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RESUMO

Este trabalho objetivou desenvolver formulacdes de
barras de cereais contendo Lactobacillus acidophilus e
Saccharomyces boulardii e avaliar a estabilidade destes
micro-organismos potencialmente probidticos no
produto elaborado durante o tempo de armazenamento
(shelflife). Foram formuladas barras de cereais contendo
separadamente os agentes probiéticos S. boulardii e L.
acidophilus, ambos nas formas liofilizada, granulados
com lactose e encapsulados em alginato de calcio. Foi
avaliada a estabilidade dos micro-organismos durante o
tempo de armazenamento. Tanto a levedura S. boulardii
quanto a bactéria L. acidophilus apresentaram maior
sobrevida na forma liofilizada, quando comparado com
as outras formas de incorporacio, mantendo contagem
na faixa de 7 log UFC/g, durante oito semanas e na faixa
de 7 log UFC/g, durante seis semanas, respectivamente.
Comparando os resultados da incorporacio dos dois
micro-organismos na forma livre liofilizada observou-
se que a populacio de S. boulardii apresentou melhores
resultados de viabilidade quando comparada com a
populacdo de L. acidophilus. Este estudo mostrou que
€ possivel incorporar micro-organismos potencialmente
probidticos em barras de cereais, preferencialmente na
forma liofilizada, por proporcionar maior sobrevida dos
micro-organismos.
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INTRODUCAO

A preocupacao com a alimentagdo vem mudando
nas ultimas décadas, uma vez que ha um aumento
crescente do interesse dos consumidores por alimentos
que assegurem nao s6 o bem-estar ¢ a saude, mas que
possam, também, reduzir o risco de doengas ao longo
da vida (Roberfroid, 2002). Os alimentos funcionais
possuem tais propriedades, com potencial para promover
a satde por meio de mecanismos ndo previstos na
nutricdo convencional (Roberfroid, 2007). A crescente
demanda por este tipo de alimento pode advir do
aumento nos custos de satde, da crescente expectativa
de vida e, também, do desejo das pessoas melhorarem a
sua qualidade de vida (Sir¢ et al., 2008).

O conhecimento da microbiota intestinal e suas
interagdes levaram ao desenvolvimento de estratégias
alimentares, objetivando a manutencdo ¢ o estimulo
das bactérias normais ali presentes, surgindo com
isso as formulagdes probioticas (Gibson & Fuller,
2000). A influéncia benéfica dos probidticos sobre
a microbiota intestinal humana inclui fatores como
efeitos antagonicos, competicdo e efeitos imunoldogicos,
resultando no aumento da resisténcia contra patdogenos
(Puupponen-pimia, 2002).

Diversas definicdes de probioticos ja foram
publicadas ao longo dos anos. Entretanto, a defini¢ao
aceita internacionalmente ¢ a de micro-organismos vivos
que, quando administrados em quantidades adequadas,
conferem beneficios a satide do hospedeiro (Food and
Agriculture Organization of United Nations, 2001;
Sanders, 2003). Diferentes linhagens microbianas sao
utilizadas como probioticos, devido as caracteristicas
funcionais que exercem no hospedeiro. Dentre estas se
encontra o Lactobacillus acidophilus que faz parte da
lista de alegagdes com propriedade funcional aprovada
pela Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
referente a micro-organismos probidticos (Brasil, 2008).
Apesar das leveduras ndo fazerem parte desta lista,
diversos trabalhos relatam o efeito de algumas linhagens
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de leveduras como um agente preventivo e terapéutico
para o tratamento de uma variedade de doengas
diarreicas, a exemplo a Saccharomyces boulardii (Pinto
et al., 2007).

Swidsinski et al. (2010) verificaram que a
microbiota ¢ os sintomas clinicos da diarreia foram
reversiveis com a terapia de S. boulardii. Por meio
da andlise da estrutura funcional da microbiota das
fezes foi possivel monitorar quantitativamente o mau
funcionamento do célon e a sua resposta a terapia.
Foi constatado que a terapia com S. boulardii melhora
significativamente a bioestrutura das fezes de pacientes
com diarreia cronica idiopatica e ndo tem qualquer
influéncia sobre a microbiota de fezes em individuos
saudaveis.

