Artigo Original

BRAZILIAN

JOURNAL Campinas, v. 21, 2017148, 2018
oF FOOD https://doi.org/10.1590/1981-6723.14817
TECHNOLOGY ISSN 1981-6723 on-line version

Avaliacao da aplicabilidade de uma cepa probidtica de Saccharomyces cerevisiae
em barras de cereais

Evaluation of the applicability of a probiotic strain of Saccharomyces cerevisiae in
cereal bars

Drielly Dayanne Monteiro dos Santos Baliza'* @, Juliana Fonseca Moreira da Silva', Raphael Sanzio Pimenta’

'Fundacé&o Universidade Federal do Tocantins, Laboratorio de Microbiologia Geral e Aplicada, Palmas/TO — Brasil

*Corresponding Author

Drielly Dayanne Monteiro dos Santos Baliza, Fundacdo Universidade Federal do Tocantins, Laboratdrio de Microbiologia Geral e Aplicada, Quadra
109 Norte, Av. NS-15, ALCNO-14, Plano Diretor Norte, CEP: 77001-090, Palmas/TO — Brasil, e-mail: drielly.dayanne@gmail.com

Cite as: Evaluation of the applicability of a probiotic strain of Saccharomyces cerevisiae in cereal bars. Braz. J. Food Technol., v. 21, 2017148, 2018.

Received: Sept. 06, 2017; Accepted: Apr. 30, 2018

Il Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar a utilizagdo de uma levedura probiética na producao de barra de cereais, contribuindo
para a produgéo de um alimento funcional inovador. Uma mistura de chocolate inoculada com 8 log,, células/mL viaveis da
levedura foi inserida sobre a superficie da barra de cereais. Foram verificados os parametros fisicos, quimicos e sensoriais,
e quantificado o numero de células durante o periodo de armazenamento, até a morte celular da levedura. Os resultados
demonstraram que a presenca da levedura n&o afetou negativamente as propriedades fisicas e quimicas da barra de cereais.
Nos parametros avaliados sensorialmente, nao foi observada preferéncia em relacdo as barras sem levedura probidtica.
A levedura se manteve viva (10* células/g) por 45 dias.

Palavras-chave: Viabilidade microbiana; Tecnologia de alimentos; Andlise sensorial;, Composi¢cdo centesimal; Chocolate;
Levedura.

Il Abstract

The objective of this study was to evaluate the use of a probiotic yeast in the production of a cereal bar, contributing
to the production of an innovative functional food. For this, a chocolate mixture inoculated with 8 log, viable yeast cells was
spread onto the surface of the cereal bar. The physical, chemical and sensory parameters of the probiotic cereal bar were
verified and the number of cells quantified up to the death of the yeast cells. The results showed that the presence of the
yeast did not negatively affect the physical and chemical properties of the cereal bar. No preference was observed in relation
to the bars without probiotic yeast for the sensorial parameters evaluated. The yeast remained alive (10* cells/g) for 45 days.

Keywords: Microbial viability; Food technology,; Sensory analysis, Proximate composition;, Chocolate; Yeast.

Il 1 Introducao

Os alimentos funcionais sao definidos como alimentos
que fornecem beneficios além dos nutricionais basicos. Estes
beneficios s&o provenientes de compostos biologicamente
ativos, que podem ser desde micro-organismos a proteinas,
vitaminas, dentre outras substancias (LAU et al., 2017).
A estes micro-organismos, é designado o termo probidtico,
e sao definidos pela Food and Agriculture Association
of the United Nations (FAO) e Organizagdo Mundial de
Saude (OMS) como micro-organismos vivos (bactérias e
leveduras), os quais, ao serem ingeridos em quantidade
suficiente, promovem beneficios a saude do hospedeiro

(COOK et al., 2012). No entanto, o potencial probiético ou
benéfico de leveduras geralmente é ignorado (CHEN et al.,
2010). Atualmente, a levedura Saccharomyces boulardii,
utilizada como probidtico, é praticamente a Unica espécie
comercializada (KENNY et al., 2011).

