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Resumo

As novas tendéncias de mercado apontam que o consumidor esté interessado em consumir um
produto que além de sabor agradavel, também apresente algum beneficio para a saude.
Inimeros estudos tém mostrado os beneficios do consumo de chocolate. Nesse sentido, esse
trabalho tem por objetivo desenvolver um chocolate branco adicionado de probidtico (L.
helveticus) livre e microencapsulado. O presente estudo visa avaliar diferentes matrizes
(Quitosana, gelatinas, maltodextrina, goma arabica, leite em po, trealose, frutooligosacarideo,
amido) e proporgdes a serem utilizadas no encapsulamento do probidtico e no chocolate branco
bem como condic@es ideais de spray-drier. Na primeira etapa do trabalho, testamos diferentes
agentes encapsulantes e definimos os parametros de secagem. Na segunda etapa, foram
elaboradas amostras de chocolate branco adicionadas dos probidticos nas formas livre ou
encapsulada por spray drier. Selecionada as matrizes com melhor desempenho avaliou-se a
resisténcia do probiotico livre e encapsulado no chocolate branco em diferentes periodos de
armazenamento (0, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 100 dias) a 25 °C e resisténcia do probidtico
encapsulado sob diferentes condi¢cGes de stress ao pH (2 a 7), NaCl (3 a 9%), sacarose (10 a
45%) e temperatura (50 °C). A resisténcia do L. helveticus encapsulado em pH 2,0 foi de
aproximadamente 96% apos 3 h de incubagéo, a matriz CPM2 foi efetiva para a protecdo do
probidtico, especialmente para o pH 2,0 que foi a condicdo mais drastica para o probidtico, a
taxa de sobrevivéncia foi de aproximadamente 96%. No pH 4,5 e 7,0 o probidtico demostrou
estabilidade apds 3h de incubacdo, com taxa de sobrevivéncia superior a 98%. O efeito do
cloreto de sddio (NaCl) nas contagens das populagcdes mantiveram-se praticamente estaveis
sem reducdes consideraveis. As populacdes de probidtico encapsulado na matriz CPM2 em
meio contendo 9% de NaCl reduziram aproximadamente 0,4 log UFC/g das células viaveis,
demonstrando que a matriz protege o probiotico nessas condic¢des. A encapsulacao foi eficiente
para manter as contagens das populagdes do probidtico na concentracdo de 10% e 25% ja em
alta concentracdo de sacarose (45%), a reducdo da contagem das populagdes de probidtico foi
maior de aproximadamente 1 log UFC/g. Entretanto, mesmo apos 3 h de incubacéo a redugéo
foi superior a 7 log UFC/g. As maiores taxas de sobrevivéncia L. helveticus foram de 88,93 e
66,7% na microcapsula CPM1 (Tratamento 8 - 50% maltodextrina: 50% goma arabica) com
temperaturas do ar de secagem no spray drier de 70 e 80 °C e para a microcapsula CPM2
(Tratamento 9 — 30% leite em p6 + 19% maltodextrina + 19% trealose + 20%



frutoligossacarideo + 10% amido + 2%tween 0,1%) foram de 96,49 a 99,69%, nas temperaturas
de 110 e 120 °C, respectivamente. As amostras de chocolate apresentaram aw abaixo de 0,6,
pH entre 5,92 — 6,98, Portanto, demonstrou-se que o chocolate branco é uma 6tima matriz

alimenticia devido a sua composicdo e caracteristicas fisico-quimicas para incorporacdo de
probidticos.

Palavras chaves: Chocolate branco, probiotico, spray drier.
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Abstract

The new market trends indicate that the consumer is interested in consuming a product that
besides pleasant taste, also presents some benefit to health. Numerous studies have shown the
benefits of chocolate consumption. In this sense, this work aims to develop a free and
microencapsulated probiotic (L. helveticus) added white chocolate. The present study aims to
evaluate different matrices (Chitosan, gelatins, maltodextrin, gum arabic, milk powder,
trerealosis, fructooligosaccharides, starch) and proportions to be used in probiotic encapsulation
and white chocolate as well as ideal spray-drier conditions. In the first stage of the work, we
tested different encapsulating agents and defined the drying parameters. In the second stage,
white chocolate samples were elaborated from probiotics in free forms or encapsulated by spray
drier. The best performing matrices were selected, the resistance of the free probiotic and
encapsulated in white chocolate in different storage periods (0, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 100 days)
at 25 °C and resistance of the probiotic encapsulated under different conditions of stress at pH
(2 to 7), NaCl (3 to 9%), sucrose (10 to 45%) temperature (50 °C). The resistance of L.
helveticus encapsulated at pH 2.0 was approximately 96% after 3 h of incubation, the CPM2
matrix was effective for the protection of the probiotic, especially for pH 2.0 which was the
most drastic condition for the probiotic, the survival rate was approximately 96%. At pH 4.5
and 7.0 the probiotic showed stability after 3 h of incubation, with survival rate higher than
98%. The effect of sodium chloride (NaCl) on population counts remained virtually stable
without considerable reductions. Probiotic populations encapsulated in the CPM2 matrix in a
medium containing 9% NaCl reduced approximately 0.4 log UFC/g of viable cells,
demonstrating that the matrix protects the probiotic in these conditions. Encapsulation was
efficient to maintain the counts of probiotic populations at the concentration of 10% and 25%
already in high sucrose concentration (45%), the reduction in the count of probiotic populations
was greater than approximately 1 log UFC/g. However, even after 3 h of incubation the
reduction was greater than 7 log UFC/g. The highest survival rates L. helveticus were 88.93
and 66.7% in the CPM1 microcapsule (Treatment 8 - 50 % maltodextrin: 50% arabic gum) with
drying air temperatures in the spray drier of 70 and 80 °C and for the CPM2 microcapsule
(Treatment 9 — 3 0% milk powder + 19% maltodextrin + 19% trealy + 20% fructoligosaccharide
+ 10% starch + 2%tween 0.1%) were from 96.49 to 99.69%, at temperatures of 110 and 120 °C,



respectively. The chocolate samples showed aw below 0.6, pH between 5.92 — 6.98, therefore,
it was shown that white chocolate.

Key words: White chocolate, probiotics, spray drier.
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1 INTRODUCAO

Com a introducdo de novos alimentos, cada vez mais os consumidores tornam-se
exigentes e demandam novas necessidades para as inddstrias alimenticias. As novas tendéncias
mundiais no mercado de chocolate, bem como a crescente busca dos consumidores por produtos
diferenciados comecam a demandar inovagdes e a produgdo de alimentos, com forte apelo
voltado a saudabilidade, juntando a indulgéncia do chocolate com a presenca de algum
ingrediente que traga ao consumidor algum beneficio a satde. Acredita-se que a formulagao de
um novo produto com propriedades funcionais possa atrair novos consumidores, bem como seu
espaco no mercado, com o publico alvo voltado a pessoas que desejam cuidar da satde e
também nao deixar de lado o prazer de saborear um doce.

O mercado de chocolates tem proporcionado a diversificacdo de sabores, texturas e
incorporagéo de ingredientes, como alternativa de ingredientes tem-se 0S micro-organismos
probidticos, ainda pouco explorados neste mercado, sendo um dos motivos a grande dificuldade
de manté-los viaveis durante o armazenamento do produto.

O chocolate branco é um produto com pouco apelo de saudabilidade pois, em sua
composi¢do ndo temos a presenca do liquor de cacau, 0 que as vezes deixa de ser um produto
atrativo mas com a adi¢do de ingredientes que possam agregar funcionalidade ao produto o
mesmo torna-se mais atrativo comercialmente.

De acordo com o documento “Brasil Food Trends 2020 a tendéncia para o mercado de
alimentos no Brasil € o desenvolvimento de formula¢Ges com o conceito de saudabilidade, ou
seja, produtos com menor valor calérico, menor teor de gordura, reducdo de aglcar e que
possuam propriedades funcionais (MADI et al., 2010).

A inovacdo e fundamental para o desenvolvimento de qualquer empresa. No setor de
alimentos ndo é diferente, e cada vez mais os consumidores desejam consumir novos produtos
que consigam aliar sabor, nutri¢do, qualidade e seguranca.

Segundo Bampi et al. (2016), dentre os alimentos funcionais, os adicionados de micro-
organismos probidticos vém conquistando o mercado alimenticio devido a seus diversos
beneficios a salde, sendo 0s micro-organismos probidticos do género Lactobacillus e
Bifidobacterium os mais utilizados. No entanto, fornecer e manter a quantidade minima
necessaria de células probiGticas viaveis (10° a 107 UFC / g), para conferir quaisquer efeitos
positivos a salde, é um grande desafio, considerando sua sensibilidade ao processamento e
armazenamento. Além disso, a incorporacao de microrganismos probioticos vivos em produtos

alimentares também apresenta problemas, principalmente devido a suscetibilidade do
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probidtico a varios fatores, como temperatura, oxigénio, atividade de dgua e estresse mecanico
de pressdo osmdtica, valor de pH, etc. (MOHAMMADI et al., 2011; RODRIGUES et al., 2020).

Desta forma, faz-se necessario agregar técnicas para garantir a sobrevivéncia destes
micro-organismos durante o shelf life dos diferentes tipos de produtos onde 0os mesmos sao
aplicados. A secagem por pulveriza¢do é o método potencial, principalmente pois possibilita
modificar as condi¢cBes operacionais durante a secagem por pulverizacdo, para controlar o
tamanho e a forma das particulas. A microencapsulacdo € um método promissor para proteger
as células probidticas contra as condigdes adversas que podem enfrentar (SILVA et al., 2020;
ETCHEPARE et al., 2020).

Entre as muitas técnicas de microencapsulacdo, a secagem por spray drier ¢ uma das
mais interessantes devido ao seu baixo custo, potencial de grande escala, alta estabilidade
probiodtica e baixa quantidade de degradagdo durante a secagem se o processo de secagem e 0s
parametros da formulagdo foram otimizados corretamente (AREPALLY et al.,, 2020;
HADZIEVA, et al., 2017).

A industria alimenticia passa por intensa competitividade e evolugdo, o que traz
oportunidades para criar e inovar. Baseado neste conceito, o chocolate que ¢ um produto
mundialmente conhecido e apreciado torna-se uma possibilidade de agregacdo de valor e
funcionalidade a esse produto.

Atualmente o Brasil ¢ o 4° colocado em consumo de alimentos saudaveis no ranking
global ¢ movimenta US$ 35 bilhdes por ano, de acordo com uma pesquisa realizada pela
Euromonitor no ano de 2019. Segundo a agéncia internacional de pesquisa de mercado, nos
ultimos cinco anos, o crescimento do setor de alimentos e bebidas saudaveis foi, em média, de
12,3% ao ano e em 2019, atingiu crescimento de 50%, movimentando R$ 110 milhdes.

O probidtico Lactobacillus helveticus é geralmente reconhecido como seguro (GRAS).
E normalmente usado como uma cultura inicial na fabricacio de queijos semiduros, produtos
lacteos fermentados ou aditivos alimentares devido principalmente ao seu potencial com efeito
anti-hipertensivo (ZHOU et al., 2019; CAVALHEIRO et al., 2020). No entanto, raros sdo 0s
estudos na literatura que avaliaram o encapsulamento de L. helveticus. Neste sentido, o presente
estudo avaliou diferentes materiais de parede na encapsulacéo do probidtico por spray-dryer, a
caracterizacdo das microcapsulas formadas e a potencialidade de aplicacdo em uma matriz de
chocolate branco. Com o intuito de atender este nicho de mercado, o desenvolvimento de um
chocolate adicionado de probidtico (L. helveticus) vem de encontro ao anseio dos consumidores
que buscam em um alimento funcionalidade, bem como satisfazer seus anseios e necessidades

nutricionais.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo geral do estudo foi desenvolver um produto inovador, chocolate branco

adicionado de probidtico (L. helveticus) livre e microencapsulado.

2.2 Objetivos Especificos

Definir os materiais de parede (quitosana, gelatinas, maltodextrina, goma arabica, leite
em pd, trealose, frutoligossacarideo, amido) e propor¢bes a serem utilizadas no
encapsulamento do probiético e no chocolate branco;

Investigar os efeitos da matriz encapsulante e das condigdes operacionais da secagem
por spray dryer na viabilidade do probi6tico;

Caracterizar as microcapsulas com o probiético em termos de umidade, atividade agua,
tamanho, analise termogravimétrica (ATG), calorimetria exploratéria diferencial
(DSC), distribuicdo e morfologia das particulas;

Analisar a resisténcia do probidtico livre e encapsulado sob diferentes condic¢des de pH,
NaCl, sacarose e temperatura;

Elaborar formulacdo de chocolate branco adicionado de probidtico livre e encapsulado
em matrizes padronizadas;

Avaliar a resisténcia do probidtico livre e encapsulado no chocolate branco em
diferentes periodos de armazenamento (0, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 100 dias) a 25 °C;
Estudar os efeitos do probidtico livre e encapsulado em matrizes padronizadas nas

caracteristicas fisico-quimicas do chocolate branco armazenado a 25 °C.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste item serdo abordados aspectos gerais da literatura referentes ao desenvolvimento
de produto, chocolates, alimentos funcionais, probidticos, agentes encapsulantes, bem como

métodos de encapsulamento.

3.1 Desenvolvimento de produto

No mundo globalizado, cada vez mais os consumidores buscam por produtos mais
atrativos e inovadores, ndo basta mais o tradicional, as empresas precisam muitas vezes se
reinventar. Para tanto, os projetos de pesquisa e desenvolvimento de produtos sdo fundamentais
para a sobrevivéncia das mesmas no mercado. A vantagem competitiva de uma empresa esta
diretamente relacionada a sua capacidade de introduzir no mercado novos produtos e servicos
bem como garantir a sobrevivéncia dos mesmos. O desenvolvimento de novos produtos
alimenticios se torna cada vez mais desafiador, a medida que se procura atender a demanda dos
consumidores por produtos que sejam saudaveis e atrativos (KOMATSU et al., 2008).

Segundo Bampi et al. (2016), as novidades sdo mais atraentes aos consumidores do que
a tradicdo das marcas, sendo este fato que aumenta ainda mais a competitividade na area de
alimentos. No entanto, lancamentos de novos produtos devem ser projetados e analisados
minunciosamente, pois muitos resultam em fracasso, geralmente por falha em alguma(s)
etapa(s) do processo de desenvolvimento e/ou langamento do produto.

As mudancas constantes do mercado caracterizado pela redugdo do ciclo de vida dos
produtos e o rapido desenvolvimento tecnolégico tem constituido poderosa combinacdo no
sentido de acelerar fortemente a geracdo de novos produtos na maioria das empresas
(BRAGANTE, 2015).

De acordo com Rozenfeld et al. (2006), o desenvolvimento de produtos é um processo
cada vez mais critico devido a globalizacdo dos mercados, o aumento da diversidade de
produtos e a reducdo do ciclo de vida dos mesmos, sendo assim novos produtos buscam atender
segmentos especificos de mercado, incorporando novas tecnologias e processos.

Inlmeras pessoas associam o consumo do chocolate com a sensacdo de prazer,
consumindo o chocolate em diferentes momentos. Este fator se justifica devido a serotonina e
feniletilamina, substancias envolvidas com a excitacao dos 6rgaos e pelo sentimento de euforia

e éxtase, que sdo liberadas quando se consome o chocolate (ANDRADE et al., 2003).
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3.2 Chocolate

O chocolate pode ser definido como uma suspensdo de particulas sdlidas composta
principalmente de aglcar e cacau, envolvidas pela matriz lipidica da manteiga de cacau.
Portanto, a manteiga de cacau representa a fase continua do chocolate, sendo a matriz
dispersante para as particulas sélidas do cacau, agucar e outros ingredientes (LOPES, 2015).
Deve fundir rapido e completamente em temperatura proxima a do corpo humano, caso
contrario, podera promover um pobre desprendimento de aroma/sabor e, provavelmente, um
residual ceroso (VISSOTTO et al., 1999). Os principais tipos, chocolate escuro, ao leite e
branco diferem principalmente no contetdo de sélidos do cacau, gordura do leite e manteiga de
cacau (HUSSAIN et al., 2020)

A legislagdo brasileira define chocolate como produto obtido a partir da mistura de
derivados de cacau (Theobroma cacao L.), massa (pasta ou liquor) de cacau, cacau em po e ou
manteiga de cacau, com outros ingredientes, contendo no minimo 25% (m/m) de solidos totais
de cacau. O produto pode apresentar recheio, cobertura, formato e consisténcia variados.
Chocolate branco é o produto obtido a partir da mistura de manteiga de cacau com outros
ingredientes, contendo, no minimo 20% (m/m) de sélidos totais de manteiga de cacau. O
produto pode apresentar recheio, cobertura, formato e consisténcia variados (BRASIL, 2005).

O chocolate é um alimento essencialmente energético, com calorias provenientes da
manteiga e do aclcar. A composic¢ao do chocolate varia em todo o mundo devido a diferencas
culturais e legislacdes. O contetdo de cada nutriente depende, entre outros fatores, da
porcentagem de cacau. Carboidratos representados principalmente como aguUcares, tém um teor
total de até 45%, e gordura, um teor total de até 30%. A composicdo também pode ser
influenciada pela variedade genética dos graos de cacau que foram utilizados para a producédo
do chocolate, condi¢cbes de cultivo e técnicas de pos-colheita. As matérias-primas basicas
utilizadas na producdo de chocolate amargo sdo o liquor ou massa de cacau refinada, a manteiga
de cacau e o agUcar (sacarose), sendo que o leite e derivados lacteos sdo incluidos na producao
de chocolate ao leite (REIS et al., 2020).

O chocolate branco nao contém liquor de cacau, sendo elaborado apenas com acgucar,
manteiga de cacau e leite. Além desses ingredientes bésicos, também sdo utilizados nas
formulagdes, emulsificantes e aromatizantes (VISSOTTO et al., 1999).

O comportamento fisico, quimico e reolégico do chocolate é determinado pelas suas
propriedades de escoamento, teor de gordura, distribuicdo do tamanho das particulas, teor de

umidade e equipamentos utilizados na sua producdo. Para que um chocolate possa ser
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considerado de qualidade ele deve possuir uma superficie com brilho e ser duro e quebradico
na temperatura de 20 a 25 °C (snap). Deve fundir rapido e completamente na boca,
acompanhado por uma sensacdo de frio e rapido desprendimento de aromas. N&o deve
apresentar residual ceroso e nem sensacao de arenosidade durante a degustacdo. Em termos de
processo, deve apresentar propriedades reoldgicas adequadas as linhas de producgdo e boas
propriedades de contracdo durante o desmolde (LUCCAS, 2001).

Em 2020, a ABICAB publicou o balanco estatistico realizado semestralmente pela
Associagdo Brasileira da Industria de Chocolates, Cacau, Amendoim, Balas e Derivados onde
mostra que a industria brasileira responsavel pela producdo e exportacdo de produtos de
chocolate segue entre os seis paises que lideram o volume de vendas de chocolate no varejo,
sendo que os Estados Unidos ocupam o primeiro lugar da lista seguido pela Russia, Alemanha,
Reio Unido, Franca e Brasil. Atualmente o Brasil exporta chocolates para mais de 124 paises
(ABICAB, 2020).

O faturamento do mercado de chocolates no Brasil, em 2020, foi de R$ 13,3 bilhdes. A
industria se concentra especialmente em Sdo Paulo, mas ha importantes produtores também na
Bahia, no Espirito Santo, no Parana e no Rio Grande do Sul. No mundo, a Suica é o pais que
mais consome chocolate com cerca de 8,5 kg/ano por habitante, sequido da Austria com 8,2 kg
e Alemanha com 7,9 kg. O brasileiro consome por ano cerca de 2,4 kg de chocolate por
habitante (ABICAB, 2020).

3.2.1 Processamento do chocolate

As matérias-primas basicas para a producao de chocolate sdo o liquor (obtido pelo refino
da massa de cacau), a manteiga de cacau e o aguUcar, podendo-se ou nao adicionar leite e
derivados lacteos. O processo tradicional de producdo de chocolate envolve distintas etapas:
mistura dos ingredientes, refino, conchagem, temperagem, moldagem, embalagem e

armazenamento.
3.2.1.1 Mistura dos ingredientes
A etapa de mistura consiste na homogeneizacdo dos ingredientes em pé (agucar, leite

em po) com os ingredientes liquidos e semi-liquidos (manteiga de cacau e liquor de cacau

fundidos), por tempo suficiente para se transformarem em uma massa plastica adequada para o
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refino. Essa etapa € feita, em geral, em tachos encamisados a 40 °C, para garantir que a manteiga
de cacau permaneca fundida (LUCCAS, 2001).

