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Resumo

Os produtos lacteos probidticos sdo amplamente consumidos, porém diante do crescente nimero de individuos
veganos e intolerantes a lactose, a elaboracdo de alimentos probidticos de origem vegetal € uma opgdo. Assim,
objetivou-se desenvolver geleia de ameixa seca contendo Bacillus clausii e avaliar as caracteristicas fisico-quimicas,
microbioldgicas e a resisténcia do probidtico a digestdo in vitro. Foram elaboradas geleias de ameixa seca contendo
108 esporos/g de B. clausii e geleias controle, que foram armazenadas a 8°C por 45 dias. Analises fisico-quimicas de
pH, acidez, aw, compostos fenolicos e cor e andlises microbiolégicas da viabilidade de B. clausii no produto,
Salmonella spp., fungos filamentosos e leveduras, Enterobacteriaceae, além do ensaio in vitro de sobrevivéncia do
microrganismo a digestdo ao trato gastrointestinal foram realizadas. A presenca da bactéria no produto nao interferiu
em suas caracteristicas fisico-quimicas. B. clausii apresentou viabilidade de 7,64 Log UFC/g no inicio e no final da
vida de prateleira das geleias, ndo havendo variacdo significativa entre os tempos estudados. O produto apresentou-se
apto para consumo, com qualidade microbiologica dentro dos padrdes da legislagdo. Ao final do ensaio de digestdo in
vitro, no tempo 0, B. clausii apresentou contagem média de 7,57 Log UFC/g e no tempo 45 dias 7,30 Log UFC/g,
sendo a taxa de sobrevivéncia em ambos os tempos > 95%. A geleia de ameixa seca foi uma 6tima matriz para
veicular B. clausii, 0 qual apresentou excelente taxa de sobrevivéncia no produto que pode ser considerado um
alimento potencialmente probiotico.

Palavras-chave: Bacilos probioticos; Ameixa seca; Geleia; Resisténcia gastrointestinal.

Abstract

Probiotic dairy products are widely consumed, but in view of the growing number of vegan and lactose-intolerant
individuals, the elaboration of probiotic foods of plant origin is an option. Thus, the objective was to develop prune
jelly containing Bacillus clausii and to evaluate the physical-chemical, microbiological characteristics and the
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resistance of the probiotic to in vitro digestion. Prune jellies containing 108 spores/g of B. clausii and control jellies
were prepared and stored at 8°C for 45 days. Physical-chemical analyzes of pH, acidity, aw, phenolic compounds and
color and microbiological analyzes of the viability of B. clausii in the product, Salmonella spp., filamentous fungi and
yeasts, Enterobacteriaceae, in addition to the in vitro test of survival of the microorganism to digestion by
gastrointestinal tract were performed. The presence of bacteria in the product did not interfere with its
physicochemical characteristics. B. clausii showed a viability of 7.64 Log CFU/g at the beginning and end of the shelf
life of the jellies, with no significant variation between the times studied. The product was suitable for consumption,
with microbiological quality within the standards of the legislation. At the end of the in vitro digestion test, at time 0,
B. clausii presented an average count of 7.57 Log CFU/g and at 45 days 7.30 Log CFU/g, with a survival rate at both
times > 95 %. The prune jelly was an excellent matrix to carry B. clausii, which showed an excellent survival rate in
the product, which can be considered a potentially probiotic food.

Keywords: Probiotic bacilli; Prune; Jelly; Gastrointestinal resistance.

Resumen

Los lacteos probioticos son ampliamente consumidos, pero ante el creciente nimero de personas veganas €
intolerantes a la lactosa, la elaboracion de alimentos probi6ticos de origen vegetal es una opcion. Asi, el objetivo fue
desarrollar mermelada de ciruela pasa conteniendo Bacillus clausii y evaluar las caracteristicas fisico-quimicas,
microbioldgicas y la resistencia del probidtico a la digestién in vitro. Se prepararon jaleas de ciruela pasa que
contenfan 108 esporas/g de B. clausii y jaleas de control y se almacenaron a 8°C durante 45 dias. Analisis fisico-
quimicos de pH, acidez, aw, compuestos fendlicos y color y analisis microbiologicos de viabilidad de B. clausii en el
producto, Salmonella spp., hongos filamentosos y levaduras, Enterobacteriaceae, ademas del ensayo in vitro de
supervivencia de se realizd la digestién del microorganismo por via gastrointestinal. La presencia de bacterias en el
producto no interfirié con sus caracteristicas fisicoquimicas. B. clausii mostr6 una viabilidad de 7,64 Log UFC/g al
inicio y al final de la vida Gtil de las medusas, sin variacion significativa entre los tiempos estudiados. El producto fue
apto para el consumo, con calidad microbiolégica dentro de los estdndares de la legislacion. Al final de la prueba de
digestion in vitro, en el tiempo 0, B. clausii presentd un recuento promedio de 7,57 Log UFC/g y a los 45 dias de 7,30
Log UFC/g, con una supervivencia en ambos tiempos > 95 %. La mermelada de ciruelas pasas fue una excelente
matriz para portar B. clausii, que mostré una excelente tasa de supervivencia en el producto, por lo que puede
considerarse un alimento potencialmente probiotico.

