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RESUMO

As bactérias l4cticas com potencial probidtico, t€ém despertado o interesse da industria no
sentido do desenvolvimento de produtos alimenticios com propriedades funcionais. No
entanto, a incorporagdo de bactérias probidticas em alimentos é um desafio para a
indudstria, diante da sensibilidade das culturas probidticas as condi¢des de processo.
Portanto, objetivou-se neste trabalho avaliar o crescimento do Lactobacillus salivarius na
solugdo filmogénica e testar modelos matemadticos para determinar parimetros de
significado bioldgico e revestir fatias de mamao com a solug@o filmogénica probidtica
para obter fatias probidticas de mamao desidratadas. O crescimento do L. salivarius nas
solucdes filmogenicas foi analisado quanto a influéncia das concentragdes de gelatina (1-
3%) e inulina (4-6%), fermentado sob o efeito de diferentes temperaturas (25-45 °C), por
meio do planejamento fatorial completo 23 com trés repeticdes no ponto central. A
solugdo filmogeénica probidtica foi aplicada como revestimento comestivel nas fatias de
mamao antes da operacdo de secagem nas temperaturas de 50, 60 e 70 °C. O efeito da
aplicacdo do revestimento probidtico foi avaliado na eficiéncia da secagem e qualidades
fisicas e fisico-quimicas, comparado a amostras controle. Os impactos das condi¢des de
processo no desenvolvimento celular sdo fundamentais para otimizar e tornar o processo
aplicavel pela industria e, neste estudo, mostrou-se que as condi¢des Otimas para o
desenvolvimento das células probidtica nas solucdes filmogénicas foram obtidas usando
1,0% de gelatina combinado com 4,0% de inulina, fermentado a 45 °C. A produgdo de
células do L. salivarius e o consumo de substrato durante a fermentacdo da solugdo
filmogénica foram bem simuladas por um modelo proposto neste trabalho, com
coeficientes de determinacdo (R?) de 0,981 (crescimento celular) e de 0,991 (consumo de
substrato). O modelo de Page descreveu adequadamente a cinética de secagem das fatias
de mamao revestidas e controle, nas temperaturas de 50, 60 e 70 °C, com R? superiores a
0,9988. O uso da solugdo filmogénica para incorporagdao do probidtico nas fatias de
mamdo apresentou resultados satisfatérios, com redugio de 1,30 LogUFC g™! ao fim da
secagem na temperatura de 70 °C. A aplicacdo do revestimento probidtico reduziu o
encolhimento das fatias durante o processo, resultando na maior conservagao da estrutura

das fatias e conservagao dos compostos fendlicos.

Palavras-chave: Carica papaya, probidtico, secagem convectiva



ABSTRACT

Lactic acid bacteria with probiotic potential have sparked industry interest in the
development of food products with functional properties. However, the incorporation of
probiotic bacteria in food is a challenge for the industry, given the sensitivity of probiotic
cultures to process conditions. Therefore, the objective of this work is to evaluate the
growth of Lactobacillus salivarius in the filmogenic solution and to test mathematical
models to determine parameters of biological significance and to coat slices of papaya
with the probiotic filmogenic solution to obtain probiotic slices of dehydrated papaya.
The growth of L. salivarius in filmogenic solutions was analyzed for the influence of
gelatin (1-3%) and inulin (4-6%) concentrations, fermented under different temperatures
(25-45 °C), using complete factorial design 23 with three repetitions at the central point.
The probiotic film-forming solution was applied as an edible coating on the papaya slices
before the drying operation at temperatures of 50, 60 and 70 °C. The effect of applying
the probiotic coating was evaluated on drying efficiency and physical and physical-
chemical qualities, compared to control samples. The impacts of process conditions on
cell development are fundamental to optimize and make the process applicable by the
industry and, in this study, it was shown that the optimal conditions for the development
of probiotic cells in filmogenic solutions were obtained using 1.0% gelatin combined with
4.0% 1inulin, fermented at 45 °C. The production of L. salivarius cells and the
consumption of substrate during the fermentation of the filmogenic solution were well
simulated by a model proposed in this work, with determination coefficients (R?) of 0.981
(cell growth) and 0.991 (substrate consumption). The Page model adequately described
the drying kinetics of the coated and controlled papaya slices, at temperatures of 50, 60
and 70 °C, with a R? greater than 0.9988. The use of the filmogenic solution to incorporate
the probiotic in the papaya slices showed satisfactory results, with a reduction of 1.30
LogCFU g'! at the end of drying at a temperature of 70 °C. The application of the probiotic
coating reduced the shrinkage of the slices during the process, resulting in greater