3.2.1.2 Refino

A etapa de refino é de grande importancia no processamento do chocolate, pois reduz o
tamanho das particulas dos ingredientes tornando-os imperceptiveis na boca durante a
degustacédo do produto final. O teor de gordura influencia esta etapa, sendo que massas muito
secas (com menores teores de gordura) sdo refinadas mais rapidamente, porém, apresentam
tamanho de particulas mais elevado que o ideal. Por outro lado, um teor elevado de gordura faz
com que a massa figue muito fluida, deslizando lentamente nos cilindros de refino. Dessa
forma, permanece maior tempo nos cilindros, provocando diminuigdo excessiva do tamanho de
particulas. Segundo Beckett (2009), a maioria das particulas da massa refinada deve ter até
40 um, mas na pratica, tamanhos maiores que 25 um proporcionam arenosidade na boca ao
degustar o chocolate, e por outro lado, tamanhos inferiores a 20 um podem causar problemas
tecnologicos, uma vez que levam ao aumento da viscosidade e do limite de escoamento,

dificultando os processos posteriores.

3.2.1.3 Conchagem

Esta etapa tem como principais objetivos a volatilizacdo de compostos indesejaveis
formados durante a fermentacdo das sementes de cacau (acidos como o acético), a diminuicao
da umidade proveniente dos ingredientes e, por outro lado, a formacdo de aromas desejaveis
por reacdes como a de Maillard. A conchagem tambéem é importante para a homogeneizacéo
dos ingredientes. Desta forma, sdo necessarios, nesta etapa, o cisalhamento da massa, agitacao
e aquecimento entre 50 e 70 °C, dependendo do tipo de chocolate desejado (ao leite, branco ou
amargo). Quanto maior o tempo de conchagem, maior é a formagdo do sabor desejavel do
chocolate. Por isso, no método tradicional, esta etapa pode levar de 8 a 96 h, dependendo do

tipo de produto que se deseja e do equipamento que se dispde (BECKETT, 2009).

3.2.1.4 Temperagem

Devido a natureza polimorfica da manteiga de cacau, o chocolate deve ser pre-

cristalizado ou temperado antes das etapas de moldagem ou de recobrimento. A temperagem €
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uma etapa de processamento que consiste na indugdo a formacéao de nucleos de cristais do tipo
beta (V), de maior estabilidade termodinamica (DHONSI e STAPLEY, 2006), influenciando
de forma positiva as caracteristicas de qualidade do produto final como dureza e quebra a
temperatura ambiente (snap), fusdo na boca, brilho, contragdo durante a desmoldagem e rapida
liberacédo de sabor durante a degustacdo (EFRAIM, 2009).

As diferentes etapas envolvidas no processo de temperagem do chocolate ao leite estdo

descritas na Figura 1.

Figura 1. Curva de temperagem do chocolate.

50°C

Temperatura ——>

\=32°C 30-32°C

Todos os | Remogio de calor |Formagdo dos cristals| Cristals instavels fundidos, | tipo alfa e

cristals de sensivel. estiveis e instavels. | restando somente os cristais| beta
gordura Nenhum cristal estavels. prima
fundides. formado. @ tipO beta
Tempo —>

Fonte: LUCCAS (2001).

Segundo Luccas (2001), o processo de temperagem pode ser dividido em trés etapas: na
primeira etapa o chocolate € derretido a 45-50 °C com o objetivo de destruir qualquer forma
cristalina presente. Em seguida, € realizado um resfriamento lento, sob movimentacao constante
da massa, até a temperatura de cristalizacdo, que deve ser adequada para o crescimento de
cristais do Tipo V. Nesta etapa, também se formam cristais instaveis, ou metaestaveis. A
terceira e Gltima etapa consiste em elevar a temperatura do chocolate o suficiente para ocorrer
a fusdo dos cristais instaveis, conferindo ao chocolate propriedades reoldgicas adequadas para

moldagem ou recobrimento.
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3.2.1.5 Moldagem do chocolate

O objetivo desta operacao é dar forma a pasta, colocando-a em moldes que formatardo
aos diferentes tipos de chocolate (BASTOS, 2003).

O trabalho de moldagem, nas industrias modernas, é realizado mecanicamente e em
cadeia por um grupo completo de equipamentos consecutivos interligados. O chocolate
moldado é o resultado de quatro fases do procedimento. Na primeira os moldes sdo aquecidos
automaticamente e envasados, fazendo um percurso na camara aquecida para deixar o chocolate
no ponto antes de chegar a recheadora. Este € um ponto muito importante, pois no caso de o
chocolate ser colocado nos moldes a frio, torna-se muito aderido e quase impossivel de
desmoldar (BECKETT, 1994; OETTERER, REGINATO-D’ARCE e SPOTO, 2006).

A retirada de ar do tableteador define a segunda fase, seguida da terceira fase que
consiste no resfriamento da cAmara continua e apropriada com boa ventilagcdo. A quarta fase,
definida como final é onde ocorre a desmoldagem ou retirada dos chocolates dos tabletes ja
prontos para a embalagem, que € realizada automaticamente conforme as caracteristicas
especificas de cada tipo de chocolate (BECKETT, 1994; OETTERER, REGINATO-D’ARCE
e SPOTO, 2006).

3.2.1.6 Embalagem

Independentemente do tipo de chocolate que se deseja embalar, todas as embalagens
devem apresentar barreira contra vapor d’agua, passagem da luz, além de ndo permitir a
passagem de componentes de aroma do proprio chocolate ou de odores provenientes do
ambiente de estocagem. A embalagem deve suportar as solicitagdes mecénicas do sistema de
transporte e distribuicdo e ser resistente a ataques de insetos e roedores. A seguir apresentam-
se os tipos de embalagens mais usadas para diferentes tipos de chocolate (BASTOS, 2003;
NACHTIGALL, 1999):

- Barras de chocolate de 30 a 100 g: sdo usadas embalagens com estrutura de
polipropileno biorientado, com sistema de selagem a frio.

- Barras de chocolate com mais de 100 g: usa-se envoltérios internos de aluminio
termosselado, conferindo protecéo ao chocolate, externamente coberto por papel.

- Bombons de chocolate: as embalagens utilizadas para bombons sdo compostas por

polipropileno biorientado, com fechamento tipo torgéo.
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3.2.1.7 Armazenamento do chocolate

O chocolate deve ser armazenado em locais secos e bem arejados, com temperaturas
entre 20 °C e 22 °C e umidade relativa entre 45 % e 60 %, sem exposi¢éo ao sol ou luminosidade
(BECKETT, 2009).

A estabilidade deste produto durante o armazenamento esta ligada a manteiga de cacau,
um dos ingredientes mais importantes na formulacdo do chocolate (COHEN et al., 2004).
Portanto, a temperatura do ambiente de armazenamento é de total importancia, visto que se, por
exemplo, se o chocolate for armazenado a temperaturas préximas a 20 °C o contetdo de gordura
tende a difundir para a superficie do produto, cristalizando e causando um aspecto farinhoso
branco, conhecido por fat bloom. Pode ocorrer também o fenbmeno sugar bloom, quando a
agua se condensa na superficie do chocolate causando a dissolucao do agucar interior. Com a
evaporacdo da agua condensada o chocolate fica com uma camada branca superficial de
pequenos cristais de acglcar, deixando o produto com aspecto desagradavel (BASTOS, 2003;
OETTERER; REGINATO-D’ARCE; SPOTO; 2006).

3.2.2 Tipos de Chocolate

Os tipos de chocolate variam de acordo com os ingredientes adicionados, sua forma e a
mistura de cacau utilizada. Se ndo for adicionado a massa de cacau tem-se o chocolate branco,
o0 qual € constituido apenas de manteiga de cacau com agucar, emulsificantes e aromatizantes.
No chocolate meio amargo ndo ¢ adicionado leite. Se for substituido a manteiga de cacau por
gordura hidrogenada, menos onerosa, tem-se 0 compound, que pode ser usado como cobertura
de bolos e sorvetes, mas se for vendido como chocolate € considerado fraude. Entre as varias
formas apresentadas ao consumidor, tem-se o chocolate ao leite ou amargo em tabletes,
adicionados de améndoas, castanha, amendoim, uva-passa e similares, bombons recheados com
varios tipos de componentes (OETTERER et al., 2006).

Na Tabela 1, pode-se observar de forma resumida as principais diferencas entre os tipos

de chocolates comercializados.
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Tabela 1. Diferengas entre os tipos de chocolate mais comercializados.

Tipo de : - Teor de massa de
Ingredientes utilizados
chocolate cacau (%)
Branco Acucar, manteiga de cacau, leite em po e lecitina -
i Acucar, massa e manteiga de cacau, leite em po e
Ao leite ¢ g P 20a39
condensado
Meio . .
Massa e manteiga de cacau, pouco agucar 40 a 55
amargo
Amargo Massa e manteiga de cacau, pouco agucar 56 a 85

Fonte: FARAH (2008)

Verifica-se na Tabela 1 que os tipos de chocolate variam de acordo com os ingredientes
adicionados. O teor de massa de cacau é determinante para diferenciar um produto de outro,
pois conforme aumenta o percentual de massa de cacau mais amargo € o produto final.

Na definicdo de Vercet (2003), o chocolate branco é composto de agucar, sélidos de

leite, manteiga de cacau, lecitina de soja e vanilina, conforme descritos a seguir.

a) Aclcar

A sacarose é um dissacarideo constituido dos monossacarideos glicose e frutose
quimicamente ligados. Entretanto, esta ligacdo pode ser clivada hidroliticamente por acidos ou
pela enzima invertase (B-D-frutofuranosidase). A mistura resultante constituida de partes iguais
de glicose e frutose é chamada acucar invertido. Existem também muitos outros tipos de
acucares, tais como os monossacarideos glicose e frutose, o dissacarideo lactose, assim como
os poliélcoois, por exemplo, sorbitol e xilitol. Todavia, a sacarose é, sem duvida, o tipo de
acucar mais importante para a produgéo de chocolate (MELO, 2008).

E responsavel pelo sabor doce e pelo agente de corpo dos produtos. Muitos produtos de
confeitaria utilizam as propriedades especiais de solubilidade e cristalizagdo da sacarose,
sozinha ou combinada com outros “agticares”, tais como xarope de glicose (xarope de milho) e
acucar invertido (LANNES e RICHTER, 2007).

No chocolate, os aclcares cumprem funcdes importantes que vao além do adocante,
como agente de volume, modificador de textura, intensificador de sabor e conservante (VILLA
et al., 2020).
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b) Manteiga de Cacau

Uma mistura de sementes de cacau moidas ndo produziria por si s6 0 chocolate solido
tdo familiar ao consumidor moderno. Ao inves disso, geraria um produto muito duro que ndo
seria agradavel ao paladar. A fim de permitir que ele derreta facilmente é necessario 0 emprego
de gordura adicional. Isto pode ser obtido pela prensagem das sementes de cacau e remocéo de
parte do conteddo de gordura, chamada manteiga de cacau. Esta extracdo de gordura possui
uma dupla vantagem, a primeira é que a gordura obtida é usada para produzir barras sélidas de
chocolate, e a segunda é que o pd de cacau com menos gordura remanescente pode ainda ser
incorporado em uma bebida (BECKETT, 1994).

c) Leite em po

Leite e produtos a base de leite sdo ingredientes muito importantes devido as suas
propriedades nutricionais, sensoriais e de processamento. Uma das suas aplica¢des principais é
na fabricacdo de chocolate. O chocolate ao leite se transformou em um produto muito popular
em razdo da sua mistura Unica de sabores de cacau e leite. Devido ao progresso no moderno
processamento de alimentos, os ingredientes a base de leite podem ser produzidos em diversas
composicoes. Isto inclui pos especiais fabricados com leite integral, leite desnatado e manteiga,
e também varios componentes e misturas destes, incluindo soro e proteinas de leite. A
disponibilidade desta grande gama de produtos aumentou muito o uso de ingredientes a base de
leite, especialmente em alimentos de conveniéncia e dietéticos e na produgdo de chocolate
(MELO, 2008).

d) Emulsificantes

A adicdo de agentes emulsificantes visa a reducdo final na viscosidade durante a
conchagem, sendo considerados constituintes muito importantes do chocolate. Os
emulsificantes mais utilizados séo a lecitina e o poliglicerol polirricenoleato (PGPR), sendo que
¢ amplamente aceito que uma parte de lecitina comercial pode substituir 9 ou 10 partes de
manteiga de cacau (MELO, 2008).

e) Vanilina
A vanilina, 4-hidroxi-3-metoxibenzaldeido, é tradicionalmente conhecida como aroma
de baunilha. E um composto cristalino de cor branca, soluvel em cloroférmio e éter, e é

adicionada para realcar o sabor, ao invés de mascara-lo. Atualmente € utilizada na forma
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metilada ou etilada e o nivel de adigdo varia entre 0,06 e 0,09 % por batelada de chocolate
(MELO, 2008).

3.3 Alimentos Funcionais

O termo ““alimentos funcionais” foi inicialmente introduzido pelo governo do Japao em
meados dos anos 1980, como o resultado de esforgos para desenvolver alimentos que
possibilitassem a reducdo dos gastos com salde publica, considerando a elevada expectativa de
vida naquele pais (STRINGHETA et al., 2007).

N&o existe um conceito Unico mundialmente reconhecido para alimentos funcionais,
cada pais de acordo com sua regulamentacao apresenta sua definicdo. No Brasil, ndo tem um
conceito para alimento funcional, pois a legislagdo brasileira define apenas alegagdo de
propriedade funcional e alegagdo de propriedade de salde. Sendo que a propriedade funcional
é aguela relativa ao papel metabdlico ou fisioldgico que o nutriente ou ndo nutriente tem no
crescimento, desenvolvimento, manutencéo e outras fun¢des normais do organismo humano. E
a alegacdo de saude é aquela que afirma, sugere ou implica a existéncia de relagédo entre o
alimento ou ingrediente com doenca ou condi¢do relacionada a saude (BRASIL, 1999).

O Brasil (BRASIL, 2008), reconhece até o momento as seguintes alegacfes de
propriedades funcionais aprovadas: &cidos graxos, carotenoides, fibras alimentares, fitoesterais,
proteina de soja, polidis e probidticos. Existem diversos tipos de alimentos funcionais, porem
0s que recebem maior destaque sdo 0s probidticos, os prebidticos e os simbidticos (SAAD et
al., 2011).

3.3.1 Propriedades funcionais do chocolate

Durante muitos anos o chocolate foi considerado uma simples guloseima, com elevado
teor de calorias que, se consumido em excesso, poderia contribuir com a obesidade e ser
prejudicial a pele. Estes tipos de afirmacdes despertaram a curiosidade de cientistas e
pesquisadores que passaram a interessar-se mais pelo assunto e investigar até que ponto isto
seria verdade ou ndo (NACHTIGALL, 1999). Diversos efeitos benéficos estdo associados ao
consumo de chocolate, como a diminui¢do dos riscos de doencgas cardiovasculares pelos
mecanismos de reducdo da pressdo sanguinea (SILVA,2016).

Estudos comprovam que o chocolate somente pode ser prejudicial a pele, no caso de

pessoas que apresentam predisposi¢do genética, pois 0 cacau apresenta uma proteina muito
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sensibilizante que pode provocar urticaria, manchas no corpo e inchago nas palpebras. Porém
casos como este sdo muito raros (NACHTIGALL, 1999).

Além de ser indescritivelmente saboroso, o chocolate é um dos alimentos mais
completos j& inventados pelo homem. Uma barra de 100 g contém, aproximadamente: 528
quilocalorias, 4,4 g de proteinas, 94 g de calcio, 142 mg de fosforo, 1,4 mg de vitamina A,
0,02 mg de vitamina B1 e 0,14 mg de vitamina B2 (LANNES e RICHTER, 2007).

Durante uma década, pesquisas tém demonstrado que o chocolate pode ser um alimento
muito benéfico, que deve ser introduzido, em quantidades adequadas, ao cardapio diario. O
cacau, principal componente do chocolate, é extraordinariamente rico em um composto muito
encontrado em vinhos tintos e chas, os flavonoides. Este grupo de antioxidantes pertence a uma
ampla e diversa classe de fitoquimicos chamados polifendis (LANNES e RICHTER, 2007).

As sementes de cacau da variedade Forastero sdo as mais ricas em compostos fendlicos,
representando em média 15 a 20% de seu peso seco e desengordurado, sendo que 60%
pertencem a classe dos flavonoides (EFRAIM, 2004).

A gquantidade de flavonoides no chocolate industrializado é dependente da colheita de
gréos e condicdes de processo subsequentes usado pelos fabricantes de chocolate. Durante a
etapa de fermentacdo sdo perdidos, em média, 70% dos flavonoides, devido a importantes
reacbes bioquimicas que ocorrem principalmente pela diminuicdo do pH, aumento de
temperatura e atuacdo de certas enzimas presentes no fruto. Tais reagdes sdo, em parte,
responsaveis pela reducéo do amargor e da adstringéncia melhorando assim o desenvolvimento
do sabor do chocolate (EFRAIM, 2004).

3.3.2 Probiodticos

O termo "probidtico" tem origem grega e significa "para a vida" (STEFE et al., 2008).
Lilley & Stillwell, em 1965, usaram a palavra probiotico, pela primeira vez, ao se referir a uma
substancia excretada por um micro-organismo que estimulava o crescimento de outro
(BARBOSA et. al., 2006). PARKER, em 1974, foi o primeiro a utilizar o termo probidtico com
o sentido empregado atualmente e definiu probidticos como “organismos ou substancias os
quais contribuem para o equilibrio da microbiota intestinal” (COPPOLA et al., 2004).

Segundo BADARO et al. (2009) os probidticos sio micro-organismos Vvivos que,
quando integrados na alimentacdo, séo classificados de alimentos funcionais por beneficiarem
a saude do hospedeiro com risco reduzido de causar doenga no consumidor. Probioticos sdo

micro-organismos vivos que oferecem a seu hospedeiro varios beneficios a satde, mantendo a
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microbiota intestinal normal, inibindo a adesdo de bactérias patogénicas a mucosa intestinal,
aumentando a imunidade e reduzindo os niveis de colesterol (LIANG et al., 2020; EVIVIE et
al., 2019).

Atualmente, a definicdo de probidticos mais aceita internacionalmente é a adotada pela
Organizacdo da Agricultura e Alimentacdo das Nagdes Unidas (FAO) e Organizacdo Mundial
de Saude (WHO). Segundo a FAO/WHO (2002), probidticos sao definidos como “micro-
organismos Vvivos que, quando administrados em quantidades adequadas, conferem beneficios
a saude do hospedeiro”.

No que se refere a atividades e beneficios dos probidticos, destacam-se trés principais
efeitos: nutricionais, fisiologicos e antimicrobianos. Esses trés possiveis mecanismos atuam
suprimindo o numero de células bacterianas, através da producdo de compostos com atividade
antimicrobiana, competicao de nutrientes e competicao por sitios de adesao (SAAD, 2006).

Os micro-organismos utilizados como probioticos sdo usualmente componentes ndo-
patogénicos da microbiota humana, tais como bactérias produtoras de acido lactico:
Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc, Bifidobacterium e alguns Streptococcus; e uma
levedura: Saccharomyces boulardii (BARBOSA et al., 2006).

O efeito dos probidticos sobre a saide humana tem gerado grande interesse das
industrias de alimentos, uma vez que representam um forte nicho de mercado entre os alimentos
funcionais (BREARTY et al., 2001). Para garantir a funcionalidade e eficacia do alimento
probidtico, é necessario que a quantidade de células viaveis gire em torno de 10° a 108 UFC/g
(CHAMPAGNE et al., 2011). Os niveis recomendados de micro-organismos probioticos
segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), deve ser no minimo de 108 a
10° Unidades Formadoras de Col6nia (UFC), na recomendacdo diaria do produto que as
contenha (BRASIL, 2002).

Os dois géneros mais comumente usados como microrganismos probiodticos sdo
Bifidobacterium sp. e Lactobacillus sp. (HOJJATI et al., 2020).

No Brasil, os micro-organismos permitidos como probidticos pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) sdo: Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei shirota,
Lactobacillus casei variedade rhamnosus, Lactobacillus casei variedade defensis,
Lactobacillus paracasei, Lactococcus lactis, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium
animalis (incluindo a subespécie B. lactis), Bifidobacterium longum e Enterococcus faecium
(BRASIL, 2008), sendo que os principais micro-organismos aplicados e estudados sdo 0s

pertencentes aos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium.
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Os Lactobacillus pertencem ao grupo de bactérias acido laticas (BAL) e sdo Gram
positivos, catalase negativos, anaerébios facultativos, ndo esporulam, apresentam-se na forma
de bacilos ou cocobacilos e sdo encontrados em ambientes ricos em carboidratos (VASILJEVIC
e SHAH, 2008). Este é 0 género mais humeroso, composto por 106 espécies que se encontram
divididos em obrigatoriamente homofermentativos, heterofermentativos obrigatorios e
heterofermentativos facultativos (GOMES e MALCATA, 1999; VASQUES et al., 2005;
VASILJEVIC e SHAH, 2008).

As bactérias do género Bifidobacterium de forma geral sdo bastonetes podendo
apresentar uma bifurcacdo em sua extremidade, Gram positivas, anaerdbias, catalase negativas,
ndo esporulam, ndo apresentam motilidade e, apresentam uma via metabdlica especial,
permitindo-lhes produzir acido acético, além de acido lactico na propor¢do molar 5 de 3:2
(VASILJEVIC e SHAH, 2008).

