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RESUMO

Este estudo € focado na secagem de leite fermentado por Streptococcus
thermophilus, com ou sem a adigdo de microcapsulas contendo microrganismo
probidtico Limosilactobacillus fermentum, produzidas por emulsdo. O processo de
secagem escolhido foi o Cast-Tape Drying (CTD), devido a resultados satisfatérios ja
obtidos anteriormente na secagem de produtos termo sensiveis. O CTD é baseado no
espalhamento e secagem de uma camada fina da suspensido sobre uma esteira
flexivel e impermeavel. O processo ocorre em temperaturas moderadas e o
aquecimento é condutivo. Assim, o objetivo do estudo foi avaliar a viabilidade do leite
fermentado desidratado em p6 durante o armazenamento em diferentes umidades
relativas (26%, 48% e 67%). Foram realizadas comparagdes das viabilidades
celulares de leite fermentado probidtico desidratado por Cast-Tape Drying (CTD),
Cast-Tape Drying a vacuo (V-CTD) e liofilizagao (LIO). A estabilidade dos p6s foi
avaliada a partir da viabilidade dos microrganismos, umidade, a, e cor. A
caraterizacdo do produto apds reidratagcao também foi avaliada. A forma de adicao
dos probidticos nao influenciou o tempo de secagem do leite fermentado, com
umidade final de 0,09 g.g" (b.s) e a,, proxima de 0,38. Os leites fermentados secados
entre 50 °C e 80 °C permaneceram com viabilidade acima do previsto para produtos
probidticos (minimo de 108 UFC/g). Por outro lado, os pds obtidos por secagem a 98
°C tiveram contagens fora dos limites exigidos para produtos probiéticos. Os pos
produzidos por CTD-50, CTD-70, V-CTD e LIO, armazenados por 180 dias a 20 °C,
nas UR de 26%, 48% e 67%, foram analisados. Apds 180 dias, as amostras
desidratadas por CTD a 50 °C tiveram redugao proxima de 1 log UFC/g, parao LFL e
LFE, nas UR de 26% e 48%. As amostras desidratadas por CTD a 70 °C tiveram
reducao de aproximadamente 1 log para o LFE, e de aproximadamente 2 logs para o
LFL, armazenadas em UR de 48% e reducao de aproximadamente 1 log, para o LFL
e LFE, na UR de 26%. As amostras liofilizadas com LFL, armazenadas na UR de 48%,
tiveram redugdo préxima de 2,5 logs. Os pdés armazenados em UR de 67%
permaneceram viaveis por aproximadamente 5 dias (LFL) e 10 dias (LFE). Esses
resultados indicam que a desidratagao do leite fermentado adicionado dos probidticos
encapsulados é a melhor alternativa, conferindo protecao as células de L. fermentum.

O leite fermentado, com microrganismos encapsulados, teve menor tempo de



disperséao e solubilizagdo do que o adicionado de microrganismos livres. Portanto, os
pos obtidos por CTD a 50 °C e 70 °C sao produtos que permanecem com elevada
viabilidade dos microrganismos probidticos por pelo menos 180 dias, a temperatura

ambiente.

Palavras-chave: microencapsulagéo, vida util, cast-tape drying



ABSTRACT

This study is focused on the drying of milk fermented by Streptococcus thermophilus,
with or without the addition of microcapsules containing the probiotic microorganism
Limosilactobacillus fermentum, produced by emulsion. The drying process chosen was
Cast-Tape Drying (CTD), due to satisfactory results already obtained in the drying of
thermo sensitive products. CTD is based on spreading and drying a thin layer of
suspension on a flexible, impermeable mat. The process takes place at moderate
temperatures and the heating is conductive. Thus, the objective of the study was to
evaluate the viability of powdered dehydrated fermented milk during storage at
different relative humidities (26%, 48% and 67%). Comparisons of cell viability of
probiotic fermented milk dehydrated by Cast-Tape Drying (CTD), Vacuum Cast-Tape
Drying (V-CTD) and lyophilization (LIO) were performed. Powder stability was
evaluated based on microorganism viability, moisture, a_w and color. The
characterization of the product after rehydration was also evaluated. The form of
addition of probiotics did not influence the drying time of the fermented milk, with a final
moisture content of 0.09 g.g-1 (b.s) and a_w close to 0.38. Fermented milks dried
between 50 °C and 80 °C remained with viability above that predicted for probiotic
products (minimum of 106 CFU/g). On the other hand, the powders obtained by drying
at 98 °C had counts outside the limits required for probiotic products. The powders
produced by CTD-50, CTD-70, V-CTD and IOL, stored for 180 days at 20 °C, at 26%,
48% and 67% RH, were analyzed. After 180 days, samples dehydrated by CTD at 50
°C had a reduction close to 1 log CFU/g, for LFL and LFE, at 26% and 48% RH.
Samples dehydrated by CTD at 70 °C had a reduction of approximately 1 log for LFE,
and of approximately 2 logs for LFL, stored at 48% RH and reduction of approximately
1 log, for LFL and LFE, in the RH of 26%. The samples lyophilized with LFL, stored at
48% RH, had a reduction close to 2.5 logs. Powders stored at 67% RH remained viable
for approximately 5 days (LFL) and 10 days (LFE). These results indicate that the
dehydration of fermented milk with the addition of encapsulated probiotics is the best
alternative, providing protection to L. fermentum cells. The fermented milk, with
encapsulated microorganisms, had a shorter dispersion and solubilization time than

the added free microorganisms. Therefore, the powders obtained by CTD at 50 °C and



70 °C are products that remain with high viability of probiotic microorganisms for at

least 180 days at room temperature.

Keywords: microencapsulation, shelf life, cast-tape drying
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DIAGRAMA CONCEITUAL DO ESTUDO

O qué? Por qué?
- Estudo da secagem de leite fermentado probiético por Cast-Tape Drying, Cast-Tape
Drying a vacuo e liofilizagao.
- Ha caréncia de estudos da secagem de leite fermentado, adicionado de L.
Fermentum;
- Avaliagdo da viabilidade dos microrganismos nos pos desidratados durante o
armazenamento por 180 dias.

O que ja foi feito?
- Estudos de encapsulagéo de microrganismos probidticos por diversas técnicas e a
viabilidade de microrganismos encapsulados;

- Secagem de iogurte e iogurte com adigao de probidticos livres.

Hipoteses da pesquisa?
- O Cast-Tape Drying tem sido usado para secar polpas sensiveis e pode secar leite
fermentado probiotico sem inativar significativamente os microrganismos;

- Leite fermentado em p6d com microrganismos probidticos encapsulados sao mais
estaveis no armazenamento do que o leite fermentado com probidtico livre;

- E possivel reconstituir o leite fermentado em p6 a condicdes reoldgicas comparadas
ao leite fermentado antes da desidratacao.

Estratégias de investigacao
- Produzir leite fermentado com Streptococcus thermophilus e adicionar L. fermentum
(microrganismos probidticos) livres ou encapsulados;

- Secar por diferentes métodos e condigbes de secagem;
- Avaliar a viabilidade dos microrganismos probidticos nos pds desidratados durante

o armazenamento por 180 dias, sem refrigeracao. Estudar a influéncia da atividade
de agua dos pos na viabilidade dos microrganismos.




Esta tese esta subdividida em trés estudos complementares entre si, conforme
apresentado na Figura 1.
Figura 1 - Esquema organizacional da proposta subdividida em ESTUDO |,
ESTUDO Il e ESTUDO llI

ESTUDO | - Secagem de Ileite
fermentado por cast-tape drying:
influéncia da temperatura e do
encapsulamento do L. Fermentum na
viabilidade celular apos 0

processamento.

VARIAVEIS: Temperatura de secagem
(50 °C, 60 °C, 70 °C, 80 °C e 98 °C).
RESPOSTAS: Tempo, taxa de
secagem e viabilidade microbiana

ESTUDO Il — Estudo da viabilidade do
L. fermentum em leite fermentado,
desidratado por diferentes métodos de
secagem, e armazenado em diferentes
umidades relativas.

VARIAVEIS: Métodos de secagem:
CTD - 50 e 70 °C; V-CTD - 70 °C, 35
KPa e liofilizagdo; e diferentes UR de
armazenamento (26%, 48% e 67%).
RESPOSTAS: Viabilidade microbiana,
umidade, aw e cor.

ESTUDO lll - Reidratagcdo do pé de
leite fermentado desidratado contendo
microrganismos livres ou
encapsulados.

VARIAVEIS: Leite fementado e leite
fermentado em po

RESPOSTAS: Propriedades reoldgicas
e morfolégicas
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1INTRODUGAO

A industria alimenticia tem estado atenta as mudancas de estilo de vida da
populagdo, que busca cada vez mais produtos voltados para a saude e o bem-estar
(NUNES et al., 2018). Dentre estes, destacam-se os alimentos com microrganismos
probidticos ativos, que beneficiam a saude humana se administrados em quantidades
adequadas (FAO / WHO, 2019). Um explicacdo para essa acao benéfica dos
probioticos é a redugdo de microrganismos patogénicos na flora do trato
gastrointestinal (TGI), com redugao da inflamagéo das paredes dos intestinos (NUNES
et al., 2018). Os microrganismos usualmente considerados probidticos sao
pertencentes ao género Bifidobacterium e Lactobacillus (CHEN et al., 2017; VEGA-
SAGARDIA et al., 2018).

O uso de microrganismos probioticos em alimentos tem algumas dificuldades,
tais associadas a baixa resisténcia desses microrganismos a diversos fatores
ambientais. Entre eles destacam-se o pH pés-acidificagdo em produtos fermentados
(durante o armazenamento), a produgao de peroxido de hidrogénio, a intolerancia ao
oxigénio (deve-se evitar a permeacdo de oxigénio através de embalagem), e
temperaturas de armazenamento. Além disso, eles s&o sensiveis as condigbes do
TGl (pH, enzimas, sais biliares), limitando a viabilidade e funcionalidade destes
microrganismos quando chegam aos intestinos (DOHERTY et al., 2011). Para que
promovam beneficios a saude, as bactérias probidticas devem estar presentes no
minimo, entre 106 e 107 UFC / g em produtos alimentares, no momento do consumo
(ANVISA, 2018).

Métodos convencionais para preservacao de culturas fermentativas ou
probidticas, como o congelamento e a liofilizagdo, permitem obter altas taxas de
sobrevivéncia dessas culturas. No entanto, é preciso manter a cadeia do frio, com
seus custos energéticos associados. Assim, a desidratacdo de alimentos contendo
microrganismos probioticos representam uma alternativa, desde que as técnicas de
secagem mantenham a viabilidade dos microrganismos durante e apds o
processamento. O tema é importante e o sucesso de processos de desidratacao para
a producao de produtos probidticos precisam ser investigados, a fim de encontrar

estratégias de processo que considerem a viabilidade celular apés a secagem e os
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custos associados (MELIN et al., 2007; SANTIVARANGKNA; KULOZIK; FOERST,
2007).

Um método promissor para a protegao dos probidticos € a microencapsulagao
(RIBEIRO, 2011), o que pode permitir novas aplicagdes alimentares (MARTIN et al.,
2013). A encapsulagdo das células dentro de uma matriz ou membrana
semipermeavel protege os microrganismos do ambiente em que eles sao inseridos.
Ao mesmo tempo, a membrana pode controlar a entrada e a saida de substancias do
meio externo, dependendo da sua composi¢ao e estrutura, podendo ser preparada
para aumentar a resisténcia do microrganismo na passagem pelo TGl. A
microencapsulagcao também pode aumentar a sobrevivéncia dos microrganismos
durante os processos de liofilizagdo, congelamento e armazenamento. Assim, a
microencapsulacao tem sido proposta para diversos produtos lacteos fermentados,
devido ao aumento da viabilidade dos microrganismos nos produtos e no TGI (SHEU;
MARSHALL, 1993; RIBEIRO, 2011).

O Lactobacillus fermentum, reclassificado em 2020 como Limosilactobacillus
fermentum (L. fermentum), € um probidtico pouco estudado na literatura (ZHENG et
al., 2020), que demonstra abrangentes efeitos favoraveis na saude do hospedeiro
(ZHAO et al., 2019). Suas atividades antimicrobiana e antioxidante tém sido relatadas
na literatura (LEHRI; SEDDON; KARLYSHEV, 2017), além de possivelmente
beneficiar a saude cardiovascular, com efeitos positivos na lipoproteina sanguinea,
reduzindo o estresse oxidativo e as inflamagdes celulares (KULLISSAR et al., 2016;
ZHAO et al., 2019).

Os leites fermentados sao produtos lacteos comumente usados para carrear
microrganismos probidticos (SOCCOL; PANDEY; LARROCHE, 2013), matriz
alimentar favoravel para esse fim, pois possui calcio, proteinas, riboflavina, vitamina
B6 e vitamina B12 (MUNIANDY; SHORI; BABA, 2017). No entanto, nesta forma,
possui reduzida vida util, o que é uma desvantagem para seu uso industrial.

Portanto, a secagem do leite fermentado é uma opgdo para manter a
viabilidade microbiana de produtos probidticos durante o armazenamento, com base
na escolha correta da atividade de agua final do produto desidratado (RASIC;
KURMANN, 1978; SAKIN-YILMAZER et al., 2014).
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Produtos em p6 sao frequentemente obtidos pelas técnicas de spray drying,
leito fluidizado e liofilizacdo. Entretanto, novas técnicas vém sendo estudadas com a
finalidade da redug¢ao do consumo de energia, manutencao da qualidade e seguranca
dos produtos, e redugdo dos seus impactos ambientais (NINDO; TANG, 2007).
Poucas pesquisas sdo encontradas em relacdo a obtencdo de leites fermentados
desidratados, com foco na viabilidade dos microrganismos probidticos durante a
secagem e armazenamento (SANTOS et al., 2018; TONTUL et al., 2018). Além de
manter a viabilidade dos probidticos, a reconstituicdo dos pds desidratados deve
resultar em leite fermentado com comportamento reolégico analogo ao leite
fermentado fresco. As propriedades reoldgicas do leite fermentado estao relacionadas
aos seus parametros de qualidade sensorial, como a consisténcia na colher e na boca,

que afetam a aceitagéo do produto pelo consumidor (SAKIN-YILMAZER et al., 2014).

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver estratégias de desidratacdo de leite fermentado contendo
microrganismos probioticos para a obtencdo de produtos em pdé com alta
concentragdo de microrganismos viaveis por longos tempos de armazenamento a

temperatura ambiente

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Avaliar o encapsulamento de L. fermentum pela técnica de emulsao, usando
alginato e amido;

v Caracterizar morfologicamente as capsulas de alginato e amido com e sem o
microrganismo probidtico;

v' Determinar as cinéticas de secagem, atividade de agua (a.) e viabilidade
microbiolégica do leite fermentado nas diferentes temperaturas de secagem:
50 °C, 60 °C, 70 °C, 80 °C e 98 °C, pelo processo Cast-Tape Drying;
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v Obter pods pelos diferentes métodos de secagem: Cast-Tape Drying
(Temperatura de secagem 50 °C e 70 °C), liofilizagéo e Cast-Tape Drying sob
vacuo (Temperatura de 70 °C e pressao 35 KPa) e avaliar a sua estabilidade,
armazenando em diferentes UR: 26%, 48% e 67 %;

v' Obter e caracterizar os poés obtidos por Cast-Tape Drying, na melhor
temperatura de secagem, quanto aos parametros quimicos, fisicos, reolégicos,

morfologicos e reidratacao.

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 BACTERIAS ACIDO LACTICAS (BAL)

As bactérias acido lacticas (BAL) sdo largamente empregadas nas industrias
alimenticias, principalmente em produtos lacteos. Isso se justifica pela capacidade que
elas tém de conferir diferentes atributos sensoriais aos produtos fermentados, como
textura, sabor e aroma agradaveis (HUERTAS, 2010). Elas também s&do amplamente
encontradas em outros meios, como carnes, hortalicas fermentadas, massa azeda,
silagem e bebidas alcodlicas (FALAH et al., 2019).

Pertencente ao género Lactobacillus, da familia Lactobacilaceae, estes
microrganismos se apresentam na forma de cocos ou bacilos (SIAMANSOURI;
MOZAFFARI; ALIKHANI, 2013). Este género possui grande numero de espécies com
variadas propriedades bioquimicas e fisiologicas, capazes de crescer em
temperaturas que variam de 2 °C a 53 °C, e pH ¢6timo entre 5,5 e 6,2 (KANDLER;
WEISS, 1986). Nao sao formadoras de esporos, ndo sao moveis, sdo microaerofilos,
catalase positivos, Gram positivos, e fermentam os acgucares produzindo acido lactico
como principal produto. Quando sdo homofermentativos (exemplo: Lactobacillus
bulgaricus, Lactobacillus acidophillus, Streptococcus thermophillus), fermentam o
acgucar formando acido lactico e pequenas quantidades de acido acético, didxido de
carbono e outros produtos. Caso sejam heterofermentativos, produzem &acido lactico
e importantes quantidades de compostos volateis, como os alcoois (JAY, 1994;
FRAZIER; WESTHOFF, 1993).



29

3.2 MICRORGANISMOS PROBIOTICOS

Os microrganismos probioticos sdo definidos pela Organizagdao Mundial da
Saude (OMS) como microrganismos vivos, que quando administrados em
quantidades adequadas conferem beneficios a saude (FAO / WHO, 2019). Promovem
beneficios a saude humana inibindo o crescimento de bactérias patogénicas,
competindo com estas por nutrientes para o crescimento e a proliferacdo (GALDEANO
et al.,, 2019). Assim, estimulam seletivamente a reprodugdo ou atividade de
populag¢des bacterianas benéficas aos intestinos (MATTILA-SANDHOLM et al., 2002;
OLIVEIRA et al., 2009), criando uma flora intestinal que promove a saude humana
(FULLER, 1989).

Além das BAL (género Lactobacillus) usadas como probidticos, algumas
leveduras como Saccharomyces boulardii (KELLER et al., 2018) também s&o usadas.
Das cepas nativas da microbiota intestinal, os géneros probidticos de Bifidobacterium
e Lactobacillus vém sendo amplamente estudados e estabelecidos como habitantes
nativos fundamentais no intestino (CAPELA; HAY; SHAH, 2006).

As mudancas nos habitos alimentares tem sido acompanhada por um
aumento da demanda por alimentos promotores de saude, como os alimentos
funcionais (BROWN et al.,, 2018). Assim, as industrias alimenticias tém buscado
inovagdes tecnoldgicas no desenvolvimento de alimentos probidticos (TERPOU et al.,
2019), como evidenciado pelo crescente numero de alimentos probidticos e
suplementos alimentares comercializados nos ultimos anos (KAILASAPATHY, 2002).

O uso de microrganismos probiéticos na industria de alimentos tem produzido
uma variedades de formulacgdes, divididas em duas classes distintas: produtos
lacteos, como queijos, iogurtes, sorvetes, leites e cremes acidificados e produtos néo
lacteos, como hortalicas, carnes, paes, chocolates, sucos de frutas e outras
preparagoes com frutas (TERPOU et al., 2019).

Em produtos lacteos fermentados, as culturas probidticas podem ser
adicionadas antes da fermentacéo, junto as culturas iniciadoras do leite fermentado
ou apdés a fermentagdo, ao produto resfriado a 4 °C (LOURENS-HATTINGH;
VILJOEN, 2001).
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A inclusdo de probidticos em alimentos em escala industrial abrange varios
desafios, considerando aspectos microbioldgicos, tecnolégicos em geral e
econdmicos (TERPOU et al., 2019). Os produtos devem manter suas caracteristicas
funcionais durante todas as operacbes de processamento, armazenamento e a
passagem pelo TGl (ARAGON-ROJAS et al., 2019). A quantidade minima diaria
recomendada é de 10% a 10° UFC do produto no momento do consumo, que
corresponde a ingestéo de 100 g de produto contento 106a 107 UFC/g. Essa elevada
concentracao é necessaria para que as bactérias sobrevivam as condi¢cdes acidas do
TGl e proliferem no intestino (TERPOU et al., 2017).