Dentre as caracteristicas dos probidticos, esta a
estimulacdo dos mecanismos imunitarios € nao imunitarios
da mucosa, através de um antagonismo/concorréncia com 0s
patdgenos potenciais (WGO, 2008), a ativagdo de macréfagos
locais e a modulacdo da producéo de IgA, promovendo
mudancas nos perfis das citocinas pro e anti-inflamatorias
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e/ou modulacao de resposta a antigenos alimentares
(KABEERDOSS et al., 2011). Alguns produzem certas
vitaminas, como biotina, &cido félico, acido nicotinico e
tiamina, proporcionando uma suplementagéo vitaminica
ao hospedeiro (VANDENPLAS et al., 2015) e lactase,
contribuindo para o alivio de célicas abdominais, ndusea
e inchaco em intolerantes a lactose (DE VRESE et al.,
2001; RAO et al., 2012). Possuem acao na regulacao do
transito gastrointestinal, reduzindo inchaco ou producéo
de gases, além de melhorar a absorcédo de ions pelas
células epiteliais do intestino (BORTHAKUR et al., 2008).
Para que esses beneficios sejam manifestos, o probidtico
tem de ser capaz de sobreviver a passagem pelo aparelho
digestivo e resistir ao 4cido e a bile, e proliferar no intestino
(VANDENPLAS et al., 2015).

O impacto de probidticos na saude humana tem
direcionado o desenvolvimento econdmico de produtos
que 0s contém, compreendendo entre 60% a 70% de
todo o mercado de alimentos funcionais (TRIPATHI; GIRI,
2014). Geralmente, os probidticos sdo comercializados
suplementando alimentos lacteos ou em capsulas
medicamentosas, indicadas para recomposicao da
microbiota intestinal, sendo, em sua grande maioria,
utilizados micro-organismos dos géneros Lactobacillus spp.
e Bifidobacterium spp. (RAUD, 2008; SHORI, 2015).
Apesar de haver outros tipos de alimentos probidticos,
como sucos de frutas e produtos a base de chocolate,
estes representam uma pequena parcela do mercado
(DE PRISCO; MAURIELLO, 2016). No entanto, os alimentos
probioticos ndo lacteos fornecem o acesso a essa categoria
de alimento saudavel por pessoas que ndo apreciam
leite e seus derivados, ou a intolerantes a lactose e
veganos, pessoas com restricdo a alimentos contendo
colesterol ou que sigam dieta especifica (GAWKOWSKI;
CHIKINDAS, 2013).

A Saccharomyces cerevisiae possui semelhancas
genéticas e diferencas metabdlicas em relacao a
Saccharomyces boulardii (KENNY et al., 2011), além do
status de Geralmente Considerado como Seguro (GRAS)
pela Food and Drug Administration (FDA). Estudos
demonstraram que algumas linhagens possuem propriedades
probidticas (KOVACS; BERK, 2000; VIEIRA et al., 2013),
como a Saccharomyces cerevisiae UFMG 905, isolada
a partir de destilaria de cachaca no Estado de Minas
Gerais, identificada e classificada como S. cerevisiae,
de acordo com os métodos de Kurtzman e Fell (1998)
e Yarrow (1998), com identidade confirmada através do
programa computacional YEASTCOMPARE (CIRIELLO;
LACHANCE 2001). Dessa forma, o objetivo deste trabalho
foi avaliar a utilizagdo de uma levedura probidtica em
barras de cereais prontas para o consumo, avaliando-se
0s parametros fisico-quimicos e sensoriais, e a viabilidade
da levedura durante o periodo de armazenamento.

Braz. J. Food Technol., Campinas, v. 21, 2017148, 2018

I 2 Material e métodos

A levedura Saccharomyces cerevisiae UFMG 905
foi isolada de uma destilaria de cachaga no Estado de
Minas Gerais e pertence a Colegdo de Micro-organismos
e Células da Universidade Federal de Minas Gerais.
As células foram obtidas por cultura em agar YM (2% de
glicose, 0,5% de peptona, 0,3% de extrato de malte, 0,3%
de extrato de levedura e 2% de agar) incubada a 25 °C por
48 h. As colbnias foram ressuspensas em solucéo salina
0,85%. A concentracao celular foi determinada utilizando
um hemocitdbmetro e ajustada para 8 log,, células/mL em
um volume final de 32 mL.

