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RESUMO

Pela abundancia de recursos e devido aos grandes avangos tecnologicos alcangados
nos ultimos anos em nutri¢do, manejo e genético animal, o Brasil se destaca como um dos
principais produtores mundiais de alimentos de origem animal. Entretanto, apesar da
evolugcdo no manejo sanitario, a criacdo destes animais ndo estd livre de micro-organismos
patogénicos, que resultam em varios problemas relacionados aos disturbios gastroentéricos,
com impacto no aproveitamento de nutrientes e possibilidade de ocorréncia de outras
enfermidades. Neste contexto, o uso de antimicrobianos em doses subterapéuticas, como
promotores de crescimento a fim de melhorar taxas de crescimento, eficiéncia alimentar,
queda da mortalidade e morbidade devido a infec¢des clinicas e subclinicas, ¢ bastante
preocupante tanto pelo possivel desenvolvimento de resisténcia bacteriana a antibidticos
quando pelo préprio questionamento da seguranga que esta pratica oferece pela agdo tdxica
associada a outros compostos. Diante deste questionamento e pela busca de alternativas, o
mercado cada vez investe mais no uso de micro - organismos vivos na forma de produtos
probidticos que sejam capazes de agir de forma benéfica melhorando o equilibrio intestinal do
animal hospedeiro. Para que estes produtos probidticos possam fornecer aos hospedeiros esta
acdo benéfica os mesmos precisam ser estdveis tanto durante o preparo quanto no
armazenamento. Pelo interesse que ha nesta classe de produtos, o objetivo do presente
trabalho foi avaliar formas distintas de producao de formulag¢des probioticas solidas e estudar
a estabilidade destas formulagdes. Foram preparados e estudados trés tipos de formulagdes:
formulagdes secas de alginato, formulagdes secas de creme e formulacdes contendo cera de
abelhas. Neste trabalho foi avaliadas formula¢des probidticas solidas preparadas pelo uso de
alginato, creme de leite e cera de abelha em termos da cinética de morte celular, andlise
estatistica da sobrevivéncia e avaliagdes da atividade de dgua, umidade e crescimentos de
fungos no produto. A comparagdo entre as formulagcdes mostrou que as formulagdes de
alginato, creme e cera foram mais estdveis que as células secas e que entre todas as
formulacdes testadas aquelas que utilizaram cera de abelha em sua composicao foram as mais
estaveis. A avaliacdo comparativa entre as formula¢des mostrou que: a) as formulagdes de
alginato foram mais estaveis que as formulagdes de creme; b) o uso de acido ascorbico como
aditivo reduziu a estabilidade das formulagdes de alginato e creme; c¢) a viabilidade inicial das
diferentes formulagdes ndo ¢ capaz de explicar a estabilidade das mesmas; d) a baixa

atividade da 4gua explica parcialmente a estabilidade das formulacgdes; e€) as condi¢des de
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secagem utilizadas foram adequadas para gerar as diferentes formulagdes. A analise de
sobrevivéncia pelo modelo de Weibull mostrou que em nenhuma das condigdes testadas

houve um efeito protetivo associado aos aditivos testados.

Palavras-chave: Lactobacillos acidophilus LA 5, probidticos , estabilidade celular,

formulacdes solidas de probidticos.
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ABSTRACT

Due to the abundance of agricultural resources, last advances in animal nutrition,
animal breeding and animal welfare there are a solid background in economics and
management in Brazilian Animal agribusiness. Nevertheless, the sanitary improvements in
animal breeding they are exposed to pathogenic microorganism responsible for
gastrointestinal infections and others disturbs. In this context, antimicrobial agents are used
therapeutically, prophylactically, and as growth promoters. But they can be the cause
of health risks due to the development of antibiotic resistance and can be toxic to humans if
improperly applied, so this use remains a source of deep concern and the replace of
antimicrobial agents by probiotics are becoming very commonly. This work is motivated by
the fact that the guarantee of the viability and stability of probiotic toods during the
production and shelf-life is a technological challenge. In this dissertation were studied the
stability of three kinds of solid state probiotic: alginate, milk cream and beeswax
formulations. According to the results all formulations demonstrated better stability than
dried cells and cells dried with nutrient media composed of fermented milk and beeswax
formulations presented the better stability. The comparison between the formulations in three
solid bases shows that: a) alginate formulations have better stability than milk cream
formulations; b) ascorbic acid reduced the stability of formulations containing milk cream and
alginate; c) the initial cell viability was not responsible for the observed stability; d) the
formulation stability is partially correlated to low water activity; e) the conditions used to dry
the formulations provide high initial cell viability. The survival analysis in accordance with
the Weibull distribution show solid preparations tested have no protective effect related to

tested additives.

Key-words: Lactobacillos acidophilus LA 5, probiotic, solid state probiotic formulations,

cellular stability
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CAPITULO 1
INTRODUCAO

A atividade suinicola no Brasil vem demonstrando um perfil bastante definido, por
ampliar as conquistas no mercado externo, destacando-se no agronegoécio. Em 2000, o Brasil
exportou 127.883 toneladas de carne suina, e entre junho de 2006 a maio de 2007, alcancou a
cifra de 584.185 toneladas, registrando um aumento de 456,81% nos ultimos sete anos,
segundo a Associacdo Brasileira da Industria Produtora e Exportadora de Carne Suina
(ABIPECS, 2011). Além do mercado externo, o consumo per capita da carne suina no Brasil
também mostrou aumento significativo de 7,05 kg/habitante. ano, em 1990, para os atuais
12,6 kg/habitante.ano (ABCS, 2011).

Este crescimento da suinocultura brasileira deve-se principalmente aos grandes
avancos tecnoldgicos alcangados nos ultimos anos, seja em nutrigdo, manejo ou genética.
Entretanto, apesar da evolu¢do no manejo sanitario, as granjas nio estdo livres de micro-
organismos patogénicos, que resultam em vdarios problemas relacionados aos disturbios
gastroentéricos, com impacto no aproveitamento de nutrientes e possibilidade de ocorréncia
de outras enfermidades correlacionadas (CHIQUIERI, 2003).

Antimicrobianos vém sendo utilizados ha mais de 50 anos em doses subterapéuticas,
como promotores de crescimento (FEDALTO et al., 2002), a fim de melhorar as taxas de
crescimento e a eficiéncia alimentar, e diminuiu a da mortalidade e a morbidade devido a
infecgdes clinicas e subclinicas em criagdes intensivas (COSTA, 2005).

Atualmente, a adi¢do de antibidticos na dieta ¢ bastante preocupante, pelo possivel
desenvolvimento de resisténcia bacteriana a alguns deles, que sdo utilizados na linha humana
e da mesma forma, existe o temor de que essa resisténcia provoque o desenvolvimento de
cepas bacterianas resistentes aos antibioticos administrados aos suinos no decorrer da cadeia
produtiva (LIMA, 1999).

A pressdo para a remog¢do de antimicrobianos das ragdes tem aumentado a busca por
produtos alternativos. Entre esses, sdo destacados os probidticos (micro-organismos vivos que
ao serem agregados como componentes da dieta exercem acdo benéfica na flora intestinal
microbiana tanto em animais como em humanos (GUEIMONDE et al, 2006; REIG,
ANESTO, 2002; ROOS, KATAN, 2000; KERN, 2002)) e os prebidticos (ingredientes nao
digeriveis incorporados aos alimentos com a finalidade de estimular o crescimento e/ou

atividade de determinadas bactérias da microbiota intestinal (ZIEMER e GIBSON, 1998; LEE
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et al.,, 1999; OLIVEIRA et al., 2002)), com potencial para trazer beneficios a saide dos
animais domésticos (KAMIMURA, 2006). Além disso, os simbidticos, que sdo produtos
contendo o probidtico junto ao prebidtico, também estdo sendo utilizados na produgdo animal
(CARAMORI JUNIOR, 2001).

Uma das vantagens da utilizacdo dos produtos supracitados, como promotores de
crescimento, ¢ a auséncia da resisténcia bacteriana, o que representa aspecto importante em
relacdo aos riscos de satude publica e seguranga dos produtos (SANCHES, 2004).

Quanto aos probiodticos, o principal modo de agdo parece ser a exclusdo competitiva,
exigindo, todavia, a necessidade da administracdo continuada e de elevadas doses para
manifestar seus efeitos. Os probidticos podem também afetar patdogenos através da sintese de
bacteriocinas (NAIDU et al., 1999), de acidos organicos volateis (JIN et al., 2000; OGAWA
et al.,2001) e de perdxido de hidrogénio (NAIDU et al., 1999), ou atuar sobre o metabolismo
celular, reduzindo a concentracdo de amoénia no organismo (KOZASA, 1986) e liberando
enzimas como a lactase (DE VRESE et al., 2001).

A maioria dos estudos demonstrou que bactérias acido-lacticas, utilizadas como
probiodticos, tém efeito imunoestimulante em animais € no homem, apesar de ainda nao
estarem esclarecidos os mecanismos pelos quais isto ocorre (CROSS, 2002).

A tecnologia de imobilizagcdo microbiologica de células representa uma tendéncia
nova em processos bioquimicos, e seu grande potencial estd sendo reconhecido. Esta
tecnologia € usada para producdo de antibidticos, enzimas, alcool, producao acida entre outros
(PRADELLA, 2001).

A aplicag@o de bioprocessos fazendo uso de células imobilizadas em suportes tem
sido objeto de estudo de diversas pesquisas em biotecnologia, por apresentarem uma séria de
vantagens, como permitir o uso de células por um tempo prolongado, levar a obtencdo de
maiores valores de conversao de substrato a produto, entre outras (PRADELLA, 2001).

As técnicas de imobilizac¢do de células tém sido aprimoradas e diversos suportes sao
utilizados, como polimeros sintéticos, gel de poliacrilamida, minerais (crisotila, alumina, terra
diatomacea, rocha vulcénica, silica porosa), polipropileno, resina epdxi, polissacarideos
naturais (alginato de sdédio, k-carragena, pectina citrica, Agar), vegetais (madeira, fibras de
algodao, bagaco de cana), metais (ago inoxidavel).

Dentre os métodos de imobilizagdo utilizados nos diversos sistemas bioldgicos, o
método por envolvimento em gel apresentou-se como um dos mais estudados na literatura,
constituindo cerca de 80% dos trabalhos e, destes, 43% utilizavam o alginato como matriz de

imobilizagdo, de acordo com o levantamento realizado por Gerbesh (1995).
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O aprisionamento de células em gel de alginato de sodio € a técnica mais
amplamente utilizada para a imobilizagdo de células viaveis. A gelificacdo do alginato ocorre
rapidamente na presenca de ions de célcio sem alteracdes drasticas em temperatura, pH e
pressdo osmotica, o que permite preservar a atividade e a viabilidade dos micro-organismos
imobilizados. Além disso, o alginato ¢ um material barato e facilmente encontrado
(BATISTA et al ., 1999).

O objetivo geral deste trabalho foi formular probidticos de Lactobacilos acidophilus
na forma imobilizada para uso em ragdo de consumo animal. E os objetivos especificos
foram: obter células de Lactobacillus, preparar probidticos com células imobilizadas e
conduzir ensaios para caracterizagdo das formulagdes produzidas.

Com a finalidade de obter preparacdes probioticas sélidas adequadas para o consumo
animal a presente dissertacdo objetivou estudar a forma de reteng@o de células probidticas em

material solido. O presente trabalho foi estruturado de forma apresentado na Figura 1.1.

Fig. 1.1. - Fluxograma da estrutura do trabalho
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CAPITULO 2
REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 — Probioticos

2.1.1 Definicdo

Determinados tipos de alimentos tém efeito benéfico sobre a satde do hospedeiro. O
estudo desses alimentos, denominados de funcionais, e seus componentes responsaveis por
esse efeito, tornou-se intenso apenas nos ultimos anos (OLIVEIRA, 2002). Sio considerados
alimentos funcionais aqueles que fornecem a nutricdo basica e a melhora da saude por meio
de mecanismos ndo previstos pela nutri¢do convencional, devendo ser salientado, que esses
efeitos restringem-se a melhora da saude e ndo a cura de doencas (SANDERS, 1998).

Segundo Fooks et al. (1999), a palavra probioético deriva de duas palavras gregas
que significam ‘por vida’'. Parker (1974) apud Fooks (1999) foi o primeiro a usar a palavra
probiotico no contexto de suplementagdo animal e foi definida como organismos e
substancias que contribuem para o balanco da flora intestinal.

Guarner & Schaafsman (1998) definiram os probidticos como sendo: “Micro-
organismos vivos capazes de melhorar o equilibrio microbiano intestinal produzindo efeitos
benéficos na saude do individuo”.

Fuller (1989) apud Lourens-Hattingh e Viljoen (2001) e Salminen, et al. (1999)
definiram os probidticos como um suplemento alimenticio de micro-organismos vivos que
afeta de forma benéfica o animal hospedeiro pelo seu incremento no balanco da flora
intestinal.

Os probidticos sdo “micro-organismos vivos que quando ingeridos agem de maneira
benéfica, melhorando o equilibrio intestinal do animal hospedeiro” (FULLER, 1994). As
bactérias probidticas permanecem vivas no produto fermentado e sobrevivem a passagem
pelo trato gastrointestinal, fixando-se no intestino (SEIBEL, 1998).

Os probidticos sdo ingredientes ndo digeriveis incorporados aos alimentos no sentido
de selecionar determinadas bactérias da microbiota intestinal, por meio de sua atuagdo como
substrato seletivo no colon (ZIEMER e GIBSON, 1998; LEE et al., 1999). A acgdo deste
composto ocorre pela exclusdo competitiva (OZAWA et al., 1978), competi¢do por: locais de

adesdo no aparelho digestivo (WATKINS e MILLER, 1983), estimulo da imunidade
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(INOOKA et al., 1986), maior produgdo de acido latico (FULLER, 1977), diminui¢do da
producdo de aminas téxicas e aumento da disponibilidade de aminoacidos nos locais de
absor¢do (KOZASA, 1989), economia de energia e por aumento da disponibilidade de
vitaminas e enzimas (FULLER, 1989). A a¢do benéfica do uso de probidticos ocorre de duas
formas: determinando melhores indices zootécnicos com maior produtividade e aumento no
ganho de peso e melhor conversdo alimentar; e reduzindo a colonizacao intestinal por alguns
patdgenos, como por exemplo, as salmonelas.

Um micro-organismo probidtico deve atender a certas exigéncias que sdo: resisténcia
ao ambiente dcido estomacal, a bile e as enzimas pancredticas, adesdo as c€lulas da mucosa
intestinal, capacidade de colonizagdo e produgdo de substancias antimicrobianas contra as
bactérias patogénicas (FOOKS et. al., 1999).

Para garantir um efeito continuo, os probiodticos devem ser ingeridos diariamente
(SAAD, 2006). Mudancas positivas na composicao da microbiota intestinal foram observadas
com doses de 100g de produto contendo 10° UFC de micro-organismos probidticos (10’
UFC/g de produto), geralmente com a administragdo durante um periodo de 15 dias. Dessa
forma, para apresentarem importancia fisioldgica ao consumidor, os probioticos devem atingir
populacdes entre 10° ¢ 10° UFC/ g na recomendagio diaria do produto pronto para consumo,
conforme indicacdo do fabricante (SAAD, 2006; ANVISA, 2011).

Na producdo de alimentos probidticos deve-se fazer uma sele¢do adequada de
linhagens que mantenham sua viabilidade durante a elaboracdo e o armazenamento,
sobrevivam a passagem pelo trato gastrintestinal e confiram propriedades tecnoldgicas

adequadas a esse produto (KOMATSU, et al., 2008).

2.1.2 Importancia dos probioticos

Em 1987, Mitsuoka prop6s um esquema hipotético, no qual ilustra as interagdes
entre as bactérias intestinais ¢ a sautde humana (Figura 2.1). Entre as bactérias classificadas
como benéficas estdo as bifidobactérias e os lactobacilos. As maléficas sdo Escherichia coli,
Clostridium, Proteus e alguns tipos de Bacteroides.

Um dos principais usos de probidticos pela espécie humana tem sido o de adjunto
dietético, para repor e/ou prevenir o desbalanceamento da microbiota intestinal. As principais
espécies que tém sido empregadas para fins probioticos sdo bactérias do género Lactobacillus

como Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Lactobacillus rhamnosus. Linhagens de
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Enterococcus e Bacillus tém também sido utilizadas

além de Bifidobacterium. (FERREIRA et al. 2000)

C. Perfringens
S. Aureus
Proteus

0-104

Efeitos benéficos no hospedeiro

Y

na composicdo de alguns probidticos,

Sintese de vitaminas
Sintese de proteinas
Auxiliar na digestdo e absorgio

Previne a colonizagio de patdgenos
Estimulagfio da resposta imunolégica

Diarréias
Constipacio
Imibidores erescimento

Efcitos maléfico ao hospedciro

Putrefagio intestinal (NHs, H,S,
arminag, fendig, indol, ete).
Carcinogénicos/ procarcino
génicos

Toxinas

Coma hepatico
Hipocolesteremia
Enferrmdade auto-
imune

Cancer

DisfungZo hepatica
Supressio imuno

Patogenicidade

Pseudomonas
Aeruginosa

Estresse, administragiio de
aniibiolicos, eslerdides, insurmo
supressores, radioterapias, idade,
cinerglas

Iiarréias

Coma hepatico

Infecgio urinaria

Arncmia perniciosa

Meningite

Abscesso hepatico

Vaginite

Endometrise

Prejuizo secundério por raio X.