Palabras clave: Bacilos probiéticos; Ciruela pasa; Mermelada; Resistencia gastrointestinal.

1. Introducéo

O interesse do consumidor por alimentos funcionais é crescente, pois sdo alimentos associados a diversos beneficios a
salide. Um importante representante desses produtos sdo os alimentos contendo probiéticos, definidos como suplementos
microbianos vivos (Arepally & Goswami, 2019), que quando administrados em quantidades adequadas conferem beneficios a
salide do hospedeiro (FAO/WHO, 2002; Hill et al., 2014).

Os alimentos probi6ticos disponiveis no mercado sdo predominantemente de base lactea, o que impede o consumo por
consumidores intolerantes a lactose, alérgicos as proteinas do leite, hipercolesterolémicos, veganos e que nao apreciam o leite e
seus derivados. Vale ressaltar que, ao longo dos anos, o mercado global de produtos ndo lacteo ou andlogos do leite tornou-se
um negécio multibilionério e correspondera a, aproximadamente, 26 bilhdes de dolares até 2023 (Tangyu et al., 2019). Dentre
0s produtos ndo lacteos existentes, a literatura evidencia que o0s vegetais e seus produtos podem ser uma boa matriz carreadora
de probioticos (Martins et al., 2013; Martins et al., 2015; Shori, 2016; Bellis et al., 2021; Lillo-Pérez et al., 2021; Martins et al.,
2022). Além disso, os vegetais apresentam beneficios pela sua composicdo nutricional com uma grande variedade de
compostos capazes de diminuir o risco de varias doencas (Vivek et al., 2017; Silva et al., 2021).

O consumo de frutas e hortalicas possui um papel muito importante na diversificacdo da alimentacéo, além de fazer
com que ela se torne mais nutritiva (WHO, 2003). Produtos de origem vegetal vém sendo estudados como alternativa aos
lacteos, e dentre os produtos vegetais, as geleias ganham destaque por serem um alimento comum na mesa do brasileiro e de
importancia para a economia do pais, que possui em seu territorio varias frutas que podem ser empregadas para sua producao
(Ministério da Educacdo, 2007). Formulagdes nutricionalmente equilibradas, com menores teores de aglcar e que atendam a
forte tendéncia de conveniéncia podem ser produzidas. Nesse cenario, a incorporacdo de bactérias probidticas em geleias pode

ser uma possibilidade de aumentar ainda mais a qualidade nutricional deste alimento. No entanto, o tratamento térmico
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utilizado no processamento impede que 0s probidticos usuais sejam adicionados nesses produtos. Assim, esporos de bactérias
probidticas podem ser uma opgdo no desenvolvimento de geleia por resistirem a altas temperaturas e a acidez (Silva et al.,
2017), sendo Bacillus clausii uma alternativa.

B. clausii é uma bactéria formadora de esporos capaz de resistir a agdo do trato gastrointestinal e germinar no intestino
humano (Ghelardi et al., 2015), além de ser seguro para consumo como probiético (Lakshmi, 2017). Estudos demonstraram
sua capacidade de reduzir diarreia infantil; auxiliar no tratamento da osteoporose e diverticulite aguda; auxiliar na eliminacéo
de Helicobacter pylori; inibir toxinas de bactérias patogénicas e melhorar efeitos colaterais oriundos do tratamento com
antibioticos (Durén, 2015; Ripert et al., 2016; Dajani et al., 2017; Dar et al., 2018; laniro et al., 2018).