conservation of the slice structure and conservation of phenolic compounds.

Keywords: Carica papaya, probiotic, convective drying
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1. INTRODUCAO

O mamao (Carica papaya L., cv. Sunrise Solo) é uma fruta tropical com grande
aceitacdo em todo o mundo devido aos seus nutrientes, sabor e aroma caracteristico. O
sabor distinto tipico de frutas tropicais, como o mamao, ¢ um fator importante para a
preferéncia e aceitacdo do consumidor. O sabor caracteristico do mamao é formado por
meio de uma interacdo complexa entre agicares, dcidos organicos, minerais € COmpostos
volateis (WIJAY A; FENG, 2013).

Segundo a FAO (2018), o Brasil é um dos maiores produtores de mamao do
mundo, ao lado da India e Indonésia. Em 2018, o Brasil teve uma producdo de 1.060.392
toneladas, sendo a regido Nordeste a responsavel por 53,3% da produgdo do Brasil,
seguida das regides Sudeste e Norte (IBGE, 2018). Embora tenha uma grande aceitacao
por todo o mundo, o alto teor de 4gua o torna altamente susceptivel a deterioracao pds-
colheita. O processamento pode ser uma alternativa para explorar qualquer excesso de
producdo de frutas, oferecendo a oportunidade de agregar valor ao produto e gerar
empregos e renda (GERMER et al., 2014).

Com a crescente conscientizagdo sobre a relacio entre frutas e saude, lanches
sauddveis e saborosos com adicao de probidticos estdo em alta demanda em todo o mundo
(LT et al., 2018). Os produtos comumente encontrados no mercado como veiculo de
probidticos sdo os leites fermentados e os produtos lacteos. No entanto, frutas e vegetais
tém sido estudados como alternativa ao consumo de derivados do leite. Porém, devido a
sensibilidade dos probidticos as condi¢cdes comuns de processamento, como tratamento
térmico, ambientes com baixo pH, alta pressdo osmdtica e alto potencial redox, o design
de barreiras fisico-quimicas eficazes para estabilizar os organismos € essencial para sua
exploragdo comercial completa em uma ampla variedade de alimentos (SOUKOULIS et
al., 2017)

Para garantir a viabilidade méxima das células probiéticas em produtos de origem
vegetal, técnicas de secagem como spray drying e liofilizacdo sdo as mais aplicadas para
elaboracdo de novos produtos. Como alternativa para aumentar a variedade de produtos
probidticos, a aplicagdo de filme comestivel adicionado com culturas probidticas tem sido
estudada, e um grande nimero de aplicacdes ja foi investigado (SOUKOULIS et al.,
2017). Tais investigacdes incluem produtos de panificacio (GREGIRCHAK;
STABNIKOVA; STABNIKOV, 2020), carnes e produtos de pesca (UMARAW et al.,
2020), além de frutas (THAKUR et al., 2018) e barras de cereais (PEREIRA et al., 2019).

Embora os resultados obtidos sejam promissores na aplicacdo em alimentos, o efeito das
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condic¢des de processo, como a temperatura, que influencia o tempo de processo, requer
mais estudos.