Fig. 2.1 - Correlagdes entre bactérias intestinais e saide humana. Esquema proposto por

Mitsouka (Laurens- Hattingh et al. 2001)

2.1.3 Caracteristica

Para serem efetivos, os micro-organismos probidticos devem ser rigorosamente

selecionados, pois existirdo varias barreiras a ultrapassar até o lugar onde deverdo atuar. Para

uma bactéria ser probidtica, ela deve cumprir certos requisitos como os enumerados na Tabela

2.1.
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Tab. 2.1. - Efeitos benéficos e aplicagdes terapéuticas atribuidas as bactérias

probioticas em humanos'. Alguns critérios de selecdo de micro-organismos probioticos?

Efeitos benéficos

Alguns critérios para a selecio de micro-

organismos probiodticos

Manutencao da microflora intestinal normal
Antagonista de crescimento de patogénicos
Estimulag@o do sistema imunologico
Reducdo da intolerancia a lactose

Redugdo dos niveis de colesterol
Impedimento da reabsorcdo de compostos
aminados indesejaveis

Desconjugac¢ao de doengas coronarias
Atividade antimutagénica

Atividade anticarcinogénica

Atividade antitumorogénica

Melhora o valor nutricional dos alimentos

Efeitos nutricionais

Aplicacdes terapéuticas

Prevengdo de infec¢do urogenital

Alivio da constipagdo

Protecdo contra diarréia dos viajantes
Protecdo contra a diarréia infantil

Reducdo de diarréia induzida por antibidticos
Prevencao de hipocolesterimia

Preveng¢do contra cancer de colo e bexiga

Prevengdo da osteoporose

1- Origem humana,

2- Resisténcias aos sucos gastricos,

3- Capacidades de aderéncia a mucose
intestinal,

4- Resisténcia a bilis,

5- Resisténcia a lisozima,

6- *Persisténcia no trato intestinal humano,
7- *Producdo de substancias antimicrobianas,
8- *Antagonistas de bactérias patogénicas e
carcinogénicas,

9- *Seguros para uso clinicos e alimenticios,
10-Numeros elevados de micro-organismos
probiodticos, no momento de seu consumo,
devendo para isto, resistir as condi¢des de
processamentos (desidratagdo, congelamento,
liofilizagao),

11-*Validade clinica ¢ com documentagdo

dos efeitos a saude.

1Fuller, 1989, apud, Lourens-Hattingh et al. 2001. 2Fooks ef al., 1999 e Martin, 1996. *Saarela et al., 2000.
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2.1.4 Bactérias Acido Licticas (BAL)

As bactérias lacticas sao bastante difundidas na natureza e capazes de se desenvolver
sob diferentes condi¢cdes ambientais. Sdo associadas a ambientes ricos em nutrientes, sendo
freqlientemente encontradas em alimentos fermentados, como leite, carnes, vegetais, graos,
frutas e bebidas. Algumas delas também fazem parte da microbiota natural dos tratos
respiratorio e intestinal e de cavidades naturais de humanos e animais (AXELSSON 1993).
Sdo amplamente utilizadas como fermentos lacticos devido a sua propriedade de conservar os
alimentos e de fornecer uma prote¢do eficaz ao homem e a animais contra infecgdes
intestinais (DELLAGLIO et al., 1994).

As primeiras defini¢cdes de bactérias lacticas, como um grupo, restringiram se a
capacidade que essas bactérias tem de coagular ou fermentar o leite. Assim, entre os micro-
organismos lacticos constavam tanto Lactobacillus quanto Eschericchia, separados
posteriormente como Gram positivos € Gram negativos, por Beijerink em 1901.

Todos os componentes do grupo lactico sdo fastidiosos e estdo presentes em
ambientes nutricionalmente ricos como vegetais, leite, carne e trato intestinal. Sdo anaerdbios,
anaerobios facultativos ou microaerofilos (KIM e GILLILAND 1983; MARTEAU et al.,
1990a; IGARASHI et al., 1994).

2.1.4.1 Género Lactobacillus

Lactobacilos sdo, em geral, caracterizados como Gram-positivos ndo formadores de
esporos, nao flagelados, homofermentativos e apresentam vias fermentativas de sintese de
acido latico e acético, etanol e gds carbonico. Até o presente, 56 espécies do género
Lactobacillus j& foram identificadas. Destes micro-organismos, os mais comumente sugeridos
para uso dietético sdo as linhagens de L. acidophilus (Figura 2.2), cuja defini¢do foi alterada,
recentemente, devido a reclassificagdes com base em técnicas gendticas de identificagdo

(CHARTERIS et al, 1997; GOMES e MALCATA, 1999).
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Figura 2.2 - Foto Lactobacillus acidophilus( www. login.medscape.com)

Segundo Itsaranuwat, Al-Haddad e Robinson (2003), o L. acidophilus ¢ um habitante
normal do final do intestino delgado e, neste lugar, as espécies ocupam o limen e aderem as
superficies da parede do intestino, realizando as seguintes agdes:

eSecreta acido lactico, que abaixa o pH do intestino e ajuda a inibir o

desenvolvimento de patdgenos invasivos como a Salmonella sp ou cepas de
Escherichia coli;

e Compete com sucesso pelo espaco e nutrientes contra as mesmas espécies de

bactérias patogénicas;

e Metaboliza a lactose residual, ajudando a diminuir o desconforto em consumidores

com baixos niveis de lactase natural do intestino.

De acordo com o Bergey’s Manual of Determinate Bacteriology, o género
Lactobacillus é composto por bacilos Gram positivos, regulares e nao esporulados. Possuem
morfologia celular variando de bacilos longos e finos até, algumas vezes, como bacilos
curvados e pequenos (KANDLER e WEISS 1986). Os Lactobacillus sdo microaerdfilos
(aerotolerantes) e quando em crescimento na superficie em meios solidos, geralmente o
desenvolvimento ¢ melhor em anaerobiose ou pressdo de oxigénio reduzido e 5% a 10% de
COgy; alguns s@o anaerdbios em isolamento.

Crescem em temperaturas que variam de 2°C a 53°C, com valores &timos,
geralmente, de 30°C a 40°C. Sdo aciduricos, com pH o6timo entre 5,5 e 6,2; o crescimento
ocorre a 5,0 ou menos. Sua tolerancia a acidez varia de 0,3% a 1,9% (acidez tituldvel), com
pH o6timo entre 5,5-6,0 (CHARTERIS et al, 1997; GOMES e MALCATA, 1999).

O Lb. acidophilus, por sua vez, cresce mesmo na presenca de 0,5% de fenol e de 4%

de sais biliares. Sendo o fenol um produto dos processos putrefativos do intestino grosso
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(assim como o indol, escatol, etc), a resisténcia a este produto pode ser usada como um
indicador da capacidade de sobrevivéncia no intestino de algumas bactérias (RASIC e

KURMANN, 1978).

2.2 - Imobilizagdes celulares e producio de formulagdes solidas

A utilizagdo de células imobilizadas em processo de larga escala ¢ bastante remota e,
embora ndo fossem conhecidos, os principios da imobilizacdo ja eram amplamente
empregados na produgdo de acido acético desde os primérdios do século XIX (PHILLIPS e
POON, 1998).

Segundo Fan (1989), células imobilizadas podem ser definidas como “células que
sdo fisicamente confinadas ou localizadas em uma regido definida do espaco, com
manutengdo de sua atividade catalitica e/ou viabilidade, podendo ser usadas repetidas e
continuadamente”.

A imobilizagdo de células consiste no confinamento fisico destas numa regido
definida de espago, com preservagdo de suas atividades cataliticas (KAREL et al., 1985 apud
WILLAERT, 1996). Esse confinamento é conseguido através do contato das células com
algum material, chamado de suporte, sob condi¢des ambientais controladas. Porém, também ¢
possivel trabalhar com células imobilizadas naturalmente, denominadas “pellets” naturais
(SARRA et al., 1996).

Este processo de imobilizagdo impede a agdo de enzimas, ions, pressdo mecanica, pH
extremos, calor e outros efeitos geradores de estresse fisico e bioquimico para a célula, pois o
suporte dificulta a acdo direta dos efeitos do estresse na estrutura protéica de membranas
celulares e também protege as células da contaminag@o por fungos e bactérias indesejaveis .

A classificacdo mais aceita para os métodos de imobilizacdo, que vale para células e
enzimas, divide as diferentes formas de imobilizacdo em trés tipos: adsor¢do, ligacdo
covalente e envolvimento (PRADELLA, 2001). Porém alguns autores aceitam outro tipo de
classificagdo: adsor¢do em suporte solida; penetracdo em uma matriz porosa; auto-agregacao
por floculagdo (natural) ou com agentes de cross-link (induzida artificialmente) e células em
barreiras (PILKINGTON et al., 1998).

Wendhausen Junior, 1998 descreve os mais diversos métodos de imobilizacdo de

biocatalisadores que t€ém sido relatados na literatura, e encontram-se destacados na Figura 2.3.
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| ForMAS DE dMOBILIZACAO |
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COVALENTE IONICA

Fig. 2.3 - Método de imobilizacao celular (WENDHAUSEN JUNIOR, 1998)

As principais técnicas de imobilizagdo propostas para micro-organismos podem ser
divididas em duas categorias: ativas e passivas (ABBOT, 1997).

As técnicas ativas compreendem a aplicagdo de algum processo quimico a fim de
imobilizar as células. Pode-se citar as seguintes técnicas: tratamento prévio das células e
utilizagdo sem suporte, inclusdo em gel, fixacdo em suporte solido tanto por ligacdes
covalentes como por adsor¢do em superficies modificadas. O uso destas técnicas permite
reduzir grandemente os custos de produg¢do em relagdo aos processos com células livres
(BLACK, 1983; JACK ¢ ZAJIC, 1977).

As técnicas passivas promovem a formacao espontanea de filmes ou flocos de micro-
organismos uma vez que somente alguns micro-organismos tém a propriedade de formar
filmes estaveis, como Acetobacter na producdo de acido acético, ou cultura mista no
tratamento biologico de residuos. Suportes comuns para essas cepas sdao materiais
inorganicos, serragem de madeira e material plastico (COOPER e WHEELDON, 1981).

Nas Figuras 2.4 e 2.5, pode-se observar os tipos de forcas de atragdo e as diversas

formas de imobilizag3o.

3k A& 3 a5 At

Forgas eletrostiticas Reagente Bifuncional ~ Membrana com microporos
Matriz porosa Fase liquida Canal insohivel

Fig. 2.4 - Caracteristicas e tipos de suporte utilizados nas diversas técnicas de

imobilizacdo, (KOURKOUTAS et al., 2004)
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Fig. 2.5 - Método bésico de imobilizagdo (KOURKOUTAS et al., 2004)

Kourkoutas et al. (2004) citado p6 Pantoja (2006) mencionam que as técnicas de
imobilizacdo podem ser divididas em quatro grupos (Figura 2.6), levando em consideracao os
mecanismos fisicos presentes no processo:

* Aprisionamento em matriz porosa: ¢ baseado na inclusdo de células dentro de
um reticulo rigido prevenindo a difusdo celular para o meio.

* Junciio ou absorciao em superficie solida: ¢ realizada por for¢a eletrostatica ou
por ligacdo covalente entre a membrana das células e o carreador.

* Retencdo por barreiras: consiste no uso de membranas microporosas, no
aprisionamento de células em uma microcapsula ou ainda, na imobilizagdo de células por uma
interacdo superficial de dois liquidos imisciveis.

* Auto agregacido por floculagio ou com agente de ligacio: consiste em um
agregado celular que forma uma unidade maior de células com propriedades de sedimentar

rapidamente.

2.2.1-_Suportes para imobilizacdo celular

A literatura cita a utilizacdo dos mais variados materiais na imobiliza¢do celular e, de
forma geral, pode-se classifica-los em suportes inorganicos e organicos. Na Tabela 2.2
adaptadas de Kolot, s3o mostradas os mais comumente utilizados, sendo que para alimentos,

suportes como ago inoxidavel, vidro e resina ndo sdo utilizados.
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Tab. 2.2 — Tipo de suportes mais utilizados na imobilizagdo de micro-organismos,

adaptado de Kolot
Compostos Organicos Compostos
Polissacarideos | Proteina Polimeros sintéticos Inorganicos
Alginato de sodio | Coldgeno Resina Fenolica* Alumina*
— Carregena Gelatina Poliestireno™ Silica*
Pectina Poliacrilamida* Ceramica*
Agar Cloreto de Polivinilha* Vidro*
Celulose Resina de troca Ionica* Zirconia*

Ac¢o Inoxidavel*

Nota: * Nao utilizado na alimentagcdo humana e animal

Virios suportes tém sido utilizados para a imobilizacdo celular e alguns pardmetros

devem ser considerados, quando da escolha de um dado material:

Atoxidade;

Nao exercer influéncia negativa no metabolismo celular;

Elevada capacidade de retencdo microbiana, de forma que se consiga altas

concentragdes de células no reator;

Inércia quimica e bioquimica, para que ndo ocorra o ataque do micro-

organismo imobilizado ou do meio onde o biocatalisador esta imerso;

Estabilidade na temperatura e no pH de operacio;

Alta difusividade de reagentes e produtos;

Resisténcia mecanica adequada as necessidades do processo;

Facilidade de conformagdo em tamanhos e formas especificas;

Possibilidade de regeneracio;

Custo nao muito elevado.

2.2.2 -_Alginato

Dentre os diferentes métodos de imobilizacdo de biocatalizadores discutidos em

alguns trabalhos (SCOTT et al., 1987; LEO et al., 1990; SERP et al., 2000), o método de

envolvimento em gel é um dos mais utilizados para imobilizagdo de células. O grande

interesse nesse tipo de método de envolvimento ¢ decorrente das suas vantagens, com

destaque para fato de o biocatalisador ndo se encontrar ligado quimicamente a matriz,
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permitindo assim, a imobilizagdo de células microbianas de diferentes tamanhos sem
diminui¢do da atividade biologica (KENNEDY; CABRAL, 1983).

Um dos processos de imobilizacdo mais utilizado na produ¢do de probidticos € a
imobilizacdo celular por encapsulacdo. Neste processo, macromoléculas, como hidrocoldides,
geram uma estrutura tridimensional capaz de reter as células de interesse em um ambiente que
as protege da acdo do calor e outras condigdes adversas geradas durante o processamento dos
alimentos ou no processo digestivo (RAYMENT et al 2009).

Dentre os suportes aplicados no método por envolvimento, o alginato de célcio tem
apresentado posicdo de destaque, pois tem sido referenciado como melhor op¢do dentre
outros suportes, como visto nos trabalhos de VEELKEN e PAPE (1982), BEG, et al., (2000) e
SRIDEVI e SRIDHAR (2000).

Outro fator importante que viabiliza a utilizacdo da técnica de imobilizacdo em
alginato ¢ a possibilidade do preparo de grandes quantidades de pellets de maneira facil e
relativamente rapida (ORIVE et al., 2002).

O alginato ¢ um dos suportes mais utilizados para a imobilizagdo de células
microbianas inteiras por ser uma metodologia razoavelmente simples, além de ser uma técnica
reprodutivel que utiliza condi¢des suaves durante o processo de imobilizagdo. O alginato € um
polissacarideo encontrado em muitas espécies de algas marrons, entre elas a Macrocystis
pyrifera. Os alginatos sdo heteropolimeros (Figura 2.7) lineares de 4cidos carboxilicos
compostos de subunidades monoméricas de B-D-acido manurénico (M) e a-L-dcido
gulurdnico (G) interligados por ligacdes 1,4-glicosidicas (KAWAGUTI e SATO, 2008).

Quando as células sdo imobilizadas, o seu crescimento ¢ afetado por fatores como o
stress fisico, limitagdes de nutrientes e acimulo de metabdlitos tdxicos devido a limitagdo de
transferéncia de massa.

A Figura 2.6 ¢ um exemplo de algas marrons, de onde € extraido o alginato.
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Fig. 2.6 - Foto de alga marrom (www. flog.clickgratis.com.br/biomas/foto/algas-marrons)

Um dos principais beneficios de seu uso € a sua ndo toxidade tanto para as células
quanto para o meio no qual é empregado, ou seja, devido a essa caracteristica ¢ bastante

utilizado na industria de alimentos.
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Fig.2.7 — Estrutura dos blocos homopoliméricos M e G e dos blocos heteripoliméricos MG-,
que constituem de alginato. Em (A) tem-se uma sequéncia M-M: em (B) uma sequéncia G-G

e em (C) uma sequancia M-G-M (LEONARD et al., 2004).
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As propriedades de formagao de um gel e a seletividade pela ligacdo de cations irdo
depender da composicdo e da sequéncia desses mondmeros, enquanto que a viscosidade da
solucdo polimérica depende quase que exclusivamente do tamanho molecular do polimero e
esta relacionada basicamente com o comprimento da cadeia polimérica.