Devido a seus efeitos benéficos, outros micro-organismos vem sendo estudados, entre
eles alguns do género Baccilus, Clostridium e Propionibacterium, assim como algumas
leveduras (FOLIGNE et al., 2013).

Dentre 0s micro-organismos que resistem a temperaturas superiores a 35 °C, encontra-
se 0 Lactobacillus helveticus, pois apresenta bom crescimento entre 40 a 45 °C, entretanto,
podem crescer até 50 — 52 °C, ndo se desenvolvendo em temperaturas inferiores a 15 °C.
Geralmente resistem a temperaturas de 60 °C por 90 min (FURTADO, 1990). Sendo que esta
condicdo de temperatura possibilita a aplicacdo em diferentes produtos onde tem-se o calor
empregado no processo de fabricagdo, como é o caso do chocolate.

O consumo de alimentos probioticos é impulsionado por efeitos & satde e promogéo de
bem estar ao invés de tratamento de sintomas relacionados a doencas (FOLIGNE et al., 2013).

A inddstria de laticinios domina o mercado probidtico e tem acrescentado culturas
probidticas para conferir propriedades funcionais aos seus produtos. Lactobacillus e
Bifidobactérias, pertencentes ao grupo de bactérias benéficas, estdo sendo utilizados como
probidticos para a recuperacdo e também para a manutencdo do equilibrio da microbiota
intestinal (FERREIRA, 2012).

3.4 Microencapsulacéo
A microencapsulagdo consiste em um processo mecanico ou fisico-quimico que

imobiliza e protege 0s micro-organismos em um material encapsulante, gerando particulas com

um didmetro que variam entre 1 e 1000 um, sendo dissolvidas e liberando o material
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encapsulado no sitio de acdo adequado para exercer a funcdo desejada (BORGOGNA et al.,
2010). De modo semelhante, a microcapsula consiste em uma camada de um agente
encapsulante, geralmente um material polimeérico que atua como um filme protetor, isolando a
substancia ativa (RE, 2000).

Os primeiros registros de tentativas de aplicagdo da técnica de microencapsulagdo foram
conduzidas na década de 30, mas somente em 1954 surgiu o primeiro produto micro
encapsulado. A empresa norte americana National Cash Register Co. foi a pioneira ao
comercializar um papel de copia sem a utilizacdo de um carbono, revolucionando a inddstria
de formulérios (SUAVE et al., 2009).

Na area de alimentos, os estudos sobre microencapsulacéo tiveram inicio em 1960 pelo
Instituto de Pesquisa Southwest, nos Estados Unidos, com a microencapsulacdo de éleos
essenciais para prevenir a oxidacdo e a perda de substancias volateis e controlar a liberacdo do
aroma (RE, 2000).

Existem diversas razdes para encapsular ingredientes, para proteger o ingrediente em si,
melhorar o produto acabado como um todo ou ainda facilitar o processo de producéo.

Um dos grandes desafios das industrias de alimentos & manter a estabilidade de
compostos como vitaminas, antioxidantes, corantes naturais, conservantes, probidticos entre
outros. Pesquisas tém demonstrado que as culturas probidticas podem ser significativamente
protegidas através da técnica de microencapsulacdo. Na area de alimentos tem sido uma
alternativa empregada para resolver os problemas de instabilidade e inviabilidade de
probidticos (KAILASAPATHY, 2009).

3.4.1 Encapsulacdo de probidticos

A encapsulacdo de micro-organismos probio6ticos vem sendo utilizada para aumentar a
sobrevivéncia das bactérias no alimento e durante a passagem pelo trato digestivo. No entanto,
é muito importante que as caracteristicas sensoriais do produto ndo sejam alteradas (MORENO
e KUNIGK, 2014).

Diferentes técnicas podem ser empregadas na microencapsulacédo de probioticos e cada
uma delas resulta em microcapsulas com diferentes caracteristicas. A viabilidade bacteriana no
produto depende da sobrevivéncia do probidtico aos processos de microencapsulacao, do tipo
e da concentracdo do material de revestimento, do tamanho das particulas, do numero de células
bacterianas inicial e da cepa bacteriana (CHEN; CHEN, 2007).
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Em relacdo & estrutura das capsulas, o material externo é chamado de agente
encapsulante, de cobertura ou parede, enquanto o material encapsulado (probi6ticos) é chamado
de recheio ou ndcleo (GIBBS et al., 1999; CHAMPAGNE e FUSTIER, 2007; FAVARO-
TRINDADE et al., 2008; FRITZEN-FREIRE et al., 2013). Ainda, as capsulas podem ser
classificadas de acordo com seu tamanho em macrocapsulas, que sdo aquelas maiores que
5000 um e, microcapsulas, onde o tamanho varia entre 0,2 e 5000 um. Os fatores determinantes
para o0 tamanho das capsulas sdo basicamente o material de parede e a técnica utilizada para a
encapsulacdo (CAVALHEIRO et al., 2015).

Segundo Favaro-Trindade et al. (2011) apesar da existéncia de diferentes técnicas de
encapsulacdo, nem todas podem ser aplicadas para micro-organismos probi6ticos, pois alguns
métodos podem utilizar solventes toxicos ao micro-organismo ou uso de agentes encapsulantes
ndo reconhecidos como seguros. Entre as técnicas as mais comumente utilizadas sdo extrusao,
atomizacéo (spray drying) e emulsificacdo (CAVALHEIRO et al., 2015).

Segundo Silva (2016) no mercado mundial destacam-se 0s produtos lacteos
representados pelos sorvetes, iogurte, queijo e margarinas. Entretanto, outros produtos
conquistaram espago no mercado como € o caso dos sucos de frutas, barras de cereais, creme
de aveld e chocolates. No Brasil apesar da diversidade de frutas, o segmento de alimentos
probidticos se restringe aos produtos lacteos, como leite fermentado, iogurte e queijo, devido a
conveniéncia desses processamentos para adi¢do dos probioticos.

Na Tabela 2, pode-se visualizar as pesquisas mais recentes sobre aplicacdo de

probidticos.

Tabela 2. Aplicacdes de probioéticos em alimentos e bebidas.

Alimento ou bebida

Cepa utilizada

Referéncia

Suco de laranja

Lactobacillus paracasei ssp.
Paracasei (L. casei — 01) na forma livre.

Costa et al. (2017)

Suco de caju e magé
fermentado

Lactobacillus casei NRRL B-442 na
forma encapsulada.

Pereira, Maciel e
Rodrigues (2011)

Sorvete de butia

Bifidobacterium lactis (B1- 04) na forma
livre.

Cruxen et al. (2017)

Sorbet de jucara
(E Edulis)

Lactobacillus  acidophilus LA3 e
Lactobacillus paracasei BGP-1 na forma
livre.

Marinho (2016)

Suco de laranja
fermentado em po

Lactobacillus casei NRRL na forma

encapsulada.

Alves et al. (2016)

Creme de amendoim

5 espécies de Bifidobarcterium e 9
especies de Lactobacillus na forma livre.

Klu e Chen (2015)
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Lactobacillus acidophilus LA3,
Bifidobarcterium animalis subsp. lactis| Bampi et al. (2016)
BL- C1 encapsulados.
Chocolate ao leite e | L. acidophilus NCFM B. lactilis HNO19 | Lalicic-Petronijevic et
amargo na forma livre. al. (2015)
Cultura de probiético misto, Bifi Kit, CSL,
Italia (Bifidobacterium longum, B. infantis
Bebidas fermentadas | e B. breve) e uma cultura termofica, X3
probidticas smoothie | Jointec, CSL, Italia (Streptococcus
thermophilus, Lactobacillus delbrueckii.
Sub sp bulgaricus) na forma livre.

Barra de cereal
salgada

Gallina et al. (2019)

A Tabela 2 mostra o desenvolvimento de estudos usando probidticos e principalmente
usando técnicas de encapsulamento para prolongar a estabilidade destes nos alimentos. Dentre
as pesquisas realizadas nos ultimos anos, com encapsulamento de probidticos tem-se o
desenvolvimento de barra de cereal salgada com L. acidophilus LA3, Bifidobarcterium
animalis subsp. lactis BL- C1 empregando o método de spray chilling com matriz de 6leo de
algodéo (Bampi et al., 2016). As condi¢Ges empregadas neste processo foram: homogeneizagéo
de 7000 rpm por 60 s, temperatura de aguecimento da matriz lipidica 53 °C e atomizacédo a
5 bar; temperatura da camara 15 °C + 2 °C.

Na pesquisa realizada por Alves et al. (2016), com suco de laranja fermentado em pé
contendo Lactobacillus casei NRRL B-442 encapsulado em matriz de maltodextrina (50%) e
goma arabica (50%), seguida da secagem em spray dryer. Sendo que as condi¢Bes de
temperatura de entrada do equipamento foi de 140°C e a temperatura de saida de 60 °C, com
uma vazéo de 0,2 L/h.

No estudo realizado por Pereira, Maciel e Rodrigues (2011), com suco de caju e maca
fermentado em pd, também encapsulados pela técnica de spray dryer, usaram como agentes
encapsulantes maltodextrina (60%) e goma arabica (40%). A temperatura de entrada do ar de

secagem foi 120 °C, com vazao de alimentagéo de 0,3 L/h.

3.4.2 Agentes encapsulantes

A selecdo do agente carreador, conhecido como material de parede ou encapsulante,
depende da substancia a ser encapsulada e das caracteristicas desejadas do produto final, como
é o caso da liberacdo controlada de probidticos, onde o material ndo pode se romper apenas no
contato com a agua (ARSLAN et al., 2015).
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A etapa mais importante que afeta o sucesso do encapsulamento é a sele¢do de um
suporte/material de parede apropriado. O suporte/material de parede deve ser GRAS,
biodegradavel, barato e ter a capacidade de criar uma barreira entre o material do ndcleo e o
ambiente externo (LEYLAK et al., 2020).

A escolha do agente encapsulante é de grande importancia, pois influencia diretamente
na eficiéncia de encapsulacdo e estabilidade da microparticula e possuir as seguintes
caracteristicas: ndo reagir com o material a ser encapsulado, facil manuseio, ter a capacidade
de selar e manter o material ativo dentro da capsula, fornecendo a méxima protegdo contra
condicBes adversas, ndo apresentar sabor desagraddvel e viabilidade econémica
(GHARSALLAOQUI et al., 2007; SILVA et al., 2014).

A natureza do material encapsulante é um dos principais fatores que influenciam a
estabilidade dos materiais encapsulados (ROSEMBERG, et al., 1990). Os agentes
encapsulantes podem apresentar diferentes origens, desde natural, semi-sintética ou sintéticas,
incluindo materiais poliméricos hidrofilicos ou hidrofébicos ou ainda uma combinacdo de
ambos (JAIN, 2004).

Muitos materiais podem ser utilizados como cobertura para as microcapsulas com
destaque aos carboidratos, proteinas e lipidios. Polissacarideos tais como amido, carragena,
alginato e goma gelana sédo os materiais mais comumente empregados na microencapsulagao
de Bifidobactérias e Lactobacilos; apesar de que as proteinas e compostos lipidicos também
vém ganhando destaque na microencapsulacéo de probioticos (VANISKI et al., 2017).

Existem diferentes materiais tais como: alginato, celulose, gomas, gelatina, proteinas do
leite, soro de leite que é um subproduto da fabricacdo de queijos e tem um alto valor nutricional
em termos de aminoacidos basicos, proteinas, lactose, sal e gordura (LEYLAK et al., 2020).

O uso de carboidratos com alta energia de ativacao ajuda a prevenir estresses térmicos
e oxidativos durante o armazenamento. Dentre eles, a maltodextrina é amplamente utilizada
como material de revestimento devido a sua ndo toxicidade, baixo custo, boa solubilidade, baixa
viscosidade mesmo com alto teor de sélidos e disponibilidade. Além disso, a maltodextrina atua
moderadamente como um prebidtico. Sua baixa capacidade de emulsificacdo € preferida apenas
em combinagdo com outros agentes de transporte, como goma arabica (PREMI e SHARMA,
2017; PAULA et al., 2019).

A goma arabica, também se encontra na lista dos produtos mais usados como agente
encapsulante. E constituida principalmente por polissacarideos de alto peso molecular e seus
sais. Quando submetido a hidrolise, produz arabinose, galactose, ramnose e acido glucurdnico.

Em niveis de 1 a 10%, a goma arabica atua como formador de filme, estabilizador de umidade
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(AREPALLY et al., 2019). Além disso, a goma arébica previne a desidratacdo completa dos
componentes celulares e estabiliza as células bacterianas durante a secagem e armazenamento
(LIU et al., 2019; TAHERI et al., 2019).

3.4.3 Principais métodos de encapsulacéo

De modo geral, a microencapsulagdo € um processo em que pequenas particulas do
material de nucleo, podendo estar nos estados sélido, liquido ou até mesmo gasoso, Sao
incorporadas em um material de parede. Essas particulas de nicleo sdo incorporadas a um
material de parede para obter protecdo e adquirir facil manuseio (EDRIS et al., 2016).

Existem diversas técnicas que podem ser utilizadas para encapsular probidticos, sendo
gue as mais comumente utilizadas sdo extrusdo, atomizacgdo (spray drying) e emulsificacdo
(CAVALHEIRO, 2016).

A diferenca basica entre os métodos existentes esta no tipo de envolvimento ou
aprisionamento do material ativo pelo agente encapsulante, sendo que a combinacdo entre o
material e 0 agente ativo pode ser de natureza fisica, quimica ou fisico-quimica (SUAVE et al.,
2006). Os principais métodos quimicos sdo os seguintes: spray drying, spray cooling,
pulverizacdo em banho térmico, leito fluidizado, extrusdo centrifuga com multiplos orificios,
co- cristalizacdo e liofilizacdo. Em relacdo aos métodos quimicos, tem-se a inclusdo molecular
e polimerizacdo interfacial. Os métodos fisico-quimicos compreendem coacervagdo, ou
separacdo de fases, emulsificagdo seguida de separacdo de solvente, pulverizacdo em agente
formador de reticulagéo e envolvimento lipossémico (SANTOS et al., 2000).

Para a escolha do método de encapsulamento de probidticos para aplicacdo em
alimentos dois fatores devem ser considerados, sendo eles: o tamanho da microcapsula e a
sobrevivéncia do micro-organismo (SILVA, 2016). Existem diversas técnicas que tém sido
empregadas na elaboracdo de microcédpsulas e a selecdo do método mais adequado deve ser
realizada com base nas propriedades fisicas e quimicas do material que sera encapsulado e do
agente encapsulante, analisando-se a finalidade de aplicacdo do ingrediente alimenticio. Dentre
estes métodos, os descritos abaixo sdo 0s mais comuns na literatura quando associados aos
probidticos, sendo eles: coacervagdo complexa, emulsificagdo, spray dryer, spray chilling,
extrusdo e a gelificacdo ibnica, spray coating (VANISKI et al., 2017). Com base nos métodos
citados acima para encapsulamento de probidticos, segue detalhnamento das técnicas mais

utilizadas:
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3.4.3.1 Spray Drying (Atomizacéao)

O meétodo de encapsulamento por spray drying € uma técnica inovadora e econémica
para encapsular probioticos (VIVEK et al., 2019). Esta técnica baseia-se na pulverizacéo de
uma dispersao sélido em 6leo ou de uma emulsdo dgua em 6leo numa corrente de ar quente,
onde estd presente o material de parede levando assim a sua secagem e formacdo de
microcapsulas (MAKADIA & SIEGEL, 2011). Ou seja, as particulas solidas e secas formam-
se ap0s o aprisionamento da solugcdo que contém o principio ativo na membrana (CHENG et
al., 2008).

O tempo de exposicdo das particulas ao calor é curto (geralmente poucos segundos), e
a temperatura do nucleo ndo ultrapassa os 100°C, o que reduz a ocorréncia de alteracdes
indesejaveis em compostos termossensiveis. As capsulas produzidas por atomizacdo sdo
geralmente do tipo matricial, com o nucleo distribuido na forma de microparticulas na matriz
seca do material encapsulante. Os mecanismos de liberacao do nucleo geralmente associados a
atomizacéo sdo pela acdo de solventes e por difusdo (AZEREDO, 2005).

A principal vantagem da encapsulacdo por atomizacdo € a possibilidade de trabalhar
com materiais termolé&beis, embora alguns compostos de aroma possam ser perdidos. Outra
vantagem é o pequeno tamanho das particulas, o que torna o produto altamente sollvel
(AZEREDO, 2005).

Hadzieva et al. (2017), utilizaram essa técnica para encapsular Lactobacillus casel,
usando como agentes encapsulante proteina de soja e alginato. Essa mesma técnica foi usada
por Nunes et al. (2018), que encapsulou Lactobacillus acidophilus La-5 e Bifidobacterium Bb-
12 usando como agentes encapsulantes goma arabica e maltodextrina.

A secagem por pulverizacdo ¢ o método mais potencial, principalmente para modificar
as condicdes durante a secagem e para controlar o tamanho e a forma da particula. A
microencapsulacdo é um método promissor para proteger as células probidticas contra as
condig0es adversas que podem enfrentar (SILVA et al., 2020; ETCHEPARE et al., 2020). Entre
as muitas técnicas de microencapsulacdo, a secagem por spray é uma das mais interessantes
devido ao seu baixo custo, potencial de grande escala, alta estabilidade probiética e baixa
quantidade de degradacdo durante a secagem se 0 processo de secagem e 0s parametros da
formulagdo foram otimizados corretamente (AREPALLY et al., 2020; HADZIEVA et al.,
2017) Os parametros do processo de secagem, como temperatura de saida, taxa de alimentacgéo,
temperatura de entrada, tempo de secagem e meio de secagem podem ser controlados o que

contribui para a sobrevivéncia do probiotico.
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3.4.3.2 Spray cooling

Essa técnica também é conhecida por spray chilling. Fundamenta-se na injecdo de ar
frio para permitir a solidificagio da particula (CHAMPAGNE e FUSTIER 2007). E 0 processo
de atomizacdo de um material fundido em uma camara refrigerada que resultara na formacgéo
de um po6 (microparticulas) que sao sélidas a temperatura ambiente (SILLICK e GREGSON,
2012). Essa técnica, vem ganhando destaque por apresentar iniUmeras vantagens, como rapidez,
bom desempenho e custo de processo relativamente baixo, além de dispensar o uso de agua ou
de solventes organicos para sua execucdo (OKURO et al., 2013).

Também conhecido como resfriamento por spray e congelamento por spray, este
processo é analogo a secagem por spray, especialmente devido a producédo de pequenas gotas.
No entanto, nesta técnica, o agente encapsulado é disperso em um fundido matriz, formada por
lipidios, que é atomizada em uma camara onde o ar frio é injetado, possibilitando a solidificagdo
das particulas. Embora este método ndo seja novo, o resfriamento por pulverizacdo é menos
explorado do que a secagem por pulverizacédo e gelificacdo i6nica. No entanto, suas condicdes
de processo representam uma excelente alternativa para encapsular celulas microbianas,
principalmente devido ao baixo custo e escala industrial (RODRIGUES et al., 2020).

Silva (2016) usou essa técnica para encapsular Lactobacillus Acidophilus e Bifido
bacterium animalis subsp. lactis utilizando gordura vegetal como agente encapsulante. Okuro
et al. (2013) co-encapsularam pelo mesmo metodo Lactobacillus acidophilus ou Lactobacillus
rhamnosus com inulina ou polidextrose utilizando gordura como agente encapsulante. Bampi
et al. (2016) também usou essa técnica para encapsular Lactobacillus acidophilus LA3,
Bifidobarcterium animalis subsp. lactis BL- C1 utilizando dleo de algoddo como agente

encapsulante.

3.4.3.3 Spray coating

Essa técnica tem como base a dispersdo do principio ativo numa corrente de ar e 0
revestimento por aspersdo das particulas suspensas na corrente (KUMAR et al., 2017). Os
principios ativos sélidos séo colocados inicialmente numa camara de revestimento de forma a
ficarem suspensos na corrente de ar. Na sequéncia, passam por um orificio onde sdo
pulverizados pelo material de revestimento. ApOs a evaporacdo do solvente, as particulas
revestidas voltam ao local inicial. O ciclo é repetido até as microcapsulas apresentarem a
espessura desejada (CHENG et al., 2008).
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E uma técnica que possibilita um maior controle e maior flexibilidade, pois permite
controlar a espessura das microcapsulas e é bastante flexivel no que se refere a variedade de

materiais usados como revestimento (BANSODE et al., 2010).

3.4.3.4 Extrusao

Nessa técnica, o principio ativo é bombeado para um tubo central enquanto o material
de parede é bombeado para dois tubos que se dispdem lado a lado do tubo central. No final de
ambos os tubos, encontra-se o orificio concéntrico e é neste local que se da a formacéo das
microcapsulas. As microcapsulas produzidas podem apesentar um diametro entre 400 e
2000 pm (CHENG et al., 2008).

