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RESUMO

A demanda dos consumidores por uma alimentacdo saudavel e equilibrada e o interesse pelos
produtos denominados funcionais € cada vez mais crescente. Dentre os alimentos funcionais
destacam-se 0s que contem microrganismos probioticos, como os do género Lactobacillus.
A espécie Lactobacillus rhamnosus em estudos mostrou maior tolerancia as condic¢des do
trato gastrointestinal quando comparado com outros microrganismos probioticos e melhor
sobrevivéncia, quando adicionado em alimentos funcionais. A preservagdo das culturas
probidticas tanto nos alimentos, e uma vez consumidas, constitui um desafio tecnoldgico.
Uma técnica que vem sendo amplamente utilizada para melhorar a estabilidade destes
microrganismos, protegendo-os de ambientes desfavoraveis, é a encapsulacdo. Diante do
exposto, objetivou-se com esta pesquisa desenvolver um requeijdo probidtico em p6 por
processamento tecnoldgico envolvendo secagem por spray dryer. Foi realizado um
planejamento fatorial 23 completo, com 8 pontos fatoriais (niveis + 1) e 3 pontos centrais
(nivel 0), totalizando 11 ensaios. Durante o processamento, verificou-se a influéncia da
temperatura do ar de secagem (90 a 140 °C), vazdo massica da mistura (0,40 a 0,8 L/h) e
concentracdo de gelatina (0,5 a 1%) sobre a atividade de 4gua, umidade, higroscopicidade e
viabilidade celular. Além da gelatina, foi utilizado como agente encapsulante a
maltodextrina 10 DE (10%). O produto obtido pela condicéo de processamento que melhor
favoreceu os pardmetros analisados foi submetido a anélises microbiolégicas de qualidade
(coliformes a 45°C, estafilococos coagulase positiva, Salmonella spp), sensoriais (teste
triangular, aceitacdo e intencdo de compra) e analises fisico-quimicas (proteinas, lipideos,
cinzas, carboidratos, pH, acidez titulavel, cor, densidade aparente e solubilidade). O ensaio
5 (90 °C, 0,4 L/h e 1%) proporcionou atividade de agua (0,12), umidade (2,35%) e
higroscopicidade (9,83 g.100g?) baixas e uma contagem de células viaveis exigida pela
legislacdo brasileira (9,18 log UFC/g). O requeijdo em p6 apresentou um indice de
aceitabilidade superior a 80% e intencdo de compra com maiores frequéncias para
“certamente ¢ provavelmente comprariam” o produto (87,78%). Quanto aos resultados das
analises fisico-quimicas, o produto em p6 apresentou caracteristicas satisfatorias. Conclui-
se que a partir dos resultados obtidos o requeijado em pd produzido nas condicBes
experimentais desta pesquisa apresenta-se como uma alternativa promissora para a inddstria
de alimentos probioticos.

Palavra-chave: Lactobacillus rhamnosus; alimentos funcionais; atomizacao;
maltodextrina; gelatina.
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ABSTRACT

Consumers' demand for healthy and balanced food and the interest in so-called functional
products is increasing as time goes by. Among the functional foods, those containing
probiotic microorganisms stand out, such as those of the Lactobacillus kind. The
Lactobacillus rhamnosus species has shown greater tolerance to the gastrointestinal tract
when in comparison to other probiotic microorganisms and better survival rate when added
to functional food. The probiotic culture preservation on food, and as well once eaten,
representes a technological challenge. However, the preservation of probiotic cultures both
in food, and once consumed, constitutes a technological challenge. One technique that has
been widely used to improve the stability of these microorganisms, protecting them from
unfavorable environments, is microencapsulation. In view of the above, the objective of this
research was to develop a probiotic powdered cream cheese by technological processing
involving drying by spray dryer selected under different conditions through a complete 23
factorial design with 8 factorial points (levels + 1) and 3 central points (Level 0), totaling 11
trials. During the processing, it was verified the influence of drying air temperature (90 to
140 ° C), mass flow rate (0.40 to 0.8 L / h) and gelatin concentration (0.5 to 1%) on water
activity, moisture, hygroscopicity and cell viability. In addition to gelatin, 10 DE
maltodextrin (10%) was used as the encapsulating agent. The product obtained by the
processing condition that best favored the analyzed parameters was submitted to quality
microbiological analyzes (coliforms at 45 ° C, coagulase positive staphylococci, Salmonella
sp.), sensorial (triangular test, acceptance and purchase intention) and physicochemical
analyses (pH, titratable acidity, color, proteins, lipids, ashes, carbohydrates, bulk density and
solubility). Test 5 (90 ° C, 0.4 L / h 1%) was the processing condition that provided the
lowest water activity (0.12) and humidity (2,35%), In addition to a low hygroscopicity (9,83
g.100g?) and a cell count of viable cells demanded by brazilian legislation (8.48 log UFC/qg).
The powdered cream cheese had an acceptability index of more than 80% and the intention
of purchase with higher frequencies to "certainly and probably would buy" the product
(87.78%). Regarding the results of the physicochemical analyzes, the powdered product
presented satisfactory characteristics. It is concluded that from the results obtained that the
powdered cream cheese produced in the experimental conditions of this research presents
itself as a promising alternative for the probiotic food industry.

Keywords: Lactobacillus rhamnosus; functional foods; atomization; maltodextrin; gelatin.
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1. INTRODUCAO

A demanda dos consumidores por uma alimentacdo saudavel e equilibrada e o
interesse por produtos denominados funcionais é cada vez mais crescente. Associado a este
aspecto, verifica-se um elevado consumo de alimentos prebioticos, probidticos e
simbidticos. No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), define
alimento com alegacdo de propriedade funcional e alegacdo de propriedade de salde,
estabelecendo as diretrizes para a sua utilizacdo, bem como as condi¢des de registro
(BRASIL, 2008).

Enguadram-se como alimentos funcionais produtos que contém probioticos,
licopenos, &cidos graxos, 6mega 3, luteina, fibras alimentares, zeaxantina, beta glucana,
dextrina resistente, fruto-oligosacarideo, goma guar parcialmente hidrolisada, inulina,
lactulose, polidextrose, psillium, quitosana, fitoesterdis, manitol, xilitol, sorbitol e proteina
de soja (BRASIL, 2008).

Os probidticos, definidos como "microrganismos vivos que, quando administrados
em quantidades adequadas, conferem beneficios a saude do hospedeiro™ (FAO / WHO,
2002), tem sido cada vez mais aceitos devido a seus beneficios & saide (NAJGEBAUER -
LEJKO, 2014). Dentre os diversos microrganismos probioticos, os pertencentes aos géneros
Lactobacillus e Bifidobacterium sdo os mais empregados em alimentos (RIBEIRO et al.,
2014; KOMATSU et al., 2008).

Os alimentos probidticos devem ser seguros e conter 0s microrganismos probiéticos
em numero suficiente durante o prazo de validade do produto. Portanto, as estirpes
probidticas selecionadas devem ser adequadas para a producdo industrial em larga escala,
com a capacidade de sobreviver e conservarem suas funcionalidades durante as operacdes
de processamento e armazenamento de alimentos (TRIPATHI; GIRI, 2014).

No entanto, durante o armazenamento dos alimentos diferentes fatores podem afetar
a viabilidade de bactérias probidticas, tais como as estirpes probioticas utilizadas, o pH, a
presenca de peroxido de hidrogénio e de oxigénio dissolvido, a forma de tamponamento,
temperatura de armazenagem, a natureza dos ingredientes adicionados e matrizes
alimentares (COSTA et al., 2013; FONTELES et al., 2011; PEREIRA et al., 2011). Afim de
exercer os efeitos benéficos & saude, o numero de céluas viaveis de microrganismos
probiGticos devem estar situados acima de 10° UFC g! no produto para consumo,
disponiveis em todo o prazo de sua vida atil (NUALKAEKUL et al., 2012). Portanto, a
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preservacao das culturas probiodticas em produtos durante 0 armazenamento é de extrema
importancia.

Neste contexto, a microencapsulacdo de células probioticas tem sido amplamente
estudada como uma técnica para melhorar a estabilidade destes microrganismos protegendo-
os de ambientes desfavoraveis (MACIEL et al.,, 2014; TRIPATHI; GIRI, 2014;
HEIDEBACH; FORST; KULOZIK, 2010). A microencapsulacdo também tem efeito
potencial na reducdo da acidificacdo pds fermentacdo e de possiveis efeitos sensoriais
negativos de produtos alimentares probioticos (SOHAIL et al., 2012).

Entre as tecnologias de microencapsulacdo frequentemente usadas, a secagem por
atomizacdo € a mais efetiva para a producgdo industrial em larga escala por ser um processo
continuo, rapido, custo relativamente baixo e alta reprodutibilidade (BURGAIN et al., 2011;
DE VOS et al., 2010). E apontada como uma técnica que melhora a sobrevivéncia dos
probioticos durante o processamento e armazenamento dos alimentos, além de conferir
protecdo dos probidticos contra subsequente exposicdo as duras condi¢des do trato
gastrointestinal (KENT; DOHERTY, 2014), pois este processo confere um revestimento as
células bacterianas protegendo-as do meio exterior.

Dentre os produtos lacteos, o queijo fornece uma alternativa importante, face aos
leites fermentados e aos iogurtes, devido as suas caracteristicas tecnoldgicas, que favorecem
a aplicacdo de microrganismos probidticos em sua formulacdo. A matriz densa, a alta
capacidade de tamponamento s6lido, o teor de gordura relativamente alto, que pode oferecer
uma protecdo adicional a bactéria probidtica no estdmago, ajudam a manter a viabilidade
dos probi6ticos ndo s6 ao longo da vida de prateleira do produto, mas também durante a sua
passagem pelo trato gastrointestinal apds consumo (GREGOR, 2015; SHOBHARANI,
AGRAWAL, 2011; OUWEHAND; IBRAHIM; FORSSTEN, 2010; CRUZ et al., 2009;
SANCHEZ et al., 2009; GRATTEPANCHE et al., 2008).

A incorporagdo de microrganismos probi6ticos em diferentes produtos lacteos tem
reforcado suas propriedades funcionais, resultando no aumento do consumo (KRISTO;
BILIADERIS; TZANETAKIS, 2003), alem de melhorias nas caracteristicas sensoriais
(VINDEROLA,; BAILO; REINHEIMER, 2000). De acordo com Portaria n°® 359 que trata
sobre 0 Regulamento Técnico para fixacdo de Identidade e Qualidade de Requeijao
(BRASIL, 1997), entende-se por Requeijdo o produto obtido pela fusdo da massa coalhada,
cozida ou ndo, dessorada e lavada, obtida por coagulacdo acida e/ou enzimética do leite
opcionalmente adicionada de creme de leite e/ou manteiga e/ou gordura anidra de leite ou

butter oil e por Requeijdo Cremoso aquele obtido por fusdo de uma massa coalhada
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dessorada e lavada, obtida por coagulacdo acida e/ou enzimatica do leite, com adi¢do de
creme de leite e/ou manteiga e/ou gordura anidra de leite e/ou butter oil. O produto podera
estar adicionado de condimentos, especiarias e/ou outras substancias alimenticias.

Diante do exposto, a obtencao de um produto em p6 adicionado de probidtico € uma
alternativa para agregar valor, bem como de se obter uma variedade de produto com
caracteristica funcional. Sendo assim, esta pesquisa teve como objetivo obter um requeijéo
probidtico em po por spray dryer e selecionar a melhor condicdo por meio de um

planejamento fatorial 2° completo.

2. PROBLEMA DE PESQUISA E HIPOTESE

A secagem por atomizacdo do requeijdo contendo células de L. rhamnosus é uma
alternativa viavel para elaboracgdo de requeijdo em p6 com caracteristica probiotica?
O desenvolvimento do requeijdo probidtico em po resultara em um produto com

propriedade funcional, preservando suas caracteristicas sensoriais e nutricionais.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Alimentos funcionais

O conceito de alimentos funcionais surgiu no inicio dos anos 80 no Japao, através de
um programa de governo que tinha como objetivo desenvolver alimentos saudaveis
reduzindo, assim, os gastos com a salde publica associados ao aumento da expectativa de
vida da populacdo (ARAYA; LUTZ, 2003; HASLER, 2002). Refere-se aos alimentos
processados, similares em aparéncia aos alimentos convencionais, usados como parte de uma
dieta normal e que demonstraram beneficios fisioldgicos e, ou, reduziram o risco de doencas
crbnicas, além de suas funcBes bésicas nutricionais (PATEL, 2017; STRINGHETA et al.,
2007).

A ANVISA ndo define alimentos funcionais, porém define propriedade funcional e
propriedade de saude como: “todo aquele alimento ou ingrediente que, além das fungdes
nutricionais basicas, gquando consumido como parte da dieta usual, produz efeitos
metabolicos e/ou fisioldgicos e/ou efeitos benéficos a salde, devendo ser seguro para
consumo sem supervisdo médica” (BRASIL,1999).

As diretrizes para este tipo de alimento permitem alegacgdes relacionadas ao papel

fisiologico no crescimento, desenvolvimento e fungdes normais do organismo e, ainda,
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alegacOes sobre a manutencdo geral da satde e a reducdo de risco de doencas, em carater
opcional. Nao sdo permitidas alegacGes que facam referéncia a cura ou a prevencdo de
doencas. O alimento ou ingrediente que alegar propriedades funcionais e/ou de salde pode,
além de funcgdes basicas, quando se trata de nutriente, produzir efeitos benéficos a saude,
devendo ser seguro para o consumo sem a supervisao médica (STRINGHETA et al., 2007).

Estes alimentos podem ser classificados de acordo com o alimento em si, ou
conforme os componentes bioativos nele presentes como, por exemplo, fibras dietéticas,
probidticos, prebidticos, compostos funcionais, fitoquimicos, vitaminas, minerais essenciais,
carotenoides, peptideos bioativos, além de acidos graxos 6mega 3 (KOMATSU et al., 2008).
Objetivam reforcar a dieta com a ingestdo de substancias cujo efeito salutar ndo é suficiente
através da dieta habitual (PALANCA et al., 2006), ou seja, os alimentos funcionais nao sdo
medicamentos, como comprimidos ou capsulas, mas sdo consumidos como parte de uma
dieta diaria normal (GRAJEK; OLEJNIK; SIP, 2005).

No Brasil, os ingredientes que apresentam alegacédo de funcionalidade sdo: 6mega 3,
licopeno, luteina, zeaxantina, fibras alimentares, beta-glucana, dextrina resistente,
frutooligossacarideo, goma guar parcialmente hidrolisada, inulina, lactulose, polidextrose,
psillium ou psyllium, quitosana, fitoesterdis, os polidis (Manitol / Xilitol / Sorbitol),
probidticos e proteina de soja (BRASIL, 2008).