Tradicionalmente, probidticos sdo adicionados a
iogurtes e outros produtos lacteos. Existe uma crescente
procura por produtos nao-lacteos com propriedades
probidticas (Rivera-Espinoza & Gallardo-Navarro,
2010).

A ascensdo do vegetarianismo ¢ interesses dos
consumidores em relagdo a uma dieta livre de colesterol
e lactose ¢ de grande interesse para os pesquisadores.
Desta forma, os produtos alimentares, tais como sucos
de frutas e vegetais, frutas minimamente processadas,
legumes crus e fermentados, azeitonas, alcachofras
e cereais, foram inoculados com micro-organismos
probidticos e mostraram resultados promissores (Martins
etal., 2013).

Salmeron et al. (2014) analisaram a cinética da
fermentagdo e o flavour de nove bebidas de cereais
fermentadas por L. acidophilus, L. plantarum e L. reuteri.

O desenvolvimento de embutido carneo
fermentado com L. casei e L. paracasei demonstrou
a viabilidade destas células no produto final com a
preservacao das propriedades tecnologicas e sensoriais
(Macedo et al., 2008).

As barras de cereais atualmente estdo sendo
bastante consumidas como lanches intermediarios nos
intervalos das refei¢des, por possuirem fibras, o que
propicia maior saciedade. S2o elaboradas a partir da
extrusdo da massa de cereais com adigdo de pastas de
frutas, sendo fonte de vitaminas, sais minerais, fibras,
proteinas e carboidratos complexos, ingredientes estes,
que melhoram o funcionamento do sistema digestorio e
o transito intestinal (Gutkoski et al., 2007).

Este trabalho objetivou desenvolver formulagdes
de barras de cereais contendo L. acidophilus e S. boulardii
e avaliar a estabilidade destes micro-organismos
potencialmente probidticos no produto elaborado
durante o tempo de armazenamento (shelf life).

MATERIAL E METODOS
Ingredientes da barra de cereais

Os ingredientes utilizados foram adquiridos no
comércio varejista de Vitoria-ES. Foram eles: flocos
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de arroz, aveia em flocos longos, nozes, castanha de
caju, castanha do Brasil, améndoa, banana passa, uva
passa, agticar mascavo ¢ xarope de glicose de milho. A
proporcao de ingredientes secos ¢ xarope de aglutinagao
foi de 65:35.

Processamento da barra de cereais

Na preparacdo do xarope de aglutinacdo, os
ingredientes foram adicionados e aquecidos sob agitagao.
Foi acompanhado o teor de solidos soluveis totais em
refratdbmetro manual até obtengdo de um xarope de 85-
89° Brix.

Osingredientes secos (cereais, frutas desidratadas,
sementes), foram misturados com o micro-organismo
potencialmente probidtico e misturados ao xarope de
aglutinacdo a uma temperatura de 40°C. Em seguida
procedeu-se a enformagem e laminagao, em uma forma
de ago inoxidavel.

Ap6s o resfriamento em geladeira por 10 minutos,
as barras de cereais foram cortadas e desenformadas
em tamanhos retangulares 10x3x1 cm, e peso de
aproximadamente 25 gramas cada unidade. As barras
foram acondicionadas individualmente em embalagens
de filme flexivel laminado.

Culturas Probioticas

Foram  utilizados dois  micro-organismos
probioticos para a formulagdo da barra de cereais.
L. acidophilus LA-14 FloraFIT, liofilizado (Danisco
Brasil Ltda): saché contendo 2,0 x 10" células/g, e S.
boulardii liofilizado (Floratil®, Merck): saché contendo
0,5 x 10? células/mg. Ambas as amostras apresentavam-
se dentro do prazo de validade e foram obedecidas as
recomendacdes do fabricante para armazenamento.

Formulagdo da barra de cereais

Adiferengaentre as formulagdes se deu pela cultura
probiotica utilizada (L. acidophilus ou S. boulardii),
pela quantidade de micro-organismos adicionados e
pela forma de incorporagdo destes micro-organismos na
barra de cereais, conforme mostra a Tabela 1. Todas as
formulagdes desenvolvidas das barras de cereais ficaram
acondicionadas em temperatura ambiente durante todo o
processo do experimento.