A extrusdo é desenvolvida na tecnologia de vibracdo e, em particular, quando o
comprimento de onda de uma perturbacdo assimétrica excede a circunferéncia do jato, a
separacao ocorre. O tamanho da gota depende do diametro do bico (jato), viscosidade do fluido,
tensdo superficial, velocidade do jato e frequéncia de perturbacdo (OLIVARES e SILVA,
2019).

A extrusdo é um método simples e barato e como ndo envolve o uso de condigdes
extremas, produz uma grande viabilidade probiotica. Geralmente, a eficiéncia de encapsulagdo
(EE) ao utilizar essa técnica é préxima de 100% (KRASAEKOOPT et al., 2003; BURGAIN et
al., 2011). Uma desvantagem que este metodo possui é que s6 é possivel encapsular liquidos
(CHENG et al., 2008).

3.4.3.5 Emulsao

Esta técnica consiste na dispersdo da solucdo contento os microrganismos e o material
encapsulante (fase dispersa) em um oleo (fase continua). Esta mistura quando submetida a
agitacdo forma uma emulsdo &gua em dleo (W/O), que pode ser tanto permanente quanto
temporaria (KRASAEKOOPT et al., 2003).

As principais vantagens desta técnica séo a facilidade de utiliza-la em grande escala e a
obtencdo de uma alta eficiéncia de encapsulacdo (CHEN e CHEN, 2007). Ainda, a técnica de
emulsdo é capaz de formar capsulas com tamanho muito menor quando comparada a técnica de
extrusao, o que pode ser considerado como uma caracteristica desejavel dependendo do tipo de

alimento onde elas serdo incorporadas (BURGAIN et al., 2011).
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3.4.3.6 Coacervagdo complexa

A formacdo dos complexos de biopolimeros deve-se principalmente as interagdes
eletrostaticas que dependem do grau de ionizagdo dos polimeros. A coacervacao depende da
carga liquida do sistema, sendo consequentemente influenciada pela estequiometria, por
parametros estruturais dos biopolimeros e pelas condi¢cbes do meio como pH, forca ibnica,
temperatura e natureza dos reagentes (VANISKI, CORTI e DRUNKLER, 2017).

3.4.3.7 Gelificacdo ionica

A gelificacdo idnica ocorre por ligacdo de um hidrocol6ide com ions, tipicamente
gelificacdo de polissacarideos negativamente carregados mediada por céations, por exemplo,
entre alginato, carragena ou pectina com ions como o célcio (BUREY et al., 2008).

3.5 Consideracdes finais ao estudo da arte

A microencapsulacdo vem sendo avaliada na obtencéo de alimentos probioticos como
uma forma de protecédo das células viaveis, bem como na manutencgéo da viabilidade da bactéria
durante a vida util do produto.

Na literatura, alguns estudos demonstram a viabilidade da aplicacdo de probidticos
microencapsulados em iogurtes (RIBEIRO et al., 2014), sorvetes (CHAMPAGNE et al., 2015),
formulas infantis (KENT e DOHERTY, 2014), produtos carneos (WANG et al., 2015),
indicando que esta técnica pode proteger os probiéticos de condi¢des adversas, mantendo maior
estabilidade durante o processamento.

O spray dryer € uma das técnicas de secagem que se destacam na industria alimenticia,
por ser um processo rapido, continuo e econémico.

O chocolate por se tratar de uma matriz alimenticia ainda em exploragdo no mercado de
produtos probioticos, porém muito atrativa comercialmente torna-se uma opcao interessante
para ser estudada e principalmente por ndo ter sido relata estudos com o probidtico
Lactobacillus helveticus encapsulado em chocolate branco. Nos estudos relatados com a adi¢ao
de probidticos em chocolates, nenhum deles trata-se de chocolate branco e da utilizacdo de
matrizes composta por 50% maltodextrina + 50% goma arabica e 30% leite em p6 + 19%
maltodextrina + 19% trealose + 20% frutoligossacarideo + 10% amido + 2% tween 0,1%, o0 que

nos traz mais uma oportunidade de desenvolvermos um novo produto.



43

O futuro da inddstria de alimentos estd fundamentado na inovagdo. Aqui, ndo estamos
falando simplesmente em solugGes tecnologicas, mas sim, em novas maneiras de agir, formular
estratégias e encarar 0 novo estilo de vida do consumidor, que preza cada vez mais pelo bem-

estar e pela manutencéo da saude.
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4 MATERIAL E METODOS

Neste item sdo apresentados o0s procedimentos operacionais e as metodologias
empregadas no preparo do probidtico e da matriz encapsulante, secagem do probiotico
encapsulado, caracterizagdo do material encapsulado, aplicacdo do probidtico livre e
encapsulado no chocolate e caracterizacdo do produto, bem como, a avaliacéo da resisténcia do

probidtico encapsulados sob diferentes condicdes de stress (pH, NaCl, sacarose e temperatura).

4.1 Materiais

A cepa Lactobacillus helveticus (LH 091) comercial foi adquirida na empresa Sacco
Brasil, Campinas. Em relag&o aos polimeros, a goma arabica foi adquirida da empresa Dindmica
Quimica Contemporanea (Sao Paulo, Brasil), a maltodextrina e 0 amido da empresa Ingredion
(Mogi Guagu, Brasil) as amostras de gelatina da Gelnex (Ita, Brasil), a quitosana e a trealose
da empresa Purifarma (S&o Paulo, Brasil), e o leite da marca Elege adquirido em supermercado
local, respectivamente. No que se refere as matérias-primas utilizada na fabricacdo do
chocolate, o leite em po integral e o leite em pd desnatado foram adquiridos da empresa Elege
(Teutbnia, Brasil), a manteiga de cacau da empresa IBC Cacau (Sao Paulo, Brasil), o acUcar
cristal da empresa Coopersucar (Sao Paulo, Brasil), a vanilina da empresa Rodhia (S&o Paulo,
Brasil) e os emulsificantes da empresa Olfar (Erechim, Brasil) e Pausgard (S&o Paulo, Brasil).

4.2 Métodos

4.2.1 Definicdo de matriz encapsulante

Inicialmente, realizaram-se varios experimentos (Tratamento 1 a 9) visando definir a
matriz encapsulante e a concentragdo. Os tratamentos e as concentragdes foram definidos
baseados em ensaios preliminares e informagdes da literatura (VANISKI, CORTI e
DRUNKLER, 2017): Tratamento 1 — Quitosana (100%); Tratamento 2 — Gelatina bloom 189
(100%); Tratamento 3 — Gelatina bloom 246 (100%); Tratamento 4 — Goma arabica (100%);
Tratamento 5 — Maltodextrina (100%); Tratamento 6 — 70% maltodextrina 30% goma arabica;
Tratamento 7 — 60% maltodextrina: 40% goma arabica; Tratamento 8 - 50% maltodextrina:
50% goma arabica; Tratamento 9 — 30% leite em p6 + 19% maltodextrina + 19% trealose +

20% frutoligossacarideo + 10% amido + 2%tween 0,1%.
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Esses agentes foram testados em uma amostra de chocolate branco comercial, ou seja,
realizou-se o derretimento das amostras do chocolate e a retemperagem, onde incorporou-se 0
agente encapsulante (Tratamento 1 a 9) nas concentracfes de 3, 5 e 7%. ApOs essa etapa, a
moldagem do chocolate foi realizada em recipiente de acrilico e, em seguida, resfriadas em
geladeira convencional 5 — 7 °C. Para retirada das bolhas de ar dos recipientes foi utilizado um
processo manual. O tempo de resfriamento foi em média de 20 min. As amostras foram retiradas
da geladeira, desmoldadas e acondicionadas individualmente em embalagens de papel aluminio
em sala climatizada a 18 — 20 °C.

As barras de chocolate foram identificadas e armazenadas a 20 °C por sete dias
permitindo a formagao dos cristais B estaveis (LUCCAS, 2011). Apos este periodo as amostras
foram analisadas sensorialmente. Amostras de 10 g foram distribuidas aos provadores néao
treinados (n = 25), de forma balanceada, em recipientes de plastico codificados com nimeros
de trés digitos aos, juntamente com uma ficha de avaliacdo para o teste de escala hedénica de 9
pontos (1 — desgostei muitissimo e 9 — gostei muitissimo), conforme metodologia descrita por
Stone e Sidel (1993). Entre uma amostra e outra foi utilizada agua mineral a temperatura
ambiente e biscoito agua e sal para eliminar o gosto residual das amostras.

Antes da realizacdo das andlises sensoriais o0 projeto foi submetido a aprovacdo pelo
comité de ética sob numero de registro 01804818.3.0000.5351. Os participantes assinaram um
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice A), no qual aceitaram em participar
voluntariamente das avaliacdes sensoriais e autorizardo a divulgacdo dos resultados da

avaliacdo sensorial.

4.2.2 Preparo do probiotico para encapsulamento

No preparo do probidtico L. helveticus realizou-se varios experimentos visando a
obtenc&o de uma suspenséo de célula bacteriana viaveis de 10® — 10° UFC (BRASIL, 2002). A
seguir sao detalhados os ensaios realizados de preparo do indculo:

Ensaio 1: No preparo do inoculo seguiu-se metodologia descrita por Silva (2016), com
adaptacOes. A cepa liofilizada (1 g) foi reativada em 10 mL de caldo Luria — Bertani (LB),
incubadas em estufa a 35 °C + 1 °C por 24 h em jarra de anaerobiose, Em seguida, transferiu-
se 10 mL do cultivo para 90 mL de caldo LB e incubou-se a 35 °C £ 1 °C por 24 h.
Posteriormente, realizou-se um repique empregando 100 mL do pré-inoculo, obtido
anteriormente, em 500 mL de caldo LB, incubado a 35 °C £ 1 °C por 24 h em jarra de

anaerobiose. Em seguida, a suspensdo foi centrifugada (MeD Instrumentos - MPW 351R) a
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7000 rpm, 5 min a5 °C. As células foram lavadas duas vezes com solugéo de citrato de sodio
2%, sendo ressuspendida em 10 mL de citrato de sodio 2% para obtencdo de uma suspensdo
bacteriana, a qual foi realizada a contagem das células viaveis.

Ensaio 2: Neste ensaio seguiu-se 0S mesmos procedimentos descritos para o ensaio 1,
somente variou-se 0 tempo de incubagdo de 48 h na estufa, a 35 °C £ 1 °C em jarra de
anaerobiose.

Ensaio 3: Neste ensaio reativou-se a 1 g de cepa com 10 mL de caldo LB, incubadas em
estufa a 35 °C = 1 °C por 48 h em jarra de anaerobiose. Em seguida, transferiu-se 10 mL do
cultivo para 100 mL de caldo LB, completando-se 110 mL, o frasco com o cultivo foi incubado
a 35 °C £ 1 °C por 48 h. Apo6s este periodo, o frasco que continha 110 mL do cultivo foi
subdividido em duas fracfes, ou seja, 55 mL do cultivo anterior foi adicionado a 500 mL de
caldo LB e 55 mL foram adicionados, também, a 500 mL de caldo LB, resultando em 1,1 L do
cultivo, sendo incubado novamente a 35 °C £ 1 °C por 48 h em anaerobiose. Em seguida, a
suspensao foi centrifugada a 7000 rpm por 10 min, na temperatura de 5 °C. As células foram
lavadas duas vezes com solucdo de citrato de sddio 2%, sendo resuspenso em 7 mL de citrato
de sodio 2% para obtencdo de uma suspensao bacteriana.

Ensaio 4: Neste ensaio seguiu-se 0s mesmos procedimentos do ensaio 3 porém
reativando-se 1 g de cepa em 10 mL de caldo MRS (de Man, Rogosa e Sharpe), e incubando-
se em estufa a 35 °C £ 1 °C por 60 h em anaerobiose. Em seguida, transferiu-se 10 mL do
cultivo para 100 mL de caldo MRS, completando-se 110 mL, o frasco com o cultivo foi
incubado a 35 °C £ 1 °C por 60 h. Para as demais etapas seguiu-se os procedimentos descritos
anteriormente.

Ensaio 5: Inicialmente, 1 g da cepa liofilizada foi reativada em 10 mL de caldo MRS
incubadas em estufa a 37 °C + 1 °C por 48 h em jarra de anaerobiose. Em seguida, o material
foi centrifugado (MeD Instrumentos - MPW 351R) a 4000 rpm por 15 min na temperatura de
5 °C, lavado com &gua peptonada, sendo resuspenso em 10 mL de caldo MRS para obtengéo
de uma suspensédo bacteriana. Essa suspensédo bacteriana, serviu como base para producédo de
massa celular, onde a cada 48 h realizava-se o repique de uma aliquota de 0,1 ml e inoculava-
se em 10 mL de MRS, centrifugava-se (MeD Instrumentos - MPW 351R) a 4000 rpm por
15 min na temperatura de 5 °C, lavado com agua peptonada, sendo resuspendido em 10 mL de
caldo MRS para obtencdo de massa celular e ap0s realizava-se a contagem das células viaveis
da suspensao.

Ensaio 6: A cepa liofilizada (1 g) foi reativada em 10 mL de caldo MRS, e ap0s realizou-

se as sucessivas diluicdes e contagem das células viaveis.
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A Figura 2 representa 0s ensaios realizados para preparo do probidtico para

encapsulamento.

Figura 2. Esquema resumido do procedimento realizado nos ensaios para preparo do probiotico

para encapsulamento.
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4.2.3 Encapsulamento por Spray Dryer
4.2.3.1 Definicao parametros de secagem
Para a secagem foi utilizado um secador por atomizacdo, conforme Figura 3.
Figura 3. Aspecto geral do spray dryer utilizado da matriz encapsulante e/ou probidtico/matriz

encapsulante (a) e representacao esquematica dos componentes (b).
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Fonte: VALDUGA, et al., 2003.

As condicOes operacionais da secagem por atomizagdo em spray dryer foram definidas
com base em testes preliminares e estudos referidos na literatura (VALDUGA et al., 2008;
PAULETTO, 2016), conforme descrito na Tabela 3, que mostra os testes realizados para
definicdo da melhor condicdo para seguir com os experimentos. As condi¢des operacionais 1 a

5 usou-se 0 agente encapsulante 50% goma arébica e 50% maltodextrina. Nas condicdes 6,7 e
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8 usou-se 0 agente encapsulante 30% leite em pd, 19% maltodextrina, 19% trealose, 20%,

frutoligossacarideo, 10% amido e 2% tween (0,1%).

Tabela 3. CondigOes operacionais do spray dryer.

Condicdes operacionais Temperatura ar de , Temperatura de
secagem (°C) saida ar de secagem (°C)
1 70 44
2 80 51
3 90 56
4 100 59
5 110 61
6 120 65
7 130 68

*Q didmetro do orificio do bico injetor pneumatico: 0,5 mm; Pressdo de atomizacao: 0,08-
0,12 bar; Vazao: 0,09 mL/min.
Fonte: BARRO (2014).

A amostra em solugdo (material encapsulante/solucdo tampédo fosfato pH 7,0) foi
bombeada até o topo do atomizador, onde entrou em contato com o ar aquecido na camara de
secagem, ocorrendo a evaporacdo imediata da umidade contida no material. A corrente de ar
quente-sélido foi direcionada em um ciclone onde se efetuou a separacdo do extrato
encapsulado em recipiente de vidro (coletor de p6). Como resposta avaliou-se a atividade de

agua, umidade e rendimento.

4.2.3.2 Encapsulamento do probidtico e secagem

Antes do processo de secagem o spray dryer (Marca: Lab Plant, modelo: SDO5) foi
higienizado com agua milig, na temperatura de 150 °C, onde a mesma recirculou por um tempo
de 10 min. A agulha do equipamento, também, foi higienizada previamente, mantendo-se em
contato com alcool 70% por 30 min.

Inicialmente, realizou-se o encapsulamento do probidtico (Ensaios 1, 2, 3, 4 e 5, item
4.2.2) com uma concentracao de 24 g de matriz encapsulante composta por 50% goma arabica
e 50% maltodextrina (Tratamento 8, item 4.2.1). A matriz encapsulante foi hidratada com

100 mL de solugdo tampéo fosfato de sédio (pH 7,0) por 2 h com agitagcdo magnética. Apos
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esse tempo de hidratacéo foi adicionado 1 g de massa celular do probiético (10® - 10° UFC/g),
mantendo — 0s sob agitacdo por 10 min. Posteriormente, realizou-se a secagem em spray drier,
onde a mistura (probidtico/matriz encapsulante/solucdo tampdao) foi bombeada a uma vazéo de
0,08 mL/min, na pressdo de 0,08 a 0,12 bar, na temperatura de entrada de 70 °C (camara de
secagem) e temperatura de saida de 44 °C.

Quando o micro—organismo foi utilizado na forma liofilizada (Ensaio 6, item 4.2.2),
realizou-se a secagem usando dois tipos de matriz encapsulante, ou seja, matriz 50%
mltodextrina: 50% goma ardbica bem como a matriz composta por 30% de leite em p6, 19%
maltodextrina, 19% trealose, 20% frutoligossacarideo, 10% amido, 2% tween (Tratamento 9,
item 4.2.1).

Para a matriz 50% maltodextrina: 50% goma arabica, a mesma foi hidratada com
100 mL de solucdo tampdo fosfato de sddio (pH 7,0) por 2 h com agitagdo magnética. Apos
esse tempo de hidratacéo foi adicionado 1 g de massa celular do probidtico (10® - 10° UFC/g),
mantendo — os sob agitacdo por 10 min. Posteriormente, realizou-se a secagem em spray drier,
onde a mistura (probidtico/matriz encapsulante/solucdo tampao) foi bombeada a uma vazao de
0,08 mL/min, na pressdo de 0,08 a 0,12 bar, na temperatura de entrada de 70 °C (camara de
secagem) e temperatura de saida de 44 °C.

Empregando a matriz encapsulante composta por 30% de leite em pd, 19%
maltodextrina, 19% trealose, 20% frutoligossacarideo, 10% amido, 2% tween (Tratamento 9,
item 4.2.1), 18 g de probiotico liofilizado (Ensaio 6, item 4.2.2) e 24 g de agente encapsulante
foram hidratados com 100 mL de solucdo tampdo fosfato de sédio (pH 7,0) por 2 h com
agitacdo magnética. Apos esse tempo de hidratacdo foi adicionado 1 g de massa celular do
probidtico (10% - 10° UFC/g), mantendo — os sob agitac&o por 10 min. Posteriormente, realizou-
se a secagem em spray drier, onde a mistura (probiotico/matriz encapsulante/solucdo tampao)
foi bombeada a uma vazéo de 0,08 mL/min, na pressao de 0,08 a 0,12 bar, nas temperaturas de
entrada de 110 °C, 120 °C e 130 °C (camara de secagem) e temperatura de saida de 61 °C,
65 °C e 68 °C respectivamente.

Nos ensaios, apos a etapa de secagem avaliou-se a contagem de probidtico, a atividade
de &gua, umidade e da condicdo maximizada avaliou-se caracteristicas da microcapsula

(morfologia).
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4.2.4 Formulacdo de chocolate com adicdo do probiotico

As matérias primas utilizadas para fabricacdo de chocolate branco foram as seguintes:
leite em pd integral, leite em pd desnatado, manteiga de cacau, aguUcar cristal, vanilina e,
emulsificantes. As marcas e quantidades ndo foram declaradas por se tratar de formulacdo
industrial.

A primeira etapa realizada foi a moagem do agucar até granulometria de 25 pum, em
seguida a pesagem dos demais ingredientes da formulacéo, na sequéncia a etapa de mistura foi
realizada no mesmo equipamento onde realizou-se a etapa de conchagem.

O processo de fabricacdo foi realizado em Unidade Industrial da regido do Alto Uruguai,
segundo metodologia descrita por Barro (2014), com modificacdes. Inicialmente, realizou-se o
derretimento de 1/3 da manteiga de cacau a uma temperatura de 55 °C, ap6s a manteiga estar
completamente derretida adicionou-se os ingredientes em po6 (acUcar, leite em pd integral e
desnatado). Neste momento, iniciou-se a etapa de conchagem por 2 h a uma temperatura de
55 °C. Apds 2 h adicionou-se o restante da manteiga de cacau, a lecitina de soja e o poliglicerol
poliricinoleato. Posteriormente, o produto passou por um moinho de esferas, onde permaneceu
entre 30 e 40 min, até que atingir 22 um, com temperatura controlada de 40 °C a uma rotagao
de 54 rpm. Apds a etapa de moagem realizou-se a etapa de temperagem, onde adicionou-se 0
probidtico livre e encapsulado, com temperatura em torno de 22-23 °C.

A moldagem do chocolate foi realizada em formas de acrilico e, em seguida, o
resfriamento em geladeira convencional, em temperaturas de 5 — 7 °C. Para retirada das bolhas
de ar das formas, foi utilizado um processo manual, onde as formas foram vibradas sobre a
bancada de marmore até completa eliminacéo das bolhas de ar. O tempo de resfriamento foi em
média 20 min. As amostras foram retiradas da geladeira, desmoldadas e acondicionadas
individualmente em embalagens de papel aluminio em sala climatizada a 18 — 20 °C.

