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RESUMO GERAL

A microencapsulagdo ¢ utilizada para conferir protecdo e manter a viabilidade de cepas
probidticas durante o processamento, armazenamento e as condi¢cdes adversas do trato
gastrointestinal. O objetivo do trabalho foi desenvolver doces de leite com café reduzidos em
gorduras adicionados de microesferas probioticas. Na microencapsulacido dos probidticos testados
foi utilizada a técnica de gelificagcdo idnica externa com atomizagao por ar pressurizado utilizando
o bico tipo spray duplo fluido do equipamento Spray Dryer. Para a realizagdo da escolha da cepa
foi realizada a microencapsulacdo de L. paracasei e L. acidophilus, e as caracteristicas fisicas,
eficiéncia de microencapsulagdo, resisténcia térmica e viabilidade em condigdes gastrointestinais
simuladas e no armazenamento por 90 dias a 4 °C foram avaliadas. As cepas microencapsuladas
de L. paracasei apresentaram maior eficiéncia de encapsulagdo e viabilidade durante o
armazenamento por 90 dias a 4 °C, de 7,82 log UFC/g. Em comparacdo a L. acidophilus,
mantiveram contagens acima de 6 log UFC/g em 20 minutos de exposi¢ao a temperatura de 70 °C
e mantiveram viabilidade acima de 7,20 log UFC/g em condigdes gastrointestinais simuladas.
Dessa forma, células microencapsuladas de L. paracasei foram escolhidas para serem aplicadas
aos doces de leite com café. A viabilidade das microesferas de L.paracasei adicionadas aos doces
de leite convencional e /ight foram avaliadas durante todo o tempo de armazenamento e as
condigdes gastrointestinais. Foi possivel elaborar doces de leite convencional e /igth com café com
reducdo de 37,0% no teor de gordura e de 19,30% no teor de agucares. As adi¢cdes das microesferas
nos doces de leite ndo influenciaram significativamente na textura e os doces de leite que receberam
a microesferas apresentaram coloragao mais clara. O padrao microbiologico para coliformes totais,
Salmonella sp, Staphylococcus coagulase positiva e fungos e leveduras dos doces de leite com café
atenderam aos requisitos da legislagdo. Ap6s o término do tempo de 90 dias de armazenamento a
4 °C, as células microencapsuladas apresentaram viabilidade média de 7,13 log UFC/g em doces
de leite convencional e light com café e uma porgdo didria (20 g) de doce de leite forneceria 2,7x108
UFC/20g de L. paracasei. Em condi¢des gastrointestinais simuladas apdés 90 dias de
armazenamento, a viabilidade das células livres foram menores e as das microencapsuladas
apresentaram quantidades suficientes para alegagao de produto funcional. O doce de leite com café
mostrou-se como um bom veiculo alternativo para L. paracasei microencapsulado.

Palavras-chave: Gelificacdo ionica externa. Alimento funcional. L paracasei. Light.



GENERAL ABSTRACT

Microencapsulation is used to provide protection and maintain the viability of probiotic
strains during processing, storage, and adverse conditions in the gastrointestinal tract. The objective
of the work was to develop dulce de leche with coffee reduced in fats added with probiotic
microspheres. In the microencapsulation of the probiotics tested probiotics the technique of
external ionic gelation with atomization by pressurized air was used using the two-fluid air
atomizing nozzle of the Spray Dryer Equipment. To select the strain, microencapsulation of L.
paracasei and L. acidophilus was performed, and the physical characteristics, microencapsulation
efficiency, thermal resistance, and viability in simulated gastrointestinal conditions and storage for
90 days at 4 °C were evaluated. The microencapsulated strains of L. paracasei showed higher
encapsulation efficiency and viability during storage for 90 days at 4 °C, of 7.82 log CFU/g.
Compared to L. acidophilus, they maintained counts above 6 log CFU/g in 20 minutes of exposure
to a temperature of 70 °C and maintained viability above 7.20 log CFU/g in simulated
gastrointestinal conditions. Thus, microencapsulated cells of L. paracasei were chosen to be
applied to dulce de leche with coffee. The viability of L.paracasei microspheres added to
conventional and light dulce de leche was evaluated throughout the storage period and at
gastrointestinal conditions. It was possible to prepare conventionally and light dulce de leche with
coffee with a reduction of 37.0% in the fat content and 19.30% in the sugar content. The additions
of the microspheres in the dulce de leche did not significantly influence the texture and the dulce
de leche that received the microspheres showed a lighter color. The microbiological standard for
total coliforms, Salmonella sp., coagulase-positive staphylococci and fungi and yeasts in dulce de
leche with coffee met the requirements of the legislation. After 90 days of storage at 4 °C, the
microencapsulated cells showed average viability of 7.13 log CFU/g in conventional and light
dulce de leche with coffee and a daily serving (20 g) of dulce de leche would provide 2.7x108
CFU/20g of L. paracasei. In simulated gastrointestinal conditions after 90 days of storage, the
viability of free cells was lower and those of microencapsulated cells presented sufficient amounts
to claim a functional product. Dulce de leche with coffee proved to be a good alternative vehicle
for microencapsulated L. paracasei. In simulated gastrointestinal conditions after 90 days of
storage, the viability of free cells was lower and those of microencapsulated cells presented
sufficient amounts to allegation a functional product. Dulce de leche with coffee proved to be a
good alternative vehicle for microencapsulated L. paracasei.

Keywords: External ionic gelation. Functional food. L paracasei. Light.
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PRIMEIRA PARTE



1 INTRODUCAO

O mercado de alimentos funcionais cresceu expressivamente nos ultimos anos, colocando
a disposi¢cdo dos consumidores diversos produtos (SOUSA et al., 2015). No Brasil, a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 1999) define alega¢do de propriedade funcional
“aquela relativa ao papel metabdlico ou fisiologico que o nutriente ou ndo nutriente tem no
crescimento, desenvolvimento, manutengdo e outras fungdes normais do organismo humano”.

O termo probiodticos deriva da lingua grega e significa “para a vida” e esses sdo definidos
como microrganismos vivos que, quando administrados em quantidades adequadas, conferem
beneficios a saude do individuo (ANVISA, 2018; HILL et al., 2014).

Os probioticos exercem seus beneficios por meio de cinco diferentes mecanismos de agao:
producdo de substancias inibitdrias e antimicrobianas; competicdo com bactérias patogénicas por
nutrientes e locais de adesdo; melhoria da fun¢do da barreira do revestimento epitelial; degrada
toxinas e bloqueia os seus receptores; e modula as respostas imunes (SANCHEZ et al., 2017).

A ingestdo de diferentes culturas probiodticas oferece varios beneficios a saude do
consumidor, os mais importantes sdo: controle da microbiota intestinal; fortalecimento da
microbiota intestinal apdés o uso de antibidticos; estimulo da resisténcia gastrintestinal a
colonizagdo por patdgenos; reducdo da populacdo de patdgenos através da producao de acidos
acético e latico, de bacteriocinas e de outros compostos antimicrobianos; melhoria da digestao da
lactose em individuos intolerantes a lactose; estimulagdo do sistema imune; alivio da constipagao;
e ampliacao da absor¢ao de minerais e produgdo de vitaminas. Ainda que nao comprovados, outros
efeitos atribuidos a esses microrganismos sao a diminui¢ao do risco de cancer de colon e de doenca
cardiovascular. Sdo sugeridos, também, a redug¢do das concentragdes plasmadticas de colesterol,
efeitos anti-hipertensivos, diminuicao da atividade ulcerativa de Helicobacter pylori, controle da
colite induzida por rotavirus e por Clostridium difficile, prevencdo de infeccdes do aparelho
urindrio e genital, de osteoporose pds-menopausa, além de efeitos inibidores sobre a
mutagenicidade (CHARTERIS et al., 1998; DOWARAH; VERMA; AGARWAL, 2017;
HUIDROM; BEG; MASOQOD, 2021; JELEN; LUTZ, 1998; KLAENHAMMER, 2001; KAUR;
CHOPRA; SAINI, 2002; SHAH, LANKAPUTHRA, 1997; SAAD, 2006; TUOHY et al., 2003).
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Pei-Shan ef al. (2021) mostraram que um suplemento probidtico, contendo L. salivarius
subsp. salicinius AP-32, L. johnsonii MH-68 ¢ L. reuteri GL-104, aliviou os sintomas do diabetes
tipo 2 em ratos, protegendo a funcao das células 3 e estabilizando os niveis glicémicos.

Porém, para que esses beneficios sejam obtidos, ¢ importante que os microrganismos
cheguem vidveis ao intestino e sejam consumidos em uma concentragdo minima de 108-10°
UFC/recomendagdo diaria do produto ou 10%-107 UFC/mL ou g do alimento. O consumo dos
probidticos deve ser seguro para o consumidor (ANVISA, 2018; FAO/WHO, 2002; LUYER et al.,
2005).

Muitos fatores durante o processamento e armazenamento dos alimentos afetam a
sobrevivéncia de probidticos, o processo de secagem, o estresse oxidativo e a temperatura. Suco
gastrico, sais biliares e outros constituintes do trato gastrointestinal também afetam os probioticos
e impedem de exercerem efeitos benéficos (COOK et al., 2012). Para manter a viabilidade dos
probioticos durante o armazenamento e a digestdo, a selecdo de cepas resistentes, adaptagdao ao
estresse, aplicagdo de protetores celulares e microencapsulagao, foram propostas (CHEN et al.,
2007; SILVA et al., 2018; XIAO et al., 2020).

A imobilizag¢do celular por encapsulamento envolve a protecdo de células microbianas
dentro de polimeros permeéveis a nutrientes, gases € metabodlitos para manter a viabilidade celular
dentro dos granulos (DING; SHAH, 2009; JOHN et al., 2011; RATHORE et al., 2013).

A microencapsulagao produz granulos na faixa de tamanho de 1-1000 um (HEIDEBACH;
FORST; KULOZIK, 2012). As microesferas sdo mais fortes mecanicamente do que as
macrocapsulas, de tamanho menor, menos de 1000 um, sdo preferidas na microencapsulacao de
cepas probiodticas (RATHORE et al., 2013). O produto probidtico microencapsulado ideal seria um
po6 seco, com facilidade de armazenamento e vida ttil longa, ou um gel imido com boa estabilidade
em um produto alimenticio (COOK et al., 2012).

A microencapsulagdo por gelificacdo idnica externa ¢ normalmente feita usando uma
seringa e agulha, entretanto, sistemas de pulverizagao também tém sido utilizados, como bicos
vibratorios (CHANDRAMOULI et al., 2004), bicos atomizadores de ar (CUI et al., 2000) e
atomizacao de disco giratorio (SENUMA et al., 2000). O uso desses sistemas de pulverizagao reduz
o tamanho das microesferas devido a extrusdo da agulha e a utilizagdo de alguns métodos de

producdo como a secagem por spray causam muitos danos as células (COOK et al., 2012).
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Diante do exposto, o objetivo do trabalho foi desenvolver microesferas probioticas
contendo L. acidophilus e L. paracasei por gelificagdo idnica externa por atomizagdo por ar
pressurizado utilizando o bico tipo spray duplo fluido do equipamento Spray Dryer, avaliar a
viabilidade das cepas microencapsuladas durante o armazenamento a 4 °C por 90 dias, a resisténcia
térmica e a viabilidade as condi¢des gastrointestinais. Selecionar a cepa microencapsulada para
adicionar em doces de leite com café, avaliar a viabilidade dos microrganismos durante o
armazenamento, as condi¢des gastrointestinais, bem como caracterizar os doces de leite com café

produzidos com a formulagdo convencional e com reducao de gorduras.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Alimentos funcionais

O alimento comercializado como funcional, normalmente, contém adicionados ingredientes
tecnologicamente desenvolvidos com um beneficio especifico para a saude (NIVA, 2007; SIRO et
al., 2008).

No Brasil, a Resolugdo n° 18, de 30 de abril de 1999, da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA, 1999) define alegag¢do de propriedade funcional “aquela relativa ao papel
metabdlico ou fisioldgico que o nutriente ou ndo nutriente tem no crescimento, desenvolvimento,
manutencdo e outras fung¢des normais do organismo humano”, e define como alegacdo de
propriedade de saude “aquela que afirma, sugere ou implica a existéncia de relacao entre o alimento
ou ingrediente com doenca ou condig¢do relacionada a satde.” A Comissao de A¢ao Concertada de
Alimentacdo Funcional na Europa (FUFOSE) define alimentos funcionais como “produto
alimenticio que so pode ser considerado funcional se, juntamente com o impacto nutricional basico,
tiver efeitos benéficos sobre uma ou mais fungdes do organismo humano, melhorando assim as
condi¢des gerais e fisicas ou/e diminuindo o risco da evolugdo das doengas” (SIRO et al., 2008).

Os alimentos probioticos contém bactérias como Enterococcus, Bacteroides, Eubacterium,
Lactobacillus e Bifidobacterium. Ainda ndo se conhece a composi¢do ideal dos alimentos que
poderiam estimular as propriedades probidticas “in vivo”. Os lactobacilos sdo bactérias gram-
positivas e anaerobicas facultativas, predominantes no intestino delgado. Entre suas espécies pode-
se citar os Lactobacillus casei, Lactobacillus rhamnosus ¢ Lactobacillus acidophilus (FLESCH;
POZIOMYCK; DAMIN, 2014; PARK; FLOCH, 2007).

A grande aceitacdo dos produtos alimenticios contendo probidticos incluidos na categoria
de alimentos funcionais foram responsaveis pelo aumento do mercado global em US$ 33 bilhoes
em 2000 para US$ 176,7 bilhdes em 2013, o que representa 60% - 70% do mercado total de
alimentos funcionais. O mercado de alimentos probidticos foi avaliado em US$ 46,17 bilhoes em
2017 e esta planejado para atingir US$ 69,29 bilhdes até 2023, a uma taxa anual de crescimento de

7% a partir de 2018 (LIU; COOK; ROUX, 2020; MISRA; PANDEY; MISHRA, 2021).
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2.1.1 Probioticos

Os probioticos sdao benéficos para o hospedeiro quando administrados em quantidades
apropriadas. Em geral, os produtos que contém microrganismos probidticos devem conter um
nimero minimo de células viaveis entre 10° ¢ 107 unidades formadoras de colonia por grama ou
mililitros de produto final (UFC/g ou UFC/mL) de bactérias probidticas vidveis e ser seguro para
o consumidor. Depende da cepa o mecanismo de agdo dos probioticos e, para garantir um efeito
benéfico continuo, a dose didria minima de probidticos deve apresentar concentra¢des entre 108 e
10° UFC/por¢do diaria do produto, para obter os efeitos benéficos a satde (FAO/WHO, 2002;
LUYER et al., 2005).

Para conferir efeitos benéficos no intestino, os probiodticos utilizam varios mecanismos de
acdo (SHERMAN; OSSA; JOHNSON-HENRY, 2009). Ao colonizar provisoriamente o trato
gastrointestinal, os probioticos servem para corrigir o desequilibrio da microbiota intestinal. Isso
pode ocorrer como consequéncia da resisténcia a colonizacdo, isto é, capacidade que certas
bactérias tém de interagir com as células epiteliais do intestino para evitar a aderéncia de patdgenos
entéricos aos locais de ligagdo na superficie epitelial. Os probidticos que colonizam o intestino
podem exercer um efeito antimicrobiano direto, liberando produtos como as bacteriocinas que
inibem o crescimento e a viruléncia de patdogenos entéricos. Alguns probidticos aumentam a
liberagdo de peptideos antibacterianos chamados defensinas das células de Paneth. Probioticos
produtores de dacido lactico podem reduzir o pH local do intestino e produzir um efeito
antimicrobiano sobre os patdgenos. Algumas cepas de probiodticos interferem no sensor de
densidade microbiana, um sistema pelo qual as bactérias aumentam sua viruléncia (ASAD; OPAL,
2008). Os probiodticos aumentam a produgdo de mucinas das células epiteliais, que impedem a
ligacdo de patdgenos e funcionam como uma barreira antibacteriana. Os probidticos exercem um
efeito anti-inflamatorio no intestino, promovem a produ¢do de IgA secretora no intestino que se
liga aos patogenos, impedem a ativacdo de NFkB (fator de transcricdo pré-inflamatoério) e IL-8
(um quimioatrator neutrdfilo). Algumas cepas probiodticas podem ativar os receptores opioides e
canabinoides no intestino, atenuando a colica visceral abdominal em pacientes com sindrome do
intestino irritavel (MIZOCK, 2015).

Eles podem auxiliar o corpo a combater infec¢des, especialmente nas superficies

colonizadas do trato gastrointestinal (SANDERS, 2003). Ouwehand, Salminen e Isolauri (2002)
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afirmaram que, para ser considerado um probiotico, a cepa deve ter certas propriedades e fungdes,
como resisténcia acida e tolerancia a bile, eliminagao ou redugdo da adesdo do patdégeno, produgao
de 4cido e bacteriocina desfavorecendo o crescimento de patdgenos e assegurar a melhora do
equilibrio da microbiota intestinal (ARAGON-ALEGRO et al., 2007).

As bactérias probidticas devem ser identificadas por género, espécie e nivel de cepa. A
maioria dos probiodticos em uso clinico e em alimentos sdo espécies de trés géneros: Lactobacillus,
Bifidobacterium e Saccharomyces (MIZOCK, 2015).

As bactérias do acido latico sdo catalase negativas, ndo esporulantes, anaerobias
aerotolerantes, acido-tolerantes, ndo reduzem nitrito, mesofilas e algumas termofilas, bacilos ou
cocos (KLAENHAMMER et al., 2005). Podem ser classificadas em homofermentativas,
heterofermentativas ou facultativamente heterofermentativas, quanto ao modo de degradagdo dos
carboidratos, sendo os grupos discriminados quanto aos produtos finais da fermentacdo. As
espécies Lactobacillus acidophilus sao homofermentativas e utilizam a via glicolitica para
transformar o carbono principalmente em acido latico (AXELSSON, 2004). As cepas do grupo
Lactobacillus casei sdao representantes do grupo facultativamente heterofermentativos, que
fermentam hexoses em acido latico e podem produzir gas carbonico a partir de gliconato, mas nao
através da glicose. Essas bactérias também fermentam glicidios simples compostos por cinco
carbonos, através de uma fosfocetolase induzida para produzir &cidos acético e latico
(AXELSSON, 2004, BURITIL; SAAD, 2007).

Bactérias Lactobacillus sdo habitantes naturais do intestino humano, mas estdo presentes
em quantidades relativamente pequenas, mesmo em individuos que consomem probidticos
(PFEILER; KLAENHAMMER, 2007). Eles afetam beneficamente a saide humana, melhorando
o equilibrio da microbiota intestinal e as defesas contra patégenos (HEENAN et al., 2004),
constituindo um grupo de bactérias com iniimeras caracteristicas morfologicas. As espécies mais
conhecidas do género Lactobacillus consideradas probiodticas sdo Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei, Lactobacillus paracasei,
Lactobacillus reuteri e Lactobacillus rhamnosus (HOLZAPFEL et al., 2001).

Os alimentos sdo veiculos para entrega de probidticos ao corpo humano, ajudam a proteger
as cepas probioticas durante a passagem pelo trato gastrointestinal, controlam sua colonizacao e
contém outros ingredientes, como componentes bioativos, que podem interagir com as cepas para

alterar sua funcionalidade e efic4cia. O crescimento e a sobrevivéncia das cepas durante o transito
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gastrointestinal sao atingidos pela composicao fisico-quimica dos alimentos. As mesmas bactérias
probidticas podem ter propriedades funcionais e tecnologicas diferentes na presenga de
ingredientes alimentares. Ingredientes alimentares prebidticos estimulam o crescimento de
bactérias probidticas. A combinagdo apropriada de prebidticos e probidticos podem acumular
maior potencial para um efeito sinérgico. A tendéncia para o uso de bactérias em diferentes
sistemas alimentares deve ser criteriosa, considerando as vantagens e avaliando possiveis reducgdes
na eficacia funcional e viabilidade dos probioticos, principalmente em matrizes alimentares nao
prebidticas. Assim, a selegdo de sistemas alimentares adequados para fornecer probidticos ¢ um
fator imprescindivel que deve ser considerado no desenvolvimento de alimentos probioticos

funcionais (RANADHEERA; BAINES; ADAMS, 2010).

2.2 Microencapsulacio de probidticos

De acordo com Anal e Singh (2007), a capacidade das cepas probidticas de sobreviverem e
se desenvolverem no vetor influenciara diretamente em seus efeitos probidticos. Dessa forma, o
microrganismo que ¢ metabolicamente estavel no produto e sobrevive a passagem pelo trato
gastrointestinal chegando ao intestino com expressiva viabilidade podera promover efeitos
benéficos para a saude. A utilizagdo de processos de microencapsulagdo tem sido estudada como
alternativa para manter a sobrevivéncia desses microrganismos nos produtos alimenticios.

O encapsulamento ¢ um processo fisico-quimico ou mecanico para aprisionar uma
substancia em um material polimérico, afim de produzir pequenas particulas (CHEN; CHEN,
2007). A microencapsulagdo foi investigada para melhorar a viabilidade de algumas cepas em
produtos derivados do leite e no trato gastrointestinal (KRASAEKOOPT; BHANDARI; DEETH,
2003; PICOT; LACROIX, 2004). A viabilidade das células probidticas depende das propriedades
fisico-quimicas das particulas. Na verdade, o tipo e a concentragdo do material de parede, o
tamanho, o numero inicial de células e as bactérias sdo alguns pardmetros importantes de coordenar
(CHEN; CHEN, 2007). No caso da encapsulag@o probiotica, o objetivo ndo ¢ apenas proteger as
c€lulas contra o ambiente adverso, mas também permitir sua liberagdo no intestino em estado
metabolicamente ativo e com viabilidade significativa (PICOT; LACROIX, 2004). As

microesferas obtidas devem permanecer integras na matriz alimentar e no estdbmago e suas
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propriedades devem facilitar e permitir a liberacdo das células durante a passagem pela fase
intestinal (BURGALIN et al., 2011; DING; SHAH, 2007; PICOT; LACROIX, 2004).

A confecgao de microesferas estaveis para imobilizagdao de cepas probiodticas comega com
a escolha de um material de microencapsulagao correto. Estudos tém mostrado que certos tipos de
polimeros influenciam diretamente nas propriedades das microesferas (JEN; WAKE; MIKOS,
1996). As microesferas sao produzidas com polimeros soliveis em agua que fornecem um alto
grau de permeabilidade para nutrientes e metabolitos de baixo peso molecular, gerando assim um
ambiente 6timo para o metabolismo das células imobilizadas. Polimeros sintéticos e naturais
soliveis em d4gua estdo sendo utilizados para microencapsulacdo de cepas probioticas
(GROBOILLOT et al., 1994; JOHN et al., 2011; RATHORE et al., 2013).