As perspectivas para o uso de filmes comestiveis como potenciais transportadores
de ingredientes ativos sdo altas. Filmes comestiveis t€ém o potencial de estabilizar
estruturas de alimentos em comprimentos de escala multipla enquanto criam estruturas
sob medida (propriedades mecanicas aprimoradas, vida util prolongada, manutencdo da
integridade estrutural) e podem ser usados para fornecer melhorias nutricionais por meio
da inclusdo de probidticos (SOUKOULIS et al., 2017).

Aliado ao potencial dos filmes comestiveis como transportadores de probidticos e
a ampla utilizacdo das frutas na alimentacdo humana, o estudo do revestimento de fatias
de mamao com uma solu¢do filmogénica probidtica possibilita a disponibilizacdo no
mercado um produto inovador com alta qualidade nutricional. No entanto, entre um
quarto e um terco dos alimentos produzidos anualmente para o consumo humano, se perde
ou ¢é desperdicado. Isso equivale a cerca de 1,300 bilhdes toneladas de alimentos, sendo
as frutas, hortalicas, raizes e sementes responsiavel por 40 a 50% deste nimero
(BENITEZ, 2015).

Uma alternativa para conservagdo pos-colheita de frutos e redu¢do do desperdicio,
¢ a secagem. A mesma traz vdrias vantagens para os alimentos: reducdo do custo de
armazenamento, embalagem e transporte, aumento do prazo de validade e sem
necessidade de refrigeracio (BOUDHRIOUA et al., 2002). Uma vez que frutas e vegetais
sd0 secos para inibir a atividade microbiana patégena, enzimadtica e a deterioragdo da
qualidade, onde a reduzida atividade de d4gua do material seco resulta na diminui¢cao das
alteracdes fisico-quimicas durante o armazenamento (ARAL; BESE, 2016).

Porém, um alto incremento da temperatura de secagem promove mudangas
organolépticas e nutricionais em produtos alimenticios que podem causar degradacdo da
qualidade (GIAMPIERI et al., 2012). Melhorias na qualidade de alimentos desidratados
podem ser alcancadas através da utilizacdo de condi¢des de processamento especificos e
aplicacdo de pré-tratamentos, e a aplicacdo de revestimento comestivel € uma das técnicas
que podem minimizar alteragdes indesejaveis no produto seco.

A aplicacdo de solucgdes filmogénicas antes do processo de secagem pode ser
usada para minimizar reagdes oxidativas nos alimentos durante a secagem com ar quente,
tendo em vista que revestimentos comestiveis de polissacarideos e proteinas apresentam
baixa barreira ao vapor de dgua, e boas propriedades de barreias a gases como o0 oxigénio

(SILVA et al., 2015). Além disso, sao amplamente estudados como agente encapsulante
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na microencapsulacdo, permitindo o revestimento e a prote¢ao de compostos sensiveis ou
células vivas (PRISCO; MAURIELLO, 2016).

Considerando a aplicacdo de técnicas que preservem as caracteristicas funcionais
dos alimentos, e que promovam o fornecimento de bactérias probidticas em quantidades
adequadas para que exercam seus beneficios a saide humana, propde-se neste trabalho o
estudo da incorporacdo do Lactobacillus salivarius através do revestimento comestivel
formulado a partir da combinacdo de gelatina com inulina em fatias de mamao, e avaliar
os efeitos do revestimento no processo de secagem, qualidade fisica e fisico-quimica e

viabilidade do probiético no produto seco.
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2. OBJETIVOS

2.1.

Objetivo geral

Avaliar o crescimento do Lactobacillus salivarius na solug¢do filmogénica e testar

modelos matemadticos para determinar pardmetros de significado bioldgico e revestir

fatias de mamao com a solugdo filmogénica probidtica para obter fatias probidticas de

mamao desidratadas.

2.2.