A formagdo do gel se da pelo gotejamento da solugdo de alginato de sédio (solavel
em agua) em uma solu¢do contendo cloreto de calcio. A ligagdo de ions de Ca™ se da
preferencialmente nos blocos G, como ilustra a Figura 2.8. O ion cdlcio ¢ incorporado na
molécula de alginato, provocando a formagdo de uma estrutura tridimensional denominada
egg-box (GRANT et al., 1973, BUCKER, 1987), esta conformagdo permite a formagao
caracteristica dos géis, sendo a gelificagdo quase instantanea na superficie do gel, dirigindo-se

para o interior da esfera.

Fig. 2.8 - Esquema da formacao do gel de alginato de calcio (MARTINSEN et al.,
1989)

Estas particulas sdo facilmente separadas do meio pelo fato do alginato de calcio ser
insolivel em 4gua (BAYLEI e OLLIS, 1986). A Figura 2.9 mostra a estrutura do sal de acido

alginico formando o alginato de calcio que retém as células por ser insolavel.

Fig. 2.9 - Modelo da estrutura do gel de alginato de célcio (ROUSSEAU et al, 2004)
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A eficiéncia da imobilizagdo por alginato e a qualidade do produto sdo influenciados
pela dimensdo das esferas de alginato, pela concentragdo de alginato, pelos aditivos
utilizados, pelo tempo de processamento e pela contaminagdo microbiana.

As principais vantagens do uso de células imobilizadas tanto em alginato como em
outros suportes sdo:

» Ter uma menor inibi¢ao pelos produtos;

+ Possuir uma maior conversdo se comparado ao sistema com células livres;

* Reduzir a fase de adaptagdo do micro-organismo (fase /ag).

Podem-se citar algumas desvantagens no sistema utilizando células imobilizadas com
alginato de calcio, sendo elas:

* Naio existe padronizagdo das condi¢des de imobilizacdo, ou seja, a imobilizagido
depende de diversos parametros, tais como a concentracdo de alginato, a concentragdo de
cloreto de célcio (solugdo utilizada durante a imobilizagdo celular), a concentragao inicial de
células a ser confinado na matriz, o diametro dos pellets, a altura do gotejamento durante a
imobilizacdo, entre outros;

* Quando a imobilizagdo ¢ feita em alginato, existe uma rdpida solubilidade do
mesmo na presenga de agentes quelantes dos ions célcio, como fosfato, citrato e EDTA,
portanto a adicdo de ions calcio no meio de fermentagdo ou tratamentos apds a gelificacdo ¢
necessaria visando preservar a integridade dos pellets durante a operacdo por tempos

prolongados (BIROL et al., 1998).

2.2.3 — Gerador de formulacdes sélidas por secagem

A secagem ¢ um dos processos mais antigos e utilizados pela humanidade. Traub
(2004) enfatizou que a secagem tem sido usada para preservacdo e mudancas de estado e
propriedades desde os tempos biblicos e que, durante as tltimas décadas, intensos esforcos
foram investidos para o estudo do mecanismo e para melhorias do processo. A secagem e
utilizada por muitas industrias, desde a aplicacdo na minimizagdo de produtos quimicos até
nos processos de fabrica¢ao de alimentos, farmacéuticos e substancias quimicas finas, e, mais
recentemente como alternativas na minimizag@o de produtos gerados no setor de tratamento
de residuos, e tem representado para as empresas entre 2 — 60% do capital e do custo de

operacgio.
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Segundo Strumillo & Kudra (1986), o material que ¢ submetido a um processo de
secagem consiste geralmente da matéria seca (esqueleto) e certa quantidade de umidade,
principalmente no estado liquido. O “material imido” apresenta diferentes propriedades
fisicas, quimicas, estruturais, mecanicas, bioquimicas, entre outras, que resultam das
propriedades do esqueleto e do estado da 4agua no seu interior. Porém, embora todos esses
parametros possam influenciar significativamente o processo de secagem e, assim, definir a
técnica de secagem, as propriedades mais importantes sdo as propriedades mecanicas —
estruturais, o tipo de umidade no sdlido e a ligagdo umidade — material. Dessa forma os
autores definiram os tipos de umidade que podem ser encontradas em um sélido:

* Umidade superficial: quando o liquido existe como um filme externo sobre o
material devido a efeitos de tensdo superficial;

* Umidade ndo ligada: quando todo o conteido de umidade presente em um
material ndo higroscopico esta na forma nao ligada. Em um material higroscopico o excesso
do contetido de umidade de equilibrio corresponde a umidade de saturagcdo. Esta umidade
pode estar presente em duas formas: no estado funicular, onde o liquido em estado continuo
existe dentro do corpo poroso; e no estado pendular, onde o liquido em torno e entre as
particulas discretas estd em condicdo descontinua, sendo a umidade intercalada por bolhas de

ar. A Figura 2.10 apresenta esquematicamente as duas formas da umidade ndo ligada.

Estado funicular Estado pendular

Estados de umidade nao ligada

Fig. 2.10 - Estados de umidade néo ligada (STRUMILLO & KUDRA, 1986).

No estado funicular, o liquido movimenta-se para a superficie externa do material
por acdo capilar. Com a remog¢ao da umidade, a continuidade da fase liquida € gradualmente
interrompida, devido a suc¢do de ar para dentro dos poros deixando por¢des de umidade
isoladas (bolsas), formando entdo o estado pendular. No entanto, o fluxo capilar é possivel

somente em uma escala localizada. Quando o material estd proximo ao estado seco, a
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umidade ¢ mantida como uma monocamada de moléculas sobre a parede dos poros e ¢
removida principalmente por fluxo de vapor.

* Umidade ligada, higroscdpica ou dissolvida: ocorre quando o liquido exerce uma
pressdo de vapor menor que a do liquido puro em uma dada temperatura. Esta pode estar em
varias condi¢des: na forma liquida retida em pequenos poros, em solucdo contida nas paredes
celulares, adsorvida quimica ou fisicamente.

A secagem ¢ uma forma usual de conservacdo e aumento da vida util de diversos
materiais como alimentos e culturas microbianas. Trata-se de um processo de remogdo de
agua do material por meio de evaporagdo gerada por acdo simultdnea de calor, transferéncia
de massa e momento (AKPINAR et al., 2006; TURKER et al., 2006; CUI et al., 2004).

No campo da conservagdo, a secagem se destaca como forma de conservagdo em
diversos processos a exemplo de (FU e CHEN, 2011): geracdo de capsulas de probidticos
para alimentacdo oral, fabricagdo de indculos para derivados do leite, produgdo de
suplementos alimentares a base de leveduras e células probidticas e geragdo de produtos
bioativos com biopesticidas e bioconservadores, como Bacillus thuringiensis.

Embora a secagem seja forma usual de conservagdo, o processo de realizagdo da
mesma causa danos e morte das células, que pode ser explicado pela combinagdo de fatores
como ruptura de membranas, modificacdes na composicao celular (teor de acidos nucléicos,
proteinas, lipideos, carboidratos e polifostados) e outras formas de danos associadas ao calor
excessivo ¢ estresse osmodtico (TURKER et al., 2006; ALPAS et al.,1996).

Diferentes tipos de células apresentam diferentes composig¢des e constituintes em seu
interior. Assim, a secagem afeta leveduras, fungos (Figura 2.11) e bactérias (Figura 2.12) de
forma diferente, ndo so pela estrutura como também por caracteristicas particulares do género

e da espécie microbiana em questdo (FU e CHEN, 2011)

Flagellum

Nucleoid Ribosomes  Cytoplasm

Cell wall

Cytoplasmic ’
membrane Plasmid

Fig. 2.11 Estrutura celular de uma célula procarionte (FU e CHEN, 2011)
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membrane
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Fig. 2.12 Estrutura celular de uma célula eucarionte (FU e CHEN, 2011)

Além da composi¢do e de outros fatores intrinsecos, a viabilidade das células ¢
influenciada por fatores extrinsecos. A Figura 2.13 apresenta os principais fatores extrinsecos

que influem em cada uma das principais etapas da conservagdo por secagem.

Pré-adaptacio das Culturade Fase de crescimento,
célula ao stress MiCTo -0rganismo ; composigio do meio,
pH
Mistura com
protecdo
Pré procedimento Condi¢éo do ar.
de secagem, como - | temperatura e umidade
Pré- secagem homogeneizagio e Condigio do material:
pré- aquecimento umidade, temperatura,
_______________ - l tempo de exposigdo
Durantea secagem Secagemde < e taxa de variagéo
_________________ TICTO -OTgAn1smo Condigdo dos materiais
valincio da / l e localizago da célula
4S - Va 18¢a0 dentro da transportadora
POs- SCCOgem iobilidade | | Armazenamento | L P

Temperatura de armazenamento,
umidade dos materiais e
nivel de oxigénio

celular/
atividade —
Rehidratacio
|

Taxa de rehidratagio,
temperatura do liquido

Fig 2.13 — Principais etapas de processamento durante a desidratagdo dos micro-
organismos e importantes fatores extrinsecos em cada etapa (FU e CHEN, 2011).

Ainda referente a Figura 2.13, cabe salientar que nas etapas que antecedem a
secagem, o armazenamento e a rehidratacdo, o uso de aditivos € bastante pesquisado como

forma de melhorar o processo. O amido ¢ um aditivo utilizado neste sentido. Estudos de

Soraya Rodrigues



Capitulo 2 — Revisdo Bibliogrdfica 23

imobilizacdo com amido e alginato s@3o comuns para imobilizacdo de enzimas, drogas,
principios ativos de medicamentos e células destinadas a fermentagdes e geracdo de
formulagdes sélidas a exemplo de probioticos (HAIDER, HUSAIN, 2008; SULTANA et al.,
2000; WANG et al.,2010)

2.3 —Ceras

2.3.1 - Introducio

Existem varios tipos de ceras: de origem animal, vegetal e mineral. As ceras de
origem animal sdo provenientes de alguns animais terrestres, alguns animais aquéticos e
insetos, As ceras de origem vegetal vém das folhas de algumas plantas e a cera de origem
mineral € proveniente da destilagdo fracionada do petroleo.
Os dois principais grupos de insetos produtores de ceras sao:
* O Apidae, do qual as abelhas sdo os principais membros;
* O Coccudae, ao qual pertence a Coccus ceriferus, que produz a cera chinesa.
Dentro da ordem Apidae, existem trés géneros: o género Appis que tem a maior
ordem social, produzindo importantes colméias; o género Melipoma, Trigona e Tetrasoma
das abelhas menores e o género Bombus, conhecido com “mamangaba” ou “abelhdo” que ndo

¢ tao abundante como as outras abelhas (Warth, 1947)

2.3.2 — Cera na apicultura

As abelhas s3o insetos que pertencem ao reino animal, a classe Insecta, ordem
Hymenoptera, género Apis, espécie mellifera 1 (PINHO, 1997). Surgiram na face da Terra ha
mais de 50 milhdes de anos e sempre estiveram presentes em civilizagdes antigas como as
gregas e egipcias (DUARTE, 2006).

A introducdo de abelhas no Brasil ¢ atribuida aos jesuitas que estabeleceram suas
missdes no século XVIII, nos territorios que hoje fazem fronteira entre o Brasil e o Uruguai

(SAUDE ANIMAL, 2009).
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2.3.3 - Cera de Abelha

O género Apis ocupa o papel mais importante economicamente no comércio de ceras
de abelhas. Dentro do género Apis tem-se varias espécies: a abelha gigante Apis dorsata; a
média Apis indica, ambas da Asia; Apis flérea, a minuscula abelha do oeste da India e por
ultimo a domesticada abelha do mel Apis mellifica.

Existem muitas ragas de A. mellifera, praticamente tantas quantas sdo os paises em
que ela foi domesticada — por todo o mundo. As ceras obtidas dessas diversas ragas diferem
muito pouco em suas caracteristicas fisicas ou constantes quimicas (Warth, 1947).

A cera de abelha ¢ um produto gorduroso usado para diversas finalidades
(cosméticos, farmdcia, alimentos, etc.). O regulamento técnico para fixa¢do de identidade e
qualidade de ceras de abelhas do Ministério da Agricultura, Pecudaria e Abastecimento do
Brasil a define como sendo um produto de consisténcia plastica, de cor amarelada, muito
fusivel, secretado pelas abelhas para a formacdo dos favos nas colméias (Ministério da

Agricultura, Pecudria e Abastecimento) (Figura 2.14).
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Fig. 2.14 — Foto de cera de abelha (www.biologiapronta.blogspot.com)

2.3.3.1 — Historico da cera de abelha

Conhecida desde a mais remota antiguidade era usada, dentre outras inimeras
aplicagdes, como pagamento de tributos, taxas e multas. Em 181 D.C., Corsega pagava a
Roma um tributo anual de 38 toneladas de cera (COUTO, 1996).

Povos primitivos utilizavam-na na mumificagdo de cadaveres; na mitologia grega
as asas de Icaro, que permitiram sua saida de Atenas, eram fixadas a seu corpo com cera

(CRIAR E PLANTAR, 2011).
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A cera possui oxidagdo lenta, dura por muito tempo, desde que nao seja atacada por

tragas da cera ou exposta a altas temperaturas (COUTO, 1996).

2.3.3.2— Como é produzida?

A cera de abelha ¢ um produto fisioldgico produzido dentro da colméia pelas abelhas
cerigenas. Para sua elaboracdo as abelhas engolem e digerem o mel, transformam o alimento
em gordura e, em 24 horas ja estardio fornecendo cera (MAGALHAES, 2001). As glandulas
cerigenas, mostrada na Figura 2.15, localizam-se na parte ventral do abdomen das abelhas e
sdo compostas de quatro pares que se projetam lado a lado nos ultimos segmentos
abdominais. A cera ¢ expelida dessas glandulas na forma liquida e se solidifica somente
quando entra em contato com a temperatura ambiente (MAGALHAES, 2001; PEREIRA,
2008; ZOVARO, 2006).

As abelhas produzem cera para a constru¢ao dos favos e para a operculacdo, que € o
processo pelo qual as abelhas fecham os alvéolos (de cria e de mel) com uma fina camada de
cera. A cera de opérculo ¢ a que oferece melhor qualidade e menor indice de impurezas
(MAGALHAES, 2001; PEREIRA, 2008; ZOVARO, 2007).

Operaria

secretando
cera

® '\ Glandulas
—-secretoras
de cera

N

Liminas de cera

Pata traseira

Fig. 2.15 — Abelha operaria com a localizacdo das glandulas secretora de cera
(www.portalsaofrancisco.com.br/alfa/abelhas/abelha)

Logo que ¢ excretada, a cera de abelha ¢ branca, mas rapidamente muda de cor. Um
dos principais motivos € a presenga de pdlen, que também ¢ liberado pela abelha no estado
solido ou liquido. Diferentes tipos de pdlen conferem diferentes tonalidades as ceras, por

exemplo: o girassol (Helianthus bolanderi), um amarelo brilhante, o trevo branco (7rifolium
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repens), apenas um trago de amarelo, enquanto que o polen da alfafa, linho e azevinho, entre

outros, nao dao colora¢do (VANSELL & BISSON, 1940).

2.3.3.3 - Composigdo quimica

As ceras de abelhas sdo obtidas pelo homem através dos favos construidos pelas
abelhas. Elas apresentam uma complexa composicdo de mais de 300 substancias, nimero
variavel dependendo da origem. Trata-se de uma mistura de hidrocarbonetos, mono, di, tri e
poliésteres, alcoois e acidos livres além de uma infinidade de outras substdncias em pequena
quantidade. Um trabalho publicado utilizando a técnica de cromatografia gasosa com
espectrometria de massas (GCMS) apresenta um panorama desta composi¢cdo para algumas

ceras de abelhas européias (TULLOCH, 1980). A Tabela 2.3 mostra este panorama.

Tab. 2.3 — Composi¢ao média da cera de abelhas

Espécies Teor (%)
Hidrocarbonetos 14
Monoésteres 35
Diésteres 14
Triésteres 3
Hidroxi monoésteres 4
Hidroxi poliésteres 8
Esteres acidos 1
Poliésteres acidos 2
Acidos livres 12
Alcodis livres 1
Nao identificados 6

Total hidrocarbonetos 14

Total ésteres 67
Total acidos 12
Total alcoois 1
Outros 6
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A Tabela 2.4 lista as especificagdes fisico-quimicas e organolépticas da cera
clarificada de abelha, as quais s@o de extrema importancia na confec¢io das esculturas de cera

(OLIVEIRA, 2002).

Tab. 2.4 - Especificacdes fisico-quimicas e organolépticas da cera clarificada de

abelhas
Parametro Especifica¢des
Aparéncia Barra
Cor Amarelado
Odor Caracteristico
Faixa de fuséo, °C Max. 65°C
Indice de acidez, mg KOH/ g amostra 17,0 — 24,0

2.4 - Cremes de leite

A palavra nata e creme significam o mesmo produto e podem ser usadas sem
distingdo conforme a legislagdo vigente e os costumes de cada pais (PEREDA et al., 2005).