A técnicas mais utilizadas sdo extrusdo, coacervagdo, secagem por spray € emulsificagdo
(DE VOS et al., 2010). A selecio do método ¢ realizado de acordo com a aplicacdo das
microesferas. As microesferas contendo células probidticas devem ser menores que 100 um para
evitar sensacdes sensoriais desagradaveis quando adicionadas em alimentos e consumidas
(HANSEN et al., 2002; HEIDEBACH; FORST; KULOZIK, 2012). J4 para uso em biorreatores de
fermentacdo, as microesferas probioticas devem ser fortes mecanicamente para resistir a forgas de
cisalhamento, ambientes com pH 4cidos, exposi¢do a solventes e gases de fermentacdo. Assim, a
técnica selecionada deve apresentar potencial de produzir microesferas com os atributos
fisicos/quimicos desejaveis, evitando danos a integridade e mantendo a viabilidade celular

(RATHORE et al., 2013).

2.2.1 Alginato

O alginato ou 4cido alginico ¢ um polissacarideo natural extraido de espécies de algas e
composto pelos acidos B-D-manurdnico e a-L-gulurénico. A composi¢do da cadeia de polimero
varia em distribui¢do sequencial e quantidade conforme a sua fonte, o que influenciard em suas
propriedades funcionais como material de parede. Os hidrogéis de alginato sdo amplamente
utilizados na encapsulagdo de cepas probioticas (BURGAIN et al., 2011; ROWLEY;
MADLAMBAYAN; MOONEY, 1999) e ¢ preferido para encapsular devido ao seu baixo custo,

de facil obtencdo, biocompativel, atoxico e biodegradavel, que ndo necessita da utilizagdao de
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solventes organicos € nem condi¢des de altas ou baixas temperaturas, para a formacao das
particulas (GANGULY et al., 2013; KRASAEKOOPT; BHANDARI; DEETH, 2003).
A Figura 1 apresenta as estruturas de residuos de acido manuronico e gulurdnico e a ligagao

entre esses residuos em alginato.

Figural — Estrutura quimica dos vérios blocos que formam o alginato.
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Fonte: Cook et al. (2012) e George e Abraham (2006).

De acordo com as formas particulares dos mondmeros e seus modos de ligacao no polimero,
as geometrias das regides do bloco G e regides do bloco M sdo significativamente diferentes. Os
blocos G sdo dobrados enquanto os blocos M tém uma forma chamada de fita. Se duas regides do
bloco G estiverem alinhadas lado a lado, o resultado € uma concavidade em forma de diamante.
Esta concavidade tem dimensdes ideais para a ligagdo cooperativa de ions de célcio. As regides
homopoliméricas de blocos de acido -D-manuronico e blocos de acido a-L-gulurdénico sdo regioes
de estrutura alternada (GEORGE; ABRAHAM, 2006; HAUG; LARSEN; SMIDSROD, 1967).

O peso molecular, a composi¢ao e a extensao das sequéncias determinam as propriedades

fisicas dos alginatos. A rigidez da cadeia ndo depende apenas da forca idnica, mas também da
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composic¢ao dos blocos do alginato, sendo a ordem de crescimento: bloco MG < bloco MM < bloco
GG. Dependem fortemente das sequencias desses blocos as propriedades fisicas, mecanicas, ordem
de flexibilidade e a reatividade, ou seja, a estabilidade contra a hidrolise acida. Em condigdes de
pH baixo no estado gel, blocos GG sdo mais estaveis em interagdes cooperativas entre cadeias do
que blocos MM e blocos MG/GM (ANDRIAMANANTOANINA; RINAUDO, 2010; HECHT;
SREBNIK, 2016; TEIXEIRA, 2021).

A caracteristica mais importante dos alginatos ¢ sua capacidade de formar géis por reagao
com cations divalentes como o Ca>* (GEORGE; ABRAHAM, 2006). O aumento de intera¢des
seletivas de calcio € encontrado com o aumento do contetdo de acido a-L-gulurdnico nas cadeias,
enquanto que blocos B-D-manurodnico e blocos MG alternados tem menor seletividade em relagao
ao ion. Essa seletividade de ligagao i6nica ocorre pela formagao de “caixa de ovo”, associacdo de
regides da cadeia com maior nimero de grupo a-L-guluronico (HECHT; SREBNIK, 2016). As
microparticulas de alginato podem ser preparadas por extrusao de uma solug@o de alginato de sodio
contendo a cepa desejada, como goticulas, em uma solugdo de reticulagdo divalente, como Ca?",
Sr?* ou Ba*". A reticulag¢do do polimero acontece principalmente pela troca de ions de sodio dos
acidos guluronicos com os cations divalentes e o empilhamento desses grupos guluronicos
(GEORGE; ABRAHAM, 2006). A compatibilidade de alginatos em relagio aos ions Ca>* aumenta
com o aumento do conteudo do cation no gel (HECHT; SREBNIK, 2016). Na relacao
estequiométrica de grupos Ca>"/COQ", os complexos sdo geralmente insoluveis e, como resultado,
permite  obter fibras, filmes, esferas ou cépsulas para diversas finalidades

(ANDRIAMANANTOANINA; RINAUDO, 2010; TEIXEIRA, 2021). (FIGURA 2).

Figura 2 — Blocos de acidos B-D-manurénico e a-L—gulurénico. Modelo “caixa de ovo™.
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Fonte: Martins et al. (2017).



19

Concentragdes maiores de ions calcio, os resultados da gelificagdo i6nica sao ligacdes mais
durdveis das cadeias (FIGURA 3). A estrutura quimica, o tamanho da molécula, a cinética de
formacao de gel e o cation, influenciam em varias propriedades do gel de alginato, incluindo
porosidade, comportamento de intumescimento, estabilidade, biodegradabilidade e sua forca

(GEORGE; ABRAHAM, 2006).

Figura 3 - Ligagdo de Ca?" ao estilo de “caixa de ovo” em alginato (a), um dimero (acido a-L-
gulurénico - a-L-gulurdnico) (b), microcapsulas de alginato (c) e um diagrama
mostrando associagdo em cadeia por ligagdo de caixa de ovo (d).

Fonte: Cook et al. (2012).

2.2.2 Gelificacao ionica externa

O encapsulamento ¢ um método utilizado para ampliar a viabilidade das cepas probidticas
no trato gastrointestinal e para proteger os probidticos durante o processamento e armazenamento
quando adicionadas em alimentos. Varios métodos de encapsulamento utilizados para bactérias
probidticas geralmente envolvem o sequestro em granulos de hidrocoloide, conhecido como
método de gelificagdo idnica. Este método ¢ fundamentado na capacidade de polimeros idnicos,
como alginato, de sofrer reticulagdo por interacao eletrostatica entre espécies com carga contraria
para formar particulas de hidrogel (SOHAIL et al., 2013). Esta técnica de encapsulacao ¢ dividida
em dois grupos: extrusao e emulsdo, também chamada de técnicas de gelificacdo i0nica externa e
gelificacdo 10nica interna, respectivamente (CHUN; KIM; CHO, 2014, KRASAEKOOP;
BHANDARI; DEETH, 2003).
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O material de parede mais utilizado na técnica de gelificagdo idnica externa de probioticos
¢ o alginato, um polimero de residuos de acido manurdnico e gulurénico, devido a sua capacidade
de gelificacao ionotropica (CHUN; KIM; CHO, 2014; DONG et al., 2013; ZOU et al., 2012). O
alginato de sddio ¢ um polimero polieletrdlito que em solugcdo aquosa apresenta forma idnica,
residuos de acido carboxilico ionizam e passam a ter carga negativa. O processo de gelificacdo do
alginato, pode ser estimulada pela ligacao cruzada das unidades de 4acido gulurdnico com cétions
di ou polivalentes, como o calcio (YANG et al., 2015).

Na técnica de extrusdo, uma soluc¢do do polimero ¢ misturada com as cepas e, em seguida,
extrudida através de um orificio como goticulas na solugdo de um agente de reticulacdo. A
gelificacdo i0nica externa acontece pelo toque da solug¢do de polimero (alginato de s6édio) com o
agente de reticulacdo, normalmente uma solugdo de cloreto de calcio (BRUN-GRAEPPI et al.,
2011; RATHORE et al., 2011) (FIGURA 4). A gelificagdo idnica externa € um processo continuo
e tem uma grande capacidade de producao (COMUNIAN; FAVARO-TRINDADE, 2016; YANG
et al., 2015) de microesferas probidticas e resultados satisfatorios. As variaveis que afetam o
diametro das microesferas produzidas incluem o tamanho do bico, a concentracao das solucdes de
polimero e reticulante, a viscosidade e a taxa de fluxo da solugdo de polimero e a distdncia do
orificio para a solucdo de reticulacio (BRUN-GRAEPPI ef al., 2011). Os maiores beneficios do
uso do método de extrusdo sdo a simplicidade de operagdo, menor custo e condi¢cdes operacionais

amenas assegurando boa viabilidade celular (BURGAIN et al., 2011; DE VOS et al., 2010).
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Figura 4 - Representacdo esquematica do procedimento de extrusao.
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Fonte: Adaptado de Burgain et al. (2011).

2.2.3 Atomizacio

As microesferas também podem ser desenvolvidas por sistema de vibragdo ou método de
atomizagao de ar. Goticulas menores podem ser desenvolvidas usando um sistema de vibragao ou
método de atomizagdo de ar para extrudar a solucdo de polieletrolito. O Ultimo envolve um
atomizador de ar (FIGURA 5) (PATIL et al., 2010).

O ar pressurizado ¢ alimentado para se homogeneizar com a solucdo do polieletrolito,
obrigando a saida de gotas pequenas pelo orificio do bico. Quando o material de parede (polimero)
entra em contato com os cations eles reticulam para formar goticulas de microgel (PATIL et al.,

2010).
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Figura 5 — Producdo de microesferas de alginato de sodio por atomizagao.
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Fonte: Adaptado de Chan et al. (2012).

2.3 Doce de leite

De acordo com a Portaria n° 354, de 04 de setembro de 1997, do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA), que preconiza o Regulamento Técnico para Fixacdo de
Identidade e Qualidade de Doce de Leite, define como Doce de Leite “o produto, com ou sem
adicao de outras substancias alimenticias, obtido por concentracao e agao do calor a pressao normal
ou reduzida do leite ou leite em pd, com ou sem adig¢do de sélidos de origem lactea adicionado de
sacarose”. De acordo com a mesma Portaria, sdo permitidos o uso de ingredientes opcionais como
monossacarideos e dissacarideos que substitua a sacarose em no maximo de 40% m/m e outros
ingredientes e/ou outros produtos alimenticios em proporcao entre 5% e 30% m/m do produto final
(BRASIL, 1997).

O doce de leite € mais produzido, vendido e consumido na Argentina, Uruguai e Brasil, e
exportado para a Unido Europeia e os Estados Unidos (RANALLI; ANDRES; CALIFANO,
2017a). Nos anos de 2017 e 2018, a produgdao do doce de leite no Brasil foi proxima a 82624 e
74955 toneladas, respectivamente (GOMES et al., 2020). No primeiro semestre de 2016, o estado
de Minas Gerais exportou mais de US$ 106 mil em doce de leite para paises como os Estados
Unidos, Reino Unido, Angola e Bolivia. Atualmente, Minas Gerais ¢ o estado que mais exporta
doce de leite seguido por Sao Paulo, com US$ 27 mil e Santa Catarina, com US$ 13 mil. Em 2014,
as exportagdes de doce de leite do Brasil foram equivalentes a US$ 239 mil. Em 2016, foi
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observado um aumento de 82% nas importacdes de doce de leite quando comparado com o ano
anterior. A Argentina ¢ o principal pais do qual o Brasil compra doce de leite (COMEX STAT,
2020; VARGAS et al., 2021).

Segundo o pais onde ¢ produzido e comercializado, o doce de leite apresenta qualificagdes
diferentes ¢ eles podem ter diferengas em sua composi¢ao ou processo de producao. O Mercado
Comum do Sul (MERCOSUL) define a lei, caracteristicas, classificagdo e os requisitos de
qualidade para doces de leite comercializados em seus paises membros. O Brasil tem legislagdo
propria em consonancia com as determinagdes do Mercosul (BRASIL, 1997; MERCOSUL, 1996;
VARGAS et al., 2021).

Observando os requisitos de qualidade descritos na Portaria n® 354 do MAPA, os doces de
leite devem apresentar caracteristicas sensoriais peculiares, como: consisténcia cremosa ou
pastosa, auséncia de cristais perceptiveis sensorialmente; cor castanho caramelado proveniente da
reagdo de Maillard e; sabor e odor caracteristicos, sem sabores ¢ odores estranhos. Com relagdo ao
acondicionamento e armazenamento do doce de leite, a Portaria estabelece que devera ser envasado
com materiais adequados e que confiram uma protecdo apropriada contra a contaminagao
(BRASIL, 1997). Na Tabela 1 estao descritos os requisitos fisico-quimicos, bem como os limites

estabelecidos.

Tabela 1 - Requisitos fisico-quimicos do doce de leite estabelecidos pela Portaria n° 354, de 04 de
setembro de 1997, do MAPA (BRASIL, 1997).

Requisito (g/100 g)
Umidade Maximo de 30,0
Matéria gorda 6,0a9,0
Cinzas Maximo de 2,0
Proteina Minimo de 5,0

Fonte: Brasil (1997).

O doce de leite ¢ um produto lacteo conservado por concentragdo de sélidos e adigdo de
actcar. Em funcao do processamento ¢ criado um ambiente de alta pressdo osmotica, possibilitando
sua conservagao em temperatura ambiente (MADRONA et al., 2009).

O principal ingrediente utilizado na formulagdo de doce de leite ¢ o leite e uma boa

qualidade ¢ imprescindivel para sua utilizagdo no processo de producao. O leite de qualidade
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inferior tende a apresentar maior acidez (causado por microrganismos) e presenca de enzimas
termoestaveis que podem desequilibrar a composi¢ao dos componentes do leite. Outros requisitos
como estabilidade ao calor e altos teores de solidos (a gordura esta relacionada com a textura do
doce), sdo indispensaveis para a obtengao de um produto de qualidade (VARGAS et al., 2021).

A sacarose ¢ um glicidio composto por uma unidade de glicose ligada a uma de frutose
unida através de suas extremidades redutoras. Por ndo ter uma extremidade redutora ela ¢
classificada como agucar ndo redutor e ndo participa da reagdo de Maillard (DAMODARAN;
PARKIN; FENNEMA, 2018). A sacarose gera sabor, textura e sua presenca aumenta a pressao
osmotica e reduz a atividade de 4gua do meio. As vantagens de sua utilizagdo é o seu baixo custo,
disponibilidade e alta solubilidade, fatores que conferem boa viscosidade ao produto final
(PERRONE et al., 2011).

No leite e produtos derivados ¢ comum o desenvolvimento da reacdo de Maillard, a partir
de tratamentos térmicos empregados no processamento. A reagdo de Maillard acontece entre o
carbono anomérico da unidade de glicose da lactose que esta disponivel para oxidacdo e grupos
amina — RNH», com eliminagdo de agua e formacao de glicosaminas. Ocorrem diversas etapas
(rearranjo de Amadori, enolizagdo, formac¢do de bases de Schiff, formagdao de 5-
hidroximetilfurfural - HMF), que irdo polimerizar e resultardo no aparecimento de compostos
chamados melanoidinas (DA SILVA, 1997).

A reagdo de Maillard contribui na formacdo do flavor agradavel, aroma e coloragdo
(DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2018). Em condi¢des especificas podem formar
coloracdo e flavor indesejaveis e alterar a qualidade do alimento durante o processamento e
armazenamento. Essas reagcdes em produtos lacteos provocam perdas significantes de lisina,
diminui¢do da digestibilidade de proteinas e redugdo do valor nutritivo. O doce de leite
convencional, elaborado sem a adi¢do de outros ingredientes e/ou outros produtos alimenticios, €
constituido basicamente de leite concentrado adicionado de agticar. Observa-se na Tabela 2 que o
doce de leite apresenta elevado valor nutricional e conteido energético. E um alimento menos

perecivel que o leite e de grande aceitacao sensorial (SANTOS; GOULART; RAMOS, 2012).
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Tabela 2 — Tabela nutricional do doce de leite.

Constituintes Doce de leite (100 g)
Calorias (Kcal) 322
Umidade (g) 26,6
Proteina (g) 8,3
Lipideos (g) 8,3
Lactose (g) 10,2
Outros agucares (g) 45,3
Cinzas (mg) 1,4
Célcio (mg) 280
Fosforo (mg) 220
Ferro (mg) 0,20

Fonte: Martins ¢ Lopes (1981).

O padrao microbioldgico para doce de leite inclui Staphylococcus coagulase positiva,
Contagem de fungos e leveduras (BRASIL, 1997; MERCOSUL, 1996) e em adicdo, Coliformes
totais ¢ Salmonella sp. de acordo com o padrdo preconizado pela Resolugdao n° 331, de 23 de
dezembro de 2019 (ANVISA, 2019). A Tabela 3 apresenta os padrdes microbioldgicos para o doce
de leite estabelecidos pela Portaria n® 354, de 04 de setembro de 1997, do MAPA (BRASIL, 1997),
e pela RDC n° 331, de 23 de dezembro de 2019 (ANVISA, 2019).

Tabela 3 - Padrdes microbioldgicos do doce de leite estabelecidos para o doce de leite (ANVISA,
2019; BRASIL, 1997).

Padrdes Staphylococcus Fungos e Coliformes totais ~ Salmonella

microbioldgicos coagulase leveduras (NMP/g) sp.
positiva (UFC/g) (UFC/g)
(UFC/g)

Max. permitido 1 x 102 1x10? 5x 10! Auséncia

Fonte: Anvisa (2019) e Brasil (1997).
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2.4 Desenvolvimento de doce de leite funcional

A fim de atender as novas demandas do mercado que deseja produtos com qualidade
sensorial e nutricional associada a beneficios para a satde, as industrias estdo buscando novos
ingredientes para o uso no processamento (MOSCATTO; PRUDENCIO-FERREIRA; HAULY,
2004). Substitutos do agucar e da gordura sdo utilizados nas formulagdes como alternativas mais
saudaveis, destinadas para dietas com restricdo de agucares ou para reduzir o valor calorico do
produto.

Segundo a RDC n° 54, de 12 de novembro de 2012, um produto para ser considerado
“reduzido em” ou “light” deve apresentar uma redugdo minima de 25% nos contetidos de agtcares,
ou de gorduras totais ou no valor energético em relagdao ao produto convencional (ANVISA, 2012).
Ja os alimentos “sem adig@o de a¢ticares” ou “diet” devem ser formulados sem a adigao de acucares,
sendo permitida a presenca dos aglicares naturalmente existentes nas matérias-primas utilizadas.

O doce de leite ¢ um produto elaborado com formulacao rica em agtcar e gordura que vai
contra as tendéncias atuais do mercado por produtos mais saudaveis causando inevitavelmente a
desvalorizagdo do produto. A industria de alimentos vem investindo cada vez mais no
desenvolvimento de produtos diferenciados com caracteristicas especiais, como os produtos das
linhas light, diet e funcionais, para atender a demanda e manter as caracteristicas dos produtos
convencionais (GUIMARAES ef al., 2012). Dessa forma, tratando-se de um produto com grande
potencial para melhorias (GUIMARAES et al., 2012), fazem-se necessarios novos estudos que
pretendam elaborar novas formulagdes com ingredientes diferenciados para conquistar uma
variedade maior de consumidores.

A utilizagdo de novos ingredientes nas formulagdes de doces de leite como frutas pouco
consumidas, ingredientes que substituem o agucar e a gordura, o uso de soro de leite, ou o uso de
leite de outros animais, apresentam formas convenientes e interessantes de diversificagdo do
produto. Varios estudos relevantes enfocam a diversificacdo de doces de leite, mas € preciso prestar
atencdo a legislagcdo vigente, principalmente se houver o interesse na introducdo de um novo
produto no mercado. Estudos devem cumprir a legislacao e atender as exigéncias estabelecidas no
Regulamento Técnico para Fixacao de Identidade e Qualidade de Doce de Leite, principalmente

para evitar a descaracterizagao do produto (MERCOSUL, 1996; VARGAS et al., 2021).
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No estudo do efeito do tempo de armazenamento nas caracteristicas do doce de leite com
café, Rocha ef al. (2017) obtiveram um produto /ight com redu¢do de gordura, utilizando 55% de
leite e substituindo em 45% do leite por soro e verificaram que o tempo de armazenamento exerceu
efeito significativo nos parametros de textura instrumental dos doces: dureza, adesividade,
elasticidade, coesividade e gomosidade, bem como nas variaveis de cor b* e L*. Nao foram
observadas formacdes de cristais de lactose e a qualidade microbioldgica foi mantida durante todo
o periodo de 180 dias. Na analise sensorial, observaram que o tempo ndo influenciou na aceitagao
do doce em relagdo ao sabor, textura e impressdo global, mostrando que os efeitos significativos
encontrados para os pardmetros instrumentais de textura e cor ndo comprometeram a qualidade
sensorial do produto.

Cardoso et al. (2018) produziram doce de leite com leite de btfala e verificaram o efeito da
substituicdo parcial da sacarose pela oligofrutose, nas propriedades fisico-quimicas, de cor e de
textura do doce. Os resultados obtidos mostraram que a utilizagao da oligofrutose nao influenciou
no teor de so6lidos soluveis totais, acidez, umidade, atividade de dgua e sais minerais determinados
no doce e os valores do pH foram maiores para o doce com oligofrutose. O uso da oligofrutose
contribuiu para a obtencao de um doce de leite mais escuro, mais firme e mais adesivo.

Ranalli, Andrés e Califano (2017b) desenvolveram formula¢des com baixo teor de gordura
utilizando o leite desnatado, goma xantana e diferentes teores de umidade, seguindo o método
tradicional de producao do doce de leite. Os autores observaram que os contetidos de dgua e goma
xantana eram de 35,4% ¢ 0,18%, respectivamente, a combinagdo que se comportaria de forma mais
similar ao doce de leite regular (sem reducao de gordura). Concluiram que a diminui¢do da agua
disponivel no produto aumentou a viscosidade e o fluxo de cisalhamento do doce de leite. Com a
metodologia proposta foi possivel escolher a melhor combinagao para obter um doce de leite com
baixo teor de gordura com caracteristicas reologicas semelhantes a uma marca comercial Premium.