A'incorporacgéo da levedura nas barras de cereais
se deu na forma de células livres adicionadas a 120 g de
chocolate comercial meio amargo (53% cacau), fundido
a 40°C, e o chocolate inoculado foi depositado sobre a
superficie de barras de cereais comerciais, em condicoes
de assepsia. A concentracdo de cacau e a temperatura
foram escolhidas apds testes de tentativa e erro, quanto
a homogeneizacao do micro-organismo no alimento, e
verificacéo da viabilidade celular. Foram utilizadas 117 barras
de cereais de 20 g, das quais 47 barras receberam a
mistura de levedura e chocolate, 35 barras de cereais
receberam apenas chocolate (controle) e 35 barras j& foram
adquiridas com chocolate proprio da marca (comercial).
As barras de cereais adquiridas possuiam o prazo de
validade de 10 meses. Apos a solidificacdo do chocolate,
as barras de cereais foram cortadas em tamanhos de
aproximadamente 10 g, embaladas individualmente em
sacos de polietileno que foram selados em seladora
mecanica. Todas as barras de cereais (inoculada, controle
e comercial) foram acondicionadas nas embalagens
individuais e armazenadas sob as mesmas condigdes,
em temperatura ambiente (25 °C). O experimento foi
realizado em triplicata.

A viabilidade de S. cerevisiae UFMG 905 foi
determinada ao final de 0, 7, 14, 30, 45 e 60 dias de
armazenamento, a 25 °C. O procedimento realizado
consistiu em retirar por¢des de 1 g da barra de cereais
descompactada manualmente, em condicoes de assepsia,
e diluir em 9 mL de solucéo salina 0,85%. Em seguida,
1 mL da diluicdo foi transferida para um tubo estéril de
1,5 mL, procedendo com a semeadura em superficie
em placa de Petri contendo agar YM, por meio de um
equipamento de inoculacdo automatica de placas (Spiral
Plater, IOL instruments®). As placas foram incubadas a
25 °C por 48 h. Apds a incubacgéo, o numero de células
foi determinado por contador automatico de colbnias
(Flash & Go, IOL instruments®) e 0s resultados expressos
em logaritmo decimal de unidade formadora de colénias
por grama (Log,, UFC/g). As analises foram realizadas
em triplicata.

As anélises da composicéo das barras de cereais
inoculadas com a levedura foram realizadas de acordo com
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0s métodos do Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008), apés duas
semanas da anélise de viabilidade celular e confirmacgéao
da resisténcia microbiana ao chocolate utilizado. Todas as
analises foram realizadas em triplicata. O teor de proteinas
foi determinado pelo método de Kjeldahl (nitrogénio total),
utilizando 5,75 como fator de converséo (método 036/1V)
(BRASIL, 2003); cinzas, em mufla a 550 °C (método 018/IV);
umidade, em estufa a 105 °C até peso constante (método
012/1V), e lipidios, por extragcdo em Soxhlet, utilizando éter
de petrdleo (método 032/1V).

A confirmag&o da seguranca microbiologica para a
analise sensorial foi realizada apés trés dias da preparacao
das amostras pela determinacao em triplicata do Numero
Mais Provavel de Coliformes a 45 °C e da presenca de
Salmonella sp. em 25 g, de acordo com as instrucdes
do Manual de Métodos de Anélise Microbiologica de
Alimentos e Agua (SILVA et al., 2010).

