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RESUMO

A alimentagdo adequada possibilita garantir uma melhor qualidade de vida, com diminuigo
dos riscos de desenvolvimento de doengas e toxi-infecgoes, além de manter as fungdes vitais,
com a garantia do pleno crescimento, desenvolvimento e manutencdo do organismo. Assim o
acesso a informacdo proporcionado pela educagdo e meios de comunicagdo faz com que cada
vez mais seja expressiva o numero de pessoas que buscam novos alimentos que sejam
saudaveis. Neste contexto se encaixa o presente trabalho que objetivou gerar novos tipos de
alimentos probidticos associados a combinagao de chocolate e frutas. Foram testadas a adigao
de coco, uva e banana ao chocolate, bem como a adicdo das bactérias Lactobacillus
acidophillus La5 e Lactobacillus paracasei Shirota aos alimentos citados, e feita a
comparacao da sobrevida destas nestes alimentos. Como resultados foi constatado que: a) a
adi¢do das frutas ao chocolate aumenta a atividade de 4gua dos alimentos; b) preparagdes de
chocolate puro convencional apresentam maior estabilidades que os adicionados de frutas; c)

ha diferenca na estabilidade entre os dois Lactobacillus usados.
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ABSTRACT

The proper nutrition allows a better quality of life, reducing risks of disease development,
and it also keeps vital functions, with the assurance of full growth, development and
maintenance of organism. So the access to information provided by education and media
makes increasingly be significant the number of people who it looks for new foods that
are healthy. In this context, the present work fits that the purpose is generate a new sort of
probiotic foods associated with a combination of chocolate and fruits. It was tested
chocolate with coco, grape and banana, as well as the bacterias Lactobacillus
acidophillus La5 e Lactobacillus casei Shirota, and it was compared the survival in these
foods. It was found: a) the addition of fruit to chocolate increases food water activity; b)
pure chocolate preparations have greater stability than the chocolate with fruits; c) it has

difference in stability between the Lactobacillus that was used.
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1. INTRODUCAO

A producao de novos alimentos ¢ uma pratica capaz de melhorar a qualidade de
vida humana, ampliar o mercado das industrias de alimentos e favorecer a participacao do
Brasil no mercado de alimentos (HOBBS et al 2002; TRIENEKENS, ZUURBIER, 2008;
PERI, 2006). Esta discussao ¢ valida para a busca de novos alimentos com particular
destaque para os probioticos que hoje representam cerca de 65% do mercado de
alimentos funcionais (VINDEROLA, 2008; RANADHEERA ET AL 2010; BURGAIN et
al 2011).

Os probidticos sao alimentos e produtos constituidos por microrganismos vivos que
uma vez introduzidos no organismo, por exemplo na forma de alimentagdo ou via oral,
influenciam beneficamente a satide por mecanismos ainda nao totalmente compreendidos
que envolvem a formacdo de uma microbiota capaz de evitar infecgdes, estimular a

digestdo e estimular o sistema imune. Assim probidticos podem ser utilizados na



manutengdo e reestabelecimento da satide de humanos e animas, em processos de
biorremediacdo de ambientes contaminados e na busca, para animais, do ganho de peso,
melhora na resisténcia a doengas, auxilio na recuperacdo de infecgdes e decréscimo no
consumo de antimicrobianos (GONG et al, 2002; SAMANYA, YAMAUCHI, 2002;
SANTOS et al 2007; FULLER 1989).

Na formulagdo de probidticos sdo utilizados diversos microrganismos entre os
quais se destacam bactérias dos géneros Streptococcus, Lactobacillus, Biffidum, Bacillus,
Lactococcus, Pediococcus e os fungos do género Saccharomyces e Aspergillus
(SIMPSON et al, 2004; STROMPFOVA et al 2004). Entre estes microrganismos ha um
especial interesse no uso dos Lactobacillus, Biffidum e Saccharomyces pelo fato desses
microrganismos serem de uso considerado seguro (GRAS —microorganism generally
recognized as safety) em alimentos (BALCAZAR et. al., 2006; SAARELA et. al., 2000).
Entre as cepas de interesse para alimentacdo humana tem-se especial destaque para os
géneros Lactobacillus e Bifidobacterium, com destaque para os Lactobacillus acidophilus
e Lactobacillus casei em diversas variedades como Lactobacillus acidophilus LAS5,
Lactobacillus casei Shirota (LcS) que sao amplamente usados em produtos comerciais
como bebidas lateas, iogurtes e na forma encapsulada (RANADHEERA ET AL 2010;
BURGAIN et al 2011).