O creme de leite ¢ a gordura do leite separada dos demais so6lidos que constituem o
extrato seco. Os distintos tipos de creme se fabricam tanto para a venda ao consumidor como
para o uso industrial, com vdrias porcentagens de gordura, em funcdo da destinacdo a ser-lhe
dada. Sua viscosidade e textura, assim como a capacidade de formar espuma, dependem,
essencialmente, da quantidade de gordura presente em cada variagdo do produto (EARLY,
2000).

O creme de leite ¢ uma emulsdo de gordura em agua, produto de composi¢cao muito
similar a do leite integral, exceto pela alta quantidade de gordura de leite que ¢ adicionada
para caracterizar o tipo de creme a ser produzido, podendo ser descrito como o leite cujo soro
foi removido, caracterizando-se por ser um produto lacteo rico em gordura, resultante da
desnatacdo do leite (BRASIL, 1996).

De fato, a tnica diferenga significativa entre o creme de leite e o leite integral ¢ a
propor¢do de gordura e soro, realcando-se no creme a gordura. A extensdo deste realce
depende da finalidade para a qual o creme é produzido, podendo refletir inclusive no nome
dado ao produto (BRASIL, 1996).

Segundo o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Creme de Leite

(BRASIL, 1996), creme de leite é o produto lacteo rico em gordura, retirada do leite por
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procedimentos tecnologicamente adequados, que apresenta a forma de uma emulsdo de
gordura em agua. O produto submetido a comercializagdo deve ser pasteurizado, esterilizado
ou tratado por Ultra Alta Temperatura.

O creme de leite pode ser obtido naturalmente apds o repouso do leite e separacio
dos elementos que o compdem em funcdo da diferenga entre suas densidades. Na obtencao
industrial este processo ¢ acelerado e realizado pelo uso de centrifugas chamadas
“separadoras” ou “desnatadeiras” (EARLY, 2000).

Esse processo térmico € obrigatorio uma vez que se trata de um subproduto de leite
o qual possui caracteristicas nutritivas, se tornando extremamente susceptivel a contaminagao
por micro-organismos, podendo causar sérios danos a saide do consumidor, como a
tuberculose (ALVES, 2003).

O creme de leite € considerado um produto nobre, porém, na ultima década houve
um aumento consideravel no seu consumo, especialmente em virtude da estabilizacdo da
economia brasileira, que possibilitou o aumento do poder de compra dos consumidores
(MOURA, 2001). No Brasil, o consumo de creme de leite gira em torno de 90.000 ton/ano,
sendo bastante utilizado em receitas salgadas, incorporado em molhos, tortas, estrogonofe,
massas em geral, e doces, como mousses, pavés, coberturas, recheios de sobremesas, com
salada de frutas e até mesmo em cafés.

O creme de leite possui duas variedades, como:

* Creme de mesa: produto obtido em condi¢des especiais e destinado ao consumo
direto ou a aplicagdo em culindria.

* Creme de industria: produto obtido e tratado para fins de fabricagdo de manteiga e
outros produtos (MOURA, 2001).

Baseado no teor de gordura é classificado como creme de alto teor de gordura,
creme de leite ou apenas creme e creme de baixo teor de gordura quando apresentarem,
respectivamente, 50%, de 20% a 49,9% e de 10 a 19,9% deste componente (MAPA, 1996).

A composic¢do nutricional média do creme ¢ de 30 a 40% de gordura, 59% de dgua
e 6% de elementos ndo graxos (proteinas, lactose ¢ minerais). E um produto alimenticio rico

em calcio e vitaminas lipossoluveis (A, D, E, e K) (KJAERBYE, 1996).

2.5 - Fatores que interferem no metabolismo dos micro-organismos

O ser humano vive hoje num ambiente de constante competicdo com outros seres

vivos em busca de alimentos para a perpetuacdo da espécie. Dentre esses seres vivos estdo os
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micro-organismos, que compdem um universo formado por fungos, bactérias, virus e
protozodrios, que podem se reproduzir nos alimentos, industrializados ou nao, alterando sua
qualidade e interferindo em sua vida ttil, ou ainda causar doencas a saude do consumidor.

Durante a estocagem e a conservagdo, o alimento estd exposto as adversidades
ambientais, tais como temperatura, umidade, tensdo de oxigénio e luz, que podem iniciar uma
série de reagdes que levam a degradacao do alimento.

Tanto as reagdes quimicas quanto a capacidade de sobrevivéncia ou de
multiplicagdo dos microrganismos presentes nos alimentos depende de caracteristicas proprias
desses alimentos, denominadas fatores intrinsecos ou das condigdes em que o alimento se
encontra, caracterizadas como fatores extrinsecos. A atividade de agua (Aw), o pH, o
potencial de oxiredu¢do (Eh), a composicdo quimica, a presenga dos fatores antimicrobianos
ou antioxidantes naturais e as interagdes entre 0s microrganismos ou entre 0s compostos
quimicos presentes nos alimentos s3o considerados parametros intrinsecos. Entre os
parametros extrinsecos, os mais importantes sdo a umidade a temperatura ambiente ¢ a
composi¢do quimica da atmosfera que envolve o alimento (FRANCO; LANDGRAF, 2005;
SENALI, 2000).

A combinagdo de fatores extrinsecos e intrinsecos pode servir como obstaculo ao
ataque dos microrganismos, as alteragdes quimicas e as alteragdes fisicas, originando o
conceito dos obstaculos de Leistner. A atuacdo sinergética destes fatores melhora a
estabilidade, e conseqiientemente, a qualidade do alimento, tornando-o indcuo a saude do

consumidor (CASTRO et al., 2008, FRANCO; LANDGRAF, 2005; SENAI, 2000).

2.5.1 - Fatores Intrinsecos
2.5.1.1 - Atividade de Agua (Aw)

Refere-se a medida do estado de energia de dgua em um sistema presente em um
produto, que favorece o crescimento microbiano e reacdes quimicas. Valores de Aw entre 0,8
a 1,0 favorecem principalmente o crescimento de bactérias. Fungos e leveduras podem crescer
em ambientes com menor valor de atividade de agua.

Para Frazier (1972), as bactérias tém niveis minimos de Aw para crescimento muito

mais altos que os encontrados para leveduras e fungos, como mstra a Tabela 2.5.
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Tab 2.5 — Valores minimos de Aw que permitem a multiplicacdo de micro-

organismos que alteram os alimentos (FRAZIER, 1927).

Grupo de Micro-organismos  Valor minimo de Aw

Bactérias patogénicas 0,92
Maiorias das bactérias 0,91
Maioria das leveduras 0,88
Maioria dos bolores 0,80
Bactérias halofilicas 0,75
Fungos xerofilicos 0,65
Leveuras osmofilicas 0,60

A atividade de agua (Aw) de um alimento quantifica o grau de ligacdo da agua
contida no produto e consequentemente sua disponibilidade para agir como um solvente
particular das transformag¢des quimicas, bioquimicas e microbioldgicas (LABUZA, 1977).

Os seguintes fatores contribuem para a redu¢do da Aw nos produtos (LONCIN &
MEARSON, 1979):

e A dissolu¢do de componentes diminui a pressdo de vapor de agua. Esta é a
principal razdo para o abaixamento da Aw em frutas secas e em produtos salgados;

e A 4gua pode se ligar nos grupos hidrofilicos do material formando camadas, que
sd0 sucessivamente menos € menos ligadas;

¢ Liquidos presentes nos capilares estdo sujeitos a uma pressao de sucg¢ao;

¢ Cistais podem aparecer em produtos sélidos para os quais a dgua de hidratagdo
tem uma baixa pressao de vapor.

Os efeitos de dgua nas reacdes quimicas dos alimentos sdo mais complicados do que
os seus efeitos no crescimento de micro-organismos.

As velocidades de algumas transformagdes em alimentos, como fun¢do da Aw do

produto, foram demonstradas esquematicamente na Figura 2.16.
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CONTROLE DAS REACOES
CONTEUDO DE UMIDADE

0 05 06
ATIVIDADE DE AGUA (Aw)

Fig. 2.16 — Mapa das transformacdes de alimentos em funcdo da atividade de agua
(LABUZA, 1970)

A umidade ndo ¢ um indicador seguro para predizer atividade microbiana e reagdes
fisico-quimicas (SILVA, 2008).

A estabilidade e a seguranca de um alimento, além de outras propriedades, sdo mais
previsiveis pela medida da atividade de agua do que do teor de umidade. A determinacdo da
atividade de agua ndo fornece uma estimativa real, entretanto correlaciona-se suficientemente
bem com as velocidades de crescimento microbiano e de outras reagdes de deterioragdo,
sendo assim um indicador 1util quanto a estabilidade de um produto e sua seguranca
microbioldgica (RIBEIRO; SERAVALLI, 2004).

As reagoes tém sua velocidade reduzida com a diminui¢do da atividade de agua, até
que numa Aw abaixo de 0,2 todas as reagdes estejam praticamente inibidas, com exce¢do da
oxidacdo de lipideos. Dependendo da atividade de 4gua, a oxidagdo de lipidios passa por um
minimo, depois sofre uma répida elevagdo (DITCHFIELD, 2000).

A cinética de muitas reagdes depende da atividade de dgua, tais como inativacdo de
enzimas, a destruicdo de microrganismos, a reagdo de Maillard, a gelatinizacdo do amido e a

desnaturacdo de proteinas durante o cozimento, entre outros (DITCHFIELD, 2000).
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Cada microrganismo tem uma atividade de agua maxima, 6tima e minima na qual se

desenvolve mais rapidamente em um determinado sistema (SILVA, 2000).

2.5.1.2 - Valor pH

O valor de pH ¢ uma propriedade fisico-quimica propria de cada substancia quimica.
Seu valor é determinado pela concentragdio de fons de Hidrogénio (H") e varia entre 0 e 14; os
valores de 0 a 7 sdo considerados acidos, valores em torno de 7 neutros e valores acima de 7
sdo denominados bdsicos ou alcalinos. Quanto menor o pH de uma substancia, maior a
concentracio de fons de hidrogénio (H") e menor a concentragio de fons hidroxilas (OH").

Ainda que o crescimento de micro-organismos seja possivel numa faixa ampla de
pH, existem valores de pH minimo, 6timo e méximo para sua multiplica¢do. Verifica-se que o
pH em torno da neutralizada (6,5 — 7,5) ¢ o mais favordvel para a maioria dos micro-
organismos.

Alimentos de baixa acidez (pH>4,5) sdo os mais sujeitos a multiplicagdo microbiana,
tanto de espécies patogénicas quanto de espécies deteriorantes. J4 os alimentos acidos (pH
entre 4,0 e 4,4), ha predominancia de crescimento de leveduras, de bolores e de algumas
poucas espécies bacterianas, principalmente bactérias lacticas. Nos alimentos muito 4cidos
(pH<4,0), o desenvolvimento microbiano fica restrito quase que exclusivamente a bolores e
leveduras (FRANCO; LANDGRAF, 2005). A Tabela 2.6 mostra os valores de pH que

favorecem o 6timo crescimento dos micro-organismos.

Tab. 2.6 — Valores de pH otimo para o crescimento de cada micro-organismo
(FRAZIER, 1972).

pH>4,5 . : :
) ) ) Predominancia de crescimento bacteriano
Alimentos de baixa acidez

pH entre 4,5 ¢ 4,0 Predominancia de leveduras oxidativas ou
Alimentos acidos fermentativas e de bolores (em aerobiose)
pH<4,0 Restrito quase que, exclusivamente, as leveduras
Alimentos muitos acidos ¢ blores.

O pH de um alimento ndo exerce apenas influéncia sobre a velocidade de
multiplicagdo dos micro-organismos, mas também interfere na qualidade dos alimentos,

durante o armazenamento, o tratamento térmico, a dessecagdo, ou durante qualquer outro tipo

Soraya Rodrigues



Capitulo 2 — Revisdo Bibliogrdfica 33

de tratamento, ou seja, ¢ também responsavel direto pela deterioracio de produtos

alimenticios (SILVA, 2000).

2.5.2 - Fatores extrinsecos
2.5.2.1 - Temperatura

A temperatura € o fator externo que mais afeta o crescimento dos micro-
organismos. Em geral, quanto mais elevada for a temperatura, maior sera a velocidade do
crescimento, ainda que existam faixas prdoprias do 6timo desenvolvimento para cada micro-
organismos ou grupamento deles. Assim, de acordo com suas temperaturas Otimas de
crescimento, os micro-organismos sdo classificados em psicrdfilos, mesofilos e termofilos.
(SANTIAGO, 1972).

Os micro-organismos meso6filos tém seu 6timo de crescimento entre 10 e 40°C, os
termdfilos crescem entre 43 e 66°C e os psicrotroficos sdo aptos ao crescimento, mais

precisamente a temperatura de refrigeragdo, ou em torno de 5°C (EVANGELISTA, 1987).

2.5.2.2 — Umidade relativa do ar

Efetivamente, a umidade relativa do ar é um dos fatores extrinsecos que mais
influem no desenvolvimento microbiano (PARDI et al., 2001).

Para seu crescimento, sdo as bactérias que mais necessitam de umidade relativa
elevada, o que ocorre em torno de 92%. Os fungos sdo os menos exigentes, necessitando em
torno de 85 a 90%, e as leveduras, de 90%.

Efetivamente, todos os micro-organismos requerem muita agua para o seu
desenvolvimento, sendo maior a propor¢do desta necessidade provida pela umidade

disponivel na propria carne (PARDI et al., 2001).

2.6- Antioxidantes

A deterioracdo do alimento com o tempo, em razdo de sua natureza bioldgica, ¢
inevitavel. Durante a produgdo, o processamento, a distribui¢do e o armazenamento ocorrem
varias reagdes de deterioracdo envolvendo micro-organismos € processos quimicos. Estes
ultimos s3o representados pela oxidagdo enzimdtica e ndo-enzimatica de lipideos e de
substancias fenolicas, promovendo alteragdes indesejaveis no flavo, na aparéncia, nas
caracteristicas fisicas, no valor nutritivo ¢ na formag¢do de compostos toxicos (ARAUJO,

2006).
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O efeito do antioxidante consiste na inativagdo dos radicais livres, na complexagao
de ions metalicos ou na redu¢do dos hidroperéxidos para produtos incapazes de formar
radicais livres e produtos de decomposic¢ao rangosos (ARAUJO, 2006).

Existem duas categorias basicas de antioxidantes: sintéticos e naturais. Em geral, os
antioxidantes sintéticos sdo estruturas fenolicas contendo varidveis graus de substitutos
alquilas, enquanto os naturais sdo compostos fenodlicos, quinonas, lactonas e o polifendis
(ARAUIJO, 2006).

Com base nas suas fungdes, os antioxidantes sdo classificados como primadrios e
sinergisticos.

Os antioxidantes primarios incluem os compostos fenolicos poliidroxilados
(galatos) e os fendis com impedimento estrutural (BHA, BHT, TBHQ e tocoferois). Atuam
bloqueando a ag@o dos radicais livres, convertendo-os em produtos estaveis por meio da
doagdo de hidrogénio ou elétrons, além de atuarem nas reagdes com os radicais lipideos,
formando o complexo antioxidantes-lipidios (ARAUJO, 2006).

Os antioxidantes sinergisticos sdo classificados de forma genérica como
removedores de oxigénio e complexantes. Os sinergistas funcionam por varios mecanismos.
Podem atuar na regeneragdo do radical fenoxil, doando hidrogénio e, consequentemente,
regenerando o antioxidante primario. Dessa forma, o antioxidante fenolico pode ser utilizado
em baixas concentragdes se sinergista ¢ simultaneamente adicionado ao alimento. Por
exemplo, o 4cido ascdérbico e o palmitato de ascorbila atuam como sinergistas para os

antioxidantes primarios (ARAUJO, 2006).

2.6.1 - Acido Ascérbico (Vitamina C)

A vitamina C ¢ um cristal sélido, inodoro, de sabor 4cido. Sua férmula empirica é
CsHsOg € tem peso molecular de 176 (BRURTON, 1976). Pode ocorrer no organismo como
acido L-ascorbico ¢ na forma oxidada (acido dihidroascorbico) (CORNATZER, 1989). Os
produtos de degrada¢do do ascorbato sdo além do dcido dihidroascérbico, acido 2,3 -
dicetogulonico, 4acido oxalico e acido L-trednico; destes apenas a ascorbona e obviamente o
ascorbato possuem atividade antiescorbutica (BURTON, 1976).

O 4cido ascorbico € um composto de seis carbonos, estruturalmente relacionado a
glicose e a outras hexoses. Sofre oxidacdo reversivel no corpo em acido desidroascorbico,

composto que possui a atividade integral da vitamina C (Figura 2.17).
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Ac. L-Ascosbico Ac. Dihidroascorbico Ac. Dicetogulénico
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C H,—OH é Hs- OH é Hy OH

Fig. 2.17 - Féormula quimica da Vitamina C

http://acd.ufrj.br/consumo/disciplinas/t gb_tecanalises.htm

A vitamina C ou 4cido ascorbico ¢ uma vitamina hidrossoluvel necessdria para
muitas importantes fungdes bioldgicas, como sintese de hormoénios, neurotransmissores,
coldgeno, carnitina e também para absorcdo de ferro e outras substancias (MAIANI et al.,
1993). Atualmente, muita importancia tem sido dada a sua atua¢do como antioxidante e

capacidade de inibi¢do da carcinogénese.