A avaliacao sensorial foi realizada por 70 julgadores
nao treinados, apds aprovagao pelo Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal
do Tocantins (parecer n.° 1.624.709), no Laboratério de
Andlise Sensorial da Universidade Federal do Tocantins,
utilizando o teste afetivo de aceitacao por escala hedénica
de 9 pontos, em que 9 = gostei muitissimo e 1 = desgostei
muitissimo (DUTCOSKY, 2013). Foram oferecidas trés
amostras de aproximadamente 10 g para cada julgador:
uma amostra controle (barra de cereais com chocolate
53% cacau, mas sem 0 micro-organismo); uma amostra
da barra de cereais probidtica (chocolate 53% cacau
inoculado com a levedura), e uma amostra de barra de
cereais comercial lider de mercado (barra de cereais com
o chocolate da propria marca). Cada amostra foi codificada
com trés algarismos aleatorios e o teste foi conduzido
sob luz branca, equivalente a luz do dia, em cabines
individuas, sem ruidos. As amostras foram apresentadas
em temperatura ambiente juntamente com agua e biscoito
de agua e sal, para neutralizar o paladar entre 0 consumo
das amostras. A avaliacéo foi realizada apés cinco dias
de armazenamento em temperatura ambiente (25 °C) e
0s parametros avaliados foram aparéncia, aroma, textura
e sabor. Uma escala estruturada de cinco pontos foi
utilizada para verificacédo da intencédo de compra, em que
5 = certamente compraria e 1 = certamente ndo compraria
(DUTCOSKY, 2013). O indice de aceitabilidade (IA) dos
produtos foi calculado pela relacdo entre a nota média
(representada por x) e a nota méaxima (representada pory)
que o produto recebeu, conforme o céalculo proposto por
Teixeira et al. (1987): 1A (%) = [(x/y) x 100].

Os resultados foram submetidos a Analise de
Variancia (ANOVA) por meio do programa Assistat 7.7 beta,
com delineamento inteiramente casualizado, seguida pelo
teste de Tukey (p < 0,05). Os resultados foram expressos
como média + desvio padréo.

Braz. J. Food Technol., Campinas, v. 21, 2017148, 2018

Il 3 Resultados e discussao

A andlise fisico-quimica da barra de cereais
inoculada com o micro-organismo probiético demonstrou
que a presencga da levedura na cobertura de chocolate da
barra de cereais ndo ocasionou alteragdes nos parametros
fisico-quimicos. Os resultados dos teores de lipidios,
proteinas e cinzas (sais minerais) nas barras de cereais
inoculadas foi de 10,24%, 5,38% e 1,20%, respectivamente.
Esses valores estao proximos aos encontrados por
Sema-Cock et al. (2015), em barras de cereais inoculadas
com Weissella confusa (16,7% de lipidios, 5,83% de
proteinas e 2% de cinzas), e por Bampi et al. (2016), em
barras de cereais inoculadas com Lactobacillus acidophilus
e Bifidobacterium animalis subsp. lactis (3,3% de lipidios
e 7,1% de proteinas). Nao foram encontrados na literatura
dados de composicao centesimal de barras de cereais
inoculadas com leveduras probioticas.

O limite exigido pela legislacao brasileira quanto ao
teor de umidade em produtos a base de cereais (maximo
15%) foi atendido (8,9% de umidade) (BRASIL, 2005).
De acordo com Guimarédes e Silva (2009), teores elevados
de umidade favorecem o escurecimento enzimatico e o
crescimento microbiano, influenciando negativamente a
qualidade sensorial do produto.

A Tabela 1 apresenta a viabilidade da levedura
S. cerevisiae UFMG 905 nas barras de cereais. Apds o
processamento, houve um decréscimo de 1 log UFC/g
em relagdo a concentragdo inicialmente inoculada na
cobertura de chocolate (8 log UFC/g). Essa reducéo
pode estar relacionada a pressao osmotica resultante
da concentracdo do chocolate ao qual a levedura foi
incorporada, além de outros compostos resultantes da
peroxidacéo lipidica desse chocolate, causando danos
ao DNA dos micro-organismos (TRIPATHI; GIRI, 2014).

Durante a contagem de células, a levedura
manteve-se estavel com concentracdo de 107 UFC/g (7
log UFC/g) por 14 dias. Aos 30 dias de armazenamento,
houve perda de 1 log UFC/g, atingindo 10* UFC/g (4 log
UFC/g), aos 45 dias. Aos 60 dias de armazenamento, ndo
foi detectada presenca de células viaveis no produto. Essa

Tabela 1. Viabilidade celular da levedura S. cerevisiae UFMG
905 (média + desvio padrdo) na barra de cereais durante 45 dias
de armazenamento.