Milagres et al. (2010) produziram duas formulagdes de doce de leite com substituicao da
sacarose por sucralose e ciclamato e outra por sacarina e sorbitol, ambas com adi¢do de carragena.
Nao foram encontradas diferengas significativas no teor de acidez, os doces sem adi¢do de aglicares
apresentaram maiores teores de gordura em comparagdo ao controle (produzido com sacarose) e
menor textura e solidos soluveis. Segundo os autores, o doce de leite com sucralose mostrou-se
uma boa alternativa para substituicdo do doce de leite com sacarose, uma vez que obteve boa

aceitagdo na analise sensorial para o atributo sabor.
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Guimaraes et al. (2012) desenvolveram formulagdes de doce de leite com café com
diferentes niveis de polidextrose e sucralose, com baixo teor caldrico e propriedades funcionais.
Nas formulagdes com maiores niveis de sucralose e polidextrose observou-se o aumento do teor de
residuo mineral fixo, acidos e fibras. Maior rendimento foi alcan¢cado com maiores concentragdes
de polidextrose e menor substituicdo da sacarose pela sucralose. Foi observado que a presenca de
sucralose e polidextrose ndo influenciaram significativamente nas caracteristicas tecnoldgicas

desejaveis do doce de leite, mas melhoraram a qualidade nutricional do produto.

2.4.1 Sucralose

A sucralose (1,6-dicloro-1,6-didesoxi-B-D-frutofuranosil-4-cloro-4-desoxi-o-D-
galactopiranosideo) ¢ obtida a partir da sacarose em um processo de cinco etapas, que substitui trés
grupos hidroxila por trés moléculas de cloro, produzindo uma substancia bastante estavel. Apesar
da presenga de trés atomos de cloro, a sucralose ¢ um composto hidrofilico com consideravel
solubilidade em agua 283 g/L (20 °C). Apresenta alta intensidade de dogura (aproximadamente
600 vezes em comparagdo com a sacarose) € nao calorica. Estudos em animais e humanos
concluiram que a sucralose ¢ segura para o consumo humano. Sua natureza atdxica, ndo
cancerigena e nao biorreativa permitiu a aprovagdo de seu uso em varios paises. Em estudos com
humanos, 90% da dose oral passa pelo organismo sem alteragdes em sua forma original (GRICE;
GOLDSMITH, 2000).

A Resolucao RDC n° 18, de 24 de margo de 2008, da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA, 2008), que dispde sobre o Regulamento Técnico que autoriza o uso de aditivos
edulcorantes em alimentos, com seus respectivos limites méximos, estabelece para o uso da
sucralose quantidades maximas de 0,04 g/100 g ou g/100 mL para alimentos para controle de peso,
alimentos para dietas com ingestao controlada de agucares e alimentos para dietas com restri¢ao de
acucares. O Codex Alimentarius (2008) permite o uso de sucralose em um limite méximo de 250
ppm (0,025 g/100 g) para sobremesas e doces com base lactea.

A sucralose exerce efeitos importantes sobre as caracteristicas sensoriais, fisicas,
microbianas e quimicas dos produtos. Modificagdes no sabor, cor, viscosidade, cristalizacao,
conservagao e caramelizacdao sdo descritas por Brands e Van Boekel (2001), além de apresentar

propriedades tecnologicas favordveis para confeccdo de doces pastosos como alta estabilidade
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térmica, solubilidade em meio aquoso e auséncia de sabor residual amargo ou metélico

(GUIMARAES et al., 2012).

2.4.2 Café

Dados epidemioldgicos e pesquisas experimentais sugerem que o consumo de café¢ esta
associado a um risco reduzido de varias doengas cronicas, degenerativas ou nao (NIEBER, 2017):
doengas cardiovasculares (DING et al., 2014); desenvolvimento de diabetes tipo 2 (FLOEGEL et
al., 2012); doenga hepatica cronica (SHIM et al., 2013); colite ulcerativa (NG et al., 2014); cancer
de colon (WOOLCOTT; KING; MARRETT, 2002); cancer endometrial (GUNTER et al., 2012);
morte por cancer de boca/faringe (HILDEBRAND et al., 2013); Mal de Parkinson (ASCHERIO
et al.,2001) e; litiase vesical (LEITZMANN et al., 1999).

As bebidas de café¢ contém quantidades consideraveis de galactomananos e
arabinogalactanos tipo II que pertencem ao complexo da fibra alimentar, que inclui polissacarideos,
oligossacarideos, lignina e substincias vegetais associadas que nao sao degradadas pelas enzimas
digestivas humanas. Assim, eles atingem o colon e potencialmente servem como substratos para a
microbiota intestinal (GNIECHWITZ et al., 2007). Esses polissacarideos estdo presentes em
quantidades que variam de 5,0 a 22 g/100 g e de 8,5 a 14 g/100 g no grao cru e torrado de café
arabica, respectivamente (BRADBURY; HALLIDAY, 1990). A torragao dos graos provoca perdas
significantes nos teores desses polissacarideos que podem sofrer diminuigdes médias de 28,5%,
sendo a arabinogalactanas tipo II a mais sensivel (OOSTERVELD; VORAGEN; SCHOLS, 2003).
Gniechwitz et al. (2007) quantificaram em uma xicara de café (150 mL), preparada com teor médio
de 1,6% de po, teores médios de 0,5 g de fibra alimentar solavel.

A Organizagdo Mundial da Satde sugere a ingestao diaria de 27 a 40 g de fibra alimentar,
a agéncia reguladora americana Food and Drug Administration recomenda aos adultos o consumo
de 25 g por 2.000 Kcal/dia e a American Health Foundation recomenda a ingestdo minima de fibra
igual a 5 g mais a idade em anos (idade + 5 g). No Brasil, a Sociedade Brasileira de Alimentagao
e Nutri¢do recomenda a adultos jovens a ingestdo diaria de 20 g. A quantidade de fibra alimentar
soluvel é recomendada pela American Diabetess Association que corresponde a 25% do total de

20 a 35 g de fibra alimentar consumidas diariamente (DE FIGUEIREDO et al., 2009).
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A ingestdo de quantidades adequadas de fibra alimentar estd relacionada a diversos efeitos
fisioldgicos e metabdlicos, como a reducdo do colesterol sanguineo (DELANEY et al., 2003).
Além disso, os polissacarideos fermentaveis sao degradados pela microbiota intestinal em acidos
graxos de cadeia curta, principalmente acetato, propionato e butirato, bem como gases como Ho,
CH4 e COz. A producao desses acidos graxos diminui o pH do colon, impede o crescimento de
bactérias patogénicas e estimulam o crescimento de bactérias lacticas benéficas para a saude
humana (SAAD, 2006; GNIECHWITZ et al., 2007).

O café apresenta uma composic¢ao rica e complexa em compostos bioativos, pertencentes
aos mais diversos grupos funcionais quimicos. As diversidades desses compostos no café se devem
as diferentes espécies, variedades, tipos de torracao e de processamento dos graos. Na torragao, os
graos crus de café sdo submetidos a alta temperaturas e acontecem diversas reagdes quimicas, como
as reagoes de Maillard, que originam vdarios componentes exclusivos. Além disso, o café ¢
abundante em polifenéis como os da classe dos acidos clorogénicos (cafeoilquinicos,
ferulilquinicos e dicafoilquinicos) (CLIFFORD, 2000). Os metabolitos fenolicos dos acidos
clorogénicos tém sido amplamente estudados no café devido ao seu grande potencial de bioeficacia
(GEORGE; RAMALAKSHMI; RAO, 2008) e alguns estudos j& investigaram a biodisponibilidade
desses metabolitos nas complexas vias do metabolismo humano. As lactonas, diterpenos (incluindo
o cafestol e o kahweol), niacina e a trigonelina, precursora da vitamina B3, também estdo presentes
na bebida (LIANG; KITTS, 2014), o cafestol ¢ o kahweol mostraram atividade antioxidante em
modelos celulares e modelos de camundongos que envolviam o desencadeamento da supra

regulacdo de enzimas antioxidantes (NIEBER, 2017).
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3 CONSIDERACOES FINAIS

O doce de leite ¢ um produto que conquistou o mercado por apresentar textura lisa, macia
e sabor legitimo, agradavel e muitas vezes afetivo. A adi¢do do café como ingrediente do doce de
leite € vista como uma forma de proporcionar ao doce de leite um sabor agradéavel, diferenciado,
menos adocicado e mais saboroso.

Buscando atender as exigéncias dos consumidores por alimentos mais saudaveis, com
teores de agucares e de gorduras reduzidos, o desenvolvimento de doces de leite com a substitui¢ao
parcial da sacarose por sucralose e a utilizacdo do leite semidesnatado apresentam-se como
alternativa vidvel de produzir doces de leite mais saudaveis e com valores caldricos reduzidos. A
utilizagdo do café soltivel na formulagdo dos doces pode ainda trazer beneficios com relagao aos
altos teores de fibra soluvel e de compostos bioativos, conhecidos por diminuirem os riscos de
desenvolver varias doengas.

A busca por uma alimentacao saudavel reflete em varios segmentos do mercado e a grande
aceitacdo dos produtos alimenticios contendo probioticos, introduzidos na categoria de alimentos
funcionais, s3o os grandes responsaveis pela alta lucratividade do setor. A utilizagdao de cepas
probiodticas em alimentos apresenta uma grande demanda do mercado e a estratégia de utilizar
“novos alimentos” para a entrega de probidticos vivos e vidveis pode apresentar uma possibilidade
palpavel desde que, os mesmos alimentos possuam caracteristicas fisico-quimicas e estabilidade
necessarias para essa entrega e, a0 mesmo tempo, os probidticos consigam sobreviver durante o
armazenamento do produto, processamento e a passagem pelo trato gastrointestinal.

A microencapsulagdo por gelificagdo idnica externa utilizando o alginato como polimero e
o agente reticulador cloreto de célcio ¢ utilizada para manter a viabilidade de cepas probioticas
durante o armazenamento de produtos e durante a passagem pelo trato gastrointestinal. Esse
método produz microesferas pelas estruturas de blocos GG presentes no polimero e a interagao
i0nica com fons calcio formando o modelo “caixa de ovo” e, consequentemente, aprisionando as
cepas dentro da matriz polimérica. Essa técnica aliada a atomizacao, utilizando o bico duplo fluido
do equipamento Spray Dryer, sem a aplicagdo adicional de técnicas de secagem, pode ser utilizada
para produzir microesferas gelatinosas, de tamanhos desejaveis e compativeis com as
caracteristicas fisicas do doce de leite com café, sem provaveis prejuizos para a sua aceitagdao

sensorial.
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ARTIGO 1 - CARACTERIZACAO E VIABILIDADE DE LACTOBACILLUS PARACASEI
E LACTOBACILLUS ACIDOPHILUS MICROENCAPSULADOS

Norma NBR 6022 (ABNT, 2018).

RESUMO

A microencapsulacdo ¢ utilizada para protecdo de bactérias e o uso da atomizagdo pode favorecer
a obtencdo de microesferas com caracteristicas compativeis com as matrizes alimentares. O
objetivo do trabalho foi produzir microesferas gelatinosas de alginato de calcio contendo L.
paracasei € L. acidophilus por gelificagdo ionica com atomizacdo a ar pressurizado utilizando o
bico do equipamento Spray Dryer com melhor eficiéncia de encapsulagdo, caracteristicas
morfologicas desejaveis, de tamanhos menores, melhor resisténcia térmica e melhor viabilidade
em fluido gastrico e intestinal e ao armazenamento por 90 dias a 4 °C. Foram produzidas
microesferas probidticas gelatinosas de L. paracasei e L. acidophilus com diametros (p<0,05) de
101,12 pm e 100,74 pm, carregadas (p<0,05) com 9,97 e 10,11 log UFC/g e eficiéncia de
encapsulagdo (p<0,05) de 95,95% e 93,15%, respectivamente. Na avaliagdo da resisténcia térmica,
microesferas carregadas com probiodticos apresentaram viabilidades preservadas em 6,21 ¢ 7,11 log
UFC/g apds 20 minutos de exposi¢ao a 70 °C e a microencapsulacdo evitou perdas de 2,74 e 4,13
log UFC/g de L. paracasei e L. acidophilus, respectivamente, no mesmo tempo e temperatura. Em
condigdes gastrointestinais simuladas perdas acumuladas nas viabilidades de L. paracasei livres e
microencapsulados foram de 4,26 e 2,08 log UFC/g e de L. acidophilus livres e microencapsulados
foram de 5,0 e 2,32 log UFC/g, respectivamente. No armazenamento por 90 dias as células
microencapsuladas de L. paracasei diminuiram cerca de 15,36% enquanto as células
microencapsuladas de L. acidophilus reduziram 26,69% (escala logaritimica) e a
microencapsulacdo preservou as viabilidades em 7,82 e 6,48 log UFC/g, respectivamente. A
técnica de microencapsulagido utilizada preservou a viabilidade das bactérias em 10°a 107 e
produziu microesferas com caracteristicas desejaveis para aplicagdo em matrizes alimentares
pastosas.

Palavras-chave: Condi¢gdes gastrointestinais. Microscopia eletronica de varredura.
Armazenamento. Resisténcia térmica.
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1 INTRODUCAO

O termo probiodticos deriva da lingua grega e significa “para a vida” e esses sdo definidos
como microrganismos vivos que, quando administrados em quantidades apropriadas, conferem
beneficios a saude do individuo (ANVISA, 2018; HILL et al., 2014).

Ao colonizar o trato gastrointestinal, as cepas probioticas corrigem o desequilibrio da
microbiota em decorréncia de sua capacidade de interagir com as células epiteliais do intestino e
impedir a aderéncia de patdgenos entéricos, além de aumentar a producdo de mucinas e de
promover a produgdo de anticorpos IgA secretora que se liga aos patdogenos. Também exercem
efeito anti-inflamatorio no intestino, impedindo a ativagdo de NFkB e IL-8. Os probioticos
colonizadores também podem exercer um efeito antimicrobiano direto pela excre¢do de produtos
como bacteriocinas que impedem o crescimento e a viruléncia de patdgenos entéricos, aumentam
as células de Paneth e os produtores de acido latico também podem exercer um efeito
antimicrobiano nos patogenos reduzindo o pH do intestino (MIZOCK, 2015).

Porém, a atividade ideal dessas bactérias quando utilizadas em matrizes alimentares
dependera de condigdes adequadas para o seu crescimento e metabolismo, de sua resisténcia as
operacdes de processamento e estresses ambientais, interagdo com alimentos aos quais sdo
adicionadas (SILVA et al., 2018), de sua viabilidade celular durante a vida util do produto, da
presenca em concentragdes significativas e sua sobrevivéncia a acidez estomacal, enzimas
hidroliticas e sais biliares no intestino (AKIN; AKIN; KIRMACI, 2007, CHAMPAGNE et al.,
2011; COOK et al.,2012; TERPOU et al., 2019).

Estao sendo utilizadas varias técnicas para imobilizar culturas bacterianas, como a fixagao
de células a um substrato inerte, autoagregacao por floculacdo, uso de agentes de reticulagdo e o
aprisionamento ou encapsulagdo usando polimeros (DE ANDRADE et al., 2019; JOHN et al.,
2011; KOURKOUTAS et al., 2004; RATHORE et al., 2013; REZAEE; GODINI; BAKHTOU,
2008; XIAO et al., 2020).

O encapsulamento de culturas bacterianas envolve o revestimento ou aprisionamento de
células dentro de um polimero para produzir esferas permedveis a nutrientes, gases € metabolitos
para manter a viabilidade celular dentro das esferas e também com a finalidade de isolamento,
protecdo e/ou liberagdo controlada em locais especificos do trato gastrointestinal (DING; SHAH,

2009; JOHN et al., 2011; RATHORE et al., 2013). Na colonizagdo do intestino o uso da técnica
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de encapsulacdo demonstraram ser cinco vezes mais eficientes que as cepas nao encapsuladas
(DEL PIANO et al., 2011; MIZOCK, 2015).

Virios estudos mostraram que a microencapsulacao de bactérias apresenta uma alternativa
versatil, pois possibilita o uso de varios materiais ¢ métodos de encapsulacio (ANEKELLA;
ORSAT, 2013; BOSNEA; MOSCHAKIS; BILIADERIS, 2014; LI et al., 2016; RIBEIRO et al.,
2014; SOLANKI et al., 2013; SOUSA et al., 2015; YEUNG et al., 2016), além de superar alguns
inconvenientes encontrados com outras técnicas de imobilizagdo celular (PARK; CHANG, 2000).
A gelificagdo i0nica externa ¢ uma técnica simples de microencapsulagdo em que as microesferas
sao produzidas por pulverizacdo de uma solucdo polimérica geralmente carregada negativamente
em uma solugdo cationica (SCHOUBBEN et al., 2010), sem a utilizagdo de solventes organicos,
apresentando grande potencial para a aplicagdo em alimentos (PATIL ef al., 2010).

O alginato de so6dio ¢ um polissacarideo linear ndo ramificado que, na presenca de cations
polivalentes, como Ca*" ou AI’*, forma géis por reticulagio polimérica (AHIRRAO et al., 2014).
Amplamente utilizado como material de parede para microencapsulagdo de probidticos, o alginato
de so6dio ¢ um material considerado seguro pela Food and Drug Administration (GEORGE;
ABRAHAM, 2006), biocompativel e barato. A facilidade de solubilizar o hidrogel e liberar células
no intestino humano sao beneficios adicionais (COOK et al., 2012). Os céations atuam como pontes
entre as cadeias poliméricas anidnicas, constituindo ligacdes e formando uma rede de hidrogel. O
Ca®" é o material de parede mais utilizado, pois ele interage com os blocos G devido a sitios de
quelacdo estruturalmente favoraveis (AHIRRAO et al., 2014).

A obten¢do de microesferas probidticas por meio da técnica de gelificagdo idnica por ar
pressurizado utilizando o bico do equipamento Spray Dryer pode apresentar uma alternativa pratica
para a producdo de microesferas, permitindo o controle mais efetivo e rapido da pressao e vazao
de ar, facilidade de higienizacdo do equipamento, desuso de temperaturas prejudiciais aos
microrganismos € diminui¢ao do tempo de duragdo do processo. Além disso, pode favorecer a
obten¢do de microesferas probiodticas com caracteristicas fisicas compativeis com as matrizes
alimentares e com altas contagens para a adi¢do em menores quantidades nos produtos, prevenindo
alteragdes negativas nas caracteristicas sensoriais.

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi produzir e caracterizar microesferas de
alginato contendo L.paracasei e L. acidophilus produzidas pelo método de gelificagdo i6nica

externa com atomizag¢do por ar pressurizado utilizando o bico pressurizado tipo spray duplo fluido
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do equipamento Spray Dryer e avaliar a viabilidade das cepas microencapsuladas as condigdes
gastrointestinais simuladas, a acao do calor e no armazenamento por 90 dias a 4 °C para posterior

aplicacao em matrizes alimentares pastosas.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Culturas probioticas, ativacio, padronizacio e propagacio

Os microrganismos microencapsulados foram Lactobacillus paracasei subsp paracasei
(LBC-81) (LBC) (Danisco Dupont, Cotia, Sao Paulo, Brasil) e Lactobacillus acidophilus (LA3)
(LAC) (SACCO, Campinas, Sao Paulo, Brasil). 1 grama de cada bactéria foi suspenso em 10 mL
de caldo MRS previamente esterilizado. Em seguida, foram mantidos a 37 °C por 48 horas (DE
MAN; ROGOSA; SHARPE, 1960).

A padronizacdo das culturas foi realizada por meio das curvas de crescimento. Apos 48
horas de ativagdo iniciou-se a curva de crescimento para cada bactéria, em triplicata. As
absorbancias foram medidas em espectrofotdmetro (Biospectro SP22, Curitiba, Brasil) com
comprimento de onda de 600 nm, utilizando o caldo MRS estéril como branco. A determinagao da
viabilidade celular foi realizada por dilui¢des decimais em série com dgua peptona 0,1% (p.v'') e
plaqueamento em agar MRS em placas de Petri. As placas foram incubadas a 37 °C por 48 horas
com enumeracdo dos microrganismos vidveis. A partir dos dados obtidos pelas curvas de
crescimento, foram construidos graficos entre absorbancia e a contagem de coldnias viaveis.

A propagagao das bactérias foi realizada de acordo com os dados obtidos nas curvas de
crescimento, onde foi possivel determinar os valores de absorbéancias correspondentes a contagens
entre 10'° ¢ 10! UFC/mL para L. acidophilus € L. paracasei. Em tubos de ensaio contendo 9 mL
de caldo MRS foram adicionados 1 mL da cultura estoque, que foram mantidos em estufa B.O.D
a 37 °C por 24 horas. Posteriormente, 10 mL de cada cultura ativa foram adicionados
separadamente em 90 mL de caldo MRS estéril. Apos 18 horas para L. paracasei e 16 horas para
L.acidophilus, 100 mL da cultura crescida foram transferidos para erlenmeyers contendo 900 mL
do caldo MRS e permaneceram a 37 °C até atingirem os valores de absorbancias correspondentes
aos numeros de células viaveis desejados, conforme as curvas de crescimento. Para separar o

microrganismo do caldo MRS, as misturas foram transferidas para eppendorfs, previamente
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esterilizados e centrifugados (5.000 rpm/5 min) a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e os
sedimentos celulares de L. acidophilus e L. paracasei foram lavados duas vezes com solugao salina
tamponada com fosfato (PBS: 10 mM KH;PO4 /KoHPO4, 150 mM NaCl, pH 7). O sedimento
celular obtido foi utilizado na microencapsulagdo e, para a realizacdo dos experimentos de células
livres, os probidticos foram cultivados nas mesmas condi¢des e ressuspensos em agua peptonada

0,1% (p.v'h).

2.2 Producio das microesferas de alginato de calcio contendo L.paracasei e L. acidophilus

As microesferas foram produzidas por microencapsulacdo através da técnica de gelificagao
i0nica externa com atomizacao por ar pressurizado utilizando o bico pressurizado tipo spray duplo
fluido do equipamento Spray Dryer, de acordo com a metodologia sugerida por Teixeira (2021)
com adaptagdes (FIGURA 1). Os sedimentos celulares de L. paracasei e L. acidophilus obtidos no
item anterior foram homogeneizados separadamente em solugédo de alginato de sédio a 3% (p.v!)
estéril (W201502, Sigma Aldrich, St. Louis, EUA). A contagem total de bactérias viaveis na
solucdo de alginato de soédio foi realizada em triplicata por diluicdes decimais em série e
plaqueamento em dgar MRS em placas de Petri. As placas foram incubadas a 37 °C por 48 horas
com subsequente enumeragdo dos microrganismos viaveis. A solucdo do material de parede
(alginato de sddio) juntamente com as células de L. paracasei e L. acidophilus foram submetidas
ao banho ultrassonico (Solid Steel, modelo SSBu 3,8 L, Sdo Paulo, Brasil) durante 20 minutos para
a retirada de ar ocluso. Apds, as solugdes foram atomizadas utilizando o bico pressurizado tipo
spray duplo fluido do equipamento Spray Dryer (Labmaq do Brasil, modelo LM MSD 1.0, Rio
Preto, Brasil) alimentado por uma bomba peristaltica a uma vazo de 0,50 L.h'! (8,33 mL.min") e
auma vazio de ar de 15 L.min"!, determinados por pré-testes.