Tabela 1 - Formulagdes para incorporacao dos micro-
organismos probioticos na barra de cereais

Micro-organismos e forma
incorporada

Quantidade/concentracio de cels.
incorporada na barra de cereais (25g)

Concentrado de S. boulardii 1g (5,0 x 10° UFC)
granulado com lactose

Concentrado de S. boulardii 3
encapsulado em alginato de célcio 1g (5.0 x 10° UFC)
Células livres de S. boulardii .
liofilizadas 100mg (5,0 x 10'UFC)
Células liofilizadas de L. acidophilus

11
encapsuladas em alginato de calcio 1 (2,0x 10" UFC)

Células livres de L. acidophilus

liofilizadas. 100mg (2,0 x 10 UFC)
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Incorporagado do S. boulardii na barra de cereais

Granulagdo do concentrado celular de S. boulardii
com lactose

Inicialmente preparou-se um concentrado celular a
partir da cultura liofilizada da S. boulardii. A cultura foi
ativada em 200 mL de caldo YPG (1% Extrato de levedura -
HIMEDIA, 2% Peptona - HIMEDIA, 2% Glicose, 2% Agar
- HIMEDIA). Foram adicionados 20 mg do Liofilizado
FLORATIL®, MERCK, seguido de homogeneiza¢ao. O
frasco erlenmeyer foi incubado, em estufa de incubagao
tipo B.O.D THELGA TF 34P, a 28°C + 1 sob agitagdo de
150 rpm, por 48 horas. O material foi centrifugado a 4000
rpm por 10 minutos a 4°C (Centrifuga Eppendorf 5804R).
O material foi lavado duas vezes com solugdo tampao
fosfato pH 7,2. Foi realizada a contagem das células viaveis
semeando no Agar YPD, incubando a 28°C + 1 por 72h.

A granulagdo do concentrado de levedura na lactose
procedeu-se na propor¢ao de 1:4. A mistura do micro-
organismo com a lactose se deu por compactacdo, até
obtengdo dos briquetes. Para a calibragdo dos granulos
foi utilizado um tamis malha 20 mesh. Todos os utensilios
utilizados no procedimento estavam devidamente
esterilizados.

Concentrado de S. boulardii microencapsulados em
alginato de calcio

As esferas foram produzidas pela técnica de
extrusdo, de acordo com o método descrito por Albertini et
al. (2010), com algumas modificagdes. Foi preparada uma
solu¢do contendo alginato de sodio 1% (m/v) com agua
destilada. A solugao obtida foi autoclavada a 121°C durante
15 minutos.

Foi adicionado o concentrado de levedura na
solucdo de alginato de sédio 1% (m/v), na propor¢do de
1:4, sendo a mistura homogeneizada durante 30 minutos.
Para o processo de extrusao foi utilizada uma seringa estéril
BD SoloMedTM de 5 mL com agulha 25 mm e didmetro
interno 0,7 mm. A suspensdo contendo micro-organismos
probidticos, foi gotejada em solucdo estéril de cloreto de
calcio 0,1 M, sob agitacdo magnética. As esferas formadas
foram deixadas em repouso por 45 minutos na solugdo de
cloreto de calcio, posteriormente filtradas a vacuo e lavadas
por trés vezes com 400 mL de agua destilada esterilizada.

Células livres liofilizadas de S. boulardii

Foram incorporados 100mg do liofilizado da S.
boulardii proveniente do medicamento comercial Floratil®,
Merck, diretamente na mistura dos cereais durante o
preparo da barra de cereais.

Incorporagdo dos L. acidophilus na barra de cereais

Liofilizado de L. acidophilus LA-14 FloraFIT
(Danisco) encapsulados em alginato de calcio

Foi suspenso 1g da cultura probiotica liofilizada de
L. acidophilus - LA - 14 na solugdo de alginato de sodio
1% (m/v) na propor¢do de 5% (m/m), sendo a mistura
homogeneizada durante 30 minutos. O processo de extrusao
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foi o mesmo descrito para a S. boulardii. As esferas foram
produzidas conforme descrito na encapsulacdo da S.
boulardii.

Células livres liofilizadas de L. acidophilus LA-14
FloraFIT (Danisco) em barra de cereais

Foram incorporados 100mg do liofilizado de L.
acidophilus LA-14 diretamente na mistura dos cereais
durante o preparo da barra de cereais.

