabela 8 que a formulacdo em que a levedura S.
boulardii foi incorporada na barra de cereais na forma liofilizada Floratil®, Merck,
apresentou os melhores resultados quando comparado com a formulacéo
encapsulada e granulada. Ao final de 8 semanas de armazenamento, apresentava

contagem de 7,24 log UFC/g e reducao de 0,49 log UFC/g em relagcédo ao tempo O.

S. boulardii submetida a granulacdo com lactose apresentou no tempo 0 contagem
de 6,69 log UFC/g e durante o armazenamento decréscimo de 1,37 ciclos

logaritmicos.

A formulagdo em que a S. boulardii foi incorporada na barra de cereais na forma
encapsulada em alginato de calcio, apesar de apresentar contagem no tempo 0 de
8,09 log UFC/g, durante o armazenamento sofreu um decréscimo de 3,53 ciclos

logaritmicos.

Ao final de 8 semanas de armazenamento a populacdo de S. boulardii permaneceu
na faixa de 7,00 log UFC/g apenas na forma liofilizada, indicando que a barra de
cereais apresentou caracteristicas adequadas para a sobrevivéncia do micro-

organismo para esta forma de incorporagéo.

As curvas de sobrevivéncia de Saccharomyces boulardii em barra de cereais, em
trés diferentes formulacdes: granulado com lactose, encapsulado em alginato de

célcio e liofilizado Floratil®, Merck, estdo apresentadas na Figura 20.
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Figura 20 - Curva de sobrevivéncia de Saccharomyces boulardii, em trés diferentes formulagées:

granulado com lactose, encapsulado em alginato de célcio e liofilizado Floratil®, Merck.

5.5.5 Acompanhamento da viabilidade do Lactobacillus acidophilus LA-14

FloraFIT, liofilizado Danisco

Os resultados da populacdo viavel de Lactobacillus acidophilus LA-14 FloraFIT,

liofilizado Danisco, durante o periodo de sete semanas de armazenamento, estao

apresentados na Tabela 9.

Tabela 9 - Populacao viavel de Lactobacillus acidophilus LA-14 FloraFIT, liofilizado Danisco (Média +

DP, n=2), em barra de cereais, durante o0 armazenamento (log UFC/g). Réplica I, II, IlI.

Lactobacillus acidophilus (log UFC/g)

Tempo (Semanas) I I [l Média
0 9,02+0,11 9,73+0,02 9,74+0,14 9,50+0,41%
1 * 9,36+0,12 9,31+0,01  9,33+0,03%
2 8,80+0,35 8,91+0,12 8,94+0,17  8,89+0,08%
4 8,15+0,68 8,29+0,09 8,08+0,37  8,17+0,04"
6 7,68+0,04 6,38+0,21 7,92+0,02 7,3340,13°
7 4,52+0,03 5,12+0,59 5,50+0,41 5,05+0,56°

a,b,c,d — médias com pelo menos uma letra igual na mesma coluna nao diferem entre si pelo teste de

Tukey ao nivel de 5% de significancia (p<0,05).

* dado néo disponivel.



69

Com relacdo ao Lactobacillus acidophilus LA-14 FloraFIT, liofilizado Danisco,
verifica-se na Tabela 9, que a populacdo permaneceu, em média, na faixa de 7,0 log
UFC/g durante 6 semanas de armazenamento. Na sétima semana foram
encontrados valores na faixa de 5,0 log UFC/g. De acordo com Macedo et al. (2008),
0 decréscimo na contagem bacteriana pode estar relacionado a vérios fatores como
acidificacdo do produto, nivel de oxigénio no produto, permeagdo do oxigénio
através da embalagem e presenca de compostos antimicrobianos. Aklain e Erisir
(2008), em trabalho no qual incorporaram L. acidophilus livres em sorvete,
armazenado por 90 dias a -18°C, mostraram que houve um declinio de 2,0 log
UFC/g durante o congelamento e 0,3 log UFC/g durante o armazenamento,
atingindo 10° UFC/g.

Resultados semelhantes foram encontrados por Barreto et al. (2003), que avaliaram
a viabilidade de Lactobacillus acidophilus, bifidobactérias e bactérias totais em 177
amostras de 15 marcas de produtos probiéticos comercializados no Brasil. Em 52%
dos produtos contendo o probiotico L. acidophilus, as contagens estavam abaixo de
10° UFC/g.