A América Latina é considerada um mercado emergente para alimentos funcionais e
neste contexto o Brasil e o México se destacam pois tém apresentado aumento de
consumidores com maior poder de compra (GRANATO et al., 2010). Dentre os alimentos
com alegacdo de propriedade funcional, destacam-se os probidticos, definidos pela
Organizacdo de Alimentos e Agricultura das Nacgdes Unidas (Food and Agriculture
Organization — FAQ) e pela Organizacdo Mundial da Saude (World Health Organization —
WHO) como microrganismos vivos que, quando administrados em quantidades adequadas,
conferem um efeito benéfico a satde do hospedeiro (FAO/WHO, 2002).

3.2. Microrganismos probidticos

Em condic¢Bes normais, inimeras espécies de bactérias estdo presentes no intestino,
a maioria delas anaerdbias estritas. A microbiota intestinal exerce influéncia consideravel
sobre uma série de reacGes bioguimicas do hospedeiro. Essa atividade bioguimica tem
efeitos benéficos, como também pode gerar compostos potencialmente prejudiciais a salde,

sendo o equilibrio essencial para manter um status saudavel, ja que quando em equilibrio,
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0S microrganismos potencialmente patogénicos sdo impedidos de exercer seus efeitos
patogénicos. Isto pode ser alcancado por diversas estratégias nutricionais, incluindo a
administracdo de bactérias probidticas e outros componentes alimentares funcionais
(LAPARRA; SANZ, 2010; SAAD, 2006).

As espécies microbianas amplamente utilizadas na producéo de culturas probidticas
destinados para inclusdo em produtos lacteos séo originalmente isolada a partir do intestino
humano, uma vez que estas espécies sdo mais adequadas a fisioldgica necessidades do
hospedeiro e sdo capazes de colonizar mais facil e eficiente do que as estirpes bacterianas de
outras origens (VESTERLUND; SALMINEN;SALMINEN, 2012; CRUZ et al., 2007).

Os microrganismos atualmente considerados como probidticos na legislagdo
brasileira sdo: Lactobacillus acidophilus; Lactobacillus casei Shirota; Lactobacillus casei
variedade rhamnosus; Lactobacillus casei defensis; Lactobacillus paracasei; Lactococcus
lactis; Bifidobacterium bifidum; Bifidobacterium animallis (incluindo a subespécie B.
lactis); Bifidobacterium longum; Enterococcus faecium (BRASIL, 2008).

Os géneros Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp. sdo os microrganismos
probidticos mais empregados em produtos alimenticios (DE PRISCO; MAURIELLO, 2016;
RIBEIRO et al., 2014; KOMATSU et al., 2008). A principal razdo de ambos 0s géneros
serem utilizados se deve a uma longa histéria de uso seguro e por serem considerados como
GRAS (geralmente reconhecido como seguro). Lactobacillus spp e espécies de
Bifidobacterium também séo habitantes dominantes no intestino humano (intestino delgado
e intestino grosso, respectivamente) (TRIPATHI; GIRI, 2014).

Lactobacillus sdo caracterizados como gram-positivos, ndo formadores de esporos,
na sua maioria ndo-moveis, catalase negativos, fermentativos, microaerofilicos, possuem
temperatura Otima de crescimento entre 30 °C e 40 °C e pH 6timo entre 55 e 6,0
(VASILJEVIC; SHAH, 2008; GOMES; MALCATA, 1999). Essas bactérias podem ser
encontradas em uma diversidade de ambientes, como nichos ecoldgicos naturais, tais como
plantas e solo, no meio lacteo, particularmente abundantes nos produtos lacteos fermentados,
bem como ninchos dentro do hospedeiro, tais como o trato gastrointestinal, trato urogenital,
cavidade oral e pele. InUmeras espécies de Lactobacillus ja foram isoladas do trato
gastrointestinal e de amostras fecais. A composicao tipica de espécies da populacgéo intestinal
varia entre sujeitos e regides geograficas. Exemplos de espécies tipicasi incluem L.
rhamnosus, L. acidophilus, L. plantarum, L. paracasei e L. reuteri (LAHTINEN et al.,
2011).
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As espécies de Lactobacillus utilizados como probidticos em humanos
compreendem: L. acidophilus, L. crispatus, L. amylovarus, L. gallinarum, L. gasseri, L.
johnsonii, L. helveticus, L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L. salivarius subsp. salivarius, L.
casei, L. paracasei subsp. paracasei, L. paracasei subsp. tolerans, L. plantarum, L.
rhamnosus, L. fermentum, L. reuteri (SANDERS; KLAENHAMMER, 2001). Lactobacillus
rhamnosus é uma bactéria &cido lactica, homofermentativa que produz tipicamente acido
lactico a partir da glicose. Os metabdlitos individuais e purificados sdo frequentemente
utilizados para fins antimicrobianos (BERISTAIN-BAUZA et al., 2016). Este
microrganismo mostrou maior tolerancia as condi¢des do trato gastrointestinal quando
comparado com outros microrganismos probidticos, e melhor sobrevivéncia, quando
adicionado em alimentos funcionais (LANDERSJO et al., 2002).

Os microrganismos probioticos sdo geralmente disponiveis como concentrados de
cultura na forma liofilizada ou congelada para ser adicionados a um alimento para usos
industriais ou domésticos. Estes podem ser consumidos quer como produtos alimentares
(fermentado ou ndo fermentado) ou como suplemento alimentar (produtos em pd, nas formas
de capsula ou comprimido) (TRIPATHI; GIRI, 2014).

3.2.1. Probiéticos e seus efeitos benéficos

As culturas alimentares microbianas apresentam ndo sé um papel tecnoldgico, que
refere-se ao seu papel no desenvolvimento de novos produtos ou nos processos de
fermentacdo de alimentos, como também um papel funcional, que refere-se a capacidade de
certos microrganismos vivos conferirem beneficios a satide do consumidor (MANI-LOPEZ
et al., 2014), alguns dos quais comprovados cientificamente e outros que necessitam de mais
estudos (CRUZ et al., 2009).

Como beneficios a satde desempenham papel no controle da microbiota intestinal,
contribuem para estabilizacdo da microbiota intestinal ap6s o uso de antibiéticos, promovem
a resisténcia gastrintestinal a colonizagdo por patdgenos, auxiliam na diminuicdo de agentes
patogénicos intestinais através da producdo de acidos acético e latico, de bacteriocinas e de
outros compostos antimicrobianos, promovem a digestdo da lactose em individuos
intolerantes a lactose, participam da modulagdo do sistema imune, proporcionam alivio da
constipacdo, aumentam a absorcdo de minerais e producdo de vitaminas (DE PRISCO;
MAURIELLO, 2016; CAVALHEIRO et al., 2015; SAAD, 2006; BOYLSTON et al., 2004).
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Efeitos inibitorios sobre a mutagenicidade e efeitos anticarcinogénicos sdo
propriedades funcionais dos probidticos potencialmente importantes, os quais tém recebido
muita atencdo pela comunidade cientifica. Os probioticos também atuam no tratamento e
prevencdo de alergia, desempenham efeito hipocolesterolémico, exercem atividade na
prevencdo e reducdo dos sintomas de diarreia e na prevencdo da doenca inflamatoria do
intestino (VASILJEVIC; SHAH, 2008).

Embora muitos efeitos sejam atribuidos ao consumo de probidticos, autoridades de
saude tem aprovado apenas reinvidicdoes sobre (a) a intolerancia a lactose e a digestdo da
lactose e (b) reducdo do colesterol. As pesquisas com probidticos ainda estdo em estagios
iniciais, e muito mais estudos precisam ser realizados para determinar os beneficios e
seguranca dos probidticos para a saude (DALIRI; LEE, 2015). No entanto, pesquisas de
longa duracdo sdo custosas, especialmente para os pequenos e médios laboratorios e
empresas de alimentos, havendo uma necessidade urgente para melhor identificar e validar
os fatores de risco de doencas e biomarcadores de satide (JANKOVIC et al., 2010).

Um microrganismo probiotico para ser considerado como tal deve apresentar
genericamente as seguintes caracteristicas: origem humana, ndo patogénico, ndo ser afetado
pelas secrecBes gastrica e biliar, ser capaz de aderir as paredes epiteliais do intestino e de
persistir no trato gastrointestinal de forma influenciar beneficamente a atividade metabolica
local e conferir seus efeitos benéficos ao hospedeiro (YONEKURA et al., 2014; GUPTA,
GARG, 2009).

Sendo os efeitos fisiologicos favoraveis obtidos com o nimero de células viaveis de
microrganismos probidticos situados acima de 10° Unidades Formadoras de Coldnias (UFC)
por ml ou por grama de produto durante o seu tempo de armazenamento ou a ingestdo diaria
deve ser de cerca de 108 UFC/ g, com o objetivo de compensar a possivel reducdo o nimero
de microrganismos probioticos durante a passagem através do trato gastrointestinal
(NUALKAEKUL etal., 2012; MADUREIRA et al., 2011; SHAH, 2007). Também tem sido
referido que os produtos probidticos devem ser consumido regularmente com um valor
aproximado de 100 g/dia, a fim de fornecer cerca de 10° células vidveis no intestino
(KARIMI; MORTAZAVIAN; CRUZ, 2011).

O Food and Drug Administration (FDA) também recomenda que a quantidade
minima de probidtico no alimento deve ser de pelo menos 10 UFC por g ou ml (TRIPATHI;
GIRI, 2014). Em geral, a indUstria alimenticia tem aplicado o nivel recomendado de 10°
UFC/g ou ml no momento de consumo para as bactérias probiodticas (KARIMI,
MORTAZAVIAN; CRUZ, 2011; BOYLSTON et al., 2004).
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De acordo com a legislacdo brasileira, 0os microrganismos probidticos devem
alcangar uma quantidade minima viavel situada na faixa de 108 a 10° UFC na recomendagao
diaria do produto pronto para o consumo. Ainda segundo essa legislacdo, valores menores
podem ser aceitos, desde que sua eficacia seja comprovada (BRASIL, 2008). Entretanto,
para exercer os beneficios a salde, além da basica inerente nutricdo, é necessario que a
atividade da cultura probidtica seja mantida em niveis suficientemente elevados durante o
prazo de validade do produto (CRUZ et al., 2007).

3.2.2. Probidticos e sua importancia em alimentos

Os alimentos, além de contribuirem com a nutrigdo, sdo os principais veiculos de
probidticos, prebidticos e simbioticos, e por isso devem fazer parte da rotina alimentar dos
consumidores, pois assim consegue-se manter o nivel terapéutico facilmente
(RANADHEERA; BAINES; ADAMS, 2010).

A viabilidade e atividade das bactérias sdo de extrema importancia, uma vez que
estas bactérias devem sobreviver no alimento durante a vida de prateleira, resistir as
condicdes acidas do estbmago e a degradacdo por enzimas hidroliticas e sais biliares no
intestino delgado (VASILJEVIC; SHAH, 2008). Entretanto a manutencéo da viabilidade dos
microrganismos probidticos tanto nos alimentos, e uma vez consumidos, constitui um
desafio tecnoldgico, pois depende ndo s6 das caracteristicas do produto alimentar como
também da maior ou menor sensibilidade do microrganismo ao ambiente que o rodeia
(DOUGLAS et al., 2008).

O uso de probidticos representa uma area promissora, com rapido crescimento, para
o desenvolvimento de alimentos funcionais. Culturas probioticas sdo aplicadas com éxito
em diferentes matrizes alimentares (BARK, 2015). Dentre os alimentos, os produtos lacteos
sdo considerados os principais veiculos de introducdo das culturas probidticas ao trato
gastrointestinal humano, merecendo destaque 0s queijos, iogurtes, sorvetes, sobremesas e
bebidas lacteas fermentadas (DE PRISCO; MAURIELLO, 2016; RANADHEERA;
BAINES; ADAMS, 2010). Além de serem veiculos em potencial para o consumo de
probioticos, possuem grande aceitacdo pelo publico em geral, apresentam excelente valor
nutritivo (ANTUNES et al., 2007) e a incorporacdo de culturas probidticas em produtos
lacteos tém sido associada com uma longa tradi¢ao de uso seguro em aplicacfes comerciais
(VASILJEVIC; SHAH, 2008).
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Diversos trabalhos tém evidenciado a aplicacéo de culturas probioticas em derivados
lacteos como em bebidas lacteas fermentadas (GOMI et al., 2015; SILVEIRA et al., 2015),
iogurtes (SIDIRA et al., 2017; BANSAL et al., 2016; RIBEIRO et al., 2014), sorvete
(SILVA et al., 2015) e queijos (FORTIN et al., 2011; OZER et al., 2009).

O requeijdo cremoso é um produto tipicamente brasileiro que apresenta uma
consisténcia fluida e um alto teor de gordura e pode ser essencialmente classificado como
uma emulsdo 6leo-em-agua. Tradicionalmente é elaborado a partir do tratamento mecanico,
quimico e térmico da massa proteica obtida pela precipitacdo acida ou pela coagulacao
enzimaética de leite, adicionada de creme de leite, sal, &gua e sais. Geralmente ¢ utilizado
espalhado sobre torradas ou bolachas e também como um recheio para massas, tortas,
nuggets, sanduiches, etc. Possui grande valor comercial e tem uma importancia crescente no
mercado nacional (DA CUNHA; ALCANTARA; VIOTTO, 2012; FERNANDES;
MARTINS, 1980). Queijos frescos, ndo maturados, com armazenamento em temperaturas
de refrigeragdo por um periodo de tempo reduzido, favorecem a incorporagdo de bactérias
probidticas (BURITI; CARDARELLI; SAAD, 2008), caracteristicas apresentadas pelo
requeijao cremoso.

A fim de exercer os efeitos benéficos a salde, as bactérias probidticas devem manter
a sua viabilidade primeira durante o fabrico, armazenamento e em seguida, durante a sua
passagem através do trato gastrointestinal, a fim de chegar ao intestino num estado viavel
(BURGAIN et al., 2011). Manter a viabilidade das culturas probidticas no alimento até o fim
da vida de prateleira € um critério importante para o fornecimento de produtos alimentares
probidticos eficazes (MOHAMMADI et al., 2011).

Aspectos relacionados a aceitabilidade do produto devem ser considerados, por
exemplo a cor e o sabor, ja que as substancias produzidas pelos microrganismos envolvidos,
principalmente compostos acidos, podem influenciar a textura e alterar a palatabilidade do
produto final, de forma a favorecer ou ndo esse produto (PEREIRA; MACIEL;
RODRIGUES, 2011; CARDARELLI et al., 2007).

As propriedades tecnoldgicas associadas com a incorporacao de estirpes probioticas

em produtos alimentares séo apresentadas na Figura 1.
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Figura 1. Aspectos qualitativos dos produtos alimentares probidticos

Aspectos
‘ Econdmicos /'
7

Fonte: Tripathi; Giri, 2014.

Assim, a utilizacdo de veiculos alimenticios apropriados para as cepas probiéticas é
fundamental, bem como a verificacdo da compatibilidade e adaptabilidade entre as cepas
selecionadas e os referidos veiculos. Além da selecdo adequada de cepas, 0 método de sua
preparacdo é de fundamental importancia, uma vez que as tecnologias e 0 armazenamento
empregados influenciam significativamente a funcionalidade dos probi6ticos (KOMATSU;
BURITI; SAAD, 2008).