Objetivos especificos
Elaborar e avaliar os efeitos da composicdo e condi¢des de processo das
solucdes filmogénicas no crescimento das células probidticas;
Estabelecer condicdes operacionais a partir das caracteristicas biologicas
diante da curva de crescimento do probidtico na solucdo filmogénica;
Modelar a curva de crescimento e consumo de substrato nas condi¢des 6timas
de crescimento do Lactobacillus salivarius;
Avaliar a qualidade fisico-quimica do mamao in natura;
Estudar a cinética de secagem das fatias de mamao revestidas;
Avaliar a viabilidade do probidtico durante a secagem convectiva em
diferentes temperaturas;
Avaliar os efeitos do revestimento comestivel na cinética de secagem das

fatias de mamao em diferentes temperaturas.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Mamao

O mamao (Carica papaya L.) pertence a familia das Caricdceas, sendo uma
cultura de grande importancia econdmica em todo o mundo, consumido fresco em muitos
paises, com alto potencial para ser industrializado (ZERPA-CATANHO et al., 2017).
Além disso, é muito apreciada por seu valor nutricional, suas caracteristicas sensoriais e
efeitos digestivos (PAES; CUNHA; VIOTTO, 2015). Diante disso, hd um aumento de
produtos derivados do mamao, tanto na alimentag¢ao quanto na indudstria (CALVACHE et
al., 2016).

O mamao é uma baga de forma varidvel de acordo com o tipo de flor, podendo ser
arredondado, oblongo, elongata, cilindrico e piriforme, com casca fina e lisa, de coloragcdo
amarelo-clara a alaranjada, protegendo uma polpa com 2,5 a 5,0 cm de espessura e de
coloracdo que pode variar de amarelo a avermelhada (LIMA et al., 2018).

As variedades de mamao comercial sdo classificadas em dois grupos: Solo e
Formosa. Os frutos do grupo Solo sdo caracterizados pelo peso médio de 350 a 600 g e
representam a maioria das cultivares consumidas no mundo. O grupo Formosa apresenta
frutos com peso médio de 800 a 1100 g. As principais cultivares do grupo Solo sdo:
Sunrise Solo, Golden, Improved Sunrise Solo Line 72/12, Baixinho de Santa Amdlia,
Taiwan, Kapoho Solo, Waimanalo e Higgins. No grupo Formosa, a principal cultivar € o
Hibrido F1 Tainung n°1 (DANTAS; JUNGHANS; LIMA, 2013).

Os frutos de mamao sdao consumidos em varios estddios de maturagdo, como
maduros, semimaduros ou verdes. Segundo Annegowda e Bhat (2016), nas regides
tropicais, 0 mamao verde € usado como vegetal, lanche e ingrediente em geleias, curry,
saladas e picles. J4 0 mamao maduro geralmente € consumido diretamente fresco pelos
consumidores. No entanto, frutas comercialmente maduras encontram aplicacdes
potenciais na preparacdo de xaropes, frutas secas, iogurtes, geleias, néctares e doces
(ANNEGOWDA; BHAT, 2016).

O mamao € uma importante fonte de nutrientes funcionais, como minerais (célcio,
ferro, potdssio, s6dio), vitaminas (A, B1, B2, C) e carotenoides (licopeno, -caroteno, 3
criptoxantina) (SCHWEIGGERT et al., 2011a). Além da fruta, existe uma alta demanda
por papaina, uma enzima digestiva obtida da papaia, que possui um grande valor como

ingrediente agregado nas industrias farmacéutica, de cosméticos e de alimentos (para
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aplicacdes como fabricagdo de cerveja e amaciamento de carne) (ANNEGOWDA;
BHAT, 2016).

Porém, o rapido amolecimento dos frutos durante 0 amadurecimento aumenta a
suscetibilidade a danos mecanicos e as infec¢cdes por patégenos, reduzindo o prazo de
validade e aumentando as perdas pds-colheita (CHEN; MANENOI; PAULL, 2005). As
perdas pds-colheita de mamao ocorrem ao longo de toda a cadeia de valor devido a rapida
deterioracdo de seus componentes quimicos, o que resulta em uma vida util curta do
produto fresco (UDOMKUN et al., 2015).