Em estudo com musses de chocolate Borges et al. (2004), observaram um
decréscimo de 3 log UFC/g da populacédo de probiéticos, ap6s o vigésimo dia de

armazenamento das musses adicionadas de L. acidophilus livres.

Ribeiro et al. (2009), verificaram que ndo houve uma reducdo significativa na
populacao de L. acidophilus em queijo Minas frescal, sob refrigeracéo a 5°C durante
28 dias. Foi observado que a populacéo inicial deve ser no minimo, 10’ UFC/g, de
forma a manter a contagem do microrganismo probiético durante a vida de prateleira

do produto.

As curvas de sobrevivéncia de Lactobacillus acidophilus LA-14 FloraFIT, liofilizado

Danisco, estéo apresentadas na Figura 21.
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Figura 21 - Curva de sobrevivéncia de Lactobacillus acidophilus LA-14 FloraFIT, liofilizado Danisco.

5.5.6 Acompanhamento da viabilidade do Lactobacillus acidophilus LA-14

FloraFIT, liofilizado Danisco, encapsulados em alginato de calcio

Os resultados da populacédo de Lactobacillus acidophilus encapsulados em alginato

de célcio durante o tempo duas semanas estdo apresentados na Tabela 10.

Tabela 10 - Populacéo de Lactobacillus acidophilus LA-14 FloraFIT, liofilizado Danisco, encapsulados
em alginato de calcio (Média + DP, n=2) , em barra de cereais, durante o armazenamento (log
UFC/g). Réplica I, Il.

Lactobacillus acidophilus (log UFC/g)

Tempo (Semanas) I Il Média
0 7,73£0,09 7,71+0,70  7,72+0,01°
2 <5,0 <5,0 <5,0

a,b — médias com pelo menos uma letra igual na mesma coluna ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de significancia (p<0,05).

Observa-se na Tabela 10 que a populacdo de Lactobacillus acidophilus LA-14
FloraFIT, liofilizado Danisco, encapsulados em alginato de calcio no tempo 0
apresentou valores na faixa de 7,0 log UFC/g. Entretanto, apés 2 semanas de

armazenamento houve uma reducdo na populacdo para valores menores que 5,0
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log UCF/g. Em trabalho semelhante com barra de cereais, Henriques, 2011,
observou, apos encapsulacdo por extrusdo em alginato, concentracdo inicial de
Lactobacillus casei 01 de 10® UFC/g. A contagem celular permaneceu quase
inalterada durante os quatro primeiros dias. Entretanto, no 14° dia de
armazenamento foi observada reducdo de 2,5 log UFC/g, permanecendo em torno
de 10° UFC/g. O trabalho ndo analisou a partir do 14° dia de armazenamento. O
mesmo autor fez uma comparacdo da viabilidade celular na temperatura de
armazenamento de 4°C e 20°C, ndo observando diferenca significativa ao final de 14

dias de armazenamento.

Ja em trabalho de Sousa et al. (2010), foi observado que Lactobacillus acidophilus Ki
encapsulados em alginato de calcio, ap0s 14 dias de armazenamento tanto em
temperatura de 4°C quanto em temperatura de 21°C, as células ndo permaneceram
viaveis.

Em estudo com musses de chocolate, Borges et al. (2004), observaram decréscimo
de 2 log UFC/g na populacdo de L. acidophilus microencapsulados em alginato apés

o vigésimo dia de armazenamento.

Godward (2000) observou que em queijo tipo cheddar, células livres probidticas de
L. acidophilus sobreviveram melhor do que células encapsuladas, possivelmente
devido ao acumulo de metabdlitos, como &cidos organicos dentro das cépsulas de

alginato de calcio levando a morte celular.

Apesar de alguns autores demonstrarem que a encapsulacdo em alginato de calcio
ndo aumenta a sobrevivéncia de L. acidophilus, outros trabalhos relatam o efeito

benéfico da microencapsulacao.