Diversos fatores podem afetar a viabilidade de bactérias probioticas nos alimentos,
incluindo as cepas probidticas selecionadas, as interacBes e 0 antagonismo entre as espécies
presentes, pH, presenca de oxigénio, concentragdo de metabolitos, tais como acidos lactico
e acético, temperatura de armazenamento, natureza dos ingredientes adicionados e as
matrizes alimentares (COSTA et al., 2013; DU TOIT etal., 2011; FONTELES et al., 2011).
No entanto, muitos podem ser beneficiados pelo processo de microencapsulagdo, que reduz
a velocidade dos processos de degradacdo e/ou evita a degradacdo até que o produto seja
exposto nos locais desejados, disponibilizando as células probidticas em condic¢des

especificas como pH, temperatura ou pressdo (DE VOS et al., 2010).
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3.3. Microencapsulagao

Nos ultimos anos, Vvarios estudos foram realizados sobre a microencapsulacéo para a
preservacdo de microrganismos probiéticos durante 0 armazenamento e processamento de
alimentos (ARSLAN et al., 2015; LAPSIRI; BHANDARI; WANCHAITANAWONG,
2012; GONZALEZ-SANCHEZ et al., 2011; SEMYONOV et al., 2010). Uma vez
encapsulado num polimero biodegradavel, torna-se mais facil manusear as células do que
numa suspensdo e a sua presenca em microparticulas pode ser quantificada, permitindo o
controle da sua dosagem (DE PRISCO; MAURIELLO, 2016; ANAL; SINGH, 2007).

A microencapsulacdo é definida como um processo em que um material ou uma
mistura de materiais bioativos, que podem ser pequenas particulas sélidas, goticulas de
liguidos ou compostos gasosos, sdo revestidos com outro material (HUQ et al., 2013;
NAZZARO et al., 2012). O material revestido é chamado material ativo ou do nucleo, e o
material de revestimento é chamado de involucro, material de parede ou agente encapsulante
(BURGAIN et al., 2011; MADENE et al., 2006).

No processo de microencapsulacdo podem ser produzidos dois tipos béasicos de
estruturas (Figura 2): a microcapsula, estrutura mais simples onde a particula é formada de
um Unico nucleo e esta envolvida por uma fina parede, e a microparticula ou microesfera,
estrutura com varios nucleos incorporados numa matriz, onde o material encapsulado esta
uniformemente distribuido (FANG; BHANDARI, 2010). Os diferentes tipos de
microcépsulas e microesferas dependem das propriedades fisico-quimicas do nucleo, da
composicdo do material de parede e da técnica de microencapsulacdo utilizados
(GHARSALLAOUI et al., 2007).

Figura 2. Duas principais estruturas de microcapsulas

//d___ ~ Material de Parede
‘\K }L Nucleo

Fonte: Fang; Bhandari, 2010.

A microencapsulacdo de componentes bioativos pode ser utilizada em muitas
aplicagdes na industria de alimentos incluindo a estabilizagdo do material do nucleo, controle

de reacOes oxidativas, proporcionando a liberacdo controlada de ingredientes ativos,
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mascarando sabores, cores e odores, aumento da vida de prateleira, preservando as
caracteristicas finais dos produtos, protegendo os componentes contra a perda nutricional,
aumentando a sobrevivéncia dos probidticos (HUQ et al., 2013; BURGAIN et al., 2011;
ANAL; SINGH, 2007), também tem potencial influéncia na reducdo de possiveis efeitos
sensoriais negativos dos alimentos (SOHAIL et al., 2012).

Por proteger o material do nlcleo de estresses ambientais, tais como o oxigénio,
elevada acidez, e condi¢fes gastricas, a microencapsulacéo pode ser utilizada para fornecer
protecao para culturas probidticas, melhorando a sua estabilidade e viabilidade, em produtos
alimentares e pela passagem através do estbmago (HUQ et al., 2013), permitindo que as
células sejam libertadas no compartimento adequado do intestino no momento certo
(NAZZARO et al., 2012).

Diferentes técnicas de encapsulacdo de células tém sido propostas, cada uma fornece
microcépsulas com caracteristicas diferentes em termos de tamanho das particulas e tipo de
capsula, ou seja, nenhuma pode ser considerada como um processo universalmente aplicavel
para os distintos componentes bioativos alimentares (BURGAIN et al., 2011; DE VOS et
al., 2010). Dentre as técnicas de microencapsulacdo estdo a coacervacgdo, extrusdo, leito
fluidizado, secagem por atomizagdo, liofilizacdo (LAM; GAMBARI, 2014,
GHARSALLAQUI et al.,, 2007). Apesar das numerosas técnicas desenvolvidas para
microencapsular os ingredientes alimentares, a secagem por atomizagado é a tecnologia mais
utilizada (CALISKAN; DIRIM, 2013; GHARSALLAOUI et al., 2007).

3.4. Secagem por atomizacgao

A secagem por atomizacdo é um processo continuo, simples e de baixo custo, através
do qual ocorre a transformacao de um produto liquido em um produto seco, na forma de po,
por meio de um tempo de secagem relativamente curto (MAHDAVI et al., 2016; DE
SOUZA et al., 2015; FERRARI et al., 2012; GHARSALLAOQUI et al., 2007). O material da
matriz € dissolvido no agente carreador e posteriormente é encapsulado no atomizador
(KENT; DOHERTY, 2014), através do contato do liquido com o ar quente, evaporacao do
solvente de modo répido e uniforme, e subsequente separacdo do produto em po do ar de
secagem (MEDEIROS et al., 2014; GHARSALLAOQOUI et al., 2007) (Figura 3). Em funcéo
da alimentacdo de partida, condi¢cGes operacionais e materiais utilizados, a secagem por
atomizacdo produz um pé muito fino (10-50 um) ou particulas de tamanho grande (2-3 mm)
(GHARSALLAOUI et al., 2007).
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Figura 3. Esquema de um sistema de Spray Drying
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Fonte: Labmaq do Brasil LTDA (2003).

Esta técnica de processamento tem sido utilizada para melhorar a sobrevivéncia e
viabilidade dos probidticos durante o processamento e armazenamento dos alimentos, além
de conferir protecdo aos probidticos contra a exposi¢do subsequente as condi¢des adversas
do trato gastrointestinal (KENT; DOHERTY, 2014). Um aumento da sobrevivéncia e
viabilidade é explicado porque o encapsulamento das células as protege de condicdes
ambientais adversas (BUSTAMANTE et al., 2015).

E amplamente utilizada na indGstria de alimentos devido & alta produtividade, baixo
custo, rapidez, eficacia e aplicabilidade em grande escala de produ¢do em comparagao com
métodos tradicionais, como congelamento ou liofilizacdo (KENT; DOHERTY, 2014;
BURGAIN et al., 2011). Entretanto as tecnologias que necessitam de tratamento térmico,
como a secagem por atomizagdo, que utilizam altas temperaturas, provocam algumas lesoes
nas microesferas ou microcapsulas, liberando células e reduzindo a viabilidade celular (HUQ
et al., 2013; BURGAIN et al., 2011; NAL; SINGH, 2007). Além disto, a secagem por
atomizacdo pode ndo produzir microcapsulas uniformes e além de um p6 muito fino que

necessite de processamento adicional (MADENE et al., 2006).
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As propriedades fisico-quimicas de p6s produzidos por secagem por atomizagao
dependem de algumas variaveis do processo, tais como as caracteristicas da alimentagdo do
liquido (viscosidade, tamanho das particulas, a taxa de fluxo) e do ar de secagem
(temperatura, pressao), bem como o tipo de atomizador. Portanto, € importante para otimizar
0 processo de secagem, a fim de se obterem produtos com melhores caracteristicas sensoriais
e nutricionais e melhor processo de produgdo (CALISKAN; DIRIM, 2013; TONON;
BRABET; HUBINGER, 2008). Os principais fatores que devem ser otimizados sdo a
temperatura de alimentacdo, a temperatura de entrada de ar e a temperatura de saida de ar
(CHO et al., 2015; LIU et al., 2004).

A temperatura de alimentagcdo modifica a viscosidade da emulséo, a sua fluidez e,
portanto, a sua capacidade para ser pulverizado de forma homogénea. Quando a temperatura
de alimentacdo € aumentada, a viscosidade e o tamanho das particulas sdo reduzidas,
entretanto temperaturas elevadas podem causar degradacdo de ingredientes sensiveis ao
calor (GHARSALLAOQUI et al., 2007). A temperatura de entrada de ar é diretamente
proporcional a taxa de secagem e ao contedo final de agua da microcapsula. Quando a
temperatura de entrada de ar € baixa, produz uma reduzida taxa de evaporagdo o que provoca
a formacdo de microcapsulas com membranas de alta densidade, com alto conteudo de &gua,
baixa fluidez e propensas a aglomeragdo (RATHORE et al., 2013; GHARSALLAOQOUI et al.,
2007). Entretanto uma elevada temperatura de entrada do ar, pode gerar uma evaporacao
excessiva que pode causar rachaduras na membrana, bem como a perda de componentes do
material do nacleo (LIU et al., 2004).

A temperatura de saida de ar tem um efeito significativo sobre o teor de agua do
produto e a estrutura microencapsulada, no entanto é dificil prever seu valor com uma vez
que depende das caracteristicas de secagem do material. Seu controle se da através da
temperatura de entrada de ar. Uma temperatura de saida de ar elevada permite a formar uma
estrutura de parede compacta melhorando o efeito da secagem (GHARSALLAQUI et al.,
2007; LIU et al., 2004).

3.5. Agentes carreadores

Muitas substancias podem ser usadas para revestir ou encapsular liquidos, sélidos ou
gases de diferentes tipos e propriedades, denominadas de agentes carreadores ou material de
parede. Os critérios mais importantes para a selecdo de um material encapsulante estdo

relacionados com as funcionalidades que deve proporcionar ao produto final (NEDOVICA
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etal., 2011), j& que o uso de diferentes materiais, com estruturas e caracteristicas diferentes,
para a producéo de po, pode resultar em diferentes propriedades fisico-quimicas que exercem
influéncia sobre a eficiéncia da encapsulacéo e estabilidade das microcapsulas (MOSER et
al., 2017; MAHDAVI et al., 2016).

Dependendo do material do nucleo e das caracteristicas desejadas para o produto
final, diferentes tipos de agentes carreadores podem ser utilizados para a microencapsulagéo
incluindo carboidratos (amido, maltodextrinas, sacarose, xarope de milho e goma arabica),
lipidios (ceras , parafinas, mono e diglicéridos), proteinas (gluten, gelatina, agar, carragena,
caseina, soro de leite, soja e trigo) e fribras (MARTINEZ et al., 2015; NEDOVICA et al.,
2011; GHARSALLAOUI et al., 2007; DESAI; PARK, 2005).

A tecnologia de secagem por atomizacao exige condi¢des de operacdo bem-ajustadas
bem como composicdo adequada dos materiais que contém os compostos ativos (ROCCIA
et al., 2014), ou seja, a escolha de um material de cobertura ideal é de extrema importancia
para a obtencdo de um produto com as caracteristicas desejadas.

Os materiais utilizados de escudo protetor devem ser de qualidade alimentar,
biodegradavel, néo reativos com o nucleo, terem a capacidade de selar e manterem o nucleo
no interior da capsula, serem capazes de proporcionar a maxima protecdo para o nucleo
contra condi¢des adversas, permitirem a libertagdo controlada do material bioativo,
preservarem a estabilidade das compostos bioativos durante o processamento e
armazenamento, possuirem boas propriedades de emulsificacdo e secagem, em
concentracdes elevadas exibirem baixa viscosidade, apresentarem boa disponibilidade no
mercado e viabilidade econdémica (NEDOVICA et al., 2011; GHARSALLAOUI et al., 2007,
DESAI; PARK, 2005).

No entanto, a concentracdo do agente carreador utilizada na secagem por atomizacao
pode resultar em tamanhos maiores de particulas, levando a um maior tempo de secagem e
uma diminuicdo na viabilidade celular (SANTIVARANGKNA,; KULOZIK; FOERST,
2007). Sendo recomendada a utilizacdo de quantidades minimas deste componente, a fim de
evitar alteracdes nas propriedades e diminuir o custo do produto (CALISKAN; DIRIM,
2013). O uso de agentes de carreadores, tais como a maltodextrina e a gelatina, melhoram o
processo de secagem, tornando-o mais eficaz (CALISKAN; DIRIM, 2013).
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3.5.1. Maltodextrina

As maltodextrinas sao carboidratos produzidos pela hidrdlise parcial do amido e que
possuem unidades de D-glicose ligadas por liga¢des glicosidicas a-1,4 ou a-1,6 (QIU et al.,
2017). Séo caracterizadas por um valor de dextrose equivalente (DE) inferior a 20 enquanto
que polimeros com DE maiores que 20 sdo considerados xarope de glicose. A DE é o
principal pardmetro que caracteriza as propriedades reologicas e funcionais das
maltodextrina (PYCIAA et al., 2016). Quanto menor a DE, maior ¢ a taxa de dissolucao,
menor é o teor de umidade e menor é a higroscopicidade das microcapsulas (NEGRAO-
MURAKAMI et al., 2017).

Maltodextrinas, de diferentes DE, estdo entre os principais agentes carreadores
utilizados em alimentos, sua eficacia se da devido a sua propriedade para rapida formacao
de pelicula, elevada solubilidade e baixa higroscopicidade (MOSER et al., 2017). Elas
também formam solucdes de baixa viscosidade uma caraceristica importante no processo de
secagem por atomizacao, suas solucdes sdo incolores (MAHDAVI et al., 2016; SOUZA et
al., 2014), possuem sabor e aroma neutros, custo relativamente baixo, sdo comercialmente
disponivel, conferem uma protecdo eficiente contra oxidacdo e sdo altamente sollveis em
agua (> 75%) (MARTINEZ et al., 2015; SANTIAGO-ADAME et al., 2015; KHA et al.,
2010). Séo utilizadas principalmente na producdo de alimentos desidratados, uma vez que
reduzem a viscosidade e melhoraram a firmeza de tais produtos (PYCIAA et al., 2016).

3.5.2. Gelatina

A gelatina é uma proteina gelificante, obtida por hidrélise do colageno presente nos
0ss0s e nos tecidos conjuntivos de animais terrestres e marinhos. Sendo a gelatina
proveniente de animais terrestres mais utilizada pela industria alimentar em comparacdo com
as provenientes de fontes marinhas, pois apresenta melhores propriedades reoldgicas (forca
de gel, viscosidade e ponto de fusdo) (ETXABIDE et al., 2017; MOHTAR; PERERA;
QUEK, 2010; CHOA; GUB; KIMA, 2005).