Pelas dimensdes do mercado e efeitos benéficos amplamente ja divulgados tem-se
que a presente linha de pesquisa se destaca como pesquisa de interesse pratico. Este
interesse vale tanto pelo uso do probidticos quanto pelo alimento escolhido, pois o
chocolate e doces sdo apreciados hé séculos. Para o chocolate em particular tem-se que
ha um efeito positivo em muitos dos problemas de satide humana (LIPPI, 2009) e para
frutas tem-se que entre as propostas de melhora da qualidade da alimentagdo esta a troca
de doces por frutas (JAIME et. al. 2008). As principais associagdes do consumo de
chocolate ao efeito benéfico para satde estdo associadas a presenga antioxidantes
flavonoides do cacau que atuam positivamente na reducao do colesterol LDL, reducao da
oxidagdo do colesterol HDL, redu¢do da agregacdo plaquetdria e acdo anti-inflamatoria
(SHIINA et al 2009). Ja o habito de ingestdo frutas favorece a saude pelas fibras,
vitaminas e pelo fato da maior a troca de alimentos gordurosos e salgados por frutas ser

capaz de reduzir os problemas associados a obesidade (WHO, 2002; JAIME et. al. 2008).



Além da importancia associada a saude pelo chocolate e frutas o trabalho também ¢
importante pelo fato que estes produtos escolhidos representam alimentos apreciados por
uma ampla faixa da populacdo que engloba tanto criangas como os adultos. O consumo
de frutas no Brasil nos ultimos anos vem aumentando nos ultimos anos. Referente ao
chocolate, no ano de 2007 o consumo de chocolate ja ultrapassava 6,5 milhdes de
toneladas, sendo que a producdo no Estado da Bahia ¢ uma das maiores areas produtora
do mundo (BEGUN et al 2007; QUEIROZ et al 2003). Para que esta possibilidade seja
convertida em novos probioticos de chocolate, ¢ importante que ensaios de estabilidade e
estudos especificos com as cepas de interesse sejam realizados de forma que se prove a
estabilidade do produto e resisténcia do mesmo ao processo digestivo.
(WOHLGEMUTH, BLAUT 2010).

Assim ha grande interesse no registro de estudos que descrevam diferentes testes
para alimentos que contenham probidticos com cepas variadas, pois falhas geradas pelo
processo de purificagdo e pelas condi¢des adversas do processamento do alimento podem
ser reduzidas pela reducdo da atividade de 4gua e pela imobilizagdo das células. As
perdas de viabilidade celular ocorrida no processamento dos probiodticos/ simbidticos
pode ser reduzida pela melhora da resisténcia das células pela agdo de osmolitos que
estabilizam da estrutura de proteinas e membranas das células frente a inativacdo
osmotica, desidratagdo e a¢do de moléculas capazes de alterar a estrutura da proteina ou
membrana. Entre os osmolitos mais utilizados encontram-se carboidratos; poliois;
aminoacidos e derivados; metilaminas (GIULIO et al 2005; PRASAD et al 2003;
BASKAKOYV, BOLEN, 1998; YANCEY, 2001).

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Alimentos
Os alimentos utilizados no experimento foram: chocolate ao leite, coco ralado, uva

e banana passas.

2.2 Micro-organismos



A cepa de Lactobacillus acidophillus La5 obtida de Chistian Hansen (Sao Paulo, Brasil) e
Lactobacillus casei Shirota isolado da bebida lactea Yakult foram utilizadas como micro-
organismos nos ensaios. Estas cepas foram armazenadas a 40C e repicadas apds 7 dias e 14
dias em meio MRS apds serem fermentadas — como na Figura 2 —, também neste meio:
conduzidas em erlenmeyers de 250 mL em incubador rotativo (300C, 150 rpm, 48h). As células
geradas foram separadas do meio por ultracentrifuacdo a 15000g, para serem colocadas no
chocolate. Foram feitos ensaios preliminares de fermentacdo para escolha do tempo de

fermentagdo que apresentasse melhor resultado, 24h ou 48h.

Figura 1 - Meio MRS liquido adicionados de microrganismos

A composicdo do meio de cultura MRS liquido ¢é: Glicose (20 g/L), peptona de
caseina (10 g/L), extrato de carne (10 g/L), extrato de levedura (5 g/L), tween 80 (1 g/L),
fosfato de dipotassico (2 g/L), acetato de sodio (5 g/L), citrato de amonio (2 g/L), sulfato
de manganés (0,05 g/L), sulfato de magnésio (0,2 g/L). Para o plaqueamento meio ¢ Agar

MRS: utiliza-se a mesma composi¢do acima, porém adiciona-se ainda agar (12 g/L).