A passagem pelo TGl consiste em diferentes processos que ocorrem no
estdmago (baixo pH), intestinos delgado e grosso (agao de enzimas e sais biliares). A
colonizacao de Lactobacillus é favorecida no célon e no ileo terminal do TGl humano
(ABADIA-GARCIA et al., 2013; MARTEAU et al., 1997).

3.3 LIMOSILACTOBACILLUS FERMENTUM

L. fermentum é uma bactéria acido lactica (BAL), Gram-positiva, delgada, nao
movel, do género Limosilactobacillus, encontrada em saliva humana, vagina humana
e no TGl de humanos e animais (ZHAO et al., 2021). A maioria das cepas apresentam
caracteristicas probidticas, ainda pouco estudadas na literatura. As principais
espécies probidticas comercializadas incluem o PCC, ME-3 e CECT 5716 (MANE et
al., 2009; ARCHER et al., 2015).

O L. fermentum CECT5716 € um microrganismo isolado do leite humano,
conhecido por reduzir a inflamacao e danos intestinais, tendo sido usado em produtos
alimenticios com a reinvindicacdo de melhorar ou manter a saude do consumidor
(MANE et al., 2009).

Na literatura, podem ser encontrados estudos sobre este probidtico em iogurte
(ALE et al., 2019), suco fermentado (PANDA et al., 2017) e encapsulacdo (ARAGON-
ROJAS et al., 2018; MARTIN et al., 2017; LIAO et al., 2019; ARAGON-ROJAS et al.,
2019). Assim, novas tecnologias s&o necessarias para a manutencao da viabilidade

das bactérias probidticas quando inseridas na matriz alimentar.
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3.4 STREPTOCOCCUS THERMOPHILUS

S. thermophilus € uma bacteria gram-positivo, que exibe células ovoides em
pares ou em cadeias curtas, organismo anaerobio aerotolerante (URIOT et al., 2017)
e termofilica, com temperatura étima de crescimento entre 40 °C e 45 °C (LUCEY;
SINGH, 1998).

E uma espécie de Streptococcus usada na industria de alimentos e
reconhecida como segura pela Food and Drug Administration (FDA) (URIOT et al.,
2017). Essa bactéria desempenha um importante papel na industria de alimentos,
sendo amplamente utilizada na produgao de produtos lacteos fermentados, atuando
em sinergismo com o L. bulgaricus na produgéo de iogurte (HAN et al., 2020), sendo
considerada o segundo iniciador mais importante da industria de laticinios apos o
Lactococcus Lactis (HOLS et al., 2005). Quando aplicado na produgado de leite
fermentado, o S. Thermophilus gera uma aparéncia viscosa ao produto, devido aos
exopolissacarideos (EPS) sintetizados por este microrganismo (KHANAL; LUCEY,
2017). Alguns estudos foram realizados para identificar o efeito da temperatura de
fermentacdo nas propriedades dos exopolissacarideos e no comportamento de
gelificagdo por meio de duas cepas de S. thermophilus (DGCC7785 e St-143)
(KHANAL; LUCEY, 2018), e no enriquecimento da cultura com acido y-aminobutirico
(GABA) do leite fermentado por meio da fermentacao por S. thermophilus (HAN et al.,
2020).

A literatura tem reportado o uso do S. thermoplilus na obtencédo de leites
fermentados, com possivel efeito terapéutico na gastrite crénica (RODRIGUEZ et al.,
2010). Leites fermentados com alto teor de folato também tém sido estudados, pois
ha evidéncia de que este produto pode aumentar o nivel de hemoglobina no sangue
(IYER; TOMAR, 2011).

3.5 MICROENCAPSULACAO
O conceito de microencapsulagao tem sua origem na idealizagcdo do modelo

celular, no qual o nucleo é envolvido por uma membrana semipermeavel que o protege

do meio externo e ao mesmo tempo controla a entrada e a saida de substancias na
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célula (RIBEIRO, 2011). A encapsulagdo vem sendo o método mais pesquisado para
melhorar a sobrevivéncia de probidticos e liberagao de compostos bioativos (TERPOU
etal., 2019). E uma alternativa eficiente para manter a viabilidade dos probiéticos, pois
permite isola-lo do meio ambiente, aumentando sua resisténcia as condicdes que sao
submetidos na producdo e durante o armazenamento. As paredes das capsulas
possuem efeito protetor, que se da pela limitagdo da difusdo de substancias inibitorias,
como o produto metabdlico de culturas iniciadoras, como H202 e acido latico
(HEIDEBACH et al., 2012).

Os probidticos podem ser encapsulados pelo uso de diferentes técnicas, tais
como emulsdo (MARTIN et al., 2013; SULTANA et al., 2000), extrusdo (LIAO et al.,
2019) e por meio de diferentes métodos de secagem (ARAGON-ROJAS et al., 2019).
A escolha da técnica depende da aplicacdo final do probiético (ARAGON-ROJAS et
al., 2019; PINTO et al., 2012), o tamanho e o mecanismo de liberagcdo das capsulas,
e as propriedades fisico-quimicas do meio em que seréo inseridas (RIBEIRO, 2011).
As capsulas precisam ter propriedades que garantam a sobrevivéncia do probiético
durante o processamento submetido, até a chegada ao intestino (ARAGON-ROJAS
et al., 2019). Determinadas técnicas de secagem para microencapsulagdo, como
spray drying e extrusdo tém aplicagbes limitadas, devido principalmente a sua
termossensibilidade e tamanhos de particulas maiores do que o indicado (MARTIN et
al., 2013). A técnica escolhida deve, além de garantir a sobrevivéncia do probidtico,
ter um baixo teor de umidade para melhor estabilidade dos microrganismos
(ARAGON-ROJAS et al., 2019).

Os materiais de parede usados para a microencapsulagao dependem das
aplicacdes e sao diversos, tais como agar, alginato de sddio, carragena, goma arabica,
quitosana, dextranas, amido e derivados da celulose (etilcelulose, acetilcelulose,
metilcelulose, carboximetilcelulose, nitrocelulose) (SERNA-COCK; VALLEJO-
CASTILLO, 2013), entre outros.

Dentre os materiais de parede utilizados, o alginato € um dos compostos em
destaque, sendo formado por blocos homopoliméricos de acido a-d-glucurénico
("blocos G") e acido B-d-manurdnico ("blocos M") (CHUANG et al., 2017; LAURIENZO,
2010; PIORNOS; BURGOS-DIAZ MORALES; RUBILAR; ACEVEDO, 2017). E obtido
por processo de extragcdo de algas marinhas marrons (Phaeophyceae), no qual a
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dimenséo dos residuos M e G depende das espécies de algas marinhas das quais o
acido alginico é isolado (BUREY et al., 2008), Figura 2. Amplamente utilizado na
industria de alimentos, com a finalidade de modificar a capacidade de ligagao a agua,
espessamento, estabilizar emulsdes e formar filmes (CHING; BANSAL; BHANDARI,
2017).

Figura 2 — Estrutura do alginato.
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Fonte: (BUREY et al., 2008).

O alginato de sédio vem sendo amplamente usado para a encapsulagcao de
probidticos (MARTIN et al., 2013; PIORNOS et al.,, 2017; SIMPSON et al., 2004;
SULTANA et al., 2000), por ser comestivel, ndo toxico, de facil manuseio, por sua
biodisponibilidade e biocompatibilidade e baixo custo. Os alginatos facilitam a
formacao de capsulas por gelificacdo ionotropica ou idnica, resultando em estruturas
gelatinosas esféricas formadas pelo intercruzamento de cargas opostas. A
gelatinizagdo do alginato é uma técnica adequada para a microencapsulagao de
probidticos, pois a matriz de gel composta por microparticulas de alginato é capaz de
reter bactérias com tamanho de 1 a 3 um, porque possui estrutura com poros menores
do que 17 nm (MARTIN et al., 2015).

A geleificagdo do alginato ocorre quando cétions divalentes, como o Ca?*, se
unem aos “blocos G”, formando géis por meio de reticulagédo (PIORNOS et al., 2017),
resultando em uma rede tridimensional de filamentos de alginato; o modelo que melhor
descreve essa ligacado dos filamentos de alginato é descrito como "modelo de caixa
de ovos" (ETCHEPARE et al., 2015; SIMPSON et al., 2004). O gel formado é capaz
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de resistir a um pH entre 3 e 10, sendo resistente a degradagédo bacteriana e
enzimatica, formando uma barreira que retarda a permeacao de fluidos acidos
(KLAYRAUNG; VIERNSTEIN; OKONOGI, 2009). Porém, quando em contato com o
pH gastrico (pH 3,0) a reticulagao sofre hidrolise e perde a capacidade de impedir as
combinagbes elestrotaticas entre o Ca*2 e COO-, que ocorre devido a neutralizagdo
do grupo carboxilato do alginato (VEGA-SAGARDIA et al., 2018).

A estrutura da capsula, como o tamanho e a forma, sdo importantes para
aplicagbées em produtos especificos (CHING et al., 2017), pois a adigdo das capsulas
nao deve afetar as caracteristicas sensoriais dos alimentos (HEIDEBACH et al., 2012).
Portanto, € recomendado que o seu diametro seja menor que 100 um (SIMEONI et
al., 2014), para nao causar aspecto arenoso durante o consumo, e consequente
rejeicado por parte dos consumidores.

A técnica de emulsdo é adequada para encapsulamento de probidticos, mas
as superficies das particulas de gel de alginato sdo asperas, compostas de ranhuras
grandes e irregulares (CHING et al., 2017). Isso causa uma baixa estabilidade fisica
na presenca de agentes quelantes de Ca*?, ions monovalentes e condigbes
ambientais adversas (SMIDSROD; SKJAK-BRAEK, 1990). Diversos estudos tém sido
realizados visando a melhoria da estabilidade quimica e mecanica das capsulas de
alginato (KRASAEKOOPT; BHANDARI; DEETH, 2003), com base na adicdo de
outros constituintes de parede, facilitada pelas propriedades bioadesivas do alginato
(SOHAIL et al., 2011). A adicdo de amido (SULTANA et al., 2000) resulta em géis de
alginato melhorados, adequados para o encapsulamento de microrganismos
probidticos, com liberacdo das células metabolicamente ativas no intestino
(MORTAZAVIAN et al., 2008).

Kailasapathy (2006) estudou a incorporagdo de culturas probioticas
microencapsuladas com alginato e amido em iogurte. As capsulas com
microrganismos foram produzidas por emulsificagédo. O autor observou um aumento
na sobrevivéncia de 2 e 1 log no numero de células viaveis de L. acidophilus e
Bifidobacterium lactis, respectivamente, quando incorporados na forma encapsulada.
A viabilidade celular dos L. acidophilus e B. lactis quando adicionados na forma livre
no iogurte sofreu reducdes de 4 e 3 logs, respectivamente. Os microrganismos

adicionados na forma encapsulada apresentaram uma redugao de 2 logs no periodo
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de 7 semanas de armazenamento a 4 °C. Martin et al. (2013) estudaram a viabilidade
de L. fermentum CECT5716 encapsulado em alginato e amido n&do modificado. Eles
observaram que o encapsulamento com os dois polimeros teve melhor efeito sobre a
viabilidade celular, comparado com o uso apenas do alginato, ndo havendo perda de
viabilidade apds 45 dias a 4 °C.

3.6 LEITE FERMENTADO

O mercado de produtos lacteos tem buscado produtos inovadores que
possam beneficiar a saude humana (GALLINA, 2010). A industria de laticinios tem
respondido a essa demanda com a fabricacdo de diversos alimentos funcionais,
adicionando microrganismos probidticos e compostos prebioticos na formulagéo dos
produtos (LOLLO et al. 2015). Dentre os alimentos comumente utilizados para a
insercdo dos microrganismos probidticos, os produtos lacteos sdao os meios mais
utilizados, com destaque para os leites fermentados (SOCCOL et al., 2013).

Leites fermentados podem ser adicionados de outros compostos alimenticios
(como leite reconstituido), e sdo obtidos pela redu¢do do pH do leite, com sua
coagulacado. A fermentagao se realiza com um ou mais microrganismos, como 0s
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Bifidobacterium sp, Streptococus
Thermophilus elou outras bactérias acido lacticas, que contribuem para a formagao
das caracteristicas do produto final. Para que os alimentos possam reivindicar sua
caracteristica probidtica, as células microbianas devem estar viaveis, ativas e
abundantes no produto durante seu prazo de validade (MAPA, 2007).

O consumo de leite fermentado apresenta beneficios a saude. A ingestao de
200 g de leite fermentado por dia pode diminuir em 3% o risco de ter diabetes tipo 2,
porcentagem que aumenta para 4% ao consumir leite fermentado com baixo teor de
gordura (GIJSBERS et al.,, 2016). Van der Nieuwboer et al. (2015) observaram o
consumo de leite fermentado por idosos reduziu a diarreia significativamente (tipo 5,
6 e 7). Nagata et al. (2016) observaram que o consumo de leite fermentado por idosos
durante seis meses diminuiu pela metade o numero de vezes que estes apresentaram

febre, com ganhos paralelos na diminuicdo da diarreia.
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Os microrganismos probidticos, possuem uma vida util limitada no leite
fermentado convencional (CAPELA; HAY; SHAH, 2006), devido a competi¢cao entre
as bactérias probioticas com outras espécies presentes no produto, causando
reducao na viabilidade celular (SIDIRA et al., 2017). Neste sentido, a compreensao de
fatores intrinsecos e extrinsecos relacionados a elaboragdo desses alimentos séo de
extrema importancia (GRANATO et al. 2010).

3.7 LEITE FERMENTADO EM PO

Os produtos probidticos disponiveis no comércio sado principalmente na forma
liquida ou semissolida, com baixa viabilidade microbiolégica, pois as bactérias nao
sobrevivem as condi¢cdes adversas durante a passagem do TGl (KLAYRAUNG,;
VIERNSTEIN; OKONOGI, 2009).

O leite fermentado em sua forma fresca possui vida util curta, necessitando
de refrigeracao durante sua producao e comercializacao (entre 2 °C e 4 °C), com seus
custos associados (RASIC; KURMANN, 1978; SAKIN-YILMAZER et al., 2014). O
desenvolvimento de produtos probidticos secos que garantam a sobrevivéncia dos
microrganismos probidticos € uma real possibilidade (RASIC; KURMANN, 1978;
SAKIN-YILMAZER et al., 2014). A secagem permite armazenar menores volumes e
pode garantir a viabilidade dos microrganismos por mais tempo, dependendo dos
parametros de secagem e de armazenamento utilizados (TAMINE; ROBINSON, 1999;
KUMAR; MISHRA, 2004; KEARNEY et al., 2009).

Dentre os processos de desidratagao, a liofilizagao é o processo mais utilizado
para produzir alimentos probidticos em pd, por ndo utilizar altas temperaturas de
secagem. No entanto, os custos de investimento e de operagao da liofilizagado limitam
seu uso em processos de larga escala para produtos de alto valor agregado (KOC et
al., 2014). O spray drying tem sido a alternativa mais usada como opg¢ao ao processo
de liofilizac&o. E uma técnica viavel, econdémica e versatil, realizada em equipamentos
de facil operagcdo (MEDEIROS et al.,, 2014). Porém, as altas temperaturas do ar
durante o processo de secagem afetam de forma negativa a viabilidade dos
probiéticos.
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A secagem usando elevadas temperaturas durante o processo pode reduzir
substancialmente as contagens da cultura do leite fermentado, e consequentemente,
seus beneficios para a saude. A viabilidade do pé de leite fermentado seco € um indice
usado para avaliar o grau de dano térmico causado durante a secagem e para otimizar
as condi¢des de processamento (KOC et al., 2010). Os p6s podem ser usados pela
industria como ingrediente para a fabricacdo de variados produtos alimenticios em
confeitarias, industrias de panificagao, de laticinios em misturas de leite fermentado
com frutas ou vegetais e misturas instantaneas de bebidas, em bases de sopas e
molhos (KUMAR; MISHRA, 2004), podendo também serem consumido de forma
direta apods a reconstituicdo (SAKIN-YILMAZER et al., 2014).

Alguns dos parametros fisicos desejaveis dos pos apos a reconstituicdo séo
alta solubilidade ou dispersabilidade (rapida molhabilidade e disperséo) (KOC et al.,
2014). Para se alcancar estabilidade quimica e microbioléogica durante o
armazenamento € necessario que produto seco seja armazenado com baixa atividade
de agua (SCHUCK; DOLIVET; JEANTET, 2012). Apds a reconstituicdo, é essencial
que o leite fermentado tenha um comportamento reolégico analogo ao do leite
fermentado original, uma vez que as propriedades reoldgicas e estruturais do leite
fermentado estao relacionadas com a aceitagao do produto pelo consumidor (SAKIN-
YILMAZER et al. 2014).

3.8 SECAGEM

A secagem € um dos processos mais antigos para a conservagdo dos
alimentos, proporcionando inUmeras vantagens, como a redugéo da velocidade de
reagdes fisico-quimicas e enzimaticas indesejaveis, do crescimento microbioldgico,
resultando em aumento da vida util do produto (LABUZA et al.,1972). Além disso, a
diminuicdo do peso e do volume do alimento causados pela secagem reduzem os
custos de transporte e armazenamento, o que facilita o uso e diversifica a oferta de
varios produtos (FELLOWS, 2018). Assim, a secagem tem sido uma das operagdes
unitarias mais aplicadas na preservagéao de alimentos (LLAVATA et al., 2020; VEGA-
MERCADO et al., 2001).
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O processo de secagem convencional (estufa de convecgao) ocorre devido ao
desequilibrio entre a presséo parcial de vapor da agua em um dado material e a
pressao parcial de vapor da agua no ar que circula na estufa. Durante a secagem, o
material a ser seco perde umidade para o ambiente, até que a presséo parcial de
vapor de agua no material se iguale a presséo parcial do ar (GEANKOPLIS, 1993).

As curvas de evolugédo do teor de umidade em base seca (X,,), da taxa de
secagem (dX/dt) e da evolugéo da temperatura do produto (T') durante o processo de

secagem sao apresentados na Figura 3.

Figura 3 — Curvas tipicas da secagem com ar quente (secagem convectiva).
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Fonte: Adaptado de Park et al. (2007).

A evolugao do teor de umidade (X;,) da amostra com o tempo é dada pela curva
de secagem, obtida sob condi¢cdes de processamento definidas (UR, T, velocidade do
ar). A taxa de secagem, (dX/dt) é obtida pela derivada da curva de secagem em
relagdo ao tempo. Juntamente X, e dX/dt, a curva da evolugdo da temperatura da
amostra durante o processo de secagem completa o conjunto de informacbes
fundamentais para entender um processo de secagem (GEANKOPOLIS, 2003).

Séao observadas trés fases durante o processo de secagem, representadas
pelas regides A, B e C da Figura 3. No inicio do processo de secagem (regido A, na
Figura 3), o produto esta a uma temperatura abaixo a temperatura do ar de secagem.
Assim, sua temperatura é rapidamente elevada, até atingir da temperatura de bulbo

umido do ar (isso ocorre principalmente para produtos com alto teor de agua inicial).
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Esse periodo inicial de ajuste geralmente € curto e desprezado no calculo do tempo
de secagem. Logo apds, ocorre a fase de secagem a taxa constante (regido B, na
Figura 3), na qual toda a superficie do produto exposta esta saturada de agua. Do
ponto de vista pratico, essa agua esta livre e age como se o produto n&o estivesse
presente. Essa fase de secagem persiste enquanto a agua do interior do produto migra
para a superficie na mesma velocidade com que evapora na superficie. Portanto, no
periodo de secagem a taxa constante, a taxa de secagem depende exclusivamente
da taxa de transferéncia de calor para o produto que esta sendo seco. O final dessa
fase ocorre quando a superficie do produto fica insaturada de agua e a taxa de
secagem comecga a diminuir. A umidade a partir da qual isso ocorre tem sido
denominada de umidade critica (X.), mas € importante destacar que ela é uma
caracteristica que depende do produto e das condicbes de processo (FELLOWS,
2009; FOUST et al., 1982; GEANKOPOLIS, 2003; RAHMAN; PERERA, 2007).