A gelatina apresenta uma boa disponibilidade, baixo custo e é um dos produtos
naturais mais versateis, que possuem amplas aplicacfes, especialmente na industria
alimentar. Podendo ser usada para proteger componentes bioativos, retardar a deterioracdo
dos alimentos e prolongar a vida til dos alimentos (ETXABIDE et al., 2017). Geralmente,

suas propriedades funcionais sdo atribuidas a fatores como matéria-prima, pré-tratamento e
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processo de extragdo. A resisténcia do gel é uma das propriedades funcionais mais
importantes, seguida pela viscosidade que é a segunda propriedade chave da gelatina
(TABARESTANI et al., 2010).

Na industria alimentar a gelatina tem sido utilizada para encapsular ingredientes
funcionais (GOMEZ-ESTACA; GAVARA: HERNANDEZ-MUNOZ, 2015), sendo
eficiente agente carreador na secagem por atomizacéo, ja que apresenta boas propriedades
de emulsificacdo, formacdo de filme flexivel, solubilidade em agua (MAHDAVI et al.,
2016) além de apresentar mudanca positiva ou negativa, dependendo do pH, em sua
atividade superficial, o que possibilita a mistura com encapsulantes tradicionais, tais como
alguns polissacarideos. O uso de proteina promove um aumento no rendimento. De acordo
com Adhikari etal., (2007), a substituicdo de 5% (p / p) de maltodextrina por proteina isolada
do soro elevou a recuperacédo do p6 de solidos de mel de 28% para 80%. Tal fato € atribuido
a capacidade de algumas proteinas de formarem rapidamente uma pelicula quando em
contato com ar de secagem (ADHIKARI et al., 2007). Adhikari et al. (2009), relataram que
a adicdo de proteina de soro de leite (0,5 — 1% na mistura seca) na producdo de sacarose em
po por spray dryer promoveu um aumento na recuperacdo do p6 de 0% de sacarose pura
para mais de 80% na presenca destas proteinas. Fang e Bhandari (2012) reportam que um
pequena quantidade de proteina (1%) foi eficiente na recuperacdo de pd de suco de bayberry
(>50%), enquanto que uma grande quantidade de maltodextrina (> 30%) foi necessaria para

obter o mesmo resultado.

3.6. Alimentos em p6

O desenvolvimento de ingredientes probidticos com vida de prateleira estaveis sob
armazenamento ndo refrigerado representa um desafio para a industria de alimentos (YING
et al., 2016). Neste contexto, os alimentos em pd apresentam vantagens sobre os produtos
liquidos, como volume ou peso reduzido, manuseio, transporte e armazenamento mais
faceis, além de maior vida de util (FAZAELI et al., 2012). Muitos alimentos em pé séo
produzidos pela secagem por atomizacdo, tais como leite em pd, isolados de proteina e sucos
em poé (WANG et al., 2017). Este método produz um p6 com boa reconstituicdo, baixa
atividade de agua (aw), estavel e versatil em sua utilizacdo (MISHRAA; MISHRAB;
MAHANTA, 2014; KEARNEY, et al., 2009; GOUIN, 2004).

A secagem por atomizacgédo € uma técnica que tém sido amplamente utilizadas para

proteger os ingredientes alimentares contra a degradacdo. Além disso, € Util para encapsular
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componentes sensiveis ao calor devido ao seu curto tempo de secagem (~ 3-10 s) (MOSER,
etal., 2017; WANG, et al., 2017), que conduz a um produto de melhor qualidade (REDDYA
et al., 2014). A microcapsula protege o material encapsulado contra o oxigénio, agua, luz,
evita o contato com outros ingredientes por longos periodos, além de ser capaz de libera-lo
sob condicBes digestivas (MARTINEZ et al., 2015; SANTIAGO-ADAME et al., 2015). A
eficiéncia da protecdo e liberagéo controlada dos componentes depende principalmente da
composicao e estrutura do material de parede e das condi¢des durante a producao e utilizacéo
destas particulas (temperatura, pH, presséo, umidade) (MARTINEZ et al., 2015).

Contudo, os alimentos secos por atomizacgdo, podem apresentar variagdes em suas
propriedades de reconstituicdo, tais como solubilidade, molhabilidade e dispersabilidade,
sendo a qualidade final do produto dependente dos parametros operacionais (temperatura de
entrada e saida do ar, vazdo de alimentacdo, velocidade de atomizacdo, etc) (REDDYA et
al., 2014; FAZAELI et al., 2012), do tipo de agente carreador utilizado na formulagéo
(MAHDAVI et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2010), das propriedades do material inicial

(composicdo, concentracdo, viscosidade etc), além de outros fatores (CAl; CORKE, 2000).
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4. ARTIGO - DESENVOLVIMENTO DE REQUEIJAO COM POTENCIAL
PROBIOTICO POR SPRAY DRYER

RESUMO

Os alimentos que contem probidticos sdo cada vez mais incorporados a alimentagdo, sendo
necessario a aplicacdo de métodos que possam manter ou melhorar a sua viabilidade. A
secagem por atomizacdo é uma alternativa viavel e 0 método mais usado para encapsular
bactérias probidticas. Este trabalho teve como objetivo produzir um requeijdo probidtico em
po através do processo de secagem por atomizacao. Foi realizado um planejamento fatorial
23 completo com 8 pontos fatoriais (niveis + 1) e 3 pontos centrais (nivel 0), totalizando 11
ensaios, com a finalidade de avaliar a influéncia das variaveis: temperatura do ar de secagem
(90 a 140 °C), vazdo massica da mistura (0,40 a 0,8 L/h) e concentracdo de gelatina (0,5 a
1%) sobre a atividade de agua, umidade, higroscopicidade e viabilidade celular. Além da
gelatina, foi utilizado como agente encapsulante a maltodextrina 10 DE (10%). O ensaio 5
(90°C, 0,4 L/h e 1%) foi a condigdo de processamento que proporcionou a menor atividade
de 4gua (0,12) e umidade (2,35%), além de uma baixa higroscopicidade (9,83 g.100g?) e
uma contagem de células viaveis exigida pela legislacdo (8,48 log UFC/g) e mostrou que
Lactobacillus rhamnosus ATCC 9595 tem a capacidade de sobreviver a secagem por
atomizacdo nas condicdes utilizadas neste estudo. O requeijdo em pé obtido pelo ensaio 5
foi submetido a caracterizacéo fisico-quimica, analise microbioldgica e foi reconstituido, na
proporcdo de 1:3 em &gua deslitada estéril, para realizacdo da andlise sensorial (teste
triangular, aceitacdo e intencdo de compra). As caracteristicas fisico-quimicas foram
satisfatorias (proteinas 14,67 ¢.100 g*; lipidios 53,60 g.100 g*; cinzas 5,27 ¢.100 g*;
carboidratos 24,86 g.100 g’ pH 6,0; acidez titulavel 1,04 g &cido lactico.100 g*; densidade
aparente 0,33 g/ml; solubilidade 78,48%) e semelhantes a de produtos atomizados relatados
na literatura. As analises microbioldgicas evidenciaram boas praticas de fabricacdo e
qualidade da matéria-prima utilizada, estando apta para o consumo humano. O indice de
aceitabilidade foi superior a 80% e uma intencdo de compra de 87,78% junto aos provaveis
consumidores, indicando que o produto desenvolvido apresenta potencial comercial e boas
perspectivas para diversificar o mercado de alimentos probidticos.

Palavras-chaves: atomizacdo; alimento funcional; planejamento fatorial;, Lactobacillus
rhamnosus; maltodextrina; gelatina.
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ABSTRACT

Foods containing probiotics are increasingly incorporated into food, being necessary the
application of methods that can maintain or improve its viability. Spray drying is a viable
alternative and the most widely used method for encapsulating probiotic bacteria. This
experiment intended to was to make a probiotic powdered cream cheese through the spray-
drying process. A complete 22 factorial planning with 8 factorial points (levels + 1) and 3
central points (level 0) was carried out, totaling 11 trials, with the purpose of evaluating the
influence of the variables: drying air temperature (90 to 140 °C), mass flow rate of the
mixture (0.40 to 0.8 L / h) and gelatin concentration (0.5 to 1 %) on water activity, moisture,
hygroscopicity and cellular viability. In addition to gelatin, maltodextrin 10 DE (10%) was
used as the encapsulating agent. Test 5 (90 °C, 0.4 L / h and 1%) was the processing
condition that provided the lowest water activity (0.12) and humidity (2,35%), besides a low
hygroscopicity (9,83 g.100g™1) and a viable cell count required by law (8.48 log CFU/g) and
has shown that Lactobacillus rhamnosus ATCC 9595 has the ability to survive the spray-
drying process under this study conditions. The test 5 powdered cream cheese was submitted
to the physicochemical characterization, microbiological analysis and was reconstituted in
sterile water on a 1:3 ratio so it could get through sensorial analysis (triangular test and
purchase acceptability and intention). It presented satisfactory physicochemical
characteristics (proteins 14.67 g.100 g*; lipids 53.60 g.100 g*; ash 5.27 ¢.100 g*;
carbohydrate 24.86 9.100 g*; pH 6.0; titratable acidity 1.04 g lactic acid.100 g*; bulk density
0.33 g / ml; solubility 78.48%) similar to atomized products reported in literature.
Microbiological analyzes showed good manufacturing practices and quality of the raw
material used, being suitable for human consumption. The acceptability index was over 80%
and a purchase intention of 87.78% among likely consumers, indicating that the developed
product has commercial potential and good prospects for diversifying the probiotic food
market.

Keywords: atomization; functional food; factorial planning; Lactobacillus rhamnosus;
maltodextrin; gelatin.
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4.1 INTRODUCAO

O consumo do alimento para melhorar a salde vem tornando-se frequente entre os
consumidores, que estdo mais atentos em prevenir as doencas, do que em cura-las. Nesse
contexto, os alimentos que contem probidticos sdo cada vez mais incorporados a alimentagéo
(DALIRI; LEE, 2015), principalmente atraves dos produtos lacteos, j& que estes constituem
as matrizes ideais para o fornecimento de probidticos, devido a sua alta aceitabilidade pelo
consumidor e pela viabilidade que confere aos microrganismos (BANSAL et al., 2016).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS), define probioticos como microrganismos
vivos, que quando administrados em quantidades adequadas, conferem beneficios a saide
do individuo (FAO/WHO, 2002). De acordo com a legislacdo brasileira, os microrganismos
probiGticos devem alcancar uma quantidade minima viavel situada na faixa de 108 a 10° UFC
na recomendacéo diaria do produto pronto para o consumo. Ainda segundo essa legislacao,
valores menores podem ser aceitos, desde que sua eficacia seja comprovada (BRASIL,
2008). Para garantir efeitos benéficos a satide a dosagem diaria recomendada ¢ de 102 a 10°
celulas vivaveis (VESTERLUND; SALMINEN; SALMINEN, 2012), que pode ser
alcancada com um consumo diario de pelo menos 100 g de um produto contendo entre 10°
e 107 células viaveis por grama (SIDIRA et al., 2017).

Dependendo da estirpe e/ou da espécie, 0s probidticos fornecem mensuraveis
beneficios para a satde, como a modulacdo do sistema imune do hospedeiro, equilibrio da
microflora intestinal, melhoria do metabolismo da lactose, prevencao e tratamento de alguns
tipos de canceres (CAVALHEIRO et al., 2015; KANMANI et al., 2013; SHAH, 2007). No
entanto, os beneficios a satde promovidos pelos probiéticos dependem de fatores associados
tanto ao microrganismo (género, espécie, estirpe, etc.) quanto ao produto (processamento,
temperatura, pH, aw, etc.) (CAVALHEIRO et al., 2015).

A viabilidade do microrganismo ¢ desafiada durante o processamento e
armazenamento de alimentos o que resulta, muitas vezes, em um numero reduzido de
probiodticos nos produtos (SIDIRA et al., 2017; WANG et al., 2016). Um requisito
importante para uma estirpe bacteriana possa cumprir com sua funcgéo probidtica é que ela
deve permanecer vidvel, em namero suficientemente elevado, em todo o processamento,
armazenamento e através do transito pelo trato gastrointestinal durante a digestéo, até atingir
0 intestino onde exercera sua funcionalidade (MADUREIRA et al., 2011).

Neste contexto, faz-se necessario a aplicagdo de métodos que possam manter ou

melhorar a viabilidade e funcionalidade de probidticos que sdo adicionadas aos produtos
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alimentares. E com isso, novas tecnologias tém sido propostas entre elas a encapsulagéo
desponta como uma técnica promissora (GEBARA et al., 2013). A encapsulacdo pode ser
definida como um processo em que pequenas particulas solidas, gotas de liquido ou gases
sdo rodeados por um revestimento, ou incorporadas em uma matriz homogénea ou
heterogénea, originando pequenas céapsulas com propriedades Uteis (SILVA; VIEIRA,
HUBINGER, 2014; GHARSALLAOQUI et al., 2007).

A parede do revestimento pode ser feita de uma grande variedade de materiais de
grau alimentar e protege o nucleo, proporcionando uma barreira fisica contra condigdes
adversas do ambiente (GALLARDO et al., 2013). O mecanismo de liberagdo depende da
tecnologia utilizada e do material. Na maioria dos casos, as microcapsulas libertaram o seu
conteddo mediante alteracBes de pH (&cido ou basico), na presenca de agentes quelantes e
acdo enzimatica (MARTIN et al., 2015).

O método de encapsulagdo mais utilizado na industria de alimentos é a secagem por
atomizacdo (MARTIN et al., 2015; CALISKAN; DIRIM, 2013; TONON; GROSSO;
HUBINGER, 2011), sendo também o método mais usado para encapsular bactérias
probidticas (GUERIN et al., 2017). Este processo envolve a transicdo de microrganismos
de um liquido a um meio so6lido (IACONELLI et al., 2015). As vantagens deste método séo
a sua capacidade de lidar com materiais sensiveis ao calor, a variedade e disponibilidade de
maquinas, boa manutencdo da qualidade das microcapsulas e uma variedade de tamanhos de
particulas com excelente poder de dispersdao em meios aquosos (ROCCIA etal., 2014). Além
de melhorar a viabilidade das células probioticas os pds probidticos obtidos por spray dryer
tém boa reconstituicdo, baixa atividade de &gua e sdo adequados para armazenamento a
temperatura ambiente, o0 que é desejavel especialmente em aplicacdes comerciais, devido
aos custos operacionais mais elevados associados com o armazenamento refrigerado,
dificuldades de transporte e distribuicio (RANADHEERA et al., 2015; MISHRA;
MISHRA; MAHANTA, 2014).

Sendo assim, esta pesquisa teve como objetivo desenvolver um requeijdo contendo
Lactobacillus rhamnosus ATCC 9595 por atomizacdo e selecionar as melhores condigdes
de processamento por meio de um planejamento fatorial 23 completo, verificando a
influéncia das variaveis: temperatura do ar de secagem, vazdo massica da mistura e
concentracédo de gelatina sobre a atividade de 4gua, umidade, higroscopicidade e viabilidade

celular.
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4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Materiais

O requeijdo cremoso foi obtido através de doacdo e mantido sob refrigeracéo (8 + 2
°C) e seus ingredientes constituem: creme de leite e/ou creme de soro de leite e/ou manteiga,
agua, massa lactea (leite pasteurizado, coalho, cloreto de célcio, fermento lacteo e/ou
acidulante (&cido latico — INS 270); gordura vegetal hidrogenada; amido modificado; sal
fundente (estabilizante pirofosfato tetrassodico 40%, tripolifosfato de soédio 30%,
hexametafosfato de s6dio 30%) — INS 450 111, INS 4521 I, INS 451 I; concentrado protéico
(proteina do soro de leite); cloreto de sddio; regulador de acidez; acido latico ou corretor
estabilizante (fosfato trissodico anidro) — INS 339 I11; conservador sorbato de potassio — INS
202.