A atomizacao foi realizada a uma distancia de 5 centimetros e as gotas formadas entraram
imediatamente em contato com a solucao estéril do agente reticulador (cloreto de célcio 1,5% p.v-
1, onde permaneceram sob agitagdo mecanica constante por 30 minutos. As microesferas foram
lavadas com agua peptona 0,1 % (p.v'') em peneiras de ago inoxidavel estéreis, filtradas a vacuo e
centrifugadas (3.500 rpm/20 min) a 4 °C. O excesso de dgua foi totalmente removido. Apods, foram
transferidas para embalagens de polietileno estéreis para armazenamento a temperatura de 4 °C por

90 dias. Microesferas sem bactérias também foram preparadas simultaneamente. Nao foram
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aplicadas técnicas de secagem nas microesferas, pois o objetivo foi obter microesferas probidticas
gelatinosas com altas contagens de bactérias, isentas de danos causados por altas ou baixas

temperaturas e com caracteristicas apropriadas para a aplicagdo em matrizes alimentares pastosas.
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Figura 1 - Fluxograma das etapas de producao das microesferas por gelificagdo idnica externa com
atomizacao utilizando bico pressurizado tipo spray duplo fluido do equipamento Spray
Dryer.

Atomizagao utilizando bico
Lactobacillus . pressurizado tipo spray duplo fluido,
acidophilus Lac;:s:;;ilfs alimentado por uma bomba
| .p peristaltica a uma vazio de 0.50 L.h"!
. . 30 de ar de 15 L.min"!
Solugdo de alginato de Solucdo de alginato de ©auma vazao de ar @ i

I
30 minutos em agita¢do na solugdo

sodio (3% m.v!) estéril || sodio (3% m.v!) estéril

| | estéril de cloreto de calcio 1,5% (m.v!)

Banho ultrassonico
(20 minutos)

Centrifugacao a 3.500 rpm a 4 °C
por 30 min

. acidophilus |

Armazenamento em potes de polietileno por 90 dias a 4 °C

Fonte: Da autora (2021).
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2.3 Eficiéncia de encapsulacio de L. paracasei e L. acidophilus

Para verificar a eficiéncia da microencapsulagdo, ou seja, comprovar que o0 microrganismo
probidtico foi revestido pelo material de parede, foi realizada em triplicata a contagem de bactérias
viaveis nas microesferas e nas solugdes de alginato de sodio utilizadas no processo (apds a adi¢ao
das células).

A contagem total de bactérias vidveis na solugdo de alginato de sodio foi realizada em
triplicata por diluicdes decimais em série e plaqueamento em adgar MRS. Para a realizacdo da
contagem de bactérias viaveis nas microesferas de alginato, as células aprisionadas foram liberadas
adicionando-se separadamente 1 grama de microesferas de cada probidtico em 9 mL de citrato de
sodio 2% (pH 7,0) estéril em triplicata (GROSSO; FAVARO-TRINDADE, 2004;
KAILASAPATHY, 2006; RIBEIRO et al., 2014). Apdés 5 minutos de agitacdo vigorosa em
agitador de tubos, as microesferas romperam-se devido a solubilizacdo do hidrogel. Em seguida,
foram realizadas dilui¢des seriadas em agua peptonada a 0,1% (p.v'') e plaqueamento em agar
MRS em placas de Petri. As placas foram incubadas a 37 °C por 48 horas com subsequente
enumeragao dos microrganismos vidveis. As contagens totais foram expressas como o logaritmo
das unidades formadoras de coldnias por mililitro (solugdo de alginato de s6dio) ou gramas (massa
de microesferas de alginato de célcio) (DE MAN; ROGOSA; SHARPE, 1960).

A eficiéncia de encapsulagdo (EE) foi calculada pela Equacao 1 (FARIAS et al., 2019):

EE =" 100 (D
NO

Onde N ¢ o nimero de células aprisionadas viaveis liberadas das microesferas e NO ¢ o

numero de células livres presentes na solugdo de alginato de sddio antes da gelificagdo ionica.
2.4 Morfologia e distribuicdo de tamanho das microesferas

As caracteristicas microestruturais das microesferas desidratadas contendo L. paracasei e
L. acidophilus foram analisadas por Microscopia Eletronica de Varredura (M.E.V) com aumentos
de 700 e 1200 vezes com Aceleracdo de Voltagem Variavel de 20 kV e distancia de trabalho de
9,0 € 9,5 mm utilizando o Microscéopio Eletronico de Varredura (Carl Zeiss Microscopy GmbH,

modelo LEO EVO 40 XVP, Cambridge, Reino Unido) no Laboratdrio de Microscopia Eletronica
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e Andlise Ultraestrutural anexo ao Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de
Lavras.

A analise das microesferas umidas foi realizada no Laboratério de Enzimas Microbianas do
Departamento de Microbiologia Agricola da Universidade Federal de Lavras através de observagao
em microscopio optico (Nikon do Brasil Ltda, modelo Eclipse E200 LED Trinocular com camera
digital acoplada, Sdo Paulo, Brasil).

O diametro e a distribui¢do de tamanho das microesferas umidas foram determinados
utilizando o software Zeiss Axion Vision® ap0s a avaliagdo de microesferas previamente coradas
com violeta de metila e distribuidas em laminulas de vidro observadas sob o microscopio em pelo
menos dez imagens obtidas de cada tratamento. O didmetro médio das microesferas foi expresso

segundo o didmetro médio de Sauter (D32), calculado pela Equacao 2.

b > nidi®
D> nidi? )

Onde d; ¢ o didmetro das microesferas (um) e n; ¢ nimero de microesferas de diametro di.
2.5 Resisténcia térmica dos probioticos livres e microencapsulados

A viabilidade ao estresse térmico das microesferas de L. paracasei e L. acidophilus ¢ das
células livres foi avaliada conforme proposto por Bosnea, Moschakis e Biliaderis (2014) e De
Matos-Junior et al. (2019), com adaptacdes. Foram adicionados 2 gramas das microesferas e 2 mL
da suspensao contendo as células livres separadamente em tubos de ensaio contendo 5 mL de agua
peptonada 0,1%. Trés tubos de ensaio foram preparados para cada tempo e temperatura e os
conteudos foram submetidos as temperaturas de 50, 55, 60, 65 e 70 °C em banho-maria digital
(Tecnal, modelo TE-054-MAG, Piracicaba, Brasil) por 0, 10, 20 e 30 minutos. Apds o término de
cada tratamento térmico, as microesferas foram solubilizadas com solucdo de citrato de s6dio a 2%
(p.v!) estéril pH 7,0 sob agitagdo vigorosa para liberar os microrganismos (RIBEIRO et al., 2014).
A contagem de bactérias vidveis foi realizada através de diluigdes decimais seriadas em agua
peptonada a 0,1% (p.v'') seguida de plaqueamento em agar MRS. As placas foram incubadas em

estufa bacteriologica a 37 °C por 48 horas (DE MAN; ROGOSA; SHARPE, 1960).
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2.6 Viabilidade de L. paracasei e L. acidophilus livres e microencapsulados em condi¢des

gastrointestinais simuladas

A avaliacdo da sobrevivéncia das células livres e microencapsuladas em condigdes gastricas
e entéricas foram realizadas por simulagdo in vitro em triplicata de acordo com o método descrito
por Gbassi et al. (2009) e De Matos-Junior ef al. (2019), com adaptagoes.

Na primeira etapa, o fluido gastrico simulado foi preparado com 3 g.L"! de pepsinae 9 g.L-
I de NaCl em 4gua destilada estéril e o pH da solugdo foi ajustado para 1.8 com HCI 1M. As células
livres (1 mL) e microencapsuladas (1 g) de L. paracasei e L. acidophilus foram adicionadas
separadamente ao suco gastrico (9 mL) e incubadas a 37 °C a 100 rpm. A contagem de bactérias
viaveis foi realizada ap6s 0, 60 e 120 minutos por dilui¢cdo seriada e plaqueamento em agar MRS,
apos a solubilizagdo do hidrogel com citrato de sodio 2% (p.v'") (RIBEIRO et al., 2014). Na
segunda etapa, o material resultante da digestdao acida foi recuperado por centrifugacdo e inoculado
no fluido intestinal simulado preparado com 9 g.L"! de NaCl, 10 g.L'! de pancreatina, 9 g.L! de
tripsina e 3 g.L-! de sais biliares Oxgall (Himedia, Mumbai, India) em 4dgua destilada estéril com
pH ajustado para 6.5 com NaOH 1M. Apos 120 e 180 minutos de incubagao no fluido intestinal a

37 °C sob agitagdo, as cé¢lulas vidveis foram enumeradas em agar MRS.

2.7 Viabilidade de L. paracasei e L. acidophilus microencapsulados durante o

armazenamento

A avaliagdo da viabilidade de L. paracasei e L. acidophilus livres e microencapsulados
durante o armazenamento em temperatura de refrigeragdo (4 °C) foi realizada quinzenalmente por
um periodo de 90 dias, utilizando a metodologia proposta por De Matos-Junior ef al. (2019), com
adaptagdes. Em 0, 15, 30, 45, 60, 75 e 90 dias, as microesferas armazenadas em potes plasticos
estéreis foram solubilizadas com citrato de sodio 2% (p.v'") (pH 7,0) estéril e a contagem total de
bactérias viaveis foi realizada através de diluigdes decimais seriadas em agua peptona a 0,1% (p.v-

1) seguida de plaqueamento em agar MRS, em triplicata.
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2.8 Analises estatisticas

Os resultados foram expressos em média de trés repeticdes. Os dados foram submetidos a
Analise de Variancia (ANOVA) e diferengas significativas entre os valores das médias foram
determinados pelo teste de Scott-Knott com nivel de significancia de 5%. As andlises foram

realizadas no software Sisvar versao 5.6 (FERREIRA, 2011).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Eficiéncia de Encapsulac¢ao

As solucdes de alginato de sddio adicionadas das células livres de L. paracasei e de L.
acidophilus utilizadas na gelificagdo i0nica apresentaram contagens médias totais diferentes
(TABELA 1) de 10,39 £ 0,02 e de 10,86 + 0,06 log UFC/mL, respectivamente. As microesferas
apresentaram contagens médias totais (p<0,05) de L. paracasei de 9,97 £ 0,05 log UFC/g e as
contendo L. acidophilus de 10,11 + 0,08 log UFC/g. Do ponto de vista tecnologico, maiores
concentragdes de bactérias nas microesferas probioticas sao desejaveis, pois permitem a aplicagdao

em menores quantidades em formulagdes funcionais, sem alterar a textura do produto.

Tabela 1 - Eficiéncia de microencapsulacdo (%), contagens antes e apds a microencapsulagao (log

UFC/g).
Tratamentos Contagem antes da Contagem nas Eficiéncia da
microencapsulacao microesferas microencapsulacao
(log UFC/g) (log UFC/g) (%)
L. paracasei 10,39 + 0,02b 9,97 £0,05b 95,95 + 0,68a
L. acidophilus 10,86 + 0,06a 10,11 +0,08a 93,15+ 0,26b

Fonte: Da autora (2021).

Porém, para que esses beneficios sejam obtidos, ¢ importante que os microrganismos
cheguem viaveis ao intestino e sejam consumidos em uma concentra¢gdo minima de 10% - 10°
UFC/recomendagdo diaria do produto ou 10%- 107 UFC/mL ou g do alimento. O consumo dos
probidticos deve ser seguro para o consumidor (ANVISA, 2018; FAO/WHO, 2002; LUYER et al.,
2005).
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Esses resultados indicam que técnica de gelificacdo ionica externa, sem o emprego de
técnicas adicionais para a secagem, foi eficaz para a obten¢do de microesferas probidticas com
concentragdes de bactérias satisfatorias e eficiéncia de encapsulagao (p<0,05) de 95,95 + 0,68%
para L. paracasei e de 93,15 + 0,26% para L. acidophilus. O rendimento ou eficiéncia da
encapsulagdo ¢ influenciado pela técnica utilizada, agente encapsulante, tipo de bactéria (PICOT;
LACROIX, 2004) e condigdes de encapsulacdo como a temperatura ¢ o uso de solventes
(POLETTO et al., 2019). As altas eficiéncias de encapsulagao obtidas neste trabalho podem ser
explicadas pela composi¢do quimica do hidrogel de alginato utilizado como material de parede,
que permite interagdes com materiais polares ¢ menos polares simultaneamente. Dessa forma, a
hidrofobicidade e hidrofilicidade da superficie celular das cepas microencapsuladas nao
prejudicaram a retengao das bactérias no hidrogel e durante a formagao das microesferas ndo houve
grande passagem de bactérias para o meio aquoso. Para conseguir aderir & mucosa intestinal e
colonizar as células, as cepas probidticas devem apresentar uma superficie hidrofobica (DEL RE
et al., 2008).

Reis et al. (2006) indicaram que efeitos de cisalhamento causados pelas técnicas de
atomizagao poderiam prejudicar a viabilidade de cepas encapsuladas, o que nao corrobora com os
resultados obtidos neste trabalho e os apresentados por Ribeiro et al. (2014), que observaram
reducdo do numero de células viaveis de L. acidophilus apenas devido ao fator de diluigao e por
Poletto et al. (2019) que obtiveram 94,04% de rendimento na encapsulacao de L. acidophilus em
alginato, inferindo que os componentes do material de parede podem prevenir danos durante a

pulverizagdo e absorver a tensao de cisalhamento.

3.2 Morfologia e distribuicdo de tamanho das microesferas

A andlise visual das fotografias das microesferas sem bactérias e com L. paracasei e L.
acidophilus obtidas por microscopia Otica permite inferir que as microesferas umidas nao
apresentaram diferencas estruturais em relacao ao contetido. As microesferas apresentaram formato
esférico, corroborando com Chun, Kim e Cho (2014), Aguilar ef al. (2015) e Sousa et al. (2015),

superficie lisa e boa distribuicao das bactérias no nucleo das microesferas.
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A coloragdo azul violeta adquirida pelas microesferas (FIGURA 2) facilitou a visualizagao
da superficie que se revelou totalmente preservada, com auséncia de rachaduras e zonas ocas em

todos os tratamentos.

Figura 2 - Microscopia optica das microesferas produzidas em aumento de 400x: (A) Microesferas
sem fase interna ou nucleo; (B) Microesferas contendo L. paracasei; (C) Microesferas
contendo L. acidophilus.

[~

dc]

Fonte: Da autora (2021).

A microscopia eletronica de varredura foi realizada com o objetivo de comparar e analisar
com detalhes as superficies, as caracteristicas estruturais e a porosidade das microesferas
produzidas (FIGURA 3). O tipo de cepa encapsulada ndo alterou os formatos das microesferas que
foram semelhantes entre os tratamentos, esféricos e achatados. As microesferas apos a liofilizacao
apresentam endurecimento do gel de alginato e a superficie apresentou rugas e aparéncia aspera.

Foi possivel observar nas superficies de todas as microesferas algumas concavidades,
alguns poros possivelmente causados pelo processo de liofilizacdo (necessario para realizar a

MEYV) e auséncia de rachaduras e células na superficie.
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Figura 3 - Eletromicrografias obtidas em aumentos de 700X (A) e de 1200X (B, C e D) das
microesferas contendo L. acidophilus (A e B) e L. paracasei (C e D).

Fonte: Da autora (2021).

Na Tabela 2 estdo representados os diametros médios de Sauter (D32) das microesferas. O
diametro das microesferas variou de 100,36 = 0,61 a 101,12 £ 0,62 um e foram observadas
diferencas significativas (p>0,05) entre as microesferas produzidas, indicando que o tipo de
probidtico microencapsulado influenciou no tamanho das microesferas. Observa-se que as
microesferas vazias, sem o probidtico, apresentaram o menor didmetro e as carregadas com L.
paracasei 0 maior.

O tamanho das microesferas ira depender das caracteristicas do material de parede, do
polimero, da técnica de gotejamento, vazao e pressao de ar utilizados no processo, distancia entre
o bico e a solucao gelificante e outros (YANG et al., 2015). O processo de gelificacdo i6nica
externa com auxilio do bico pressurizado duplo fluido do equipamento Spray Dryer, utilizado os

pardmetros: vazdo de ar (15 L.min™"), pressdo de ar (0.50 L.h"), concentragio de alginato 3% (m.v-



60

1 e distancia entre o bico duplo fluido e a solugdo (5 ¢cm), produziu microesferas probioticas de

tamanhos médios de 100,94 um.

Tabela 2 — Valores dos didmetros médios de Sauter (D32) das microesferas de alginato.

Tratamentos D(2) (um)
Microesferas nao carregadas 100,36 £ 0,61c
Microesferas contendo L. paracasei 101,12 £ 0,62a
Microesferas contendo L. acidophilus 100,74 + 0,63b

Médias seguidas de mesmas letras na coluna nao diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p>0,05).
Fonte: Da autora (2021).

Hansen et al. (2002), Chandramouli ef al. (2004) e Cook et al. (2012) observaram que a
protecdo das bactérias encapsuladas sob condigdes gastricas simuladas aumentaram com o tamanho
das microesferas, e que didmetros menores que 100 um, sdo menos eficientes para proteger as
bactérias no suco gastrico (pH 2-3).

Ribeiro et al. (2014) relataram menor aceitagao do iogurte contendo L. acidophilus LA-5
encapsulado (tamanho médio da microesfera 253,3 + 23,8 um), em relagdo ao atributo textura,
maior protecdo das bactérias durante 35 dias de armazenamento refrigerado e as condigdes
gastrointestinais. Homayouni et al. (2008) adicionaram microesferas probidticas de didmetro
médio de 17,80 £+ 3,55 um no sorvete e ndo observaram alteragdes nas propriedades sensoriais.
Seyedain-Ardabili, Sharifan e Tarzi, (2016) adicionaram microesferas de L. acidophilus com
diametro médio de 216,6 um e de L. casei de 352,8 um em paes e também nao observaram efeitos
significativos na textura. Dessa forma, para a elaboragao de produtos funcionais estaveis, com boa
aceitacdo sensorial, contendo bactérias protegidas ao longo do trato gastrointestinal, ¢ necessario
avaliar a compatibilidade das caracteristicas fisicas da matriz alimentar e das microesferas
probioticas, que podem apresentar-se umidas, secas e de tamanhos variados. As curvas de
distribui¢do de tamanho mostram a homogeneidade do método de gelificagdo idnica externa em

produzir microesferas de tamanhos iguais.
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Figura 4 — Curvas de distribuicdo de tamanho das microesferas de alginato contendo: (A) L.
acidophilus; (B) L. paracasei e; (C) ndo carregadas com bactérias.
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Fonte: Da autora (2021).

As curvas de distribuicdo de tamanho das microesferas produzidas mostram a
homogeneidade no tamanho das microesferas produzidas. Os resultados obtidos foram semelhantes

aos relatados por Yeung et al. (2016) que observaram homogeneidade na distribui¢do nos
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diametros médios de 161 £ 107 pm e de 130 = 94 um dos granulos de alginato com L. /actis e sem

probidticos, respectivamente.

3.3 Resisténcia térmica dos probioticos livres e microencapsulados

A microencapsulagao utilizando a técnica de gelificag@o idnica foi eficaz na protecao de L.
paracasei ¢ de L. acidophilus contra a acdo do calor. Na comparacdo das viabilidades de L.
paracasei livre com L. paracasei microencapsulado, e de L. acidophilus livre com L. acidophilus
microencapsulado, ¢ possivel observar que em todos os tratamentos térmicos (tempo x
temperatura), as contagens médias totais das células microencapsuladas foram maiores (p<0,05)
quando comparadas as contagens das c€lulas livres apos exposi¢ao ao calor.

Observa-se na Figura 5 que as microesferas de L. paracasei apresentaram viabilidade
necessaria para alegacdo de alimento funcional preservadas apds 20 minutos de exposicao a
temperatura de 70 °C (6,21 = 0,21 log UFC/g), enquanto as células livres reduziram mais
rapidamente e apresentaram contagens de 6,18 + 0,15 log UFC/g em apenas 10 minutos de
exposi¢do a 65 °C.

Apds 30 minutos de exposicdo a 70 °C, as células livres e microencapsuladas de L.
paracasei reduziram em média 73,65 e 51,15% (escala logaritmica) ou perderam a viabilidade em
7,41 ¢ 5,08 log UFC/g e permaneceram com viabilidade de 2,65 e 4,85 log UFC/g, respectivamente.

Em 30 minutos de exposi¢do ao calor, a microencapsulacao evitou redugdes na viabilidade
de L. paracasei de 2,77 log UFC/g a 50 °C; 1,61 log UFC/g a 55 °C; 2,37 log UFC/g a 60 °C; 2,11
log UFC/g a 65 °C e; 2,33 log UFC/g a 70 °C.

Poucos estudos avaliaram a protecdo por microencapsulacdo de cepas probidticas ao
estresse térmico em diferentes temperaturas € em pequenos intervalos de tempo. No entanto,
Bosnea, Moschakis e Biliaderis (2014) encontraram viabilidades semelhantes de L. paracasei
microencapsulados por coacervagdao complexa (acima de 50%), ap6s 30 minutos de tratamento
térmico a 65 °C e Ding e Shah (2007) também observaram perdas médias de 4,17 log UFC/mL,

analisando diversas cepas probiodticas microencapsuladas em matriz de alginato.
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Os resultados apresentados corroboram com Xiao et al. (2020), que observaram taxas de
sobrevivéncia mais elevadas de L. paracasei microencapsulados (diminuicao de 9,66 log UFC/g
para 9,05, 8,65 e 5,87 log UFC/g a 55, 65 e 75 °C, respectivamente, apds 10 minutos) em
comparacao as células livres, que apresentaram diminui¢do total de 6 ciclos logaritmicos, nos
mesmos tratamentos térmicos.

Para L. acidophilus, ap6s 30 minutos de exposi¢ao ao calor, a microencapsulagdo evitou
reducdes na viabilidade de 2,75 log UFC/g a 50 °C; 2,22 log UFC/g a 55 °C; 2,93 log UFC/g a 60
°C; 2,77 log UFC/g a 65 °C e; 2,8 log UFC/g a 70 °C. As viabilidades de L. acidophilus livre e
microencapsulado (FIGURA 6) permaneceram em 6,32 + 0,09 e 7,11 £+ 0,25 log UFC/g nas
temperaturas de 65 °C e 70 °C, apo6s 20 minutos, respectivamente. Na maior temperatura (70 °C),
apos 30 minutos de exposicdo, as viabilidades das células livres ¢ microencapsuladas de L.
acidophilus reduziram em média 71,45 e 46,01% (escala logaritmica) ou perderam a viabilidade
em 7,36 e 4,56 log UFC/g e permaneceram com viabilidade de 2,94 e 5,35 log UFC/g,
respectivamente.

