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RESUMO

O objetivo desta pesquisa foi analisar a contagem de Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus
acidophilus e Lactobacillus plantarum em péssego minimamente processado e verificar as
caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas dos produtos obtidos. Microscopia eletrdnica de
varredura também foi realizada para avaliar a aderéncia dos microrganismos ao tecido da fruta. A
adicdo dos probioticos ndo alterou (p>0,05) parametros fisico-quimicos sélidos soltveis, acidez e
pH do péssego minimamente processado. As concentragdes de vitamina C ndo diferiram de forma
significativa (p>0,05) durante a armazenagem, mas o conteldo de carotenoides totais reduziu do
inicio para o final da vida de prateleira (p<0,05) dos péssegos, variando de 0,0053 mg/100g a 0,0018
mg/100g. A coordenada de cor b* diferiu (p<0,05) entre as amostras havendo influéncia do tempo
(p<0,05) até as 120 horas de armazenamento, indicando perda da cor amarela da fruta. A contagem
das bactérias probioticas apos 120 horas de armazenamento foi acima de 10’ UFC/g quantidade
ideal para se garantir beneficios ao consumidor. A microscopia eletrdnica de varredura revelou
excelente aderéncia dos lactobacilos ao tecido do péssego indicando boa interacdo dos probioticos
com a fruta, que apresentou qualidade microbioldgica satisfatéria e pode ser um veiculo promissor
das bactérias probiéticas para a populacgéo.

Palavras-chave: Fruta tropical, Lactobacilos, Vitamina C, Microscopia de varredura, Alimento
funcional.

ABSTRACT

The objective of this research was to analyze the count of Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus
acidophilus and Lactobacillus plantarum in minimally processed peach and to verify the physical-
chemical and microbiological characteristics of the products obtained. Scanning electron
microscopy was also performed to assess the adherence of microorganisms to the fruit tissue. The
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addition of probiotics did not change (p> 0.05) soluble solids physical chemical parameters, acidity
and pH of minimally processed peach. Vitamin C concentrations did not differ significantly (p>
0.05) during storage, but the total carotenoid content decreased from the beginning to the end of the
shelf life (p <0.05) of peaches, ranging from 0 .0053 mg/100g to 0.0018 mg/100g. The color
coordinate b * differed (p <0.05) between the samples, influencing the time (p <0.05) until 120
hours of storage, indicating loss of the yellow color of the fruit. The count of probiotic bacteria after
120 hours of storage was above 10’ CFU/g ideal amount to guarantee benefits to the consumer.
Scanning electron microscopy revealed excellent lactobacillus adherence to the peach tissue,
indicating good interaction between probiotics and fruit, which showed satisfactory microbiological
quality and can be a promising vehicle for probiotic bacteria for the population.

Keywords: Tropical fruit, Lactobacilli, Vitamin C, Scanning microscopy, Functional food.

1 INTRODUCAO

Frutas frescas sdo essenciais a alimentacdo humana e sdo inimeras as vantagens relacionadas
a sua ingestdo no dia a dia, pois essas sdo ricas em nutrientes, fibra alimentar e fitoquimicos
(BOEING et al., 2012). Porém, o ritmo de vida acelerado, faz com as que pessoas busquem cada
vez mais alimentos de facil preparo e de consumo rapido como as frutas minimamente processadas,
que atraem a atencdo dos consumidores (SANTERAMO et al., 2018) por serem praticas e saudaveis.

Além da praticidade, os consumidores buscam alimentos funcionais (ANNUNZIATA,
VECCHIO, 2011) por possuirem papel metabdlico ou fisioldgico no crescimento, desenvolvimento,
manutencdo e outras fun¢bes normais do organismo humano (BRASIL, 1999; TUR; BIBILONI,
2016).