Durante a fase de secagem a taxa decrescente (regido 3 na Figura 3), a
velocidade de migragdo da agua do interior do produto para a superficie é inferior a
velocidade de evaporagao da agua da superficie. Assim, a temperatura da superficie
do produto aumenta, até atingir a temperatura de bulbo seco do ar de secagem. O
processo de secagem termina quando o produto atinge a umidade de equilibrio (X,g),
que corresponde a menor umidade que o material pode atingir no processo de
secagem, nas condicbes as quais esta submetido (FOUST et al., 1982;
GEANKOPLIS, 1993; FELLOWS, 2009).

A secagem é um dos principais métodos de conservacgao utilizados na industria
alimenticia, mas € preciso selecionar os processos adequados e as condi¢gbdes de
tempo e temperatura que reduzam as degradagdes decorrentes do tratamento térmico
inerente (BENLLOCH-TINOCO et al., 2013). Dependendo das técnicas e condi¢des
de secagem do leite fermentado, algumas transformacdes fisicas e quimicas
acontecem, influenciando a qualidade do produto (TONTUL et al., 2018). A exposi¢cao
do produto a temperaturas elevadas durante a secagem ocasiona danos as células
dos microrganismos, que os inativam pela desnaturagao de proteinas ou por reagdes
de oxidacdo. Quando se utiliza temperaturas elevadas, e longos periodos de
secagem, a reducdo do numero de microrganismos viaveis pode inativa-los
completamente (ALTERTHUM; CARVALHAL, 1999).
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Os parametros cinéticos classicos utilizados para expressar a inativacao
térmica de microrganismos em alimentos s&o os parametros D e z (TOLEDO, 1991;
HAUG,1993). O valor D é o tempo de redugdo decimal. A uma dada temperatura, D
representa o tempo para que a curva de sobreviventes atravesse um ciclo logaritmico.
Em outras palavras, D é o tempo que uma amostra deve ser mantida a uma dada
temperatura para reduzir para 10% sua concentragao inicial de células viaveis. O valor
z € o intervalo de temperatura que causa um aumento de dez vezes na velocidade de
uma dada reagao, como a inativagdo de um dado microrganismo. Em outras palavras,
z pode ser visto como 0 aumento de temperatura necessario para reducdo de uma

unidade logaritmica no valor de D.

3.8.1 Métodos de secagem

A demanda por alimentos em pd tem crescido, devido principalmente a
praticidade oferecida pelos produtos, impulsionando pesquisadores e industrias a
desenvolverem novas tecnologias de secagem, que resultem em alimento com
paréametros de qualidade funcionais, nutricionais e sensoriais desejados (JANGAM,;
LAW; MUJUMDAR, 2010, ZOTARELLI; CARCIOFI; LAURINDO, 2015).

Os alimentos em p6 apresentam diferentes propriedades fisicas (tamanho e
distribuicao de particulas, densidade aparente e densidade das particulas, porosidade
do conjunto de particulas, solubilidade, molhabilidade, dispersibilidade, entre outras),
que sao importantes para sua estabilidade no armazenamento e para suas diferentes
aplicagdes. Essas propriedades dependem das condi¢des de processamento durante
a secagem e moagem, quando for o caso (VISSOTTO et al., 2006).

Algumas das propriedades fisicas de um produto em p6 que sado importantes
para sua reconstituicio sao o teor de umidade, a porosidade intrinseca das particulas,
a distribuicdo de tamanhos dessas particulas e a densidade aparente do conjunto de
particulas, além da dispersibilidade em &gua (LEON-MARTINEZ; MENDEZ-
LAGUNAS; RODRIGUEZ-RAMIREZ, 2010).

A secagem de alimentos pode ser realizada por diversos métodos, e os fatores
que determinam a escolha do secador a ser utilizado incluem a natureza do produto,

as condigbes de operagdo, volume processado e os fatores econdmicos (CHUA;
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CHOU, 2003; FELLOWS, 2009). A seguir, apresenta-se uma breve abordagem sobre
a secagem por liofilizagéo, spray-drying e por método de espalhamento (Refractance

Window, Cast-Tape Drying e Cast-Tape Drying sob vacuo).

3.8.1.1 Liofilizagdo

Na liofilizagéo, o alimento é inicialmente congelado e, em seguida, o vapor de
agua é removido por sublimagdo em uma camara de vacuo, em pressdes de vapor e
temperaturas abaixo do ponto triplo da agua (ORDONEZ, 2005). O calor de
sublimacéo é fornecido por condugao ou por radiagcédo, emitida por placas aquecidas,
no interior da camara de sublimacédo. Se a etapa de congelamento for realizada
adequadamente, a agua congelada muda de fase sem causar alteragdes na estrutura
celular do alimento (BOSS, 2004).

As baixas temperaturas causam pouca perda de nutrientes e a estrutura nao
danificada possibilita reidratacédo rapida e completa do produto. Por isso, € um dos
métodos comumente utilizados nas industrias de alimentos para a secagem de
produtos de alto valor agregado e termosensiveis, preservando a maioria das
propriedades do produto (OIKONOMOPOULOQOU et al., 2011). Porém, o alto custo de
investimento com equipamentos e o alto gasto com energia para a desidratagao sao
desvantagens desse processo (MARQUES; COSTA, 2015).

3.8.1.2 Refractance Window (RW) e Cast-Tape Drying (CTD)

RW é um método de secagem em que suspensodes liquidas sdo espalhadas
sobre uma esteira de poliéster que flutua sobre um banho de agua aquecida em
temperaturas pré-determinadas. O produto seco sai na forma de filmes, flocos ou p6
(apbs processo de moagem) (DURIGON et al., 2018). O fluxo de calor proveniente da
agua quente chega ao produto a ser seco pelo mecanismo de condugao (ABONYI et
al., 2002; NINDO; TANG, 2007). Teoricamente, o processo de RW pode utilizar os trés
mecanismos de transferéncia de calor: condugdo, conveccdo e radiagdo para
secagem ou concentragao de alimentos liquidos e purés. Porém, Zotarelli et al. (2015)

demonstraram que a radiagao no processo de secagem por RW contribui com menos
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de 5 % do calor total necessario, e que o processo é controlado pelo mecanismo de
condugao de calor. Portanto, esse processo de secagem pode ser denominado como
um método de secagem condutivo de solugdes ou suspensdes espalhadas sobre um
suporte ndo transparente a radiagao, o que foi denominado de Cast-Tape Drying
(CTD) pelo grupo de pesquisa de secagem da UFSC.

Como a radiagao térmica nao é importante para o processo de secagem, o
suporte utilizado na secagem por RW pode ser substituido por outros com menor
energia livre superficial, como é o caso do politetrafluoretileno (Teflon®), o qual facilita
a retirada dos materiais secos (DURIGON et al., 2018). Este método de secagem tem
sido utilizado para a secagem de polpa de manga (ZOTARELLI et al., 2017, SIMAO
et al., 2019), goiaba (FRABETTI; DURIGON; LAURINDO, 2018), abacaxi (SIMAO et
al., 2021), morango (FRABETTI et al., 2021 e SIMAO et al., 2022), tomate (DURIGON
et al., 2016, 2018), produtos lacteos como iogurte (COSTA, 2017) entre outros.

A secagem de iogurte por Cast-tape Drying (expressao mais geral que RW)
foi relatada por Tontul et al. (2018) e por Costa (2017). O ultimo realizou a secagem
de iogurte por CTD sob vacuo, utilizando temperaturas de secagem de 50 °C,
resultando em produto com a,, do produto igual a 0,56. O p6 de iogurte secado por
Cast-Tape Drying sob vacuo, (V-CTD) apesar de apresentar 92% de sobrevivéncia
logo apds a secagem, em 21 dias de armazenamento a 25 °C, perdeu completamente
a viabilidade celular (COSTA, 2017). Para a secagem por RW, a viabilidade das
culturas de L. delbrueckii subsp. Bulgaricus e S. thermophilus foi dependente da
temperatura de secagem e armazenamento (TONTUL et al., 2018). Os autores
observaram que o iogurte em po preservou a viabilidade dos microrganismos durante
o armazenamento por 90 dias a 4 °C, enquanto no iogurte liquido as células perderam
a viabilidade em 30 dias de armazenamento a 4 °C.

No processo de secagem por CTD é recomendado que a temperatura da agua
seja inferior a de ebulicdo, para evitar a formagao de bolhas, as quais prejudicam a
transferéncia de calor (NINDO et al., 2004). O uso de temperaturas mais brandas
favorece a secagem de culturas de produtos lacteos, tais como as do iogurte (KUDRA,;
MUJUMDAR, 2009). Estima-se que esse método tenha um custo de implantagéo de

um tergo do valor da implantagao de um spray dryier (NINDO; TANG, 2007).
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Um aparato experimental de CTD que opera em batelada esta representado

na Figura 4.

Figura 4 — a) Esquema do aparato experimental do CTD que opera em batelada; b)
Fotografia do equipamento de CTD.
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Fonte: Silva, 2021.

3.8.1.3 Cast-Tape Drying sob vacuo (V-CTD)

O equipamento de Cast-Tape Drying foi modificado usando uma camara de
vacuo acoplada na parte superior da superficie onde os materiais sdo espalhados. A
secagem sob vacuo permite a evaporagdo da agua em temperaturas mais amenas,
diminuindo a velocidade de reagdes quimicas e a inativagdo microbiana (COSTA,

2017). O método de secagem por Cast-Tape Drying sob vacuo pode ser conveniente
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para a secagem de produtos que sejam sensiveis a temperatura e ao oxigénio, como
aqueles que possuem microrganismos probioticos.

Costa (2017) realizou a secagem de iogurte comercial por Cast-Tape Drying
sob vacuo, que foi espalhado com espessura de 2 mm sobre o suporte mantido a
50 °C. Na Figura 5 é apresentada a camara de vacuo usada por Costa, (2017). A
secagem foi iniciada com pressao de 10 kPa, mas foi reduzida para 3 kPa apés o
inicio do periodo de secagem a taxa decrescente. Essa estratégia de operagao
garantiu que a temperatura do produto permanecesse entre 28 °C e 35 °C durante a
secagem. A viabilidade celular nos pés de iogurte secos por Cast-Tape Drying nessas
condi¢cbes foram tao altas quanto as encontradas para o produto liofilizado. Porém, as
células perderam a viabilidade apdés trinta dias de armazenamento a temperatura
ambiente. Assim, o processo mostrou ser uma alternativa viavel a liofilizagcédo, a
depender de modificagdes das condigbes de processo que garantam a viabilidade

celular por maiores periodos.

Figura 5 — a) Esquema do equipamento de V-CTD b) Cémara de vacuo usada no
trabalho de Costa (2017).
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de agua; 4-Valvula de controle da vazao; 5- sistema de espalhamento com espessura controlada
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(doctor blade); 6- Camara de vacuo; 7- Bomba de vacuo; 8- Trapping; 9- Sensor de temperatura por
infra-vermelho; 10- Valvula T de controle de vacuo; 11- Vacubmetro (transdutor de pressao); 12-

Computador conectado a um sistema de aquisicao de dados.

3.9 ATIVIDADE DE AGUA (a,)

A agua é um componente de grande relevancia em um alimento e um fator
diretamente associado a sua vida util. No entanto, o mais importante € a maneira em
que a agua se encontra no produto, que resultara na sua atividade. O conhecimento
da atividade da agua em um alimento é crucial para a determinagéo das condi¢des de
armazenamento que garantam da qualidade dos produtos secos, como é o caso dos
pos (SILVA, 2008).

Por definicdo, a atividade de agua em um alimento é a razao entre a pressao
parcial de vapor da agua no alimento (P) e a pressao de vapor da agua pura (P,),
considerando as mesmas condigdes de temperatura e pressédo (FENNEMA,
DAMODARAM; PARKIN, 2010, JANGAM; MUJUMDAR, 2010), como mostrado na
Equacao 1.

ay == [1]

Nos alimentos com a,, reduzidas (abaixo de 0,2) ha inibicdo de quase todas
as reagdes, mas essa baixa atividade de agua expde o produto as reagdes de
oxidagao lipidica (LABUZA et al., 1972). Nesta a,,, 0 alimento ndo tem a monocamada
de moléculas de agua adsorvidas, expondo os ions metalicos presentes naturalmente
no alimento, que sao iniciadores da oxidagéao lipidica (BELITZ; GROSCH, 1997).
Portanto, produtos com elevada quantidade de lipideos sdo mais estaveis em a,,
normalmente entre 0,3 e 0,5, situacdo em que existe a monocamada de agua
adsorvida. Valores de atividade de agua maiores que 0,5 levam a maiores velocidades
das reagdes de escurecimento ndo enzimatico, bem como para atividade enzimatica.
Além dessas reagoes, a a,, hos alimentos é essencial para saber os microrganismos

que podem crescer nos produtos. Abaixo de 0,9, o crescimento de bactérias € limitado.
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Enquanto leveduras tém seu crescimento limitado em a,, abaixo de 0,8 e fungos

abaixo de 0,7, conforme apresentado na Figura 6.

Figura 6 — Velocidade de reagdes quimicas e crescimento microbiano em fungéo da

atividade de agua no alimento.

“%
= v A
- \ g
- \ %
(K \ s Iy
S o :
'3 = \‘?: i
-
£ :g 2 ;’ ;£ =
5 5 "% ’ I’ e
S £ e & 2
S 2 \ ) g 2
m E \ P -
- O /o 2
= \ : K
-— E LY . ¢ & E
s g ) R s
g E ~ Ry .
LT - o § g
3E S R s
= & .
= P P
2 r 1’ -
= ,qD"‘:E? _____________ pLm=- .
> i S0 ’
K de ) ;
L AT e 5 F
.o '—o' _.-
-~ - -
| | = ] -="T 1 L

0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
Atividade de dgua
Fonte: Adaptado de Labuza et al. (1972).

3.10 ISOTERMAS DE SORGCAO DE UMIDADE

As isotermas de sorcédo de umidade descrevem a relacao entre a atividade de
agua e a umidade de equilibrio do produto com o ar circundante, a uma dada
temperatura (LABUZA; ALTUNAKAR, 2020, FELLOWS, 2009; JANGAM;
MUJUMDAR, 2010). Alimentos em p6 tém alta area superficial especifica e sao
propensos a ganhar agua do ambiente e com isso podem ficar pegajosos e endurecer.
As isotermas de sorcdo de umidade dos pds permitem obter informacdes sobre as
etapas de processamento. Elas também sao uteis pra definir as condicbes adequadas
de embalagem e armazenamento e ajudam a compreender as mudancgas fisico-
quimicas que ocorrem com o produto (FARAHNAKY; ANSARI; MAJZOOBI, 2009;
PAVAN, SCHMIDT; FENG, 2012).

Diversos sdo os métodos usados para determinar as isotermas de sorgcao de
umidade, sendo o método gravimétrico estatico o mais empregado, por ser de baixo
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custo e simples aplicagdo. Esse método consiste no acondicionamento do produto em
recipientes fechados com solugdes salinas saturadas, que produzem ambientes com
diferentes umidades relativas (JANGAM; MUJUMDAR, 2010). As isotermas de sorgéo
podem ser obtidas a partir de processos de adsor¢ao (reidratacdo de uma amostra
seca) ou processos de dessorcao (desidratacdo de uma amostra umida), sendo que
a diferenga entre essas curvas € definida como histerese (SAHIN; SUMNU, 2006). Na
Figura 7 € mostrada uma isoterma tipica de sor¢do de umidade, dividida em trés
regides distintas, as quais dependem do tipo de interagdo da agua com os

componentes do alimento.

Figura 7 — Isoterma tipica de sorgao.
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Fonte: Adaptado de Labuza e Altunakar (2020).

Na regiao (A), o teor de agua € baixo e ela esta fortemente ligada, permitindo
principalmente reacdes de oxidagdo com sitios ativos expostos, principalmente
quando a monocamada de adsorgédo nao esta completa. Na regido (B), a agua esta
com ligagdes mais fracas, adsorvida nas multicamadas acima da monocamada e
condensada em capilares finos. Na regido (C), a agua encontra-se em capilares
maiores, fracamente ligada, disponivel como solvente e para reagdes (BARBOSA-
CANOVAS et al., 2007; FELLOWS, 2009; SAHIN; SUMNU, 2006).
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Diversas equagdes tém sido propostas para a modelagem de isotermas de
sor¢ao de produtos alimentares. Dentre estes, uma das mais usadas para ajustar as
curvas de isotermas de sorcdo de umidade de alimentos em uma faixa de atividade
de agua entre 0 a 0,95, é o modelo de GAB (Guggenheim-Anderson-de Boer), como
demonstrado na Equacgéo 2 (LABUZA; RAHMAN, 2007).

Xm.C.k.ay,

Xeq = (1-k.ay).(1-k.ay+C.k.ay) [2]

A UR a qual uma amostra foi condicionada corresponde, no equilibrio, a sua
a,,, dada em decimal (a,,=UR/100), enquanto o teor de umidade da amostra € chamado
de teor de umidade de equilibrio, X.,, expresso em (g.g™", b.s.). A umidade da

monocamada é representada por X,,, dada em (g.g"' b.s.). C é a constante de
Guggenheim, relacionada a energia de interagao das moléculas na monocamada com
a matriz solida, enquanto k € a constante relacionada a energia de interagcdo das
moléculas adsorvidas nas multicamadas.

As isotermas de sor¢cdo de umidade podem ser classificadas em trés tipos
(Figura 8), de acordo com a variacdo de umidade de equilibrio com a atividade de
agua do produto (BRUNAUER et al., 1940). As isotermas mais encontradas para
produtos alimenticios sao as do tipo Il e lll (LABUZA; ALTUNAKAR, 2020). Na curva
tipo I, a agua esta pouco ligada ao alimento e comumente presente em pequenos
capilares (BARBOSA CANOVAS et al., 2007). A de tipo Ill é tipica de produtos ricos
em componentes soluveis, como agucar ou sal (RAHMAN, 2008), com a agua
presente em grandes capilares, que pode ser considerada como agua livre
(BARBOSA CANOVAS et al., 2007).
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Figura 8 — Tipos de isotermas de sor¢ao.

Tipo 1 Tipo 11 Tipo 111

0 Atividade de agua 1 0 Atividade de agua 1 o Atividade de agua 1

Fonte: Adaptado de Brunauer (1945).

A andlise da literatura apresentada mostra a necessidade de maiores estudos
quanto a obtencdo de produto lacteo seco adicionado de probidtico atrelado ao
encapsulamento, a fim de conferir maior vida util, sendo de grande importancia para

a industria alimenticia e para aqueles que o consumirem.

4MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Propriedades Fisicas de
Alimentos (PROFI) do Departamento de Engenharia Quimica e Engenharia de
Alimentos (EQA) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).