Assim, a fim de elaborar um produto de dupla funcionalidade, a adicdo de B. clausii a uma geleia de ameixa preta
seca (Prunus domestica) é uma alternativa promissora, visto que as ameixas sdo ricas em fibras alimentares sollveis e
insollveis e sdo reconhecidas pela European Food Safety Authority (EFSA) como um alimento funcional, que auxilia na
manutencédo das fungdes normais do intestino, desde que consumidas 100 g diariamente (EFSA, 2012). Além disso, possuem
sabor agradavel e boas caracteristicas, como cor, sabor e textura para producéo de geleias. Portanto, o presente estudo visou
desenvolver geleia de ameixa seca contendo B. clausii e avaliar caracteristicas fisico-quimicas, microbioldgicas e a resisténcia

do probidtico a digestdo in vitro quando veiculado na geleia.

2. Metodologia

O estudo foi realizado no Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia do Sudeste de Minas Gerais — Campus
Rio Pomba. A geleia foi desenvolvida na Unidade de Processamento de Frutas e Hortalicas, sendo que suas analises fisico-
quimicas foram realizadas no Laboratério de Anélise de Alimentos e as analises microbioldgicas e ensaio in vitro de digestdo

ao trato gastrointestinal no Laboratério de Microbiologia de Alimentos.

Desenvolvimento da geleia de ameixa seca contendo B. clausii

As ameixas secas (Prunus domestica) e os flaconetes contendo B. clausii (Enterogermina plus - Sanofi) foram
obtidos, respectivamente, no comércio local e em drogaria de Uba, MG.

A geleia consistiu de 40% de ameixas secas, 25% de acucar e 35% de agua. As ameixas foram hidratadas em &gua e
trituradas por, aproximadamente, 20 segundos, a temperatura ambiente em liquidificador doméstico (Faciclic, Arno, Brasil).
Apobs a obtengdo da polpa, esta foi aquecida sob mistura manual em uma panela juntamente com aglcar e concentrada,
aproximadamente, até 60 °Brix.

Apo6s a concentragéo e resfriamento da geleia, um flaconete de B. clausii contendo 10° esporos da bactéria probidtica
foi transferido para cada frasco estéril contendo o produto, a fim de se obter 108 esporos/g da bactéria probiética. As geleias
controle (ndo adicionadas de esporos de B. clausii) e contendo o probidtico ap6s o envase foram armazenadas a 8 °C por até 45

dias para realizacdo das andlises. A geleia foi elaborada em 3 repeticdes.

Avaliacao fisico-quimica das geleias
pH, Acidez e aw

As anélises de pH e acidez de ambas as geleias foram realizadas nos tempos 0 (no dia do processamento) e ap6s 15,
30 e 45 dias de armazenamento a 8 °C. Para analise do pH, 10 g das geleias foram diluidos em 100 mL de &gua destilada e o
pH foi medido em um pHmetro digital (Instrutherm PH-5000, S&o Paulo, Brasil) (Ellis, 2016), calibrado com solugdes tampéo
depH 4,0e7,0.

Para analise da acidez, em % de acido citrico, foram adicionados 10 g da geleia e 100 mL de &gua destilada em um
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erlenmeyer e logo ap6s a mistura foi titulada com uma solucdo padrdao de NaOH 0,1 mol/L (Impex, Diadema, Séo Paulo,
Brasil) por volumetria potenciométrica até o pH da solugdo atingir a faixa de 8,2 a 8,4, que corresponde ao ponto de viragem
da fenolftaleina (Clark, 2016).

A aw foi medida em medidor de atividade de agua portatil (Aqualab, Pawkit, Sdo Paulo, Brasil), conforme instrucéo
do fabricante, nos tempos 0 e 45 dias.

Anélise de cor

As andlises de cor foram realizadas nos tempos 0 e 45 dias de armazenamento das geleias a 8 °C, por meio de leitura
direta de reflectancia das coordenadas L*, a* e b* utilizando a escala CIELAB L*, com o emprego de colorimetro (Konica
Minolta CR-10, Osaka, Japao). Amostras de 50 g da geleia foram colocadas em placa de vidro de borossilicato de cerca de 3,0
mm de espessura e foram realizadas cinco leituras em diferentes pontos do produto. O valor de L*, a* e b* foi fornecido
através da média desses valores.

Analise de compostos fenolicos totais

As andlises de compostos fendlicos das geleias foram realizadas nos tempos 0 e 45 dias de armazenamento a 8 °C.