Boscarioli (2010) verificou que a sobrevivéncia de L. acidophilus tanto livre quanto
encapsulado em alginato de calcio permaneceu em torno de 7,5 log UFC/g em
sorvete de creme armazenado por 210 dias a -18°C. Entretanto, 0 consumo desses
alimentos néo é diario, sendo consumido predominantemente no verdo em muitos
paises (SAAD et al., 2011).

No caso de probiéticos, foi jA descrito que a diminuicdo da temperatura pode
aumentar a viabilidade durante o armazenamento (SOUSA et al.,, 2012). Neste
estudo, os autores observaram que encapsulacdo em microcapsulas de alginato de

calcio somente foi eficaz para a protecdo das culturas de Lactobacillus paracasei
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L26, L. casei 01, L. acidophilus Ki, e Bifidobacterium animalis BB-12 a temperatura

de congelamento (-20°C e -80°C), independente da estirpe.

Os sistemas de microparticulas de alginato, entretanto, ndo podem ser descartados,
uma vez que oferecem varias vantagens, como a de ser nao toxico, de facil de

manuseio, biodisponiveis, biocompativel, e de baixo custo (PARK & CHANG, 2000).

5.5.7 Comparacédo da viabilidade da levedura Saccharomyces boulardii
liofilizado Floratil®, Merck e Lactobacillus acidophilus LA-14 FloraFIT,

liofilizado Danisco, em barra de cereais

A Tabela 11 apresenta a média da populacdo viavel de Saccharomyces boulardii
liofilizado Floratil®, Merck e Lactobacillus acidophilus LA-14 FloraFIT, liofilizado

Danisco.

Tabela 11 - Populacdo viavel de Saccharomyces boulardii liofilizado Floratil®, Merck e Lactobacillus
acidophilus LA-14 FloraFIT, liofilizado Danisco (Média = DP, n=2), em barra de cereais, durante o
armazenamento (log UFC/g).

Tempo (Semanas) S. boulardii L. acidophilus

(log UFC/g) (log UFC/g)
0 7,73+0,012 9,50+0,412
2 7,72+0,062 8,89+0,08%"
4 7,51+0,05° 8,17+0,04"°
6 7,51+0,05° 7,33+0,13°
7 * 5,05+0,56¢
8 7,24+0,01° *

a,b,c,d — médias com pelo menos uma letra igual ha mesma coluna néo diferem entre si pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de significancia (p<0,05).
* dado néo disponivel.

A populacdo de Saccharomyces boulardii liofilizado Floratil®, Merck apresentou
melhores resultados de viabilidade quando comparada com a populagdo de L.

acidophilus LA-14 FloraFIT, liofilizado Danisco (Tabela 11), visto que permaneceu,
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em média, na faixa de 7,0 log UFC/g, e declinio de 0,49 ciclos logaritmicos, durante
as 8 semanas de armazenamento. A populacdo de L. acidophilus permaneceu, em
média, em torno de 7,0 log UFC/g durante 6 semanas de armazenamento,
entretanto o decréscimo foi de 4,45 ciclos logaritmicos, atingindo o valor de 5,05 log

UFC/g na sétima semana de armazenamento.

Muitos trabalhos demonstram que € pequena a sobrevivéncia de bactérias

probiodticas em produtos na forma de células livres (DE VOS et al., 2010).

Segundo a Instrugdo Normativa n°. 16, de 23 de agosto de 2005, em bebidas lacteas
fermentadas a contagem total de bactérias lacticas viaveis deve ser no minimo de
10° UFC/g, no produto final, para o(s) cultivo(s) lactico(s) especifico(s)
empregado(s), durante todo o prazo de validade (BRASIL, 2005).

As curvas de sobrevivéncia das populacdes de Saccharomyces boulardii liofilizado
Floratil®, Merck e Lactobacillus acidophilus LA-14 FloraFIT, liofilizado Danisco, estdo

apresentadas na Figura 22.

—e— S, boulardii liofilizado Floratil Merck
—&— L. acidophilus liofilizado Danisco

log UFC/g

2 I I I I
0 2 4 6 8 10

Tempo (semanas)

Figura 22. Curva de sobrevivéncia da populacdo de Saccharomyces boulardii liofilizado Floratil®,
Merck e Lactobacillus acidophilus LA-14 FloraFIT, liofilizado Danisco.
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5.6 Avaliacéo sensorial

As médias das notas atribuidas pelos julgadores as formulacdes de barras de

cereais quanto a aceitacao sensorial encontram-se na Tabela 12.