O uso do alginato na concentragao de 3% na microencapsulag¢do impediu o rompimento das
microesferas durante o aquecimento € promoveu maior protecao as células probioticas. De acordo
com Cavalheiro et al. (2019), Ding e Shan (2007), Mandal, Puniya e Singh (2006), Shaharuddin e
Muhamad (2015), maiores concentragdes de alginato de sddio impedem a difusdo rapida de dgua
na matriz durante o aquecimento, o que reduz a taxa de permeabilidade e, consequentemente, a
transferéncia de calor para as células aprisionadas.

De acordo com Christiansen et al. (2006), a resisténcia ao calor de Lactobacillus depende
da variacao genética entre espécies e cepas, prote¢ao cruzada contra diferentes estresses ambientais
e resposta adaptativa (PERIAGO; ABEE; WOUTERS, 2002). E afetada também pelo estado
fisiologico das células e fatores ambientais, tais como pH, atividade de 4gua, concentragdes de sais
e conservantes (CROW et al., 2002).

No estudo da resisténcia térmica, os probidticos livres perderam a viabilidade (>10°-107
UFC/g) ap6s 30 minutos a 55 °C. L. paracasei microencapsulados perderam a viabilidade apos 30
minutos a 65 °C e a maior resisténcia térmica foi observada para L. acidophilus microencapsulados

que perderam a viabilidade somente ap6s 30 minutos a 70 °C.
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3.4 Viabilidade de L. paracasei e L. acidophilus livres e microencapsulados em fluido

gastrico e intestinal simulados

A tecnologia de microencapsulagdo tem sido muito utilizada para conferir protecdo aos
probidticos, demonstrando resultados satisfatorios (DE ANDRADE et al., 2019; DE MATOS-
JUNIOR et al., 2019; XIAO et al., 2020).

Diminuigdes significativas (p<0,05) na viabilidade de L. paracasei foram observadas na
primeira hora de incubagdo em fluido gastrico (FIGURA 7). Durante o tempo total de incubagao
dos probidticos em condigdes gastricas simuladas (120 minutos) a viabilidade de L. paracasei
livres € microencapsulados diminuiram 2,58 e 1,32 ciclos logaritmicos, respectivamente. Nessa
etapa, a microencapsulagdo evitou redugdes médias de 1,26 log UFC/g de L. paracasei.

Durante o periodo de exposicao ao fluido géstrico, também foram observadas diminuigdes
significativas (p<0,05) na viabilidade de L. acidophilus livre e microencapsulado (FIGURA 8), de
2,62 e 1,44 ciclos logaritmicos, respectivamente.

L. paracasei e L. acidophilus foram mais resistentes as condi¢des intestinais (240 - 300
minutos) em comparacao as condi¢oes gastricas (0 - 120 minutos), corroborando com De Matos-
Janior et al. (2019), que observaram menores efeitos dos fluidos intestinais em L. paracasei BGP1
e L. rhamnosus 64 microencapsulados.

Na avaliagdo geral da viabilidade de células microencapsuladas as condicdes
gastrointestinais (0 a 300 minutos) a microencapsulacdo evitou redu¢des médias de 2,18 € 2,68 log
UFC/g de L. paracasei e L. acidophilus, respectivamente.

As perdas acumuladas nas viabilidades de L. paracasei livres e microencapsulados
(FIGURA 7) foram de 4,26 e 2,08 log UFC/g e de L.acidophilus livres e microencapsulados
(FIGURA 8) foram de 5,0 e 2,32 log UFC/g, respectivamente.
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Figura 7 — Viabilidade (log UFC/g) de L. paracasei livres e microencapsulados em condigdes
gastrointestinais simuladas. As contagens em 0, 60, 120, 240 e 300 minutos foram
comparadas para cada cepa. Médias seguidas por letras minusculas diferentes, sdo
significativamente diferentes pelo de teste Scott-Knott (p<0,05).
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Figura 8 — Viabilidade (log UFC/g) de L. acidophilus livres e microencapsulados em condigdes
gastrointestinais simuladas. As contagens em 0, 60, 120, 240 e 300 minutos foram
comparadas para cada cepa. Médias seguidas por letras minusculas diferentes sdo
significativamente diferentes pelo de teste Scott-Knott (p<0,05).
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Estudos demonstram que a resisténcia das bactérias probidticas as condigdes de baixo pH e
aos sais biliares, sdo especificos para cada cepa (BOSNEA; MOSCHAKIS; BILIADERIS, 2014;
CHAVARRI et al., 2010; DE ANDRADE et al., 2019). No entanto, Sousa et al. (2015) mostraram
que as cepas de L. acidophilus foram mais resistentes em condi¢des simuladas do duodeno quando
comparadas a L. paracasei, comportamento contrario ao relatado por esse estudo.

A microencapsulacdo apresentou resultados satisfatoérios na protegdo das cepas em
condigdes gastrointestinais simuladas, preservando as viabilidades das células microencapsuladas
de L. paracasei e L. acidophilus em 77,58 e 75,63% (escala logaritmica). As contagens das células
microencapsuladas de L. paracasei e de L. acidophilus permaneceram acima da dose recomendada
para efeitos benéficos a satude, 7,20 log UFC/g. As células ndo microencapsuladas permaneceram

em 5,43 e 4,80 log UFC/g, respectivamente.

3.5 Viabilidade de L. paracasei e L. acidophilus microencapsulados durante o

armazenamento

Para a aplicacdo de probidticos em produtos alimenticios, ¢ necessario conhecer as
mudancas na populagdo de cepas viaveis durante o armazenamento, e utiliza-las como um dos
critérios para a sele¢do das bactérias. A técnica utilizada de microencapsulagdo deve garantir a
sobrevivéncia das bactérias durante o processamento e a viabilidade das cepas até o momento do
consumo do produto (BOSNEA; MOSCHAKIS; BILIADERIS, 2014).

Na Figura 9 estdo representadas as médias das contagens totais de células livres e
microencapsuladas, vidveis durante o armazenamento a 4 °C por 90 dias.

As células livres de L. paracasei apresentaram diminui¢des significativas em todos os
tempos de armazenamento analisados, apresentando reducdes médias de 6,51 log UFC/mL e
viabilidade final de 3,27 log UFC/mL. As células microencapsuladas de L. paracasei apresentaram
diminui¢des menores de 1,42 log UFC/g e viabilidade final de 7,82 log UFC/g. A
microencapsulacdo protegeu significativamente as cepas e evitou redugdes de 5,09 UFC/g de L.
paracasei.

As células livres de L. acidophilus apresentaram diminui¢des significativas médias de 6,48

log UFC/g e viabilidade final de 2,62 log UFC/mL. As células microencapsuladas de L. acidophilus
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apresentaram as maiores diminuigdes em relacdo as encontradas para L. paracasei, de 2,36 log
UFC/g e viabilidade final de 6,48 log UFC/mL.

No armazenamento por 90 dias as células microencapsuladas de L. paracasei diminuiram
cerca de 15,36% enquanto as células microencapsuladas de L. acidophilus reduziram 26,69%
(escala logaritimica).

Os resultados obtidos sdo semelhantes aos relatados por Bosnea, Moschakis e Biliaderis
(2014), os quais observaram apos 60 dias de armazenamento, viabilidades de mais de 86% (escala
logaritmica) para L. paracasei e L. paraplantarum, microencapsulados por coacervaciao complexa
usando isolado de proteina de soro de leite e goma arabica, e viabilidades de cerca de 53-58%
(escala logaritmica) para as cé€lulas livres.

Na preservacao das viabilidades de L. paracasei e L. acidophilus durante o armazenamento,
pelo uso da técnica de microencapsulacdo por gelificagdo i6nica, a microencapsulagdo evitou
diminuicdes de 5,09 log UFC/g de L. paracasei e de 4,12 log de L. acidophilus.

L. acidophilus e L. paracasei sao microrganismos anaerdbicos catalase-negativos. De
acordo com Ballus et al. (2010), a maioria das bactérias probidticas sdo suscetiveis ao oxigé€nio,
embora essa tolerancia dependa da espécie. Sendo assim, uma possivel explicagdo para a grande
reducdo na viabilidade das células livres observadas durante o armazenamento foi o uso de
embalagens plasticas permeaveis ao oxigénio, uma vez que o apropriado seria a utilizagdo de
embalagens de vidro que sdo menos permeaveis. A presenca de oxigénio pode resultar no acimulo
de peroxido de hidrogénio, que ¢ facilitado pela auséncia da enzima catalase nas bactérias
avaliadas, apresentando potencial de reacdo com outros compostos ¢ de produgdo de substancias
inibidoras (BALLUS et al., 2010). A microencapsulagdo constituiu uma barreira de protegao aos
microrganismos que ficaram menos suscetiveis a toxicidade do oxigénio, no armazenamento por

90 dias a 4 °C.
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Figura 9 — Viabilidade de L. acidophilus e L. paracasei livres e microencapsulados armazenados a
temperatura de 4 °C durante 90 dias, comparados para cada cepa.
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Me¢dias seguidas de letras diferentes maitsculas e minusculas sdo significativamente diferentes pelo de

teste Scott-Knott (p<0,05).
Fonte: Da autora (2021).

Estudos mostraram que, durante o armazenamento, as viabilidades de bactérias probioticas
microencapsuladas foram preservadas em temperaturas de refrigeragio (CHAVARRI et al., 2010;
DE ANDRADE et al., 2019; POLETTO et al., 2019; ZHAO et al., 2008). A viabilidade das
bactérias microencapsuladas poderd ser mantida no armazenamento em baixas temperaturas que as
mantém em estado latente, evita o rearranjo da parede do material e a exposicao inadequada desses

microrganismos (ALBERTINI et al., 2010; DE ANDRADE et al., 2019).



71

4 CONCLUSAO

Os resultados mostraram que a utilizagdo do método de gelificacdo i6nica externa com
atomizacdo por ar pressurizado, com bico tipo spray duplo fluido do equipamento Spray Dryer,
apresentou alta eficiéncia de microencapsulagdo e produziu microesferas probidticas com
tamanhos, caracteristicas morfoldgicas e contagens de células vidveis, adequadas para a entrega de
bactérias probidticas em matrizes alimentares pastosas. O aprisionamento de células de L.
acidophilus e L. paracasei em microesferas de alginato de calcio, sem a aplicagdo de técnicas
adicionais de secagem, forneceu prote¢do as cepas sob condi¢cdes gastrointestinais simuladas, a
acdo do calor durante tratamentos térmicos e no periodo de armazenamento por 90 dias a
temperatura de 4 °C. Dessa forma, os resultados obtidos sustentam a utilizagao dessa técnica em
novos estudos que visam aplicar L. acidophilus e L. paracasei em matrizes alimentares pastosas,
sem provaveis prejuizos a qualidade sensorial do produto e com a presenca de quantidades de

bactérias vidveis necessarias para prover alegagdes funcionais ou de saude.
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ARTIGO 2 - DOCES DE LEITE COM CAFE ADICIONADOS DE L. PARACASEI:
CARACTERIZACAO E VIABILIDADE DURANTE O ARMAZENAMENTO E
SIMULACAO GASTROINTESTINAL

Norma NBR 6022 (ABNT, 2018).

RESUMO

O objetivo do estudo foi a aplicagdo de L. paracasei, microencapsulados pela técnica de gelificagao
idnica com atomizagdo por ar pressurizado em doces de leite com café, caracterizar os doces e
avaliar a viabilidade do probiotico durante o armazenamento por 90 dias e durante a simulagao
gastrointestinal. Foram elaborados doces de leite convencional e /ight com café. O doce de leite
light apresentou reducgdo de 19,3% nos teores de agucares totais e de 37,0% nos teores de gorduras.
As adigdes das microesferas ndo influenciaram significativamente na textura dos doces de leite
com café. Os doces de leite adicionados de microesferas apresentaram coloracdo mais clara. O
padrao microbiologico para coliformes totais, Salmonella sp., Staphylococcus coagulase positiva
e fungos e leveduras dos doces de leite atenderam aos requisitos da legislacdo. A adi¢do das
microesferas nos doces de leite ndo influenciou significativamente na textura dos doces. Todos os
doces que receberam as microesferas apresentaram coloragdo mais clara e o pardmetro L* das
amostras avaliadas foram elevados. As contagens de L. paracasei inicial nos doces de leite com
café foram em média de 8,28 log UFC/g e uma por¢do (20 g) forneceria 3,8x10° UFC de L.
paracasei. Ao término do tempo de vida util do produto, os doces de leite com café convencional
ou light com células microencapsuladas forneceriam em média 2,7x10® UFC/por¢do de L.
paracasei ¢ a viabilidade foi mantida na quantidade preconizada de 10° - 108 UFC/por¢do. As
c€lulas livres e microencapsuladas foram testadas em condig¢des gastrointestinais € ao término do
periodo de armazenamento as células microencapsuladas em doce convencional ou /ight tiveram
suas viabilidades mantidas em média de 6,50 log UFC/g e uma colher forneceria 6,3x107 UFC de
L. paracasei, quantidade suficiente para alegacdo de produto funcional apds incubagdo em
condicdes adversas do trato gastrointestinal. Foi possivel desenvolver uma sobremesa com
alegacdo de produto funcional e com redugdo de gorduras e acucares e vida de prateleira de 90
dias.

Palavras-chave: L. paracasei. Composi¢cao quimica. Composicao fisico-quimica. Doce de leite
light com café.



80

1 INTRODUCAO

O doce de leite ¢ um produto que conquistou o mercado por apresentar textura lisa, macia
e sabor legitimo, agradavel e muitas vezes afetivo.

O aumento da demanda por produtos mais saudaveis € uma tendéncia mundial e a industria
laticista deve enxergar nesse mercado uma possibilidade de criacdo e desenvolvimento de novos
produtos, diferenciados e com maior valor agregado (DA SILVA, 2016).

A tendéncia ¢ que produtos tradicionais venham a ser substituidos por produtos das linhas
light, diet e funcional e mantenham as suas caracteristicas originais de textura, sabor e aroma
(GUIMARAES et al., 2012).

A adicao do café como ingrediente do doce de leite € vista como uma forma de proporcionar
ao doce de leite um sabor agraddvel, diferenciado, menos adocicado e mais saboroso. Além disso,
esse alimento € rico em fibras soliveis, compostos antioxidantes e de varias outras substancias
biologicamente ativas que exercem beneficios a saude, como os acidos clorogénicos, trigonelina e
cafeina (ABRAHAO et al.,2010). Atualmente, devido aos beneficios conferidos ao seu consumo,
a comunidade cientifica o considera como bebida funcional ou mesmo nutracéutica (GUIMARAES
etal.,2012).

Guimaraes et al. (2012) desenvolveram formulagdes de doce de leite com café com
diferentes niveis de polidextrose e sucralose, com baixo teor caldrico e propriedades funcionais.
Foi observado que a substitui¢cao do agticar ndo influenciou significativamente nas caracteristicas
tecnologicas desejaveis do doce de leite, mas melhoraram a qualidade nutricional do produto.

Os alimentos funcionais promovem efeitos benéficos em uma ou mais fungdes do
organismo e, de acordo com a Organizac¢ao das Nagdes Unidas para Alimentacdo e Agricultura e a
Organizagdo Mundial da Saude (FAO/OMS, 2001), os probidticos podem ser definidos como
“microrganismos vivos que, quando administrados em quantidades adequadas, conferem um
beneficio a satide do hospedeiro”.

Os beneficios como corregdo do desequilibrio da microbiota intestinal, dificultar a
aderéncia de patogenos entéricos, efeitos anti-inflamatorios e antimicrobianos, s6 podem ser
alcangados se as cepas probioticas estiverem presentes concentragdes minimas de 108 - 10°
UFC/recomendagéo diaria do produto ou 10%- 10”7 UFC/mL ou g do alimento (ANVISA 2018,
CHAVARRI et al., 2010; SOUSA et al., 2015).
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Probidticos sdo incorporados a uma ampla variedade de alimentos, incluindo produtos
lacteos (como iogurte, queijo, sorvete, sobremesas lacteas), mas também em produtos ndo lacteos
(como chocolate, cereais, sucos) (ANAL; SINGH, 2007). Simeoni (2015) desenvolveu um doce de
leite light com adig¢@o do probiodtico Enterococcus faecium microencapsulado e conseguiu conferir
resisténcia e viabilidade as células probiodticas até o final da vida de prateleira do produto.

No entanto, a viabilidade das cepas probidticas pode ser limitada por estresses ambientais,
como presenga de oxigénio, danos mecanicos, altas temperaturas de processamento e
armazenamento, interagdo com alimentos aos quais sdo adicionados e eles devem sobreviver as
condigdes adversas encontradas no trato gastrointestinal, para promover efeitos beneficios a satide
(SILVA et al., 2018; GARCIA-CEJA et al., 2015; KRASAEKOOPT; BHANDARI; DEETH,
2004). No entanto, a maioria das cepas probioticas de Lactobacillus e Bifidobacterium nao sao
capazes de cumprir os requisitos supracitados acima.

A microencapsulagdo € uma técnica promissora para protecao de cepas e varios estudos tém
sido desenvolvidos investigando o uso da técnica contra condigdes adversas as quais essas bactérias
podem ser expostas (BRINQUES; AYUB, 2011; DE ANDRADE ef al., 2019; DE MATOS-
JUNIOR et al., 2019; GUL, 2017; SILVA et al., 2018).

O consumo do doce de leite faz parte do habito alimentar dos brasileiros e atender a
demanda por alimentos mais saudaveis, com teores de agtcares e gorduras reduzidos, adicionados
de probidticos vivos e viaveis, pode apresentar uma alternativa viavel para os consumidores que se
preocupam com a saudabilidade. A microencapsulacdo por gelificacdo i0nica externa € utilizada
para manter a viabilidade de cepas probioticas durante o armazenamento de produtos e durante a
passagem pelo trato gastrointestinal, além disso ¢ capaz de produzir microesferas probidticas
gelatinosas e com caracteristicas compativeis com a matriz doce de leite com café. Sendo assim, o
objetivo do trabalho foi desenvolver doces de leite convencional e /ight (reduzido em gorduras)
com café¢ para a entrega de L. paracasei microencapsulados, avaliar as caracteristicas fisico-
quimicas, fisicas e microbiologicas dos doces de leite com café produzidos e a viabilidade da cepa

microencapsulada durante 90 dias de armazenamento e as condi¢des gastrointestinais.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Matérias-primas utilizadas na fabricacio dos doces

Foram utilizados leite em po integral, leite em pd semidesnatado, dgua potavel, sacarose
(Unido, Araras, Brasil), sucralose (Linea, Sao Paulo, Brasil), amido de milho modificado
Amidogem 8500 (Gemacom Tech, Juiz de Fora, Brasil), citrato de sodio anidro (Synth, Diadema,
Brasil), sorbato de potassio (Dindmica Quimica Contempordnea LTDA, Indaiatuba, Brasil),
bicarbonato de soédio (Farmax, Divinopolis, Brasil), café¢ solivel e células livres e
microencapsuladas de L. paracasei. O microrganismo utilizado foi Lactobacillus paracasei subsp

paracasei (LBC81) (LBC) (Danisco Dupont, Cotia, Sao Paulo, Brasil).

2.2 Avaliacao fisico-quimica do leite

Os leites em pod integral e semidesnatado foram avaliados pela determinagdo da acidez
titulavel, teor de umidade, gordura e proteinas de acordo com os métodos oficiais fisico-quimicos
de referéncia do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, descritos na Instrugcao
Normativa n° 53, de 1° de outubro de 2018, em triplicata (BRASIL, 2018). A acidez titulavel (ml
NaOH 0,1 N/10 g s6lidos nao gordurosos) foi determinada pela titulagdo com solucao de hidroxido
de sodio 0,1 N e solucdo alcodlica de fenolftaleina a 1% (m/v), o teor de umidade (%) foi
determinado por gravimetria através da secagem em estufa a 87 °C por 5 horas, o teor de gordura
na matéria integral (%) pelo método butirométrico de Gerber e o teor de proteina no extrato seco
desengordurado pelo método de Kjeldahl pela quantificacdo do nitrogénio, utilizando o fator de

conversao 6,38.

2.3 Producao das microesferas probidticas

2.3.1 Ativacao e propagacio da cultura probidtica

A ativacdo de L. paracasei e a propagagao da cultura probidtica (conforme a curva de

crescimento) foi realizada utilizando a mesma metodologia citada anteriormente no Artigo 1. Apos
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a propagac¢do da cultura probidtica, o sobrenadante foi descartado e as células de L. paracasei
foram lavadas duas vezes com solugdo salina tamponada com fosfato (PBS: 10 mM
KH>PO4/KoHPO4, 150 mM NaCl, pH 7). O sedimento celular obtido foi utilizado na
microencapsulagdo e para a realizacdo dos experimentos de células livres os probiodticos foram

cultivados nas mesmas condigdes e ressuspensos em agua peptonada 0,1% (p.v™).

2.3.2 Microencapsulac¢ao de L. paracasei, viabilidade e eficiéncia de encapsulagao

As microesferas foram produzidas por microencapsulacao através da técnica de gelificagdo
10nica externa com atomizag¢ao por ar pressurizado utilizando o bico pressurizado tipo spray duplo
fluido do equipamento Spray Dryer, de acordo com a metodologia proposta por Teixeira (2021),
com adaptacgoes. A viabilidade e a eficiéncia de encapsulagdo foram realizadas utilizando a mesma

metodologia descrita no Artigo 1.

2.3.3 Caracterizaciao das microesferas

A umidade das microesferas foi determinada através da leitura direta em balanga
determinadora de umidade (Shimadzu, modelo MOC63u, Quioto, Japao) e a atividade de 4gua em
analisador de atividade de agua por ponto de orvalho (Meter, modelo Aqualab 4TE, Sao José dos

Campos, Brasil).

2.4 Caracterizacio quimica e fisico-quimica do café soluvel

A caracterizagdo da amostra foi realizada conforme as metodologias sugeridas pela AOAC
(2007). Os teores de proteinas totais foram obtidos pelo método de Kjeldahl, com fator de 6,25. Na
quantificacao dos lipideos foi utilizado o método de extragdo continua em aparelho de “Soxhlet”,
utilizando-se como solvente o éter. Os minerais foram quantificados pela calcinagdo da amostra
em mufla a 550 °C. A umidade foi determinada através da leitura direta em balanga determinadora
de umidade (Shimadzu, modelo MOC63u, Quioto, Japao) e a acidez por titulagdo com NaOH 0,1

N a partir da agitacdo de 2 g de café soluvel com 50 mL de agua destilada e os resultados foram
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expressos em mL de NaOH 0,1 N por 100 g de amostra. O pH foi avaliado pela leitura em pHmetro

(Tecnal, Sao Paulo, Brasil).