Foi empregado o reagente de “Folin-Ciocalteu”, de acordo com a metodologia descrita por Singleton, Orthofer e
Lamuela-Raventds (1999), com as modificacBes propostas por Pereira (2015). A leitura da absorvancia da solugdo final foi
realizada a 760 nm em espectrofotdmetro (Kasuaki — IL-593-BlI) calibrado com &gua destilada ap6s uma hora de estabilizacéo
da reagdo.

Uma aliquota de 0,6 mL das amostras diluidas em agua destilada foi transferida para tubo de ensaio, no qual foram
adicionados 3 mL do reagente “Folin-Ciocalteu”, também diluido em agua destilada 1:10 (v/v). Agitou-se a mistura que
permaneceu em repouso por 3 minutos e, em seguida, foram adicionados 2,4 mL de carbonato de sddio 7,5 % (m/v) e os tubos
deixados em repouso por 1 hora, ao abrigo da luz. A absorbancia foi medida a 760 nm em espectrofotdmetro (Kasuaki — IL-
593-BI) devidamente calibrado com agua destilada.

A quantificagdo do teor de compostos fendlicos totais foi realizada utilizando curva analitica construida a partir da
leitura em duplicata da absorbancia de solu¢des com diferentes concentracdes de &cido gélico (0, 10, 30, 50, 100 e 150 mg/mL)
e os resultados foram expressos em miligramas de equivalentes de acido galico por 100 gramas de amostra (mg AGE/100 g).

Analises microbiologicas das geleias
Analise de fungos filamentosos e leveduras, Salmonella spp. e Enterobacteriaceae

As andlises microbioldgicas das geleias controle e contendo B. clausii foram conduzidas nos tempos 0 e 45 dias de
armazenamento do produto a 8 °C. Para fungos filamentosos e leveduras, 25 g das geleias foram diluidas em 225 mL de
solucdo salina peptonada [0,85% de NaCl (Synth, Diadema, Sdo Paulo, Brasil) e 0,1% de peptona (Acumedia, Michigan,
EUA)] em um frasco reagente, obtendo a diluigdo 101, seguindo-se as diluigOes seriadas até a diluicdo 10 As dilui¢des foram
plaqueadas em Petrifilm (3M Petrifilm 6407/6417/6445) para fungos filamentos e leveduras, incubando-se as placas em estufa
B.O.D (Nova Técnica, NT704, Piracicaba, SP, Brasil) a 25 °C + 1 °C, por 5 dias. Ap0s o periodo de incubacéo foi realizada a
contagem e os resultados foram expressos em UFC/g de acordo com a recomendacdo do fabricante.

Para avaliacdo da presenca ou auséncia de Salmonella spp., 25 g das geleias foram homogeneizados em 225 mL de
caldo lactosado e incubados a 36 °C por 24 horas. Posteriormente, 0,1 mL de cada amostra foi adicionado ao meio de
enriquecimento seletivo caldo Rappaport Vassiliadis e 1 mL ao caldo Tetrationato de Sodio, sendo incubados a 42 °C + 0,2 °C

por 24 horas e 35 °C + 0,2 °C por 24 horas, respectivamente. Ap0s este processo, 0s meios foram estriados em placas contendo
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Agar Xilose Lisina Desoxicolato, Agar Bismuto Sulfito e Agar Entérico Hektoen e as placas foram incubadas a 35 °C por 24
horas (Andrews et al., 2001).
As analises de Enterobacteriaceae foram realizadas por plaqueamento em placas Petrifilm (3M Petrifilm 6420/6421)

que foram incubadas a 36 °C por 24 horas, sendo a contagem realizada de acordo com as instru¢des do fabricante.

Analise de viabilidade de B. clausii durante a vida de prateleira das geleias

As andlises de viabilidade de B. clausii foram realizadas no dia do processamento (tempo 0) e aos 15, 30 e 45 dias da
producdo da geleia, armazenada a 8 °C.

Amostras de 25 g do produto foram diluidas em 225 mL de solucéo salina peptonada [0,85% de NaCl (Synth,
Diadema, Sé&o Paulo, Brasil) e 0,1% de peptona (Acumedia, Michigan, EUA)] em um frasco reagente, obtendo a diluicdo 10
Apos este procedimento foram realizadas diluicBes seriadas sendo estas plaqueadas pela técnica pour plate, adicionando-se 1
mL de cada diluigio e cerca de 20 mL de Agar Triptona de Soja (TSA, lonlab, india) nas placas de Petri. As placas foram
incubadas invertidas a 37 °C por 72 horas. Ap6s o periodo de incubacéo foi realizada a contagem das UFC e os resultados

foram expressos em Log UFC/g (Logan & De Vos, 2009).