Tabela 12 - Média das notas atribuidas pelos julgadores para a aceitagdo sensorial das formulacdes
de barras de cereais.

Formulacao Aparéncia Textura Sabor Impresséo Global
Comercial 7,52% 8,03 7,38% 7,272
Com Saccharomyces boulardii 7,80° 7,72% 7,722 7,66%
Com Lactobacillus acidophilus 7,30% 7,83%  7,66% 7,69%
Sem Probidtico 7,802 7,63%  8,05% 7,912

a — médias com pelo menos uma letra igual na mesma coluna ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de significancia (p<0,05).

Ao analisar os dados da Tabela 12 observa-se que as quatro formulacdes de barra
de cereais apresentaram, de um modo geral, boa aceitacdo sensorial de aparéncia,

textura, sabor e impresséo global.

Ao comparar as médias dos atributos sensoriais da barra de cereais comercial com
os atributos sensoriais das trés formulacfes desenvolvidas no presente trabalho, foi
possivel observar que ndo houve diferenca significativa (p<0,05), pelo teste de
Tukey, quanto ao atributo aparéncia, textura, sabor. Quanto a impressdo global,
também nao foi observada diferenca significativa (p<0,05).

Pode-se observar que as duas formulacGes desenvolvidas no presente trabalho
adicionadas de probidticos apresentam um potencial de incorporacdo destes micro-
organismos sem perda dos atributos sensoriais, visto que nenhum dos provadores
detectou a presenca dos componentes propriamente ditos, uma vez que nao diferiu

(p<0,05) da barra de sem probidtico em todos 0s quesitos sensoriais analisados.

Em trabalho envolvendo a incorporacdo de micro-organismos probidticos
encapsulados Godward (2000), observou, em iogurte, que as capsulas de alginato
de calcio eram visiveis e perceptiveis na boca quando ingeridos, fazendo com que o

produto fosse desqualificado pelos provadores.

A Tabela 13 apresenta o indice de aceitabilidade para as quatro diferentes

formulacdes testadas neste trabalho.
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Tabela 13 - indice de aceitabilidade para as diferentes formulacdes de barras de cereais.

indice de aceitabilidade das barras de
cereais (%)

. Impresséao
Formulacdes Aparéncia Textura Sabor
Global
Comercial 83,55 89,22 82,00 80,78
Com Saccharomyces boulardii 86,67 85,78 85,78 85,11
Com Lactobacillus acidophilus 81,11 87,00 85,11 85,44
Sem Probiotico 86,67 84,78 89,45 87,89

Segundo Teixeira et al. (1987) para que o produto seja considerado como aceito, em
termos de suas propriedades sensoriais, é necessario que este obtenha um indice
de Aceitabilidade (IA) de no minimo 70%. Com base nas notas para a aceitabilidade
e calculo do IA, pode-se verificar que todas as formulagBes apresentaram boa
aceitabilidade, visto que as formulacdes avaliadas apresentaram IA superior a 80 %

para todos os atributos avaliados, vide Tabela 13.

Ao desenvolver um novo produto, um dos pontos fundamentais é avaliar sua
aceitabilidade, a fim de predizer seu comportamento frente ao mercado consumidor
(MOSCATTO et al., 2004). No entanto, pode-se inferir que a aceitabilidade para os
atributos analisados das quatro formulaces de barra de cereais representa valores
consideraveis, visto que as trés formulacfes desenvolvidas no presente trabalho
foram feitas de modo artesanal, sendo duas delas, acrescentadas de micro-
organismos probidticos.

A impresséo global é entendida pelo conjunto relativo a primeira impressédo causada
pelo produto como um todo, sem representar a média das notas das outras
caracteristicas avaliadas (GOMES & PENNA, 2009). Os valores obtidos para este
atributo variaram de 7,27 a 7,91.

A utilizacdo do grafico radar para demonstracdo do perfil sensorial nos permite uma

melhor visualizagcdo das amostras avaliadas, Figura 23.
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Aparéncia
8,2

8

sabor T ' Textura

s Barra de cereal Comercial
= Barra de Cereal com Saccharomyces boulardii encapsulado alginato de calcio
=== RBarra Cereal com Lactobacillus acidophilus liofilizado

== Barra de Cereal sem probidtico

Figura 23. Média das notas de aparéncia, textura e sabor, atribuidas pelos julgadores referentes as
guatro diferentes formulagdes de barras de cereais.