As Dbarras de chocolate foram identificadas e armazenadas a 20 °C por sete dias
permitindo a formagdo dos cristais [ estaveis. Apos este periodo as amostras foram
caracterizadas mediante determinacdes fisico-quimicas e contagem do probidtico. Avaliou-se
também, a estabilidade do chocolate e do probiotico em amostras de chocolate, em diferentes
periodos de armazenamento a 22 °C.

A Figura 4 apresenta-se um fluxograma resumido do processo utilizado.
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Figura 4. Processo de fabricacdo de chocolate.

Derretimento 1/3 da Manteiga de cacau,

acucar, leite em pg, soro de leite (55°C).

1 ]

Conchagem seca
(2h — 55°C)

-

Derretimento do restante da manteiga de cacau, vanillina

lecitina de soja, poliglicerol polirricenoleato.

-

Refino

-

Adicdo probidtico
_ ‘ Temperagem (22 °C — 23 °C)
livre e encapsulado

-

Moldagem

-

Embalagem

1 ]

Armazenagem (20°C — 22°C)
Umidade: 45 % - 60%)

Fonte: adaptado de BARRO (2014).

4.2.5 Avaliacdo da resisténcia do probiotico encapsulado sob diferentes condigdes de stress ao

pH, NaCl, sacarose e temperatura

O efeito do pH foi avaliado seguindo a metodologia proposta por Favaro-Trindade e
Grosso (2002), com algumas modificagdes. Solucdes de citrato de sédio 2 % foram acidificadas
com HCI, para os valores de pH 2, 4,5 e 7. Assim, aproximadamente 1 g das microparticulas

lipidicas séo adicionadas em 9 mL de solucéo acidificada, e como controle utiliza-se o inoculo.
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A resisténcia do probidtico foi avaliada por enumeracdo no tempo inicial e ap6s 3 h incubado
a 37°C.

Os efeitos do sal e sacarose foram analisados de acordo com Bosnea, Moschakis e
Biliaderis (2014), sendo que solucdes de citrato de sddio 2% serdo adicionadas de NaCl nas
concentragOes de 3, 6 e 9%, enquanto a sacarose foi adicionada nas concentragdes de 10, 25 e
45%. Aliquotas foram coletadas para cada tratamento, no tempo inicial e apds 3 h. A taxa de
sobrevivéncia foi avaliada por enumeragdo em agar MRS.

O efeito da temperatura foi verificado, considerando que as particulas foram adicionadas
na massa de chocolate aquecida. Dessa maneira, as particulas probidticas sdo adicionadas em
tubos contendo citrato de s6dio 2%, em banho-maria a 50 °C. Os probidticos encapsulados sao

enumerados apo6s 0, 30 e 60 min.

4.2.6 Avaliacdo da sobrevivéncia do probio6tico livre e encapsulado em amostras de chocolate

branco durante a estocagem a 25 °C

A sobrevivéncia do probidtico pode ser afetada durante o tempo de armazenamento do
produto. Devido a esse fato a enumeracdo destes durante o tempo de estocagem torna-se
essencial. Essa avaliagdo foi realizada segundo estudo realizado por Silva (2016) com
modificacbes, onde a temperatura de armazenamento sera de 22 °C. Amostra de
aproximadamente 5 g de chocolate foi coletada em diferentes periodos de armazenamento,
sendo que a mesma foi ralada e derretida em banho-maria e ap6s diluida em 45 mL de agua
pptonada. Apos aliquotas de 1 mL foram removidas e diluidas serialmente e inoculadas em agar
MRS. Em seguida as placas inoculadas foram incubadas em estufa a 35 °C+/-1 °C
acondicionadas dentro de uma jarra de anaerobiose por 48 h para posterior enumeracdo das
colbnias, que sdo expressas em UFC/g de chocolate.

As avaliagOes foram realizadas por um periodo de aproximadamente 100 dias.

4.2.7 Determinacdes Analiticas

Nas matrizes encapsulantes, ap6s a secagem por spray drier avaliou-se a umidade,
atividade de agua (Aw), morfologia, tamanho e distribuicao de particulas e estabilidade térmica.
Para caracterizar a formulagdo de chocolate branco e avaliar a estabilidade ao
armazenamento foram realizadas as determinacdes de pH, atividade de agua (Aw), umidade,

acidez e cor.
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4.2.7.1 pH

O pH utilizou-se um potenciémetro de pH DIGIMED DM-20 por leitura direta na
amostra diluida, conforme metodologia descrita no Manual de Normas Analiticas do Instituto
Adolfo Lutz (2008).

4.2.7.2 Atividade de agua (Aw)

A determinacéo da atividade de agua foi realizada pelo analisador de atividade de &gua
— Labtouch, marca Novasina, efetuando-se a calibracdo do aparelho com agua deionizada e
solucdo de NaCl com 0,819 de Aw até sua estabilizacdo, e em seguida feita a leitura da Aw/T°C

da amostra.

4.2.7.3 Umidade

A umidade do chocolate foi determinada pelo método de dessecacdo em estufa (marca
Quimis, modelo 317B242) com circulagdo de ar, a temperatura de 105 °C, segundo metodologia
descrita por Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz (2008).

Para as matrizes encapsulantes a umidade foi determinada por secagem sob
infravermelho, em equipamento “Unidade de secagem Mettler LTJ)” (Mettler, Brasil). Para a
realizacdo da andlise, uma aliquota da amostra foi aplicada a um suporte previamente tarado
(um prato de aluminio). O conjunto suporte mais aliquota da amostra foi colocado na balanca,
e a massa inicial foi registrada. Em seguida, incidiu-se a radiacao sobre a amostra, e a massa

final (peso constante) apos o0 processo foi novamente registrada.
4.2.7.4 Acidez

A acidez foi determinada pelo método de titulacao utilizando solugéo de hidroxido de
sodio 0,1M conforme metodologia descrita pelas Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz

(2008).

4.2.7.5 Cor
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A determinagdo da cor foi realizada pelo método de Colorimetria triestimulo em
colorimetro da marca MINOLTA modelo CR410, operando no sistema CIE (L*, a*, b*), sendo,
sendo que L* indica a coordenada de luminosidade (L*=0 — preto e L*=100 — branco), a* e b*
as coordenadas de cores responsaveis pela cromaticidade: (+a* = vermelho e — a* € o verde,

+b* é 0 amarelo e —b* é o0 azul).

4.2.8 Caracterizacdo morfologica por microscopia eletronica de varredura (MEV)

A morfologia dos encapsulados foi analisada em um microscopio de varredura
eletrénica —-MEV (Zeiss, modelo ECO LS25). A superficie apés ser revestida com uma fina
camada de ouro foram analisadas com uma ampliacdo de 1, 10 e 100 pum e tensdo de 10 kV.

O diametro de particula foi medido pelo Software Size Meter (versdo 1.1) usando uma
média de 50 particulas observadas nas fotomicrografias dos experimentos.

4.2.9 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

As curvas de DSC das microcapsulas foram obtidas utilizando um Shimadzu DSC-60
(Shimadzu, Kyoto, Japdo). Amostras de aproximadamente 5 mg de p6 foram colocados em
recipientes selados de aluminio, sob atmosfera inerte de nitrogénio (150 mL / min) e aquecido
30 °C a 300 °C a uma taxa de aquecimento de 10 °C / min. Analise relizada na Universidade
Tiradentes (UNIT).

4.2.10 Analise Termogravimétrica (ATG)

As curvas foram obtidas utilizando uma termobalangca DTG-60 (Shimadzu, modelo
DTG-60, Kyoto, Japdo). Aproximadamente 7 mg de amostras foram colocadas em panelas de
aluminio e aquecida de temperatura ambiente (x 22 °C) a 300 °C a uma taxa de 10 °C/ min sob
atmosfera inerte de nitrogénio (100 mL / min). Analise relizada na Universidade Tiradentes
(UNIT).

4.3 Contagem do micro-organismo probidtico
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A contagem da bactéria probiotica foi realizada apds a etapa de encapsulamento e no
chocolate, logo apds a elaboracdo e durante 0 armazenamento.

A andlise foi conduzida com 25 g de chocolate adicionada de 225 mL de agua
peptonada. As amostras foram acondicionadas em sacos estéreis e homogeneizadas em
Stomacher (SP Labor - SP190), apés foram preparadas diluicdes até 10'2. A analise
microbiologica ocorreu conforme metodologia usada por Grosso e Favaro-Trindade (2004) e
Tharmaraj e Shah, (2003).

Para as dilui¢des seriadas do probidtico, baseado no estudo realizado por Silva (2016),
com adaptacdes, foram realizadas 11 dilui¢des, ou seja, partiu-se de uma contagem de 101 a
1011 sendo que foi usado 10 mL da suspensdo diluido em citrato de sodio 2 %. Adicionou-se
1 mL do in6culo para 9 mL da solucéo de citrato de sodio 2 %. Apds as diluicdes foi realizado
0 processo de plaqueamento por profundidade. Posteriormente, incubou-se em estufaa 35 °C
1 °C por 48 h, em jarra de anaerobiose.

4.4 Analise estatistica

As determinacdes foram realizadas em triplicatas. Os resultados foram tratados
estatisticamente pela anélise de varidncia (ANOVA), e comparagdo das médias pelo teste de
Tukey e/ou t-student (p<0,05), utilizando o software STATISTICA versdo 5.0 (Statsoft Inc,
USA). Para a analise de correlacdo de Pearson e dos Componentes Principais (ACP) utilizou-
se 0 programa XLSTAT 2020, versao Free.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A seguir serdo apresentados os resultados relacionados a definicdo da matriz
encapsulante, processo de secagem do micro-organismo probiético, bem como, avaliacdo da
sobrevivéncia do probidtico. Para simplificar e facilitar o entendimento dos experimentos
realizados vamos codificar as matrizes encapsulantes usadas no presente trabalho, conforme

segue: CPML1 refere-se a matriz encapsulante 50% maltodextrina e 50% goma arabica e CPM2

identifica a matriz 30% leite em pd, 19% maltodextrina,

frutoligossacarideo, 10% amido e 2% tween (0,1%).

5.1 Microencapsulamento

5.1.1 Matriz encapsulante

A Tabela 4 apresenta os tratamentos realizados com diferentes matrizes encapsulantes

nas concentracdes 3, 5 e 7% em amostra de chocolate branco comercial e resposta em pontuacao

média dos provadores para o teste de escala heddnica.

Tabela 4. Tratamentos realizados para escolha da matriz encapsulante para aplicacdo em

chocolate branco.

19%

trealose,

Matriz encapsulante

Pontuacédo dos provadores™

3% 5% 7%

Tratamento 1 — Quitosana (100%) 7,24 7,04 | 6,5%
Tratamento 2 — Gelatina bloom 189 (100%) 6,59 6,0°8 5,8%
Tratamento 3 — Gelatina bloom 246 (100%) 6,794 | 6,2°B | 6,08
Tratamento 4 — Goma aréabica (100%) 8,0°A 8,04 6,88
Tratamento 5 — Maltodextrina (100%) 8,28A | g ,Q°B 7,2C
Tratamento 6 — 70% maltodextrina e 30% goma arabica 8,0°A 7,9%A | 6,5
Tratamento 7 — 60% maltodextrina e 40% goma arabica 7,604 | 754 | 70bcB
Tratamento 8 — 50% maltodextrina e 50% goma aréabica 8,6 8,524 | 8,1%
Tratamento 9 — 30% leite em po6, 19% maltodextrina, 19%

trealose, 20%, frutoligossacarideo, 10% amido e 2% tween 8,5% 8,4%A 8,028

(0,1%).

*Meédia seguida de letras mindsculas/mailsculas iguais nas colunas/linhas indicam ndo haver diferenca

significativa a nivel de 95% (Teste de Tukey).

20%,
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A quitosana (Tratamento 1) e as gelatinas (Tratamentos 2 e 3) influenciaram
negativamente (p<0,05) na avaliacdo global do chocolate branco, alguns provadores relataram
a presenca de arenosidade no produto bem como alteracéo de cor do produto. A goma arabica
(Tratamento 4) e a maltodextrina (Tratamento 5) analisadas separadamente apresentaram
comportamento similar sem alteracdo significativamente (p>0,05) na avaliagdo global do
produto. A matriz encapsulante do Tratamento 9, na concentracdo de 5% no chocolate
apresentou pontuacdo media similar a do Tratamento 8. De maneira geral, concentragdes de 3
e 5% (m/m) de agentes encapsultantes em amostra de chocolate branco ocasionaram as menores
alteragdes na avaliagdo global da aceitacdo no produto.

Ap0ds este estudo preliminar, selecionou-se a matriz encapsulante CPM1 (Tratamento 8)
bem como a matriz CPM2 (Tratamento 9) para realizacdo dos ensaios de secagem em spray
dryer, a serem utilizadas na concentracdo de 5% (m/m) na formulagdo de chocolate branco,
pois ambas apresentaram comportamento similar na avaliacdo sensorial do chocolate afim de

avaliar comparativamente os resultados.
5.1.2 Eficiéncia do encapsulamento

Na Tabela 5 encontram-se 0s ensaios realizados de preparo do inéculo do probidtico (L.
helveticus) e a enumeracéo das células vidveis antes e apos a secagem a 70 °C por spray drying,

bem como a taxa de sobrevivéncia do probidtico encapsulado na matriz CPM1.

Tabela 5. Taxa de sobrevivéncia do L. helveticus encapsulado na matriz CPM1 ap6s secagem

por spray dryer.
Contagem Contagem Taxa de
. celular antes | celular apds DO
Ensaios d sobrevivéncia
a secagem secagem (%)*
(log UFC/g) | (log UFC/qg)
1 — Cepa reativada em LB/incubagéo 24h 8,30 + 0,08 7,30 £0,08 | 87,95°+0,169
2 — Cepa reativada em LB/incubagéo 48h 8,00 + 0,08 6,00 £ 0,12 75,09+ 0,205
3 - PIVIS&ONdO cultivo/cepa reativada em 9.40 + 0,08 836+005 | 8893°+0 174
LB/incubacéo 48h
4 — Cepa reativada em MRS/incubacéo 60h 9,04 £ 0,08 8,08 +£0,05 | 89,38+ 0,069
5 — Cepa reativada em MRS/incubacéo 48h 8,08 £ 0,04 7,04+£0,03 | 87,12°+0,032
6 — Cepa liofilizada reativada em MRS 10,30+£0,08 | 9,30+£0,07 | 90,48%+ 0,049

*Meédia seguida de letras minusculas iguais nas colunas indicam néo haver diferenca significativa a nivel de 95%
(Teste de Tukey).
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O probiodtico foi enumerado na fase de indculo e também apds a atomizacdo da dispersao
em spray dryer. Na fase de indculo realizou-se adaptagdes na metodologia de cultivo visando
aumentar a massa celular, pois no Ensaio 1 obteve-se 7,3log UFC/g, que esta abaixo da
legislacdo (BRASIL, 2002), pois a recomendacao diaria do produto ser considerado probidtico
¢ de 8 a9 log UFC/g.

No Ensaio 2, novas modificagdes foram realizadas em relacao ao tempo de incubagao e
ao volume de cultivo, no entanto, obteve-se uma contagem de 6 log UFC/g (Tabela 5). Com
novas adaptacdes, no Ensaio 3, obteve-se uma contagem de 8,36 log UFC/g. Ainda, visando
aumentar a contagem de células viaveis apds a secagem, realizou-se uma modificagdo na
metodologia substituindo o caldo LB para MRS. Na sequéncia, no Ensaio 5, adaptou-se a
metodologia em relacdo ao volume e tempo de incubagdo, porém obteve-se uma contagem final
ap6s a secagem de 7,04 log UFC/g, com taxa de sobrevivéncia de 87,12%. No entanto, no
Ensaio 6 usando a cepa liofilizada, somente reativada em caldo MRS, obteve-se uma contagem
de 9,03 log UFC/g.

Os Ensaios 3, 4 e 6 (Tabela 5) estdo de acordo com a legislagdo (BRASIL, 2002) em
vigor, que estabelece que para o produto ser considerado probiotico devera conter uma
contagem de 8 a 9 log UFC/g.

Além do minimo estabelecido de contagem de células vidveis adicionadas, a sele¢ao
adequada do agente encapsulante ¢ fundamental para a protecao das células, durante a secagem
por spray drier e/ou no produto adicionado. No presente estudo obteve-se para o Ensaio 3 uma
taxa de sobrevivéncia de 88,93% e para o Ensaio 6 de 90,48% (Tabela 5), respectivamente.
Sendo que estes resultados aproximaram-se dos relatados por Arslan et al. (2015) ao utilizar
goma arabica como agente encapsulante para a secagem por atomizagdo de S. cerevisiae,
obtiveram uma taxa de sobrevivéncia de 84%. Nunes et al. (2018) obtiveram uma taxa de
sobrevivéncia de 84,68% utilizando goma ardbica para secagem em spray dryer de L.
acidophilus. Lian et al. (2002), também, relataram que a goma ardbica aumentou a
sobrevivéncia de Bifdobacterium ap6s a secagem por atomizacdo. No estudo realizado por
Chagas (2018), a goma arabica foi recomendada como agente encapsulante da bactéria L.
plantarum P2, obtendo-se uma taxa de sobrevivéncia entre 60,82 ¢ 91,26%.

De acordo com estudos realizados por Fritzen-Freire et al. (2013), os micro-organismos
probidticos encontram dificuldades de viabilidade perante as condi¢cdes de temperatura e
pressdo osmotica durante o processo de secagem por atomizagdo. Quando a secagem por spray
¢ utilizada, normalmente, uma grande parte da atividade probiotica ¢ perdida depois de algumas

semanas de armazenamento a temperatura ambiente. Estas informagdes puderam ser
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confirmadas apos o armazenamento do chocolate na temperatura de 25 °C por 100 dias.
Baseado nos resultados obtidos desta etapa e nas discussdes realizadas, para os
experimentos subsequentes de encapsulamento nas matrizes (CPM1 e CPM2), secagem em
spray drier e aplicagdo no chocolate branco, selecionou-se o preparo do indculo referentes aos
Ensaios 3 e 6.
A Tabela 6 apresenta os ensaios com diferentes temperaturas de secagem spray drying

e a taxa de sobrevivéncia do probiotico encapsulado em matriz CPM1 e CPM2.

Tabela 6. Temperaturas de secagem em spray drier e taxas de sobrevivéncia do probi6tico

encapsulado em matriz M1 e M2.

enrain | Totn | IO O AT raace
ar(°C) ar (°C) (log UFC/g) (log UFC/g) sobrevivéncia (%)
Matriz CPM1
70 44 9,40 + 0,080 8,36 +£ 0,050 88,932+ 0,174
80 51 9,00 + 0,080 6,00+ 0,120 66,70° + 0,205
90 56 9,04 + 0,080 4,00+ 0,100 44,20°+ 0,210
100 59 9,30 £ 0,080 3,00+ 0,100 32,309+ 0,190
110 61 9,20 + 0,080 0 0
Matriz CPM2
110 61 9,70+ 0,080 9,67 +0,070 99,69% + 0,870
120 65 9,70 + 0,080 9,26 + 0,030 96,49° + 0,400
130 69 9,70 + 0,080 9,29 £ 0,027 95,26° + 0,280

*Meédia seguida de letras minGsculas iguais nas colunas indicam ndo haver diferenca significativa a nivel de
95% (Teste de Tukey).

Para a microcapsula CPM2 foram observadas as maiores taxas de sobrevivéncia L.
helveticus de 95,26 a 99,69%. Nas temperaturas de 120 e 130 °C houve diferenca significativa
(p<0,05) na taxa de sobrevivéncia quando comparada a temperatura 110 °C, porém a queda na
taxa de sobrevivéncia do probiodtico foi 3,51 e 4,74%, demostrando que a matriz composta por
30% leite em po, 19% maltodextrina, 19% trealose, 20%, frutoligossacarideo, 10% amido e 2%
tween (0,1%) protege o probiodtico do processo térmico por spray drier. A goma arabica presente
na matriz CPM1 € um polissacarideo considerado um bom formador de filme mas nesse estudo
podemos observar que a combinacdo da matriz CPM2 apresentou melhor protecdo. A presenga
de leite em po associada a outros polissacarideos formaram um filme com maior resisténcia ao
processo de encapsulamento. O alginato ainda ¢ amplamente utilizado para produzir probioticos

em po, no entanto, tem havido um interesse crescente em sua total ou parcial substitui¢cdo por
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outros polissacarideos, como gomas, mucilagens, prebioticos compostos e exopolissacarideos
microbianos, que melhoram a protecdo e sobrevivéncia das células encapsuladas
(RODRIGUES et al., 2020).

As maiores taxas de sobrevivéncia L. helveticus na microcapsula CPM1 foram
observadas para as temperaturas de 70 e 80 °C, de 88,93 e 66,7%, respectivamente. No entanto,
as microcapsulas que foram secas a temperaturas acima de 80 °C ndo fornecem o minimo
necessario de células probidticas vidveis para exercer efeitos na satde (107 UFC/g)
(ETCHEPARE et al., 2020). A secagem em excesso diminui a viabilidade e estabilidade do
probidtico, fato que também foi verificado por LI et al. (2011). Na temperatura de 90 °C
observou-se uma queda consideravel na taxa de sobrevivéncia do probidtico que cai de 66,7%
para 44,2% e quando se aumentou a temperatura para 100 °C essa taxa cai para 32,3% e a
110 °C ocorreu a morte celular por completo.