A estirpe de L. rhamnosus ATCC 9595 foi adquirida através do Instituto Nacional
de Controle de Qualidade em Salde — INCQS/FIOCRUZ e mantida a -20 °C. Foram
utilizados como agentes carreadores a maltodextrina (MOR-REX® 1910) 10 DE, da Corn

Products (Mogi-Guagu, Brasil) e a gelatina sem cor e sabor (Royal).
4.2.2 Métodos
4.2.2.1 Reativagao do Lactobacillus rhamnosus ATCC 9595
A reativacdo do L. rhamnosus ATCC 9595 foi realizada a partir da adi¢do da cultura
liofilizada em caldo MRS, incubada a 35 °C por 48 h. Ap0s este periodo, aliquotas de 10
microlitros foram semeadas por esgotamento, em triplicata, em placas com meio agar MRS
para verificar a pureza da cultura.
4.2.2.2 Incorporacdo do Lactobacillus rhamnosus ATCC 9595 no requeijdo cremoso
Foi realizada a inoculagdo com L. rhamnosus ATCC 9595 no requeijdo na
concentragéo de 10% (p/v) (10° UFC / mL). Este foi mantido em banho-maria a 40 °C por

4 horas e posteriormente armazenado sob refrigeracdo (8 £ 2 °C) por 24 horas, antes da

microencapsulagao.
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4.2.2.3 Obtencédo do requeijdo em po

Os agentes carreadores (maltodextrina 10 DE e gelatina) foram diluidos em agua
destilada estéril na proporcdo de 1:1 em relacdo ao requeijdo, em concentracdes pré-
determinadas de acordo com o planejamento experimental, e adicionados no requeijéo
cremoso contendo L. rhamnosus ATCC 9595. Esta mistura foi homogeneizada manualmente
com um bastéo de vidro estéril. Em seguida, a mistura foi submetida a secagem em escala
de laboratorio utilizando um mini spray dryer — LM, modelo MSD 1.0 (LABMAQ do Brasil
LTDA), que operou com vazdo de liquido de 0,4 a 0,8 L/h, com bico injetor de 1,2 mm de
diametro, fluxo de ar de 30 m%/h e pressdo do ar de 0,6 bar, temperatura de 90 a 140 °C,
disponivel no Laboratorio de Processamento de Alimentos do Departamento de Ciéncias
Domésticas / UFRPE. O requeijdo em po6 obtido a partir da coleta de dois diferentes
compartimentos do spray dryer, ciclone e vidro de coleta, foi acondicionado em vidros
estereis (250 mL) e armazenado a temperatura ambiente (25 °C) em silica gel (Figura 1).

Figura 1: Diferentes compartimentos de um mini spray dryer — LM, modelo MSD 1.0
(LABMAQ do Brasil LTDA).

onte: Lun, 2017.

4.2.2.4 Planejamento Experimental

Foi realizado um planejamento fatorial 23, com 8 pontos fatoriais (niveis + 1) e 3

pontos centrais (nivel 0), totalizando 11 ensaios. As varidveis independentes foram:
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Temperatura do ar de secagem (°C), Vazdo Massica (I/h) e Gelatina (%). As variaveis
dependentes foram: Umidade (%); Atividade de dgua (Aw); Higroscopicidade (g.100g?) e

Contagem de células viaveis (log UFC/g).

Os dados obtidos foram ajustados a seguinte equacgéo:
Y =¢(T,Ct)=p,+ BT+ BV + LG+ B,TV + TG+ B,VG

[Equacéo 1]

Em que S sdo os coeficientes de regressao, y é a resposta em questdo (Temperatura
do ar de secagem (°C), Vazdo Massica (I/h) e Gelatina (%)) e T, V e G sdo as variaveis
independentes (temperatura, vazao massica e gelatina respectivamente).

Além da gelatina, foi utilizado como agente encapsulante a maltodextrina 10 DE
(10%), este agente encapsulante foi utilizado nesta concentragdo pois, atraves de testes
preliminares, foi possivel identificar que valores maiores conferiram sabor ao produto e
valores menores promoveram um baixo rendimento.

A Tabelas 1 apresenta os valores das varidveis independentes codificadas e
descodificados realizados para o planejamento fatorial 22,

Tabela 1. Niveis codificados e descodificados das variaveis independentes planejamento
fatorial 22,

Codificacdo Temperatura do ar Vazao massica Gelatina
de secagem (°C) (I/h) (%)
-1 90 0,4 0,5
0 115 0,6 0,75
1 140 0,8 1,0

4.2.2.5 Viabilidade do Lactobacillus rhamnosus ATCC 9595
4.2.2.5.1 No requeijéo cremoso

Vinte e cinco gramas do requeijdo cremoso inoculado com L. rhamnosus ATCC 9595
foram dissolvidos em 225 ml de &gua peptona (MERCK) estéril (0,1% p/v) (101). Em
seguida foram feitas diluicbes seriadas em agua peptonada estéril a0,1% até 10”. Aliquotas
de 1 mL das dilui¢bes foram inoculadas em tubos contendo 9 mL de MRS semi-sélido e
vertidos em placas com meio 4gar MRS, utilizando a técnica pour plate. As placas foram

incubadas invertidas durante 72 h a 35 °C, sob anaerobiose. As placas contendo de 20 a 350
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colbnias foram contadas e registradas em log Unidades Formadoras de Colonias ( log UFC)
por grama de requeijdo (PEREIRA et al., 2013).

4.2.2.5.2 No requeijao em po

Um grama do produto em po foi dissolvido em 9 mL de 4gua peptonada estéril a
0,1% (diluicdo 101, utilizando um homogeneizador vortex por 1 minuto. Em seguida, foi
realizada a diluicio seriada da amostra em agua peptonada estéril a 0,1% até 10”. Aliquotas
de 1 mL das diluicdes foram inoculadas em tubos contendo 9 mL de MRS semi-sélido e
vertidos em placas com meio &gar MRS, utilizando a técnica pour plate (Figura 2). As placas
foram incubadas invertidas durante 72 h a 35 °C, sob anaerobiose. As placas contendo de 20
a 350 colbnias foram contadas e registradas como log UFC por grama de p6 (PEREIRA et
al., 2013).

Figura 2: Diluicéo seriada do requeijdo probidtico em p6

Diluigdes seradas em B mL de
sgus peptonads esténl 2 0,1%
o

‘ | 1 mL de cada diligio |

9 mL de MRS semi-sdlida |

= E e
= B e
- B W
= B W

) emae

) = WMue

e | Placas contendo MRS solido
o

Fonte: Luna, 2017.

4.2.2.6 Analises Fisico-Quimicas do requeijéo cremoso e em po

Com a finalidade de caracterizar o requeijdo antes e apds a microencapsulacao, as
determinac0es fisico-quimicas foram realizadas de acordo com os procedimentos descritos

abaixo e todas as analises foram realizadas em triplicata.
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4.2.2.6.1 Atividade de Agua

Realizada no equipamento analisador de atividade de &gua (Decagon, AQUA LAB -

4TE) conforme instrucdes do fabricante.
4.2.2.6.2 pH

Analisado por meio de medidas diretas utilizando pHmetro com eletrodo de vidro
(TECNAL TEC-5 - Piracicaba/SP), previamente calibrado e conforme instrugdes do

fabricante.
4.2.2.6.3 Acidez Titulavel

Realizada por método titulométrico, segundo metodologia descrita pela A.O.A.C.
(2002). Os resultados foram expressos em g de acido lactico 100g™

4.2.2.6.4 Cor

Avaliada em colorimetro (Minolta CR-400, Konica Minolta, Sensing Inc), operando
em sistema CIELAB (L*a*b*). A diferenca de cor foi calculada por meio da média da cor
(AE*) entre requeijdo cremoso tradicional e o requeijdo probidtico atomizado, segundo a

equacao:

AE* = [(|_*_ |_0)2 + (a*_ ao*)2 + (b*- bo*)2]1/2

[Equacéo 2]

Onde:
AE* ¢ a diferenca total de cor;

Lo* e L*: sdo as luminosidades das amostras do requeijao cremoso tradicional e requeijao
probidtico atomizado, respectivamente;

ao* e a*: sdo as intensidades da cor vermelha ou verde das amostras do requeijao cremoso
tradicional e requeijdo probiotico atomizado, respectivamente;

bo* e b*: sdo as intensidades da cor amarela ou azul das amostras do requeijao cremoso

tradicional e requeijdo probidtico atomizado, respectivamente.
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4.2.2.6.5 Cinzas, proteinas, lipideos, carboidratos e umidade

Realizou-se as analises de cinzas (método termogravimétrico 935.42) e proteinas
(991.22) conforme A.O.A.C (2002), e lipideos (método de Gerber), conforme British
Standards Institution (1989).

Os carboidratos foram calculados pela diferenca (100g — gramas totais de umidade +
cinzas + lipideos + proteinas) e o resultado expresso g.100g™.

A umidade foi determinada em balanca infravermelno (MARTE - IDSO -
Piracicaba/SP) a 105 °C durante 30 minutos. Os resultados foram expressos em percentual
(%).

4.2.2.7 Caracterizacgdo Fisica do requeijdo probiotico em po

Com a finalidade de caracterizar o requeijao probidtico em po, as analises fisicas
foram realizadas em triplicata de acordo com as metodologias descritas a seguir.

4.2.2.7.1 Densidade Aparente (pa)

Realizada de acordo com procedimento descrito por Barbosa-Canovas; Juliano
(2005) e Caparino et al., (2012) com algumas modificacbes. Foram transferidas 2 g de
amostra para uma proveta graduada de 10 mL, compactou-se o p6 batendo a proveta 50
vezes sobre a bancada.

A densidade foi calculada de acordo com a Equacéo (3) e o resultado expresso em

g/mL:

m
Pap = 7

[Equacédo 3]
Onde: m - é a massa da amostra (g); V - é o volume total que o p6 ocupou na proveta (mL).

4.2.2.7.2 Solubilidade

A solubilidade foi determinada de acordo com a metodologia descrita por Cano-
Chauca et al. (2005). Diluindo-se 1 g da amostra em 100 mL de &gua destilada, seguida de
agitacdo em agitador magnético (Fisatom, modelo 752) durante 5 minutos, formando uma

solugéo aquosa, que em seguida foi centrifugada a 3000 rpm por 5 minutos em centrifuga
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(Cientec, modelo CT-6000R). Uma aliquota de 25 mL do sobrenadante foi colocada em
placa de Petri, esterilizada e previamente pesada, e levada para estufa com circulagéo e
renovacdo de ar (Marconi, modelo MA-035) a 105 °C por 5 h. Ao término do processo a

placa foi pesada em balanca analitica e a solubilidade obtida através da diferenca de peso.
4.2.2.7.3 Higroscopicidade

Conforme metodologia proposta por Cai e Corke (2000), modificada. As amostras,
com aproximadamente 1g cada, foram colocadas em um recipiente hermético contendo uma
solucdo saturada de NaCl (umidade relativa de 75,29%) a 25 °C e, ap6s uma semana foram
pesadas, sendo a higroscopicidade expressa como g de umidade adsorvida por 100 g de

massa seca da amostra (g/100g).

4.2.2.8 Reconstituicdo do po

A reconstituicdo do requeijdo probidtico em po foi realizada a partir da dissolugédo
do p6 em &gua na proporcao de 1:3, de modo tornar a textura do produto reidratado o mais
proximo possivel do produto inicial. O requeijdo reconstituido foi armazenamento sob

refrigeracdo (8 £ 2 °C) e utilizado para a analise sensorial.

4.2.2.9 Andlise Microbioldgica

Para garantir a seguranca alimentar dos provadores, o requeijdo probiético em pd foi
submetido a analises, conforme recomendacdo da RDC N° 12 da ANVISA (BRASIL, 2001)
quanto ao padrdo de qualidade higiénico-sanitario, determinadas para queijo em poé
(Coliformes totais, Estafilococos coagulase positiva e Salmonella spp). O preparo das
amostras, inoculagdo, incubaco e leitura utilizando placas Petrifilm™ 3M do Brasil LTDA,

conforme Compedium Stantard Methods for the Examination of Dairy Products.
4.2.2.10 Analise Sensorial

Para realizacdo da coleta dos dados, a presente pesquisa foi submetida a aprovacgéo
pelo Comité de Etica em Pesquisa envolvendo seres humanos do Centro de Ciéncias da
Salde da Universidade de Pernambuco (CEP/CCS/UPE N° 2.196.966) (ANEXO 1). Os
individuos que concordaram em participar do painel de degustadores assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), em conformidade com as normas da Resolucao
196/96, do Conselho Nacional de Saude (ANEXO 2).
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O requeijdo probidtico em po6 reconstituido foi avaliado por 90 provadores, nao
treinados, de ambos 0s sexos, maiores de 18 anos e que relataram interesse e/ou habito de
consumir requeijdo. Individuos com alergia ao leite ou com intolerancia a lactose ndo foram
selecionados para participar da analise. As amostras dos produtos foram servidas aos
provadores, em cabines individuais, iluminadas com luz branca, a temperatura de
refrigeracdo (4 °C a 8 °C), em copos de poliestireno descartaveis de 50 mL, aleatoriamente
codificados com nameros de trés digitos, contendo aproximadamente 5 g de requeijao,
acompanhadas de agua e bolacha para limpeza do palato.

Primeiramente, foi aplicado o teste triangular com o objetivo verificar se existia
diferencga significativa entre o requeijdo probidtico em pd reconstituido e o requeijdo
cremoso tradicional. Cada avaliador recebeu trés amostras codificadas e foram informados
que duas amostras eram iguais e uma era diferente. Em seguida, foi solicitado ao avaliador
provar as amostras da esquerda para a direita e identificar a diferente (ANEXO 3). As
amostras foram servidas em todas as combinagdes possiveis: AAB/ ABA/ BAA/ BBA/
BAB/ABB.