Atraveés das Figuras 24, 25, 26, 27, pode-se observar a inten¢cdo de consumo dos

provadores em relacéo as barras de cereais analisadas.

Observa-se por meio da Figura 24, a intengcdo de consumo, referente a barra de
cereal comercial, atribuida pelos provadores se esta estivesse disponivel no

mercado.

Barra de Cereal comercial

5,55%

o B Comeria sempre
25% 38,88% .
B Comeria frequentemente

= Comeria ocasionalmente
B Comeria raramente

B Nunca comeria
11,11%

19,44%

Figura 24. Intencdo de consumo, referente a barra de cereal comercial, atribuida pelos julgadores.
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Observa-se na Figura 24 que 38,88% dos provadores comeriam sempre a barra de
cereal comercial. 19,44% comeriam frequentemente, 11,11% comeriam
ocasionalmente, 25% comeriam raramente e 5,55% dos provadores inferiram que

nunca comeriam.

Na Figura 25, observa-se a intengdo de consumo, referente a barra de cereal com
Saccharomyces boulardii encapsulada em alginato de calcio, atribuida pelos

provadores se esta estivesse disponivel no mercado.

Barra de Cereal com Saccharomyces
boulardii encapsulada em alginato de
calcio

5,55% 0%

25% B Comeria sempre
()

® Comeria frequentemente
44,44% q

Comeria ocasionalmente
B Comeria raramente

= Nunca comeria

25%

Figura 25. Intencdo de consumo, referente a barra de cereal com Saccharomyces boulardii
encapsulado em alginato de célcio, atribuida pelos julgadores.

44,44% dos julgadores comeriam sempre a barra de cereais com 0 probiotico
Saccharomyces boulardii encapsulado com alginato de calcio, 25% comeriam

frequentemente, 25% comeriam ocasionalmente e 5,55% raramente comeriam.

Na Figura 26, observa-se a intencdo de consumo, referente a barra de cereal com
Lactobacillus acidophilus liofilizado, atribuida pelos provadores se esta estivesse

disponivel no mercado.
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Barra Cereal com Lactobacillus
acidophilus liofilizado

2,77% 0%

30,55% m Comeria sempre
36,11% B Comeria frequentemente
m Comeria ocasionalmente
m Comeria raramente

® Nunca comeria

30,55%

Figura 26. Inten¢do de consumo, referente a barra de cereal com Lactobacillus acidophilus liofilizado,
atribuida pelos julgadores.

Observa-se que 30,55% dos julgadores alegaram que comeriam sempre a
formulacdo contendo Lactobacillus acidophilus, 30,55% comeriam frequentemente,
36,11% comeriam ocasionalmente e 2,77% raramente comeriam se esta estivesse

disponivel no mercado.

Observa-se na Figura 27 a intencdo de consumo, referente a barra de cereal sem

probidtico, atribuida pelos julgadores se esta estivesse disponivel no mercado.

Barra de Cereal sem probidtico

5,55% 0%

E Comeria sempre

B Comeria frequentemente
47,22% . .
1 Comeria ocasionalmente
® Comeria raramente

® Nunca comeria

Figura 27. Intencdo de consumo, referente a barra de cereal sem probidtico, atribuida pelos
julgadores.
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47,22% dos julgadores alegaram que comeriam sempre, 33,33% comeriam
frequentemente, 13,88% comeriam ocasionalmente e 5,55% raramente comeriam se

esta formulacéo estivesse disponivel no mercado.

Com base nos resultados obtidos, podemos considerar as barras de cereais
produzidas no presente trabalho como satisfatérias sob o ponto de vista da
aceitabilidade pelo consumidor. Estas barras de cereais sao, entdo, uma nova forma

de veicular micro-organismos com funcgdes probidticas.