Ensaio in vitro da resisténcia gastrointestinal de B. clausii veiculado na geleia de ameixa seca

O ensaio de simulagdo da digestdo gastrointestinal in vitro da geleia contendo B. clausii foi realizado no tempo 0 e aos
45 dias de armazenamento do produto a 8 °C, segundo Bedani, et al., (2013).

A primeira etapa do ensaio in vitro consistiu na simulacdo do estdmago (fase gastrica). A partir da diluicdo 10 da
amostra em solucdo salina 0,85 %, foram transferidas aliquotas de 10 mL para frascos de dilui¢do de 100 mL. O pH foi
ajustado para 2,3 — 2,6 com HCI 1 mol/L (Impex, Diadema, Sao Paulo, Brasil), que corresponde ao pH do estémago, sendo
adicionado aos frascos 3 g/L de pepsina (P7000-25G, isolada de mucosa gastrica de porco, Sigma-Aldrich) e 0,9 mg/L de
lipase (534838-10G, Amano lipase G, isolada de Penicillium camemberti, Sigma Aldrich). Em seguida os frascos foram
incubados a 37 °C por 2 horas em incubadora shaker SOLAB (Tecnal TE — 424, Piracicaba, S&o Paulo, Brasil) com agitacao a
150 rpm.

Ap0s este periodo, foi realizada a simulacdo do intestino delgado (fase entérica I). Nesta fase, o pH foi ajustado para
5,4 — 5,7, que corresponde ao pH do intestino delgado, empregando-se solugdo de fosfato de sodio pH 12 [(150 mL de NaOH 1
mol/L (Vetec, Duque de Caxias, Rio de Janeiro, Brasil); 14 g de NaH2PO.. 2H,0 (Vetec, Duque de Caxias, Rio de Janeiro,
Brasil)] contendo bile (B8381-25G, bile bovina, Sigma-Aldrich) e pancreatina (P1625-100G, pancreatina isolada de pancreas
de suino, Sigma-Aldrich), na proporcéo de 10,0 g/L e 1,0 g/L, respectivamente. Os frascos também foram incubados a 37 °C
por 2 horas em incubadora com agitacdo a 150 rpm.

A simulacéo do intestino grosso (fase entérica Il) foi realizada apds a fase entérica I, ou seja, apds 4 horas do inicio do
ensaio in vitro. O pH foi ajustado para 6,8 — 7,2, referente ao pH do intestino grosso, utilizando a mesma solugdo empregada na
fase entérica I. Os frascos também foram incubados a 37 °C por 2 horas em incubadora com agitacdo a 150 rpm, perfazendo
um total de 6 horas de digest&o.

Ao final de cada ciclo de incubagéo (2, 4 e 6 horas), correspondentes as simulagdes das fases gastrica e entéricas | e II,
com o intuito de verificar a viabilidade de B. clausii, foram retirados 1 mL de cada fase, feitas as dilui¢Ges seriadas em solucéo
salina (0,85% de NaCl) e realizado o plaqueamento das amostras pela técnica pour plate em Agar TSA. As placas foram
incubadas a 37 °C por 72 horas e os resultados das contagens foram expressos em log UFC/g.

A taxa de sobrevivéncia da bactéria ao final do ensaio in vitro foi analisada segundo Guo et al. (2009), empregando-se

a seguinte equacdo: Taxa de sobrevivéncia (%) = Log UFC N1/Log UFC NO x 100%, em que N1= contagem de células
5
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probidticas ao final do ensaio in vitro e NO = contagem de células probioticas antes do ensaio in vitro.

Delineamento experimental

O experimento para as variaveis pH, acidez e viabilidade foi conduzido em esquema fatorial 2x4, sendo duas geleias
(com e sem probi6tico) e quatro tempos (0, 15, 30 e 45 dias) e os resultados submetidos a ANOVA fatorial e teste de Tukey
(p<0,05).

Para as variaveis cor e compostos fenolicos o experimento foi conduzido em esquema fatorial 2x2, sendo duas geleias
(com e sem probi6tico) e dois tempos (0 e 45 dias) e os resultados submetidos a ANOVA fatorial e teste T.