2.7 - ESPESSANTES

Espessante, segundo Baruffaldi (1998), ¢ a substancia capaz de aumentar, nos
alimentos, a viscosidade de solu¢des, de emulsdes e de suspensdes. Sdo substancias quimicas
que aumentam a consisténcia dos alimentos. Sdo hidrossoltiveis e hidrofilicas, usadas para
dispersar, estabilizar ou evitar a sedimentacdo de substancias em suspensdo. Emprega-se em
tecnologia de alimentos e bebidas como agentes estabilizadores de sistemas dispersos como
suspensdes (solido-liquido), emulsdes (liquido-liquido) ou espumas (gas-liquido) (HEBBEL,
1979).

Estabilizante, contudo, trata-se de substancia que favorece e mantém as

caracteristicas fisicas das emulsdes e das suspensdes.
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Estes dois aditivos geralmente sdo tratados juntos pelo fato de existirem muitos
espessantes com caracteristicas e propriedades de estabilizantes. Além disso, alguns
estabilizantes ndo contidos na listagem dos espessantes pois possuem capacidade de aumentar
o grau de viscosidade das solu¢des, emulsdes e suspensdes caracterizando-se, portanto como
espessantes (BARUFFALDI, 1998).

A grande maioria dos espessantes ¢ composto de carboidratos naturais (goma guar,

goma ardbica) ou ainda o modificado quimicamente (carboximetilcelulose).

2.7.1 - Hidrocoldide

Hidrocoldides sdo polimeros hidrofilicos de cadeia longa, de origem vegetal,
animal, ou sintéticos, que geralmente contém muitos grupos hidroxilas e, dependendo da sua
estrutura, podem apresentar caracteristicas de polieletrdlitos (PHILLIPS, 2000).

Segundo Penna (2004) os hidrocoldides sdo polimeros de cadeia longa, de alto peso
molecular, extraidos de plantas marinhas, sementes, exsudados de arvores e de colageno
animal. Alguns sdo produzidos por sintese microbiana, enquanto outros, por modificagdo de
polissacarideos naturais. Estes polimeros se dissolvem ou se dispersam, em agua, para dar
espessamento ou efeito de aumento de viscosidade e, dependendo das suas caracteristicas
estruturais, podem formar géis.

As propriedades fisico-mecénicas desses polimeros sdo influenciadas pelo peso
molecular, pela distribuicdo do peso molecular, pelo tipo de estrutura, pela sua origem natural
ou sintética e pelo método de preparagdao (PHILLIPS, 2000; CHAPLIN, 2011).

Os hidrocoldides se diferenciam em func¢do de suas configuragdes, distribui¢do
espacial dos mondmeros formadores, ramificagdes e do fato de possuirem ou ndo
caracteristicas de polieletrolitos (PENNA, 2004; MACDIARMID, 2002). Os hidrocoldides
podem exibir uma larga escala de conformacgdes em solucdo, uma vez que ao longo da cadeia
polimérica, as ligacdes podem girar livremente dentro da regido intermolecular, podendo
alterar as propriedades fisicas das solu¢des. (CHAPLIN, 2011).

Lara (1991), em estudos com a carragena, um hidrocoloide natural, observou que a
viscosidade da solugdo composta pela carragena aumenta em razdo do aumento da
concentracdo de polimero; este aumento da viscosidade resulta de uma maior interacdo entre
as cadeias de polimeros.

Outros polimeros, tais como: alginatos, gelanas e xantanas, comumente formam

estruturas multi-helicoidais (SUTHERLAND, 1994) e podem se agregar através de ligacdes
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de hidrogénio, para formar géis altamente hidratados e viscoeldsticos (ROSS-MURPHY,
1996).

Os hidrocoldides, com propriedades de polieletrolitos, podem apresentar estruturas
rigidas e estendidas. Como exemplo de hidrocoloides de cadeia estendida pode-se citar a
goma xantana que possui um acentuado carater viscoelastico, devido a sua conformacgdo
rigida, se comparado com outras gomas de polissacarideos, tais como: a goma guar, a goma
locusta, a carboximetilcelulose de sddio, o alginato de sddio, dentre outras.

Os hidrocoldides, devido as suas propriedades especiais podem ser utilizados na
suspensdo, floculagdo, estabilizacdo de espuma, formagdo de pelicula, controle da
cristalizacdo, inibicdo de sinerese, encapsulacdo e formacdo de filmes. Podem atuar como
clarificantes, agentes de corte, encapsulagdo, revestimento, agente de suspensdo, turvacio,
desmoldante, floculante, geleificante, incorporador de ar, retentor de umidade, emulsificante,
espessante, estabilizante (PENNA, 2004; PHILLIPS, 2000).

Todos os hidrocolodides apresentam duas propriedades importantes: gelificagdo e
espessamento, as quais se configuram em maior ou menor extensdo. Essas propriedades estdo
relacionadas com o peso molecular, a presen¢a ou ndo de grupos funcionais na molécula, a
temperatura do meio e com as interagdes de outras espécies do meio, como por exemplo,

outros hidrocoloides e ions (PENNA, 2004).

2.7.2 - Classificag¢do dos hidrocoloides

Os hidrocoldides podem ser agrupados em trés categorias principais: a) gomas
naturais, b) gomas modificadas ou semi-sintéticas, baseadas em modificacdes quimicas das
gomas naturais e ¢) gomas sintéticas, preparadas por sintese quimica total.

A seguir apresentamos varios exemplos de gomas (PENNA, 2004).

(a) Gomas naturais:

1- Polissacarideos

- Exsudato de plantas: Arabica, Tragacante, Karaya, Ghatti;

- Extraidas de plantas: Pectina e Arabinogalactana;

- Semente de planta: Alfarroba (LBG), Guar, “Psyllium”, “Quince”;

- Extratos de algas marinhas: Agar, Alginato, Carragena, Furcelarana;

- Amido: Milho, Trigo, Arroz, Sorgo, Amido de tubérculos, Batata, mandioca;

2- Proteinas

- Animal: Gelatina, Albumina, Caseina;
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- Vegetais: Proteina de soja.

(b) Gomas Modificadas ou Semi Sintéticas:

- Derivadas de celulose: Carboximetilcelulose, Metilcelulose, Hidroxietilcelulose,
Hidroxipropilmetilcelulose e Hidroxipropilcelulose;

- Gomas de fermentag¢do microbiana: Dextrana, gelana e Goma xantana;

- Alginato de propileno glicol;

- Amidos pré-gelatinizados;

- Amidos modificados: Carboximetil amido, Hidroxietil amido, Hidroxipropil

amido.

(¢) Gomas Sintéticas:

-Polimeros vinilicos:Polivinilpirrolidina (PVP), Polivinilalcool (PVA), Polimero
carboxivinil, (Carbopol) e Polimeros de 6xido de etileno.

Para a escolha e a aplicacdo de um determinado hidrocoldide, além de considerar as
propriedades funcionais desses polimeros, deve-se considerar também outros fatores
relevantes, tais como: a) Aparéncia do produto final: gelatinidade, maciez e habilidade para
fluir, b) Compatibilidade: com os constituintes funcionais do sistema e com aditivos
funcionais e inertes do sistema, c) Conserva¢do: condi¢des bacteriologicas, compatibilidade
com conservantes e com bactérias, d) Consideragoes legais: toxicidade, “GRAS”, padrdes de
identidade e niveis permitidos, €) Estabilidade: temperatura, umidade, tempo e embalagem, f)
Propriedades: ndo idnica, estabilidade ao 4acido, formador de filme e estabilizador de espuma,
g) Tipo de aplicagcdo: mistura seca, liquido concentrado ou diluido, gel ou pasta, h) Uso
combinado: Efeito sinérgico e efeitos antagdnicos e 1) Viscosidade: consisténcia, tixotropia e

dilatabilidade (PENNA, 2004).

2.7.2.1- Carboximetilcelulose (CMC)

A Carboximetilcelulose (CMC), obtida através da reacdo da celulose com
monocloroacetato de sodio, ¢ um hidrocoldide que contribui para a formacdo de gel, na
retencdo de 4gua, além de apresentar propriedades de polieletrolito (KAISTNER, 1997).

A presenga de substituintes com grupos —CH,-COOH na cadeia de celulose produz
um afastamento das cadeias poliméricas e permite uma maior penetragdo de agua, conferindo

a CMC solubilidade em agua a frio.
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A estrutura da CMC ¢ baseada no polimero de B-(1,4)-D-glucopiranose da celulose

(Figura 2.18).

Fig. 2.18 - Molécula da Carboximetilcelulose (CMC) (KAISTNER, 1997)

A Tabela 2.7 mostra algumas informagdes referentes as propriedades e aplicagdes

da carboximetilcelulose.

Tab. 2.7 - Informacgdes sobre a carboximetilcelulose (MANO & MENDES, 1998)

Preparagio e Modificagcdo Quimica — Celulose, acido monocloro-acético, hidroxido
de sodio, agua, 20 — 100°C.

Propriedades e Peso Molecular: d: 1,59.
e Cristalinidade: amorfo: Tg: -; Tm: 250°C dec.
e Material termorrigido fisico: Solubilidade em dgua. Atacével por
Mmicro-organismos.

Aplicacdes e Em cosméticos: espessante em logdes, xampus, etc.
e Em alimentos: espessante em preparagdes dietiticas.
e Em tintas: espessantes em emulssdes aquosas.

Nomes comerciais e Tylose

Observagodes e A solubilidade de CMC depende do grau de substituicdo. A
substituicdo das hidroxilas pelas carbometoxilas reduz as ligacdes
hidrogénicas, libera as macromoléculas e aumenta a solubilizagdo em
agua.

e CMC industrial tem DS entre 0,4 — 0,8

2.7.2.2 - Amido

O amido € o principal item de a dieta alimentar ( GALLANT et al., 1982). Devido
as suas propriedades funcionais, tanto das formas naturais quanto das modificadas, e de seu
baixo custo, ¢ de grande utilizacdo na confeccdo de alimentos (SANDERSON, 1981). O
amido ¢ uma matéria prima renovavel, biodegradavel e nao téxica (VAN DER BURGT et al.,

2000), e constituido essencialmente por polimeros de a-D-glucose.
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O amido ¢ um homopolissacarideo formado por duas fracdes: amilose e
amilopectina. A primeira composta por unidade de glucose com ligacdes glicosidicas ( 1-4 e a
segunda, por unidades de glucose unidades em ( 1-4 com cadeias laterais de glucose ligadas
em ( 1-6, formando as ramificagdes caracteristicas desta molécula (BILIADERIS, 1997).

As estruturas apresentadas por essas moléculas podem ser representadas por uma
estrutura aproximadamente linear para amilose, que pode formar estruturas helicoidais, e

estruturas ramificadas para amilopectina, Figuras 2.19 e 2.20 (BILIADERIS, 1997).

Fig. 2.20 - Estrutura da amilopectina (BILIADERIS, 1997)

Na legislagdo brasileira, fécula e amido sdo sindnimos. Na maioria dos paises existe

apenas uma palavra, amido, como designacdo geral, seguida de especificagdo da fonte
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botanica. Denomina-se amido a fragdo amildcea encontrada nos orgdos aéreos, tais como
graos e frutos, e fécula a encontrada em érgaos subterraneos como raizes e tubérculos (Brasil,
1978). A diferencia¢do ndo ocorre na composi¢do quimica, mas sim na origem do produto e
em propriedades funcionais e tecnoldgicas (VEIGA et al., 1994).

O amido constitui a mais importante reserva de nutri¢do das plantas superiores
ocorrendo na forma de granulos de cor branca, minusculos, distribuidos em varios locais das
plantas, principalmente em Orgdos armazenadores aéreos como na ervilha, feijdo, milho,
arroz, trigo, cevada, aveia, sorgo; nos subterrdneos como em tubérculos (batatas) e raizes
(batata doce, mandioca, araruta, inhame) e nos troncos (sagi) (SWINKELS, 1985). Ocorre
também em algas e, pelo fato de ser facilmente hidrolisado em agucar e digerido, ¢ um dos
elementos mais importantes da alimentacdo humana. Normalmente, o amido esta presente na
forma de granulos birrefringentes, cuja aparéncia varia de acordo com a origem. Suspensdes
de amido em 4gua, por aquecimento formam géis e no processo da geleificacdo a
birrefringéncia desaparece (BOBBIO e BOBBIO, 1992).

O conhecimento da relagdo entre a estrutura molecular e granular do amido e suas
propriedades fisico-quimicas levou ao desenvolvimento de modificagdes dessas estruturas a
fim de obter fungdes especiais. Além da modificagdo genética, a estrutura quimica do amido
pode ser modificada por métodos quimicos ou enzimaticos, com formacao de produtos com

propriedades diferentes do amido natural (FRANCO et al., 2001).

2.7.2.3 - Goma Xantana

A goma xantana ¢ um polissacarideo - D- Glicose com celulose, mas cada unidade
de glicose estd ligada a um trisacarideo de manose, acido glucorénico e manose (Figura 2.21).
A manose perto da cadeia principal tem um éster de dcido acético no carbon 6 e¢ 4 ¢ a manose
final do trisacarideo tem uma ligag¢do entre os carbonos 6 € 4 no segundo carbono do acido

piravico.
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Fig. 2.21 — Estrutura molecular da goma xantana

http://www.scientificpsychic.com/fitness/carbohidratos2.html

A goma xantana ¢ definida por Baruffaldi (1998), como um hidrocoloide usado em
alimentos e entre estes, ¢ o mais testado, € os experimentos demostraram a inocuidade desta

goma em concentragdes permitidas.

E um heteropolissacarideo produzido pela Xanthomonas campestris. As solugdes
de goma xantana quando em baixas concentracdes sdo pseudoplésticas, apresentam altos
indices de viscosidade e tornam-se ralas quando sobre ela ¢ aplicada forca de cisalhamento.
As operacdes de bombeamento na fase de producdo do alimento sdo facilitadas pela
pseudoplasticidade fazendo com que produtos como, por exemplo, coberturas para saladas

fluam com facilidade de um frasco ou garrafa.

A goma xantana também apresenta excelente estabilidade em valores do pH
extremos, na faixa de 2 a 11, e altas temperaturas de 100 a 120" C além de poder ser
dissolvida a quente ou a frio. E facilmente soliivel em 4gua, produzindo alta viscosidade. Nao

¢ solivel na maioria dos solventes organicos.

Em associagdo com outras gomas proporciona textura lisa e cremosa, e alimentos

liquidos com qualidade superior as demais gomas.

E utilizada para a fabricacdo de molhos para saladas, bebidas, geléias, produtos

carneos, enlatados, e sopas.
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2.8 — Analises de sobrevivéncia do micro-organismos

2.8.1 -_Introducio

A andlise de sobrevivéncia pode ser utilizada na avalia¢do de diferentes problemas a
exemplo das situagdes descritas na Tabela 2.8 que representa estudos do tempo até a morte,
tempo até falha de pecas ou tempo associado ao esquecimento ou perda de uma caracteristica.
Pela variagdo de situagdes desta tabela pode-se constatar que a andlise de sobrevivéncia
encontra importantes aplicacdes em estudos de biologia, microbiologia, medicina,
epidemiologia, engenharia, economia € marketing.

Tab. 2.8 - Analise de Sobrevivéncia

Tipo de estudo Exemplos
Tempo de falha de equipamentos e Falha em feixes de fibra kevlar (Hill e Okoroafor,
processsos industriais 1995)
Andlise de um evento econdmico Andlise de modelos de custos (Yang e Rahim,
2005)
Estudos relacionados a satde Estudo longitudinal da sobrevivéncia (Masanja et
al., 2008)

Avaliacdo de morte de uma populagdo Anadlise de sobrevivéncia de Bacillus subtilis

microbiana (Abate, et al., 2010)
Andlise do comportamento Dinamica social de minorias (Carbonara e Pasotti,
2010)

Uma das caracteristicas das informagdes que sdo obtidas nos estudos exemplificados
na Tabela 2.5 e outras tratadas pela analise de sobrevivéncia ¢ a dificil avaliagdo dos dados
segundo modelos estatatisticos tradicionais € modelos deterministicos, pois a ndo normalidade
associada a estes dados ¢ grande e durante o estudo temporal ha um segmento de tempo
diferenciado para os elementos do grupo ou participantes, ou seja, ao longo do estudo ha
variagdo da populacdo a ser estudada e em diversos momentos o efeito a ser avaliado pode
ndo ser observado. Esta caracteristica de variacdo da populacdo da qual se pode tirar
informagdes ao longo do tempo significa que ha a presenga de censuras nas observagdes ou

presenca de dados censorados.
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De forma mais geral pode-se afirmar que a Analise de Sobrevivéncia ¢ um modelo
estatistico que consiste na analisar os tempos de permanéncia de um elemento no atual estado
em que se encontra. Este estado pode representar falha, morte, atraso ou desenvolvimento de
uma dada patologia. Estes tempos observados apresentam variagdes aleatorias que geram
distribui¢des de frequéncia. Na Analise de Sobrevivéncia as distribui¢des de frequéncia das
analises sfo avaliadas por trés fungdes: fungdo de sobrevivéncia no tempo ou S(t); a funcéo

de risco ou hazard ou A(t) e a fungdo probabilidade ou f(t) (LEE, WANG, 2006).