Tempo Viabilidade . .

. Desvio padrao
(dias) (Log,, UFC/g)

0 7,28 0,03

7 73 0,01

14 7,2 0,03

30 6,6° 0,05

45 4,9¢ 0,39

Médias seguidas de letras iguais ndo diferem estatisticamente entre
si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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perda da viabilidade possivelmente esta relacionada a
formacdo de compostos com atividade antimicrobiana,
como epoxi, hidroxi e ceto-triol (BRUDZYNSKI, 2007),
resultantes de reaces de degradacédo do chocolate
através da oxidacéo de fitoesterodis (BOTELHO et al., 2014).
Sema-Cock et al. (2015) aplicaram chocolate branco como
cobertura nas barras de cereais contendo a bactéria lactica
Weissella confusa e verificaram contagem acima de 107
UFC/g apds o processamento; no entanto, os autores ndo
avaliaram a viabilidade durante armazenamento.

Segundo a legislacao brasileira, para que um alimento
tenha efeito probidtico, é necessario o consumo diario
entre 10% a 10° micro-organismos viaveis (BRASIL, 2008).
Para que as barras de cereais deste estudo apresentem
alegacéo funcional, deve ser considerado o consumo de
20 g na concentracdo de 7 log UFC/g. No entanto, levando
em consideracao o prazo de validade das barras de
cereais comercializadas, outras formas de incorporagéo
desta levedura probiética devem ser estudadas, visando
ao aumento da viabilidade nesta matriz alimenticia.

O chocolate € uma boa matriz para a incorporacéo
de micro-organismos probioticos (POSSEMIERS et al.,
2010), mas a temperatura empregada para sua obteng&o
na forma liquida pode causar a morte do micro-organismo.
A temperatura utilizada para fundir o chocolate, neste
estudo, foi de 40 °C, na qual foi verificada tolerancia
significativa da levedura S. cerevisiae UFMG 905. Apesar
de utilizarem temperatura relativamente baixa (40 °C),
Raymond e Champagne (2015) relataram perdas de
aproximadamente 0,2 log por g de células viaveis da bactéria
Lactobacillus rhamnosus, sugerindo a microencapsulagdo
como uma alternativa de protecéo, a fim de se obterem
melhores resultados. No entanto, ao utilizar esse tipo de
protecdo, Bastos et al. (2014) obtiveram 3 log abaixo do
inicialmente aplicado (10" UFC/g) as barras e encontraram
concentragéo celular acima de 6 log UFC/g por apenas
quatro semanas, tempo inferior ao verificado nesta pesquisa.

De acordo com Tournade et al. (2005), alguns
micro-organismos podem permanecer viaveis por varios
meses de armazenamento a temperatura ambiente, desde
que 0s acgucares presentes no produto ndo possam ser
metabolizados. As espécies de Saccharomyces cerevisiae
sao capazes de assimilar varias fontes de carbono (como
glicose, frutose e manose) (GANCEDO et al., 1982;
CARLSON, 1999; SA, 2012), prejudicando, possivelmente,
a viabilidade da levedura na cobertura das barras de
cereais.

Os resultados da analise microbiolégica encontram-se
na Tabela 2. As barras de cereais desenvolvidas
apresentaram-se aptas para consumo de acordo com
os padrdes recomendados pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2001).

O resultado da avaliagdo sensorial encontra-se na
Tabela 3. Apenas a amostra controle obteve média em
torno de 8 (gostei muito), atribuida ao parametro aparéncia.
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Nos demais parametros, todas as amostras receberam
nota em torno de 7 (gostei moderadamente), ndo sendo
detectada diferenca significativa (p > 0,05) entre as barras
de cereais controle, probidtica e comercial, em todos 0s
atributos avaliados.