Acompanhamento da viabilidade dos micro-
organismos adicionados na barra de cereais durante o
periodo de armazenamento

As contagens de células destes micro-organismos
foram realizadas por um periodo de 8 semanas (S. boulardii)
e 7 semanas (L. acidophilus LA-14). Para padronizagao do
processo, o tempo zero correspondeu a analise 24 horas
apos a data de fabricagdo da barra de cereais.

Viabilidade da S. boulardii na forma granulada com lactose

Para arealizagdo da contagem dos micro-organismos
em todas as formula¢des, foram preparadas dilui¢des
seriadas; 25g da amostra foi misturada em 225 mL da
solugdo salina tampao fosfato pH 7,2, originando a diluigdo
inicial (10-1). A partir desta diluigdo foram preparadas
demais dilui¢des decimais até 10-7. A semeadura foi
realizada pelo método do “pour plate”, utilizando como
meio de cultura o Agar YPD. As placas foram incubadas
em estufa bacteriologica, a 37 + 1°C por 72 horas. Placas
contendo 25 a 250 coldénias foram contadas e o resultado
expresso como o logaritmo das unidades formadoras de
colonias (UFC) / g de amostra (Silva ET AL., 2010).

Viabilidade da S. boulardii na forma encapsulada
em alginato de cdlcio

Inicialmente, uma por¢do da amostra diluida (10-
1) ficou sob agitagdo por 2 horas em agitador magnético
(marca Lederer e Avancini, modelo LAHD-300) para
que as células fossem liberadas das microcapsulas. Apos
a agitacdo da amostra, demais dilui¢des decimais foram
preparadas e procedeu-se a determinagdo da viabilidade
celular seguindo o mesmo procedimento da formulagao da
forma granulada com lactose.

Viabilidade das células livres liofilizadas de S.
boulardii

Procedimento realizado conforme a determinagdo
da viabilidade celular da S. boulardii na forma granulada
com lactose.

Viabilidade de células liofilizadas de L. acidophilus
LA-14 encapsuladas em alginato de cadlcio

A determinagdo da viabilidade celular dos
lactobacilos nesta formulagdo, procedeu-se da mesma
forma para a determinagdo da viabilidade da S. boulardii
na forma encapsulada em alginato de célcio, exceto que
o meio utilizado foi o Agar DeMan, Rogosaand Sharpe
(MRS) (De Man et al., 1960).
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Viabilidade de células livres liofilizadas de L.
acidophilus LA-14

Realizado conforme a contagem das células
liofilizadas de L. acidophilus LA-14 encapsuladas em
alginato de calcio, exceto que a dilui¢do inicial (10-1) ndo
ficou sob agitacao.

Todas as analises realizadas neste trabalho foram
realizadas em triplicatas.

Andalise estatistica

Os dados obtidos foram analisados por analise
de variancia (ANOVA) com nivel de significancia de
5%, utilizando-se o programa GraphPadPrism 5.00. Foi
utilizado o teste de Tukey para comparacdo das médias.

RESULTADOS

A produgdo do concentrado da cultura liofilizada
da S. boulardii Floratil®, Merck gerou em média 3,82¢g
(2,3 x 10° UFC/g). Quanto a cultura liofilizada de L
.acidophilus LA-14 FloraFIT (Danisco) nao foi possivel
gerar concentrado em quantidades significativas, razao
pelo qual ndo foi realizado formulagdo com concentrado
desta bactéria.

As Tabela 2 e 3 apresentam os resultados do
acompanhamento da viabilidade dos micro-organismos
incorporados na barra de cereais para cada tipo de
formulagao.

A Figura 1 compara os resultados da incorporagdo
dos dois micro-organismos na forma livre liofilizada.

—e— S. boulardii liofilizado Floratil Merck
-m | acidophilus liofilizado Danisco

log UFC/g

[N

T T

0 2 4 6 8 10
Tempo (semanas)

Figura 1. Curva de sobrevivéncia da populagdo de S.
boulardii liofilizado Floratil®, Merck e L. acidophilus LA
- 14 Flora FIT, liofilizado Danisco.