2.4.1 Fibra dietética soluvel

A analise da fibra dietética soluvel foi realizada no café soluvel conforme o método
proposto pela AOAC (2007) utilizando o kit TDF-100A (Sigma Aldrich, St. Louis, EUA), com
modificagdes. Foram pesadas 6 repetigoes de 1 g de café soltivel as quais foram adicionados 50
mL de tampao fosfato (pH 6). A digestdao foi realizada em condicdes especificas (temperatura,
tempo e pH) descritas pelo método para as enzimas a-amilase, protease e amiloglucosidase. Apos
a digestdo, as amostras foram filtradas a vadcuo em cadinhos secos com celite. O residuo liquido
proveniente da primeira filtragdo foi lavado duas vezes com 15 mL de etanol 95% e duas vezes
com 15 mL de acetona e novamente filtrados. Trés cadinhos com os residuos solidos da fibra
insoltvel (segunda filtracdo) foram secos em estufa a 100 °C por 12 horas, pesados e utilizados
para a determinagdo das cinzas e proteinas. Ao residuo liquido dessa etapa foram adicionados
etanol 95% a 60 °C em volume equivalente a 4 vezes ao volume do filtrado. Apds 1 hora de
repouso, foi novamente filtrado em cadinho com celite, transferindo quantitativamente todo o
residuo para a filtragdo usando etanol 95%. Os trés cadinhos que restaram foram secos, pesados e
utilizados para a determinagdo de proteina e cinzas. A determinacao do teor de cinzas foi realizada
conforme o método proposto pela AOAC (2007) e a andlise de proteina foi realizada pela
determinacao do contetido de nitrogénio x 6,25. A quantificacdo do teor de nitrogénio foi realizada
conforme o método de Kjeldahl. O célculo do teor de fibra soltivel (FDS) foi realizado conforme
descrito pela AOAC (2007), de acordo com a Equacao 1.

FDS (%) = {[(F1 + F2)/2] - P - C - B/[(M1 + M2)/2] x 100 (1)

Em que F1 e F2 sdao as médias das massas dos residuos (mg) da primeira e segunda
filtragdes; P e C sdo as médias das massas (mg) de proteinas e cinzas, respectivamente,
determinados no primeiro e segundo residuos das filtracdes; B ¢ a massa (mg) do branco e; M1 e

M2 sdo as massas (mg) das amostras.



85

2.4.2 Cafeina

A quantifica¢do da cafeina foi realizada de acordo com o método do Instituto Adolfo Lutz
(1985), em triplicata. Foram homogeneizados 1 g do café soluvel com 4 mL de 4cido sulfurico.
Ap6s, foram adicionados as amostras 50 mL de agua destilada quente (80 °C) e as mesmas foram
transferidas para o banho-maria a 80 °C por 30 minutos. As amostras foram filtradas em papel
filtro umido e depois foram transferidas para um funil de separagcdo de 500 mL e o béquer contendo
residuos da amostra foi lavado com 3 por¢des de 10 mL de 4gua quente. Apos resfriamento das
amostras foram adicionados 30 mL de cloroformio e a fase apolar foi recolhida em baldao de 300
mL. A extragdo foi repetida com mais trés aliquotas de 30 mL de cloroférmio. O cloroférmio foi
evaporado do extrato em rotavapor e o residuo foi lavado com agua quente, filtrado e o volume
completo para 1000 mL com 4gua destilada. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro a 274 nm

e a quantifica¢do da cafeina foi realizada através da curva padrao.

2.4.3 Compostos fendlicos totais e capacidade antioxidante

O café soluvel foi avaliado quanto a sua capacidade antioxidante através da reagdo com o
cation ABTS™ e sua capacidade de eliminar os radicais livies DPPH, em triplicata. O conteudo
total de compostos fenolicos (Folin-Ciocateau) também foi determinado de acordo com o método
de Singleton e Rossi (1965) com adaptacdes sugeridas por Bravo et al. (2012). O café soluvel foi
diluido (1 g: 10 mL) em dgua destilada e 100 puL foram transferidos para tubos de ensaio embalados
com papel aluminio onde foram adicionados 7,9 mL de dgua destilada e 500 pL do reagente Folin-
Ciocalteu (Vetec, Sigma Aldrich, St. Louis, EUA). Apds 2 minutos, foram adicionados a mistura
1,5 mL de solucdo de carbonato de sodio a 7,5%. Os tubos contendo as amostras foram
imediatamente tampados com papel aluminio e armazenados em temperatura ambiente ao abrigo
da luz por 90 minutos. Apos o periodo de repouso foram realizadas as leituras das absorbancias a
765 nm em espectrofotdmetro digital (Biospectro SP22, Curitiba, Brasil). A curva padrao de 4cido
galico (Sigma Aldrich, St. Louis, EUA) foi utilizada como referéncia e os resultados foram
expressos em miligramas de acido gélico por grama de café soluvel (g de GA/100 g de café

soluvel).
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A capacidade antioxidante por ensaio ABTS do café soluvel foi realizada de acordo com a
metodologia sugerida por Sanchez-gonzalez, Jiménez-Escrig e Saura-Calixto (2005) com
adaptacdes de Vignoli, Bassoli e Benassi (2011), em triplicata. Para producdo do cation ABTS™,
reagiu-se a solugdo de 2,2'- AZINO - BIS (3-ethylbenzothiazonile-6- sulfonic acid) diammonium
salt (ABTS, Sigma Aldrich, St. Louis, EUA) 7 mM.L"! com a solugdo de persulfato de potéassio
2,45 mM.L"! e o reagente foi mantido no escuro por 16 horas antes do uso. A solugdo de ABTS*
foi diluida com solugao salina tamponada com fosfato 5 mM (pH 7,4) para uma absorbancia de
0,70+ 0,02 a 730 nm. O café soluvel foi diluido em 3 g: 100 mL de dgua destilada e foram tomados
10 pL para a determinac@o. Apos 6 minutos da adi¢do de 4 mL da solu¢do de ABTS' * as amostras,
as leituras das absorbancias foram realizadas em espectrofotometro digital (Biospectro SP22,
Curitiba, Brasil). A curva-padrao foi realizada a partir da solugdo etilica padrao de 6-Hidroxi-
2,5,7,8-tetrametilchroman-2-acido carboxilico (Trolox, Merk, Darmstadt, Germany). A capacidade
antioxidante foi expressa em g Trolox / 100 g de café soluvel (matéria integral).

Para avaliar a capacidade antioxidante por ensaio DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) foi
utilizada a metodologia descrita por Casagrande et al. (2007) com adaptacdes sugeridas por
Vignoli, Bassoli e Benassi (2011). Foram preparadas diluicdes do café soluvel em agua destilada
(2,3,4,6,10 ¢ 15 mg/ mL). Foram tomados das diluicdes 10 pLL aos quais foram adicionados: 1
mL de tampao de acetato a 100 mM (pH 5.5); 1 mL de etanol e; 0,5 mL de DPPH etan6lico 250
uM. Apds 10 minutos, foi realizada a medida da absorbancia em 517 nm. Um controle positivo foi
preparado representando a quantidade maxima de DPPH para calcular a capacidade de doagdo de
hidrogénio do café soluvel. O IC50 (a concentragao da substancia que proporciona redugao de 50%
da concentracdo de radicais livres) foi determinado utilizando a Equagdo 2, na qual 1A ¢
porcentagem de inibi¢do da atividade do radical livre.

IA (%) = 100 — (Abs da amostra/Abs do controle) x 100 2)

2.5 Formulaciao dos doces de leite

Foram elaboradas duas formula¢des de doce de leite (TABELA 1): doce de leite
convencional com café e doce de leite /ight com café. O doce de leite /ight foi elaborado com leite
reconstituido semidesnatado e com a substituicdo parcial da sacarose em 40% (m/m) pelo

edulcorante de alta intensidade sucralose, a quantidade utilizada foi calculada de acordo com o
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poder edulcorante da marca comercial utilizada (10 vezes), com equivaléncia a concentracdo de

8% (m/m) de sacarose.

Tabela 1 — Formulagdes elaboradas de doce de leite com café.

Formulacoes

Probiotico adicionado

Codificacao utilizada

Doce de leite com café
convencional

Doce de leite com café
convencional

Doce de leite /ight com
café

Doce de leite /ight com

café

Lactobacillus paracasei células livres

Lactobacillus paracasei células
microencapsuladas

Lactobacillus paracasei células livres

Lactobacillus paracasei células

microencapsuladas

DCPL

DCPM

DLPL

DLPM

Fonte: Da autora (2021).

Os leites integral e semidesnatado foram reconstituidos nas proporgdes estabelecidas pelos

fabricantes. O amido de milho modificado foi utilizado na fabricacdo dos doces de leite, conforme

o sugerido por Rocha et al. (2017), para auxiliar no controle da cristalizacdo da lactose e a

quantidade de café soluvel foi adicionada conforme também o sugerido por Rocha et al. (2017)

como a concentragdo mais aceita pelos provadores na analise sensorial.

Aos doces elaborados de cada formulagdo foram adicionadas microesferas de alginato de

calcio contendo 9,87 + 0,26 log UFC/g de L. paracasei ou células livres de L. paracasei, em

proporg¢oes descritas na Tabela 2. As quantidades de microesferas e células livres adicionadas aos

doces foram calculadas de acordo com as contagens de células viaveis nas microesferas e as

concentracdes de bactérias viaveis desejadas nos doces prontos.

Os calculos dos ingredientes dos doces de leite com café foram realizados em relagdo aos

volumes dos leites prontos, ja reconstituidos.
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Tabela 2 - Formulag¢des dos doces de leite convencional e /ight com café.

Ingredientes Convencional Convencional Light Light
(%) células livres microesferas células livres  microesferas

Leite reconstituido 100 100 - -
integral (g)
Leite reconstituido - - 100 100
semidesnatado (g)
Sacarose (g) 20,0 20,0 12,0 12,0
Sucralose (g) - - 0,8 0,8
Amido (g) 0,5 0,5 1,0 1,0
Café soluvel (g) 1,0 1,0 1,0 1,0
Suspensdo de L. 1,0 - 1,0 -
paracasei (mL)
Microesferas (g) - 1,0 - 1,0
Citrato de sodio (g) 0,08 0,08 0,08 0,08
Sorbato de 0,02 0,02 0,02 0,02

potassio (g)

Fonte: Da autora (2021).

2.6 Fabricacao dos doces de leite

A producdo dos doces de leite foi realizada na Planta Piloto de Processamento de Produtos

Vegetais do Departamento de Ciéncia dos Alimentos da Universidade Federal de Lavras. Os doces

de leite foram processados em tacho aberto (Macanuda®, Joinville, Santa Catarina) com pa giratoria

vertical. A tecnologia utilizada foi a descrita por Martins e Lopes (1981), com adaptagdes de Rocha

et al. (2017) (FIGURA 1).
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Figura 1 - Fluxograma de fabricagdo dos doces de leite com café.

Leite integral restituido

Leite semidesnatado restituido

I

Corregao da acidez

Sacarose

Doce de leite com café
contendo L.paracasei livres

Doce de leite com café
contendo L. paracasei
microencapsulados

Sacarose € sucralose

Amido de milho modificado

Citrato de sodio

Agitagdo constante e
aquecimento

Concentragao da mistura até 70°
Brix

Adigao do café soluvel e do
sorbato de potéssio

Resfriamento a 50°C

Adigao das microesferas ou células
livres

Doce de leite light
com café contendo L.
paracasei livres

Armazenamento a 4°C

Doce de leite light
com café contendo
L.paracasei

Fonte: Da autora (2021).

Os leites em p6 foram reconstituidos e foi realizada a corre¢do da acidez para 1 g de 4cido

latico/L! de leite (PERRONE; FERRUA; ABREU, 2006) com a adi¢do de bicarbonato de sodio.

Ap6s, o leite preparado foi transferido para o tacho e foram adicionados a sacarose e/ou sucralose,

citrato de so6dio e o amido de milho modificado, em quantidades estabelecidas para cada

formulagao, descritas anteriormente na Tabela 2.

Iniciou-se o processo de concentragdo do doce de leite que foi mantido sob agitacao

mecanica constante e aquecimento até atingir o teor de so6lidos soluveis de 70 °Brix. Atingido o
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ponto final, adicionou-se o café solubilizado em 4gua quente na propor¢do de 1:1 e o sorbato de
potassio. A temperatura do tacho permaneceu constante até a homogeneizagdo completa desses
ingredientes. Com base nos resultados da avaliacdo da resisténcia térmica dos probioticos livres e
microencapsulados, foi necessario resfriar o doce até a temperatura de 50 °C para a adi¢ao das
células livres e microencapsuladas de L. paracasei. Os doces depois de resfriados foram pesados e
envasados em potes de vidro estéreis de 500 g e os microrganismos foram adicionados e
homogeneizados em capela de luxo laminar. Por fim, os doces foram armazenados em temperatura

de refrigeracdo a 4 °C por 90 dias.

2.7 Caracterizacao dos doces de leite

2.7.1 Rendimento e caracterizacio fisico-quimica dos doces

A umidade dos doces de leite foi determinada através da leitura direta em balanga
determinadora de umidade (Shimadzu, modelo MOC63u, Quioto, Japao), a atividade de agua em
analisador de atividade de agua por ponto de orvalho (Meter, modelo Aqualab 4TE, Sao José dos
Campos, Brasil) e a concentragdo de solidos soluveis foi determinada através de leitura
refratométrica. A determinagdo da acidez titulavel em (% de &cido latico) foi realizada através de
titulacdo com solucdo Dornic com indicador fenolftaleina e a gordura pelo método butirométrico
de Gerber segundo a metodologia preconizada por Brasil (2006).

Os teores de proteina bruta e residuo mineral fixo foram determinados segundo as
metodologias descritas pela AOAC (2007). A proteina foi quantificada pelo método de Kjeldahl
utilizando o fator de conversao 6,38, o residuo mineral fixo por gravimetria ap6s calcinagao a 550
°C. O valor energético foi calculado considerando os fatores de conversdo de Atwater, sendo 4
kcal.g™! para proteinas e carboidratos e 9 kcal.g™! para lipidios (TORRES et al., 2000).

Os teores de fibra alimentar foram realizados conforme a metodologia descrita no item
“2.5.1.1 Fibra dietética soltivel”, com adaptagdes. O residuo liquido proveniente da primeira
filtragdo foi lavado quatro vezes com 15 mL de etanol 95% e quatro vezes com 15 mL de acetona
e novamente filtrados. Os teores de aglcares totais foram determinados pelo método de Antrona

por espectrofotometria com comprimento de onda de 620 mn, conforme Dische (1962).
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O rendimento dos doces foi avaliado utilizando-se a Equagao 3, proposta por Ferreira et al.
(2012) e Perrone, Ferrua e Abreu (2006).
Rendimento = MSI/MSD * 100 3)
Na qual MSI ¢ a matéria seca da mistura dos ingredientes: leite, sacarose/sucralose, citrato,

bicarbonato, amido modificado, microesferas ¢ café solivel ¢; MSD ¢é a matéria seca do doce.

2.7.2 Caracterizacio fisica dos doces

As analises de cor foram realizadas de acordo com Rocha et al. (2017) em
espectrofotometro (Konica Minolta®, CM- 5, Osaka, Japdo) utilizando os padrdes CIElab
determinando os valores de luminosidade (L*), intensidade da cor vermelha (a*) e intensidade da
cor amarela (b*). A andlise do perfil de textura (texture perfil analysis - TPA) foi realizada em
texturdmetro (Stable Micro Systems, TAXT2i, Londres, Inglaterra). Os parametros analisados em
triplicata foram (SZCZESNIAK, 1963): Dureza (D): forca necessdria para produzir uma
deformagdo na amostra; Adesividade (A): energia necessaria para superar as forcas atrativas entre
superficie do alimento e a de outros materiais com as quais o alimento esta em contato; Elasticidade
(E): velocidade na qual um material deformado volta a condi¢do ndo deformada, depois de
removida a forca; Coesividade (C): extensdo que um material pode ser deformado antes da ruptura
e; Gomosidade (G): energia requerida para desintegrar um alimento até estar pronto para a
degluti¢do. Os parametros adotados foram (ROCHA et al., 2017): velocidade pré-teste: 2,0 mm.s
I: velocidade teste: 1,0 mm.s!; velocidade pds-teste: 2,0 mm.s™!; distdncia: 10,0 mm; tempo: 5,0 s;

forca de contato: 5,0 g e; probe: cilindro acrilico de 20,0 mm (P20).
2.8 Alteracdes durante o armazenamento
2.8.1 Atividade de agua e acidez titulavel
Durante todo tempo de armazenamento por 90 dias, foram realizadas quinzenalmente as

analises de atividade de agua e acidez tituldvel dos doces de leite produzidos, conforme a

metodologia citada anteriormente no item 2.7.1.
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2.8.2 Avaliacao microbioldgica

A avaliagdo microbiologica dos doces de leite foi realizada de acordo com os critérios da
Portaria n® 354, de 4 de setembro de 1997, do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(BRASIL, 1997) e da Resolugao RDC n° 331, de 23 de dezembro de 2019 (ANVISA, 2019). Foram
realizadas as andlises dos doces de leite nos tempos 0, 15, 30, 45, 60, 75 e 90 dias de Staphylococcus
coagulase positiva, contagem de fungos e leveduras, coliformes totais e Salmonella sp. As anélises
foram realizadas utilizando as metodologias descritas na Instru¢do Normativa n° 62, de 26 de
agosto de 2003, que estabelece os Métodos Analiticos Oficiais para Analises Microbiologicas para

Controle de Produtos de Origem Animal e Agua (BRASIL, 2003).

2.9 Viabilidade das células livres e microencapsuladas de L. paracasei nos doces de leite

durante o armazenamento

As viabilidades de L. paracasei livres € microencapsulados nos doces de leite convencional
e light com café foram avaliadas quinzenalmente durante o periodo de 90 dias de armazenamento
em temperatura de 4 °C (DE MATOS-JR et al., 2019; RIBEIRO et al., 2014). Em 0, 15, 30, 45,
60, 75 e 90 dias, 1 g dos doces de leite contendo células microencapsuladas foram solubilizados
com 9 mL de citrato de sodio 2% (p.v'!") (pH 7,0) estéril e vigorosa agitagdo em agitador de tubos.
A contagem de bactérias viaveis foi realizada através de diluigdes decimais seriadas em agua
peptonada 0,1% (p.v!) seguida de plaqueamento em 4gar MRS (Acumedia, San Francisco, EUA),
em triplicata (DE MAN; ROGOSA; SHARPE, 1960). Nos doces contendo as células livres a
viabilidade foi analisada utilizando 1 g de amostra homogeneizada em 9 mL de 4gua peptonada

0,1% (p.v'!) seguida de dilui¢des decimais e plaqueamento em agar MRS.

2.10 Viabilidade das cepas livres e microencapsuladas nos doces de leite em condicoes

gastrointestinais simuladas

Durante o periodo de armazenamento, nos tempos de 30, 60 e 90 dias, foram realizadas as

avaliacdes da sobrevivéncia das células livres e microencapsuladas nos doces de leite convencional
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e light as condigdes gastrointestinais por simulagao in vitfro. A andlise foi realizada de acordo com
ametodologia descrita por Ribeiro ef al. (2014) e Wang et al. (2009) em triplicata, com adaptagdes.

Na primeira etapa, 5 g dos doces de leite foram incubados em 50 mL do fluido géstrico
simulado preparado com 3 g.L"! de pepsina e 9 g.L! de NaCl em agua destilada estéril, com ajuste
do pH para 2,0 com solugdao de HCI 1M. As amostras foram incubadas a 37 °C por 2 horas com
agitacdo a 100 rpm em incubadora com agitagdo orbital. A contagem das bactérias vidveis nos
doces foi realizada em 0 e 120 minutos por diluigdes decimais seriadas em agua peptonada 0,1%
(p.v'!) e plaqueamento em agar MRS, apds a solubiliza¢do do hidrogel com citrato de sodio 2%
(p.v’)) (RIBEIRO et al., 2014).

Na segunda etapa, o material resultante da digestao acida foi recuperado por centrifugacao
e adicionado no fluido intestinal simulado preparado com 0,95 g. L' de pancreatina e 3 g.L*! de sais
biliares Oxgall (Himedia, Mumbai, India) com pH ajustado para 7.0 com NaOH 1M. Apds 120
minutos de incubagao no fluido intestinal a 37 °C sob agita¢ao, as células viaveis foram enumeradas

em agar MRS, da mesma forma como descrito anteriormente.

2.11 Analises estatisticas

Os resultados foram expressos em média de trés repeticdes. Os dados foram submetidos a
Analise de Variancia (ANOVA) e diferengas significativas entre os valores das médias foram
determinados pelo teste de Scott-Knott com nivel de significancia de 5%. As andlises foram

realizadas no software Sisvar versao 5.6 (FERREIRA, 2011).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Composic¢ao fisico-quimica dos leites em po

De acordo com a Portaria n° 354 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(BRASIL, 1997), que aprova o Regulamento Técnico para Fixagdo de Identidade e Qualidade de
Doce de Leite, ¢ permitido a utilizacao de leite reconstituido (leite em po) na producao de doce de
leite. Na Tabela 1 (MATERIAL SUPLEMENTAR), estdo representadas as caracteristicas fisico-

quimicas dos leites em pd integral e semidesnatado utilizados na producdo dos doces e as
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estabelecidas pela Instru¢do Normativa n® 53, de 1° de outubro de 2018, do MAPA (BRASIL,
2018). As analises fisico-quimicas dos leites em poé utilizados na fabricacdo dos doces, estdo em

acordo com o disposto na legislacao.

3.2 Viabilidade, eficiéncia de encapsulacao e caracterizacio das microesferas

A solugao de alginato de sodio, adicionada das células livres utilizada na gelificagdo idnica,
apresentou contagem média total de 10,58 + 0,11 log UFC/mL e a eficiéncia de microencapsulagao
para a técnica foi de 93,31 + 3,30%. As microesferas apresentaram contagens médias totais de 9,87
+ 0,26 log UFC/g. Considerando o baixo rendimento, geralmente na faixa de 32-50%, dos doces
de leite, devido a evaporacdo da agua durante a coccdo, a adicdo da quantidade de 1% de
microesferas probioticas nas formulagdes seriam suficientes para obter contagens proximas de 108
UFC/g no doce de leite com café. Outro ponto a ser observado ¢ que a adi¢ao dos probidticos que
sera realizada somente apos o término da coccdo (redugdo) e resfriamento dos doces. De acordo
com Champagne et al. (2011), Charteris et al. (1998) e Saad (2006), essas quantidades seriam
suficientes para garantir a dose minima terapéutica recomendada para a manutencdo das
concentragdes de bactérias probioticas vidveis no intestino do consumidor. As microesferas de L.
paracasei apresentaram teores médios de umidade de 95,95 + 0,41% e atividade de agua de 0,98.
Otarola et al. (2016) obtiveram valores médios de umidade superiores (97%) utilizando a mesma
técnica para encapsular betalaina em matriz de alginato e maltodextrina. Apesar de sua natureza
hidrofilica, a capacidade de reten¢do de 4gua do alginato estd diretamente relacionada com sua

composi¢do monomérica, condigdes e técnicas de formacgdo do hidrogel.