Diante dessa problematica relacionada a comercializacao e consumo do mamao
fresco, uma diversidade de tecnologias sdo estudas para conservacao e processamento
desse fruto em busca de minimizar as perdas pds-colheita e melhorar aproveitamento de
sua composi¢ao quimica. A titulo de exemplo, pode-se citar o estudo realizado por Farina
et al. (2020), no qual, foi estudado a aplicacio pds-colheita do revestimento comestivel
baseado em gel aloe vera para melhorar a qualidade e a estabilidade do armazenamento
do mamao fresco. Silva Neto et al. (2019) investigaram o efeito do 0zOnio na conservagao
pOs-colheita de mamao, visando o controle da antracnose e o aumento da vida util dos
frutos. Ja Vilaplana et al. (2020) estudaram a combinag¢do de tratamento de dgua quente
e revestimento de quitosana para controle da antracnose em mamao durante o periodo
pos-colheita.

Além dos estudos para a conservacao do fruto fresco, 0 mamao € um fruto com
grande potencial para o processamento na industria. Sendo utilizado na composi¢ao € no
desenvolvimentos de novos produtos, aliado a aplicacdo de tecnologias eficientes para
conservacdo da qualidade nutricional, como observado no estudo desenvolvido por
Swada; Corcuera e Engeseth (2020), em que foi relatado o impacto do processamento
térmico alternativo e ndo térmico na atividade enzimdtica de néctares de mamao e
morango e suas misturas. Outro exemplo do processamento do mamao para melhor
aproveitamento e desenvolvimento de novos produtos € o estudo apresentado por Silva
Junior et al. (2018), no qual a influéncia do ultrassom e da secagem assistida a vacuo foi

avaliada nos parametros de qualidade do mamao.

3.2. Filme e revestimento comestivel
Filmes e revestimentos comestiveis biodegraddveis como ceras, sdo utilizados ha
séculos para evitar a perda de umidade e criar uma superficie brilhante em frutas. O uso

de filmes em alimentos data do século XII na China, onde as ceras eram usadas para
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revestir frutas citricas para retardar a perda de 4dgua (DEHGHANI; HOSSEINI;
REGENSTEIN, 2018). O primeiro filme comestivel usado para preservacdo de alimentos
foi feito no século XV a partir de leite de soja (Yuba) no Japio (SANCHEZ-ORTEGA et
al., 2014).

Os revestimentos comestiveis podem ser definidos como um filme fino produzido
a partir de polissacarideos, proteinas, lipidios ou derivados, agindo como substituto
"verde" dos filmes a base de petréleo, podendo serem consumidos juntamente com o
produto e geralmente sdo aplicados na superficie dos produtos alimenticios por
escovacdo, pulverizagdo ou imersdo (DIANIN et al., 2019). Enquanto, um filme
comestivel ¢ uma camada fina pré-formada, feita de material comestivel que, uma vez
formado, pode ser colocado sobre ou entre alimentos (MCHUGH, 2000).

A aplicacao de revestimentos comestiveis nos alimentos ja foi demonstrada como
eficaz para controlar a vida util dos produtos nas prateleiras, retardando reacdes
prejudiciais como enzimdtica, fisica e quimica, levantando uma barreira fisica ou
termodinamica que retarda a movimentacao de vapor de dgua e oxigénio (FALGUERA
et al., 2011; SOUKOULIS et al., 2014).

Seu uso em aplicagdes alimentares e produtos, especialmente altamente
pereciveis, como os de horticultura, baseia-se em algumas propriedades particulares,
como custo, disponibilidade, atributos funcionais, propriedades mecanicas (flexibilidade,
tensdo), propriedades Opticas (brilho e opacidade), efeito de barreira contra o fluxo de
gases, resisténcia estrutural a dgua e micro-organismos e aceitabilidade sensorial
(FALGUERA et al., 2011).