A viabilidade dos probidticos microencapsulados apds exposi¢ao a um processo térmico
depende de muitos fatores cruciais, por exemplo, o uso de uma técnica de encapsulamento
adequada e a selecao de polimeros adequados (VEMMER; PATEL, 2013).

Segundo resultados obtidos por Arepally e Goswami (2019), que estudaram o efeito da
temperatura do ar de entrada e da concentragdo de goma arabica sobre encapsulamento de
probiodticos (Lactobacillus Acidophilus (NCDC 016)) por secagem em spray dryer, obtiveram
contagem inicial de bactérias vidveis para todos os tratamentos na faixa de 10,81 a 11,36 log
UFC/g na temperatura inicial de 130 °C, observaram que a viabilidade das cepas diminuiu
gradualmente de 9,97 para 7,3 log UFC/g ao aumentar a temperatura de entrada. Esta
diminui¢do da viabilidade pode ser devida a lesdes celulares como desnaturacdo do DNA e
RNA, desidratagdo das membranas citoplasmaticas, ruptura e colapso da membrana celular
devido a remocao de agua (BEHBOUDI-JOBBEHDAR et al., 2013). A principal desvantagem
do método de secagem por spray para microencapsulagao probidtica ¢ a sobrevivéncia limitada
dos probioticos devido ao estresse mecanico e ao tratamento térmico envolvidos (BEHBOUDI-
JOBBEHDAR et al., 2013). No estudo realizado por Nunes et al. (2018) a viabilidade das
microparticulas contendo Lactobacillus acidophilus La-5 (ML) e Bifidobacterium Bb-12 (MB)
produzidos em diferentes temperaturas de secagem, variagdo de 110 °C a 140 °C, também sao
afetadas pelo aumento da temperatura. Resultados semelhantes foram relatados por Bustamante
et al. (2017) com mucilagem extraida da semente de chia as duas diferentes temperaturas do
secador por pulverizagdo (110 °C e 140 °C). Arslan et al. (2015) relataram que um aumento na
temperatura de entrada de ar do secador por pulverizacao resultou na diminui¢ao da viabilidade

e menores taxas de sobrevivéncia de Saccharomyces cerevisiae var. boulardi. Favaro-Trindade
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e Grosso (2002) e Lian et al. (2002) relataram que diferentes cepas de microrganismos podem
variar em sua capacidade de tolerar as altas temperaturas impostas durante a secagem por

pulverizagao.

5.1.3 Caracterizacdo das microcapsulas

As microparticulas CPM1, bem como as microcapsulas CPM2 produzidas pela técnica
de spray drying foram caracterizadas em relacdo a sua atividade agua, umidade e morfologia.
Para a matriz CPM1 também foram realizadas anélises de Calorimetria exploratéria diferencial
(DSC) e termogravimétrica (ATG).

5.1.3.1 Atividade Agua (Aw) e Umidade

A Tabela 7 apresenta os valores de atividade dgua e umidade referentes aos Ensaios 3 e
6, 0s quais apresentaram maior sobrevivéncia ap0s processo de secagem das microparticulas
M1.

Tabela 7. Condicdes de secagem em spray drier e resposta em atividade de agua (Aw) e

umidade (%) das microcapsulas com probiotico (Ensaios 3 e 6).

*

Ensaios | T entradaar (°C) | T saidaar (°C) Umidade (%)* Aw
Matriz CPM1
3 70 44 14,502 + 0,10 0,492% + 0,0020
6 70 44 14,30 + 0,10 0,496% + 0,0017
3 80 51 12,70°+ 0,78 0,436 + 0,0006
6 80 51 12,50° + 0,89 0,426 + 0,0225
3 90 56 10,63% 0,06 0,445¢ + 0,0006
6 90 56 10,60° + 0,17 0,462° + 0,0239
3 100 59 10,67¢ + 0,06 0,422¢ + 0,0010
6 100 59 10,57¢ + 0,06 0,427¢ + 0,0025
3 110 61 9,40 + 0,10 0,402f + 0,0060
6 110 61 9,339+ 0,15 0,405 + 0,0002
Matriz CPM2
6 110 61 7,708+ 0,70 0,393% + 0,0001
6 120 65 5,33° + 0,23 0,324° + 0,0058
6 130 68 2,95% 0,25 0,195° + 0,0010

!Condigéo operacionais de secagem em spray drier: vazio - 0, 09 mL/min e pressdo de atomizagio - 0,08 - 0,12bar.
*Meédia + desvio padréo seguida de letras diferentes nas colunas indicam haver diferenca significativa entre os dados
(Teste de Tukey, p < 0,05).
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A atividade agua e a umidade das microparticulas sdo parametros criticos importantes
que influenciam a estabilidade das bactérias probioticas (WANG, YU e CHOU, 2004,
SANTIVARANGKNA et al.,, 2007; KAILASAPATHY, 2009; CASTRO, TEIXEIRA e
KIRBY, 1995) e também, podem influenciar na viabilidade probidtica durante o
armazenamento que é um dos parametros de qualidade a serem considerados nos p6s (GUERIN
etal., 2017).

As microparticulas (CPM1 e CPM2) apresentaram atividade agua inferiores a 0,60
(Tabela 7), o que de acordo com Favaro-Trindade et al. (2011) e Kearney et al. (2009) é positivo
para a estabilidade dos micro-organismos encapsulados, visto que hd menos agua disponivel
para reacGes bioquimicas, prolongando a viabilidade dos mesmos. Referente a umidade
observa-se que as amostras secadas com a matriz CPM1 apresentam valores superiores a 10%
0 que esta relacionado com a temperatura empregada no processo de secagem, pois quanto
menor a umidade maior é a temperatura empregada o que pode ser visualizado quando
empregamos temperaturas maiores usando a matriz CPM2, onde os valores de umidade para a
temperatura de 130 °C € de 2,95%.

Nos ensaios 3 e 6 para a matriz CPM1 com temperatura de secagem de 70 °C (Tabela
7) apresentaram umidade de aproximadamente 14,0%, atividade de agua de 0,494 e taxa de
sobrevivéncia de 88,93 e 96,48%, respectivamente. Embora, a umidade recomendada para
conservacao das microcapsulas seja menor de 10 % (GUERIN et al., 2017). No presente estudo,
correspondendo aos Ensaios 3 e 6, somente na temperatura de secagem de 110 °C (Tabela 7)
obteve-se valores proximo ao recomendado, porém nestas condi¢fes de secagem ndo houve
sobrevivéncia do probidtico (Tabela 5).

Segundo Silva (2016) a estabilidade do probidtico é bastante influenciada pelas
caracteristicas de sor¢ao de umidade do produto.

Em relacéo a atividade de agua para ambas as matrizes observa-se que ha diminuicao
com o aumento da temperatura do ar de entrada. Tendéncia semelhante foi observada por
Medeiros et al. (2014), que relataram a atividade da dgua no iogurte de cabra seco p6 com
probidticos adicionados como 0,19, 0,18 e 0,15 com diferentes temperaturas do ar de entrada,
130, 150 e 170 °C, respectivamente. Ao aumentar o nivel de concentracdo de goma arabica de
0% a 2,5 e 5%, com temperatura de secagem de 130 °C, a atividade da agua diminuiu de 0,52
para 0,49 e 0,44, respectivamente. Essa diminuicdo da atividade da agua pode ser devida a
afinidade da goma arabica pela agua, proporcionando um ambiente extremamente favoravel
para dgua de ligacdo, provavelmente devido principalmente ao carboidrato componente da

goma arabica e devido as suas caracteristicas altamente ramificadas (SANCHEZ et al., 2018).
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Entretanto, a secagem em excesso pode diminuir a viabilidade e estabilidade dos micro-
organismos (LI et al., 2011). Semyonov et al. (2010) observaram valores de Aw de 0,33 a 0,8
para microcapsulas de L. paracasei. Estes resultados corroboram com encontrados nas
microcapsulas produzidas neste estudo.

No estudo realizado por Nunes et al. (2018), os resultados de Aw encontrada para o L.
acidophilus La-5e foi de 0,289 para MB Bifidobacterium Bb-12 foi de 0,228, com secagem em
spray drier a 110 °C.

Chévez e Ledeboer (2007) verificaram que as microcapsulas obtidas pelo processo de
secagem por spray drying e elaboradas com isolado proteico de soja e maltodextrina
apresentaram atividade de agua de 0,35. Enquanto, Favaro Trindade et al. (2011) observaram
valores entre 0,25 e 0,27 para particulas produzidas a partir de isolado proteico de soja e
gelatina.

No estudo realizado por Goswami e Arepally (2019) observou que 0 p6 seco por spray
drier teve o maior valor de atividade de 4gua (0,52) na concentracdo de goma arabica de 0% e
na temperatura do ar de entrada de 130 °C e o menor valor de atividade de a4gua de 0,33 na
concentracdo de 10% de goma ardbica e em temperatura do ar de entrada de 150 °C. Em geral,
p6s com atividade de agua de 0,6 ou menos é geralmente considerado seguro em relacdo aos
aspectos microbioldgicos e bioguimicos (KUMAR et al., 2017).

De acordo com estudos realizados por Fritzen-Freire et.al. (2013), 0s micro-organismos
probidticos encontram dificuldades de viabilidade perante as condigbes de temperatura e
pressao osmotica durante o processo de secagem por atomizacao. Quando a secagem por spray
é utilizada, normalmente, uma grande parte da atividade probiotica é perdida depois de algumas

semanas de armazenamento a temperatura ambiente.
5.1.3.2 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)
A Figura 5 apresenta o termograma de calorimetria diferencial de varredura das

microcapsulas composta por goma arabica — maltodextrina /L. helveticus e pelo complexo goma

arabica — maltodextrina, ap0s a secagem spray drying a 70 °C.
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Figura 5. Termograma de Calorimetria Diferencial de Varredura das microcapsulas compostas
por goma arabica-maltodextrina/L. helveticus e por goma arabica-maltodextrina, apos a

secagem em spray drying a 70 °C.
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Observando-se a Figura 5 ¢ possivel verificar a presenca de dois picos endotérmicos
referentes a temperatura de fusdo do solido cristalino obtido (Tm). O pico na temperatura de
165 °C corresponde a amostra contendo o probidtico e em 178 °C sem probiotico. A adi¢do do
micro-organismo diminui sensivelmente a temperatura de fusdo do complexo, porém essa
diferenca ndo implicara na utilizagdo do mesmo no produto chocolate. Os resultados obtidos de
Tm corroboram com a futura utilizag¢do destes complexos na etapa de temperagem do chocolate
onde os mesmos serdo adicionados. A temperagem ¢ realizada a uma temperatura proxima de
30 °C. Deste modo, acredita-se que o probiotico nao serda liberado para o meio quando
submetido a essa condi¢do de processamento do produto.

A maltodextrina e goma ardbica, componentes principais na propor¢do no po,
apresentam temperaturas de transicdo vitrea de 162 °C e 280 °C, respectivamente
(KUROZAWA et al., 2009). Segundo estudos realizados por Rubiano et. al. (2015) o produto
encapsulado, ou seja, d-limoneno apresenta uma diminuig¢ao devido a presenca de componentes
e ao seu baixo peso molecular. Igualmente, a temperatura de transicdo vitrea obtida para o
produto, garante sua estabilidade durante o armazenamento, ja que as temperaturas estdo abaixo

de 40 °C, o que se pode, também, visualizar nesse estudo.
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5.1.3.3 Analise termogravimétrica (ATG)

A analise termogravimétrica (ATG) ¢ realizada para verificar a perda de massa de um
material em fun¢do da temperatura variagdo a qual estd exposta, fornecendo informagdes sobre
sua estabilidade térmica. A relevancia desta informacao esta nas operacdes aplicadas ao material
fornecido, envolvendo troca de calor, como pasteurizacdo, forneamento e cozimento
(LECHEVALIER et al., 2017; MOHAMAD e MOHAMAD, 2016).

A Figura 6 apresenta o termograma dos resultados obtidos da analise ATG para as
microcapsulas (com e sem probiético) submetidas a secagem em spray drier a 70 °C.

Figura 6. Termograma de termogravimetria das microcapsulas do complexo goma arabica-
maltodextrina/L. helveticus e do complexo goma arabica-maltodextrina submetidos a secagem
por spray drying a 70 °C.

100

80

U 70°C sem L. Helveticus
40 ——70°C com L. Helveticus

Weight(%)

20

0 100 200 300 400 500

Temperatura (°C)

De acordo com a Figura 6 observa-se que o comportamento ¢ similar, ou seja, a perda
de massa foi proporcional em ambas as microcapsulas (com e sem o probidtico). As curvas
mostram que inicialmente tem-se uma perda de aproximadamente 15% referente a umidade
relacionada com a utilizagdo do tampao fosfato, comprovando o resultado de umidade obtido
através da analise de infravermelho (Tabela 7) na faixa compreendida entre 90 — 95 °C.
Observa-se, também, uma perda de massa em torno de 50%, referente ao agente encapsulante
e ao probiotico na faixa de temperatura compreendida entre 160 — 350 °C. Apds esta faixa de
temperatura ndo ¢ observado mais nenhuma perda de massa.

No trabalho de Pinto et al. (2015) com micro-organismo probidtico Bifidobacterium BB-

12 microencapsulado por spray drying utilizando soro de leite liquido obtido por nanofiltragao,
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acrescido ou ndo de inulina e polidextrose (prebiodticos), como agentes encapsulantes, puderam
observar nas analises térmicas uma perda de umidade, liberacao de agua, em menor temperatura
que o presente trabalho, entre 30 °C e 105 °C, o que sugere maior estabilidade térmica da goma
arabica e da maltodextrina.

Segundo estudos realizados por Carvalho et al. (2019) a goma arabica foi considerada o
material que apresenta maior estabilidade térmica, no entanto, a substituicdo da goma arabica
por amidos modificados, em geral, contribuiu para diminuir a estabilidade térmica das

microparticulas.

5.1.3.4 Caracterizacdo Morfologica (MEV)

As microcapsulas da matriz M1/L. helveticus apresentaram um formato arredondado e
particulas com tamanhos similares, sem poros ou rachaduras e também com a presenca de
algumas concavidades ou achatamentos na superficie (Figura 7). As microcapsulas da matriz
CPM2/ L. helveticus possui um formato diferenciado em relagdo a CPM1/ L. helveticus, mas
ambas se parecem em relagdo as suas concavidades e achatamentos (Figura.8). As concavidades
ou achatamentos presentes nas superficies das capsulas sao tipicas de produtos secos por spray
drying (FRITZEN- REIRE et al., 2013; NUNES et al., 2018), normalmente resultantes das altas
temperaturas de secagem ou, também, dependem do tipo de material encapsulante utilizado no
processo (LIAN et al., 2002).

As micrografias, também, permitem a visualizagdo de aglomerag¢des de microparticulas
externas as esferas. O comportamento ¢ similar das microcaspuslas goma ardbica-
maltodextrina/L. helveticus quando se comparou com as microparticulas de goma arébica-
maltodextrina. Foi possivel visualizar com clareza o envolvimento completo do probiotico pela
matriz (Figura 7), em cujas imagens com aumentos de 20.000, 10.000 e 1.000 vezes se observou
um sistema de "colmeias irregulares", tornando presumivel a existéncia de uma protecao fisica
as células por meio dos materiais encapsulantes (goma arabica-maltodextrina). Da mesma
forma para a matriz CPM2/L. helveticus visualizou-se a formagdo de mesma morfologia,

conforme a Figura 8.
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Figura 7. Micrografias eletrénicas das microcapsulas do complexo goma arabica-maltodextrina
(CPM1)/L. helveticus (aglomerado de microcapsulas de 20um (a), 10um (b) e 1um (c)) e do
complexo goma arabica-maltodextrina (100um (d), 10um (e) e 1um (f)).

PN

Figura 8. Micrografias eletrénicas das microcapsulas do complexo 30% leite em p6 + 19%
maltodextrina + 19% trealose + 20% frutoligossacarideo + 10% amido + 2%tween 0,1% (CPM2)

/L. helveticus (aglomerado de microcapsulas de 200um (a), 100um (b) e 20um (c)).

O tamanho médio das particulas das microcapsulas do complexo goma ardbica —
maltodextrina /L. helveticus e do complexo goma aribica — maltodextrina foram de 2,60 pm
(£0,60) e 3,04 um (£0,81), respectivamente. De acordo com Kurozawa et al. (2009), maiores

concentragdes agentes encapsulantes na solugdo promovem um aumento no tamanho das
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particulas. No entanto, vale a pena mencionar que as microparticulas obtidas pelo secador por
pulverizacao apresentaram um tamanho de particulas menores ¢ o formato esférico das
microparticulas hidrofobicas pode facilitar a sua incorporacao nos alimentos devido a redugao
da tensdo superficial entre a microcdpsula e o alimento, refletindo em maior fluidez e

escoamento do material (CHEN ¢ CHEN, 2007; BURGAIN et al., 2011).

5.1.3.5 Resisténcia do probidtico encapsulado na matriz CPM2 sob diferentes condicbes de

stress ao pH, NaCl, sacarose e temperatura

Sob condicBes simuladas avaliou-se se a matriz CPM2 protege o probidtico sob
condicgdes de stress ao pH (2 a 7), NaCl (3 a 9%), sacarose (10 a 45%) e de incubacdo na
temperatura de 50 °C. A Tabela 8 apresenta a resisténcia do probidtico encapsulado na matriz
CPM2 sob diferentes condicdes de stress ao pH, NaCl e sacarose.

Tabela 8. Resisténcia do probidtico (log UFC/g) encapsulado na matriz CPM2 sob diferentes

condigdes de stress ao pH, NaCl e sacarose apds 3 h de incubagéo.

Contagem do probiético (log UFC/g)

Condicdes de estresse

Oh 3h
2,0 8,024 + 0,02 7,698 + 0,09
pH 45 8,252 + 0,05 8,222 + 0,06
7,0 8,15%% + 0,15 8,04% + 0,08
3% 8,93+ 0,28 8,53°A + 0,02
NaCl 6% 8,50% + 0,01 8,382+ 0,10
9% 8,43%8 + 0,05 8,118 + 0,06
10% 8,20* + 0,05 8,13*A + 0,08
Sacarose 25% 8,022 + 0,02 8,01%A + 0,01
45% 7,913 + 0,04 7,39°B + 0,09

*Média * desvio padrdo seguida de letras mindsculas/mailsculas diferentes nas linhas/colunas indicam
haver diferenga significativa (Teste de Tukey, p< 0,05).

A resisténcia do L. helveticus encapsulado em pH 2,0 foi de aproximadamente 96% ap06s
3h de incubagédo, demonstrando diferenca significativa (p<0,05) no tempo de incubagdo em
quando comparado ao pH 4,5 e 7,0. Porém, nos pH 4,5 e 7,0 ndo houve diferenca significativa
(p>0,05) na contagem apd6s 3 h de incubacdo e entre os pH avaliados. Esses resultados

assemelham-se as encontrados por Silva (2016), que avaliou a resisténcia do L. acidophilus
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LAS3 livre em pH 2,0 que foi de aproximadamente 60%, ap6s 3 h de ensaio, enquanto 0s
métodos de encapsulacdo protegeram as células probidticas apresentando sobrevivéncia
superior a 95%. No pH 4,5, ambos os métodos de encapsulacdo protegeram L. acidophilus LA3,
assim os valores determinados ap6s 3 h de analise, ndo foram estatisticamente diferentes. Por
outro lado, as populacdes de probitticos ndo encapsuladas reduziram significativamente
(p>0,5) considerando a contagem das populacGes de probidticos no tempo inicial. No pH 7,0
n&o foi observado diferenca significativa (p>0,05) nas contagens das populag¢des de probioticos
recobertos por interacdo eletrostatica, demonstrando que o metodo de encapsulacédo protegeu
0s probidticos. Entretanto, as contagens das populac@es dos probidticos ndo encapsulados ou
encapsulados por spray chilling apresentaram diferencas significativas apds 3 h. Todavia, no
pH 7,0 pelo menos 90% das populag¢des de probidticos sobreviveram ao final da anélise.

Ainda no estudo de Silva (2016), quando foi usado o Bifidobacterium animalis subsp.
lactis BLC1 ndo encapsulado em pH 2, a sobrevivéncia dos probioticos foi de aproximadamente
55%, apos 3h de ensaio. Os metodos de encapsulacao utilizados pelo autor foram eficientes
para a prote¢do do micro-organismo, pois a resisténcia foi acima de 90%. Entre os métodos de
encapsulacdo estudados, a particula lipidica recoberta por interagdo eletrostatica de polimeros
foi mais efetiva, porque ndo houve diferenca significativa dos probidticos encapsulados
comparados a populacdo inicial (p<0,05). A influéncia do pH 4,5 para Bifidobacterium animalis
subsp. lactis BLC1 livre ou encapsulado, dessa forma, a sobrevivéncia para os probioticos livres
foi de 85%, enquanto para as células encapsuladas foi acima de 95%. Por outro lado, no pH 7
a sobrevivéncia foi superior para todos os tratamentos (>90%), e ndo foi observada diferenca
significativa para os probidticos encapsulados.