Entre os alimentos funcionais, destacam-se 0s probi6ticos, que sdo microrganismos vivos
que, quando administrados em quantidades adequadas, conferem beneficios a satde do hospedeiro
(FAO/WHO, 2002). Os probiéticos auxiliam na melhoria da constipaco intestinal (MARTINEZ-
MARTINEZ et al., 2017; EOR et al., 2019); na reducdo de bactérias cariogénicas (SARMENTO et
al., 2019); como coadjuvante no tratamento de Helicobacter pylori (ESLAMI et al., 2019), da
obesidade (MARQUES et al., 2019) e de doengas gastrointestinais (DOMINGO, 2017; ZHAO et
al., 2017); na reducdo dos niveis de lipoproteina de baixa densidade no sangue (CAMPOS et al.,
2019), na prevencdo de doengas alérgicas (SOUZA et al., 2010), dentre varios outros beneficios.

No mercado de probidticos, predominam os produtos lacteos. Entretanto, existem indmeras
pessoas que possuem incapacidade de digerir totalmente a lactose, que sdo dislipidemicas,
apresentam reacdo imunologica a protéinas presentes no leite, bem como muitos veganos ou que
simplesmente ndo apreciam o leite e derivados, mas que consideram importantes as vantagens do

consumo de probidticos. Nesse sentido, o desenvolvimento de alimentos probioticos utilizando
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matriz vegetal é muito interessante para este publico (MARTINS et al., 2013; MARTINS et al.,
2015; SHORI, 2016). Estudos ja comprovaram que matrizes vegetais como salada de fruta
minimamente processada (MARTINS et al., 2016), suco misto de abacaxi com jucara (CAMPOS et
al., 2019), suco misto de jucara e manga (MOREIRA et al., 2017), néctar de tapereba (PELAIS et
al., 2020), macas secas fatiadas (AKMAN et al., 2019), geleia de péssego (RANDAZZO et al.,
2013), suco de maracuja em pé (DIAS et al., 2018), puré de caqui (AKMAN et al., 2018), entre
outros podem conferir viabilidade a bactérias probioticas. Nesse contexto, 0 objetivo desse estudo
foi avaliar a viabilidade de Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus acidophilus e Lactobacillus
plantarum em péssego minimamente processado e verificar as caracteristicas fisico-quimicas,

microbioldgicas e microscépicas dos produtos obtidos.

2 MATERIAL E METODOS

Os péssegos foram adquiridos no mercado local de Rio Pomba (Minas Gerais - Brasil). Para
retirar sujidades, as frutas foram lavadas com agua e mergulhadas durante 15 minutos a 5 °C em
solucdo de dicloroisocianurato de sodio 200 mg/L (Sumaveg®, Diversey Lever), de acordo com
Rodrigues (2013). Os frutos foram descascados e cortados no formato de cubos de 1 x 1 cm,
empregando facas higienizadas.

Posteriormente, 0s péssegos minimamente processados foram imersos, individualmente, por
20 minutos, em uma solucdo de acido citrico:citrato de sodio de pH 3,8 contendo aproximadamente
10 UFC/mL das bactérias probidticas L. rhamnosus (Sacco Brasil), L. acidophilus LA-5 e L.
plantarum (Christian Hansen®) (RODRIGUES, 2013). A amostra controle caracterizou-se por
péssegos ndo adicionados de culturas probidticas, sendo obtidos, assim, quatro tratamentos.

As culturas probioticas foram preparadas e adicionadas separadamente aos péssegos de
acordo com RoORBle et al. (2010). Na primeira etapa, foi realizada a ativacao das bactérias probitticas
de forma individual em caldo Man Rogosa Sharpe (MRS) e incubagéo a 37 ° C por um periodo del8
h. Uma aliquota de 10 mL de cada cultura probiética ja ativada previamente foi transferida para 990
mL de caldo MRS e mantida durante 16 h sobre a mesmas condicdes. Apds esse periodo, o caldo
foi centrifugado em uma tempertura 5 °C durante 15 min a 7000 g, em centrifuga Sorvall Biofuge
Stratos (Thermo Scientific). O sobrenadante do caldo foi descartado e o pellet contendo as culturas
probidticas foi homogeneizado assepticamente em solucgéo de &cido citrico:citrato de sédio de pH
3,8, em uma combinacédo de 1:1 de modo a lavar as células. Em seguida, a mistura foi novamente

centrifugada nas mesmas condic¢Oes obtendo-se o pellet lavado, sendo que, foram adicionados 10
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mL de solucdo de &cido citrico:citrato de sodio (1:1, pH 3,8) a cada g de células probidticas de modo
a se obter pelo menos 10%° células/mL.