Considerando a facilidade de transporte, a conservacdo do produto a temperatura
ambiente, o baixo custo e a grande aceitacdo das barrinhas de cereais pela
populacdo, esta se mostra como uma fonte inovadora de disponibilizacdo de
alimentos funcionais com propriedade probiotica para a populacdo. Assim, consiste
em potencial diversificacdo do nicho das barras de cereais, as quais seriam
agregados novos valores condizentes a manutencdo e equilibrio de funcdes

organicas, pois além do apelo nutricional, insere-se também a vertente terapéutica.

Fazem-se necessarios maiores estudos para verificacdo de novas formas de
incorporacdo de micro-organismos probidticos a este tipo de produto, bem como um

estudo de viabilidade econémica para producéo dos mesmos.
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6 CONCLUSAO

Foi desenvolvida no presente estudo uma formulacdo de barra de cereais com a
incorporacdo de micro-organismos probitticos. A levedura S. boulardii na forma
liofilizada, granulada e encapsulada e a bactéria L. acidophilus na forma liofilizada e

encapsulada.

Foi possivel identificar que a melhor forma de incorporacdo e maior sobrevida da

levedura S. boulardii e da bactéria L. acidophilus se deu na forma liofilizada.

Durante o tempo de armazenamento de oito semanas, a levedura S. boulardii
apresentou reducdo média de 0,49 log UFC/g na forma liofilizada, 1,37 log UFC/g na
forma granulada com lactose e 3,53 log UFC/g na forma encapsulada em alginato de
calcio. A bactéria L. acidophilus, apresentou reducédo de 4,45 log UFC/g apls sete
semanas de armazenamento na forma liofilizada. Ja a forma encapsulada em
alginato de célcio apresentou contagem inicial na faixa de 7 log UFC/g. Entretanto,
apos duas semanas de armazenamento reduziu para valores inferiores a 5 log
UFClg.

A utilizacdo da levedura Saccharomyces boulardii e da bactéria Lactobacillus
acidophilus por meio das diferentes formas de incorporacdo nas barras de cereais
nao interferiram na qualidade sensorial e estrutural do produto. As barras de cereais
contendo micro-organismos probidticos ndo diferiram da barra de cereais sem

probidtico.

Os resultados encontrados permitem inferir que € possivel incorporar micro-
organismos probiéticos em novas matrizes alimentares. Desta forma, este trabalho
abre caminho para novas pesquisas dentro do contexto de alimentos funcionais com

atividade probiotica.
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Avaliagdo Sensorial de Barra de Cereais
Data:

Obs.: Caso o participante apresente alergia a algum ingrediente presente na barra de cereal, o
mesmo serd incapacitado de participar dos testes.

Vocé esta recebendo quatro amostras de Barra de Cereais. Avalie cada uma seguindo a escala
abaixo:

(9) gostei extremamente

( 8) gostei moderadamente

(7)) gostei regularmente

( 6) gostei ligeiramente

(5) néo gostei, nem desgostei

( 4) desgostei ligeiramente

( 3) desgostei regularmente

(2) desgostei moderadamente

(1) desgostei extremamente

1-Vocé esté recebendo quatro amostras de Barra de Cereais. Avalie a APAREI\[CIA da amostra e
indique conforme a escala acima o quanto vocé gostou ou desgostou da APARENCIA da amostra.

AMOSTRA

VALOR

2-Vocé esté recebendo quatro amostras de Barra de Cereais. Avalie a TEXTURA da amostra e
indique conforme a escala acima o quanto vocé gostou ou desgostou da TEXTURA da amostra.

AMOSTRA

VALOR

3-Vocé esta recebendo quatro amostras de Barra de Cereais. Avalie a SABOR da amostra e indique
conforme a escala acima o quanto vocé gostou ou desgostou do SABOR da amostra.

AMOSTRA

VALOR

4-Voceé esté recebendo quatro amostras de Barra de Cereais. Avalie a IMPRESSAO GLOBAL da
amostra e indique conforme a escala acima o quanto vocé gostou ou desgostou da IMPRESSAO
GLOBAL da amostra.

AMOSTRA

VALOR

Com base em sua opiniéo sobre de Barra de Cereais. Avalie cada amostra segundo a sua intencdo
de consumo, utilizando a escala abaixo:

(5) Comeria sempre

(4) Comeria frequentemente

(3) Comeria ocasionalmente

(2) Comeria raramente

(1) Nunca comeria

AMOSTRA

VALOR