Favaro-Trindade e Grosso (2000) avaliaram a tolerancia dos probidticos livres ou
encapsulados, Bifidobacterium lactis e Lactobacillus acidophilus, em esferas de alginato de
calcio, em valores de pH similares ao estdmago. No pH 2, os probi6ticos livres e encapsulados
foram resistentes, sendo que ambas as populacdes de probioticos reduziram aproximadamente
1 log UFC/mL. Resultados similares foram determinados por Chotiko e Sathivel (2016), que
encapsularam Lactobacillus plantarum por gelificacdo ionotrépica combinando pectina e farelo
de arroz. No pH 3,0 apds 2 h de ensaio, a reducdo das células livres foi de 1 log UFC/g
demonstrando boa resisténcia, entretanto, a encapsulacdo utilizando os polimeros foi mais
efetiva para a protecao das células, que ndo reduziram a populacéo inicial.

Portanto, a matriz M2 foi efetiva para a protecdo do probidtico, especialmente para o
pH 2,0 que foi a condicdo mais drastica para o probidtico estudada, apesar de demonstrar

diferenca significativa (p<0,05) entre a populacgéo de probidtico inicial, a taxa de sobrevivéncia



71

foi de aproximadamente 96%. Por outro lado, no pH 4,5 e 7,0 o probi6tico demostrou
estabilidade apo6s 3h de incubacéo, com taxa de sobrevivéncia superior a 98%.

O efeito do cloreto de sodio (NaCl) foi avaliado nas concentragdes 3%, 6% e 9%, como
pode ser visualizado na Tabela 8. As contagens das populacdes mantiveram-se praticamente
estaveis sem reducOes consideraveis. As populagdes de probidtico encapsulado na matriz M2
em meio contendo 9% de NaCl reduziram aproximadamente 0,4 log UFC/g das células viaveis,
demonstrando que a matriz protege o probidtico nessas condi¢des. Apesar desses resultados
serem positivos, a concentracdo de 9% de NaCl néo é utilizada em alimentos, ainda mais com
as politicas de incentivo da reducdo dos niveis de sédio em alimentos processados. Portanto, a
intencdo da analise da resisténcia dos probidticos em 9% de NaCl foi avaliar se mesmo em
condic¢Bes mais drésticas a matriz M2 pode preservar os probidticos do meio, provando assim
que a matriz composta por 30% leite em p6 + 19% maltodextrina + 19% trealose + 20%
frutoligossacarideo + 10% amido + 2%tween 0,1% e o método de encapsulacéo por spray dryer
é eficaz para a protecdo do micro-organismo estudado, podendo ser aplicado em alimentos que
apresentam NaCl em sua composi¢éo, como produtos carneos, queijos, etc.

A contagem de L. helveticus, na concentracdo de 3% de NaCl, apresentaram reducéo de
aproximadamente 0,4 log UFC/g apds 3 horas de ensaio, valores similares aos encontrado no
estudo realizado por Silva (2016) onde a contagem de L. acidophilus e B. animalis subsp. lactis
livres, na concentragcdo de 3% de NaCl, apresentaram redugdo de aproximadamente 0,3 log
UFC/g e 0,5 log UFC/g das células viaveis, apés 3 h de ensaio.

Outros trabalhos avaliaram a resisténcia dos probioticos livres ou encapsulados em meio
salino. Bosnea, Moschakis e Biliaderis (2014) encapsularam Lactobacillus paracasei subsp.
paracasei e Lactobacillus paraplantarum por coacervacdo complexa utilizando isolado de
proteina do soro de leite e goma ardbica. A tolerancia em solugdes salinas foi avaliada, e a
encapsulacdo protegeu as células probidticas em diferentes concentracdes de NaCl. As
populacdes de probidticos ndo encapsulados em meio contendo 9% de NaCl reduziram
aproximadamente 6 log UFC/g das células vidveis. Entretanto, para 0s probidticos
encapsulados, as populacdes de probidticos reduziram entre 3-2,5 log UFC/g das células
viaveis.

Concentracdes de sacarose podem afetar a sobrevivéncia da populagéo de probioticos,
pois a mudanca da osmolaridade do meio compromete algumas fungdes essenciais das células
(SUNNY-ROBERTS e KNORR, 2009). Além disso, as estruturas das particulas podem ser
alteradas no meio contendo carboidratos de baixo peso molecular, alterando a hidratacdo dos

polissacarideos e proteinas (COMUNIAN et al., 2016). Portanto, essa analise também deve ser
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considerada previamente a aplicagédo em alimento que contenha sacarose, como o chocolate
branco. Os resultados apresentados na Tabela 8 mostram que a encapsulacgéo foi eficiente para
manter as contagens das populacdes do probiotico na concentracdo de 10% e 25% ja em alta
concentracdo de sacarose (45%), a reducdo da contagem das populagdes de probidtico foi maior
de 1 log UFC/g. Entretanto, mesmo apés 3 h de incubacéo a reducdo foi superior a 7 log UFC/g,
sendo superior a minima dose indicada para o consumo (7 log UFC/g). Esses resultados nos
mostram que o L. helveticus tem uma sobrevivéncia a sacarose, porém menor quando comprado
ao NaCl, o que faz com que o0 mesmo possa ser indicado para uso em produtos agucarados,
como em chocolate. Outros trabalhos verificaram a influéncia das solu¢fes agucaradas sob a
viabilidade dos probioticos. Sunny-Roberts e Knorr (2009) avaliaram a tolerancia de
Lactobacillus rhamnosus em diferentes concentracbes de sacarose, e observaram que
concentrag¢Bes acima de 1,2 M reduziram a viabilidade dos probidticos.

Tratamentos térmicos sdo responsaveis por reduzir as contagens das populacbes dos
probidticos, entretanto, foi investigado se a microencapsulagéo poderia protegé-los a 50 °C. A
Tabela 9, apresenta as contagens das popula¢@es dos probidticos encapsulados na matriz CPM2
a 50 °C durante 1 h de ensaio.

Tabela 9. Resisténcia do probidtico (log UFC) encapsulado na matriz CPM2 incubado a 50 °C
por 30 e 60 min.

Contagem do probiético (UFC/qg)
0 min 30 min 60 min
Temperatura (50°C) 8,122 + 0,08 7,43+ 0,18 7,37° £ 0,05

*Média + desvio padrdo seguida de letras minGsculas diferentes nas linhas indicam haver diferenca
significativa (Teste de Tukey, p< 0,05).

Condicdes de estresse

As contagens das populacfes probioticas diminuem com o passar do tempo de
incubacdo a 50 °C, sendo que as mesmas diferiram estatisticamente (p<0,05) apds 30 min de
incubacdo a 50 °C, porém apds 60 min ndo ha diferenca significativa (p>0,05) em relacédo ao
tempo 30 min. A taxa de sobrevivéncia ap6s 30 e 60 min de incubacédo a 50 °C foi de 91,5%
e 90,8%, respectivamente.

No estudo realizado por Silva (2016) as contagens dos probidticos diferiram ap6s 60
min de ensaio sendo que quando comparou o probidtico encapsulado e na forma livre
encontrou contagens superiores para 0s probioticos encapsulado. As taxas de sobrevivéncia
dos probioticos ndo encapsulados foram 80% e 76%, enquanto os probioticos encapsulados

apresentaram taxas de sobrevivéncia acima de 90%.
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Wang et al. (2015) avaliaram o efeito da pasteurizagdo HTST (high temperature short
time), sobre Lactobacillus kefiranofaciens encapsulados usando a mistura de alginato de sédio,
goma gelana e leite desnatado. Ap0s 0 aquecimento, os probioticos livres ndo sobreviveram ao
procedimento, enquanto a contagem da populacdo do probidtico encapsulado foi de 7,54 log
UFC/g.

5.2 Formulacéo de chocolate branco com probidtico

A Figura 9 apresenta o aspecto visual do chocolate branco formulado com probiotico
(L. helveticus) livre (A) e encapsulado em matriz de goma arabica-maltodextrina (B). As
Amostras apresentaram-se visualmente com aspecto similar, com brilho caracteristico de
tempera adequada, o qual é comprovado com analise da cor objetiva L™ por colorimetro

(CIELAB) e com demais determina¢es analiticas (pH, umidade, Aw, acidez).

Figura 9. Chocolate branco formulado com probidtico L. helveticus livre (a) e encapsulado (b).

(b)

5.3 Caracterizacao do chocolate

O chocolate contendo o probiotico encapsulado com a matriz M1 (CPM1) e com a
matriz M2 (CPM2), probidtico livre (CPL) e sem o probi6tico (CSP) foi caracterizado em
relacdo a sua atividade agua, umidade, pH, acidez, indice de cor (L*, a*, b*, cromaticidade C*)

e contagem de probiotico durante o armazenamento a 25°C.
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5.3.1 Atividade Agua (Aw)

A Tabela 10 apresenta os valores de atividade &gua referentes as amostras com e sem
probidtico encapsulado nas matrizes M1le M2, bem como do probiético na sua forma livre

durante o periodo de armazenamento a 25 °C.

Tabela 10. Atividade de dgua do chocolate branco sem probiético, com probiotico encapsulado

com a matriz M1 e a matriz M2 e na forma livre.

Armazenamento Atividade de agua*
(dias) CSP CPL CPM1 CPM2

0 0,411%8 +0,001 0,371%° +0,001 0,405% +0,001 0,495 + 0,001
15 0,461° + 0,001 0,486°“ +0,001 0,480 + 0,001 -

30 0,439%° + 0,000 0,493°® +£0,001 0,442°C +0,001 0,498 0,001
45 0,490°* + 0,001 0,475%® +0,001 0,456°C + 0,001 -

60 0,409 +0,001 0,495**+0,001 0,459°° +0,001 0,485 + 0,001
75 0,493*A + 0,001 0,454°® +0,001 0,446°® + 0,005 0,454 + 0,001
90 0,440°®® + 0,000 0,426/ £0,001 0,448°“ +0,001 0,452% + 0,002
100 0,469 + 0,001 - - 0,465 + 0,002

*Meédia seguida de letras mindsculas/mailsculas iguais nas colunas/linhas que indicam ndo haver diferenca
significativa a nivel de 95% (Teste de Tukey).

Chocolates tem baixa atividade de agua, ou seja, faixa compreendida entre 0,30 a 0,40
(GUTIERREZ, 2017). A presenca de 4gua livre no chocolate poderia umedecer os cristais de
acucar presentes, promovendo sua migracdo para a superficie do chocolate causando sugar
bloom, que pode ser percebida pelo consumidor devido a mudancas na aparéncia e
sensorialmente (VERDE et.al., 2021).

A Aw pode afetar a viabilidade do probidtico encapsulado uma vez que os micro-
organismos podem permanecer metabolicamente ativos em altos valores de Aw, ou em estado
latente em baixos valores de Aw (SILVA, 2016).

Apesar do chocolate branco apresentar um ligeiro aumento na atividade de 4gua durante
seu tempo de armazenamento os resultados ficaram abaixo de 0,5 o que contribui para a
seguranca microbiologica do produto a formulacao controle no geral, quando comparada com
as formulacbes adicionadas de probidtico, apresentou atividade de agua inferior, pois o
probidtico contém &gua na sua composicdo. Esses resultados assemelham-se com 0s

encontrados no estudo realizado por Silva (2016) que comparou a amostra controle sem adi¢ao
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de probidtico com a amostras adicionadas de L. acidophilus na forma livre e encapsulado bem
como B. animalis subsp na sua forma livre e adicionada de probidtico. Vesterlund, Salminen e
Salminen (2012) avaliou o impacto da atividade de agua em matriz de linhaca triturada com
probidtico Lactobacillus rhamosus GG, secada a 57 °C em estufa de laboratério, esses autores
relataram Aw de aproximadamente 0,11.

Reshma et.al. (2018) avaliou Aw em chocolate ao leite adicionado de probiotico e
encontrou um pequeno aumento na atividade de agua durante os 180 dias de armazenamento,
mas também foi menor que 0,6. Na pesquisa realizada por Verde et.al. (2021) que estudaram a
estabilidade do chocolate ao leite com fibras higroscépica durante seu armazenamento
encontraram Aw entre 0,20 e 0,43 o que se assemelha com os resultados que encontramos

guando adicionamos probidtico no chocolate.

5.3.2 Umidade

A Tabela 11 apresenta os valores de umidade referentes as amostras de chocolate branco
com probidtico encapsulado com as matrizes CPM1 e CPM2 bem como na sua forma livre e a

amostra sem probiético.

Tabela 11. Umidade do chocolate sem probidtico, com probiotico encapsulado com as matrizes
CPM1 e CPM2 e na forma livre.

Umidade* (%)

Armazenamento
(dias) CSP CPL CPM1 CPM2

0 0,98 +0,07 396*+0,04  309%®+003  1,11°C+0,00
15 2,08°¢+£0,01  434*4+006 3,078 +0,16 -

30 1,838 +0,17 2,39°A+0,10 2,23*A+0,02 1,90 +0,19
45 1,88%C £ 0,18  4,22°A+0,04  2,76"® +0,10 -

60 2,198 +0,05  426*+075 3,20¥B+0,01 1,85 +0,07
75 1,90+ 0,23 4,13 +0,94 2,65 +0,05 1,96 +0,08
20 1,69°€+0,01  2,45"2+0,18 254" +0,10 1,219°+0,02
100 1,43 + 0,04 - - 1,83%+ 0,02

*Meédia seguida de letras mindsculas/mailsculas iguais nas colunas/linhas que indicam ndo haver diferenca
significativa a nivel de 95% (Teste de Tukey).



76

Os chocolates sdo produtos de baixa umidade e a absor¢do de &gua pode causar
mudancas nas caracteristicas sensoriais e tecnologicas. A formulacdo com adi¢éo do probidtico
na forma livre ndo apresentou diferenca significativa (p>0,05) com o passar dos dias de
armazenamento, porém quando comparada com as amostras onde adicionou-se o probidtico
encapsulado CPM1 e CPM2 apresenta diferenca significativa. A umidade da amostra sem
adicdo de probidtico (CSP) apresenta valores menores, provavelmente o probidtico esta
influenciando no aumento dos valores de umidade do produto final, também pode-se observar
que a capsula protege o produto em relacdo a umidade pois o chocolate com probi6tico
encapsulado na matriz CPM1 e CPM2 apresentaram umidade menor quando comparado ao
chocolate que foi utilizado o probiotico na forma livre. Quando se comparou as capsulas CPM1
e CPM2 observou-se que a CPM2 apresentou menor umidade o que é um resultado excelente
para o chocolate que possui no tempo 0 dias umidade menor que 1%. Através desses resultados
pode-se observar que a capsula CPM2 apresenta maior resisténcia o0 processo de
encapsulamento.

Verde et.al. (2021) usou em sua pesquisa 0s mesmos parametros (tempo e temperatura)
na etapa de conchagem para chocolates com e sem fibras, causando um ligeiro aumento no teor
de umidade inicial em comparagdo com o chocolate tradicional. Homayouni et al. (2019)
otimizou o processo usando um moinho de bolas para diminuir o teor de umidade de chocolates
com adicao de ingredientes higroscopicos.

No estudo realizado por Reshma et.al. (2018) o chocolate ao leite tradicional nédo
apresentou diferenca significativa (p> 0,05) no teor de umidade em qualquer ponto de avaliagcdo
para qualquer uma das trés embalagens utilizadas. O chocolate com inulina em BOPP / White
BOPP e celofane diferiu em seus teores de umidade daqueles em BOPP/met BOPP ap6s 120,
210 e 270 dias (p<0,05) e apresentou um aumento significativo (<0,05) na umidade a partir de

150 dias de armazenamento
5.3.3pH
A Tabela 12 apresenta os valores de pH referentes as amostras de chocolate branco com

probidtico encapsulado com as matrizes CPM1 e CPM2 bem como na sua forma livre e a

amostra sem probidtico.
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Tabela 12. pH do chocolate sem probi6tico, com probiético encapsulado e na forma livre.

Armazenamento pH*
(dias) CsP CPL CPM1 CPM2

0 6,668 + 0,06 6,28°°° + 0,04  6,86%A +0,02 6,38 + 0,04
15 6,81%°A + 0,04 6,30% + 0,03 6,79°A + 0,01 -

30 6,674 + 0,04 5,929C + 0,06 6,74% + 0,01 6,37°8+ 0,01
45 6,74°°B + 0,08  6,21%C + 0,06 6,88 + 0,00 -

60 6,509 + 0,10 6,058 + 0,07 6,40°A + 0,00 6,50 + 0,04
75 6,59%8 + 0,04 6,19°° + 0,01 6,719 + 0,04 6,45% + 0,01
90 6,84 + 0,02 6,10°C + 0,00 6,83°A+0,03  6,31°B + 0,06
100 6,77%A + 0,07 - - 6,26 + 0,01

*Media seguida de letras minusculas/maitsculas iguais nas colunas/linhas que indicam ndo haver diferenca
significativa a nivel de 95% (Teste de Tukey).

O pH, pode interferir na estrutura do chocolate, bem como na viabilidade do probiético,
0 qual pode afetar a parede celular do micro-organismo (KRULWICH, SACH e PADAN,
2011). No presente estudo, o pH das amostras de chocolate foram avaliados por um periodo de
100 dias e os resultados sdo apresentados na Tabela 12. Todas as formulagdes de chocolate
apresentaram variacdo num intervalo de 5,92 — 6,98, valores que estdo proximos da faixa limite
encontrada por Silva (2016) que foi de 5,66 — 5,87, que estudou a adicdo de probidtico em
chocolate meio amargo num periodo de armazenamento de 120 dias. Quando se comparou 0S
resultados de pH encontrados no chocolate encapsulado com as matrizes CPM1 e CPM2
observou-se que ndo apresenta diferenga significativa (p<0,05) com o passar dos dias de
armazenamento, o que indica que nenhuma das capsulas afetou o pH do chocolate.

No estudo realizado por Reshma et.al. (2018), o pH do chocolate ao leite foi avaliado
durante o periodo de armazenamento de 180 dias a 25 ° C, e o valor do pH do chocolate ao leite
probidtico estava na faixa de 5,73-5,94, o que ndo foi estatisticamente significativo. Esses
achados indicam que L. plantarum HM47 microencapsulado ndo afetou o pH, sugerindo que a
atividade metabdlica foi baixa durante todo o periodo de armazenamento em temperatura
ambiente, provavelmente por estarem microencapsulados e também pela baixa atividade de
agua (Aw). Resultados semelhantes foram relatados por Valencia et al. (2016), que sugeriu que
a sobremesa de leite cremoso contendo Lactobacillus paracasei exibia uma faixa de pH de 5,0-
6,0. De acordo com Lahtinen et al., (2005), o pH 6timo para a maior parte do crescimento

bacteriano esta proximo da neutralidade e o crescimento é inibido em pH abaixo de 5,0.

5.3.4 Acidez
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A Tabela 13 apresenta os valores de acidez referentes as amostras com e sem probiotico

encapsulado nas matrizes CPM1 e CPM2 bem como o probidtico na sua forma livre.

Tabela 13. Acidez do chocolate sem probiético, com probiotico encapsulado nas matrizes M1

e M2 e na forma livre.

Armazenamento Acidez* (%)
(dias) CSP CPL CPM1 CPM2

0 0,3122+ 0,02 0,87%8 + 0,02 0,77%¢ + 0,00 0,974+ 0,01
15 0,24°B + 0,01 0,71°4 + 0,01 0,64 + 0,05 -

30 0,26°° + 0,02 0,70°® + 0,01 0,66%C + 0,01 0,79°A + 0,02
45 0,20%8 + 0,02 0,60% + 0,00 0,62 + 0,01 -

60 0,23+ 001  0,56°8 + 0,01 0,558 + 0,09 0,71% + 0,01
75 0,18°° + 0,01 0,59%8 + 0,00 0,46 + 0,02 0,74°A + 0,00
90 0,20%C + 0,01 0,79°A + 0,01 0,658 + 0,03 0,74+ 0,02
100 0,448 + 0,00 0,79°A + 0,02

*Média seguida de letras minasculas/mailsculas iguais nas colunas/linhas que indicam ndo haver diferenca
significativa a nivel de 95% (Teste de Tukey e/ou t-student).

A viabilidade das bacteérias lacticas é afetada por diferentes fatores, um deles ¢ a acidez
do produto final. Entretanto, esse fator é fortemente influenciado pelo tipo de bactéria lactica
adicionada ao produto. Urnau et al. (2012) verificaram boa sobrevivéncia de Lactobacillus
paracasei, isolado de leite fermentado comercial, apos exposicao a pH 3,0, por 6 horas.