DISCUSSAO

Verifica-se por meio da analise da Tabela 2 que a
formulag@o em que a levedura S. boulardii foi incorporada
na barra de cereais na forma liofilizada apresentou melhores
resultados quando comparado com as formulagdes com
micro-organismos encapsulados ou granulados com lactose.
Ao final de 8 semanas de armazenamento, apresentava
contagem de 7,24 log UFC/g com reducao de 0,49 log
UFC/g em relagao ao tempo 0 (zero), correspondendo a um
decréscimo de 6,39%.
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Tabela 2 - Populagdo viavel de S. boulardii (Média = DP,
n=2) durante o armazenamento, nas diferentes formulagdes
de barra de cereais,

S. boulardii (log UFC/g)

Encapsulado

ohempe, - Grandlado com G Gl e
0 6,6940,23* 8,090,10° 7,7340,01*
2 6,18+0,08" 7,7040,11% 7,720,06*
4 5,81:£0,32: 6,80£0,49° 7,5140,05"
6 5,5040,43° 5,57=0,60¢ 7,53+0,05"
8 5,3240,61° 4,56+0,44¢ 7,2440,01¢

a,b,c — médias com pelo menos uma letra igual na mesma coluna nao diferem entre

si pelo teste de Tukey a nivel de 5% de significancia (p>0,05).

Tabela 3 - Populagdo viavel de L. acidophilus durante o
armazenamento (Média = DP, n=2) nas duas formulag¢des
de incorporagao na barra de cereais.

L. acidophilus (log UFC/g)

Encapsulados em Células Livres

Tempo (Semanas)

alginato de calcio Liofilizadas
0 7,72* 9,50+0,41*
2 <5b 8,89+0,08
4 - 8,17+0,04"
6 - 7,33+0,13¢
7 - 5,05+0,56¢

a,b,c,d — valores com pelo menos uma letra igual na mesma coluna néo diferem entre

si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia (p>0,05).

A formulacdo com S. boulardii submetida a
granulacdo com lactose apresentou, no tempo zero,
contagem de 6,69 log UFC/g, apresentando, no final de
8 semanas, um decréscimo de 1,37 ciclos logaritmicos
(20,48%).

A formulacdo em que a S. boulardii foi incorporada
na barra de cereais na forma encapsulada em alginato de
calcio, apresentou no tempo 0 uma contagem de 8,09 log
UFC/g, sofrendo um decréscimo de 3,53 ciclos logaritmicos
(56,37%) em 8 semanas de armazenamento.

No processo da encapsulagdo com alginato de
calcio, as limitagdes de transferéncia de massa podem afetar
a fisiologia e cinética do crescimento celular (Covizzi et al.,
2007). Aliado a isso, também tem o estresse térmico sofrido
pelo micro-organismo durante o processo de secagem das
capsulas (Gutkoski et al., 2007).

Pardo et al. (2009) mostraram em trabalhos
realizados com esta espécie de levedura que a viabilidade
¢ vitalidade da levedura S. boulardii sdo pardmetros
independentes. Qualquer problema ou situacdo que
representa uma tensdo para a levedura (congelamento,
aquecimento, hiperosmolaridade, falta de nutrientes,
presenga de metabdlitos toxicos, etc.) parece afetar a
vitalidade desta, sem necessariamente provocar uma
diminuicao na viabilidade celular.

Nao foram encontrados, na literatura, trabalhos com
a levedura S. boulardii incorporadas em matriz alimentar.
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Entretanto, tem sido extensamente utilizada, na forma
liofilizada em medicamento, para tratar pacientes com
reincidéncia de diarreia associada a Clostridium. difficile
e reposi¢do de microbiota intestinal (Surawicz et al., 2000;
Saint-Marc et al., 1995).

S. boulardii ¢ uma levedura ndo patogénica e exerce
seu efeito terapéutico durante sua permanéncia em transito
na luz intestinal, j& que ndo coloniza a mucosa intestinal
de maneira permanente (Saint-Marc et al., 1995; Migowski
& Pugliese, 2009). Desta forma a administragdo deve ser
realizada de maneira repetida, regular e em concentragdo
que tenha efeito probiotico (Fuller, 1992).