O teste de aceitacdo foi realizado para o requeijdo em po6 reconstituido utilizando-se
uma escala hedonica estruturada de nove pontos, variando de “desgostei extremamente (1)”
a “gostei muitissimo (9)”, onde 0s provadores avaliaram 0s atributos sensoriais de cor,
aroma, sabor, consisténcia e aparéncia (ANEXO 4). Para o célculo do indice de
Aceitabilidade do produto foi adotada a equacdo 4 (STONE; SIDEL, 2004):

IA (%) = A x 100
B

[Equacéo 4]

Onde: A = nota média obtida para o produto

B = nota méxima da escala heddnica

Para ser considerado aceito o indice de aceitacdo para cada atributo que deve ser no
minimo 70% (TEIXEIRA; MEINERT; BARBETTA, 1987). A analise de intencdo de
compra foi realizada empregando-se uma escala estruturada de cinco pontos, variando de

“certamente eu ndo compraria (1)” a “certamente eu compraria (5)” (ANEXO 4).
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Os dados foram submetidos a Analise de Variancia (ANOVA) e Teste de Duncan,

para comparacao entre as médias, ao nivel de 5% de probabilidade utilizando programa

computacional Statistica for Windows 7.0 (STATSOFT, 2004).

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Analise das variaveis de processo do requeijao probidtico em pé

Os resultados do processamento do requeijdo probidtico em pd, em funcdo da

atividade de 4gua, umidade, higroscopicidade e contagem de células viaveis, obtidas a partir

do planejamento fatorial 23 completo estio apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2. Resultados obtidos do planejamento fatorial 22 de requeijo em po.

Ensaio  Temperatura Vazéao Gelatina  Atividade  Umidade Higroscopicidade Contagem de

do ar de massica (%) de agua (%) (9.100g™) células viaveis

secagem (°C) (I/h) (log UFC/g)
1 -1 (90) -1(0,4) -1(0,5) 0,16 2,58 9,55 8,36
2 1 (140) -1(0,4) -1(0,5 0,14 2,20 10,79 7,41
3 -1 (90) 10,8 -1(0,5 0,25 3,20 8,92 9,20
4 1(140) 10,8 -1(0,5 0,20 2,84 9,96 8,39
5 -1 (90) -1(0,4) 1(1) 0,12 2,35 9,83 9,18
6 1 (140) -1(0,4) 1(1) 0,10 1,36 10,46 8,48
7 -1 (90) 1(0,8) 1(1) 0,19 2,38 10,34 9,19
8 1(140) 1(0,8) 1(1) 0,15 1,74 10,79 8,23
9 0 (115) 0(0,6) 0(0,75) 0,16 2,20 10,08 8,26
10 0 (115) 0(0,6) 0(0,75) 0,15 1,88 10,18 8,43
11 0 (115) 0(0,6) 0(0,75) 0,16 2,10 10,08 8,09
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Tabela 3. Efeito das variaveis independentes sobre as variaveis dependentes (Atividade de
agua (Aw); Umidade (%); Higroscopicidade (g.100g™) e Contagem de células viaveis (log
UFC/g)).

Aw Umidade (%0) Higroscopicidade  Contagem de células
(9.100g™%) viaveis (log UFC/g)
Bo 0,162 2,257 10,091 8,474
B1 -0,032 -0,592 0,360 -0,855
B2 0,067 NS NS NS
Bs -0,047 -0,747 1,030 NS
B12 NS NS 0,385 NS
Bis NS NS -0,300 NS
B2s NS NS NS NS
R? 0,988 0,912 0,997 0,909

1: Temperatura (°C); 2: Vazao Massica (I/h); 3: Gelatina (%); NS: ndo significativo
(p>0,05) e R?: coeficiente de determinagio

Todos os resultados (umidade, atividade de agua, higroscopicidade e contagem de
celulas viaveis) tiveram um bom ajuste, confirmado pela falta de ajuste ndo significativo

(Tabela 4).

Tabela 4. Andlise de variancia para os resultados do planejamento fatorial 22 do requeijdo em pé.

Fontes  Graude Umidade (%0) Higroscopicidade (g.100g?)
de liberdade
variacéo (GL)
Soma Quadrética Média p Soma Média p
(SQ) Quadratica Quadratica  Quadratica
(MQ) (SQ (MQ)
T(L) 1 0,702 0,702 0,036 0,259 0,259 0,012
V(L) 1 0,349 0,349 0,069 0,048 0,048 0,061
G(L) 1 1,117 1,117 0,023 2,122 2,122 0,001
TV 1 0,017 0,017 0,508 0,296 0,296 0,011
TXG 1 0,099 0,099 0,194 0,180 0,180 0,017
VXG 1 0,090 0,090 0,208 0,018 0,018 0,141
Falta de 2 0,174 0,087 0,235 0,002 0,001 0,733
ajuste
Erro 2 0,054 0,027 0,006 0,003
Puro
Total 10 2,602 2,931
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Atividade de agua (Aw) Contagem de células viaveis (log
UFC/g)
T(L) 1 0,002 0,002 0,015 1,462 1,462 0,02
V(L) 1 0,009 0,009 0,004 0,312 0,312 0,08
G(L) 1 0,004 0,004 0,007 0,370 0,370 0,07
XV 1 0,0003 0,0003 0,092 0,002 0,002 0,83
TXG 1 0,00001 0,00001 0,603 0,001 0,001 0,85
VXG 1 0,0001 0,0001 0,207 0,530 0,530 0,06
Falta de 2 0,0001 0,00005 0,353 0,210 0,105 0,216
ajuste
Erro 2 0,00007 0,000035 0,058 0,029
Puro
Total 10 0,01558 2,945

A atividade de &gua do requeijao probiotico em pé variou de 0,10 a 0,25 (Tabela 2)
e esta dentro da faixa considerada 6tima para produtos atomizados e também dentro do limite
recomendado para garantir a estabilidade microbioldgica (< 0,6) (FAVARO-TRINDADE et
al., 2010). Resultados semelhantes foram relatados por Medeiros et al. (2014) (0,19), por
Reddy et al. (2013) (0,16 a 0,23) e por Castro-Cislaghi et al. (2012) (0,23), em iogurte
probiotico atomizado, em leite de cabra em p6 e em microcapsulas de Bifidobacterium Bb-
12 produzidas com o soro de leite por spray drying, respectivamente.

Uma baixa atividade de agua melhora a estabilidade do pd, pois dificulta as reac6es
bioquimicas, além melhorar a viabilidade probiotica e reduzir o risco de contaminacao
durante 0 armazenamento, por ter menor quantidade de éagua livre disponivel para o
crescimento de células microbianas nos alimentos (HUANG et al., 2017; FAVARO-
TRINDADE et al., 2010). As bactérias podem manter sua viabilidade, independentemente
da atividade da agua, mas para que haja crescimento requer Aw > 0,8 (VESTERLUND;
SALMINEN; SALMINEN, 2012). Contudo, o excesso de secagem pode reduzir a
estabilidade e a viabilidade das células probidticas (LI et al., 2011; WANG; YU; CHOU,
2004). Portanto, a atividade da agua do produto final é um fator chave na manutencédo da
viabilidade probidtica em produtos secos (VESTERLUND; SALMINEN; SALMINEN,
2012).

A temperatura do ar de secagem e o percentual de gelatina foram as variaveis que
tiveram maior influéncia sobre a atividade de agua (Tabela 3). Na figura 3 verifica-se que
maiores temperaturas e percentuais de gelatina resultaram em um produto com menor

atividade de agua.

60



Figura 3. Superficie de resposta da Atividade de &gua em fungdo da
Temperatura (° C) e Gelatina (%)
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Temperaturas elevadas resultam em uma maior taxa de transferéncia de calor para as
particulas, maior evaporacdo de &gua livre e consequentemente uma menor atividade de
agua. O aumento da concentracdo do agente carreador eleva o contetdo de sélidos na
alimentacdo, reduzindo a quantidade de agua livre a ser evaporada e seu teor no produto final
(FAZAELI et al., 2012; FERRARI et al., 2012).

A vazdo massica também influenciou significativamente a atividade de agua do po,
com menor valor desta variavel resultando em menor atividade de agua (Figura 4), uma vez
que vazdes massicas menores acarretam um maior tempo de contato entre o produto e o ar,

tornando mais eficiente o processo de transferéncia de calor (FAZAELI et al., 2012).
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Figura 4. Superficie de resposta da Atividade de agua em fun¢do da Vazéo
Massica (I/h) e Temperatura (° C)
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O teor de umidade de um p6 é um parametro importante que influencia a estabilidade
durante 0 armazenamento e, consequentemente, a qualidade e a vida Gtil do produto
(RANADHEERAA et al., 2015; AVILA-REYES et al., 2014). O contetdo de umidade do
po variou de 1,36 % a 3,20 %, valores proximos aos encontradas por Chever et al. (2017)
(1,3% a 2,9%) e por Erbay et al. (2015) (1,35% a 2,97%) para leite e queijo em pd

respectivamente. O baixo teor de umidade do p6, além de indicar que o produto obtido é

estdvel, minimiza os risco relacionados ao desenvolvimento de microrganismos

deteriorantes e patogénicos, garantindo a qualidade do produto e uma vida Util prolongada.

E possivel observar que a umidade etev 0 mesmo comportamento da Aw, ou seja,
maior percentual de gelatina e maior temperatura resultaram em um p6 com menor teor de
umidade (Figura 5 e Tabela 3). Temperaturas elevadas implicam em maior transferéncia de
calor entre o produto atomizado e o ar de secagem, e consequentemente, maior evaporagao
de dgua do produto, resultando em particulas com umidades mais baixas (RANADHEERAA
etal., 2015; CALISKAN; DIRIM, 2013). A adicdo do agente carreador ao alimento antes da

secagem por atomizacdo aumenta o teor total de solidos e reduz teor de umidade do po
produzido (QUEK; CHOK; SWEDLUND, 2007).
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Figura 5. Superficie de resposta da umidade em funcéo da Temperatura (°C) e
Gelatina (%)

(%) apepren

N RO

S NN ®

ERE00ONER

A higroscopicidade é a capacidade que certos materiais possuem de absorver agua.
Seu aumento resulta em maior atividade da agua, e implica em uma grande quantidade de
agua disponivel para reacBes quimicas e crescimento microbiano (PAIM et al., 2016). A
higroscopicidade do requeijdo probidtico em p6 variou de 8,92 a 10,79 g.100g™, valores
menores do que os encontrados por Medeiros et al. (2014) (12,6 a 16,1 g.100g™), Silva et al.
(2014) (10.23 a 19.76 g.100g}) e por Tonon; Brabet e Hubinger (2008) (12,48 a 15,79
0.100g?) ao estudarem a secagem por atomizagdo em iogurte probidtico, em polpa de umbu
e em acai atomizados, respectivamente, utilizando a maltodextrina como agente carreador.

Observa-se na Tabela 3 que o percentual de gelatina teve maior influéncia sobre a
higroscopicidade. Um menor percentual de gelatina e uma temperatura mais baixa
conferiram uma menor higroscopicidade ao p6 (Figura 6). Um aumento na temperatura de
entrada resulta em um aumento da higroscopicidade, pois altas temperaturas promovem
maior evaporacdo da agua, reduzindo a umidade dos pos e, inversamente, aumenta a sua
higroscopicidade, isto &, aumentando sua capacidade de adsorver a umidade do ambiente
(CASTRO-MUNOZ; BARRAGAN-HUERTA; YANEZ-FERNANDEZ, 2015).
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Figura 6. Superficie de resposta da Higroscopicidade em funcéo da Gelatina (%)
e Temperatura (°C).
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A gelatina € um material com baixa higroscopicidade e utilizada como agente
encapsulante, no sentido de reduzir a higroscopicidade de produtos desidratados em spray
dryer. No entanto, a baixa higroscopicidade do p6 pode ser atribuida a maltodextrina, que
possui uma estrutura ramificada, o que facilita a adsorcdo de dgua (PAIM et al., 2016). Em
geral, os pds alimentares com maior concentracdo de maltodextrina tendem a ser menos
higroscopicos (MEDEIROS et al., 2014). O uso de agentes carreadores, tais como a
maltodextrina e a gelatina, melhoram o processo de secagem, tornando-o mais eficaz. Sendo,
0 composto gelatina-maltodextrina recomendado para o encapsulamento de ingredientes
alimentares (CASTRO-MUNOZ; BARRAGAN-HUERTA; YANEZ-FERNANDEZ,
2015), ja que as microcapsulas formadas exclusivamente por gelatina séo fisicamente fracas

e propensas a rapida degradacdo enzimatica por enzimas digestivas (NAWONG et al., 2016).
Ressalte-se também a utilizacdo de quantidades minimas destes componentes, a fim de evitar

alteracdes nas propriedades e diminuir o custo do produto (CALISKAN; DIRIM, 2013).
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Pode-se observar também que a vazdo massica ndo teve influéncia na
higroscopicidade (Figura 7).

Figura 7. Superficie de resposta da Higroscopicidade em funcéo da VVaz&o massica
(I/n) e Temperatura (° C)
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No requeijdo em pé a contagem de células viaveis variou de 7,41 a 9,20 log UFC/
g (Tabela 2), havendo uma reducéo de 0,3 a 2,09 ciclos logaritmico, quando comparado ao
valor obtido no requeijao cremoso nao atomizado que foi de 9,5 + 0,2 log UFC / g. Outros
autores também observaram esta redu¢do em produtos obtidos por atomizacao (PAIM etal.,
2016; RANADHEERA et al., 2015; MEDEIROS et al., 2014; PEREIRA et al., 2014).
Apenas a temperatura mostrou influéncia significativa na viabilidade celular (Tabela 3),
quanto menor a temperatura maior foi a viabilidade (Figura 8). Para Guerin et al. (2017) a
temperatura do ar de saida deve ser cuidadosamente selecionada para melhorar a

sobrevivéncia de probidticos na secagem por atomizacao, ja que elevadas temperaturas de
saida diminuem a viabilidade celular.
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Figura 8. Superficie de resposta da Viabilidade em funcdo da Temperatura (°C) e
Gelatina (%).
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Apesar da reducéo da viabilidade celular, esta manteve-se no nivel recomendado pela
FAO/ OMS (2003) e pela industria alimentar que, em geral, indica um minimo de 6 log UFC

/ g para o consumo de bactérias probidticas nos alimentos, necessario para produzir os
possiveis efeitos benéficos ao consumidor (SIDIRA et al, 2017; KARIMI;
MORTAZAVIAN; DA CRUZ, 2011). A legislacdo brasileira vigente estabelece uma
quantidade minima viavel situada na faixa de 102 a 10° UFC de microrganismos probidticos,
que corresponde a 8 e 9 log UFC por porcdo pronta para 0 consumo, respectivamente, para
que 0 mesmo seja considerado probidtico. No entanto, valores menores podem ser aceitos,
desde que sua eficacia seja comprovada (BRASIL, 2008). L. rhamnosus mostrou maior
tolerancia as condicdes do trato gastrointestinal quando comparado com outros
microrganismos probidticos, melhor sobrevivéncia, quando adicionado em alimentos
funcionais (LANDERSJO et al., 2002), possui o titulo de Presuncdo Qualificada de
Seguranca pela European Food Safety Authority (EFSA), além de ser Geralmente
Reconhecido como Seguro (GRSA) pela US Food and Drug Administration (FDA)

(SALVETTI; O'TOOLE, 2017). Neste contexto, todos os ensaios sdo potencialmente
probidticos.
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Um dos principais fatores que determinam a sobrevivéncia microbiana durante a
secagem por atomizacdo é a capacidade da estirpe suportar temperaturas elevadas (LIU et
al.,2015; GARDINER et al., 2000), ja que na secagem por atomizacao as células probioticas
sdo expostas a temperaturas elevadas, além de cisalhnamento mecéanico, desidratacdo e
pressdo osmotica, necessarias para a desidratagdo do produto, 0 que pode causar inativacao
térmica das células (TRIPATHI; GIRI, 2014; PAEZ et al., 2012). Sendo de extrema
importancia a escolha da estirpe bacteriana, que deve ser adequada para a producéo industrial
em larga escala, com a capacidade de sobreviver e manter sua funcionalidade durante a
producdo e armazenamento como culturas congeladas ou secas. Ja que as caracteristicas de
resisténcia de uma estirpe exercem enorme influéncia na viabilidade probiética final dos p6s
secos por atomizacdo (HUANG et al., 2017; TRIPATHI; GIRL, 2014). Este resultado mostra
que o L. rhamnosus ATCC 9595 tem a capacidade de sobreviver a secagem por atomizagdo
nas condigdes utilizadas neste estudo.