2.8.2 - Funcdes de Sobrevivéncia, risco e funcio densidade de probabilidade

A probabilidade de sobrevivéncia em fun¢do do tempo (t), fungdo de sobrevivéncia
ou viabilidade estatistica ¢ representada por S(t) e corresponde a probabilidade p(t) de uma
observacdo ndo falhar até certo tempo t com mostra a Equacdo 1 e 3 na qual T representa o
tempo de vida e F(t) representa a fun¢do acumulada de tempo de vida e f(t) a fungio
densidade de tempo de vida que ¢ uma fun¢do assimétrica (skewed) com uma longa cauda
pela esquerda (Sa, 2007).

S(t)=p(T=t)=1-F(t) )

O grafico de S(t) € dito curva de sobrevivéncia. No estudo da morte ao longo do
tempo para uma populagdo ndo censurada de tamanho inicial N,, tem-se que S(t) representa o
nimero de vivos no tempo t, N(t) dividido pelo numero de vivos no inicio do estudo N(t,). J&
para uma populac@o censurado a Equacdo 2 ndo tem validade (LEE e WANG, 2006):

S(H=N(B)/N(to) )

Ja a fungdo risco, h(t), pode ser constante com o tempo ou variavel e ¢ definida como

sendo a razdo entre a fungdo probabilidade, f(t), e a fungfo de sobrevivéncia:
h(t)=f(t)/S(t) 3)

Como mostra a Equacdo 4, o risco acumulado, A(t), é definido como a integral de
h(t) para o intervalo de tempo correspondente do valor incial (t=0) até o tempo de referécia
pode ser definido (t). Como sendo a razdo entre a fungdo probabilidade, f(t), ¢ a fungdo de

sobrevivéncia:

A= [h(t)dt =-In(S@))

=0 “)

t
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2.8.3 - Analise de Sobrevivéncia segundo modelos paramétricos

Na analise de sobrevivéncia objetiva-se estimar a sobrevida do elemento estudado
que pode ser, conforme ja discutido, células, pacientes, partes ou componentes de uma
maquina entre outros itens como a sobrevivéncia de empresas. Esta estimativa pode ser feita
por modelos tedricos ¢ neste caso tem-se uma analise paramétrica. O modelo de primeira
ordem ou exponencial é o modelo mais simples da analise paramétrica.

O modelo exponencial prevé a falha por um padrdo puramente aleatdrio, ou seja,
fatores como o tempo ndo afetam a sobrevivéncia futura, pois a taxa de risco ¢ constante. O
mesmo ¢ descrito pelas Equagdes (5), (6) e (7) que apresenta sua forma generalizada que
admite o pardmetro adicional tempo de garantia (G), que € o tempo minimo de sobrevivéncia
ou tempo com auséncia de falhas ou mortes. Para G=0 o modelo exponencial se reduz a sua

forma classica.

S(t)=exp[-A.(t-G)] (5)
f(t)= A exp[-A.(t-G)] (6)
h(t)= A (7

Outra generalizagdo do modelo de primeira ordem é o modelo de Weibul que foi
proposto por Waloddi Weibull em 1939. Este modelo prevé um risco variavel que é funcdo do
tempo ¢ dois parametros do modelo (y>0 ¢ A>0) que podem ser observados nas Equacdes (8),
(9) e (10). Pela possibilidade de variagdo do formato da curva de distribui¢éo, associado ao
parametro y, e da magnitude, dado pelo pardmetro A, o0 mesmo pode ser utilizado em uma
variedade de contextos mais amplo que o modelo exponencial. Neste modelo o risco aumenta
com o tempo quando y >1, reduz com o tempo para y <l e se torma um modelo exponencial

(constante com o tempo) para y=1.

S(t)y=exp[-(1.t)"] 8)
f(t)= Ay(A)" " exp[-(h.t)'] ©)
h(t)= Ay(At)"! (10)

Uma representacdo generalizada da fung¢fo de Weibull consiste em acrescentar o

termo tempo minimo de sobrevivéncia ou garantia (G) como mostra nas Equacdes (11), (12) e
(13):

S(ty=exp[-A! (t-G)'] (11)

f(t)=2"y( t-G)"™" exp[-A (¢-G)'] (12)
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h(t)=A"y(t-G)""' (13)

Além das distribui¢des exponenciais ¢ Weibull ha também outras distribui¢des
utilizadas como modelos paramétricos a exemplo do modelo log-normal e a distribuicdo log-
logistica. A Tabela 2.9 mostra todas estas duas novas distribui¢des com os modelos ja
discutidos e as respectivas médias e variancia destas distribuicdes.

Tab. 2.9 - Modelos Paramétricos da Analise de Sobrevivéncia (LEE ¢ WANG,

20006).
Modelo Equacgdes do modelo Média e variancia da distribuicao
Exponencial  S(t)=exp[-A.(t-G)] u=1/A+G
f(t)= A exp[-L.(t-G)] o’=1/\2
h(t)= A
Weibull S(ty=exp[-A' (t-G)'] u=G+1/AL(1+1/y)
f(t)= Ay( t-G)"" exp[-A" (t-G)'] o?=1/A2 [[(1+2/y)+ T2 (1+1/y)]
h(t)= 21" y(t-G)"”'
Log-logistico  S(t)=1/ (1+at") u=m/(o"y.sen(w/B))
f(t)y= ot/ (1+at’y’ c=1/A2
h(t)= oyt""/ (1+at”)
Gompertz S(t)=exp{M/ y.[1-exp(yt)] } p=[In( A/ y)+I}/A com [=0,572217
f(t)=Aexp(y.t) exp{A/ y.[1-exp(yt)] } o=n?/(6v?)
h(t)= A exp(yt) Obs: ndo ha solugdo analitica, p e o

sdo valores aproximados

2.8.4 - Analise de Sobrevivéncia segundo modelos ndo- paramétricos

Na analise ndo paramétrica ¢ feito o ajuste das sobrevidas sem a utilizagcdo de
modelos. A sobrevida ¢ calculada pelo produto das probabilidades de vida associada ao total
de dados presentes em cada instante. O produto das probabilidades ¢ explicado pelo fato de
que para que um conjunto de dados represente células vivas ou ndo perda de caracteristica em
um dado instante, ¢ necessario que estes dados mantenham suas caracteristicas em todos os
instantes que antecedem o momento atual. Sendo que este total varia em decorréncia de
mortes ou perdas em cada instante.

Assim em um conjunto de k observagdes (n; ,d; ,t;),(n2, da, t2),...,(n, di, t) se ti,
t2,..,tx representam os tempos , ny,ny,...,Nk representam a populagdo e d;,dy, ...,dx representam

as morte ou perda das caracterisicas tem-se:
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Sk=(n1-d1)/n1* (1’12-(12)/1’12*....*(l’lk-dk)/nk
Sendo Sk a sobrevida associada ao tempo ty.

Um dos métodos que utiliza esta abordagem ¢ o estimador de Kaplan-Meier.

2.9 - Distribuicoes de Weibull

Uma generalizagdo da distribui¢do exponencial ou modelo de primeira ordem foi feita por
Waloddi Weibull (1951) na descrigdo de problemas nos quais a taxa de falha, h(t), pode
assumir diferentes formas que vdo de um comportamento descrescente a crescente. No
modelo de Weibull a fungdo densidade, f(t), funcdo falha, h(t), ¢ falha acumulada H(t) sao
descritas pelas Equagdes (14), (15) e (16) nos quais o parametro 1 € conhecido como vida

caracteristica ou pardmetro de escala e o parametro f ¢ dito pardmetro de forma.

g (1Y
f(t)=£(£] ) (14)
t\n
H(t) = (A1) (15)
-1 y;
h(;)zﬁ(iJ ZE(LJ (16)
n\n t\n

Para ilustrar a grande variagdo de formas possiveis tem-se a Figura 2.22 que
apresenta a taxa de morte ou falha em funcdo do tempo t, para diferentes valores dos

parametros do modelo (1 e ) e a Figura 2.23 que apresenta a fun¢@o densidade.
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Em estudos praticos deste modelo ha um especial interesse no pardmetro de forma
B, pois o mesmo pode ser utilizado nas analises e¢ qualidade e¢ vida util de células. Em
particular B>1 representa uma situagc@o na qual ha um prolongamento de vida por algum efeito
protetivo ¢ para <1 ha morte prematura. A tabela 2.10 resume as figuras 2.22 ¢ 2.23 em

termos dos valores de 1 e #, deve ser dado especial interesse

Tab. 2.10 - Comportamento das fun¢des densidade de probabilidade taxa de falha

Funcio densidade de

Parametro de forma probabilidade (f(£)) Taxa de Falha A(?)
(g1 Decresce exponencialmente até 00 Decresce
p=1 Decresce exp. com l =1 Constante — = A
n n
/Hl Cresce até um pico e decai Crescente
p=2 Distribuigdo de Rayleigh Cresce linearmente
3<p<4 Tem forma de distribuicdo Normal Cresce rapidamente
/H10 Forma de distribui¢io Normal Cresce muito rapidamente

Pela variedade de usos que o modelo Weibull apresenta, o mesmo se encontra
disponivel em varios softwares. Sendo que o ajuste deste modelo a dados experimentais,
pelas dificuldades associadas as caracteristica ndo lineares do modelo, normalmente ¢ feito
pelo método de maxima verossimilhanga. Na linguagem R a biblioteca “survival” possui a
regressdo de andlise de sobrevivéncia conforme mostra o Apéndice A que representa a

utilizagdo desta analise aplicada aos resultados experimentais desta dissertagao.

Soraya Rodrigues



Capitulo 3 — Material e Métodos 50

CAPITULO 3
MATERIAL E METODOS

3.1 - Materiais

* Leite desnatado em pd Molico® (Nestlé)

* Cultura lactica contendo, L. acidophilus La-5 (1 x 10° UFC/g).

* Creme de leite UHT Mococa

 Carboximetilcelulose sédico, CMC Mix.

* Preparagio espessante contendo, a¢ticar, goma guar e carboximetilcelulose

* Polvilho de mandioca doce Maniva

* Alginato de s6dio Netec Quimicas Finas LTDA

« Acido ascérbico Merck

* Cloreto de Célcio Dindamica

* Cera de abelha

» Composto de cera contendo cera de abelha e parafina de propor¢do desconhecida
dos constituintes.

» Sacarose

* Leite pasteurizado padronizado tipo “C”

3.2 - Métodos
3.2.1 - Preparo das culturas lacticas

3.2.1.1 — Preparo da fermentagdo

O meio de cultura padrio utilizado para a fermentagdo foi o caldo MRS - Man,

Rogosa e Sharpe (MERCK, 1992/93) esterilizado (Tabela 3.1), com a seguinte composicao:
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Tab. 3.1 - Composicdo do meio de cultura caldo MRS (Man, Ragosa, Sharpe) (De Man et al.
1960)

Componentes Quantidade
Peptona bacteriologica 10g
Extrato de carne 10g
Extrato de levedura S5g
D-glicose 20g
Tween-80 lg
Fosfato de potasio 2g
Acetato de sodio 5¢g
Citrato de tri-amonio 2g
MgS04.7 H,O 02¢g
MnS04.4 H,O 0,05¢g
Agua destilada 1000 mL

Misturaram - se todos os ingredientes, ajustou-se o pH a 6,5 utilizando NaOH 0,1N e

HCI1 0,1N e esterilizou - se em autoclave a 121°C por 15 minutos.

3.2.1.2 Plaqueamento

O meio de cultura padrio para plaqueamento utilizado foi o meio MRS - Man,

Rogosa e Sharpe (MERCK, 1992/93) esterilizado (Tabela 3.2), com a seguinte composi¢ao:

Tab. 3.2 - Composicao do meio de cultura Agar MRS (Man,Ragosa,Sharpe) (De Man et al.
1960)

Componentes Quantidade
Peptona bacteriologica 10g
Extrato de carne 10g
Extrato de levedura S5g
D-glicose 20g
Tween-80 lg
Fosfato de potasio 2g
Acetato de sédio 5¢g
Citrato de tri-amonio 2g
MgSO4.7 HzO 0,2 g
MnS04.4 H,O 0,05¢
Agua destilada 1000 mL
Agar 18 g

3.2.2 - Formulagdes sélidas utilizadas

No estudo foram utilizadas 18 formulagdes contendo alginato, creme de leite e cera

assim como os aditivos acido ascdrbico, sacarose, goma xantana, amido de mandioca e
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carboximetilcelulase como mostra a Tabela 3.3 e 3.4. A escolha destes constituintes de

formulagdes e aditivos baseou no fato que os mesmos s2o facilmente obtidos em grau

alimenticios.

Tab. 3.3 - Composicdo das formulagdes utilizadas nas preparagdes solidas para 100 mL de

agua destilada

Formulagoes

Ingredientes

Quantidades

Al

Alginato de sodio
Amido de mandioca
Acido ascérbico

0,943%
4,713%
0,0943%

A2

Alginato de sodio
Amido de mandioca

0,943%
4,717%

A4

Alginato de sodio
Amido de mandioca
Creme de leite

0,901%
4,505%
4,505%

A9

Alginato de sodio
Amido de mandioca
Acido ascorbico

0,939%
4,695%
0,469%

Al0

Al,ginato de sddio
Amido de mandioca
Acido ascorbico

0,935%
4,673%
0,935%

B5

Creme de leite
Amido de mandioca
CMC

8,696%
11,304%
1,739%

B6

Creme de leite
Amido de mandioca
CMC*
Acido ascérbico

8,688%
11,295%
1,738%
0,087%

B7

Creme de leite
Amido de mandioca

Preparagdo espessante™*

Acido ascorbico

8,688%
11,295%
1,738%
0,087%

B8

Creme de leite
Amido de mandioca
Preparacdo espessante

8,696%
11,304%
1,739%

Nota: * CMC - Carboximetilcelulose
** Acucar, espessante goma guar, carboximetil celulose.
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Tab. 3.4 - Composicdo das formulagdes utilizadas nas preparacdes sdlidas para 44 gramas

Formulagdes Ingredientes Quantidades

Cl Cera de abelha 75%
Bactéria umida 25%
2 Cera de abelha 75%
Bactériaseca3 h 25%
3 Cera de abelha 75%
Bactéria seca 24 h 25%

Cera de abelha 68,18%

C5 Bactériaseca3 h 22,73%

Sacarose 9,09%

Cera de abelha 68,18%

Cé6 Bactéria seca 24 h 22.,73%

Sacarose 9,09%
cs Composto de cera** 75%
Bactéria seca3 h 25%

Composto de cera 68,18%

C10 Bactéria imida 22,73%

Sacarose 9,09%

Composto de cera 68,18%

Cl1 Bactéria seca3 h 22.73%

Sacarose 9,09%

Nota: ** Cera de abelha e parafina com propor¢do desconhecida dos constituintes.

3.2.3 - Preparo das formulacdes utilizando alginato e creme de leite

* Pesaram-se todos os ingredientes das formulagdes;

* Em frascos béquer de 250 mL foi diluido o amido e alginato de sddio, (utilizado em
algumas formulagdes, Tab. 3.3), em 100 mL de agua destiladas e aquecidos ate que o mesmo
estivesse todo dissolvido em consisténcia de gel;

* Resfriou-se e acrescentado os demais ingredientes e a bactéria e homogeneizou-se;

Nas formulagdes que continham alginato de sédio foi gotejado com uma seringa e
agulha em uma solucdo contendo 0,2 M CaCl, com agitagdo mecanica até que se formasse as
células imobilizadas, estas foram separadas através de uma peneira, retirada um grama da
amostra para a viabilidade celular e o restante foi secas em vidro de relogio em uma estufas a
uma temperatura de 43 £ 1°C com circulacdo de ar forcada, por 24 horas. Em seguida foi
retirado um grama da amostra para fazer a viabilidade celular. O restante da amostra foi
dividido em duas partes que foram armazenadas em embalagens plasticas fechadas parte a

temperatura ambiente e parte sob refrigeragao.
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As formulagdes que ndo utilizavam alginato de sodio, da mistura homogeneizada
retiraram-se um grama da amostra para a viabilidade celular e o restante da maostra foi
espalhado em vidro de reldgio invertido e seco em estufa (Figura 3.1) a uma temperatura de
43 + 1°C com circulagdo de ar forcada, por 24 horas. Apos seca a amostra retirou-se um
grama para fazer a viabilidade celular e o restante armazenou-as em embalagens plasticas
fechadas parte da amostra a temperatura ambiente, parte na geladeira para amostragem

posterior.

3.2.4 - Preparo das formulacdes utilizando ceras de abelha e composto de cera

* Pesou-se 30 g de cada cera em 12 frascos de Béquer, deste total 6 Béquer com cera
de abelha e 6 Béquer com composto de cera;

* Pesou-se também 6 Béquer com 4 g de sacarose em cada.