A acidez na amostra sem probidtico apresenta diferenca significativa (p<0,05) com o
passar dos dias de armazenamento, 0 que também ocorre na amostra com probidtico
encapsulado CPM1 e CPM2, ja a amostra com probidtico livre ndo difere entre si no decorrer
do armazenamento. Observa-se resultados similares entre as amostras com adi¢do do probidtico
encapsulado CPM1 e CPM2 e na forma livre. Quando se comparou com a amostra sem
probidtico, percebe-se que esta apresenta valores menores, pois o probiotico esta aumentando
a acidez do produto. Ao analisar a interagdo das matrizes com a acidez percebe-se que a matriz
CPM2 apresenta valores superiores em relacdo a matriz CPM1, porém ambas ndo diferem
estatisticamente entre si no decorrer do armazenamento. Messa et.al (2019), que desenvolveu

um alimento probiotico de leite de coco encontrou valores de acidez entre 0,11 e 0,14%.

5.3.5 indices de cor L*

A analise de cor foi realizada durante o periodo de estocagem das amostras que foi de

100 dias, sendo que a Tabela 14 nos mostra os resultados obtidos.
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Tabela 14. Indices de cor L*, a*, b* ¢ croma C do chocolate sem probidtico (CSP), com probidtico encapsulado nas matrizes M1 (CPM1) e M2

(CPM2) e na forma livre (CPL).

. R Amostra**
Armazenamento (dias) Parametros de cor Csp CPM1 CPM2 CPL

L* 82,974 £ 0,18 82,974 £ 0,01 75,68 + 0,05 81,40% + 0,05

0 a* -1,41°® +0,01 0,17°¢ + 0,04 5,52 + 0,04 4,30°¢ £ 0,11
b* 22,38°° + 0,03 23,09°C + 0,02 25,33 + 0,09 24,918 + 0,31
Cc* 22,42 + 0,03 23,108+ 0,02 25,34 + 0,06 24,922 + 0,35
L* 85,88 + 0,21 81,84% + 0,03 74,52%9C + 0,29

15 a* -1,57¢ £ 0,01 1,808 + 0,04 ) 4,80°A + 0,03
b* 23,95% + 0,02 23,723 + 0,02 25,09°A + 0,04
C* 24,00° + 0,02 23,73°+£ 0,02 25,102 £ 0,02
L* 84,65% + 0,67 87,93 + 0,20 75,30° + 0,31 75,68 + 0,20

30 a* -1,31%€ + 0,03 1,228 + 0,22 5,384+ 0,04 5,56 + 0,03
b* 23,42°C + 0,31 21,58% + 0,20 27,98 + 0,04 25,62%8 + 0,20
c* 23,43C + 0,4 21,59° + 0,02 27,994 + 0,02 25,638 + 0,04
L* 86,3174 + 0,02 83,84 + 0,48 74,129 + 0,29

45 a* -1,56 + 0,02 1,25% + 0,06 ) 4,67% £ 0,02
b* 23,67° + 0,05 18,007 + 0,13 21,19% + 0,00
Cc* 23,68°A+ 0,02 18,01¢ + 0,03 21,208 £ 0
L* 86,7724 + 0,07 80,11°C + 0,05 76,47%8 + 0,42 75,07 + 0,10

60 a* -1,01°° + 0,00 2,69°C + 0,01 5,634 + 0,05 4,72% + 0,02
b* 22,67° 0,17 22,47°8 + 0,03 30,33% £ 0,65 21,73°C + 0,01
Cc* 22,688 + 0,02 22,488 + 0,03 30,34* + 0,02 21,74% + 0,02
L* 86,89%A + 0,48 81,39% + 0,16 76,09% + 0,06 72,940 + 0,38

75 a* -0,67°P + 0,02 2,48°C + 0,03 5,664+ 0,09 4,62% + 0,02
b* 17,70 + 0,46 21,098 + 0,01 29,56 + 0,16 20,05°C + 0,16
C* 17,71°° + 0,02 21,088 + 0,02 29,56% + 0,02 20,06 + 0,02
L* 87,46 + 0,06 81,50% + 0,26 72.84 % 0,04

90 a* -0,27¢ + 0,01 3,018 + 0,02 i 5,22°A + 0,00
b* 17,76 + 0,02 22,45% + 0,00 21,888 + 0,00
c* 17,765 + 0,02 22,45% + 0,02 21,898 + 0,02
L* 83,10°4+0,25 74,698 0,21

100 a* -1,37® £ 0,01 i 6,04 +0,30 )
b* 26,95% + 0,37 30,08 +0,49
c* 29,8 + 0,02 30,104 +0,04

**Média seguida de letras mindsculas/maiUsculas iguais nas colunas/linhas que indicam néo haver diferenga significativa a nivel de 95% (Teste de Tukey e/ou t-student).
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Na andlise de cor, o valor do parametro L*, que indica luminosidade, ou seja, quanto
mais proximo de zero mais escura é a amostra, ao analisarmos os indices de cor, observa-se que
no decorrer do tempo de armazenamento as amostras de chocolate branco na matriz CPM2 bem
como a amostra com probidtico em sua forma livre apresentaram diminuicdo da cor branca
original do chocolate, fator esse que estd associado a composi¢do da matriz e a coloracéo do
probidtico livre.

Para os parametros de cromaticidade (a*, b*, *c), € possivel afirmar que ambas as
amostras apresentaram-se nas regides do verde e do amarelo confirmando assim as

caracteristicas observadas nos produtos.

5.4 Avaliacdo da sobrevivéncia do probiotico livre e encapsulado em amostras de

chocolate branco durante a estocagem a 25 °C

A viabilidade do probiotico nas amostras de chocolate branco encapsulados com as
matrizes CPM1 e CPM2 foram avaliadas durante 100 dias de estocagem a 25 °C, os resultados

podem ser visualizados na Tabela.15.

Tabela 15. Avaliacdo da sobrevivéncia do probiotico livre e encapsulado em amostras de

chocolate branco durante a estocagem a 25 °C.

Contagem do probiotico* (log UFC/g)

Armazenamento (dias)

CPL CPM1 CPM2
0 9,30* + 0,04 8,95% + 0,01 9,222+ 0,02
15 8,48 + 0,01 8,008 + 0,04 -
30 8,408 + 0,08 7,98°C + 0,19 9,26*4 + 0,10
45 8,32 + 0,06 7,938 + 0,03 -
60 7,954+ 0,10 7,688 + 0,08 7,92°4 + 0,20
75 7,049 £0,12 6,93% + 0,08 6,98°A + 0,12
90 6,59°€ + 0,08 6,00°€ + 0,05 6,94°A + 0,01
100 - - 4,76° + 0,26

*Meédia seguida de letras mindsculas/mailsculas iguais nas colunas/linhas, que indicam ndo haver diferenga
significativa a nivel de 95% (Teste de Tukey).

Durante a estocagem houve redugéo significativa (p<0,05) na contagem das populagdes
de probidticos tanto para a capsula CPM1 quanto para a capsula CPM2. A forma livre e a
encapsulada M1 apresentam comportamento similar com o passar do tempo de estocagem. A
capsula M2 manteve a contagem superior (p<0,05) até 60 dias, porém apo6s 75 dias 0
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comportamento foi similar ao da capsula CPM1 e do probidtico na forma livre. No chocolate
branco para ser considerado com caracteristicas de probidtico (6-7 log UFC/g) e com alegacéo
funcional, o periodo maximo de armazenamento a 25 °C seria de aproximadamente 90 dias, ao
adicionar inicialmente 9 log UFC/g de L. helveticus no produto.

No chocolate branco, em barras, (sem probidtico) normalmente a vida de prateleira é
de 8 a 12 meses. A reducao significativa da populacdo do L. helveticus podera estar associada
a diminuicdo da resisténcia vinculada a sacarose e/ou aos demais constituintes do chocolate
(manteiga de cacau, leite, vanilina e emulsificante), pois conforme foi verificado anteriormente
(Tabela 8) a medida que se aumentava a concentragéo de sacarose (10, 25 e 45%) houve reducéo
na sobrevivéncia do micro-organismo. O L. helveticus com contagem inicial de 9 log UFC/g
pode ser recomendado em produtos a base de chocolate branco (bombons recheados, trufas,
etc), com caracteristicas probiotica, por um periodo de 90 dias de armazenamento a 25 °C. Para
o0 incremento do periodo de armazenamento, contagens iniciais deverdo ser superiores a 9 log
UFC/g de L. helveticus no produto.

Ao comparar o0s resultados aos obtidos por Kemsawasd, Chaikham e Rattanasena (2016)
que encapsularam Lactobacillus casei 01 e Lactobacillus acidophilus LAS por spray drying
utilizando maltodextrina e leite desnatado, e incorporaram as particulas probidticas obtidas em
chocolate amargo, ao leite e branco. No tempo inicial as contagens dos probidticos em chocolate
eram de aproximadamente 8 log UFC/g e ap6s 40 dias de estocagem a 25 °C, a enumeracgdo de
L. acidophilus estava abaixo do limite de detecgéo, e as amostras de chocolate adicionadas de
L. casei apresentaram contagens de aproximadamente 3 log UFC/g. Portanto, comparando esses
resultados com o presente trabalho, a prévia microencapsulacdo por spray drier da matriz
CPMZ2 do probidticos para incorporagdo em amostra de chocolate branco, manteve a viabilidade
dos probioticos encapsulados por um periodo maior.

No estudo de Silva (2016), durante a estocagem ndo houve reducéo significativa das
populacdes de probidticos adicionada de B. animalis subsp. lactis BLC1 ndo encapsulado,
apresentando contagem de aproximadamente 7,7 log UFC/g. A formulacéo que foi acrescentada
da populacdo de L. acidophilus livre, obteve contagem de 7,3 log UFC/g das células viaveis,
ndo havendo diferenca significativa no periodo de 120 dias de estocagem em relacdo a
formulacdo contendo B. animalis subsp. lactis ndo encapsulado. Apds 60 dias de estocagem, a
viabilidade dos probiéticos encapsulados foi reduzida, e a enumeracéo ficou abaixo do limite
de deteccdo do método (2,7 log UFC/g) no periodo de 120 dias.

Mandal et al. (2012) microencapsularam Lactobacillus casei NCDC 298 utilizando
alginato de sodio, em seguida as particulas probidticas foram adicionadas em chocolate ao leite,
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e como amostra controle foi adicionada a mesma cepa néo encapsulada em chocolate. Durante
a estocagem dos produtos a 7 °C por 60 dias, foi verificado que a microencapsulacdo nao
prolongou a viabilidade dos probidticos, comparado ao tratamento controle. Esses resultados
sdo similares ao presente trabalho, que verificou que a microencapsulacdo nédo prolongou a
viabilidade das células quando aplicados em chocolate por um periodo maior que 90 dias.

No entanto, Nebesny et al. (2007) produziram amostras de chocolate amargo probidtico
com Lactobacillus casei e Lactobacillus paracasei, que foram estocadas pelo periodo de 12
meses a 30, 18 e 4 °C e as contagens permaneceram estaveis (6 — 7 log UFC/g) durante o
periodo de estocagem.

O modelo de Weibull (PELEG e COLE, 1998) foi empregado para descrever as curvas
de sobrevivéncias nédo log lineares do L. helveticus no chocolate branco (forma livre - CPL,
encapsulado M1 — CPM1 e M2 — CPM2) e esta representado pela Equacado (1). As curvas e 0s
pardmetros que predizem a sobrevivéncia de L. helveticus foram obtidas com o auxilio do
software STATISTICA versdo 5.0 (Statsoft Inc, USA).

log <NA§§)> = - (é)a 1)

Onde: N é o nimero de microrganismos no instante t; No € 0 nimero de microrganismos

no tempo inicial; a é o fator de forma; P ¢ o fator de escala e pode ser definido como “o tempo
para uma redugao decimal” se o=1.

A Tabela 16 apresenta os valores dos parametros a ¢ B do modelo de Weibull de
sobrevivéncia no chocolate branco do L. helveticus livre (CPL) e encapsulado na matriz M1
(CPM1) e M2 (CPM2) e andlise estatistica do ajuste (R?). Os parametros fator de forma (a) e
fator de escala () do CPL e CPML1 ndo apresentaram variagcOes relevantes, demonstrando um
comportamento similar. Os coeficientes estatisticos R2 demonstram um bom ajuste dos dados

experimentais e a capacidade preditiva do modelo priméario de Weibull.

Tabela 16. Parametros a ¢ B do modelo de Weibull de sobrevivéncia do L. helveticus livre
(CPL) e encapsulado na matriz M1 (CPM1) e M2 (CPM?2) e andlise estatistica do ajuste (R?).

Amostras a B R?
CPL 1,066 36,949 0,959
CPM1 1,060 36,553 0,930
CPM2 1,384 43,221 0,970




Log ;o (N/Np)
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A Figura 10 apresenta as curvas que predizem a sobrevivéncia de L. helveticus livre
(CPL) e encapsulado M1 (CPM1) e M2 (CPM2).

Figura 10. Cineticas de sobrevivéncia para o L. helveticus livre — CPL (a) e encapsulado na
matriz M1-CPM1 (b) e M2-CPM2 (c).
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Todas as curvas de sobrevivéncia apresentam a mesma tendéncia, com a concavidade
voltada para baixo, comprovando o que o parametro de forma ja havia indicado (a > 1). E o
parametro B que é o fator de escala, ou seja, o tempo para uma redugdo decimal, no qual 0
chocolate com a matriz M2 (CPM2) tem-se um tempo superior (p = 43,22), quando comparado
ao CPL e CPM1 (Tabela 16) para uma reducdo decimal, indicando que a matriz CPM2

ocasionou protecdo superior a CPM1 para o L. helveticus.
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5.5 Analise multivariada do chocolate: Correlacao de Pearson e Analise dos Componentes

Principais (ACP)

A Tabela 17 e Figura 11 apresentam a correlagdo de Pearson e analise dos componentes
principais (ACP) das variaveis fisico-quimicas do chocolate branco, sem probiotico (CSP),
adicionado de probidtico livre (CPL) e encapsulado com a Matriz M1 (CPM1) e com a matriz

M2 (CPM2) no 0°, 15, 30, 45, 60, 75, 90 e 100° dia de armazenamento, respectivamente.

Tabela 17. Matriz de correlagdo (r) de Pearson para as variaveis atividade de agua (aw),
umidade, pH, acidez, cor L* e croma C* e contagem do probi6tico do chocolate branco, sem
probidtico, adicionado de probiotico livre e encapsulado (Matriz M1 e M2) no 0°, 15, 30, 45,

60, 75, 90 e 100° dia de armazenamento.

Variaveis Aw  Umidade pH Acidez L* C Probidtico
Aw 1
Umidade -0,131 1
pH -0,180  -0,336 1
Acidez 0,046 0,216 -0,478 1
L* -0,290  -0,247  0,799** -0,712** 1
CromaC 0,221 -0,203 -0,124 0,250 -0,255 1
Probidtico 0,189 0,422 -0,420  0,882** -0,608** 0,203 1

**Qs valores sdo diferentes de 0 e > 0,45 com um nivel de significancia a = 0,05.

Os valores obtidos por meio de correlagdo de Pearson (Tabela 17) confirmam a relagdo
entre os parametros observados na analise de componentes principais (Figura 11), sendo que a
concentracdo de probidtico esta correlacionada positivamente (p<0,05) com acidez (r = 0,882)
e negativamente com a cor L* (r = - 0,609, demostrando que o probiotico influencia na acidez
e no brilho do chocolate branco, ou seja, aumentando a acidez e diminuindo o L*. Da mesma
foram, a cor L* foi correlacionado positivamente com o pH (r = 0,799) e consequentemente

negativa com a acidez (r = - 0,712).
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Figura 11. Anélise dos Componentes Principais (ACP) das amostras de chocolate branco, sem
probidtico, adicionado de probiotico livre e encapsulado (Matriz M1 e M2) no 0°, 15, 30, 45,

60, 75, 90 e 100° dia de armazenamento, respectivamente.
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Legenda: CSP - Chocolate sem probidtico (1 — 0 dia; 2 — 15°dia; 3 — 30°dia; 4 — 45°dia, 5 — 60°dia, 6 — 75°dia; 7
—90°dia; 8 — 100°dia); CPL - Chocolate com probidtico livre (9 — Odia; 10 — 15°dia; 11 — 30°dia; 12 — 45°dia, 13
— 60°dia, 14 — 75°dia; 15 — 90°dia; 16 — 100°dia); CPM1 - Chocolate com probidético encapsulado M1 (17 — Odia;
18 — 15°dia; 19 — 30°dia; 20 — 45°dia, 21 — 60°dia, 22 — 75°dia; 23 — 90°dia; 24 — 100°dia) e CPM2 - Chocolate
com probidtico encapsulado M2 ( 25 — Odia; 26 — 15°dia; 27 — 30°dia; 28 — 45°dia, 29 — 60°dia, 30 — 75°dia; 31 —
90°dia; 32 — 100°dia).

Na Analise dos Componentes Principais (ACP) (Figura 11), as variaveis sao
representadas como vetores, quanto mais longo o vetor, melhor a explicacdo da variabilidade
entre as amostras de chocolate. A primeira (CP1) e segunda (CP2) dimensdo explicaram
66,08 % da variancia total. O componente principal 1 (CP1) respondeu por 46,30 %, enquanto
gue o componente principal 2 (CP2) por 19,78 %. Observa-se que ha uma boa discriminacéo
entre as amostras de chocolate com probidtico e sem a presenca do probidtico. As amostras
CPL e CPML1 localizam-se mais proximas do vetor (variavel) umidade e a amostra CSP das

variaveis pH e L*.
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6 CONCLUSAO

O desenvolvimento de um novo produto envolve diversas etapas, nesse estudo
trabalhamos com uma inovacdo, o desenvolvimento de um chocolate branco agregando
funcionalidade através o uso de um probiético. O objetivo foi alcancado pois as particulas
produzidas pelo método — spray dryer protegeram os probioticos em condi¢cdes quando
comparadas com o probidtico livre. O método utilizado para encapsulamento do probidtico
mostrou-se eficaz.

Em relacdo a selecdo das matrizes alimenticias estudadas (M1 e M2) para os Ensaios de
secagem em spray dryer apresentaram bom desempenho no processo. A matriz M2 foi superior
a M1 pois obteve-se uma maior protecdo do probiotico quando comparada com a M1, fator esse
que deve estar relacionado a sua composicao (30% leite em p6 + 19% maltodextrina + 19%
trealose + 20% frutoligossacarideo + 10% amido + 2%tween 0,1%) e capacidade de protecéo.

As populacges de probidticos ndo encapsulados se mantiveram durante o ensaio, porque
as caracteristicas fisico quimicas do chocolate, como pH, atividade de agua, teor de gordura
propiciaram um ambiente de manutencdo das células probidticas. Entretanto, os probidticos
encapsulados provavelmente ndo foram influenciados pela presenca desses compostos, pois 0S
micro-organismos estavam envolvidos na matriz carreadora, o que pode ser outra justificativa

para a reducgéo da viabilidade durante a estocagem.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Avaliacdo in vitro da sobrevivéncia do probidtico livre e encapsulado aos fluidos
gastrointestinais simulados.

Estudar se os métodos de encapsulacdo afetam a funcionalidade dos probidticos, por

meio de analises in vivo.

Investigar a cinética de liberacdo dos probidticos encapsulados.

Avaliar o shelf life do p6 encapsulado em diferentes tipos de embalagens.
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APENDICES

Apéndice A: Questionario Andnimo de Analise Sensorial

Informacd@es para o(a) participante voluntario(a):

Vocé esta convidado(a) a responder este questionario que faz parte da coleta de dados
da pesquisa “Microencapsulacéo de Lactobacillus helveticus e Aplicacdo em Chocolate
Branco” sob execuc¢do da aluna de Doutorado em Engenharia de Alimentos do Programa de
Pos-Graduacdo em Engenharia de Alimentos URI - Campus de Erechim, Najara Pinto Ribeiro
Barro. A pesquisa esta sob orientacdo dos Professores Dr.2 Eunice Valduga e Dr. Marcelo
Mignoni. Caso vocé concorde em participar da pesquisa, leia com atengdo os seguintes pontos:
a) vocé é livre para, a qualquer momento, recusar-se a responder as perguntas que Ihe ocasionem
constrangimento de qualquer natureza; b) vocé pode deixar de participar da pesquisa e ndo
precisa apresentar justificativas para isso; ) sua identidade serd mantida em sigilo; d) caso vocé
queira, podera ser informado(a) de todos os resultados obtidos com a pesquisa,
independentemente do fato de mudar seu consentimento em participar da pesquisa. Esse
Projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica da URI — Campus de Erechim.

Questionario:

1. Vocé estéa recebendo uma amostra de chocolate branco com agente encapsulante, por favor,
prove e indique o quanto vocé gostou ou desgostou da IMPRESSAO GLOBAL, utilizando
a escala abaixo:

IMPRESSAO GLOBAL

() gostei muitissimo

() gostei

() ndo gostei nem desgostei

() desgostei

() desgostei muitissimo

COMENT ARIOS: oottt et e et e e e et e e et e e es e e e e s et e et et e s et e e es e e es e e e et eeeseaeereeanane
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