Ainda, o que pode ter contribuido, seria a presenca de componentes como
maltodextrina, proteinas do leite e gordura no requeijao elaborado, que segundo Medeiros et
al. (2014), a presenca destas substancias sdo fatores de protecdo para 0s microrganismos
durante o processo de secagem.

Todos os ensaios apresentaram atividade de agua dentro do limite recomendado para
garantir a estabilidade microbiolégica (< 0,6) (FAVARO-TRINDADE et al., 2010),
contetdo de umidade e higroscopicidade com valores semelhantes aos relatados em outros
estudos para produtos atomizados e viabilidade na faixa recomendada para produtos
probioticos, com excessdo do ensaio 2 (BRASIL, 2008). Assim, o critério utilizado para
selecionar o ensaio do planejamento experimental com melhores resultados quanto as
condicdes de secagem foi baseado na menor temperatura de secagem com boa viabilidade
celular. Portanto, foi selecionado o ensaio 5 (Figura 9), apontado como favoravel para a

secagem por atomizacgdo do requeijdo probiotico.
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Figura 9. Requeijao probiotico em p6 obtido pelo ensaio 5 (90 °C, vazao 0,4L/h,
1% de gelatina e 10% de maltodextrina 10 DE)

Fonte: Luna, 2017.

4.3.3 Caracterizacao fisico-quimica

Os resultados da composicdo fisico-quimica do requeijdo cremoso tradicional e em
po estdo apresentados na Tabela 5. Os teores de cinzas, proteina e lipideos do requeijdo em
p6 foram superiores aos do requeijdo cremoso tradicional. Resultado esperado devido a
concentracdo dos compostos apds a atomizacdo. Houve reducdo no valor de carboidratos,
provavelmente, devido a fermentacdo lactea pelo L. rhamnosus, que produz acido latico a
partir da oxidacgdo dos carboidratos. A umidade foi reduzida no requeijdo em po, resposta ja
esperada por se tratar de um produto em p6. O p6 produzido apresentou uma significativa
reducdo da atividade de dgua (Aw), uma vez que a exposicdo do produto a temperaturas

elevadas promove a evaporacao da agua livre presente nas particulas.
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Tabela 5. Caracterizacdo fisico-quimica (média £+ desvio padrdo) do requeijao cremoso
tradicional e do requeijdo probidtico em pé obtido por spray dryer.

Requeijao cremoso  Requeijdo probiotico

Determinacdes

tradicional em pé (ensaio 5)
Umidade (%) 42,34 £0,91a 1,36 £ 0,05b
Proteinas (g.100 g?) 5,03+0,5b 14,67 +0,2a
Lipideos (g.100 g %) 22,87 £2,07b 53,60 £ 1,55a
Cinzas (g.100 g ) 1,33 £ 0,15b 5,27 £ 0,06a
Carboidratos (g.100 g ™) 28,43+ 1,16a 25,01 + 1,60b
Atividade de agua 0,9 +0,0a 0,1+0,0b
pH 6,3+ 0,02a 6,0 + 0,03b
Acidez Titulavel (g acido lactico.100 g*) 0,51+0,01b 1,04 + 0,04a
Cor L* 83,39 +£0,3b 92,2+ 0,4a
a* -2,95 + 0,03a -1,44 +0,1b
b* 14,45 + 0,03b 17,69 £ 0,3a
Diferenga de Cor (AE*) 5,43 +1,83

Médias seguida de letras iguais na horizontal ndo diferem significativamente ao nivel de 5%
de significancia pelo teste “t” de student. Ensaio 5 (90 °C, vazéo 0,4L/h, 1% de gelatina e
10% de maltodextrina 10 DE). L*: luminosidade da amostra do requeijdo probiotico
atomizado; a*: intensidade da cor vermelha ou verde da amostra do requeijao probidtico
atomizado; b*: intensidade da cor amarela ou azul da amostra do requeijdo probidtico
atomizado.

O requeijdo probidtico em po teve um maior teor de &cido lactico decorrente da
atividade da bactéria lactica adicionada, a qual manteve seu metabolismo ativo até
atomizacdo. Em concordancia com o aumento da acidez, houve reducao do pH do requeijéo
probidtico em p6 (Tabela 5).

A medida de cor é um dos mais importantes parametros de qualidade em produtos
alimenticios, pois € um dos primeiros atributos que o consumidor avalia para aceitar ou
rejeitar um alimento (LAO; GIUSTI, 2017; LEON et al., 2006) e reflete a atratividade
sensorial e propriedades de qualidade dos pos produzidos pela secagem por atomizacao
(ATALAR; DERVISOGLU, 2015; QUEK; CHOK; SWEDLUND, 2007).

O requeijao probidtico em pé (Figura 10) apresentou o valor de luminosidade (L*) e
das coordenadas a* e b* superiores ao obtido do requeijdo cremoso tradicional (Tabela 5).

Este resultado pode ser atribuido a adicdo da maltodextrina, que possui coloracédo branca e,
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desse modo, dilui os pigmentos presentes no produto, alterando a sua coloracdo (FERRARI
etal., 2012).

Figura 10. Requeijao cremoso antes e ap0s a secagem por atomizagao

Fonte: Luna, 2017.

Resultados semelhantes para a luminosidade foram obtidos na atomizagéo de iogurte
(MEDEIROS et al., 2014), suco de frutas de jamun (SANTHALAKSHMY et al., 2015) e
sumagre (CALISKAN; DIRIM, 2013), no entando, nos estudos citados houve uma
diminuicdo dos valores de a* e b* com o aumento da concentracdo de maltodextrina. A
tendéncia a cor amarela (b*) e vermelha (a*) pode ser atribuida aos componentes do produto,
como elevado teor de gordura. A diferenga de cor (AE) teve uma variagédo (5,43 +1,83),
porém nao foi desfavoravel, ja que quando reconstituido preservou as caracteristicas do

produto original.

Na Tabela 6 estdo apresentados os resultados de densidade aparente, solubilidade e

higroscopicidade obtidos do requeijao probiético em pé.

Tabela 6. Caracterizacdo fisica do requeijdo probi6tico em p6 produzido com temperatura
de 90 °C, vazdo massica 0,4 L/h, 1% de gelatina e 10% de maltodextrina 10 DE

Determinagdes Média + Desvio Padréo
Densidade Aparente (g/mL) 0,33+£0,01
Solubilidade (%) 78,48 £ 0,32
Higroscopicidade 9,83+0,11
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O conhecimento da densidade de um alimento € um pardmetro importante para o
transporte, armazenamento, embalagem e processo de mistura (AVILA-REYES et al.,
2014). P6s com maior densidade podem ser armazenados em grandes quantidades em
recipientes menores quando comparados a produtos com menor densidade. Além disso,
maior densidade aparente pode indicar menor quantidade de ar existente nos espagos entre
as particulas, o que pode ajudar a prevenir a oxidacao lipidica (CARNEIRO et al., 2013).

A densidade aparente do requeijao probidtico em pé foi de 0,33 g/mL (Tabela 6),
valor um pouco superior ao descrito por Erbay et al. (2015) (0,215 a 0,261 g/ mL) e dentro
da faixa encontrada por Chever et al. (2017) (0,33 a 0,47 g / mL), para queijo e leite
atomizados, respectivamente. A maltodextrina pode induzir acumulagéo e aprisionamento
do ar dentro da particula, tornando-a menos densa e porosa (GOULA; ADAMOPOULUS,
2008). Caliskan e Dirim (2013), ao estudar os efeitos da adicdo de diferentes quantidades de
maltodrextina durante a secagem por atomizagéo de extrato de sumagre, observaram que um
aumento na concentracdo de maltodextrina levou a uma diminuicdo na densidade dos pos,
provavelmente devido ao baixo teor de umidade dos p6s secos. Outro fator que influencia a
densidade de pds secos por atomizacao é a temperatura. Uma temperatura de entrada elevada
promove uma diminui¢do da densidade do p6 (MISHRAA; MISHRAB; MAHANTAA,
2014).

A solubilidade ¢é o critério mais confiavel para avaliar o comportamento do p6 em
solucdo aguosa, uma vez que os pos alimentares devem possuir boa solubilidade para ser util
e funcional (MEDEIROS et al., 2014; CALISKAN; DIRIM, 2013; CAPARINO, et al.,
2012). A solubilidade do requeijdo atomizado foi de 78,48%, resultado semelhante aos dados
encontrados por Silva et al. (2014) (80,28%) em polpa de umbu atomizada, por Medeiros et
al. (2014) em iogurte probiotico atomizado (68,2% a 81,1%) e por Castro-Munoz, Barragan-
Huerta e Yanez-Fernandez (2015), em suco de pera atomizado (67,71% a 99,71%).
Caracteristicas da matéria, condi¢cdes de secagem e tipo de agente carreador influenciam
diretamente a solubilidade de p6s de alimentos secos por atomizacéo (SILVA et al., 2014).
A elevada solubilidade do p6 de requeijao pode ser atribuida a solubilidade dos agentes
encapsulantes em &gua, principalmente da maltodextrina (CASTRO-MUNOZ;
BARRAGAN-HUERTA; YANEZ-FERNANDEZ, 2015; CANO-CHAUCA et al., 2005).

A higroscopicidade apresentou-se dentro da faixa relatada por outros autores, como

ja discutido no item 4.3.1.
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4.3.2 Analise Sensorial

Os ensaios apresentaram auséncia de coliformes a 45°C, estafilococos coagulase
positiva e Salmonella sp., evidenciando as boas préaticas de fabricacdo e qualidade da

matéria-prima utilizada, sendo, portanto, aptos para utilizacdo na analise sensorial.

4.3.2.1 Teste Triangular

O teste triangular foi utilizado para determinar se existia diferenca entre o requeijao
cremoso tradicional e o requeijao probidtico em po reconstituido. De acordo com a tabela de
Bento et al (2015) para 90 respostas sd@o necessarias no minimo 45 respostas corretas para
obter 0,1% de significancia. Nesta pesquisa obteve-se 81 respostas certas, ou seja, houve
diferenga significativa entre as amostras. Entretanto, tal diferenca ndo se refletiu em uma
caracteristica negativa, como constatado através dos resultados de aceitacdo e intencdo de

compra do produto.

4.3.2.2 Teste de Aceitacdo e Intencdo de compra

As médias das notas atribuidas pelos provaveis consumidores para cada atributo, cor,
aroma, sabor, consisténcia e aparéncia do requeijao probidtico em pé reconstituido, estdo
apresentados na Figura 11. As médias das notas variaram do termo heddnico “gostei

moderadamente” a0 “gostei muito”.

Figura 11. Notas médias dos atributos avaliados pelo teste de aceitacao
do requeijao probidtico em pé reconstituido (ensaio 5)
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Ensaio 5 (90 °C, vazédo 0,4L/h, 1% de gelatina e 10% de maltodextrina 10 DE)
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De acordo com o Teixeira; Meinert; Barbetta (1987) para que o produto seja
considerado aceito, em termos de suas propriedades sensoriais, & necessario que este obtenha
um Indice de Aceitabilidade (1A) de no minimo 70%, o que pode ser verificado no ensaio
avaliado, j& que apresentaram 1A superior a0 minimo estabelecido para todos os atributos

avaliados (Figura 12).

Figura 12. Indice de aceitabilidade do requeijdo probiético em p6
reconstituido (ensaio 5)
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Ensaio 5 (90 °C, vazao 0,4L/h, 1% de gelatina e 10% de maltodextrina 10 DE)

Com base nas médias das notas para a aceitabilidade e calculo do 1A, pode-se
verificar que o requeijao probidtico em pd reconstituido obtido pelo ensaio 5, apresentou
boa aceitabilidade.

Os percentuais da intencdo de compra do requeijdo probidtico em pé reconstituido

estdo apresentados na Figura 13.

Figura 13. Percentual do Teste de Intencao de Compra do
Requeijao Probiotico em po reconstituido (ensaio 5)
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Ensaio 5 (90 °C, vazdo 0,4L/h, 1% de gelatina e 10% de maltodextrina 10 DE)
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Os resultados obtidos a partir da anélise de intencdo de compra do requeijao
probiodtico em pd reconstituido sugerem um produto com potencial de mercado, tendo em
vista que 87,78% dos provaveis consumidores indicaram que comprariam este produto se
este estivesse a venda. Dentre este escopo de 87,78%, um percentual de 46,67% dos
provadores afirmaram que “certamente comprariam” (nota 5) e 41,11% que “provavelmente
comprariam” (nota 4). Dos provadores envolvidos na pesquisa (90 avaliadores) nenhum
indicou que certamente ndo compraria (nota 1) ou provavelmente ndo compraria (nota 2) e
apenas 12,22% indicaram que “talvez comprariam/ talvez ndo comprariam” (nota 3).

O teste de intencdo de compra corroborou com os resultados de aceitagéo sensorial,
realizado através de escala de preferéncia heddnica, sugerindo que o produto desenvolvido
de fato apresenta boa qualidade sensorial e boas perspectivas de mercado caso fosse

comercializado.