41 MATERIAIS

Leite desnatado homogeneizado e esterilizado (Aurora, Brasil) e leite em po
desnatado instantaneo (Nestlé, Brasil) foram adquiridos em comércio local. A cepa
de Streptococcus thermophilus LBP UFSC 051, origem de Queijo Pecorino Toscano
para a obtencéo do leite fermentado, foi adquirido do Laboratério de Tecnologia de
Alimentos e Bioprocessos do Departamento de Ciéncias e Tecnologia de Alimentos
da UFSC e a cepa probidtica de L. fermentum LBP UFSC 017 é da Colecao de Micro-
organismo de Referéncia em Vigilancia Sanitaria (CMRVS). Os materiais de preparo
das capsulas, como amido de mandioca pré-gelatinizado (Marechal Candido Rondon,
Parand), alginato de sédio (Exodo cientifica, Brasil), carbonato de calcio (Exodo

cientifica, Brasil), 6leo de girassol (Bunge, Santa Catarina, Brasil), Tween 80 (SYNTH,
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Presidente Prudente, Sdo Paulo, Brasil), acido acético glacial (Vetec, Brasil) foram

obtidos em empresas que comercializam produtos quimicos e mercados locais.

4.2 MANUTENGCAO E PREPARO DA CULTURA PROBIOTICA

A reativagdo para a manutengédo da cultura probidtica de L. fermentum foi
realizada em agar De Man, Rogosa e Sharpe (MRS) (Merck, Germany) por 18 h a
37 °C, até a fase estacionaria. Em seguida, a cultura foi distribuida em microtubos
(eppendorf) e um crioprotetor (glicerol 20%) foi adicionado antes do armazenamento
em ultra freezer (-60 °C) até sua utilizagao (RIBEIRO, 2011).

Para obtencdo da suspensao da cultura probidtica, apds o crescimento, a
cultura foi transferida para tubos falcon de 50 mL (Centrifuge 5804 R, eppendorf,
Brasil) e centrifugados a 7000 g por 10 minutos, a 4 °C. O sobrenadante foi descartado
e o concentrado de células foi suspenso em agua peptonada 0,1% (p/v) para a
lavagem das células; essa etapa do processo foi realizada duas vezes.

A contagem de células foi determinada por meio de plaqueamento em
profundidade em placas de Petri, utilizando-se agar MRS (DE MAN et al., 1960). As
placas foram incubadas a 37 °C por 72 h. A suspensao de células foi utilizada
subsequentemente na producado das microcapsulas.

A pesquisa foi dividida em 3 estudos, como descritos a seguir.

4.3 ESTUDO |-SECAGEM DE LEITE FERMENTADO POR CAST-TAPE DRYING:
INFLUENCIA DA TEMPERATURA E DO ENCAPSULAMENTO DO L.
FERMENTUM NA VIABILIDADE CELULAR APOS O PROCESSAMENTO.

Na Figura 9 esta apresentado o esquema organizacional do Estudo I.
Figura 9 — Esquema organizacional do Estudo I: Efeito da temperatura de secagem

do leite fermentado contendo L. fermentum, livre ou encapsulado, elaborado pelo

processo Cast-Tape Drying.
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ESTUDO |
Efeito da temperatura de secagemdo
leite fermentado contendo L
Fermentum, livre ou encapsulado,

elaborado pelo processo CTD

CTD- Cast tape drying; RE- Rendimento de encapsulamento; a,, - atividade de agua; DRX- Difracao de

raios X; DSC- Calorimetria diferencial de varredura

4.3.1 Encapsulagao do L. fermentum

O L. fermentum foi encapsulado pela técnica de emulsificagao/gelificacéo
interna descrita por Martin et al. (2013), com modificagdes. Uma mistura de alginato
de sédio (5 g/100 mL) com 0,4 g de amido/mL foi misturada com 10 mL de suspenséao
(aproximadamente 10° UFC/mL de L. fermentum), e 0,04 mol/L de CaCOa. A fase
continua foi composta por 2 partes de 6leo de girassol e 2,5 % (p/v) de Tween 80®,
adicionado como emulsificante.

Todos os materiais foram homogeneizados a 700 rpm durante 10 min em
agitador mecanico (IKA RW20 digital, Rio de Janeiro, Brasil) para formar uma emulsao
de agua em 6leo. Com agitagao continua, foi adicionado 0,450 mL de acido acético
glacial @ emulsao para iniciar a gelificagdo interna. Apés 10 min sob agitagdo, as
microparticulas foram separadas da dispersdo oleosa, adicionando-se solugdo de
cloreto de calcio (0,45 mol/L). Deixou-se reticular as capsulas a temperatura ambiente
(24 °C) durante 30 min, antes de se realizar centrifugagcéo a 5000 rpm e 20 °C por 5
min (Centrifuga Kasvi, k14- 50002, Rio de Janeiro, Brasil). A fase sélida contendo as
capsulas foram coletadas e lavadas com 100 mL de peptona estéril (20 g/L) por
filtracdo a vacuo e armazenadas a 4 °C, até a incorporacao ao leite fermentado.

Todos os materiais de laboratério usados foram esterilizados em autoclave

(121 °C/15 min), e as microcapsulas foram produzidas em ambiente asséptico.



Figura 10 — Fluxograma de obtengao de microcapsula por emulsao.
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Fonte: Martin et al., 2013

4.3.2 Caracterizagao das microcapsulas

As microcapsulas contendo o microrganismo probiotico foram caracterizadas

de acordo com os métodos a seguir:

4.3.2.1 Determinagéo da umidade e atividade de agua (a,,)

A umidade foi determinada pelo método gravimétrico em estufa sob vacuo
(TECNAL, modelo TE- 395, Piracicaba, Brasil) a 70 °C (A.O.A.C, 2018). As analises

foram realizadas em ftriplicata. A a,, das amostras foi determinada em higrémetro

digital (Aqualab Modelo - Series 3 TE, Decagon Devices, Inc., Pullman, EUA), a 25

°C. As analises foram realizadas em ftriplicata.
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4.3.2.2 Eficiéncia de Encapsulagéo (EE)

A eficiéncia de encapsulagao (EE) é uma medida combinada da eficacia de
retengao e sobrevivéncia de células viaveis durante o procedimento de encapsulacgao,

e foi calculado pela Equacgao 3:
EE = x100 [3]
No

onde, N é o numero de células viaveis liberadas das microparticulas e N, € 0 numero
de células livres adicionadas a mistura de biopolimeros durante a producado das
microparticulas.

A viabilidade das bactérias encapsuladas foi avaliada de acordo com o
método citado por Martin et al. (2013). Um grama de capsulas foi ressuspenso em
10 mL de tampéo fosfato (0,1 M, pH 7,0), seguido por homogeneizagdo com um
agitador orbital a 300 rpm. A contagem de células viaveis foi realizada por meio de
plagueamento em agar MRS e incubagdo a 37 °C durante 72 h em condigcbes

anaerobias
4.3.2.3 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A microestrutura das capsulas, interna e externa, foi avaliada conforme
metodologia citada por Ribeiro (2011), utilizando microscépio éptico e microscopia
eletrénica de varredura (MEV). A distribuicdo de tamanho e a morfologia das amostras
foram avaliadas por MEV, utilizando microscépio eletrénico de varredura (JEOL, JSM-
6390LV, Japao) com sensor de elétrons secundarios retroespalhados, localizado no
Laboratério Central de Microscopia Eletrénica da Universidade Federal de Santa
Catarina (LCME/UFSC) (10kV, ampliagdo de 500 e 2000 vezes). As capsulas foram
liofilizadas e fixadas em stubs, seguidas por recobrimento com ouro em evaporador
Baltzer (BaltecSCD50, Austria).
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4.3.2.4 Difracdo de raios X (DRX)

A determinacdo da cristalinidade das microcapsulas contendo o
microrganismo foram realizadas utilizando difratbmetro de raio-X, marca Xpert PRO
MPD (Multi-Purpose Diffractometer), locado no Laboratério Multiusuario de Difragao
de Raios X (LDRX), no centro de Ciéncias Fisicas e Matematicas da Universidade
Federal de Santa Catarina (CFM/UFSC). Os dados de difragdo foram coletados a
temperatura ambiente, sob o dngulo 26 variado de 1 a 90°, com intervalos de 0,05° a

cada 1 s.

4.3.3 Preparo do leite fermentado

O leite fermentado foi elaborado de acordo com Khanal e Lucey (2018), com
adaptacobes. Para a fermentacao, o leite desnatado foi padronizado a 13% de sélidos
totais pela adicdo de leite em pd desnatado. Uma cultura mae foi obtida, a qual
consiste em uma aliquota de 1 mL da cultura de S. thermophilus em 200 mL de leite
desnatado padronizado, fermentado a 45 °C por 18 h. Em seguida, 200 mL da cultura
mae foi adicionada ao leite desnatado padronizado (1000 mL), o qual foi submetido a
fermentacao a 45 °C, com acompanhamento do pH e do teor de acido lactico (Figura
11), conforme metodologia descrita pelo Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008). A partir de
6 h de fermentacéo, o pH foi constante e igual a 5,5, sendo esse o critério estabelecido
para o final da fermentagdo. Apds esse periodo, o leite fermentado foi submetido a

refrigeracao (5 °C) para cessar a fermentacao.
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Figura 11 - Cinética da concentragdo de acido lactico (simbolos abertos), pH
(simbolos fechados) e desvio padrao (Tragos verticais) durante a fermentacéao do leite

fermentado por S. thermophilus. Realizada em ftriplicata.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2022.
Os microrganismos probidticos foram adicionados ao leite fermentado na forma

livre ou encapsulada, em concentragbes de 10° UFC/mL, previamente ao processo de

secagem.
4.3.3.1 Caracterizacéo do leite fermentado
4.3.3.1.1 Sdlidos soluveis totais

A medida do teor de solidos soluveis totais (triplicata) nas amostras de leite
fermentado foi realizada utilizando refratbmetro 6ptico manual (Atago, modelo

PALBX/RI, Téquio, Japao), expresso em °Brix.
4.3.3.1.2 Potencial de hidrogénio (pH)

O pH da amostra de leite fermentado foi medido (triplicata) com um pHmetro

(Testo, modelo 205, Alemanha).
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4.3.3.1.3 Acidez em acido lactico

A andlise de acidez em &acido latico foi ralizada por titulometria, em ftriplicata
(IAL, 2008).

4.3.4 Processo de secagem

Leites fermentados S. thermophilus contendo L. fermentum livre (LFL) ou
encapsulados (LFE) foram desidratados pelo processo de secagem CTD Como

apresentado a seguir.

4.3.4.1 Cast-Tape Drying (CTD)

O dispositivo experimental de secagem denominado CTD é um processo de
secagem condutivo, no qual uma suspensdo ou solugdo é espalhada sobre um
suporte flexivel impermeavel (Lencol Armalon® Standard, teflonado de grau
alimenticio, Indaco, Sao Paulo, Brasil), usando um doctor blade, dispositivo que
permite o espalhamento da amostra em espessuras milimétricas controladas. A
energia térmica necessaria a secagem ocorre por condugao através do suporte
flexivel, que é aquecido em sua face inferior por dgua quente ou vapor. A umidade
evaporada da suspenséo (leite fermentado, no presente estudo) é retirada por um
fluxo de ar realizado em um tunel existente na parte superior do secador. A umidade
relativa e a temperatura de entrada do ar no tunel foram 68 £ 6% e 24 + 2 °C,
respectivamente.

No processo CTD a temperatura de secagem é controlada por meio da
temperatura da agua no interior do reservatorio que fica abaixo do suporte flexivel. Os
experimentos de secagem foram realizados com a agua aquecida e mantida nas
temperaturas de 50 °C, 60 °C, 70 °C, 80 °C e 98 °C. O vapor liberado pela agua fica
no espaco existente entre sua superficie e a face inferior da esteira, que é aquecida e

aquece a suspensao durante todo o processo de secagem.
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As amostras de leite fermentado foram espalhadas com espessura de 2 mm
e o final do processo de secagem foi considerado quando as amostras atingiram

valores de a,, proximos de 0,4.

4.3.5 Cinéticas de secagem

As cinéticas de secagem foram obtidas para os experimentos realizados com
CTD. Para a determinagcdo das curvas de secagem realizadas a diferentes
temperaturas, amostras foram retiradas, em tempos pré-determinados, da camada de
leite fermentado probidtico espalhada no suporte flexivel. Na Figura 12 séo

apresentadas as regides distintas de coleta das amostras.

Figura 12 — Representacdo das regides (1, 2 e 3) de coleta das amostras para

obtengao das curvas de secagem por CTD.

Fonte: Adaptado de Siméao et al. (2019).

As analises de umidade e a,, foram realizadas como descrito no item 4.3.2.1.
Enquanto para construir as curvas cinéticas de viabilidade, aproximadamente 1 g de
amostra foi coletada por meio de uma espatula. A contagem dos microrganismos foi
realizada usando diluicado em série em agua peptonada (0,1% p/v). O microrganismo
L. fermentum foi plaqueado em profundidade com dupla camada de agar MRS, e as
placas incubadas invertidas a 37 °C, durante 48 h (MARTIN et al., 2013).

As determinagdes das cinéticas de secagem foram realizadas em triplicata.
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4.3.5.1 Modelagem matematica das curvas de inativagdo de L. fermentum durante

a secagem

A partir dos dados de viabilidade do L. fermentum durante as secagens em
diferentes temperaturas no CTD, os modelos log-linear e de Weibull foram ajustados
aos dados experimentais para descrever as curvas de inativagao do probidtico. Os
parametros do modelo log-linear foram estimados a partir da curva de log D em fungao

da temperatura, valor z.
4.3.5.1.1 Modelo Log-linear

Dado um tratamento letal, 0 modelo Log-linear admite que todas as células e
esporos na populagdo tém a mesma resposta e que sua cinética de inativacédo é
descrita por uma cinética de primeira ordem (SCHAFFNER; LABUZA, 1997). A
velocidade de inativacdo do numero de microrganismos pode ser descrita, como
(Equacéo 4):
aN _

&= kN [4]
onde k é a constante de reacdo e N € a concentragdo de microrganismos.

Considerando-se as condic¢des iniciais como: t,=0, N,=0, e integrando dentro
de um determinado intervalo de tempo (0 a t), no qual foi aplicado o tratamento em

condi¢des constantes, obtém-se a Equacéo 5.
InN — InN, = —kt [5]
Na forma exponencial, a Equacgao 5 pode ser escrita pela Equacao 6.

= ekt [6]
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Logo, a inativagdo dos microrganismos ocorre de forma exponencial. Escrevendo a

equacgao 6 em logaritmo decimal (Equacéo 7).
log—=—— [7]

O parametro D (Tempo de Redugdo Decimal) é o intervalo de tempo a
temperatura constante de tratamento para uma reducdo de 90% da populagéao

microbiana, inicialmente presente no produto e esta descrito na Equagao 8.

k

1
2303 D [8]
Substituindo a equacao 8 na equagao 7, encontra-se a equacao de Ralm, que

descreve a curva de sobreviventes (Equacéo 9):

N —
log="% [9]
4.3.5.1.2 Modelo de Weibull

O modelo de Weibull, para curvas de sobrevivéncias nao log lineares, esta

representado na Equacgéao 10.

09 (49) = - (&) 0

onde N é o numero de microrganismos no instante t; N, € o numero de
microrganismos no tempo inicial; « € o fator de forma; g é o fator de escala, e pode
ser definido como “o tempo para uma redugao decimal’, se a =1.

No modelo de Weibull, a diregdo da concavidade da curva de sobreviventes
esta relacionada com as diferentes vias de inativagdo dos microrganismos, como
podemos observar na Figura 13. Curvas com concavidades direcionadas para baixo

(a > 1) expressam uma populacdo que diminui progressivamente, e o tempo



60

necessario para destruir a mesma fragdo de microrganismos reduz com o passar do
tempo. Concavidades direcionadas para cima (a < 1), com uma cauda, indicando que
a populacdo de microrganismos contém células que morrem rapidamente. Porém, a
medida que o processo de destruicdo ocorre, os sobreviventes sdo os mais
resistentes, ocasionando um tempo maior de inativacdo (PELEG, 2006; ARAGAO et
al., 2007).

Figura 13 - Curvas de sobrevivéncia descritas pelo modelo de Weibull para diferentes

valores para o fator forma a.

log (N/Nj)

Tempo (min)

Fonte: Haberbeck, 2011.

4.4 ESTUDO Il - VIABILIDADE MICROBIOLOGICA DO LEITE FERMENTADO EM
PO CONTENDO L. FERMENTUM, SECADO POR DIFERENTES METODOS
E ARMAZENADO EM DIFERENTES UR

Na Figura 14 esta apresentado o esquema organizacional do Estudo II.
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Figura 14 — Esquema organizacional do Estudo Il: Viabilidade microbiologica do leite
fermentado em po, contendo L. fermentum livres ou encapsulados, desidratado por

diferentes métodos de secagem e armazenado em diferentes UR (26%, 48% e 67%).

ESTUDO Il
Viabilidade de leite fermentado contendo L

fermentum, livre ou encapsulado

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

441 Métodos de secagem

ApOs a obtencao dos leites fermentados por S. thermophilus adicionados de L.
fermentum livre (LFL) ou encapsulado (LFE), eles foram desidratados por diferentes
métodos de secagem, ou seja: liofilizacao, Cast-Tape Drying e Cast-Tape Drying sob

vacuo, como apresentados a seguir.

4.4.1.1 Cast-Tape Drying

Foi realizado conforme descrito no item 4.3.4.1, usando as temperaturas de

secagem de 50 °C e 70 °C.

4.4.1.2 Liofilizagéo

As amostras foram colocadas em bandejas, com espessura de 3 milimetros,

e previamente congeladas a temperatura de -18 °C. A liofilizagéo foi realizada em

liofilizador de bancada (Liobras, Liotop L101, Brasil) a pressao de 433 pHg.
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4.4.1.3 Cast-Tape Drying sob vacuo (V-CTD)

O dispositivo de V-CTD (Costa, 2017) consiste em uma placa metalica (80 cm
x 40 cm) aquecida por circulagdo de agua quente no seu interior (Moraes et al., 2013).
A agua quente é proveniente de um banho ultratermostatico (Callmex, modelo -
6214M2, Brasil). Um filme teflonado (26 cm x 26 cm, 0,25 mm de espessura), de grau
alimenticio (Lengol Armalon® Standard, Indaco, Sao Paulo, Brasil), foi fixado na parte
superior da placa, e utilizado como suporte para o espalhamento do leite fermentado.
Apoés o espalhamento, uma camara de vacuo de ago inox (280 mm x 280 mm x 80
mm) com tampa de acrilico foi acoplada a uma bomba de vacuo, com vazao nominal
de 10,2 m3h' (D.V.P, Vacuum Technology, Modelo - RC.8D, lItalia). O controle da
presséao foi realizado com o auxilio de um transdutor de presséo (ILMVAC, modelo —
600071 Grobvakuummeter, Alemanha). A pressao na camara de vacuo foi controlada
até atingir 35 kPa. Foi utilizada agua a 70 °C (£ 1 °C) para aquecimento. As amostras
foram mantidas sob aquecimento e sob vacuo até o final da secagem. O tempo final
do processo de secagem foi determinado quando as amostras atingiram valores de
a,, proximos de 0,4.

Os experimentos foram realizados em triplicata.

4.4.1.4 Moagem e classificagdo do po

Todos os filmes/flocos obtidos ap6s a secagem por CTD, liofilizagdo e V-CTD
foram moidos em moinho de facas (TECNAL, TE 631/2, Sao Paulo, Brasil), usando-

se 2 pulsos de 10 segundos. O p6 obtido foi peneirado em peneiras de 25 mesh.

4.4.1.5 Estabilidade dos pos de leite fermentado armazenados em diferentes UR
(%)

A estabilidade dos pds de leite fermentado foram avaliadas conforme descrito
por Romano et al. (2018). Os po6s de leite fermentado foram acondicionados em
camaras com diferentes UR (26%, 48% e 67%) utilizando temperatura controlada de

20 °C. A contagem microbiana, umidade, a,, e cor do material foram avaliadas por 180
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dias ou até perda da viabilidade abaixo do recomendado para produtos probidticos
(106).