Posteriormente, 1 mL da mistura de bactérias probioticas foi adicionado a cada grama de
péssego minimamente processado para obter este alimento contendo culturas probidticas. Os
péssegos foram imersos na mistura contendo bactérias probidticas durante 20 min na temperatura
de5°C.

Em seguida, os frutos foram drenados, acondicionados em embalagem de polietileno
tereftalato e armazenados a 5 °C, sendo as analises realizadas em tempo 0 (ap0s processamento),
24,72 e 120 horas de armazenamento.

Anélises fisico-quimicas de pH, acidez e teor de solidos solaveis (° Brix) foram realizadas
de acordo com as recomendacdes da AOAC (1995) apos processamento (tempo 0) e apds 24, 72 e
120 horas de armazenamento a 8 °C. Os sdlidos soluveis das saladas de frutas foram determinados
por refratometria, utilizando um refratdbmetro Abbe (modelo 100 RTA).

A cor superficial dos frutos foi medida usando o colorimetro MiniScan EZ, HunterLab
(Reston, Va., EUA) as 0 h e ap6s 24, 72 e 120 h de armazenamento. A cor foi determinada no modo
de refletancia através de leitura direta das coordenadas L *, a * e b *, com o emprego da escala
CIELAB L *, na qual L * representa luminosidade e pode variar de O (preto) a 100 (branco), a *
representa a tonalidade, de + a (vermelho) a -a (verde), e b * representa a saturacdo, de + b (amarelo)
a -b (azul).

O teor de &cido ascorbico nos diferentes tratamentos foi determinado apés 0, 24, 72 e 120 h
de armazenamento a 8 ° C, empregando o método de Tillmans segundo a metodologia proposta por
Zenebon & Pascuet (2004).

O conteudo total de carotenoides também foi analisado para os diferentes tratamentos. Os
carotendides foram extraidos das amostras de acordo com Rodriguez-Amaya (2001) e quantificados
em espectrofotdmetro a 450 nm. As andlises foram realizadas logo ap6s processamento e no final
davida de prateleira dos péssegos mantidos a 8 °C, tempos 0 e 120 h, respectivamente. Os resultados
foram expressos em mg de carotenoides totais/g de péssego minimamente processado.

Para analise da viabilidade de microrganismos probi6ticos em péssego minimamente
processado, amostras de 25 g foram homogeneizadas em 225 mL de solugéo salina peptonada (NaCl
a 0,85% e peptona a 0,1%). Diluicdes seriadas foram realizadas e plaqueadas pelo método Pour-
plate, em que 1 mL das dilui¢cbes foi adicionado a cerca de 20 mL de agar MRS. Em seguida, as

placas foram incubadas a 37 °C durante 72 h em jarras de anaerobiose.
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A viabilidade das bactérias probidticas foi analisada ap6s o processamento (0h), 24, 72 e 120
horas de armazenamento para verificar se a populagdo estava acima de 107 UFC/g para promover
efeito benéfico ao organismo hospedeiro (DAVE; SHAH, 1997).

Para avaliar a qualidade microbiologica dos frutos, foram realizadas analises de coliformes
a 45 °C e Salmonella sp. de acordo com Kornacki & Johnson (2001) e Andrews et al. (2001),
respectivamente, nos tempos 0, 24, 72 e 120 horas ap6s o processamento para coliformes a 45 °C e
apos 0 e 120 horas para Salmonella sp.

O experimento foi realizado em trés repeticdes.

Os péssegos minimamente processados contendo L. rhamnosus, L. acidophilus e L.
plantarum foram analisados por microscépio eletronico de varredura (MEV) conforme Silveira
(1989) apds processamento e apos 120 horas de armazenamento refrigerado para avaliar a adesao e
a distribuicdo das culturas probioticas ao tecido da fruta.