4.4, CONCLUSAO

Conclui-se que as condi¢des operacionais do ensaio 5, com temperatura do ar de
entrada 90 °C, vazdo de alimentacdo 0,4 L/h, gelatina a 1% e maltodextrina 10 DE 10%,
favoreceram uma atividade de 4gua e umidade reduzidas, além de uma contagem de células
viaveis de acordo com a legislacdo brasileira e com os parametros internacionais, suficiente
para caracteriza-lo como potencialmente probidtico. O requeijao probioético em pod
reconstituido obteve uma boa aceitagdo sensorial pelos provaveis consumidores e as
microcapsulas revelaram caracteristicas fisico-quimicas favoraveis. Desta forma, a
atomizacdo para processamento do requeijdo probidtico apresenta-se como uma alternativa
viavel de elaboracdo de um novo produto alimenticio com caracteristicas funcionais e

tecnoldgicas promissoras para a industria de alimentos.
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Pesquisador: IRIS REGINA PIMENTEL DE LUNA

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 68429217.0.0000.5207

Instituicdo Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 2.196.966

Apresentagao do Projeto:

A demanda dos consumidores por uma alimentacao saudavel e equilibrada e o interesse pelos produtos
denominados funcionais € cada vez mais crescente. Enquadram-se como alimentos funcionais os que
contenham probidticos, dentre os quais, destacam-se os do género Lactobacillus. Neste contexto, a
microencapsulacdo de células probidticas tem sido amplamente estudada como uma técnica para melhorar
a estabilidade destes microrganismos protegendo-os de ambientes desfavoraveis. Entre as tecnologias de
microencapsulacdo frequentemente usadas, o spray drying & a mais efetiva para a producdo industrial em
larga escala por ser um processo continuo, rapido, custo relativamente baixo e alta reprodutibilidade. E uma
técnica adequada para componentes sensiveis ao calor (MISHRA; MISHRA: MAHANTA, 2014), e melhora a
sobrevivéncia dos probidticos na alimentagcdo durante o processamento e armazenamento, além de conferir
protecdo dos probidticos contra subsequente exposicdo as duras condi¢des do trato gastrointestinal (KENT,;
DOHERTY, 2014), porque este processo confere um revestimento as células bacterianas protegendo-as do
meio exterior. O desenvolvimento do requeijdo probidtico em po resultara em um produto com potencial
funcional, preservando suas caracteristicas sensoriais e nutricionais.
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O preparo do inoculo de Lactobacillus rhamnosus ATCC 9595 sera realizado no Departamento de
Tecnologia Rural da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE). A secagem por atomizag&o sera
realizada no Laboratorio de Processamento de Alimentos do Departamento de Ciéncias Domesticas /
UFRPE. As analises fisico-quimicas serdo realizadas no Laboratorio de Analises FisicoQuimicas de
Alimentos (LAFQA) do Departamento de Ciéncias Domésticas/UFRPE.

O requeijdo cremoso sera obtido no comeércio local na cidade do Recife-PE, e mantido sob refrigeracao. A
estirpe de Lactobacillus rhamnosus ATCC 9595 sera cedida pelo Departamento de Antibidticos da
Universidade Federal de Pernambuco. A analise sensorial sera realizada apos aprovada pelo Comité de
Etica em Pesquisa da UFPE/CCS e todos os voluntarios assinaram o termeo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE). Serdo selecionados 120 provadores voluntarios ndo treinados com idades acima de 18
anos, que refiram interesse e/ou habito de consumir requeijdo. Individuos com alergia ao leite ou com
intolerancia a lactose nao serdo selecionados para participar da analise.

O Teste de aceitacao sera realizado utilizando-se uma escala heddnica estruturada de nove pontos,
variando de “desgostei extremamente (1)" a “gostei muitissimo (9)", onde os provadores avaliaram os

atributos sensoriais de cor, aroma, sabor e aparéncia. Sera calculado o indice de Aceitabilidade (1A) para
todos os atributos avaliados, sendo consideradas as notas obtidas 6 que representam na escala heddnica a

variacdo de “gostei ligeiramente” a “gostei muitissimo” e o percentual calculado de acordo com a quantidade
total de provadores. Ja para o calculo do IA Global, sera utilizada a média dos |A de cada atributo. A
intencdo de compra sera investigada empregando-se uma escala estruturada de cinco pontos, variando de
“certamente eu ndo compraria (1) a “certamente eu compraria (5)". O teste de preferéncia por comparacio
multipla sera realizado utilizando-se uma escala hedénica estruturada de sete pontos, variando de

“extremamente menos preferido que o padrio (1) a “extremamente mais preferido que o padrio (7).

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo geral

Obter um requeijdo probidtico em p6 por spray dryer.

Endereco: Av. Agamenon Magalhdes, s/in®

Bairro: Santo Amaro CEP: 50.100-010
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (81)3183-3775 Fax: (81)3183-3775 E-mail: comite etica@upe.br
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Objetivos especificos

*Avaliar a viabilidade de Lactobacillus rhamnosus no requeijao em po;

*Avaliar caracteristicas fisicas, fisico-quimicas e quimicas do regueijdo em po;

*Analisar sensorialmente os atributos de qualidade, aceitacdo, intengdo de compra e a preferéncia do
requeijdo em po reconstituido.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

O principal risco consiste em alergias que o participante possua a algum dos componentes da amostra. Por
este motivo, individuos com alergia a leite ou com intolerancia a lactose néo devem participar da analise.
Este risco sera amenizado através de esclarecimento sobre as substancias constituintes do requeijao.
Também ha um pegueno risco quanto ao desconforto sensorial. O participante recebera agua para
minimizar o risco, bem como para aliviar o desconforto, caso haja.

O provador sera beneficiado por degustar um produto com efeitos positivos na sua saude, atividade
probidtica.
Todas as informacgdes desta pesquisa serdo confidenciais e serdo divulgadas apenas em eventos ou
publicagdes cientificas, ndo havendo identificacdo dos voluntarios, a ndo ser entre os responsaveis pelo
estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a sua participagdo. Os dados coletados nesta pesquisa, ficardo
armazenados em pastas de arquivo, sob a responsabilidade da Onentadora, no Departamento de Ciéncias
Domeésticas da Universidade Federal Rural de Pernambuco.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Importante para os pesquisadores, como um novo metodo de uma alimentac&o saudavel.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagido obrigatoria:
Termos Obrigatdnos estdo presentes.
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Sem recomendacdes
Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagodes:
Aprovado
Consideragdes Finais a critério do CEP:
O pleno acompanha o parecer do colegiado
Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 27/06/2017 Aceita
do Projeto ROJETO 911251 .pdf 10:44:22
Projeto Detalhado / |PROJETO2.docx 27/06/2017 |IRIS REGINA Aceita
Brochura 10:44:06 |PIMENTEL DE LUNA
Investigador
Outros CARTA_RESPOSTA docx 27/06/2017 |IRIS REGINA Aceita
10:19:34 | PIMENTEL DE LUNA

Declaragao de carta_anuencia.pdf 16/05/2017 |IRIS REGINA Aceito

Instituicdo e 19:05:39 |PIMENTEL DE LUNA|

Infraestrutura

Outros termo_confidencialidade pdf 16/05/2017 |IRIS REGINA Aceito
19:04:39  |PIMENTEL DE LUNA)

TCLE / Termos de |TCLE_maiores18.doc 16/05/2017 |IRIS REGINA Aceito

Assentimento / 19:03:14 |PIMENTEL DE LUNA

Justificativa de

Auséncia

Outros Curriculo_Iris_pdf 16/05/2017 |IRIS REGINA Aceito
19:01:15  |PIMENTEL DE LUNA)

Outros Curriculo_Enlane pdf 16/05/2017 |IRIS REGINA Aceito
19:00:54 |PIMENTEL DE LUNA)

Qutros Curriculo_Celiane. pdf 16/05/2017 |IRIS REGINA Aceito
19:00:33  |PIMENTEL DE LUNA)

Projeto Detalhado / |PROJETO.docx 16/05/2017 [IRIS REGINA Aceito

Brochura 18:56:53 |PIMENTEL DE LUNA|

Investigador

Folha de Rosto Falha_rosto pdf 12/05/2017 |IRIS REGINA Aceito
09:17:41  |PIMENTEL DE LUNA)

Outros comprovante_matricula pdf 11/05/2017 |IRIS REGINA Aceito
15:55:43  |PIMENTEL DE LUNA

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Enderego: Av. Agamenon Magalh3es, s/n®
Bairre: Santo Amaro CEP: 50.100-010
UF: PE Municipio: RECIFE

Telefone:

(81)3183-3775

Fax: (81)3183-3775
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Anexo 1 — Parecer do Comité de Etica

UNIVERSIDADE DE
PERNAMBUCO/ PROPEGE/

Continuagiio do Parecer: 2.196.966

Necessita Apreciagao da CONEP:
N&o

RECIFE, 01 de Agosto de 2017

Assinado por:
Marco Aurélio de Valois Correia Junior

(Coordenador)
Enderego: Av. Agamenon Magalh3es, sin®
Bairro: Santo Amaro CEP: 50.100-010
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone:  (31)3183-3775 Fax: (81)3183-3775 E-mail: comite.etica@upe.br
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Anexo 2 — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e Ficha de Consentimento da
Participacdo da Pessoa como Voluntério(a)

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS DOMESTICAS
POS-GRADUACAO EM CIENCIA E TECNOLOGIA DE ALIMENTOS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(PARA MAIORES DE 18 ANOS OU EMANCIPADOS - Resolugéo 466/12)

Convidamos o (a) Sr. (a) para participar como voluntario (a) da pesquisa
“Microencapsulagdo de requeijdo cremoso probiotico por spray dryer”, que esta sob a
responsabilidade da pesquisadora Iris Regina Pimentel de Luna. Esta pesquisa esta sob a
orientacdo de Celiane Gomes Maia da Silva e co-orientacdo de Erilane de Castro Lima
Machado.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

% Esta pesquisa consiste na adicdo do probidtico (bactéria benéfica a salde)
Lactobacillus rhamnosus ao requeijdo e posterior atomizagdo (microencapsulacao).
O objetivo é obter um requeijao probidtico em po e através da analise sensorial avaliar
a aceitacdo, a intencdo de compra e a preferéncia deste novo produto.

% Os participantes deverdo fazer uma avaliagdo dos atributos sensoriais de cor, aroma,
sabor e aparéncia para os testes de Aceitacdo e Intencdo de Compra do requeijdo
probidtico em po reconstituido. No teste de Preferéncia os participantes deverdo avaliar
os atributos sensoriais de sabor e aparéncia para o requeijdo probidtico em pd
reconstituido em relacdo ao requeijao cremoso tradicional. As amostras dos produtos
serdo servidas, aos provadores, em cabines individuais, iluminadas com luz branca, a
temperatura de 08 °C, em copos descartaveis, aleatoriamente codificados e fichas para
testes de aceitacdo, intencdo de compra e de preferéncia serdo disponibilizadas. Sera
necessaria apenas uma Unica participacao do voluntario no laboratério, em data e horério
pré-estabelecido e em comum acordo entre este e 0s condutores da pesquisa.

« RISCOS: O principal risco consiste em alergias que o participante possua a algum dos
componentes da amostra. Por este motivo, individuos com alergia ao leite ou com
intolerancia a lactose ndo devem participar da analise. Este risco sera amenizado através
de esclarecimento sobre as substancias constituintes do requeijdo. Também ha um
pequeno risco quanto ao desconforto sensorial. O participante receberd agua para
minimizar o risco, bem como para aliviar o desconforto, caso haja.

< BENEFICIOS: O provador seréa beneficiado por degustar um produto com atividade
probidtica e efeitos positivos na sua saude.

« Esclarecemos que manteremos em anonimato, sob sigilo absoluto, durante e apos o
término do estudo, todos os dados que identifiqguem o sujeito da pesquisa usando apenas,
para divulgacgéo, os dados inerentes ao desenvolvimento do estudo. Informamos tambem
que apo6s o término da pesquisa, serdo destruidos de todo e qualquer tipo de midia que
possa vir a identifica-lo tais como filmagens, fotos, gravagdes, etc., ndo restando nada
que venha a comprometer o0 anonimato de sua participagdo agora ou futuramente.
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O (A) senhor (a) teré os seguintes direitos: a garantia de esclarecimento e resposta a
qualquer pergunta; a liberdade de abandonar a pesquisa a qualquer momento sem prejuizo
para si; a garantia de que em caso haja algum dano a sua pessoa (ou o dependente), 0s
prejuizos serdo assumidos pelos pesquisadores ou pela instituicdo responsavel. Inclusive,
acompanhamento meédico e hospitalar (se for o caso). Caso haja gastos adicionais, 0s
mesmos serdo absorvidos pelo pesquisador. Nos casos de duvidas e esclarecimentos o (a)
senhor (a) deve procurar os pesquisadores 1. Iris Regina Pimentel de Luna, rua Dom Jodo
Moura n® 462, Engenho do Meio, Recife-PE, CEP 50730-030 — (81) 98799-3399; 2- Celiane
Gomes Maia da Silva, Departamento de Ciéncias Domésticas da UFRPE, rua Dom Manoel
de Medeiros s/n - Dois Irméos - CEP 52171-900 - (81) 99977-3991; 3 - Erilane de Castro
Lima Machado, Centro Académico de Vitdéria — UFPE, Rua Alto do Reservatorio, S/IN —
Bela Vista CEP: 55608-680 - (81) 98834-4067.

Caso suas duvidas ndo sejam resolvidas pelos pesquisadores ou seus direitos sejam
negados, favor recorrer ao Comité de Etica em Pesquisa da Universidade de Pernambuco,
localizado a Av. Agamenon Magalhées, S/N, Santo Amaro, Recife-PE, telefone 81-3183-
3775 ou ainda através do email comite.etica@upe.br.

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO (A)

Eu, , CPF , apos ter
recebido todos os esclarecimentos e ciente dos meus direitos, concordo em participar desta
pesquisa, bem como autorizo a divulgacdo e a publicacdo de toda informagdo por mim
transmitida, exceto dados pessoais, em publicacBes e eventos de carater cientifico. Desta
forma, assino este termo, juntamente com o pesquisador, em duas vias de igual teor, ficando
uma via sob meu poder e outra em poder do(s) pesquisador (es).

Recife, ............ (0[S de 2017.

Assinatura do (a) Voluntéario (a) Assinatura Pesquisador Responsavel

92



Anexo 3 — Ficha para o teste triangular

-y

|

Nome:

Teste Triangular

Idade:

Comentarios:

Amostra 1

Data:

C PGCTA

/2017

Amostra 2

direita, e faca um circulo em volta da amostra diferente.

Amostra 3

Vocé esta recebendo trés amostras codificadas, sendo duas igunais & uma

diferente. Deguste cuidadosamente cada uma das amostras, da esquerda para a
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Anexo 4 — Ficha para os testes de aceitacéo e intengdo de compra

Teste de aceitacio e intencio de compra < PG(TA

Nome: Idade: Data: ;2017

Avalie arostra e use a escala abaixo para indicar o quanto vocé gostou ou desgostou do produto,
levando em consideracio os aspectos de cor, aroma zabor, consisténeia e aparéncia.

0 — (Fostel muitissimo Cadigo da amostra
8 — Gostel muito

7 — Gostei moderadamente Cor

6 — Gosteil ligeiramente Aroma

3 — Nem goster/ nem desgostel (Indiferente)

4 — Desgostel ligeiramente Sabor

3 — Desgoster moderadamente Consisténcia

2 — Desgostel muito

1 — Desgostei extremamente Aparéncia

Por favor, agora analize sua intencdo de compra e escreva o valor da escala abaixo que vocé
considera correspondente 3 amostra,

5 — Certamente eu cnmpraﬂa parrsresis s :

4 — Provavelmente eu compraria Codigo da am

3 — Talvez eu compraria / Talvez eu ndo compraria -
: Intencao de compra

2 — Provavelmente eu nio compraria
1 — certamente eu hio compraria

94