No ensaio in vitro de digestdo da geleia, o experimento foi conduzido em esquema fatorial serd 2x2x3, com duas
geleias (com e sem probiético), dois tempos (0 e 45 dias) e trés fases (Gastrica, Entérica | e Entérica Il) e os resultados
submetidos a ANOVA fatorial e teste de Tukey (p<0,05).

Todos os dados foram submetidos ao teste de normalidade (Teste de normalidade Shapiro), antes de serem submetidos
a ANOVA.

3. Resultados e Discussao
Qualidade fisico-quimica das geleias

N&o houve alteracdo significativa no pH das geleias ao longo do tempo de armazenamento (p>0,05), mas houve
diferenca entre os tratamentos (Figura 1). Essa diferenca pode ser explicada pelo fato do probidtico ser adicionado na forma de
uma suspencao de pH 7,0, o que pode ter alterado o pH das geleias. No entanto, verificou-se que B. clausii ndo alterou o pH da
matriz ao longo do tempo, mantendo a estabilidade do produto ao longo da vida de prateleira. Diferente do presente estudo,
Randazzo et al. (2013) inocularam estirpes selvagens de Lactobacillus rhamnosus em geleia de péssego e verificaram alteracéo

do pH durante o periodo de estocagem.

Figura 1 — Resultados médios de pH da geleia controle e contendo B. clausii durante 45 dias de vida de prateleira a 8 °C.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Verificou-se variacdo de acidez das geleias entre 0s tempos e entre os tratamentos (p<0,05) (Figura 2). Comparando o
inicio da vida de prateleira (tempo 0) e o tempo 45 dias, observou-se diferenca entre as geleias controle, mas 0 mesmo nao foi
evidenciado para as geleias contendo B. clausii, indicando que a bactéria também néo alterou a acidez do produto durante a

estocagem.
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Figura 2 — Resultados médios de acidez da geleia controle e contendo B. clausii durante 45 dias de vida de prateleira a 8 °C.

Médias seguidas por letras diferentes na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Fonte: Dados da pesquisa.

A atividade de agua (aw) média das geleias de ambos os tratamentos foi de 0,85, estando o valor adequado (Ergun et
al., 2010), por evitar a multiplicacdo de bactérias patogénicas.

N&o houve alteracdo de compostos fendlicos e cor (p>0,05) das geleias ao longo do tempo e nem entre os tratamentos
(Tabela 1).

As ameixas possuem elevado valor nutritivo, sendo ricas em compostos fenélicos (Walkowiak-Tomczak, 2008). Kim
e Padilla-Zakour (2004) ao avaliarem o teor de compostos fendlicos de geleias de dois cultivares de ameixas frescas com 50%
da fruta, encontraram 144,3 +/- 9,4 e 141,0 +/- 6,8 mg AGE/100 g, concentracdo bem menor do que o encontrado na presente
pesquisa. De acordo com Gil et al. (2002) a casca das frutas contém maiores quantidades de compostos fenolicos que a polpa e,
além disso, a secagem remove parte da 4gua presente nas frutas, concentrando os nutrientes, o que pode explicar a diferenca de

teores de compostos fendlicos totais da geleia de ameixa fresca supracitada para a geleia de ameixa seca da presente pesquisa.

Tabela 1 - Resultados médios de compostos fendlicos (em mg AGE/100g) e cor da geleia de ameixa seca controle e inoculada

com B. clausii
Caracteristica fisico quimica
Tempo
Tratamentos . - Cor
(dias) Compostos fenolicos = e e
Controle 0 2001,43 £59,15 a 20,50+0,70a 536+245a 2,56+0,85a
45 2011,03 £110,35a 21,00+2,53a 3,10+0,45a 3,30+0,65a
Geleia probidtica 2004,30 £ 154,30 a 21,90+2,22a 433+1,70a 3,10+1,45a
P 45 1952,43 + 195,95 a 20,23+0,55a 396+125a 360+0,26a

Fonte: Dados da pesquisa.