Bastos et al. (2014) avaliaram a adicao da
levedura Saccharomyces boulardii e da bactéria
Lactobacillus acidophilus em barras de cereais na forma
liofilizada e microencapsulada, e observaram que ambos
0S micro-organismos néo afetaram a qualidade sensorial
e estrutural das barras, corroborando com os resultados
deste estudo. De forma semelhante, barras de cereais
com Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium animalis
subsp. lactis microencapsulados por spray chilling nao
apresentaram diferenca significativa quanto as amostras sem
probidtico, inferindo que a presenga dos micro-organismos
ndo afetou sensorialmente o produto (BAMPI et al., 2016).

Na Tabela 4, encontra-se o indice de aceitabilidade
das barras de cereais controle, probidtica e comercial.
Todos os atributos apresentaram indice (IA) superior a
70%), caracterizando-se como sensorialmente aceitaveis
(DUTCOSKY, 2013). Sema-Cock et al. (2015) desenvolveram
barra de cereais contendo a bactéria lactica Weissella confusa
e o indice de aceitabilidade foi superior a 70% apenas
no parametro ‘aroma’.

A amostra controle obteve maior intencao de compra,
em que 61,4% declararam que certamente comprariam
(nota 5) o produto, seguida da barra de cereais probidtica
(37,1%) e da barra de cereais comercial (35,3%) (Figura 1).

Tabela 2. Resultado da analise microbioldgica das barras de
cereais inoculadas com a levedura probidtica apds trés dias
de armazenamento.

Coliformes Salmonella sp.
Amostra
45 °C NMP.g™ (Aus./ Pres.)
Barra de cereais <3 Auséncia
Legislagdo 102 Auséncia

Tabela 3. Médias das notas atribuidas pelos julgadores na
andlise sensorial das barras de cereais.

Amostras Aparéncia Aroma Textura Sabor

Controle  8,0+0,972 7,7 +1,222 78+ 1,132 7,6 + 1,472
Probidtica 7,6 + 1,352 7,4 +1,40° 7,7 +1,20° 7,4 +1,60°
Comercial 7,6 +1,312 72+ 1532 78+ 1,192 71+ 1,782

Médias seguidas de letras iguais na coluna nao diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Tabela 4. indice de aceitabilidade das barras de cereais.
indice de aceitabilidade (%)

Amostras Aparéncia Aroma Textura Sabor
Controle 89,1 86,1 87,2 80,0
Probidtica 84,4 82,3 85,6 82,3
Comercial 84,4 80,4 86,7 79,4

N
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m Comercial

M Probidtica

m Controle

61,4%

Figura 1. Porcentagem das notas atribuidas a inten¢do de compra das barras de cereais.

Quanto ao segundo item significativo da escala (nota 4),
41,4% declararam que talvez comprariam a barra de
cereais probidtica.

As barras de cereais comerciais disponiveis no mercado
geralmente utilizam chocolate ao leite como cobertura
nos cereais. Gambaro e Ellis (2012) identificaram, em sua
pesquisa, uma tendéncia do consumidor em associar 0
chocolate escuro (meio amargo ou amargo) a um alimento
mais saudavel, qguando comparado ao chocolate ao leite
e 0 branco. Possivelmente, o tipo de chocolate utilizado
nesta pesquisa influenciou a preferéncia pelas barras
de cereais controle e probidtica, as quais o chocolate
utilizado foi do tipo escuro (63% cacau). Note-se que a
amostra controle foi mais beneficiada, por ndo ter sido
adicionada de outros ingredientes, estando o chocolate
em sua forma pura.

Il 4 Conclusodes

Alevedura probiética Saccharomyces cerevisiae UFMG
905 aplicada a camada de chocolate das barras de cereais
nao ocasiona alteracoes fisicas e quimicas indesejaveis, além
de nao afetar os atributos sensoriais avaliados (aparéncia,
aroma, textura e sabor). No entanto, nesta matriz alimenticia,
as células microbianas vivas ndo ultrapassaram 45 dias e, por
isso, novos estudos devem ser realizados com a finalidade
de ampliar o tempo de prateleira do produto.
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