Inicialmente, o péssego minimamente processado foi cortado em se¢des de 0,5 x 0,5 cm?,
com 1-2 mm de espessura. Para fixar as células dos tecidos vegetais, fragmentos de péssego foram
adicionados a solucdo de glutaraldeido na concentracdo de 5% (v/v) em tampdo fosfato 0,1 M na
proporcao de 1:1. A concentracdo final de ambos os reagentes foi glutaraldeido 2,5% e tampéo
fosfato 0,05 M. Fragmentos da fruta minimamente processada foram mantidos nesta solucéo por 18
ha7°C elavados por 1 min em tampdo fosfato de sédio (0,05 mol L-1, pH 7,2). Em seguida, foram
desidratados com acetona em diferentes concentragdes (30, 50, 70 e 90 °GL) durante 10 min, sendo
tratados com acetona a 100 ° GL durante 10 min por trés vezes. Os fragmentos de péssego foram
levados ao secador de ponto critico (modelo CPD020) a fim de promover sua desidratacdo total e
as amostras foram metalizadas usando o equipamento Sputter Coater (modelo FDU 010) para
observacao em microscopio de varredura (LEO 1430 Zeiss) e captura de imagem.

Os resultados de pH, acidez, sélidos soltveis totais e cor foram avaliados utilizando-se
analise de variancia por meio do delineamento inteiramente casualizado (DIC), realizando trés
repeti¢des, bem como esquema fatorial 4x4, com 4 amostras e 4 tempos. O conteudo de &cido
ascorbico e carotenoides totais também foi analisado por DIC, com 3 repeticGes e esquema fatorial
4x2, sendo 4 tratamentos e 2 tempos. As diferencas entre as médias, quando significativas, foram
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade utilizando o software R (R Core Team,
2012).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Verificou-se que os pardmetros de acidez, pH e teor de sdlidos sollveis dos péssegos
minimamente processados ndo diferiram (p>0,05) entre as amostras controle e contendo bactérias
probidticas, indicando que 0os microrganismos ndo promoveram alteracdo das caracteristicas da

fruta, que se mantiveram em todos os tempos o0 mais préximo da forma in natura (Tabela 1).

Tabela 1 — Valores médios da avaliacéo fisico-quimica (pH, acidez e solidos solUveis totais) de péssego minimamente
processado dos diferentes tratamentos

Oh 24h 72h 120h

Tratamento pH  Acidez  °Brix pH  Acidez °Brix pH Acidez °Brix pH Acidez °Brix

Controle 4.08% 0.42* 10.00* 3.99* 0.45* 10.00a 4.00® 0.45* 10.50* 4.50* 0.35% 11.00%

L.rhamnosus 4.07¢  0.51* 10.00® 4.16* 0.51* 10.00a 4.03* 0.51* 10.50* 4.77¢% 0.36* 11.002

00* 0.54* 10.00* 4.06* 0.57* 9.50a 3.92* 0.51* 9.50*° 4.29* 0.31* 10.50?

acidophilus

L. plantarum 4.07¢ 0.51* 10.00* 4.16* 0.51* 10.00a 4.03* 0.51* 10.50* 4.77% 0.36* 11.00?

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

RoRle et al. (2010) estudaram a incorporagdo Lactobacillus rhamnosus GG em macas
minimamente processadas e verificaram que elas mantiveram suas propriedades fisico-quimicas
durante 10 dias de armazenamento, semelhante ao presente estudo. Isto mostra que frutas
minimamente processadas, a exemplo de macéa e péssego possuem a capacidade de carrear bactérias
probidticas mantendo as caracteristicas.

O comportamento das bactérias probidticas em uma matriz alimenticia ird depender das
caracteristicas de cada espécie (TRIPATHI; GIRI, 2014), portanto devem ser selecionadas estirpes
adequadas, pois o comportamento das mesmas pode variar de fruta para fruta e de espécie para
espécie.

Com relacgdo ao teor de vitamina C, ndo observou-se reducdo durante o armazenamento, no

entanto houve reducéo do teor de carotenoides (Tabela 2).