Varios produtos comercializados ja possuem
células de L. acidophilus, seja na forma livre ou na forma
encapsulada, a exemplo de queijos, mousses, sorvetes,
manteigas, etc., sendo estes produtos armazenados em
baixas temperaturas. Manter esta espécie bacteriana
incorporada em matrizes alimentares, permanecendo
a populagdo com alta sobrevivéncia em temperatura
ambiente, constitui um desafio. No presente experimento,
quando os L. acidophilus LA-14 liofilizados encapsulados
em alginato de calcio foram incorporados na barra de
cereais, observou-se grande decréscimo na populagdo
viavel a partir da segunda semana de armazenamento em
temperatura ambiente, ficando abaixo de 5,0 log UFC/g
(tabela 3). Porém, a barra de cereais contendo as células
liofilizadas na forma livre apresentou populagdo viavel de
8,89 log UFC/g, no mesmo periodo de armazenamento,
contradizendo alguns trabalhos em que células probidticas
incorporadas na forma encapsuladas permanecem mais
estaveis quando comparadas com as células livres.

De acordo com Macedo et al. (2008), o decréscimo
na contagem bacteriana pode estar relacionado a varios
fatores como acidificagdo do produto, nivel de oxigénio
no produto, permeagao do oxigénio através da embalagem
e presenca de compostos antimicrobianos. Aklain e Erisir
(2008), em trabalho no qual incorporaram L. acidophilus
livres em sorvete, armazenado por 90 dias a -18°C
mostraram que houve um declinio de 0,3 log UFC/g
durante o armazenamento, atingindo 5,0 log UFC/g.
Resultados semelhantes foram encontrados por Barreto et
al. (2003), que avaliaram a viabilidade de L. acidophilus,
em 177 amostras de 15 marcas de produtos probiodticos
comercializados no Brasil. Em 52% dos produtos contendo
o L. acidophilus, as contagens estavam abaixo de 5,0 log
UFC/g.

Em estudo com mousses de chocolate Borges et
al. (2004), observaram um decréscimo de 3 log UFC/g da
populagdo L. acidophilus livres, apos o vigésimo dia de
armazenamento. Com o emprego da mesma proporg¢ao de
L. acidophilus microencapsulados no produto, os autores
observaram um decréscimo de 2 log na populagdo do
probidtico.

Ribeiro et al. (2009), verificaram que n3o houve
uma redugado significativa na populacdo de L. acidophilus
encapsulado em alginato de calcio, em queijo Minas frescal,
sob refrigeracdo a 5°C durante 28 dias.
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Porém alguns autores observaram que a
encapsulacdo em alginato de calcio somente foi eficaz para
a protegdo das culturas de Lactobacillus paracasei L.26, L.
casei 01, L. acidophilus Ki, ¢ Bifidobacterium animalis
BB-12 na temperatura de congelamento (-20°C e -80°C)
(Sousa et al., 2012).

Varios estudos foram realizados com queijo minas
frescal, que revelaram populagdes de probiodticos superiores
a 6,0 log UFC/g durante o armazenamento refrigerado do
produto por até 21 dias (Buriti et al., 2007).

Apesar de alguns autores demonstrarem que
a encapsulacdo em alginato de calcio ndo aumenta a
sobrevivéncia de L. acidophilus, ainda assim, este processo
assegura maior protecdo as células quanto as condigdes
ambientais. Portanto, os sistemas de microparticulas
de alginato, ndo podem ser descartados, uma vez que
oferecem varias vantagens, como a de ser atoxico, de facil
de manuseio, biodisponiveis, biocompativel, e de baixo
custo (Park & Chang, 2000).

Comparando os resultados da incorporagao dos dois
micro-organismos na forma livre liofilizada observa-se que
a populagdo de S. boulardii liofilizado Floratil®, Merck
apresentou melhores resultados de viabilidade quando
comparada com a populagdo de L. acidophilus LA-14
FloraFIT, liofilizado Danisco, visto que a sua populagdo
praticamente permaneceu estavel, ocorrendo um pequeno
declinio de 0,49 (6,39%) ciclos logaritmicos, durante
8 semanas de armazenamento. Diferente da populagdo
de L. acidophilus que mostrou um decréscimo de 4,45
(53,16%) ciclos logaritmicos, no periodo de 7 semanas de
armazenamento.