 As bactérias foram fermentadas e secadas conforme descrito anteriormente (item
3.252e3.29).

* Aqueceram-se os béqueres a uma temperatura de 60 = 5°C até que a cera derretesse
por completo;

* Esfriou-se até uma temperatura de 45 + 1°C;

* Adiciou-se a bactéria ja centrifugada (Umida) nas composi¢des C1 e C10 (Tab. 3.4),
seca por 3 horas nas composi¢des C2, C5, C8 e C11 (Tab. 3.4) e seca por 24 horas nas
composi¢oes C3 e C6 (Tab. 3.4);

* Adicionou-se sacarose nas composigoes C5, C6, C10 e C11;

* Homogenizou-se e colocaram-se estes em formas plasticas para modelar, deixando
as mesmas esfriar e endurecer.

Retirou-se um grama de cada formulagio que foi ralada em ralo grosso para a anilise
da viabilidade celular, e o restante das amostras foi armazenada em embalagens plasticas
fechadas a temperatura ambiente. A viabilidade celular foi feita nos tempos 2, 4, 10 e 18 dias

de armazenamento.

3.2.5 - Condicdes de fermentacio

3.2.5.1 Pré —inoculo

Foram utilizados frascos Erlenmeyer de 250 mL, contendo 100 mL de meio de

cultura caldo MRS. Em cada frasco foi inoculado um saché de células de Lactobacillus
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acidophilus LA 5 (obtidas por secagem de células liofilizadas de lactobacilos presentes em
produto comercial de cultura mista Lacto-Prd). Os frascos foram incubados em reator
Erlemeneyer com agitagdo em incubador rotativo a 30 °C, agitagdo de 300 rpm na

concentragio celular de 10 ° células/L em meio MRS (SANTOS, 2007) por 24 horas.
3.2.5.2 Fermenta¢do meio MRS

Aliquotas de 25 mL do pré-indculo foram transferidas para frascos Erlenmeyers de
500 mL contendo 250 mL de meio de cultura caldo MRS. Os frascos foram novamente
incubados a 30°C, com agitagdo de 300 rpm e a produgdo de L. acidophilus foi determinada
apods 48 horas de fermentacdo. A massa celular foi removida por centrifugagdo a 10000 rpm,
por 15 minutos e 26°C, descartando-se o sobrenadante.
As bactérias obtidas pela fermentagdo foram centrifugadas e utilizadas da seguinte
maneira:
» Foram adicionadas as formulagdes na quantidade de 100 mL de massa centrifugada
para todas as formulagdes (Tab. 3.4);
* Foram secadas em estufa a uma temperatura de 43 = 1°C com circulagdo de ar
forcada por 24 horas e armazenadas em embalagens plasticas fechadas a temperatura
ambiente para avaliar a viabilidade celular;

» Foram plaqueadas para a contagem de células viaveis.

3.2.5.3 Fermentac¢do leite padronizado

Foi realizada a fermentacdo das células em leite pasteurizado comercial, aquecido
um litro de leite a 45°C inoculado com um saché de L. acidophilus LA transferido o contetido
na mesma proporcdo para dois frascos de Erlenmeyers de 500 mL esterilizados a 121°C por
20 minutos e inoculando em reator Erlemeneyer com agitagdo em incubador rotativo a 30 °C,
agitacdo de 300 rpm na concentragio celular de 10° células/L em leite no tempo de 24, 26 ¢
48 horas.

Apds a fermentagdo um dos frascos de Erlenmeyers foi feito a amostragem para
contagem de células vidveis e armazenado na geladeira para amostragens posterior.

O fermentado do outro frasco de Erlenmeyers foi centrifugacdo a 10000 rpm, por 15
minutos e 26°C, descartando-se o sobrenadante. A massa celular foi espalhada em vidro de

relogio invertido e seco em estufa a uma temperatura de 43 + 1°C com circulagdo de ar
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forcada, por 24 horas. Apos secas retirou-se amostra para identificar a viabilidade celular e
armazenada em embalagens plasticas fechadas a temperatura ambiente para amostragem

posterior.

3.2.6 - Viabilidade dos micro-organismos

A avaliacdo da viabilidade dos micro-organismos componentes da cultura latica nas
amostras de leites fermentados seco e armazenado na geladeira, células imobilizadas, células
centrifugadas umida e células centrifugadas secas foram feita apos 0, 1, 2, 3,4,5,6,7,9, 10
dias de preparo, a partir de dilui¢des decimais seriadas.

As dilui¢des decimais seriadas consistiu na trasferénciade um grama da amostra de
forma asséptica para um tubo de ensaio estéril contendo 9 mL de dgua peptonada 0,1%. Esta
solucdo foi agitada vigorosamente e, em seguida, foram feitas as diluicdes subseqiientes
utilizando-se 0 mesmo diluente e inocula¢des por profundidade em meios seletivos (MRS)
para a contagem dos micro-organismos. O resultado foi multiplicado pela reciproca da
diluicdo e valor expresso em unidades formadoras de col6nias por mililitro — UFC/mL.

O tratamento para obtencdo das células imobilizadas estd representado mediante

fluxograma do tratamento na (Figura 3.1).

Soraya Rodrigues



Capitulo 3 — Material e Métodos 57
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Fig. 3.1 - Fluxograma do tratamento para obtencdo de células imobilizadas

3.2.7 - Determinacdo de umidade das amostras

Para a determinacido do teor de umidade, das amostras das formula¢des, bactéria,
leite fermentado antes e apds secos, foi pesado em Béquer seco em estufa por 24 horas a 104
+ 1°C, adicionados 5 = 1 grama de amostra e colocadas em estufa a 104 £ 1°C por 24 horas.
Apds este periodo foram retiradas da estufa e colocadas em dessecador e novamente pesadas.

Para obter a umidade foi feito o calculo em base umida:

(Peso  (bequer))+ (Peso (amostra))— (Peso(final seco)) |, 100 (1)

% Umidade(Base Umida)z{ (P ( tra))
eso (amostra

Também foram feitos os calculos em base seca
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(Peso  (bequer))+ (Peso (amostra))— (Peso(final seco)) |,
(Peso (finalseco)) —(Peso (bequer))

% Umidade(Base Seca)= 100 (2)

3.2.8 - Estudo da secagem de amostras

Para o estudo da secagem das amostras das formulacdes, bactéria e leite fermentado
e centrifugado, foram retiradas amostras antes de colocar na estufa (amostra umida), a uma
temperatura de 43 £ 1°C com circulacdo de ar forgada, nos tempos de 1, 2, 3,4, 5, 6, 8§ e 24

horas de secagem para analise de umidade e viabilidade celular.

3.2.9 — Estudo do crescimento de fungos, alteracdo de cor e aparéncia

Todas as formulac¢des foram armazenadas a temperatura ambiente por seis meses € a
cada més de armazenamento eram feitas analise visual para observar o crescimento de fungos,
alteracdo de cor e aparéncia nas mesmas.

3.2.10 — Estudo da Andlise de Sobrevivéncia
Para o estudo a Analise de Sobrevivéncia foi utilizada o modelo de Weibull com as

pleY 1)

— e
; G)

seguintes equagdes:

f@=

3.2.11 — Estudo da Atividade de Agua (Aw)

Foi determinada utilizando o equipamento Novasina Thermoconstanter swiss made
RS 232/ RTD — 200 (Switzovlond, JEB controls INC, Kirkland, QC) a temperatura de 25 °C.
A calibragdo do equipamento foi realizada utilizando solugdes de sulfato de potéssio, cloreto e
sodio, carbonato de potassio, cloreto de magnésio e cloreto de potassio como mostra no

Apéndice B.
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CAPITULO 4
RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 — Descrigoes da fermentacéo

A Figura 4.1 mostra a transformag¢@o que ocorre no meio de fermentagdo leite e MRS
para Lactobacillus acidophilus LA5 com uma concentragio inicial de células de 10° cel/mL,
observada durante a fermentacdo para tempos de 24 e 48 horas no que se refere a contagem
celular. E possivel observar que o crescimento de células foi satisfatdrio tanto no leite como
no meio MRS e que entre os tempos de 24, 26 e 48h o tempo de 24h foi o mais adequado para
conduzir os ensaios, pois neste tempo a concentracdo celular foi maior tanto no leite quanto
no MRS. A comparacdo entre os meios MRS e leite mostra que hd uma maior producio
celular para fermentagdo em leite, pois para 24h a concentracdo celular no leite ¢ 1,9 vezes

maior que a do MRS e este valor também ¢ maior para outros tempos de ensaio.

fo " == Meio MRS
o—eo—e | cite

10 90 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Tempo (h)

Fig. 4.1 — Crescimento celular na fermentac@o do leite e MRS
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A Tabela 4.1 mostra a comparagdo das contagens obtidas tanto no leite como no
meio MRS com 24 horas de fermentagéo e apds ser centrifugada e as caracteristicas que cada
meio obtém apos a fermentagdo. Pode—se concluir que o meio MRS € melhor de se trabalhar,
pois as células obtidas sdo mais compactas e de facil separagdo quando centrifugadas e a
contagem celular nos tempos de 24 horas e apds centrifugadas possuem a mesma ordem de

grandeza. Por isso, optou-se pelo uso do meio MRS em substituigdo ao leite.

Tab. 4.1 — Caracteristicas de fermentagdo do meio MRS e do leite

Contagem )
Formulacdo Contagem 24 h 3 Caracteristica separagdo
separacdo
) ; ; Dificuldade de homogeneizagdo pela
Leite 1,63 x 10 7,39 x 10 S
viscosidade
_ 6 ; Formagao de células compactas em pelet
Meio MRS 8,58 x 10 5,56x 10

agregados

4.2 — Formulacdes de alginato e creme

As Figuras 4.2 e 4.3 mostram o teor de dgua nas formulacdes Al, A2, A3, A4, BS,
B6, B7 e BS, antes da secagem e apds a secagem com o tempo de 20 horas. Pode-se observar
que ha um comportamento diferente entra as formulacdes que levam alginato, A1 a A4 e as
que ndo levam alginato, B5 a B8 durante a perda de d4gua. Apds a secagem as formulagdes que
levam alginato atingiram um teor de umidade menor, préximo a 5%, do que as formulacdes
que ndo contem alginato ficaram com teor entre 12,5% e 15%, sendo que todas as
formulagdes no inicio da secagem tinham o teor de umidade em torno de 90%.

O armazenamento do produto por 6 meses nas condi¢des de umidade final mostrou
ser satisfatoria porque em nenhuma das formula¢des houve formagdo de fungos ou alteragdes

da aparéncia do produto associadas a deterioragao.
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Fig. 4.2 - Umidade antes da secagem

b
(41}
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|
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LImiclacle

Fig. 4.3 - Umidade apds a secagem

As Figuras 4.4, 4.5 ¢ 4.6 mostram as cé¢lulas viaveis nas diferentes formulagdes de

alginato e creme e a Tabela 4.2 mostra os parametros cinéticos k, coeficiente de correlagdo e
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Valor D associados ao ajuste ndo linear destes dados aos modelos cinéticos. Pode-se observar
que pelos parametros cinéticos, Valor D, as formulagdes A4 e B8 sdo as mais estdveis e a
formulagdo A4 se destaca como melhor que a BS, pois quanto maior o Valor D, mais estavel e
a formulag@o. Os modelos testados representam bem os dados experimentais, como pode ser
observado pelo Valor p, e R’ (Tabela 4.2) e as Figuras 4.7 ¢ 4.8 mostram os valores previstos

e calculados pelo ajuste e os residuos associados a estes ajustes.

B8

B6 17

5

,
E
[l

A9 A0

Formulacio
A

A3
"
1]
"

,
2

I
\

A
il

f!.L 1'.

W
=
h
&
~I
- 4

Log (Cel/g)

Fig. 4.4 - Resultados experimentais das contagens para diferentes formulagdes de alginato e
creme
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Tempo = 200 h
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Fig. 4.5 - Resultados experimentais das contagens para diferentes formulacdes de alginato e
creme com o tempo
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Formulacgéo
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Fig. 4.6 - Tempos utilizados nas contagens para diferentes formulag¢des de alginato e creme
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Tab. 4.2 — Parametros Cinéticos, coeficientes de correlagcdo e Valor D das formulagdes

Formulacio Ingredientes Quantidade D (h) k (h'l) R
Aginato de sodio 0,94% 31,01 £4,17 0,032 + 0,004
Al Amido mandioca 4,71% p=1,45¢ -04 p=1,4e-04 0,994
Acido ascorbico 0,09% t=7,44 t=7,44
Aginato de sodio 0,94% 161’_89 31,28 0’00_62 = 0,001
A2 Amido mandioca |  4.71% p=9,2¢-05 p=9,2¢-05 | 0,992
e t=5,16 t=5,18
Aginato de sodio 0,90% 106,98 £40,54 | 0,01 +£0.004
A4 Amido mandioca 4,5% p=0,034 p=0,034 0,997
Creme de leite 4.5% t=2,64 t=2,64
Aginato de sodio 0,93% 29,33 +5,01 0,03 £ 0,006
A9 Amido mandioca 4,69% p=2,41e-05 p=2,41e-05 0,969
Acido ascorbico 0,46% t=5,86 t=5,86
Aginato de sodio 0,93% 2545+ 1,94 0,039 + 0,003
Al0 Amido mandioca 4,67% p=5,62e-10 p=5,62e-10 0,993
Acido ascorbico 0,93% t=13,12 t=13,12
Creme de leite 8,69% 70,76 £26,71 | 0,014 + 0,005
BS5 Amido mandioca 11,30% p=0,057 p=0,057 0,992
CMC 1,73% t=2,65 t=2,65
1 0
Creme de leite 8,68% 85,06 8,55 | 0,012+ 0,001
Amido mandioca 11,29% ” B
B6 p=2,21e-05 p=2,21e-05 0,999
. CMC L,73% 9,95 9,95
Acido ascorbico 0,08% ’ ’
Creme de leite o
Amido mandioca 8,68% 82’45_i 22,67 0,012 £0,004
B7 N 11,30% p=0,01 -
Preparacao _ p=0,011 0,996
1,73% t=3,64 =
_ espessante 0.08% t=3,64
Acido ascorbico vere
1 0
Creme de leite 8.69% 1 9454+ 14,06 | 0,011+0,0016
Amido mandioca 11,30% - _
B8 Preparaci 1.73% p=9,31¢-07 p=9,31¢-07 | 0,987
paracao 170 t=6,72 t=6,72
espessante
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Fig. 4 7 - Resultados do valor predito e do valor calculado das formulagdes de alginato e
creme
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Fig. 4.8 - Residuos associados aos ajustes das formulagdes de alginato e creme
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Na Figura 4.9 estdo representadas as esferas de alginato de calcio na formulacdo que
utiliza acido ascorbico e célula imobilizada com esferas de alginato de calcio sem acido
ascorbico, onde ¢ possivel notar uma coloragdo branca adquirida pelas esferas devido a

presenca do acido ascorbico.

Célula imobilizada sem Acido Célula imobilizada com Acido
Ascarbico Ascorbico

Fig. 4.9 — Foto das células imobilizadas com e sem acido ascdrbico

4.3 — Formulacdes de Ceras de Abelha e Composto de Cera

A Tabela 4.3 mostra os parametros cinéticos k, coeficiente de correlagdo e Valor D
associados ao ajuste ndo linear destes dados aos modelos cinéticos. Nas formulagdes contendo
cera de abelha, de C1 a C6, o produto mais estavel foi C5, ou seja, a comparagdo do processo
de secagem ao que as células foram submetidas mostra que a secagem de 3 horas que
antecede a geracdo do produto foi mais estavel que os produtos que receberam células secas
por 24 horas (C3 e C6) e células in natura (C1, C2 e C3). Esta estabilidade maior pode estar
associada a fatores como reducdo de atividade de agua e possiveis danos célulares associadas
a secagem (FRAZIER, 1927). A comparagdo entre os produtos de células secas por 24 horas e
células in natura mostra que o produto seco por 24h é mais estavel que o produto in natura.
Observou-se entdo que a secagem causa um efeito benéfico nas células e que tempos
inferiores ha 24 horas sdo melhores.

A comparacdo entre os Valores D dos ensaios sem sacarose (C1, C2, C3) e ensaios

com sacarose (C5 e C6), mostram que o uso da sacarose melhora a estabilidade, o que pode
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ser observado, por exemplo, comparando o Valor D dos ensaios C5 e C2: o Valor D dos

ensaios sdo 509 e 300, respectivamentes foi 1,9 vezes maior.

Comparando as formulagdes com composto de cera observou-se que as formulagdes

com 3 horas foi a melhor (C11) e que as formulagdes com sacarose (C8) obtiveram o Valor

D superior as demais, podendo-se entdo afirmar que a formulagdo CI1 tem a melhor

estabilidade, ou seja, a adi¢do de parafina a cera gerou uma menor estabilidade. Comparando

a formulacdo que utilizou cera de abelha (C1 a C6) e a que utilizou composto de cera (CS,

C10 e C11), a de cera de abelha foi superior ao composto de cera.