Tabela 2 - Valores médios de vitamina C (mg/100g) e carotenoides totais (mg/100g) em péssego minimamente
processado dos diferentes tratamentos, durante armazenamento refrigerado

Tratamentos Vitamina C Carotenoides totais
Oh 120h Oh 120h
Controle 2.21%4 2.19%4 0.0053%A 0.0018%®
L. rhamnosus 3.66¢ 3.674 0.0047%4 0.0034%
L. acidophilus 3.684 3.66%4 0.00494 0.0027%8
L. plantarum 3.684 3.66% 0.00523A 0.0036%

Médias seguidas de mesma letra minGscula na coluna e mailscula na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.
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A necessidade do consumo diario de vitamina C pode variar de individuo para individuo. A
RDC n° 269 (BRASIL, 2005), recomenda que o consumo diério de vitamina C seja pelo menos de
45 mg diariamente, portanto, para atender a ‘essas recomendacdes, o consumo do péssego
minimamente processado deve estar acompanhado de outras frutas ricas em vitamina C, uma vez
que os valores variaram de 2,19 a 3,68 mg/100g.

Gil et al. (2002), relataram valores de vitamina C entre 3,6 mg a 12,6 mg/100, que pode ser
explicado em funcéo das cultivares, avaliadas frescas e sem processamento minimo e também pelo
uso de diferentes metodologias para determinacdo dessa vitamina.

A reducéo dos carotenoides pode ter sido ocasionada devido ao descascamento e fatiamento,
que causam extravasamento do contetdo celular constituido de vitaminas, minerais e pigmentos
presentes na fruta integra (ROBLES-SANCHEZ et al., 2007). Outro fator que pode ter contribuido
para a reducao deste pigmento, é que este é facilmente oxidado devido ao grande nimero de ligacGes
duplas conjugadas, e isso pode ser acelerado pelas diversas etapas de processamento (DELLA
LUCIA et al., 2008).

Quanto a cor, ndo houve diferenca de L* (luminosidade) e a* (que varia de vermelho ao
verde) entre os péssegos minimamente processados e durante o armazenamento (p>0,05) (Tabela
3). No entanto, b*, que varia de amarelo ao azul, diferiu (p<0,05) entre as amostras havendo
influéncia do tempo (p<0,05) sobre os valores deste parametro até 120 horas de armazenamento,
indicando perda da cor amarela do péssego. Essas alteracdes de cor indicam o indice de
transformacdo natural das frutas frescas. Djioua et al. (2009) também verificaram perda da cor
amarela em manga minimamente processada, havendo escurecimento da fruta na maioria dos

tratamentos avaliados.

Tabela 3 — Dados médios de cor (L*, a* e b*) do péssego minimamente processado controle e contendo probidticos

Oh 24h 72h 120h
Tratamentos L* a* b* L* a* b* L* a* b* L* a*

b*

Control 65.73%4 18.61%* 57.63%' 59.75%4 20.25A 52.90*A 47.62%8 22,448 38.17%8 50.01%8 22.81%
L. rhamnosus 52.45*A 10.87%A 39.49%* 59.15*% 10.50** 39.85%* 59.18%8 8.90%® 40.23%® 54.01% 7.67%
L. acidophilus 60.77%* 19.36% 48.23** 56.17°A 18.78* 46.02** 51.28% 12.19®® 36.89®® 48.528 12.16%

L. plantarum 62.99%A 19.42*A 38.63"" 62.40** 10.31% 40.61"* 57.70°8 19.27%8 38.75"® 60.40°® 18.79%

37.55%
36.47%
36.15%

35.74%8

Meédias seguidas de mesma letra minudscula na coluna e maitscula na linha, respectivamente, ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey (p > 0,05).
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Com relacdo a qualidade microbioldgica, verificou-se que o produto apresentou abaixo de
5,0 x 102 UFC/g de coliformes a 45°C e auséncia de Salmonella em 25 g, sendo, portanto, seguro
para consumo humano.

As contagens das culturas probidticas (p>0,05) em péssego minimamente processado foram
maiores que 108 UFC/g no tempo 0, enquanto depois de 120 horas de armazenamento estas
estiveram acima de 10’ UFC/g (Figura 1), mostrando que o péssego minimamente processado foi
uma Otima matriz carreadora para as bactérias probioticas avaliadas, uma vez que alguns
pesquisadores relatam que contagens maiores que 106 UFC/g de probiéticos sdo capazes de exercer
um efeito benéfico sobre o organismo (DAVE; SHAH, 1997).