Revestimentos e filmes comestiveis sdo geralmente classificados de acordo com
seu material estrutural. Dessa maneira, filmes e revestimentos sdo baseados em proteinas
(gelatina, caseina, albumina do ovo, gliten de trigo, proteina de soro de leite, proteina de
soja e proteinas miofibrilares), lipidios (monoglicerideos acetilados, dcido estedrico, ceras
e ésteres de acido graxo), polissacarideos (amido, pectina, celulose, alginato, carragena,
alfarroba) ou compésitos (AMADO, 2017; FALGUERA et al., 2011).

A otimizacdo da composicao dos filmes comestiveis estd em uma das etapas mais
importantes da pesquisa nesse campo, pois devem ser formulados de acordo com as
propriedades das frutas e vegetais aos quais devem ser aplicados (ROJAS-GRAU;
SOLIVA-FORTUNY: MARTIN-BELLOSO, 2009). Além disso, a produgdo de filmes e
revestimentos comestiveis combinando varios polissacarideos, proteinas e lipideos, é

considerada com o objetivo de tirar vantagens das propriedades de cada composto e da
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sinergia entre eles (FALGUERA et al., 2011). As propriedades mecanicas e de barreira
desses filmes nao dependem apenas dos compostos utilizados na matriz polimérica, mas
também de sua compatibilidade (SILVA; BIERHALZ; KIECKBUSCH, 2009).

Segundo Dehghani; Hosseini e Regenstein (2018), os revestimentos a base de
polissacarideos sdo 0s mais comuns; no entanto, como os polissacarideos sdo geralmente
muito hidrofilicos, o efeito de barreira a umidade € desprezivel, mas proporcionam uma
permeabilidade seletiva para Oz e COz e resistem a migracao lipidica. J4 as proteinas sdo
6timos materiais para a formacao de filmes e revestimentos comestiveis, pois apresentam
excelentes propriedades mecanicas e estruturais, mas apresentam uma fraca capacidade
de barreira contra a transferéncia de umidade. Esse problema ndo é encontrado nos
lipidios devido as suas propriedades hidrofébicas, especialmente naqueles com altos
pontos de fusdo, como cera de abelha e de carnauba (FALGUERA et al., 2011).

Os tipos de materiais utilizados na elaboracdo de fimes e revestimentos
biodregraddveis apresentam vantagens e limita¢des inerentes ao uso em filmes de acordo
com a classe quimica. Quanto aos polissacarideos, a maioria deles é neutra, embora
algumas gomas sejam carregadas negativamente. Devido a presenca de um grande grupo
de hidroxilas e outros grupos polares em sua estrutura, as ligacdes de hidrogénio tém uma
funcdo crucial na formagdo do filme e nas caracteristicas finais (AZEREDO, 2012). Os
filmes de polissacarideos sdo geralmente formados por interrup¢des nas interacdes entre
segmentos de polimeros durante a coacervacao e formacao de novas ligagdes hidrofilicas
intermoleculares ap0s a evaporacao do solvente (JANJARASSKUL; KROCHTA, 2010).

As proteinas atrairam a atencdo da pesquisa e ganharam importancia como
potencial material de produgcdo de embalagem comestiveis, por fornecerem uma
variedade quase ilimitada de materiais formadores de filmes provenientes de diversas
fontes que diferem naturalmente na sequéncia de aminoacidos (JANJARASSKUL;
KROCHTA, 2010). Dehghani, Hosseini e Regenstein (2018), explicaram que o principal
mecanismo de formagao de filmes de proteinas inclui a desnaturacao da proteina iniciada
por calor, solventes ou alteracdo do pH, seguida pela associacao de cadeias peptidicas por
meio de novas interagdes intermoleculares. Filmes baseados em proteinas geralmente t€ém
boas propriedades mecanicas e Opticas, com boa barreira contra o transporte de Oz, CO2,
aroma e lipidios; no entanto, a barreira e as propriedades mecanicas dos filmes de
proteinas sdo comprometidas pela umidade devido a sua natureza hidrofilica inerente