Tab. 4.3 - Parametros Cinéticos, coeficiente de correlacdo e Valor D das formulagdes com

cera de abelha e composto de cera

Formulacéo Ingredientes Quantidades D (h) k (h™) R’
Cera de abelha 759 161,_89 + 31,28 0,0(16 + 0,002
Cl Bactéria imida 25% p=9,2¢-05 p=9,2¢-03 0,992
t=5,18 t=5,18
Cera de abelha 75% 3OO’OZ 109,14 O’OOE £ 0,001 0,989
C2 Bactéria seca 3 h 25% p=0,02 p=0,014
t=2,75 t=2,75
Cera de abelha 75 9, 274,7_1 +101,70 0,00ii 0,002
3 Bactéria seca 24 h 25% p=0,016 p=0,016 0,989
t=2,70 t=2,70
Cera de abelha 68,18% 508,88 +£ 192,04 0,002 + 0,001
C5 Bactéria seca 3 h 22,73% p=0,018 p=0,02 0,996
Sacarose 9,09% t=2,65 t= 2,65
Cera de abelha 68,18% 14828 £21,29 0,007 £ 0,001
C6 Bactéria seca 24 h 22.73% p=3,19¢-06 p=3,19¢-06 0,994
Sacarose 9,09% t=6,97 t=6,97
cs Composto de cera 75 % 1961’)2:36%35’99 0,005 +0,001 0.990
Bactéria seca3 h 25% t=4i 79 p=0,001 t=4,79 ’
Composto de cera 68,18% 230,69 +£46,54 0,004 £ 0,001
C10 Bactéria imida 22,73% p=1,43 ¢ -04 p=0,001 0,995
Sacarose 9,09% t=4,96 t=4,96
Composto de cera 68,18% 251,91 £40,34 0,004 + 0,001
Cl1 Bactéria seca 3h 22,73% p=15,17e-05 p=1,17e-05 0,996
Sacarose 9,09% t=6,25 t=6,25

As Figuras 4.10, 4.11 e 4.12 mostram as células vidveis nas diferentes formulacdes,

de cera de abelha e composto de cera.
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Fig. 4.10 — Resultados experimentais das contagens para diferentes formulacdes de cera de
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Fig. 4.11 - Tempos utilizados nas contagens para diferentes formulagdes de cera de abelha e

composto de cera
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Fig. 4.12 - Resultados experimentais das contagens para diferentes formulacdes de cera de

abelha e composto de cera com o tempo

As Figuras 4.13 e 4.14 mostram os valores previstos e calculados pelo ajuste e os

residuos associados a estes ajustes.
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Fig. 4 13 - Resultados do valor predito e do valor calculado das formulagdes de cera de abelha
e composto de cera
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Fig. 4.14 - Residuos associados aos ajustes das formulagdes de cera de abelha e composto de
cera

4.4 — Analise de sobrevivéncia

A Tabela 4.4 mostra os pardmetros gerados no ajuste das freqiiéncias de morte
associadas ao modelo de Weibull descrito pela Equacdo 14 que ¢ uma forma modificada
utilizada no Software na Linguagem R. Pode-se observar que todos os pardmetros foram
significativos para p< 0,055 . Pode-se concluir pelos valores dos parametros § apresentados
na Tabela 4.4, que embora a cera, o alginato ¢ o creme tenham tornado o produto mais
estavel, nenhum destes tratamentos foi capaz de gerar um efeito protetivo no sentido de

reduzir a freqiiéncia de morte no inicio do armazenamento, o que corresponde a § >1.

yij x 7 xY
ro(g{s) =-(7) 9
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Tab. 4.4 Parametros ajustado pelo modelo de Weibull

Formulacdes B c p - Valor
Al 0,20 199687,58 P<0,01
A2 0,40 154502,34 P<0,01
A3 0,15 3121,72 P<0,01
A4 0,16 2302,84 P<0,01
A9 0,24 64466,56 P<0,01
B6 0,17 5882,58 P<0,01
B7 0,22 22813,75 P<0,01
B8 0,30 50933,79 P<0,01
Cl1 0,64 337859,53 p<0.06
C2 0,23 8087,59 P<0,01
C3 0,24 39596,22 P<0,01
Cc4 0,15 1303,018 P<0,01
Cs 0,17 7925,69 P<0,01
C6 0,27 48025,85 P<0,01
C7 0,36 93981,21 P<0,01
C8 0,22 27981,20 P<0,01

C10 0,27 46890,71 P<0,01
Cl1 0,28 55320,20 P<0,01

A Figura 4.15 é mostrada todas as curvas de fun¢do densidade expressas pelo
alginato e o creme e a Figura 4.16 representa todas as formula¢des conjuntamente sem a
identificacdo das mesmas. Nesta figura ¢ possivel constatar, que a maior morte celular ¢é
prematura em todas as situagdes, ou seja, ndo ha efeito protetivo uma vez que nio foi

observado o formato de sino.
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Fig. 4.15 - Curva de freqiiéncia de morte das formulagdes com alginato e creme
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Fig. 4.16 - Curva de freqiiéncia de morte de todas as formulacdes
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4.5 — Investigacdes da estabilidade

Com a intenc¢do de investigar a estabilidade foi feito um estudo detalhado do
comportamento das células durante o preparo e a avaliacdo das mesmas em termos de suas
propriedades.

As Tabelas 4.5 ¢ 4.6 mostram o comportamento das preparacdes durante seis meses
de armazenamento em relacdo aos parametros crescimento de fungos e alteragdes de cor e
consisténica. Pode-se observar que as condi¢des de preparo foram adequadas no que se refere
a evitar a contaminacg@o visivel por fungos e alteracdes pronunciadas do produto, sendo que a
alteracdo de cor observada correspondia ao escurecimento.

Tab. 4.5 - Crescimento de fungos

Formulacoes Més1 Més2 Més3 Meésd4d Més5 Meésé6
Al --- --- --- --- --- ---
A2 --- --- --- --- --- ---
A3 --- --- --- --- --- ---
A4 --- --- --- --- --- ---
A9 --- --- --- --- --- ---
B6 --- --- --- --- --- ---
B7 --- --- --- --- --- ---
B8 --- --- --- --- --- ---
Cl1 --- --- --- --- --- ---
C2 --- --- --- --- --- ---
C3 --- --- --- --- --- ---
C4 --- --- --- --- --- ---
C5 --- --- --- --- --- ---
Cé --- --- --- --- --- ---
Cc7 --- --- --- --- --- ---
C8 --- --- --- --- --- ---
C10 --- --- --- --- --- ---
Cl1 --- --- --- --- --- ---

Legenda: - - - Auséncia de fungos
- -+ Presencga de fungos-teste placa
- + + Contaminagdo externa

+ + + Contaminagio interna ¢ externa
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Tab. 4.6 — Alteracdo de cor

Formulacoes Més1 Més2 Més3 Més4 Més5 Meés6

Al - S -+ -+ I -+
A2 S S -+ -+ -+ -+
A3 --- --- -t -t -t -+
A4 .- .- - -t -+ -+
A9 --- --- -t -t -t -+
B6 --- --- -t -t -t -+
B7 --- --- --+ --+ -+ --+
B8 S .- --t --+ I -+
Cl .- .- - - - -
C2 S S S - - S
C3 S S - - - S
C4 .- .- .- - - .-
Cs cee e o - - -
C6 cee e o - - -
C7 - - - - - -
C8 - - - - - -
C10 S S S - - S
Cll1 . - - S S -
Legenda: - - - Alteragdo de cor e consisténcia ndo observada

- - + Alteragdo na cor observada
-+ + Alteragdo de consisténcia observada

+ + + Mudangas de todas as caracteristicas

A Figura 4.17 mostra o comportamento da atividade de agua. Os valores de baixa
atividade de 4gua para cera e alginato significam que é esperado para estas formulacdes
maiores estabilidade do produto, pois valores de atividade de agua menor os que 0,60
dificultam o crescimento da maioria dos micro-organismos (FRANCO; LANDGRAF, 2005).
Embora os valores sugiram esta maior estabilidade, eles ndo sdo capazes de explicar a maior

estabilidade das formulagdes de ceras comparando com as formula¢des com alginato.
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Fig. 4.17 — Comportamento da Atividade de agua (Aw) de todas as formulagGes

A Figura 4.18 e a tabela 4.7 mostram o comportamento observado durante a
secagem. Pode-se observar que nas preparagdes com alginato tem-se menor teor de solido, e
ainda que a perda de agua ocorra de forma mais rapida, pois o valor da constante de perda de

peso (Ky) € monor.

Formulacéo
A2 A3 A4 B Be BT BS

Al

(=1
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i0

Kg H,0/ Kg seco

<
V]

Fig. 4.18 - Umidade base seca das formulagdes com alginato e creme
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Tab. 4.7 — Descri¢do da secagem nas formulagdes com alginato e creme

Umidade final | Massa de sé6lidos
Formulacio Uo (kg IiIZO/kg Ky (h'l) do produto antes da secagem
sol) (g H,0/100g) | (em 100g produto)
13,52+ 0,92 0,23 +0,03
Al p=6,11e-06 p= 0,004 4,5 6,67
t=1475 t=7,09
12,18 £0,76 0,18 £ 0,03
A2 p= 3.77e-06 p=0,001 3,83 7,2
t=16.01 t=7,23
13,97 £ 1.21 0,26 0,05
A3 p= 2,54e-05 p= 0,001 4,025 6,05
t=11,55 t=5,73
14,72 £ 0,56 0,36 + 0,03
A4 p=1,99¢-07 p=1,02e-05 4,451 6,2
t=26,32 t=13,52
5,49 +£0,37 0,09 + 0,02
B5 p=6,29 e- 06 p= 0,003 19,09 16,73
t=14,67 t= 4,899
6,28 £0,38 0,07+ 0,015
B6 p=3,1e-06 p= 0,003 6,962 14,77
t=16,55 t=4,.93
6,49 £ 0,28 0,15+0,015
B7 p=4,15e-07 p=7,63e-05 12,74 13,04
t=23,25 t=9,527
6,85+0,38 0,09+ 0,015
B8 p=1,77e-06 p= 0,001 20,15 13,51
t=18,20 t=5,89

Nota: U=Up*exp(-kyw.t) U e Uy umidade inicial em final em kg H>O/kg seco, k,, constante de
perda de peso (h™)

4.6 - Avaliacoes completas

Comparando todas as formulag¢des utilizadas no trabalho, Figura 4.19, pode-se

observar que o uso da cera representa a situacdo mais estavel pelos maiores valores D. A

comparagdo entre as ceras, em relagdo a cera pura (barras azul Figura 4.19) mostra que a

adicdo de parafina a cera (barras brancas, Figura 4.19) e a secagem por 24 horas (C3 e C6) da

bactéria fermentada reduz a estabilidade em relacdo a ndo secagem (C1 e C10) e secgem po 3

horas (C2, C5,C8 ¢ Cl11).
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Fig. 4.19 - Comparagao dos Valores D de todas as formulagdes

Para melhor detalhar a comparagéo foi feito a avaliagdo da estabilidade em leite
fermentado e seco, armazendao sob refrigeragdo a 15°C. A comparagdo entre o leite
fermentado, seco e refrigerado, alginato (A4) e cera (C5) é apresentado na Figura 4.20,
observa-se que a formulagdo com cera, C5 foi a melhor que a formulagdo com alginato, A4 e
o leite. Mostrando que as formulagdes com a adi¢do dos outros constituintes melhoram o

produto em relagdo ao leite fermentado e seco.
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[
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Fig. 4.20— Simulag&o da morte celular prevista pelos modelos ajustados para as melhores

formulagdes de alginato, cera de abelha e leite

Os resultados da perda de agua (Figura 4.21) e atividade de agua (Figura 4.22)
mostram que a velocidade com que se perde agua (Figura 4.21) e a baixa atividade de agua
ndo esplicam por completo o fendmeno da estabilidade, pois ndo ha nenhuma relacdo direta
entre estas variaveis ¢ a estabilidade, assim a estabilidade resulta da combinagéo de diferentes

fatores.
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Fig 4.22 — Comparacdo entre Ay, ¢ Valor D em todas as formulac¢des
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CAPITULO 5
CONCLUSOES

Pode-se concluir que a secagem em estufa, com circulacdo for¢ada a 43 + 1°C, em
condi¢des de saturagdo com cloreto de calcio, € uma forma eficaz de gerar preparagdes com
células viaveis de Lactobacillus acidophilus LA 5, sendo que, embora diferentes preparagdes
tenham a mesma viabilidade inicial, as mesmas sdo distintas na estabilidade.

As caracteristicas do meio sélido e os aditivos influem na estabilidade do produto,
de forma que a viabilidade inicial ndo se mostra um bom pardmetro na quantificacdo da
estabilidade do produto. Ainda, referente ao uso da estufa, tem-se que a transferéncia de
massa associada a perda de dgua ¢ maior nas formulacdes com alginato que nas formulacdes
com creme de leite.

Pode-se concluir que todas as formulagdes solidas testadas foram satisfatorias no
aumento da estabilidade do produto, ou seja, foram capazes de ampliar a sobrevida que as
células teriam se fossem células secas separadas do meio nutricional ou células secas com
leite ao final da fermentacdo. Parte desta estabilidade pode ser explicada pela baixa atividade
de agua.

Nas formulagdes secas, tem-se que o acido ascorbico ndo se mostrou um aditivo
adequado para ampliar a estabilidade do produto e que a adi¢do de amido de mandioca
aumentou a estabilidade, sendo que nas formulagdes com creme o uso conjunto do amido com
agentes espessantes gerou maior estabilidade que o uso de amido sem agente espessante.

Dentre todas as formulagdes testadas, as formula¢des que utilizam cera de abelha
foram as que geraram maior estabilidade, sendo que a adicdo de sacarose e a secagem das
células sdo fatores que aumentam a estabilidade das formulagdes com cera.

Referente a analise de sobrevivéncia, tem-se que o modelo de Weibull mostrou-se
adequado para representar a estabilidade e, segundo este modelo, o creme, o alginato e a cera
ndo sdo capazes de reduzir a morte celular prematura, ou seja, ndo ha efeito protetivo
associado ao creme, ao alginato e a cera, nem a nenhum dos aditivos que foram utilizados nas

diferentes condi¢des testadas neste trabalho.
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CAPITULO 6
SUGESTOES FUTURAS

1. Investigar o efeito da secagem das células para tempos distintos de 3 e 24 horas.
Efetuar o estudo da otimizaca da composic¢do de cera e sacarose.

Ampliar o estudo noq eu se refere ao uso de outras variedades de cera.

Eal

Utilizar outros modelos de analise de sobrevivéncia no estudo de estabilidade.
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CAPITULO 7
APENDICE

o =

APENDICE A

# Language R-- R version 2.13.0 (2011-04-13)--programa versao 1- jun 20 2011
setwd("D:/Soraya/Resultado experimento mestrado/CALCULOS ESTATISTICOS
R")

x<-read.table("NOME DO ARQUIVO.txt", header=T)
N<-x$Cel;t<-xS$time;t<-t*24;Ref<-x§Ref

CONT<-length(N);N0O<-1e6;UL<-NO;

for (i in 1:length(N))
{ UL[i]<-Ref[i]-N[i];if (UL[i] <=0) { UL[i]<-1} }

STATE<-rep(c(1),CONT);

library(survival)

s <- Surv(UL,STATE)

st <- survreg(s~1,dist="weibull")
summary(sr)

print(paste("beta =",1/sr$scale))
print(paste("eta =",exp(sr$coefficients[1])))

Exemplo de resolugdo para CREME BS:

> setwd("D:/Soraya/Resultado experimento mestrado/CALCULOS ESTATISTICOS R")
> x<-read.table("WEIBULL CREME B&.txt", header=T)

> N<-x$Cel;t<-x$time;t<-t*24;Ref<-x$Ref

> CONT<-length(N);NO<-1e6;UL<-NO;

>

> for (i in 1:length(N))
+ { UL[i]<-Ref[i]-N[i];if (UL[i] <= 0) { UL[i]<-1} }

>

> STATE<-rep(c(1),CONT);

> library(survival)

Loading required package: splines
>s <- Surv(UL,STATE)

> sr <- survreg(s~1,dist="weibull")
> summary(sr)

Call:

survreg(formula = s ~ 1, dist = "weibull")

Value Std. Error  z p

(Intercept) 10.8  0.709 15.28 1.03e-52
Log(scale) 1.2 0.174 6.91 4.79¢-12
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Scale=3.32

Weibull distribution

Loglik(model)=-277.1 Loglik(intercept only)=-277.1
Number of Newton-Raphson Iterations: 7

n=24

> print(paste("beta =",1/sr$scale))

[1] "beta =0.300775259670855"

> print(paste("eta =",exp(sr$coefficients[1])))
[1] "eta =50933.7858217546"
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APENDICE B

Sais | Leitura Aw
K,SO, | 0.727 0.973

NaCl 0.364 0.753
K,CO; | 0.102 0.432
MgCl, | 0.089 0.328

KCl 0.466 0.843

1,2

L 2 /
0,8

Aw

0,2

0 0,2 0,4 0,6

Leitura

0,8

Atividade = 0,99416 x leitura + 0,31824
(R>=0,9115 p =0,007413)
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