4.4.1.5.1 Analises microbiologicas

A contagem dos microrganismos foi realizada usando diluicdo em série em
agua peptonada (0,1% p/v). O microrganismo L. fermentum foi plaqueado em
profundidade com dupla camada de agar MRS, e as placas incubadas invertidas a
37 °C, durante 48 h (MARTIN et al., 2013).

4.4.1.5.2 Umidade e a,,

Foi realizado como descrito no item 4.3.2.1.

44153 Cor

A anadlise de cor foi realizada com o auxilio de um sistema de visédo
computacional, de acordo com a metodologia descrita por Cardenas-Pérez et al.
(2017), com adaptacdes. Para a captura das imagens, foi utilizada uma camera Nikon
(Nikon D5500, Nikon Corporation, Téquio, Japéo) e para analise, o software ImageJ
v. 1.6.0 (National Institutes of Health, Bethesda, MD, EUA). A converséo de cores do
sistema RGB para a escala CIELab foi realizada utilizando o plug-in Color Space
Converter, resultando em valores de luminosidade L * (L * = 0: preto; L * = 100:
branco), e cromaticidades a* (+a*: vermelho; -a*: verde) e b* (+b* amarelo; -b*: azul).
As amostras foram analisadas em quadruplicata.

A diferenga de cor (4E) entre as amostras obtidas e a amostra inicial foi

calculada de acordo com a Equacéo 11.

AE = J(Ly — )2 + (a — a)? + (b — b")? [11]
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4.5 ESTUDO Il - REIDRATACAO DO PO DE LEITE FERMENTADO CONTENDO

MICRORGANISMOS LIVRES OU ENCAPSULADOS OBTIDOS PELO
METODO CTD-70

Na Figura 15 esta apresentado o esquema organizacional do Estudo IlI.

Figura 15 - Esquema organizacional do Estudo Ill: Reidratacdo do p6 de leite

fermentado contendo L. fermentum livres ou encapsulados pelo método CTD-70.

ESTUDO Ill
Reidratagdo do pd de leite fermentado

contendo microrganismos livres ou
encapsulados pelo método CTD-70

CTD 70- Cast tape drying na temperatura de 70 °C de secagem; a,, - atividade de agua; DRX- Difragao
de raios X; DSC- Calorimetria diferencial de varredura.

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

4.5.1 Reconstituicao do po

O processo de reidratagado ocorreu com adigdo de agua destilada (20 °C) em
um béquer de vidro de 250 mL, utilizando um agitador mecanico (Agitador IKA RW20
digital, Alemanha). Para isso, adicionou-se agua destilada as amostras de p6 para que

as mesmas atingissem a concentracao de sélidos soluveis (°Brix) do leite fermentado.

4.5.2 Caracterizacao do leite fermentado inicial, dos pés e suspensoes

reconstituidas

As analises realizadas nas amostras do leite fermentado inicial (liquido) dos
pos e das suspensdes reconstituidas seguiram as metodologias segundo o item a
seguir: umidade e qa,, item 4.3.2.1, SST item 4.3.3.1.1, pH item 4.3.3.1.2, acidez item
4.4.1.5.3, microbiologia item 4.4.1.5.1 e cor item 4.4.1.5.3.
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4.5.2.1 Densidade aparente, massa especifica real e porosidade

O volume aparente dos pos (vap) foi determinado pesando 5 g de pé, que foi
colocado em uma proveta graduada (10 mL). A amostra foi compactada realizando
batidas repetidas com o tubo em uma superficie plana até uma altura constante do
leito de particulas. A densidade aparente (pap) do leito de particulas foi calculada pela
razao de massa (mp) e o volume aparente de pé (Vap).

A densidade real dos pdés de leite fermentado foi realizada no Laboratério de
Termodinédmica e Extragdo Supercritica (LATESC - EQA/UFSC) utilizando um
picndmetro a gas Hélio (Micromeritics, AccuPyc Il 1340, EUA). Para a realizagao da
analise, a amostra foi colocada em uma capsula ocupando % de seu volume e
posteriormente foi pesada. O principio do analisador de densidade utilizado € o
deslocamento de gas hélio (99,995% pureza) para o interior da amostra, medindo-se
o volume transferido e o volume real das particulas. Da massa da amostra e do seu
volume real, calcula-se a densidade real das particulas.

Conhecendo a densidade aparente do conjunto de particulas em um leito
empacotado e a densidade real dessas particulas, calcula-se a porosidade do leito de
particulas (¢) pela Equacdo 12 (BARBOSA-CANOVAS et al., 2005).

__ Pr—Pap
e =frle [12]

em que pr é a densidade real das particulas (g.cm3).

4.5.2.2 Distribuigdo de tamanho das particulas

A distribuicdo de tamanho das particulas foi realizada no Laboratério
Interdisciplinar para o Desenvolvimento de Nanoestruturas (LINDEN - UFSC). Para a
realizacado da analise, as amostras de po e capsulas foram dispersas em tween 80 na
concentragdo de 1 mg mL !, em seguida foram deixadas em ultrassom durante 15
min. A analise foi realizada por método de sedimentacéo liquida, com a utilizacédo de
uma centrifuga analitica (LUMiSizer® LS611 GmbH, Alemanha) de acordo com a ISO
13318-2. A técnica emprega o STEPTechnologyTM, que permite medir a intensidade
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da luz transmitida em fungéo do tempo e posigédo ao longo de todo o comprimento da
amostra simultaneamente. Os valores de transmissao sao convertidos, e a distribuigcao
de velocidades como resultado primario € obtida por meio do software SEPView. Com
base na distribuicdo de velocidades, o software permite calcular a distribuicdo de

tamanho das particulas.

4.5.2.3 Tempo de disperséo

O tempo de dispersao dos pos foi determinado no aparato experimental
adaptado por Dacanal (2005), apresentado na Figura 16. Consiste em um recipiente
com 80 mL de agua destilada a 25 °C, com uma placa deslizante na parte superior.
Aproximadamente 1 g de amostra de po6 foi colocada sobre a placa, que desliza
rapidamente pela retirada de um elastico, vertendo o pé no reservatério de agua. O
tempo de dispersao, medido com um cronbmetro, € associado a imersao completa da

camada de particulas na agua.

Figura 16 — Aparato experimental utilizado para determinar o tempo de disperséo dos

pos de leite fermentado em agua.

Fonte: Dacanal (2005).
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4.5.2.4 Solubilidade (SOL)

A SOL das amostras foi determinada pela adicdo de 1 g de p6 em 100 mL de
agua destilada em temperatura ambiente (DACANAL; MENEGALLI, 2009). A analise
consiste na determinacdo da porcentagem de material ndo solubilizado na agua. As
amostras foram agitadas durante 1 minuto e posteriormente filtradas a vacuo. O
material retido no filtro de papel foi seco em estufa a 105 °C (TECNAL, Modelo TE-
394/2, Brasil) por 24 horas. A solubilidade foi calculada a partir da Equacgao 13.
SOL=100-|—~—-1 [13]

mo(1-Xpy)

na qual m; € a massa inicial da amostra (g), m, € a massa de amostra remanescente
no filtro (g) e X,, € a umidade inicial da amostra analisada em base umida (g

H20.100 g’ solugéo).
4.5.2.5 Comportamento reolégico

Os comportamentos reoldgicos do leite fermentado e dos pds reconstituidos
foram determinados no Laboratério de Controle e Processos de Polimerizagéo (LCP -
UFSC), utilizando um rebmetro de placas paralelas (Haake Mars, D — 76227,
Alemanha), com 25 mm de didmetro. As curvas de tensdo x deformagéo (taxa de
cisalhamento) foram obtidas para taxas de cisalhamento de 9 s a 600 s™', durante
240 s. A temperatura da amostra foi mantida 20 °C. O modelo de Ostwald ou Lei da

Poténcia (Equacao 14) foi ajustado aos dados experimentais de tensdo x deformagao.
o=K-y" [14]

na qual o € a tensao de cisalhamento (Pa), K é o indice de consisténcia (Pa. s-1),y é
a taxa de cisalhamento (s') e n € o indice de comportamento do escoamento
(adimensional). Para fluidos newtonianos, n = 1, para fluidos pseudoplasticos, n < 1,

enquanto para fluidos dilatantes, n > 1 (RAO, 2007).



68

Para fluidos com comportamento reoldgico descrito pelo modelo de Ostwald,

a viscosidade aparente (n,,,) € definida pela Equagao 15.

Nap = K-y 1" [15]
4.5.2.6 Difratometria de raios-X (DRX)

Foi realizada a analise de DRX para o p6 de leite fermentado probidtico,

seguindo o item 4.3.2.4.
4.5.2.7 Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

As propriedades térmicas das amostras contendo o microrganismo probidtico
foram avaliadas na Central de Analise do Departamento de Engenharia Quimica e
Engenharia de Alimentos da Universidade Federal de Santa Catarina (EQA/UFSC)
pela técnica de calorimetria diferencial de varredura em calorimetro da marca Perkin-
Elmer, Jade (Massachusetts, USA), previamente calibrado com indio e Zinco,
utilizando-se gas de arraste o nitrogénio (N2) e vazdo de 20 mL. min-'. Uma massa de
5,0 mg de microparticulas foi colocada em cadinhos de aluminio hermeticamente
selados. A taxa de aquecimento foi 10 °C min-! na faixa de temperatura de 30 °C a
400 °C, sob atmosfera de nitrogénio em fluxo de 50 mL min', como descrito por
Azevedo et al. (2018).

4.5.2.8 Isotermas de sor¢géo de umidade

As isotermas de sorcédo de umidade dos pés foram determinadas pelo método
gravimeétrico-estatico, em dessecadores. Os pos foram desidratados em um liofilizador
(Liotop L101, Liobras, Sao Carlos, Brasil) por 48 horas. Em seguida,
aproximadamente 2,0 g de p6 foram pesados em balanga analitica (Shimadzu, modelo
ATX224, Toquio, Japao) e colocados em recipientes hermeticamente fechados
contendo nove diferentes solugbes salinas saturadas (Tabela 1). Estes recipientes

foram colocados em estufa do tipo B.O.D., a temperatura de 25 °C. Quando a
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diferenga entre duas pesagens das amostras foi inferior a 1mg g™, foi considerado que
elas estavam em equilibrio com a atmosfera circundante no interior do dessecador. O
teor de umidade das amostras foi determinado como descrito no item 4.3.2.1.

O modelo de GAB (Guggenheim-Anderson-de Boer), Equacé&o 16, foi ajustado

aos dados experimentais para descrever o comportamento das isotermas.

Xm-C-kay
(1-k-ay)-(1—-k-ay+C-k-ay)

Xeq = [16]

na qual, Xeq € a umidade de equilibrio (g.g™' b.s.), a,, é a atividade de agua referente
a umidade relativa de referéncia na qual a amostra foi condicionada, X, € a umidade
da monocamada (g.g" ' b.s.), C é a constante de Guggenheim relacionada a energia
de interacdo das moléculas na monocamada, enquanto k é a constante de GAB
relacionada a energia de interacdo das moléculas adsorvidas na multicamada.

Os parametros foram estimados utilizando o software OriginPro 8.5®. Para
avaliar a adequagéo do modelo aos dados experimentais, utilizou-se o coeficiente de

correlagao (R?) e a raiz do erro médio quadratico (RMSE).

Tabela 1 — Atividade de agua de solugdes salinas saturadas a 25 °C

Solugées salinas saturadas Atividade de agua (aw)
Cloreto de litio 0,115
Acetato de potassio 0,228
Cloreto de magnésio 0,332
Carbonato de potassio 0,440
Nitrato de magnésio 0,537
Nitrito de sodio 0,652
Cloreto de sodio 0,759
Cloreto de potassio 0,846
Cloreto de bario 0,901

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.
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4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram tratados estatisticamente utilizando o software Statistica
12.0 (StatSoft, Tulsa, Estados Unidos), por meio de analise de variancia (ANOVA). A
comparagao multipla das médias foi realizada pelo teste de Tukey, com nivel de

confianca de 95%.

5RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 ESTUDO | — SECAGEM DE LEITE FERMENTADO POR CAST-TAPE
DRYING: INFLUENCIA DA TEMPERATURA E DO ENCAPSULAMENTO DO
L. FERMENTUM NA VIABILIDADE CELULAR APOS O PROCESSAMENTO.

5.1.1 Caracterizagao das microcapsulas

5.1.1.1 Eficiéncia de Encapsulagao (EE)

A microencapsulagédo de alginato de sddio e o amido contendo L. fermentum
apresentaram eficiéncia de 90 £ 1%. Outros estudos que também utilizaram alginato
de sédio e amido mostraram eficiéncia de 97% para L. fermentum (MARTIN et al.,
2013), resultado similar ao obtido neste trabalho, e 50% para Bifidobacterium bifidum
(ZOU et al., 2011), resultado inferior ao obtido neste trabalho. Essa diferenca pode
estar relacionada com as diferentes propriedades dos probidticos e manipulacoes,

mesmo usando a mesma técnica de microencapsulacao (MARTIN et al., 2013).

5.1.1.2 Determinagéo da umidade e Atividade de agua (a,,)

As microcapsulas apresentaram umidade de 91,31% £ 0,24 e a,, de 0,992 +
0,00, valores que mostram a necessidade de aplicacdo de alguma técnica que possa
manter a viabilidade dos microrganismos durante armazenamento prolongado
(MARTINS et al., 2013).
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5.1.1.3 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Na Figura 17 apresentam-se micrografias das capsulas sem microrganismos

(CSM) e com microrganismos (CCM), com aumento de 2000 vezes e 500 vezes.

Figura 17 — Microscopias eletronicas de varredura (MEV) de capsulas sem

microrganismo (CSM) e capsulas com microrganismo (CCM). a) CSM com aumento
de 2000x; b) CSM com aumento de 500x; c) CCM com aumento de 2000x; d) CCM

com aumento de 500x.

CsM

10kV  X2,000 10pm LCME-UFSC

10kV X500 50pm LCME-UEFSC

Fonte: LCME - UFSC (2020)

| 10kV  X2,000 10pm

ccM

~

LCME-UFSC

10kV X500 S50pm LCME-UFSC

Ambas, CSM e CCM, possuem formato esférico, sem a presencga de poros.

As CCM apresentaram a estrutura mais rugosa que as CSM. De acordo com Martin

et al. (2013), essas estruturas mais rugosas sdo ocasionadas pela presenca das

bactérias probidticas fixadas a superficie da capsula e cobertas por uma fina camada
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de material polimérico. Segundo os mesmos autores, a adicdo de amido para
formacdo de capsulas de alginato de sodio resulta em estruturas com menor
porosidade, ocasionando maior prote¢cao das bactérias encapsuladas, que as mantém
viaveis durante a passagem pelo trato gastrointestinal (ALLAN-WOJTAS et al., 2008;
MARTIN et al., 2013).

5.1.2 Cinéticas de secagem de leite fermentado probiético produzido por

Cast-Tape Drying

5.1.2.1 Cinética de umidade e atividade de agua (a,,)

As curvas de umidade e de a,, de leite fermentado com adicdo de
microrganismos livres (LFL) ou encapsulados (LFE), secos em CTD, com espessura
de espalhamento de 2 mm, com agua quente a 50 °C, 60 °C, 70 °C, 80 °C e 98 °C,
s&o apresentadas na Figura 18.

A elevacao da temperatura de 50 °C para 98 °C resultou na redug¢ao do tempo
de secagem de 220 min para 18 min. O final da secagem foi assumido quando as
amostras atingiram atividade de agua proximas a 0,38 (Tabela 2). Os tempos de
secagem para os leites fermentados com adicdo de microrganismos livres ou
encapsulados foram similares, para temperaturas de processamento iguais. Costa
(2017) estudou a secagem de iogurte por liofilizagdo e Cast-Tape Drying a vacuo, para
a producdo de iogurte em pod, e relatou valores de a, finais de 0,3 e 0,5,
respectivamente. Nessa faixa de a,,, 0s produtos sdo microbiologicamente estaveis
(FENNEMA; DAMODARAN; PARKIN, 2010) e podem, em tese, manterem a
viabilidade celular durante o armazenamento.

Pode-se observar que no inicio da secagem (Figura 18) a a,, € constante, e ha
um decaimento linear da umidade (evaporagédo da agua taxa constante). Proximo a
metade do tempo de secagem ocorre um decaimento da a,,, até chegar ao equilibrio.
Quando o alimento é submetido ao processo de secagem, ocorre a redugdo da
umidade e consequentemente da a,,, indicando que a agua fracamente ligada ao
produto é evaporada primeiro, enquanto a agua fortemente ligada ao produto é

evaporada por ultimo.
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Figura 18 — Evolugéo temporal da umidade (circulo), em base seca, e atividade de

agua (triangulo), do leite fermentado adicionado de microrganismo probidtico livre

(simbolo aberto) e leite fermentado adicionado de microrganismo probiotico

encapsulado (simbolo fechado) durante a secagem em CTD nas temperaturas: a) 50
°C; b) 60 °C; c) 70 °C; d) 80 °C; e) 98 °C. Analises realizadas em triplicata.
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Embora a reducdo da atividade de agua seja uma maneira eficiente de
preservar os alimentos, deve-se evitar reduzi-la a valores abaixo de 0,3, pois nessa
aw Nao ha crescimento microbiano e o alimento tem suas rea¢des minimizadas. Para
atividades de agua menores, pode-se causar uma descontinuidade da monocamada
adsorvida, que levara a um aumento significativo da velocidade de oxidagao lipidica.
Deste modo, valores de a,, menores do que 0,5 e maiores do que 0,3 estdo em uma
faixa favoravel a conservacao da maioria dos alimentos (FENNEMA, DAMODARAM,
PARKIN, 2010; DITCHFIELD, 2000).

Tabela 2 — Atividade de agua, teor de umidade em base seca e tempo de secagem
do leite fermentado adicionado de microrganismo probidtico livre (LFL) e leite
fermentado adicionado de microrganismo probio6tico encapsulado (LFE) em CTD nas

temperaturas de agua de aquecimento de 50 °C, 60 °C, 70 °C, 80 °C e 98 °C.
LEITE FERMENTADO

Livre Encapsulado
T Tempo
(°C)  (min) a, Umidade a, Umidade (g.g™)
(9.9
50 220 0,3842A + 0,1 0,082A+ 0 0,385%A + 0 0,0924+ 0
60 100 0,3672A + 0 0,082~ + 0 0,3782A + 0 0,078 + 0
70 64 0,366 + 0 0,0628 + 0 0,3732A + 0 0,04%BC + 0
80 50 0,380%4 + 0 0,0428 + 0 0,3822A + 0 0,052CD + Q
98 14 0,3732A + 0 0,022C + 0 0,368 + 0 0,023® + 0

Letras minusculas diferentes nas linhas indicam diferenga estatistica pelo teste de Tukey (p<0,05) para
mesma temperatura. Letras maiusculas diferentes nas colunas indicam diferenca estatistica pelo teste
de Tukey (p<0,05) entre as temperaturas e mesmo processo de encapsulamento.

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

Os valores de umidade final variaram de 0,02 a 0,09 g.g™! de sélidos secos, ndo
diferindo estatisticamente entre eles na mesma faixa de temperatura (Tabela 2).
Resultados semelhantes de umidade também foram encontrados para iogurte seco
por RW em temperaturas de 50 °C, 60 °C e 70 °C, variou entre 0,06 e 0,07 g.g™" (b.s)
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(TONTUL et al., 2018) e 0,13 g.g™" iogurte seco em V-CTD na temperatura de 40 °C
(COSTA, 2017).