As ameixas contem quantidades significativas de compostos fendlicos (184 mg/100 g), como &cidos clorogénico e
neoclorogénico (Stacewicz-Sapuntzakis et al., 2001), e existem fortes evidéncias de que os polifendis sdo capazes de exercer
efeito prebidtico (Alves-Santos et al., 2020), como foi observado no estudo de Baenas et al. (2020) com framboesas. Assim, a
elevada concentragdo de fendlicos totais pode ter auxiliado na sobrevivéncia B. clausii ao longo da vida de prateleira da geleia

de ameixa seca.
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Os resultados de L*, a* e b* de ambas as geleias tenderam para cor escura, com valores de L* menores e valores de
a* e b* positivos, em direcdo ao vermelho amarronzado, tipico de geleia de ameixa seca. No estudo de Randazzo et al. (2013),
L. rhamnosus ndo alterou os parametros de cor da geleia de péssego, semelhante ao presente estudo. Esse resultado é muito
positivo, pois é desejavel que os probiodticos ndo alterem as caracteristicas fisico-quimicas da matriz alimentar em que estdo

inseridos.

Qualidade microbioldgica das geleias

As amostras das geleias controle e contendo B. clausii armazenadas a 8 °C por 45 dias apresentaram auséncia de
Salmonella em 25 g do produto e contagem de Fungos Filamentosos e Leveduras e Enterobacteriaceae < 1,0 x 10 UFC/g do
produto. Os resultados demonstram que a geleia esteve apta para consumo humano de acordo com a legislacdo brasileira
(Brasil, 2019a; Brasil, 2019b).

Viabilidade de B. clausii nas geleias

A viabilidade do probi6tico se manteve constante durante a vida de prateleira da geleia de ameixa (p>0,05) (Figura 3)
e a contagem permaneceu acima de 7,6 Log UFC/g, o que é ideal para produtos probidticos. Essa contagem sugere que a geleia
de ameixa é uma 6tima matriz para B. clausii, 0 que pode estar relacionado a constituicdo da fruta, como seu conteddo de
fibras. De acordo com Szlufman e Shemesh (2021), certas fibras alimentares podem preservar a eficicia do probidtico,
atuando como suporte para a colonizagéo dos bacilos probiéticos por meio da formagéo de interagcdes simbidticas. Assim, as

fibras podem essencialmente promover protecdo dos esporos de bacilos contra varios estresses ambientais e fisicos.

Figura 3 - Viabilidade média de B. clausii em geleia de ameixa seca durante 45 dias de vida de prateleira.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Miranda et al. (2020) elaboraram bala de gelatina sabor jucara e maracuja adicionada de Bacillus coagulans GBI-30
6086 e obtiveram contagens acima de 6,4 Log UFC/g ao longo de 90 dias de vida de prateleira do produto, contagem menor do
que a do presente estudo. Além desse estudo, Soto-Caballero et al. (2021) enriqueceram macés fatiadas com B. coagulans e
obtiveram contagens de 4 x 107 UFC g%, encorajando ainda mais as pesquisas relacionadas a adicdo de bactérias probiéticas do

género Bacillus em alimentos.
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A legislagdo brasileira regulamenta que para um alimento ser considerado probiético, sua contagem deve estar entre
10% a 10° UFC/g na recomendacdo diaria do produto (BRASIL, 2018), portanto o consumo de 10 gramas da geleia é capaz de
fornecer a quantidade minima exigida. Por outro lado, literaturas internacionais sugerem que contagens de 10® a 10" UFC/g ja
sdo capazes de exercer um efeito probidtico (Martins et al., 2022), estando a contagem na geleia elaborada de acordo também
com as diretrizes internacionais.

Sobrevivéncia de B. clausii veiculado na geleia de ameixa seca a simulacao in vitro do trato gastrointestinal

Constatou-se reducdo de, aproximadamente, 0,3 ciclos Log da contagem de B. clausii ao longo do tempo, e diferenca
significativa entre as fases no tempo 45 dias (p<0,05), entretanto ndo se verificou interacdo entre as fases (p>0,05) do estudo in
vitro no tempo 0 (Figura 4). Apesar da ligeira redugdo de viabilidade no final da vida de prateleira da geleia, a contagem do
probidtico na fase entérica Il, que simula a digestdo na porgéo final do intestino, esteve acima de 7,0 Log UFC/g. Para que um
alimento seja considerado probiotico, é requisito da FAO que o microrganismo sobreviva a passagem pelo trato
gastrointestinal. A principio, segundo Fioravant e Morgano (2021), os modelos de digestdo in vitro sdo uma alternativa aos
modelos in vivo para o estudo de ingredientes alimentares, fornecendo resultados precisos em pouco tempo. Portanto, a geleia
de ameixa seca € uma G6tima matriz para veicular esporos de B. clausii e pode ser considerada potencialmente probi6tica.