(JANJARASSKUL; KROCHTA, 2010).
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Filmes e revestimentos comestiveis baseados em materiais hidrofébicos, como
lipidios, tém sido utilizados, particularmente, para limitar a transmissao de umidade dos
alimentos (DEHGHANI; HOSSEINI; REGENSTEIN, 2018). Ao contrario de outras
macromoleculas, os compostos lipidicos e de resina nao s@o biopolimeros, ndo sendo
capazes de produzir filmes coesos e autossustentdveis, uma vez que ndo tem um grande
nimero de unidade de repeticio conectadas por ligacdes covalante para formar uma
grande estrutura molecular (JANJARASSKUL; KROCHTA, 2010). Assim, eles sdo
usados como revestimentos ou incorporados em biopolimeros para formar filmes
compostos, proporcionando uma boa barreira ao vapor de dgua, gracas a sua baixa
polaridade (GREENER; FENNEMA, 1989).

Os filmes e revestimentos compostos, sdo elaborados com o objetivo de combinar
as propriedades funcionais de cada material e superar suas falhas. A maioria dos filmes
compostos estudados até o momento envolve a combinacio de compostos lipidicos com
uma matriz estrutural a base de hidrocoldides, uma vez que revestimentos e filmes
comestiveis a base de polissacarideos e proteinas, sdo geralmante barreiras gasosas
eficientes e t€ém propriedades mecinicas moderadamente boas a baixa umidade relativa,
enquanto os lipideos sdo eficazes contra migracdo de umidade, mas suas propriedades
mecanicas sao inferiores as dos filmes hidrocoléides devido sua natureza nao polimérica
(JANJARASSKUL; KROCHTA, 2010).

Combinacdes entre polissacarideos e proteinas também sdo utilizadas para
formulacdo de filmes e revestimentos comestiveis. Segundo McClements (2015) os
complexos de polissacarideos e proteinas poderiam melhorar a resisténcia das emulsdes
a estresses ambientais como pH, forca idnica e temperatura. Misturas de proteinas e
polissacarideos sob condic¢des especificas (pH, for¢a idnica, temperatura, agitacao) ou em
determinadas quantidades podem resultar em solucdes conjugadas que formam filmes
complexos com maior estabilidade e funcionalidade em relacdo aos filmes formados com

somente um dos biopolimeros (MURILLO-MARTINEZ et al., 2011).

3.2.1. Gelatina

Gelatina € um material macromolecular natural extraido de peles, ossos e tecidos
conjuntivos de animais. As propriedades funcionais da gelatina estdo estreitamente
relacionadas com a sua composi¢ao de aminoécidos e distribui¢ao de massa molar. Além
disso, os aminodcidos (prolina e hidroxiprolina) sdo reconhecidos por desempenhar um

papel fundamental na renaturacio da gelatina durante a gelificacdo. Gelatina com maior



33

teor de aminodcidos exibem melhores propriedades viscoeldsticas, que sdo positivas em
relacdo a capacidade de formacgdo de gel (CHEN et al., 2015).

A gelatina é um derivado proteico do coldgeno, extraido pelo aquecimento de
tecidos conjuntivos como tenddes, cartilagens e ossos, além de pele de animais como
peixes, bovinos e suinos. O coldgeno insoldvel é convertido em gelatina soldvel por
tratamentos hidroliticos (KIM et al., 2006; MARFIL, 2014). As principais propriedades
tecnoldgicas da gelatina envolvem capacidade de gelificagdo, estabilizacdo, texturizacdo,
emulsificacdo, adesividade, sedimentacdo e encapsulamento. Portanto, é amplamente
utilizada nas industrias alimenticias e farmacéuticas. Na industria de alimentos, a gelatina
tem uma variedade de aplicacdes, incluindo a formacdo de gel em gelatinas, formacdo de
espuma e estabilizacdo de gelados, de emulsdo em produtos cdrneos e no iogurte (CEBI
et al., 2016).