5.1.2.2 Cinética e modelagem de inativagdo de L. fermentum em leite fermentado

durante a secagem

Na Figura 19, sdo apresentadas as médias dos dados da evolugao temporal
das contagens de L. fermentum durante a secagem em CTD a diferentes
temperaturas. Na Tabela 3 sao apresentados os valores médios do tempo de reducao

decimal (D) em cada temperatura, obtido a partir do modelo log-linear.

Figura 19 — Curva de inativagao térmica do L. fermentum vs. tempo de secagem de
leite fermentado adicionado de microrganismo probidtico livre (LFL) e leite fermentado
adicionado de microrganismo probiodtico escapsulado (LFE), nas temperaturas da
agua (secagem): 50 °C, 60 °C, 70 °C, 80 °C e 98 °C, realizadas em triplicata. Log
(N/No) € medido em UFC/mL.
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LFL - leite fermentado adicionado de microrganismo probiético livre (simbolos abertos); LFE - leite
fermentado adicionado de microrganismo probidtico encapsulado (simbolos fechados). Temperatura
de secagem: 50 °C; (circulo); 60 °C (quadrado); 70 °C (losango); 80 °C (Tridngulo) e 98 °C (estrela).
As barras verticais representam o desvio padrao
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Tabela 3 — Médias (triplicatas) do coeficiente de determinagcédo e tempo de redugao
decimal para o leite fermentado com adigdo de microrganismo livre (LFL) e

encapsulado (LFE) em cada temperatura de secagem em CTD.

T (C°) Microorganismo D (min) R?
50 FFM 370,4 0,885
EFM 1000,0 0,946
60 FFM 111,1 0,910
EFM 243,9 0,976
70 FFM 48,1 0,949
EFM 95,2 0,998
80 FFM 8,8 0,988
EFM 15,0 0,943
98 FFM 3,5 0,727
EFM 49 0,949

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

Inicialmente (tempo 0), foi observada uma contagem média do microrganismo
L. fermentum (livres ou encapsulados) no leite fermentado de 2,3 x 10° UFC/g, acima
da concentracdo minima recomendada, considerando uma ingestdao de 100 g de
produto. Recomenda-se que o consumo diario minimo de microrganismos probidticos
seja de 100 g de produto contento 10% a 107 UFC/g (TERPOU et al., 2017).

Os resultados mostraram que nas temperaturas de 50 °C e 60 °C, com tempo
de secagem de 220 min e 100 min, respectivamente, as redugdes das bactérias foram
menores que 1 log ao final da secagem, independente se o microrganismo estava na
forma livre ou encapsulada. Durante o processo de secagem em temperaturas mais
amenas, o aumento da temperatura na matriz de encapsulamento pode ser mais lento,
permitindo a adaptagdo do microrganismo, com menos danos as células (ARAGON-
ROJAS et al., 2019). Na temperatura de secagem de 70 °C por 64 min houve redugao
de aproximadamente 1 log de L. fermentum para a amostra LFE e reducgédo de
aproximadamente 2 logs para a amostra de LFL. O LFL na temperatura de 80 °C teve

uma redugao de aproximadamente 3 logs e o LFE teve redugdo de menos de 2 logs.
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Nesse caso, seria necessario o consumo de maior quantidade de leite fermentado em
po para satisfazer a quantidade minima necessaria diariamente.

Os leites fermentados foram secados em apenas 14 min a 98 °C, mas
apresentaram redugdo de aproximadamente 4 logs para 0s microrganismos
encapsulados e de aproximadamente 5 logs para os microrganismos livres. A
transferéncia de calor por condugdo aumentou bastante a temperatura na amostra,
causando estresse térmico e morte celular ARAGON-ROJAS et al., 2019), o que pode
ter contribuido com a alta viabilidade celular durante a secagem.

Os resultados mostram que a adi¢gdo do microrganismo na forma encapsulada
favoreceu a sua sobrevivéncia dentro da faixa de temperatura de 50 a 98 °C, quando
comparada com o microrganismo adicionado na forma livre. Como demonstrado em
outros trabalhos, a presenga de carboidratos na matriz (amido, no presente estudo)
aumenta a estabilidade dos microrganismos, devido a sua capacidade de criar
estruturas amorfas que inibem ou retardam os processos que causam stress
microbiano (ROMANO et al., 2018).

Tontul et al. (2018) produziram p6 de iogurte seco por RW, com resultados que
mostraram que os pos secos em temperaturas de 60 °C e 70 °C apresentaram
reducao da viabilidade devido a degradacao térmica dos microrganismos durante o
armazenamento. Apenas o po de iogurte desidratado a 50 °C apresentou viabilidade
dentro dos padrdes para produtos probidticos.

A predicao da inativacdo de L. fermentum foi determinada pela cinética de
primeira ordem log-linear, Figura 19. Para a temperatura de secagem de 50 °C, o valor
de D foi de 370,4 min € 1 mil min para reducdo de 1 log para o LFL e LFE,
respectivamente. Neste caso, as amostras LFE levaram tempo de 2,7 vezes mais
tempo para serem inativadas que as amostras LFL, mostrando novamente que as
capsulas protegem os microrganismos durante a secagem. Porém, na temperatura de
98 °C a diferenca de tempo de inativagao entre o LFE e o LFL foi de apenas 1,4 vezes,
menos de 100 segundos. Nesta temperatura de secagem, as capsulas perdem um
pouco de eficiéncia na protegao dos microrganismos, devido a temperatura bem acima
da suportada pelo L. fermentum, nao havendo um periodo de adaptacdo dos

microrganismos.
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Figura 20 — Curva fantasma da destruigdo térmica de L. fementum.
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Circulo: Leite fermentado com microrganismo livre, triangulo: Leite fermentado com microrganismo
encapsulado
Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

Foi observado que para o LFE é necessario o dobro do tempo para redugao de
um ciclo logaritmico, quando comparado ao LFL, nas diferentes temperaturas de
secagem.

E possivel observar que as secagens na temperatura de 70 °C e 80 °C sdo
condi¢cbes favoraveis para a secagem, apesar de resultarem em pds com maior perda
de viabilidade do probidtico. A reducao significativa no tempo de secagem, quando
comparado com as temperaturas mais baixas, pode ser uma vantagem, mas isso deve
ser analisado em fungao dos custos de secagem e da dimensao do equipamento, nos
dois casos.

O valor z é obtido pela curva de log-D em funcdo da temperatura, como
mostrado na Figura 20. O valor encontrado foi de 20,3 °C (R?=0,971) e 23,0 °C (R?=
0,967) para LFL e LFE, respectivamente. Ou seja, para LFL é necessario haver uma
variacao de 20,3 °C para que ocorra variagao de 10 vezes na velocidade de morte do
microrganismo. Novamente, nota-se que o encapsulamento protegeu as células

microbianas durante a secagem.
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Com estes resultados, fica evidenciado que a secagem por CTD é uma
tecnologicamente viavel para obter produtos probiéticos desidratados, mas a

temperatura de secagem deve ser otimizada para cada matriz e microrganismo.

5.1.2.3 Cor

A cor é o principal atributo associado a qualidade dos alimentos e a mudancga
nos seus parametros € importante, pois influenciam os consumidores em sua
aceitacao (AHMED; RAMASWAMY, 2005). Por outro lado, a velocidade de uma
reagcao quimica é influenciada pela concentracdo dos reagentes envolvidos e pela
temperatura do processo (FOGLER, 2009).

Na Tabela 4, sdo apresentados os parametros da escala de cor CIELab (L,
a*, b*e AE) das amostras de leite fermentado probidtico obtidos nas diferentes

temperaturas de secagem em CTD.

Tabela 4 — Parametros de cor das amostras de leite fermentado probidtico e pds

obtidos por CTD, em diferentes temperaturas de secagem.

Parametros
T (C°) Amostra L* a* b* AE*
LFL 92,272 + 0,68 -0,782 + 0,03 1,22°¢+0,04 6,43° £+ 0,51
50 LFE 91,612+ 0,78  -0,679+ 0,23 1,18%9+0,07 6,12+ 0,33
LFL 91,58% + (0,05  -0,822+ 0,02 1,22b¢d + 0,04 7,010 £ 0,58
60 LFE 91,762 + 0,02  -0,65°+ 0,04 1,18% + 0,07 6,310+ 0,08
LFL 92,542+0,32 -0,37¢+ 0,00 1,26f + 0,25 6,21° + 0,27
70 LFE 92,232+0,36 -0,25°¢ + 0,07 1,44¢'9 + 0,08 6,12° + 0,39
LFL 90,27¢4 + 0,08 -0,45f+ 0,09 2,81°+ 0,20 8,94 + 0,40
80 LFE 90,88+ 0,17  -0,822+ 0,02 2,82+ 0,20 7,98° + 0,22
LFL 90,27¢4+ 0,05  -1,94¢+ 0,03 13,872+ 1,02 17,602 £ 0,56
98 LFE 89,319+ 0,29 -3,789+ 0,07 14,172 £ 0,39 18,402 £ 0,49

LFL - leite fermentado adicionado de microrganismo probiético livres; LFE - leite fermentado adicionado
de microrganismo probidtico encapsulados.

Letras diferentes nas mesmas colunas representam diferencas significativas entre as amostras pelo
teste de Tukey (p < 0,05).

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.
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Em relagao ao parametro L*, nao houve diferenca significativa dos pos obtidos
nas temperaturas 50 °C, 60 °C e 70 °C, indicando que o p6 obtido em temperaturas
mais baixas apresenta maior luminosidade (maior tendéncia ao branco) do que o pé
produzido em temperaturas mais altas. Este resultado pode ser atribuido ao fato de
que temperaturas mais elevadas contribuem para as reagdes de escurecimento nio
enzimatico, como a reacéo de Maillard.

O parametro b*também aumentou seu valor em temperaturas mais elevadas
de secagem, resultando em pds com coloragao amarelada.

Assim, para o estudo seguinte de armazenamento serdo usados 0s pos
obtidos em CTD na temperatura de secagem de 50 °C e a temperatura maxima de 70

°C, que manteve viabilidade durante a secagem.

5.2 ESTUDO Il — VIABILIDADE MICROBIOLOGICA DO LEITE FERMENTADO
CONTENDO L. FERMENTUM, LIVRES OU ENCAPSULADOS, POR
DIFERENTES METODOS DE SECAGEM E ARMAZENADOS EM UR DE 26%,
48% E 67%

5.2.1 Estabilidade microbiolégica do leite fermentado em p6é armazenado em
diferentes UR (%)

Durante o armazenamento a 20 °C a umidade e a,, foram determinadas para
verificar o equilibrio das amostras. As amostras foram acondicionadas em cubas com
UR de 26%, 48% e 67%, porém as amostras obtiveram a estabilidade em UR de 26%,
48% e 67%. Na Figura 21 e Figura 22 estdo apresentados o comportamento da
umidade e atividade de agua, respectivamente. Os pos foram analisados por 180 dias,
ou até que a viabilidade do microrganismo ficasse abaixo do recomendado pela
literatura para produtos probidticos (abaixo de 106 UFC/g).
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Figura 21 — Umidade do leite fermentado probidtico em po, obtidos por diferentes

métodos de secagem, armazenados a 20 °C e diferentes UR.
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*Processos de secagem- CTD-50: Cast tape drying secos a 50 °C; CTD-70: Cast tape drying secos a
70 °C; V-CTD: Cast tape drying sob vacuo; LIO: Liofilizagdo. LFL - leite fermentado adicionado de
microrganismo probidtico livres (simbolos abertos); LFE - leite fermentado adicionado de
microrganismo probiotico encapsulados (simbolos cheios). Umidade relativa de armazenamento - 26%
(quadrado) e 48% (Triangulo). Tragos na vertical: desvio padrao.

Fonte: Elaborada pela autora (2022).
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Figura 22 — Atividade de agua do leite fermentado probidtico em pd, obtidos por

diferentes métodos de secagem, armazenados nas diferentes condigdes de

armazenamento.
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*Processos de secagem- CTD-50: Cast tape drying secos a 50 °C; CTD-70: Cast tape drying secos a
70 °C; V-CTD: Cast tape drying sob vacuo; LIO: Liofilizagdo. LFL - leite fermentado adicionado de
microrganismo probiético livres (simbolos abertos); LFE - leite fermentado adicionado de
microrganismo probiotico encapsulados (simbolos cheios). Umidade relativa de armazenamento - 26%
(quadrado) e 48% (Triangulo). Tragos na vertical: desvio padrao.

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Observa-se similaridade entre as analises de umidade e a, do leite
fermentado em pd com microrganismos livres e encapsulados, nas mesmas
condigbes de armazenamento, independentemente do tipo de método de secagem.
As amostras de leite fermentado probiético em pd no inicio do armazenamento

apresentaram umidade préxima a 0,08 g.g™' de sélidos secos, e a,, proxima a 0,380,
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exceto os pds obtidos por liofilizagdo, que no inicio do armazenamento apresentavam
umidades proximas de 0,02 g.g™' (b.s) e a,, 0,189. Tontul et al. (2018) estudaram
amostras de po de iogurte liofilizado, e relataram umidade e a,, de 0,08 g.g"'(b.s) e
0,140, respectivamente, valores de a,, proxima ao obtido neste trabalho. Por outro
lado, em relagdo aos valores de umidade, estes foram acima do encontrado neste
trabalho. Estes valores estdo de acordo com o recomendado para produtos secos,
que devem ter teor de umidade menor que 5% (KUMAR; MISHRA, 2004).

Durante o armazenamento das amostras na umidade relativa de 48%, elas
permaneceram com umidades préxima de 0,05 g.g-!, em base seca, e a,, proximas de
0,480. Todos os pos armazenados em UR 26% permaneceram com umidades
préxima de 0,03 e a,, préximas de 0,258. O LFL e LFE foram armazenados na mesma
cuba, de acordo com suas umidades relativas, garantindo que o meio nao interferisse
nos resultados.

E desejavel que o leite fermentado seco possua a,, na faixa de 0,2 a 0,5.
Valores menores que 0,2 ocasionardo elevada velocidade de oxidagao lipidica e
valores maiores que 0,5 proporcionarao reagdes de escurecimento ndo enzimatico e
atividade enzimatica (BAKER, 1997; COSTA, 2017). Além disso, dentro dessa faixa
de a,, ndo ha condi¢cdes para o crescimento de fungos, bactérias patogénicas e
leveduras.

As amostras armazenadas em 67% de umidade relativa resultaram em
umidade média de aproximadamente 0,08 g.g" e a,, 0,672, o que favorece alteragbes
na coloragdo e aglomeragéo do p6d (SCHUCK et al., 2004), o que foi constatado
durante o armazenamento, provavelmente associados a presenca da lactose no
estado amorfo (PERRONE et al., 2013. Um produto amorfo € enriquecido por
moléculas de baixo grau de polimerizacdo, que possuem mais grupos hidroxila
disponiveis para ligar-se a agua quando em comparagao com amostras cristalinas, na
qual a fragao de baixo grau de polimerizagao foi removida (ROMANO et al., 2018).

Costa, 2017 obteve atividade de agua para pos de leite fermentado tipo iogurte
de 0,517 e 0,255 para V-CTD e liofilizagao, respectivamente.

No presente estudo, as amostras produzidas por liofilizagdo tinham teores de
umidade ligeiramente inferiores aos produzidos por CTD e V-CTD, assim uma menor

atividade de agua.
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5.2.1.1 Viabilidade microbiologica

Na Tabela 5 sdo apresentadas as concentracdes de L. fermentum em leite
fermentado probidtico antes e apds a secagem por diferentes processos. As amostras
produzidas por CTD na temperatura de 50 °C permaneceram com contagem de 10°,
enquanto as amostras produzidas pelos outros processos de secagem tiveram
redugdes na contagem de microrganismos viaveis. O leite fermentado adicionado de
microrganismo livres mostrou maior perda de viabilidade microbiana, comparado com
o leite fermentado adicionado de microrganismos encapsulados. Uma excegéo foi
observada para amostras liofilizadas, que tiveram viabilidade microbiana de 108 para
LFL e LFE. Apesar da liofilizagao ser um dos métodos atualmente mais indicados para
a secagem, segundo Martin et al. 2015 o congelamento pode causar danos as
membranas celulares devido a formagao de cristais de gelo e podem também resultar

em condi¢des de estresse as bactérias devido a alta osmolaridade.

Tabela 5 — Viabilidade de leite fermentado probidtico em pd, seco pelos diferentes

meétodos de secagem.

MICRORGANISMO LIVRE MICRORGANISMO ENCAPSULADO
Processo
de Inicial Final Inicial Final
Secagem (CFU/g) (UFC/g) (UFC/qg) (UFC/g)

CTD-50 4,49x10%+3,03x108  2,09x10%+3,28x107 5,94x10°46,67x10° 3,15x10°t3,41x10°
CTD-70 2,60x10%1,12x108  4,82x107+3,67x108  3,11x10%4,21x108 4,68x108+1,40x10”

FD 1,02x10%+x2,30x10°  3,29x108+5,63x108 2,04x10°£1,85x10° 2,86x108+2,23x107

Processos de secagem- CTD-50: Cast tape drying secos a 50 °C; CTD-70: Cast tape drying secos a
70 °C; FD: Liofilizagao. LFL - leite fermentado adicionado de microrganismo probiético livres; LFE - leite
fermentado adicionado de microrganismo probiético encapsulados.

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

Na Figura 23 estdo apresentados os resultados da viabilidade microbiana dos
pos durante o armazenamento por 180 dias (CTD-50, CTD-70 e LIO), ou até redugéao
da viabilidade abaixo de 108 UFC/g (V-CTD, avaliado até 120 dias). As amostras foram
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armazenadas em umidades relativas de 26% e 48%, a temperatura controlada de
20 °C.

Figura 23 — Viabilidade dos pds de leite fermentado probiotico armazenados a 20 °C,
em UR de 26% e UR 48%.
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Processos de secagem- CTD-50: Cast tape drying secos a 50 °C; CTD-70: Cast tape drying secos a
70 °C; V-CTD: Cast tape drying sob vacuo; LIO: Liofilizagdo. LFL - leite fermentado adicionado de
microrganismo probidtico livres (simbolos abertos); LFE - leite fermentado adicionado de
microrganismo probiotico encapsulados (simbolos cheios). Umidade relativa de armazenamento - 26%
(quadrado) e 48% (Triangulo).

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

O processo de secagem por CTD-50 manteve a contagem microbiana
suficientemente alta nas amostras adicionadas de microrganismos livres e

encapsulados, durante o armazenamento nas condi¢des de UR de 26% e 48%,
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durante 180 dias. Houve reducao de aproximadamente 1 log para o LFL e menos de
1 log para o LFE. As amostras em po, secadas por CTD-70, armazenadas em UR de
48%, tiveram reducéo de aproximadamente 1 log para o LFE, mantendo a viabilidade
minima (108 UFC/g) por 180 dias, e de aproximadamente 2 logs para o LFL, mantendo
a viabilidade minima (10% UFC/g) por 120 dias. Na condigdo de 26% de UR, as
amostras LFL e LFE apresentaram reducéao de aproximadamente 1 log na contagem
de microrganismos, permanecendo desta forma com contagem acima do exigido para
probiéticos por 180 dias.