Muitos trabalhos demonstram que é pequena a
sobrevivéncia de bactérias probidticas em produtos na
forma de células livres (De Vos et al., 2010). Porém, no
presente estudo, a incorporagdo de células liofilizadas,
tanto de levedura quanto de bactérias na barra de cereais
apresentou concentragdes satisfatorias para agdo probidtica
na 8 e 6" semanas, respectivamente. O mesmo nao
aconteceu nas outras formas de incorporacao destes micro-
organismos.

Considerando que a dose de micro-organismos
probioticos a ser ingerida baseia-se na concentragdo destes
micro-organismos viaveis, a determinagdo das unidades
formadoras de colonias por grama de produto ¢ um
parametro importante. Deve, entdo, ser avaliada no decorrer
do tempo de prateleira do produto, uma vez que geralmente
¢ aceito, nos produtos probioticos, a concentragdo minima
de 10°CFU/mL ou grama (Kechagia et al., 2013). De acordo
com a legislacdo mais recente da ANVISA, para que um
alimento tenha efeito probiotico, ¢ necessario o consumo
diario de 10® a 10° micro-organismos viaveis (Brasil, 2008).

Neste estudo foi encontrada concentragdo celular
de S. boulardii de 7,24 log UFC/g em 8 semanas e
concentragdo celular de L. acidophilus de 7,33 log UFC/g
em 6 semanas. Logo, a quantidade de células viaveis
em uma barra de cereais de 25g contendo os respectivos
micro-organismos liofilizados seria 8,63 log UFC (4,3
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x108) e 8,73 log UFC (5,4x 108), o que atende a exigéncia
da legislacdo brasileira citada, considerando o periodo
de analise dos respectivos produtos. Vale ressaltar que as
barras de cereais normalmente encontradas no mercado
possuem peso liquido entre 20g ¢ 30g.

CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho,
pode-se constatar que a incorporacdo da levedura S.
boulardii e da bactéria L. acidophilus na barra de cereais
sob a forma liofilizada manteve maior sobrevivéncia
celular durante o tempo de armazenamento em temperatura
ambiente, quando comparada com a incorporagao destas
células granuladas com lactose e encapsuladas com alginato
de célcio.

Comparando os resultados da incorporagdo dos
dois micro-organismos na forma livre liofilizada observou-
se que a populacdo de S. boulardii apresentou resultados
de viabilidade durante maior periodo de armazenamento,
quando comparado com a populagdo de L. acidophilus.
No entanto, ambas as formulagdes atendem as exigéncias
da legislagdo brasileira no que diz respeito a quantidade
de micro-organismos viaveis, apesar dos tempos de
armazenamento terem sido diferentes.

Este estudo permite inferir que € possivel incorporar
micro-organismos ~ probidticos em novas matrizes
alimentares, abrindo caminho para novas pesquisas
dentro do contexto de alimentos funcionais com atividade
probidtica.
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ABSTRACT

Stability of microorganisms potentially probiotics in
cereal bar - Effect of technique of incorporation

This study aims to develop formulations of cereal bars
that contain Lactobacillus acidophilus and Saccharomyces
boulardii and evaluate the stability of these potentially
probiotic microorganisms in the elaborated product
during the time of storage (shelf life). Cereal bars were
designed containing separately the probiotic agents
S. boulardii and L. acidophilus, both in the lyophilized
form, granulated with lactose form and encapsulated in
calcium alginate form. The stability of microorganisms
during storage time was evaluated. Both, the yeast S.
boulardii as well as the bacterium L. acidophilus showed
a higher survival in the lyophilized form when compared
with the other forms of incorporation, keeping the
count in the range of 7 log UFC/g for eight weeks and
in the range 7 log UFC/g for six weeks, respectively.
Comparing the results of the incorporation of the two
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microorganisms in the free lyophilized form, one could
observe that the population of S. boulardii showed better
results of viability when compared with the population
of L. acidophilus. This study showed that it is possible
to incorporate potentially probiotic microorganisms in
cereal bars, preferably in the lyophilized form, in order
to provide a higher survival of the microorganisms.
Keywords: Cereal bar. Probiotic. Saccharomyces boulardii.
Lactobacillus acidophilus.
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