Figura 4 — Viabilidade média de B. clausii em geleia de ameixa apds ensaio in vitro de resisténcia gastrointestinal ap6s
processamento (TO) e apds 45 dias de estocagem. FG (fase gastrica), FEI (fase entérica 1) e FEII (fase entérica II).
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Fonte: Dados da pesquisa.

De acordo com Guelardi et al. (2015), B. clausii é capaz de sobreviver a acéo do trato gastrointestinal e germinar no
intestino humano. Ahire, Kashikar e Madempudi (2020) ndo constataram reducdo significativa na contagem total de células
viaveis de B. clausii UBBCO7 comercial ap6s simulacdo in vitro da bactéria no trato gastrointestinal, confirmando a
capacidade desse probiotico em resistir a situacBes de estresse. Marcial-Coba et al. (2019) avaliando outra espécie de bacilos,
Bacillus coagulans BC4, em pasta de tAmara seca, obtiveram contagem inicial entre 7,87 e 8,12 log UFC/g, ndo havendo perda
significativa da contagem da bactéria ao longo da simulag&o in vitro do alimento no trato gastrointestinal.

Os ensaios in vitro que simulam os processos digestérios tem sido amplamente empregados para avaliar o

comportamento dos alimentos no trato gastrointestinal e, em comparagdo aos ensaios in vivo, os métodos in vitro apresentam
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vantagens por serem mais baratos, mais praticos, menos onerosos e trabalhosos, além de permitirem que um nimero elevado
de amostras seja testado.

A taxa de sobrevivéncia de B. clausii foi avaliada para estimar a resisténcia relativa desse probidtico apds o
processamento e passagem pelo trato gastrointestinal simulado e verificou-se que tanto no inicio quanto no final da vida de
prateleira da geleia, houve taxa de sobrevivéncia superior a 95% (Tabela 2), evidenciando seu excelente comportamento na

geleia de ameixa seca.

Tabela 2 — Taxa de sobrevivéncia de B. clausii em geleia de ameixa seca armazenada a 8 °C no inicio e no final da vida de

prateleira apds ensaio in vitro de resisténcia gastrointestinal.

Tempos Taxa de sobrevivéncia (%)
0 (ap6s processamento) 99,04
45 dias 95,46

Fonte: Dados da pesquisa.

Soares et al. (2019) avaliaram a sobrevivéncia de bactérias dos géneros Bifidobacterium, Lactobacillus e Bacillus com
propriedades probidticas em requeijdo cremoso, suco de laranja pasteurizado e em péo e, independente do alimento estudado,
as bactérias do género Bacillus apresentaram maior viabilidade, sendo que a taxa de sobrevivéncia apds simulagdo do trato
gastrointestinal esteve acima de 83% para todas a bactérias deste género, valor significativo, porém abaixo do constatado no
presente estudo. Esse resultado indica que bactérias probidticas do género Bacillus sdo uma 6tima alternativa para serem
incorporadas em alimentos, devido a sua excelente sobrevivéncia, tanto em produtos alimenticios, quanto na passagem pelo
trato gastrointestinal, reforcando ainda que as caracteristicas inerentes & bactéria a tornam uma forte candidata a fazer parte de

varios alimentos de origem vegetal.

4. Concluséo

B. clausii ndo alterou as caracteristicas fisico-quimicas da geleia de ameixa seca entre o inicio e o final da vida de
prateleira e o produto atendeu os padres microbioldgicos estabelecidos pela legislagéo brasileira, sendo considerado apto para
consumo.

B. clausii apresentou excelente comportamento na geleia elaborada, resistindo & simulagdo in vitro do trato
gastrointestinal, na porcédo final do intestino, com contagens acima de 7,0 Log UFC/g no final da vida de prateleira e taxa de
sobrevivéncia superior a 95%, sugerindo que o produto é potencialmente probidtico.

Com base nos resultados obtidos nesse estudo, sugere-se que B. clausii e outras bactérias probioticas formadoras de
esporos sejam estudadas em novos alimentos de base vegetal, uma vez que sdo escassos na literatura trabalhos que avaliem a
viabilidade destas bactérias em alimentos. Além disso, é importante que sejam realizados testes de aceitacdo destes produtos

desenvolvidos e viabilidade das bactérias probidticas presentes neles in vivo.
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