No processo de secagem por liofilizagdo, os microrganismos presentes nos
pos mantiveram-se viaveis por 180 dias. Na condigdo de armazenamento em UR de
26%, os pés mantiveram-se mais estaveis em comparagdo com as demais condi¢des
de armazenamento (48% e 67%). Na condicdo de UR de 48%, o LFL apresentou
reducao de aproximadamente 2,5 logs, enquanto o LFE reduziu em aproximadamente
1 log. Dentre os pds produzidos pelos diferentes processos de secagem, o pd
produzido por V-CTD foi o que apresentou maior redugao da viabilidade microbiana
durante o armazenamento, tanto em UR de 26% quanto em UR de 48%. Os LFL
permaneceram por apenas 30 dias com a viabilidade minima exigida, enquanto os
LFE permaneceram viaveis por 90 e 120 dias nas URs de 48% e 26%,
respectivamente. Costa (2017) avaliou a shelf-life de iogurte natural seco por
liofilizagdo e V-CTD (50 °C), acondicionado em embalagens a vacuo a 25 °C, sem
controle de umidade relativa. As amostras secas por V-CTD permaneceram viaveis
por 7 dias, enquanto aquelas liofilizadas permaneceram com células viaveis por 14
dias. Assim, a temperatura da agua de secagem do V-CTD neste trabalho (70 °C)
ocasionou maiores perdas da viabilidade durante o armazenamento.

A UR de condicionamento, os métodos de secagem e por fim a forma como o
microrganismo foi adicionado ao leite fermentado, livre ou encapsulado, apresentaram
influéncia na viabilidade do L. fermentum durante o armazenamento.

Os po6s acondicionados em UR de 67% apresentaram viabilidade reduzida
para todos os casos, com vida util de até 10 dias, como apresentado na Figura 24.
Nos processos de secagem por CTD-50 e liofilizagdo, os microrganismos do LFE
apresentaram viabilidade por 10 dias, enquanto para 0s mesmos processos 0s

microrganismos do LFL permaneceram viaveis por no maximo 6 dias. Os p6s obtidos
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por CTD-70 permaneceram com viabilidade por 5 e 7 dias, e para o V-CTD a 70 °C
permaneceram com viabilidade por 4 e 6 dias para o LFL e LFE, respectivamente.
Esses resultados estdo provavelmente relacionados com a aw dos poés, que
nao permite o crescimento microbiano, mas ndo protege os microrganismos de
possiveis atividades metabdlicas deletérias, fato que tem sido amplamente relatado

na literatura como um fator relevante na sobrevivéncia dos microrganismos.

Figura 24 — Viabilidade dos pds de leite fermentado probiotico armazenados em UR

de 67%, obtidos pelos diferentes processos de secagem.
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Processos de secagem- CTD-50: Cast tape drying secos a 50 °C; CTD-70: Cast tape drying secos a
70 °C; V-CTD: Cast tape drying sob vacuo; LIO: Liofilizagdo. LFL - leite fermentado adicionado de
microrganismo probidtico livres (simbolos abertos); LFE - leite fermentado adicionado de
microrganismo probiético encapsulados (simbolos cheios). Umidade relativa de armazenamento - 67%.

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.
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Martin et al. (2013) estudaram a viabiliadade do L. fermentum encapsulados
por gelificacao interna com alginato e amido, e posterior secagem por liofilizagao. Eles
compararam as viabilidades microbianas nas microparticulas liofilizadas nas
particulas nao liofilizadas. Os autores observaram que a contagem diminuiu em 2,5
logs apo6s 30 dias a 4 °C e -20 °C e uma inativacéo total em menos de 2 semanas a
temperatura ambiente (25 °C). Portanto, as microparticulas obtidas por liofilizagao
tiveram menor viabilidade quando comparadas com as nao liofilizadas.

Os autores explicaram que devido a nao utilizacdo de agentes protetores
durante a secagem, pode ter ocorrido danos no estado fisioldgico das células, uma
vez que 0s organismos probidticos sao sensiveis a liofilizagdo, o que ocasionou uma
inativacao quase completa das bactérias.

Os resultados obtidos neste trabalho indicam que a microencapsulacao dos
microrganismos em capsulas de alginato e amido favoreceram a viabilidade durante
0 armazenamento, uma vez que a redugdo da viabilidade dos probioticos
encapsulados durante o armazenamento foi menor. Durante a formacdo das
particulas, o amido favorece a formacao de redes poliméricas onde as células ficam

presas e parcialmente isoladas das condigbes ambientais (MARTIN et al., 2013).

5.2.1.2 Cor

Os parametros da escala de cor CIELab (L*, a* e b*) das amostras de leite
fermentado probidtico em p6 adicionados de microrganismos livres ou encapsulados,
obtidos por diferentes processos de secagem, e armazenados em diferentes
condicbes de UR, estdo presentados na Figura 25, Figura 26 e Figura 27,
respectivamente. Os pos foram armazenados por no maximo 180 dias, cessando
quando a amostra estava com limite de viabilidade abaixo do permitido para produtos
probidticos (108 UFC/g).

Em relagédo ao parametro L* (Figura 25), é possivel observar que as amostras
no tempo inicial de acondicionamento nas diferentes UR (26%, 48% e 67%)
mostraram um padrao, sem diferencgas entre elas (CTD-50 e LIO), assim como entre
as amostras obtidas por V-CTD e CTD-70. Foi possivel observar esse padrao ao final

do armazenamento das amostras acondicionadas na UR de 26% e 48%. Para maiores
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UR de acondicionamento houve redugao da luminosidade, o que nao ocorreu para as
amostras acondicionadas em UR de 26%. Os p6s obtidos pelo processo de liofilizagdo
foram os que mantiveram maior luminosidade (maior tendéncia ao branco) entre os
processos de secagem. Este resultado pode ser atribuido ao fato de a temperatura
utilizada no processo de liofilizagdo ser muito menor do que nos outros processos de
secagem, com menor possibilidade de ocorréncia de reagdes de escurecimento nao
enzimatico, como reagao de Maillard. A degradacédo de pigmentos é normalmente
observada na diminuicdo de luminosidade, e pode estar relacionada a reagdes de
escurecimento ndo enzimaticas ocorridas nas amostras, como por exemplo reacoes
de Maillard (HASSAN; PAWELZIK; VON HOERSTEN, 2021). As amostras
acondicionadas em UR de 67% foram as que sofreram maiores reducbes da
luminosidade, quando comparadas com as demais UR de acondicionamento. O
encapsulamento n&o influenciou na luminosidade das amostras, quando considerado
0 mesmo processo de secagem e a mesma condi¢cao de armazenamento (UR). Costa
(2017) avaliou a cor dos pos de iogurte natural secados por V-CTD e liofilizagdo. Os
pos desidratados por liofilizagdo mostraram maior luminosidade, L*= 97,02, valor

superior ao encontrado neste trabalho para leite fermentado.
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Figura 25 — Parametros de cor da escala CIELab (L") das amostras durante o
armazenamento em diferentes UR de pods de leite fermentado probidtico, obtidos por

diferentes métodos de secagem.
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LFLi — Leite fermentado adicionado de microrganismo probiético livre no tempo 0 de armazenamento
para todos os processos de secagem na umidade relativa de 26%, 48% e 67%

LFEi — Leite fermentado adicionado de microrganismo probidtico encapsulado no tempo 0 de
armazenamento para todos os processos de secagem na UR de 26%, 48% e 67%

LFL11 — Leite fermentado adicionado de microrganismo probiético livre armazenado em UR de 26%
LFE11 — Leite fermentado adicionado de microrganismo probiético encapsulado armazenado em UR
de 26%

LFL44 — Leite fermentado adicionado de microrganismo probidtico livre armazenado em UR de 48%
LFE44 — Leite fermentado adicionado de microrganismo probiético encapsulado armazenado em UR
de 48%

LFL64 — Leite fermentado adicionado de microrganismo probidtico livre armazenado em UR de 67%
LFE64 — Leite fermentado adicionado de microrganismo probiético encapsulado armazenado em UR
de 67%

CTD-50: Cast tape drying secos a 50°C; CTD-70: Cast tape drying secos a 70°C; V-CTD: Cast tape
drying sob vacuo; LIO: Liofilizagao.

O tempo final (dias) foi diferente dependendo do processo e condi¢ées de UR, como descrito a seguir:
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CTD-50 (UR 26% e 48%) (livre e encapsulado) = 180 dias; (UR 67%) Livre = 5 dias, Encapsulado = 10
dias.

CTD-70 (UR 26% e 48% (livre e encapsulado) = 180 dias; (UR 67%) Livre = 3 dias, Encapsulado = 5
dias.

Lio (UR 22% e 48%) (livre e encapsulado) = 180 dias; (UR 67%) Livre = 5 dias, Encapsulado = 10 dias.
V-CTD (22%) Livre = 30 dias, Encapsulado = 120 dias; (48%) Livre = 30 dias, Encapsulado = 90 dias;
(67%) Livre = 1 dias, Encapsulado = 3 dias.

Letras minusculas diferentes na coluna representam diferencgas significativas entre as amostras no
mesmo processo de secagem, pelo teste de Tukey (p < 0,05). Letras mailsculas diferentes na coluna
representam diferengas significativas entre os tratamentos, pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

O parémetro a* (Figura 26) aumentou com o aumento da UR. Nas condigdes
de armazenamento de 26% e 48% as amostras livres e encapsuladas, ao final do
armazenamento, nao diferiram estatisticamente dentro do mesmo processo de
secagem para CTD-50 e Liofilizagdo, enquanto na condicdo de armazenamento de
UR de 67%. Nao houve influéncia na forma livre ou encapsulado no tempo zero (0)
para as diferentes UR (26%, 48% e 67%), assim como nao houve para o tempo final
de armazenamento das condi¢cdes de UR de 26% e 48%. Ja na condicao de UR 67%
houve influéncia na forma livre e encapsulado, exceto para o processo de secagem
LIO.
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Figura 26 — Parametros de cor da escala CIELab (a*) das amostras durante o
armazenamento em diferentes UR de pds de leite fermentado probidtico, obtidos por

diferentes métodos de secagem.
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LFLi — Leite fermentado adicionado de microrganismo probidtico livre no tempo 0 de armazenamento
para todos os processos de secagem na umidade relativa de 26%, 48% e 67%

LFEi — Leite fermentado adicionado de microrganismo probidtico encapsulado no tempo 0 de
armazenamento para todos os processos de secagem na UR de 26%, 48% e 67%

LFL11 — Leite fermentado adicionado de microrganismo probiético livre armazenado em UR de 26%
LFE11 — Leite fermentado adicionado de microrganismo probiético encapsulado armazenado em UR
de 26%

LFL44 — Leite fermentado adicionado de microrganismo probidtico livre armazenado em UR de 48%
LFE44 — Leite fermentado adicionado de microrganismo probiético encapsulado armazenado em UR
de 48%

LFL64 — Leite fermentado adicionado de microrganismo probidtico livre armazenado em UR de 67%
LFEG4 — Leite fermentado adicionado de microrganismo probiético encapsulado armazenado em UR
de 67%

CTD-50: Cast tape drying secos a 50°C; CTD-70: Cast tape drying secos a 70°C; V-CTD: Cast tape
drying sob vacuo; LIO: Liofilizagao.

O tempo final (dias) foi diferente dependendo do processo e condigbes de UR, como descrito a seguir:
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CTD-50 (UR 26%, 48% e 67%) (livre e encapsulado) = 180 dias; (UR 67%) Livre = 5 dias, Encapsulado
=10 dias.

CTD-70 (UR 26% e 48%) (livre e encapsulado) = 180 dias; (UR 67%) Livre = 3 dias, Encapsulado = 5
dias.

Lio (UR 26% e 48%) (livre e encapsulado) = 180 dias; (UR 67%) Livre = 5 dias, Encapsulado = 10 dias.
V-CTD (26%) Livre = 30 dias, Encapsulado = 120 dias; (48%) Livre = 30 dias, Encapsulado = 90 dias;
(67%) Livre = 1 dias, Encapsulado = 3 dias.

Letras minusculas diferentes na coluna representam diferencgas significativas entre as amostras no
mesmo processo de secagem, pelo teste de Tukey (p < 0,05). Letras maiusculas diferentes na coluna
representam diferengas significativas entre os tratamentos, pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

Figura 27 — Parametros de cor da escala CIELab (b*) das amostras durante o
armazenamento em diferentes UR de pos de leite fermentado probidtico, obtidos por

diferentes métodos de secagem.
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LFLi — Leite fermentado adicionado de microrganismo probidtico livre no tempo 0 de armazenamento
para todos os processos de secagem na umidade relativa de 26%, 48% e 67%

LFEi — Leite fermentado adicionado de microrganismo probidtico encapsulado no tempo 0 de
armazenamento para todos os processos de secagem na UR de 26%, 48% e 67%

LFL11 — Leite fermentado adicionado de microrganismo probidtico livre armazenado em UR de 26%
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LFE11 — Leite fermentado adicionado de microrganismo probiético encapsulado armazenado em UR
de 26%

LFL44 — Leite fermentado adicionado de microrganismo probidtico livre armazenado em UR de 48%
LFE44 — Leite fermentado adicionado de microrganismo probiotico encapsulado armazenado em UR
de 48%

LFL64 — Leite fermentado adicionado de microrganismo probidtico livre armazenado em UR de 67%
LFE64 — Leite fermentado adicionado de microrganismo probiético encapsulado armazenado em UR
de 67%

CTD-50: Cast tape drying secos a 50°C; CTD-70: Cast tape drying secos a 70°C; V-CTD: Cast tape
drying sob vacuo; LIO: Liofilizagao.

O tempo final (dias) foi diferente dependendo do processo e condigbes de UR, como descrito a seguir:
CTD-50 (UR 26% e 48%) (livre e encapsulado) = 180 dias; (UR 67%) Livre = 5 dias, Encapsulado = 10
dias.

CTD-70 (UR 26% e 48%) (livre e encapsulado) = 180 dias; (UR 67%) Livre = 3 dias, Encapsulado = 5
dias.

Lio (UR 26% e 48%) (livre e encapsulado) = 180 dias; (UR 67%) Livre = 5 dias, Encapsulado = 10 dias.
V-CTD (UR 26%) Livre = 30 dias, Encapsulado = 120 dias; (UR 48%) Livre = 30 dias, Encapsulado =
90 dias; (UR 67%) Livre = 1 dias, Encapsulado = 3 dias.

Letras minusculas diferentes na coluna representam diferengas significativas entre as amostras no
mesmo processo de secagem, pelo teste de Tukey (p < 0,05). Letras maiusculas diferentes na coluna
representam diferencas significativas entre os tratamentos, pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

O parametro b* (Figura 27) aumentou com o aumento da UR nos processos de
secagem, exceto para o processo de secagem CTD-70, que em UR mais baixa (26%)
reduziu, porém nas UR de 48% e 67% aumentaram. O paradmetro b*representa a
variacdo de cor de azul (-b*) ao amarelo (b*) cor caracteristica dos pds de leite
fermentado desidratado. Nao houve influéncia em relacdo ao parametro b* quanto a
forma livre ou encapsulada do microrganismo na mesma condicdo de

acondicionamento.
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5.3 ESTUDO Il - REIDRATACAO DO PO DE LEITE FERMENTADO CONTENDO
MICRORGANISMOS LIVRES OU ENCAPSULADOS OBTIDOS PELO
METODO CTD-70

5.3.1 Caracterizagao do pé

5.3.1.1 Densidade aparente, densidade real e porosidade

Os valores de densidade aparente, densidade real e porosidade dos pods de leite
fermentado com adicdo de microrganismos probidticos livres e encapsulados estéao
apresentados na Tabela 6. A porosidade é a fragao de vazios existentes na amostra
de po, estando relacionada a densidade aparente (LEE; YOO, 2020). Séao
caracteristicas importantes para armazenamento, transporte e embalagem dos
produtos em po6. Houve diferenga significativa entre as amostras para a densidade
aparente e a porosidade enquanto para a densidade real ndo houve diferencga

significativa entre as amostras.

Tabela 6 — Densidade aparente, densidade real e porosidade dos pos de leite

fermentado probiotico obtidos por CTD-70.

Leite Densidade aparente Densidade real Porosidade
fermentado em pé (g.cm3) (g.cm?3) (%)
Livre 0,80 + 0,022 1,49 + 02 0,44+ 0,01°
Encapsulado 0,75+ 0,01b 1,48 £ 02 0,47+ 0,012
Letras diferentes na coluna representam diferencgas significativas entre as amostras pelo teste de Tukey

(p =0,05).
Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

Os valores obtidos para os pés, para a densidade aparente, encontram-se na
faixa citadas por Barbosa-Canovas et al. (2005), entre 0,3 e 0,8 g.cm™ e massa
especifica real proxima de 1,4 g.cm para alimentos em pd. A amostra LFE com
menor densidade aparente apresentou porosidade significativamente maior do que a
amostra LFL. Portanto, a adicdo de capsulas a amostra resultou em maior porosidade

do leito de particulas secas.
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Costa, 2017 estudando o iogurte seco em CTD a vacuo, obteve valores de
densidade aparente e densidade real inferiores ao deste trabalho, obteve 0,57 g. cm-
3e 1,33 g. cm respectivamente. Para a porosidade, o autor obteve valores superiores
de 57 %, para pos obtidos por V-CTD, pois a aplicagdo do vacuo cria um aspecto
esponjoso nas particulas, o que nao ocorre no processo de CTD sem aplicagdo do
vacuo. Zotarelli et al. (2017), na producdo de pé de manga por CTD, reportaram
valores de densidade aparente, densidade real e porosidade de 0,80 g.cm-3, 1,28
g.cm3 e 38%, respectivamente. Observa-se que os valores encontrados de densidade
real estdo bem proximos ao deste trabalho. Assim, o tipo de produto a ser seco e o
método de secagem podem influenciar nos parametros analisados. Valores inferiores
de densidade aparente foram reportados por Yuksel (2021) ao estudar iogurte em pé
seco por esteira de espuma assistida por micro-ondas, em que os valores variaram
de 0,44 e 0,63 g.cm. Densidades maiores s&o desejaveis para a redugdo dos custos
de transporte e embalagem (CALISKAN KOC et al., 2020).

5.3.1.2 Solubilidade (SOL)

SOL é um parametro importante especialmente para produtos instantaneos
(TONTUL et al., 2018). O valor de solubilidade das amostras em p6 produzidas por
CTD para amostras encapsuladas (48,2%) foi muito inferior ao das amostras livres
(69,3%), como demonstrado na Tabela 7, havendo diferenga significativa entre as
amostras. TONTUL et al. (2018) reportaram dados sobre a solubilidade de pds de
iogurte produzidos por RW. Eles observaram solubilidade entre 46,5% — 49,6%

(valores que corroboram os obtidos para o LFE no presente estudo).

Tabela 7 - Solubilidade dos pés do leite fermentado probidtico obtidos por CTD-70.

Leite fermentado em pé Solubilidade (%)
Livre 69,3 + 02
Encapsulado 48,2+ 0,2°

Letras diferentes na coluna representam diferengas significativas entre as amostras pelo teste de Tukey
(p <0,05).

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.
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As diferencas entre as amostras de LFL e LFE podem ser devidas as diferencgas
na composi¢cdo das amostras de leite fermentado utilizadas nos processos de
secagem, visto que na amostra de LFE tém capsulas de alginato e amido. Estudos
indicam que o processo de secagem por spray-drying resulta em pos que podem
apresentar maiores solubilidades para um mesmo produto, se comparado com o
processo de CTD, devido a adigdo de agentes carreadores usados para a secagem.
Tontul et al. (2018) relatou que a temperatura de secagem e a espessura de
espalhamento ndo afetaram a solubilidade de amostras de pd produzidas por
secagem por RW.

A reidratacdo dos pos pode resultar em produtos diferentes do original,
podendo ser justificado pela reorganizagao das estruturas, alterando a ligagdo das
proteinas com a agua. Neste estudo foi observada a sedimentagao de particulas apos
a reidratacdo. Hogekamp e Schubert (2003) afirmam que a fim de evitar a formagao
de sedimentos durante a reidratacédo € indicado utilizar particulas pequenas ou

aumentar a viscosidade do liquido, adicionando menos agua.