2.3  Contagem celular
As amostras de chocolate foram preparadas em metodologia especifica para
produtos de chocolate e cacau que consiste em dissolver o material em leite em po

desnatado reconstituido (10% p/v) na temperatura de 45°C seguido do uso da mistura



leite chocolate no plaqueamento. Para cada amostra de chocolate (3g diluida em 10 mL
de leite) foram feitas dissolucdes sucessivas adequadas e a concentracdo de células foi
obtida por contagem em triplicata das unidades formadoras obtidas apos 48h do

plaqueamento em superficie (Figura 1) em meio Agar MRS mantido a 25°C.

Figura 2 - Representagdo ilustrativa do plaqueamento na quantificagdo de células obtida
em um dos ensaios com Lactobacillus casei Shirota

2.4  Atividade de agua

As formulagdes foram avaliadas pela atividade de dagua inicial determinada
instrumentalmente utilizando o equipamento Novasina Thermoconstanter (modelo RS
232/RTD 200) que avalia a atividade de dgua (A,) pela umidade de equilibrio (UR%) como

mostra a Equacao 1.

A,=(UR /100 (1)

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 4 apresenta as concentragdes de células para formulagdes com
Lactobacillus acidophillus La5 e Lactobacillus casei Shirota obtidas nas preparagdes de

fruta e chocolate obtidas para 7 dias de armazenamento a 250C feitas com o uso de coco,



uva e banana na propor¢do de 67% em massa de chocolate e 33% de doce de fruta. Pode-
se observar que as formulagdes com Lactobacillus acidophillus La5 foram mais estaveis
que as formulagdes com Lactobacillus casei Shirota, pois para os resultados com maior
viabilidade observados em formulagdes com Lactobacillus casei Shirota apresentam a
mesma concentragao celular observada nas formulagdes com menor viabilidade de
Lactobacillus acidophillus La5, sendo que o melhor resultado das formulacdo mais
estavel (coco com Lactobacillus acidophillus La5) apresenta concentragdo celular 1000

vezes maior que a observada nas melhores condigdes com L. paracasei Shirota.

- L.acidoohillus
A~ L. paracasei

log(Celulas/g)
35 7

1

Coco Uva Banana Coco Uva Banana

Chocolate

Figura 3 - Efeito da variedade probidtica no chocolate com frutas na viabilidade das
células para sete dias de armazenamento do produto probidtico

A Figura 5 mostra as viabilidades das células probidticas nas formula¢des mais
estaveis (formulacdes contendo Lactobacillus acidophillus La5) para 14 dias de
armazenamento do produto. Pode-se observar que para este periodo os melhores
resultados foram obtidos para formulagdes com banana (10* células/g). Para 14 dias de
armazenamento nas condicdes ambientes nenhuma das preparagdes apresentou
concentragdo celular minima de 10° células/g, que representa o valor recomendado para
consumo humano. A comparagdo deste valor com chocolate ao leite puro mostra que
adi¢do de preparagdes de fruta nesta propor¢ao reduz a viabilidade das células pois
conforme mostra Teixeira e colaboradores (2012) chocolate ao leite preparado nas
mesmas condi¢des deste ensaio apresenta uma concentragdo de células superior a 10°

células/g para 15 dias de preparo.
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Figura 4 - Viabilidade das células de Lactobacillus acidophillus LaS para 14 dias de
armazenamento

A Figura 6 apresenta o resultado da avaliacdo da atividade de agua dos diferentes
chocolates. Pode-se observar que a adicdo de preparagdes de frutas aumenta a atividade
de agua das preparagdes probiodticas, mas estas ainda apresentam valor que favorece a

conservacao.
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Figura 5 - Resultado da avaliacdo da atividade de agua dos diferentes chocolates

4, CONCLUSOES

A partir dos resultados ¢ possivel inferir que as preparagdes com Lactobacillus
casei Shirota em chocolate com frutas sdo menos estaveis que as mesmas preparacdes
Lactobacillus acidophillus La5 e estas sdo menos estaveis que as preparagdes com

chocolate puro.



O uso de diferentes preparagdes de frutas (coco, uva e banana) mostra que a fruta
escolhida influi na estabilidade e esta influéncia varia segundo a espécie de
microrganismo probidtico escolhido.

A adicdo de frutas ao chocolate aumenta a atividade de 4gua, mas este aumento nao
pode ser considerado a razao de ter a menor estabilidade, pelo fato de a atividade final do
chocolate com frutas ainda ser baixa (Aw < 0,6).

Para o Lactobacillus casei Shirota o melhor resultado foi encontrado para uva passas. E
para o Lactobacillus acidophillus La5 o melhor resultado foi encontrado para o coco para

armazenamento de 7 dias e banana de 14 dias.
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