3.3 Caracterizacao do café soluvel

O café soluvel apresentou teor médio de proteina de 12,76 + 0,24%, e de gordura 0,66 +
0,05%, valor semelhante ao relatado por Budryn e Nebesny (2013) (13,70% - 0,60%) para extrato
de café (Coffea canephora) torrado obtido utilizando a metodologia de 1 g de café para 5,75 mL
de 4dgua fervente por 10 minutos e posterior liofilizagdo. O teor moderado de acidez encontrado no
café soluvel (308,88 + 0,29 mL de NaOH 1N/100 g), sugere um bom controle da torracdo dos

graos, visto que a torracdo excessiva provoca maior degradagdo do 4cido quinico e
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consequentemente o aumento da acidez. Observa-se na Tabela 2 (MATERIAL SUPLEMENTAR)
que o café soluvel utilizado apresentou composig¢ao fisico-quimica semelhante ao estabelecido para
o café soluvel dispostos na RDC n° 277, de 22 de setembro de 2005, da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2005), sendo eles: teores de umidade (méaximo 5%), residuo
mineral fixo (méximo 14%), pH (5,0 £ 0,5) e cafeina (minimo 2%). O teor de fibra soltuvel foi igual
ao relatado por (DIAZ-RUBIO; SAURA-CALIXTO, 2007), que analisaram varios métodos de
extragdo e encontraram 20,20 £ 0,90% de fibra soluvel por 100 gramas de café liofilizado.
Gniechwitz et al. (2007), utilizando a mesma metodologia de digestdo enzimatica,
quantificaram em uma xicara de café (150 mL), preparada com teor médio de 1,6% de po, teores
médios de 0,5 g de fibra alimentar soluvel. Além disso, comprovaram o efeito prebiodtico das fibras
soluveis de café liofilizado em estudo in vivo que investigou a fermentagdo desses polissacarideos
pela microbiota fecal humana. Assim como a inulina, as fibras solaveis do café influenciaram
positivamente o aumento da populagdo de bactérias do grupo Bacteroides - Prevotella e
estimularam a produc¢do de acidos graxos de cadeia curta que desempenham fungdes fisiologicas
benéficas ao organismo, como redu¢do do colesterol, indice glicémico sanguineo, risco de doengas

cardiovasculares e prevencao do cancer.

3.3.1 Compostos fenolicos totais e capacidade antioxidante

O ensaio Folin-Ciocateau pode ser considerado uma avaliagdo da capacidade antioxidante,
pois esse método quantifica o teor de polifendis com base em uma reagdo redox (PRIOR; WU;
SCHAICH, 2005). Observando os resultados representados na Tabela 3 (MATERIAL
SUPLEMENTAR) pode-se inferir que o café solivel utilizado nas formulagdes dos doces
apresentou alto potencial antioxidante. Os resultados sdo semelhantes aos descritos por Vignoli,
Bassoli e Benassi (2011) que avaliaram cafés torra média soluveis e encontraram valores de 13,09
+ 0,17 g acido galico/100 g, 21,03 + 2,25 g de Trolox/100 g e de 19,87 + 1,38 ug/mL para os
ensaios Folin-Ciocateau, ABTS e DPPH ICso, respectivamente. De acordo com Naidu et al. (2008),
a extragdo de compostos antioxidantes do café ¢ barata e segura para a satide dos consumidores,
sendo possivel obter preparagdes secas bastante concentradas de polifendis sem a necessidade de
purificagdo. Além disso, o café torrado, devido as suas caracteristicas agradaveis de sabor,

apresenta grande potencial para adi¢do em diversas formulagdes e para prolongar a vida ttil desses
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produtos alimenticios, especialmente aqueles que contém quantidades significativas de gordura,

suscetiveis a deterioragdo oxidativa (BUDRYN; NEBESNY, 2013).

3.4 Caracterizacao dos doces de leite

Na Tabela 3, estdo apresentadas as caracteristicas fisico-quimicas dos doces de leite com
café produzidos. De acordo com Perrone, Ferrua e Abreu (2006), o aumento da acidez, durante o
processo produtivo do doce de leite ¢ devido a degradacdo de moléculas de lactose, concentracao,
precipitacao de sais de calcio e desfoforilacdo da caseina. De acordo com a Tabela 3, pode-se
observar que as formulagdes de doces de leite /ight com café apresentaram maiores teores de acidez
titulavel, o que foi observado por Guimaraes ef al. (2012), em um trabalho que substituia a sacarose
por sucralose e adicionava a polidextrose na elaboragdo de doce de leite com café.

Todos os doces de leite produzidos apresentaram teores de umidade abaixo do limite
maximo estabelecido (30,0%) pela Portaria n°® 354, de 04 de setembro de 1997, do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), que preconiza o Regulamento Técnico para
Fixacdo de Identidade e Qualidade de Doce de Leite (BRASIL, 1997). Os resultados obtidos para
os teores médios de umidade dos doces de leite /ight com café, 29,46% foram diferentes aos
encontrados por Guimaraes et al. (2012), que encontraram valores maximos de umidade de 21,7%.

Os rendimentos médios de 33,34% dos doces de leite /ight com café foram superiores aos
encontrados por Milagres et al. (2010), que na produgdo de doces de leite com substituig¢do total da
sacarose por sucralose encontraram 29,0%.

Devido a adi¢ao de maiores quantidades de agucar e a producdo com leite integral, os doces
de leite convencionais com caf¢ apresentaram menores teores médios (p<0,05) de umidade
28,54%, maiores teores médios de rendimento de 45,15% e sélidos solaveis de 67%, em
comparagao aos doces de leite /ight de café produzidos. Rocha ef al. (2017) relatam teores médios
de umidade de 32%, rendimento de 46,27% e s6lidos soluveis de 66% em doces de leite com café,

substituindo em 45% o leite por soro lacteo.
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Tabela 3 — Composicao fisico-quimica dos doces de leite convencional e /ight com café produzidos

Parametros DCPL DCPM DLPL DLPM
Acidez titulavel (%) 0,27 £ 0,00b 0,27 +0,01b 0,29 +0,00a 0,29 + 0,00a
Rendimento (%) 45,28 +0,34a 45,02 +0,23a 33,23 £0,21b  33,45+0,28b
Umidade (%) 28,63+ 0,15b  28,46+£0,02b  29,47+0,03a 29,45+ 0,03a
Sélidos soluveis (%) 67,00+ 0,00a  67,00£0,00a 65,00+ 0,00b 65,00+ 0,00b
Aw 0,83 +0,02b 0,84 +0,01b 0,85+ 0,01a 0,85 +0,08a
Minerais (%) 1,66 + 0,03b 1,98 £ 0,02a 1,80 £ 0,01b 1,99 £0,01a
Proteinas (%) 6,76 = 0,05b 6,75+0,11b 7,21 £0,02a 7,25 £ 0,64a
Gorduras (%) 7,55 +0,10a 7,69 +0,01a 4,83 £0,01b 4,76 + 0,15b
Fibra soluvel (%) 0,35+ 0,15b 0,35 +0,22b 0,37+0,21a 0,37+ 0,31a

Valor calorico

(kcal.100 g!)

315,61 £1,29a 315,30+0,49a 297,52 +2,05b 296,71 +2,60b

Acucares Totais (%) 53,22+0,16a 53,58 £0,39a  42,83+0,29b 43,36 = 0,48b

DCPL: Doce de leite com café convencional adicionado de L. paracasei livres; DCPM: Doce de leite com
café convencional adicionado de L. paracasei microencapsulados; DLPL: Doce de leite com café light
adicionado de L. paracasei livres e; DLPM: Doce de leite com café /ight adicionado de L. paracasei
microencapsulados. Médias seguidas de mesmas letras mintisculas na linha ndo diferem entre si pelo teste
Scott-Knott (p>0,05).

Fonte: Da autora (2021).

A atividade de agua ¢ uma medida qualitativa da agua disponivel (livre) no alimento,
passivel de ser utilizada em reagdes de deterioracdo oxidativa, reagdes enzimaticas € no
crescimento de microrganismos. A substituicdo em 8% da sacarose por sucralose e a utilizacdo do
leite semidesnatado na produgdo dos doces /ight provocou uma diminui¢do nos teores de sélidos
soliveis da mistura, o que influenciou a atividade de agua dos doces, que apresentou média de 0,83
para os doces convencionais e de 0,85 para os light. De acordo com Franco e Landgraf (1996) e
Rocha et al. (2017), a maioria das bactérias patogénicas apresentam dificuldades de se
desenvolverem em produtos com atividade de 4agua inferiores a 0,90. Considerando a faixa de
atividade de agua dos doces produzidos e o valor da atividade de 4gua limitante para os fungos
deterioradores (0,70), pode-se inferir, segundo Ferramondo ef al. (1984), que os doces produzidos
apresentam caracteristicas facilitadoras para o desenvolvimento de fungos e leveduras se forem

mal estocados em temperaturas elevadas por longos periodos ou mal envasados.



98

Segundo o descrito na Portaria n° 354, de 04 de setembro de 1997, do MAPA (BRASIL,
1997), o requisito proteina dos doces de leite produzidos estdo em consonancia aos estabelecidos
pela legislacdo (6 a 9%), os teores de proteinas variaram entre 6,75 — 7,25%. Os doces de leite
convencionais com café¢ apresentaram os teores de gordura de 7,55 e 7,69% de acordo com a
legislacao que estabelece teores entre 6 a 9% de gordura. J4 os doces de leite /ight com café, devido
a utilizagao do leite semidesnatado na elaboragdo dos doces, apresentaram teores menores, 4,83 e
4,76% e, segundo a RDC n° 54, de 12 de novembro de 2012, pode ser considerado um alimento
“reduzido em” ou “/ight” pois apresentou a redu¢do minima de 25% nos conteudos de gorduras em
relacdo ao produto convencional (ANVISA, 2012). A reducdo nos teores de gordura foi em média
de 37,00%.

Os teores médios de minerais também ficaram dentro do limite estabelecido pela legislacdo
(menor que 2%). Observa-se na Tabela 6 que as concentragdes de minerais foram maiores 1,98%
e 1,99% nos doces de leite contendo as microesferas de alginato de calcio, e isso se deve
provavelmente pela presenca dos ions cdlcio utilizados na microencapsulacdo. Com relagdo a
substituicdo do acucar pelo edulcorante e do leite integral pelo semidesnatado, ndo foram
observadas diferencas significativas. Os teores de minerais nos doces de leite com café, sem a
adicao de microesferas, foram semelhantes aos relatados por Perrone, Stephani e Neves (2011) e
Rocha et al. (2017), 1,70% e 1,69%, respectivamente.

Os teores de fibra soltivel foram estatisticamente maiores para os doces de leite /ight com
café. A utilizagdo do café soluvel agregou valor nutricional aos doces, aumentando o teor de fibras
soluveis.

Os valores caldricos foram maiores (p<0,05) na formulagdo sem a substitui¢ao do agtcar e
com o leite integral e os valores caloricos médios para o doce de leite convencional foi de 315,45
Kcal.100 g'!, enquanto para a formulagdo de doce de leite light foi de 297,11 Kcal.100 g'. Os
valores caldricos encontrados para os doces /ight foram semelhantes aos relatados por Guimaraes
et al. (2012). Os doces de leite /ight com café apresentaram menores valores de actcares totais, em
média 43,09% de agucares, em comparagdo aos doces de leite convencionais com café em média
de 53,40%. Essa diferenca resultou na diminui¢do de 19,30% no teor de agicares nos doces de

leite.
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3.5 Caracterizacao fisica dos doces

Os parametros de cor dos doces de leite produzidos sdo mostrados na Tabela 4. As
formulacdes de doce de leite /ight com café apresentaram um valor de luminosidade L* (32,34 —
32,82) menor quando comparados aos doces de leite convencionais com café (37,31 — 37,65). Os
valores de L* menores indicam que os doces de leite /ight com café apresentaram uma coloracao
mais escura em comparagdo ao doce de leite convencional. A colora¢do dos doces de leite com
café ¢ proveniente do café soluvel utilizado e da reagdo de Maillard, sendo assim, a substitui¢ao
parcial do agucar, a utilizacdo do leite semidesnatado e o menor rendimento poderiam ter
influenciado na concentragdao do café soluvel utilizado no doce e consequentemente na cor mais

escura dos doces de leite /ight com cafg.

Tabela 4 — Parametros de cor L*, a*e b* dos doces de leite produzidos.

Parametros DCPL DCPM DLPL DLPM
L* 37,31 £0,01b  37,65+0,0la 32,34+0,08d 32,82+0,10c
a* 10,30 £0,10a 9,76 £ 0,01b 9,09 +0,27¢ 9,26 +£0,10c
b* 25,41 +0,10a 25,33 +0,05a 18,15+0,34b 18,50+ 0,10b

DCPL: Doce de leite com café convencional adicionado de L. paracasei livres; DCPM: Doce de leite com
café convencional adicionado de L. paracasei microencapsulados; DLPL: Doce de leite com café light
adicionado de L. paracasei livres e; DLPM: Doce de leite com café /ight adicionado de L. paracasei
microencapsulados. Médias seguidas de mesmas letras minusculas na linha nao diferem entre si pelo teste
Scott-Knott (p>0,05).

Fonte: Da autora (2021).

E possivel observar também variagdes significativas dentro da mesma formulagdo, todos os
doces que receberam as microesferas apresentaram coloragdo mais clara, isso se deve a cor das
microesferas que elevaram o parametro L* das amostras avaliadas. O parametro b* varia de
amarelo (+) a azul (-). Os valores obtidos para os pardmetros b* (25,41 — 18,15) e parametro a*
(9,09 — 10,30) mostram que o doce de leite com café é um produto com tendéncia para o amarelo
e vermelho, com predominio do amarelo, devido aos maiores valores de b*. E possivel observar
também variagdes significativas dentro da mesma formulagdo, todos os doces que receberam as
microesferas apresentaram coloragdo mais clara.

Os resultados encontrados para o parametro L* -30,16, a* -10,38 e b* -13,22, por Rocha et

al. (2017) foram diferentes aos encontrados neste trabalho. Rocha ef al. (2017) substituiram o leite
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por soro de leite nas formula¢des dos doces de leite com café, o que poderia justificar uma menor
luminosidade. Ranalli, Andrés e Califano, (2012), analisando doces de leite com valor calorico
reduzido, encontraram valores diferentes aos relatados de L* 50,40 - 37,9, a* 8,15 - 9,07 e b* de
26,10 - 20,10. Gaze et al. (2015) avaliaram marcas comerciais brasileiras e encontraram valores
médios para L* 48,59 — 62,11, a* 13,60 — 16,90 e para o b* 17,89 — 27,70. De acordo com Rocha
et al. (2017), a cor do doce de leite representa um padrdo regional e mesmo no doce de leite
tradicional havera diferenca marcante na cor.

Na Tabela 5 estdo apresentados os parametros avaliados de textura para as amostras de doce
de leite convencional e doce de leite light com café adicionados de L. paracasei livres e

microencapsulados.

Tabela 5 — Dureza, adesividade, elasticidade, coesividade e gomosidade dos doces de leite
produzidos.

Parametro DCPL DCPM DLPL DLPM
Dureza (g) 121,76 £ 8.82a 120,12 + 18,28a 78,90 + 1,30b 75,71 £11,13b
Adesividade -374,5+£22,58b -392,73+29.68b -236,30+5,57a -262,83 +£29.,75a

(gs™)
Elasticidade 0,84 = 0,04a 0.81+0.11a 0.83+0,01a 0,80 + 0,02a
Coesividade 0,81 +0,01a 0,78 + 0,04a 0,78 + 0,07a 0,75 + 0,02a

Gomosidade 98,46 + 8,25a 93,64 + 14,55a 61,85 +4,86b 56,04 + 6,80b

DCPL: Doce de leite com café convencional adicionado de L. paracasei livres; DCPM: Doce de leite com
café convencional adicionado de L. paracasei microencapsulados; DLPL: Doce de leite com café light
adicionado de L. paracasei livres e; DLPM: Doce de leite com café /ight adicionado de L. paracasei
microencapsulados. Médias seguidas de mesmas letras mintsculas na linha nao diferem entre si pelo teste
Scott-Knott (p>0,05).

Fonte: Da autora (2021).

A adicao das microesferas nos doces de leite /ight e no doce de leite convencional com café
ndo influenciou significativamente na textura dos doces. Os doces de leite convencionais
apresentaram maiores valores (p<0,05) de dureza e de gomosidade em comparagao aos doces de
leite /ight com café. Pode-se inferir que maiores valores de umidade e de atividade de 4gua nas
amostras /ight influenciaram na dureza dos doces e consequentemente na gomosidade, que ¢ o
produto da dureza pela coesividade. Os doces de leite /ight com café apresentaram maior

adesividade em relacdo aos doces convencionais, mostrando requerer um trabalho maior para



101

superar as forcas atrativas entre a superficie do alimento e outras superficies em que o alimento
entra em contato ou, ainda, maior for¢a requerida para remover o alimento que aderiu ao céu da
boca, geralmente o palato, mas também labios e dentes durante a mastigagao (FOX et al., 2000).
Pode-se observar na Tabela 5 que as amostras de doce de leite convencionais com café
apresentaram valores médios de dureza de 120,94, adesividade de -383,61, elasticidade de 0,82,
coesividade de 0,79 e de gomosidade 96,05, proximos aos relatados por Rocha et al. (2017) para
doces de leite convencionais com café, de 130,8 para dureza, -366,7 para adesividade, 0,93 para

elasticidade, 0,64 para coesividade e 82,30 para gomosidade.

3.6 Alteracoes durante o armazenamento

3.6.1 Atividade de agua

Durante o armazenamento por 90 dias a 4 °C ndo foram observadas diferencas significativas
na atividade de agua dos doces de leite. O doce de leite convencional com probidticos livres
manteve a atividade de 4gua na faixa de 0,8391 e o doce de leite convencional com probidticos
microencapsulados em 0,8406. Também nao foram observadas diferencas significativas na
atividade de agua dos doces de leite /ight com probioticos livres que se mantiveram na faixa de
0,8515 e nem para os doces de leite /ight com probidticos microencapsulados em 0,8523.

Os resultados corroboram com Aragon-Alegro et al. (2007), que ndo observaram durante o
armazenamento de mousse de chocolate adicionado de L. paracasei diferencas significativas na

atividade de agua, e com Rocha et al. (2007).

3.6.2 Acidez titulavel

Na Tabela 6 estdo apresentados os teores de acidez dos doces de leite com café durante o
armazenamento por 90 dias a 4 °C. Apods 90 dias a acidez dos doces de leite convencional e light
contendo probidticos microencapsulados ficaram em 0,37%, enquanto nos doces de leite
convencionais contendo os probioticos livres ficaram em 0,38% e no doce de leite /ight em 0,39%.

A acidez do doce de leite manteve-se em niveis aceitdveis. Apresentou pequenas variagdes

de no maximo 0,11% em relag¢do a acidez inicial. Rocha et al. (2017) observaram mudancas no
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teor de acidez dos doces de leite com substituicao parcial do leite por soro com café durante o
armazenamento. Inicialmente a acidez do doce de leite com café era de 0,45% e durante o

armazenamento por 120 dias caiu para 0,34%.

Tabela 6 — Teores de acidez titulavel (%) em formulacdes de doce de leite com café produzidas

durante o periodo de armazenamento a 4 °C.

Acidez tituldvel (%) DCPL DCPM DLPL DLPM
0 0,27 +0,02Fb 0,27 +0,00Eb 0,29 + 0,00Ea 0,29 + 0,01Fa
15 0,29+ 0,01Eb 0,29 +0,00Db 0,31 +0,00Da 0,31 + 0,00Da
30 0,29+ 0,00Eb 0,30 +0,01Cb 0,31 +0,00Da 0,31 + 0,00Da
45 0,30 +0,00Db 0,30 +0,00Cb  0,34+0,01Ca 0,34+ 0,00Ca
60 0,32+0,01Cd  0,33+0,00Bc  0,34+0,01Cb 0,36+ 0,00Ba
75 0,34+0,02Bb 0,34+ 0,00Bb  0,37+0,00Ba 0,36 + 0,00Ba
90 0,38 +0,00Aa 0,37+0,01Ac 0,39 +0,00Ab 0,37 +0,01Ac

DCPL: Doce de leite com café convencional adicionado de L. paracasei livres; DCPM: Doce de leite com
café convencional adicionado de L. paracasei microencapsulados; DLPL: Doce de leite com café light
adicionado de L. paracasei livres e; DLPM: Doce de leite com café /ight adicionado de L. paracasei
microencapsulados. Médias seguidas de mesmas letras maiusculas na coluna e minusculas na linha nao
diferem entre si pelo teste Scott-Knott (p>0,05).

Fonte: Da autora (2021).

3.6.3 Avaliacio microbiolégica

Durante o armazenamento dos doces de leite /ight e convencional adicionados de
probidticos livres ou microencapsulados foram realizadas as analises microbiologicas preconizadas
pela Portaria n® 354, de 04 de setembro de 1997 (BRASIL, 1997), e pela RDC n° 12, de 2 de janeiro
de 2001 (ANVISA, 2001), e suas respectivas contagens estdo representadas nas Tabelas 7 e 8. Na
Tabela 6, a contagem de coliformes totais e Salmonella sp. em todas as formulagdes dos doces de

leite, realizada quinzenalmente por um periodo de 90 dias, atendeu aos requisitos da legislagao.
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Tabela 7 - Padrdo microbioldgico para coliformes totais e Salmonella sp. dos doces de leite
convencional e /ight com probioticos livres e microencapsulados durante o tempo de
armazenamento 90 dias a 4 °C.