5.3.1.3 Tempo de disperséo e distribuicdo de tamanho de particula

Na Tabela 8 sao mostrados o tempo de dispersdo dos pos obtidos pelo
processo CTD-70. O tempo de dispersao esta relacionado com o tempo para que o
liquido penetre no pd ou aglomerado de particulas, o que depende da porosidade,
tamanho, geometria e composicdo da superficie das particulas (HOGEKAMP;
SCHUBERT, 2003; FORNY; MARABI; PALZER, 2011).

Tabela 8 — Tempo de dispersao dos pds do leite fermentado probidtico obtidos por
CTD-70.

Leite fermentado em pé Dispersion time (min)
Livre 12,7 £ 0,72
Encapsulado 1,2+0,1°

Letras diferentes na coluna representam diferengas significativas entre as amostras pelo teste de Tukey
(p < 0,05). Fonte: Elaborada pela autora, 2022.
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A diferenca de tempo de dispersao entre os pos pode estar relacionada com a
diferenga de tamanho entre as particulas dos pds. Segundo Vissotto et al. (2006), o
tamanho das particulas esta relacionado com a penetragao da agua nos pos, afirmam
que particulas maiores e de formato irregulares favorecem a molhabilidade do po,
enquanto particulas menores ocasionam reducdes dos espacos intersticiais, o que
dificulta a infiltragdo da agua.

Na Figura 28 é apresentada a distribuicdo do tamanho de particulas. Observa-
se que o leite fermentado em pé adicionado de capsulas obteve um tamanho médio
quase 2 vezes maior que o leite fermentado adicionado de microrganismos livres, o
que ja se era esperado, devido a adigdo das capsulas contendo microrganismo ao

leite fermentado antes da secagem por CTD.

Figura 28 —Tamanho de particulas.
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Foram obtidas capsulas com microrganismo probiético em seu interior no
tamanho médio de 1.001 nm. Portanto, o tamanho de particula obtido € adequado
para aplicagdo em alimentos, pois foi relatado que particulas macias e arredondadas
nao sao perceptiveis até cerca de 80.000 nm (LAWLESS; HEYMANN, 2010 ). Martin
et al. (2013) obtiveram capsulas de alginato e amido com Lactobacillus fermentum no
tamanho médio de 3.200-4.900 nm. Romano et al. (2018) estudando as particulas de
inulina amorfas e cristalinas durante a secagem por spray-drying
de L. plantarum CIDCA 83114 obtiveram particulas no tamanho variando de 870 -
7.490 nm. Seshamamba et al. (2016) estudando iogurte em p6, com 13,8% SST por
spray-drying obtiveram particulas com tamanho de 1,41 x 108 nm.

Podemos observar que neste trabalho foram obtidas particulas menores que
as relatadas na literatura. A velocidade de agitagdo na obtengédo das capsulas, além
da trituracdo em moinho de facas e posterior peneiramento em peneiras 20 mesh apos

a secagem do leite fermentado podem ser fatores relevantes para estes resultados.

5.3.1.4 Difratometria de raios-X (DRX) e Calorimetria diferencial de varredura
(DSC)

Os difratogramas de raios-X para as amostras de pos de leite fermentado
probidticos adicionados de microrganismos livres e encapsulados, dos produtos de
obtencao das capsulas (amido e alginato) e as capsulas estao apresentados na Figura
29.


https://www-sciencedirect.ez46.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S002364381300114X?via=ihub#bib19
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Figura 29 — Difratogramas de raios-X do amido, alginato, capsulas e das amostras de

leite fermentado probidtico obtidas por CTD-70.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

As diferengas observadas estéo relacionadas a intensidade relativa de difracéo.
A intensidade do pico para a amostra LFL € menor, porém, ambas apresentam o
mesmo comportamento, indicando que o padrao de difragcao entre elas foi semelhante.
Para as amostras LFL e LFE, foram encontrados picos caracteristicos proximos a 20°
e a 30°, indicando que adi¢do das capsulas antes da secagem nao apresentou efeito
sobre os padrdes das estruturas quimicas das amostras. O pico de 23° ja foi reportado
em trabalhos encontrados na literatura, caracteristico de amostras que contém amido
(SINGH; INOUCHI; NISHINARI, 2006). Porém é possivel observar que o LFL também
teve esse pico caracteristico, podendo ser caracteristico de produtos obtido a partir
do leite. Nao foram encontrados na literatura resultados que suportem uma discussao
mais detalhada.

O amido usado foi pré-gelatinizado, o que ja favorece a obtencgao de estruturas

amorfas. Os difratogramas de raios-X sugerem que todas as amostras se apresentam
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em estado amorfo, pois ndo foram verificados picos caracteristicos de estruturas
cristalinas.
As analises de DSC nao mostraram nenhuma mudancga endotérmica nas

amostras analisadas.

Figura 30 — Termograma de DSC para as amostras em pé de leite fermentado
adicionados de microrganismo probiotico livre (LFL) (Azul) e encapsulado (LFE)
(Vermelho) obtidos por CTD-70.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

5.3.1.5 |Isotermas de sor¢éo de umidade

As isotermas de sor¢ao de umidade dos pds de leite fermentado probidtico livre
e encapsulados obtidos pelo processo CTD e os ajustes do modelo de GAB aos dados
experimentais sao apresentados na Figura 31. As informagbes dadas pelas
caracteristicas de sorcdo € uma ferramenta essencial no que diz respeito a
estabilidade no armazenamento e aceitabilidade de produtos alimenticios (PAVAN,
SCHMIDT; FENG, 2012). O modelo de GAB ¢ relatado na literatura como o que
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melhor representa as isotermas de sorgdo de umidade de alimentos (BONOMI et al.,
2012)

As isotermas de sorcao de umidade obtidas correspondem ao tipo Ill, que sé&o
tipicas de alimentos com alto teor de sdlidos soluveis (BRUNAUER et al., 1940).
Nesses produtos ocorre um grande aumento nos valores de a,, para pequenas
variagoes do teor de umidade de equilibrio, na regido de baixas a,,.Quando os valores
de a,, se aproximam de 0,5, ela varia pouco para grandes aumentos da umidade de
equilibrio, devido ao efeito predominante das interagdes soluto-solvente associadas a
dissolugdo do agucar (BHANDARI, 2013; MORAGA; MARTINEZ-NAVARRETE;
CHIRALT, 2004; THYS et al., 2010).

Figura 31 — Isotermas de sorgédo de umidade do leite fermentado probidtico adicionado
de microrganismo livre (LFL) (Azul) e encapsulado (LFE) (Vermelho), obtidos por

CTD-70.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

O modelo de GAB ajustou-se bem aos dados experimentais, apresentando
valores de R? > 0,99 e RMSE = 0,003 (Tabela 9). Portanto, o modelo GAB, além de
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apresentar boa correlacdo, pode ser utilizado para determinar a umidade na

monocamada.

Tabela 9 — Parametros do modelo de GAB para os leites fermentados probidticos
produzidos por CTD-70.

Parametros
Po
X.n(b.s) Cc k R? RMSE
LFL 0,123 0,095 0,861 0,991 0,003
LFE 0,166 0,092 0,857 0,991 0,003

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

De acordo com Labuza e Rahman (2007), a umidade da monocamada X,,
indica a quantidade de agua que esta fortemente ligada no alimento, sendo um
parametro importante para predizer a estabilidade fisica e quimica dos produtos secos
(AYRANCI; DUMAN, 2005). Os valores do teor de umidade da monocamada X,,
estimados para o leite fermentado probidtico livre e encapsulado ficaram préximos de
0,1 g.g" (b.s). A umidade na monocamada garante a qualidade do alimento e, deve
ser inferior a 0,1 g.g" (b.s), na qual as taxas de deterioragdo sdo minimas.
Observamos que os valores obtidos na monocamada neste trabalho estdo préximos.
As constantes C e k estido relacionadas as energias de interacdo entre a primeira e
outras moléculas nos sitios de adsorgao individuais (AL-MUHTASEB; MCMINN;
MAGEE, 2002).

5.3.2 Reconstituicao do po6

Os pods desidratados por CTD a 70 °C foram reconstituidos até apresentarem
o mesmo teor de SST que as amostras antes de serem secas. Os pds reconstituidos
mantiveram sua viabilidade microbiolégica desejada para produtos probidticos
(minimo de 10% UFC/g - 107 UFC/g), tanto para o LFL e LFE.
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5.3.2.1 Parémetros fisico-quimicos dos pos reconstituidos
Os parametros de umidade, atividade de agua, pH e sdlidos soluveis para as
amostras reconstituidas em comparacdo com o leite fermentado antes de serem

secos estao apresentados na Tabela 10.

Tabela 10 — Caracterizacao fisico-quimica dos pds reconstituidos comparados com
as amostras antes de secas.

Acidez em
Umidade SST o o
a, pH . acido lactico

Amostra (9.9 (°Brix)
(9/1009)
LFL 592104 0,9912+ 0 552+0,2 11,62+ 0,1 0,62+ 0

Inicial

LFE 6,32+ 0,6 0,9942+ 0 5,72+ 0,1 11,62+ 0,1 0,62+ 0
P6 LFL 4,3°+0 0995¢+0  572+0 11,2202 0,6°+0
reconstituido | Fg 4,45+ 0 0,996+ 0 572+ 0 11,32£ 0,1 0,62£ 0

*Letras diferentes na coluna representam diferengas significativas entre as amostras pelo teste de
Tukey (p < 0,05).
Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

As amostras de leite fermentado adicionadas de microrganismo probiotico
livre e encapsulado secos por CTD-70, apds reconstituigdo, tiveram teores de
umidade de 4,3 g.g"' e 4,4 g.g", respectivamente. Esses valores sio inferiores aos
leites fermentados sem adigdo de microrganismos probidticos, que apresentaram
umidades de 5,9 g.g" e 6,3 g.g" para LFL e LFE, respectivamente. No entanto, os
valores de umidade do po6 reconstituido estdo proximos ao estabelecido pela Tabela
Brasileira de Composigao de Alimentos de 81,9% para leite fermentado (TACO, 2011).

Nas demais analises realizadas nao foram observadas diferencas
significativas entre o leite fermentado e o p6 reconstituido.

A a,, variou de 0,991 a 0,996, valores similares aos obtidos por Costa (2017)
para iogurte seco por V-CTD, a,, 0,993 para amostra antes de serem secas e 0,990
para amostra reconstituida. No entanto, isso depende essencialmente da proporcao
de agua adicionada, em relagdo a massa de po.

Os valores de pH das amostras iniciais e p6 reconstituido estdo entre 5,5 e
5,7, nao apresentando diferengas significativas entre as amostras. A cepa

(Streptococcus thermophilus) utilizada para obtencdo do leite fermentado neste


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/streptococcus-thermophilus
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estudo apresenta gelificagdo em pHs mais elevadas que o observado para iogurtes
(proximo de pH 4,6) aproximadamente 5,5. Khanal e Lucey (2018) também mostraram
pH mais elevados quando estudaram as propriedades do gel de leite fermentado por
diferentes cepas de Streptococcus thermophilus (St-143 e DGCC7785) observaram
pH variando de 5,1 a 5,4, valores proximos ao encontrado neste trabalho. Os autores
observaram que era necessario a suplementagdo com peptona caso se deseje
menores valores de pH.

Com relagéo a acidez em acido latico, ndo houve diferenca significativa entre
as amostras antes de serem secas e pd reconstituido, mostrando valores de
aproximadamente 0,60 g/100g. De acordo com os padrdes estabelecidos pela IN n°
46 de 2007 do MAPA, que exige entre 0,6 a 1,5 g/100g de produto lacteo (BRASIL,
2007), os produtos obtidos estdo em conformidade.

Para SST ndo existem valores estabelecidos pela legislagdo para leite
fermentado. Foi obtido SST de aproximadamente 11 °Brix. Valor superior ao
encontrado por Costa (2017) que estudou iogurte natural reidratado por V-CTD, o valor
encontrado foi de 7,63 °Brix e por Matos (2015), que estudou iogurte reidratado por
liofilizagdo, apresentando resultados de 7,93 °Brix. Esse valor superior pode estar
relacionado a quantidade de leite em p6 adicionado para a padronizagao de sélidos

soluveis do leite usada para a fermentacao.

5.3.2.2 Cor

ApOs a reidratacéo € desejavel que o produto apresente a menor variagao de
cor possivel em comparacdo com o leite fermentado antes da desidratacdo. Os
parametros de cor dos pos reconstituidos foram comparados com os valores obtidos

para o leite fermentado probidtico antes de serem secas (Tabela 11).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022030218301723?via=ihub#!
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Tabela 11 — Parametros de cor das amostras de leite fermentado probidtico obtido por

CTD-70 comparados com amostras antes de secas.

Parametros
Amostra L a b AE

LFL 97,6°% 0,6 0,87 £ 0,52 2,49+ 0,1 -

Inicial LFE 97,12+ 0,5 -0,92 £ 0,05 2,324 0,2 -
LFL 92,5010, -0,4° £ 0,00 1,3°£ 0,3 6,2210,3
P6 LFE  92,20+0,4 -0,24+ 0,1 1,440 £ 0,1 6,19£0,4
LFL 91,5°% 0,1 0,752 0 1,189 £ 0,1 6,22+ 0,6
P6 reconstituido LFE 91,19+ 0,1 -0,692+ 0,2 1,862 £ 0,1 6,02 £0,6

AE — Variagao total de cor

*Letras diferentes na coluna representam diferencas significativas entre as amostras pelo teste de
Tukey (p < 0,05).

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

Os pos reconstituidos apresentaram diferenga significativa (p < 0,05) para os
parametros L*e b* quando comparados com as amostras iniciais. E possivel observar
que houve reducdo da luminosidade (L") apés a secagem. Costa (2017) também
observou reducao da luminosidade apds a secagem de iogurte por V-CTD.

O parametro b*aumentou apos o processo de secagem, apresentando diferencga
significativa para as amostras LFL e LFE em relagcdo a amostra inicial. Apds a
reidratacdo foi possivel visualizar que nenhuma das amostras teve coloragéo
semelhante a amostra inicial, apresentando diferenca significativa, o que indica a
intensidade de amarelo n&o retornou a cor inicial apds a reconstituicao.

O parametro a* nao foi significativamente diferente entre as amostras iniciais e
pos reconstituidos. Houve uma alteragdo nesse parametro apds o processo de
secagem, no qual pode ser observado um aumento no seu valor, indicando uma maior
tonalidade da coloragcao vermelha. Apds a reconstituicdo do pod esse parametro
reduziu, apresentando valores de a* semelhante a amostra inicial, ndo apresentando
diferenca significativa.

A diferenga de cor (AE) foi empregada para determinar a influéncia do processo
na alteracdo de cor em relacdo a amostra inicial, quanto maior seu valor, maior € o

impacto dos processos na coloragao das amostras.
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Comparando a diferenca de cor do po e reconstituidas € possivel observar que
as amostras n&o apresentaram diferencga significativa entre si. A secagem causou uma
baixa alteragcao na cor em relagao a amostra inicial, apresentando valor de AE * = 6,2+
0,3e6,1+0,4 para LFL e LFE, respectivamente. Para todas as amostras, o valor de
AE * foi relativamente baixo, o que indica que a secagem nao teve um grande impacto

na cor apos O Processo.

5.3.2.3 Comportamento reoldgico

A consisténcia e a viscosidade do leite fermentado sdo uns dos principais fatores
envolvidos na qualidade e aceitagdo do produto. Muitos sdo os fatores que podem
afetar a reologia do leite fermentado, como o teor de solidos, as temperaturas de
tratamento térmico do leite e da fermentacéao, dentre outros (COLLET; TADINI, 2004;
PASEEPHOL et al., 2008).

As amostras iniciais tiveram maior viscosidade em comparagao com a amostra

reconstituida (Figura 32.b).

Figura 32 — Curvas de tensao de cisalhamento vs taxa de deformagao para o leite
fermentado inicial e pd reconstituido (a) e viscosidade aparente vs taxa de

cisalhamento para o leite fermentado inicial e pd& reconstituido (b).

(b)

Viscosidade aparente (Pa.s)

Tenséo de cisalhamento (Pa)

0 50 100 150 200 0 50 100 150 200

Taxa de cisalhamento (s") Taxa de cisalhamento (s™)

*Simbolo aberto: microrganismo livre; fechado: microrganismo encapsulado, tridngulo: leite fermentado

inicial; quadrado: leite fermentado reconstituido. Fonte: Elaborada pela autora, 2022.
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Tabela 12 — Paréametros reoldgicos do modelo de Ostwald das amostras antes de

secas e dos pos reconstituidos.

Parametros
Leite fermentado
k (Pa.s) n R?
Livre 2,234 0,641 0,998
Inicial
Encapsulado 1,300 0,629 0,984
Livre 0,114 0,447 0,871
Reconstituio
Encapsulado 0,090 0,308 0,858

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

O modelo de Ostwald se ajustou bem aos dados experimentais, apresentando
valores de R? superiores a 0,98 para o leite fermentado inicial e R? superiores a 0,83
para po6 reconstituido. O indice de consisténcia (k) para as amostras LFL e LFE do p6
reconstituido, quando comparadas com a inicial, diminuiu, indicando que a amostra
reconstituida possui baixa resisténcia estrutural.

O indice de comportamento de fluxo de n <1 reflete que a estrutura da amostra
(inicial e reconstituida) € quebrada pela tensao de cisalhamento aplicada, o que indica
que as propriedades das amostras analisadas possui comportamento pseudoplastico
(CHAN et al., 2011). O mesmo comportamento foi encontrado em estudo anterior
realizado em amostras de iogurte (COSTA, 2017). Monego et al. (2013) estudando a
reologia da bebida lactea fermentada, variando a concentracdo de soro obtiveram
viscosidade variando de 0,01- 0,06 Pa.s, observaram que quanto maior a quantidade
de soro, menor seria a viscosidade da amostra, valores estes préximos aos obtidos

neste trabalho para os pds reconstituido.
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6 CONCLUSOES

Foi possivel obter microcapsulas com tamanhos adequados para adigao em
produtos lacteos, pela técnica de emulsdo com alginato de sédio e amido.

Os leites fermentados secos nas temperaturas de 50 °C, 60 °C, 70 °C e 80 °C
por Cast-Tape Drying permaneceram com viabilidade dos microrganismos probidticos
dentro do recomendado de ingestdo diaria, enquanto na temperatura de 98 °C, foi
abaixo do recomendado. O método de emulsao utilizado € adequado para se preparar
capsulas de tamanhos apropriados para adigcdo em produtos alimenticios.

Os poés de leites fermentados probiodticos obtidos por CTD-50 e liofilizagao
adicionados na forma livre ou encapsulados, permaneceram estaveis por 180 dias
quando armazenados em UR de 26% e 48% a temperatura ambiente. O pé com
microrganismo livre e encapsulado obtido por CTD-70 permaneceram com viabilidade
por 180 dias em umidade relativa de 26% e 48%, exceto o LFL na UR de 48% que
manteve viabilidade de 120 dias.

Nao foi possivel obtengao de leite fermentado reconstituido com viscosidade
semelhante ao natural, sendo necessario adicdo de materiais que aumentem sua
viscosidade durante a secagem.

O uso do CTD para a secagem de produtos termosensiveis em conjunto com
0 microencapsulamento de probidtico foi possivel obter pds de leite fermentado
adicionado de microcapsulas probioticas, por no minimo 6 meses a temperatura
ambiente em umidades relativas baixas (26%) e intermediarias (48%). Além disso, os
pos com as capsulas apresentam melhor solubilidade e dispersibilidade quando
comparados com os pos adicionados de microrganismos livres.

Portanto, a secagem por CTD é uma alternativa viavel para a obtencéo de
produtos secos probidticos e garantir a viabilidade do produto até o consumo. A
temperatura de secagem de 70 °C resulta em tempos de secagem curtos e garante
viabilidade dos microrganimos durante o armazenamento sob baixas e moderadas

umidades relativas.
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