Figura 1 — Contagem de L. rhamnosus, L. acidophilus e L. plantarum em péssego minimamente processado armazenado
a8°C.

5
9.2 —o— L. rhamnosus

—8—- . acidophilus

1g

‘

—a&— L. plantarum

Lag UF(

Tempo (horas)

Meldes minimamente processados estocados a 6 °C e 15 °C e enriquecidos com L.
rhamnosus HNOOL1 foi objeto de estudo de Oliveira et al. (2014). Eles observaram contagens > 8,0
Log UFC/g ap6s 120 horas de estocagem da fruta, resultados semelhantes aos verificados em nosso
estudo, indicando que frutas minimamente processadas podem ser candidatas potenciais a novos
produtos probidticos.

A microscopia eletrbnica de varredura mostrou varios lactobacilos aderidos e bem
distribuidos ao tecido do péssego apds 120h de armazenamento a 8 °C (Figura 2A, 2B e 2C),
diferente do tratamento controle que ndo foi adicionado de probidticos (Figura 2D). Constatou-se
que a morfologia dos microrganismos probiodticos nao foi alterada, com predominio da forma
bastonetes (Figura 2A, 2B e 2 C).

Houve excelente adesdo dos microrganismos ao tecido do péssego, o que demonstra que esta
fruta € uma matriz promissora para veicular microrganismos probidticos ao trato gastrointestinal.
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Foi possivel observar também a formacao de potenciais biofilmes pelas culturas (Figura 2A, 2B e
2C), que se caracterizam como comunidades sésseis formadas por células ligadas irreversivelmente
a um substrato, incorporados numa matriz de substancias poliméricas extracelulares produzidas por
eles (ANNOUS et al., 2009).

Oliveira et al. (2014) também verificaram excelente aderéncia de L. rhamnosus HNOO1 em
meldo minimamente processados apds a microscopia de varredura, com formacao de biofilmes.

A impregnacao das bactérias probiodticas as células do péssego provavelmente esta atribuida
ao formato do tecido da fruta que abriga os microrganismos em nichos que, segundo Martins et al.
(2013), favorecem a sua manutencdo. Propriedades inerentes a superficie do vegetal, devido a
existéncia de fibras, rugosidades e exsudado liberado pelo tecido no processamento, também
influenciam positivamente a viabilidade das culturas. Oliveira et al. (2011) destacaram que as fases
de processamento minimo, a exemplo do corte e fatiamento liberam nutrientes, criando condicdes

ideais para o crescimento microbiano, como constatado no nosso estudo.
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Figura 2 — A - Fotomicrografia de L. rhamnosus na superficie do péssego apds 120 h de armazenamento. Setas brancas
indicam o microrganismo e biofilmes aderidos ao tecido da fruta. B - L. acidophilus aderidos a superficie do péssego
apos 120 horas de processamento. C - L. plantarum aderidos a superficie do péssego ap6s 120 horas de processamento.
D - Superficie do péssego, tratamento controle, imediatamente apés o processamento (tempo 0). As setas brancas
indicam as células e locais potenciais para adesdo dos microrganismos probidticos.
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4 CONCLUSAO

Os microrganismos probioticos ndo promoveram alteraces de pH, acidez, teor de solidos
solaveis, vitamina C e carotenoides totais no péssego minimamente processado, 0 que torna viavel
sua utilizacao.

O péssego minimamente processado apresentou-se microbiologicamente seguro e continha
> 107 UFC/g das bactérias probidticas ao final da vida de prateleira, sendo uma excelente matriz
carreadora das bactérias probioticas.

Houve excelente adesdo das bactérias ao tecido do fruto, revelada pela microscopia de
varredura. A adicdo de culturas probidticas em frutas minimamente processadas é altamente
vantajosa por mais que necessite de mais estudos, uma vez que o produto pode ser consumido por
uma ampla gama de pessoas que ndo poderiam consumir alimentos lacteos probiéticos, bem como
pessoas que possuem um ritmo de vida acelerado, buscam por alimentos de consumo rapido e que

sejam benéficos a salde.
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