Tempo Coliformes Totais Salmonella sp. (UFC/g)
(dias) (NMP/g)
DCPL DCPM DLPL DLPM | DCPL DCPM DLPL DLPM
0 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0 Aus. Aus. Aus. Aus.
15 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0 Aus. Aus. Aus. Aus.
30 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0 Aus. Aus. Aus. Aus.
45 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0 Aus. Aus. Aus. Aus.
60 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0 Aus. Aus. Aus. Aus.
75 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0 Aus. Aus. Aus. Aus.
90 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0 Aus. Aus. Aus. Aus.
Maiximo 5x10! Ausente
permitido

DCPL: Doce de leite com café convencional adicionado de L. paracasei livres; DCPM: Doce de leite com
café convencional adicionado de L. paracasei microencapsulados; DLPL: Doce de leite com café light
adicionado de L. paracasei livres e; DLPM: Doce de leite com café /ight adicionado de L. paracasei
microencapsulados. Aus.: Ausente. NMP/g: Numero Mais Provavel por grama e; UFC/g: Unidades
Formadoras de Col6nias por grama.

Fonte: Da autora (2021).

Na Tabela 8 estdo apresentadas as contagens de Staphylococcus coagulase positiva e fungos
e leveduras nos doces de leite convencional e light adicionados de probioticos livres ou
microencapsulados. As contagens realizadas quinzenalmente nos doces de leite por um periodo de

90 dias atenderam as exigéncias da legislagao.



104

Tabela 8§ - Padrao microbiologico para Staphylococcus coagulase positiva e fungos e leveduras dos
doces de leite convencional e /ight com probioticos livres e microencapsulados durante
o tempo de armazenamento 90 dias a 4 °C.

Tempo Staphylococcus Fungos e
(dias) coagulase positiva (UFC/g) leveduras (UFC/g)
DCPL DCPM DLPL DLPM | DCPL DCPM DLPL DLPM
0 <1x10' <1x10' <Ix10! <1x10'| <1x10! <1Ix10' <I1x10' <1x10!

15 <Ix10' <1x10' <1x10! <IxI0'|<1x10! <1x10' <Ix10' < 1x10!
10 <Ix10' <1x10' <1x10! <IxI0'|<1x10! <I1x10' <Ix10' < 1x10!
45 <Ix10' <1x10' <1x10! <IxI0'|<1x10! <I1x10' <Ix10' < 1x10!
60 <Ix10' <1x10' <1x10! <IxI0'|<1x10! <1x10' <Ix10' < 1x10!
75 <Ix10!  <1x10! <1x10! <1x10!' | <1x10' < 1x10' <I1x10' <1x10!
920 <Ix10' <1x10' <1x10! <IxI0'|<1x10! <I1x10' <Ix10' < 1x10!

Maximo 1x10? 1x10?

permitido

DCPL: Doce de leite com café convencional adicionado de L. paracasei livres; DCPM: Doce de leite com
café convencional adicionado de L. paracasei microencapsulados; DLPL: Doce de leite com café light
adicionado de L. paracasei livres e; DLPM: Doce de leite com café /ight adicionado de L. paracasei
microencapsulados. UFC/g: Unidades Formadoras de Coldnias por grama.

Fonte: Da autora (2021).

Apesar da baixa temperatura de envase (50 °C) para a adicdo dos probioticos livres e
microencapsulados, a esterilizacdo dos potes foi suficiente para evitar a contaminagdo dos doces.
Martinez et al. (1990) recomendam, para condi¢des industriais de fabricacdo de doce de leite, a
temperatura minima de envase de 50 °C, pois abaixo desta temperatura, problemas microbiologicos
sdo inevitaveis e a viscosidade torna-se elevada, dificultando o processo. Os resultados obtidos
foram aos iguais aos relatados por Rocha ef al. (2017), que mostram que os doces de leite com café
estavam dentro do padrao exigido pela legislacao.

Hentges et al. (2010) mostraram a sobrevivéncia de bactérias patogénicas no doce de leite
por até 30 dias, tornando esse produto um potencial portador de Salmonella typhimurium, Listeria
monocytogenes, Escherichia coli e Staphylococcus aureus. O processamento do doce de leite
resulta em um produto com vida util longa devido a sua baixa atividade de dgua. Boas praticas de
fabricacdo ajudam a tornar o produto mais seguro, mas o fracionamento e a produgao artesanal sem

as devidas condi¢des de higiene podem causar contaminacao (HENTGES et al., 2010).
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3.7 Viabilidade das células livres e microencapsuladas de L. paracasei nos doces de leite

durante o armazenamento

Na Figura 2 estdo representadas as contagens de L. paracasei em unidades formadoras de

coldnias por grama de doce de leite, nos respectivos dias de armazenamento.

Figura 2 - Contagem (log UFC/g) de L. paracasei livre e microencapsulados em doces de leite /ight
e convencional com café durante o periodo de 90 dias.
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DCPL: Doce de leite com café convencional adicionado de L. paracasei livre; DCPM: Doce de leite com
café convencional adicionado de L. paracasei microencapsulado; DLPL: Doce de leite com café light
adicionado de L. paracasei livre e; DLPM: Doce de leite com café light adicionado de L. paracasei

microencapsulado.
Fonte: Da autora (2021).

Observa-se que na Figura 2, no tempo de vida util 0, a ingestdo de uma porcao didria do
doce de leite (uma colher — 20 g) com células livres ou microencapsuladas ¢ capaz de fornecer em
média 3,8x10° UFC/por¢do de probidticos. A legislagdo brasileira recomenda uma dose minima de
probidticos entre 10® e 10° UFC/porgao diaria do produto, para obter os efeitos benéficos a satide

(ANVISA, 2008). Duas colheres de 20 gramas de doce de leite iriam fornecer 7,7x10° UFC/40 g,
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quantidade semelhante as relatadas por Mizock (2015) para Yakult (Yakult USA, Inc.), 8 bilhdes
de bactérias ativas (L. casei) por frasco com 80 mL.

Ao término do tempo de vida util do doce de leite com café com probioticos
microencapsulados, uma colher (20 g) forneceria 2,7x10% UFC/por¢do de L. paracasei viaveis,
quantidade estabelecida por porcao didria segundo a ANVISA. A grande vantagem de se consumir
o doce de leite com probiodticos microencapsulados € o tempo de vida 1til do produto, 90 dias em
temperatura de refrigeragdo, em comparagdo aos leites fermentados (30 — 40 dias).

A viabilidade inicial de L. paracasei foi maior nos doces de leite /ight contendo probioticos
microencapsulados ou nao. Isso se deve ao fato do rendimento dos doces de leite /ight serem
menores com relacdo aos doces de leite convencional, concentrando os probidticos que foram
adicionados em quantidades iguais. A viabilidade de L. paracasei no doce de leite convencional
adicionado de células livres diminuiu 2,04 ciclos logaritmicos durante o periodo de
armazenamento. J4 o doce de leite convencional adicionado de microesferas probioticas apresentou
1,11 ciclos logaritmicos de diminui¢do. Nos doces de leite /ight com café foi observado o mesmo
comportamento, diminui¢do de 2,26 ciclos logaritmicos nos doces adicionados de células livres e
de 1,23 ciclos logaritmicos nos doces com L. paracasei microencapsulados.

Ao término do tempo de vida 1til do produto, os doces com probidticos microencapsulados
(convencional — 7,16 log UFC/g e light — 7,11 log UFC/g) apresentaram as maiores contagens e
mantiveram a viabilidade na quantidade preconizada de 107 unidades formadoras de colonia por
grama de produto final (UFC/g).

A microencapsulacdo manteve a viabilidade das cepas de L. paracasei microencapsuladas
em 85,90% em média e evitou perdas médias de 0,98 ciclo logaritmico durante os 90 dias de
armazenamento a 4 °C. Nao foram observadas diferencas significativas entre os doces de leite light
e os doces de leite convencional com café contendo microesferas de L. paracasei, dessa forma
podendo-se inferir que a composi¢do quimica dos doces light e convencional ndo interferiram na
viabilidade da cepa.

Os resultados apresentados corroboram com Brinques e Ayub (2011), que observaram
perda de viabilidade de 0,55 ciclos logaritmicos de L. plantarum imobilizados em alginato a 3%
revestido com quitosana, durante 38 dias de armazenamento, € com Ribeiro et al. (2014) que em

iogurtes contendo L. acidophilus LA-5 microencapsulados atenderam aos padrdes estabelecidos
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pela legislagdo para probiodticos no final da vida 1til, com contagens de 3,16 x 10° e 2,24 x 10°
UFC na porg¢ao de 200 gramas, respectivamente.

Vinderola et al. (2000) avaliaram o queijo Fresco Argentino como transportador alimentar
para culturas probioticas de bifidobactérias, L. acidophilus e L. casei, e as cepas sobreviveram
satisfatoriamente até 60 dias. O queijo Minas também foi testado como veiculo para L. paracasei
e para L. acidophilus (BURITI et al., 2005; BURITI; ROCHA; SAAD, 2005) ¢ a viabilidade foi

mantida até 60 dias.

3.8 Viabilidade das cepas livres e microencapsuladas nos doces de leite em condicdes

gastrointestinais simuladas

Na Tabela 9, ap6s 30 dias de armazenamento, estdo representadas as viabilidades das cepas
livres e microencapsuladas de L. paracasei adicionadas aos doces de leite convencional ou light

com café durante as condigdes gastrointestinais simuladas.

Tabela 9 — Viabilidade (log UFC/g) das cepas livres ou microencapsuladas de L. paracasei
adicionadas aos doces de leite convencional ou light com café as condig¢Oes
gastrointestinais, ap6s 30 dias de armazenamento a 4 °C.

Tempo de Formulacoes de doces de leite com café
digestao DCPL DCPM DLPL DLPM
(minutos) (log UFC/g) (log UFC/g) (log UFC/g) (log UFC/g)
0 7,68 +0,21Aa 7,81 £0,0l1Aa 7,46+ 0,00Ab 7,51 £0,07Ab
120 7,14+ 0,00Bb 7,47+0,15Ba 7,11 £0,05Bc 7,20 = 0,08Bb
240 6,99 +0,01Cc  7,29+0,15Ca 6,99 +0,01Cc 7,10+ 0,08Bb

DCPL: Doce de leite com café convencional adicionado de L. paracasei livres; DCPM: Doce de leite com
café convencional adicionado de L. paracasei microencapsulados; DLPL: Doce de leite com café light
adicionado de L. paracasei livres e; DLPM: Doce de leite com café /ight adicionado de L. paracasei
microencapsulados. Médias seguidas de mesmas letras maiusculas na coluna e minusculas na linha nao
diferem entre si pelo teste Scott-Knott (p>0,05).

Fonte: Da autora (2021).

Na Figura 3 ¢ possivel observar que as viabilidades das cepas livres diminuiram em média
0,58 log UFC/g quando presentes nos doces convencionais € nos doces de leite /ight com café.

Quando microencapsuladas, essas cepas se mostraram mais resistentes as condigdes
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gastrointestinais e apresentaram diminui¢des médias de 0,46 log UFC/g. Em 120 minutos de
digestdo, em condi¢Oes gastricas, as cepas de L. paracasei livres nos doces de leite light ou
convencional diminuiram mais, em média 0,44 log UFC/g, em relagdo as condicdes entéricas, em
média 0,135 log UFC/g. O mesmo comportamento foi observado para as cepas microencapsuladas,
em ambiente acido 0,32 log UFC/g e em ambiente intestinal 0,14 log UFC/g. O doce de leite como
matriz para transportar cepas probiodticas melhorou sua sobrevivéncia durante a passagem
gastrointestinal. Isso ¢ devido ao efeito tampao do alimento no estdbmago, aumentando o pH para

aproximadamente 4,5 (TULUMOGLU et al., 2014).

Figura 3 — Contagem (log UFC/g) de L. paracasei livres e microencapsulados em doces de leite
light e convencional com café submetidos as condigdes gastricas simuladas, apos o
periodo de 30 de dias de armazenamento.
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DCPL: Doce de leite com café convencional adicionado de L. paracasei livres; DCPM: Doce de leite com
café convencional adicionado de L. paracasei microencapsulados; DLPL: Doce de leite com café light
adicionado de L. paracasei livres e; DLPM: Doce de leite com café light adicionado de L. paracasei

microencapsulados.
Fonte: Da autora (2021).

Estes resultados corroboram com Li et al. (2018), que avaliaram a sobrevivéncia de
Lactobacillus rhamnosus microencapsulados em uma matriz de alginato, com microesferas de

tamanho semelhante as encontradas neste trabalho, sob suco gastrico simulado (pH 2,5 e 3,6), suco
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intestinal (0,3% e 2% de sal biliar) e armazenamento a 4 ° C e concluiram que as cepas diminuiram
mais em condigdes gastricas do que em condicdes intestinais. Os mesmos autores concluiram que
protecdo das cepas microencapsuladas foram significativamente maiores do que as de células
livres.

Na Tabela 10 e Figura 4 estdo representadas as viabilidades das cepas apos 60 dias de
armazenamento em 4 °C. As células livres de L. paracasei em doces de leite convencional e light
sob condi¢des gastrointestinais diminuiram em média 0,51 log UFC/g e as microencapsuladas em
média 0,41 log UFC/g. Todos os outros estudos (ALBERTINI et al., 2011; COOK et al., 2011;
GHARSALLAOUI et al., 2007, SABIKHI et al., 2010) relataram sobrevivéncia melhorada de
Lactobacillos e Bifidobactérias em um ambiente gastrointestinal como um resultado do

encapsulamento de alginato.

Tabela 10 — Viabilidade (log UFC/g) das cepas livres ou microencapsuladas de L. paracasei
adicionadas aos doces de leite convencional ou light com café as condig¢Oes
gastrointestinais, apos 60 dias de armazenamento a 4 °C.

Tempo de Formulacées de doces de leite com café
digestao DCPL DCPM DLPL DLPM
(minutos) (log UFC/g) (log UFC/g) (log UFC/g) (log UFC/g)
0 7,17+ 0,00Ab 7,58 +0,11Aa 7,14 +0,00Ab 7,18 +0,07Ab
120 6,99 +0,01Bb 7,32+0,02Ba 6,99 +0,06Bb 6,95+ 0,00Bb
240 6,66 +0,01Cb  7,14+0,07Ca 6,63 +0,14Cb 6,79 +0,04Cb

DCPL: Doce de leite com café convencional adicionado de L. paracasei livres; DCPM: Doce de leite com
café convencional adicionado de L. paracasei microencapsulados; DLPL: Doce de leite com café light
adicionado de L. paracasei livres e; DLPM: Doce de leite com café /ight adicionado de L. paracasei
microencapsulados. Médias seguidas de mesmas letras maitisculas na coluna e minusculas na linha nio
diferem entre si pelo teste Scott-Knott (p>0,05).

Fonte: Da autora (2021).
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Figura 4 - Contagem (log UFC/g) de L. paracasei livre e microencapsulados em doces de leite light
e convencional com café¢ submetidos as condi¢des gastricas simuladas, apds o periodo
de 60 de dias de armazenamento.
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DCPL: Doce de leite com café convencional adicionado de L. paracasei livres; DCPM: Doce de leite com
café convencional adicionado de L. paracasei microencapsulados; DLPL: Doce de leite com café light
adicionado de L. paracasei livres e; DLPM: Doce de leite com café light adicionado de L. paracasei
microencapsulados.

Fonte: Da autora (2021).

Ap6s 90 dias de armazenamento a 4 °C observa-se na Tabela 11 que os doces de leite
convencional ou /ight com café adicionados com células microencapsuladas de L. paracasei
apresentaram as viabilidades desejaveis de 6,41 e de 6,60 log UFC/g, respectivamente.

As contagens médias de 6,50 log UFC/g em condigdes gastrointestinais simuladas sdo o
suficiente para a alegacdo de produto funcional. O consumo de uma colher (20 g/por¢ao diaria) do
doce de leite com probidticos microencapsulados forneceriam 6,3x107 UFC/20 g de L. paracasei,

apods passagem pelas condicdes adversas do trato gastrointestinal simulado.
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Tabela 11 — Viabilidade (log UFC/g) das cepas livres ou microencapsuladas de L. paracasei
adicionadas aos doces de leite convencional ou light com café as condig¢Oes
gastrointestinais, ap6s 90 dias de armazenamento a 4 °C.

Tempo de Formulacées de doces de leite com café
digestio DCPL DCPM DLPL DLPM
(minutos) (log UFC/g) (log UFC/g) (log UFC/g) (log UFC/g)
0 6,12+ 0,08Ab 7,14+0,07Aa 6,10£0,01Ab 7,11 £0,07Aa
120 596 +0,10Bb 6,89+ 0,09Ba 6,04 +£0,04Bb 6,88+ 0,01Ba
240 5,38+£0,00Cb 6,41 £0,00Ca  5,25+0,00Cb 6,60+ 0,00Ca

DCPL: Doce de leite com café convencional adicionado de L. paracasei livres; DCPM: Doce de leite com
café convencional adicionado de L. paracasei microencapsulados; DLPL: Doce de leite com café light
adicionado de L. paracasei livres e; DLPM: Doce de leite com café /ight adicionado de L. paracasei
microencapsulados. Médias seguidas de mesmas letras maitsculas na coluna e minusculas na linha nao
diferem entre si pelo teste Scott-Knott (p>0,05).

Fonte: Da autora (2021).

Na Figura 5 os doces de leite convencional e /ight com café contendo o probiotico livre, em
90 dias de armazenamento, as contagens nas simula¢des gastrointestinais foram de 5,38 UFC/g e
de 5,25 log UFC/g, respectivamente. Essas quantidades ndo seriam suficientes para a alegagao de
alimento funcional. Sendo assim, o tempo de vida 1til do doce de leite convencional ou /ight com
L. paracasei livres deveria ser de 60 dias, momento em que as contagens em condi¢des
gastrointestinais estariam em 6,66 e 6,63 log UFC/g, respectivamente.

As diminui¢des na viabilidade L. paracasei livres foram em média de 0,79 log UFC/g e nos

doces convencional e /ight com células microencapsuladas de 0,62 log UFC/g.
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Figura 5 - Contagem (log UFC/g) de L. paracasei livres e microencapsulados em doces de leite
light e convencional com café submetidos as condi¢des gastricas simuladas, apos o
periodo de 90 de dias de armazenamento.
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DCPL: Doce de leite com café convencional adicionado de L. paracasei livres; DCPM: Doce de leite com
café convencional adicionado de L. paracasei microencapsulados; DLPL: Doce de leite com café light
adicionado de L. paracasei livres e; DLPM: Doce de leite com café light adicionado de L. paracasei

microencapsulados.
Fonte: Da autora (2021).

Pode-se inferir que as formulagdes /ight e convencional contendo as microesferas
apresentam-se como melhor veiculo para L. paracasei. A formulagao /ight apresenta uma melhor
opg¢ao para quem busca saudabilidade, pois contém menores teores de gorduras, agucares € maiores

teores de fibras dietéticas soluveis provenientes do café.

4 CONCLUSAO

O presente estudo mostrou que a microencapsulagdo através da técnica de gelificacdo idnica
externa com atomizacdo por ar pressurizado foi eficiente para conferir protecdo e manter a
viabilidade de L. paracasei em doces de leite convencional e /ight com café. Foi possivel elaborar

doces de leite /ight com café para a entrega de células microencapsuladas de L. paracasei com
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reducao de 19,30% no teor de acucares e de 37,13% no teor de gordura. Durante o armazenamento
por 90 dias a 4 °C, o padrao microbioldgico para coliformes totais, Salmonella sp, Staphylococcus
coagulase positiva e fungos e leveduras dos doces de leite atenderam aos requisitos da legislacao,
ndo foram observadas diferengas significativas na atividade de agua e a acidez se manteve em
niveis aceitaveis, apresentando pequenas variagdes de no maximo 0,11% em relacdo a acidez
inicial. A adi¢ao das microesferas nos doces de leite ndo influenciou significativamente na textura
dos doces. Todos os doces que receberam as microesferas apresentaram colora¢do mais clara e o
parametro L* das amostras avaliadas foram elevados.

As contagens de L. paracasei inicial nos doces de leite com café foram em média de 8,28
log UFC/g € uma porgio (20 g) forneceria 3,8x10° UFC de L. paracasei. Ao término do tempo de
vida util do produto, 90 dias de armazenamento a 4 °C, os doces de leite com café convencional ou
light com células microencapsuladas forneceriam em média 2,7x10® UFC/por¢do de L. paracasei
¢ a viabilidade foi mantida na quantidade preconizada de 10° - 108 UFC/porgio.

As células adicionadas aos doces de leite foram testadas em condi¢des gastricas e ao
término do armazenamento, células aprisionadas tiveram suas viabilidades mantidas em 6,50 log
UFC/g. A recomendacao didria para o consumo de doce de leite com café¢ adicionado de L.
paracasei microencapsulados é de uma porg¢do de 20 gramas, que forneceria 6,3x10” UFC de L.
paracasei, apOs passagem pelas condi¢gdes adversas do trato gastrointestinal simulado.

Foi possivel desenvolver uma sobremesa com grande potencial de mercado, alegacdo de

produto funcional e com redu¢@o de gorduras e agucares e vida de prateleira de 90 dias.
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Tabela 1 — Composicao fisico-quimica do leite em po6 integral e do leite semidesnatado, utilizados
nas formula¢des dos doces de leite.

Requisitos Leite em po Instrucdo Normativa n°
integral 53 (BRASIL, 2018)
Gordura (%) 27,36 Maior ou igual a 26,0
Umidade (%) 3,24 Maximo 5,0
Proteinas no ESD (%) 37,08 Minimo 34
Acidez (ml NaOH 0,1N/10 g solidos nao 16,56 Maximo 18,0
gordurosos)
Leite em pé Instrucdo Normativa n°
semidesntado 53 (BRASIL, 2018)
Gordura (%) 13,01 Maior a 1,5 e menor a 26,0
Umidade (%) 3,69 Maximo 5,0
Proteinas no ESD (%) 38,02 Minimo 34
Acidez (ml NaOH 0,1N/10 g s6lidos nao 16,12 Maximo 18,0

gordurosos)

Fonte: Da autora (2021).

Tabela 2 — Composicao fisico-quimica do café soltuvel utilizado na formulacao dos doces de leite.

Composicao fisico-quimica (%) RDC N° 277 (ANVISA, 2005)
pH 5,4+0,01 50+0,5
Umidade 2,01 £0,05 Maximo de 5%
Proteina 12,76 £ 0,24 -
Residuo mineral fixo 7,36 £0,17 Maximo de 14%
Extrato etéreo 0,66 £ 0,05 -
Cafeina 2,83+0,11 Minimo 2%
Acidez titulavel (mL de NaOH 1N/ 100 g) 308,88 £ 0,29 -
Fibra alimentar soluvel 19,54 £ 2,20 -

Fonte: Da autora (2021).
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Tabela 3 — Compostos fendlicos totais por Folin—Ciocalteu e capacidade antioxidante do café

soltivel por ABTS e DPPH.
Ensaio Café soluvel
Folin-Ciocalteu (g 4acido galico/100 g) 12,31 £0,14
ABTS (g Trolox/100 g) 20,57+ 1,29
DPPH ICso (ng/mL) 22,76 £ 0,12

Fonte: Da autora (2021).