Ademais é um polimero natural, biodegradavel e ndo txico, cuja composicao
tipica contém 14% de teor de dgua, 84% proteina e 2% de cinzas. A proteina consiste de
uma mistura de aminodcidos, cuja composi¢do depende da fonte da qual é extraida
(GILSENAN; ROSS-MURPHY, 2000).

Marfil (2014) explica que as gelatinas possuem cardter anfétero, ou seja,
apresenta-se negativamente carregadas acima de seu ponto isoelétrico e positivamente
abaixo dele, o que permite seu emprego na técnica de microencapsulagio. E possivel obter
dois tipos de gelatina, dependendo do procedimento de pré-tratamento, e sdo conhecidos
comercialmente como gelatina tipo A (ponto isoelétrico a pH 8 € 9) e gelatina tipo B
(ponto isoelétrico pH 4 e 5) obtidos sob condi¢des de pré-tratamento dcido e alcalino,
respectivamente (GOMEZ-GUILLEN et al., 2011).

Como material de revestimento, a gelatina possui propriedades mecanicas
desejadas, baixo custo de producao, propriedades de barreira eficaz contra o oxigénio,
di6éxido de carbono e lipideos (ALCANTARA et al., 2019; JIANG et al., 2010). No
entanto, o uso de gelatina em revestimentos de alimentos € limitado por suas propriedades
de barreira a umidade fracas e alta capacidade de ligacdo a d4gua, o que resulta em inchago
ou dissolucdo do filme resultante do contato com alimentos aquosos (GOMEZ-GUILLEN
et al., 2011).

Entretanto, a eficicia de revestimentos comestiveis para frutas, vegetais e peixes
depende muito da molhabilidade dos revestimentos, que por sua vez afeta a espessura e a
uniformidade do revestimento e, consequentemente, influencia a permeabilidade e as

propriedades dos revestimentos apds a secagem (ALCANTARA et al., 2019).
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3.2.2. Inulina

A relevancia da inulina para a industria alimenticia baseia-se em seu uso cada vez
maior como substituto de gordura e acgticar, como texturizador especialmente em produtos
lacteos com baixo teor de gordura e como meio de melhorar as caracteristicas de um
produto alimenticio, contribuindo para melhorar as condicdes do sistema gastrointestinal,
¢ devido a essas propriedades que as industrias alimenticias e farmacéuticas vém
encontrando aplicacdo de inulina e seus derivados, como frutooligossacarideos, na
producdo de alimentos funcionais, compdsitos nutricionais e medicamentos
(APOLINARIO et al., 2014; MUZZARELLI et al., 2012).

As fibras das frutas e verduras sdo especialmente utilizadas como aditivos
alimentares funcionais devido as suas propriedades prebidticas, promovendo o
crescimento de bactérias sauddveis no intestino; entretanto, apesar do interesse em
incorporar compostos nutracéuticos em produtos alimenticios, sua integracdo em
revestimentos comestiveis tem sido pouco estudada (MOREIRA et al., 2015).

A inulina é um polissacarideo ndo digerivel que pertence a uma classe de fibras
alimentares conhecidas como frutanos (MOREIRA et al., 2015), com uma cadeia -D-
frutose ligada por (2 — 1) ligacdes glicosidicas e uma molécula terminal de o-D-
glucopiranose ligada a uma cadeia de frutose através de uma ligagao glicosidica (1 < 2).
Inulina € encontrada principalmente em tubérculos de alcachofra, chicéria, yacon e raizes
de bardana (CAQO; YANG; SONG, 2018).

O grau de polimerizacdo (DP) da inulina varia de 2 a 60, dependendo da planta
fonte, maturidade na colheita, condi¢des pods-colheita e técnicas de processamento
(MENSINK et al., 2015). Dependendo do grau de polimerizacdo, a inulina exibe
capacidade de formacdo de microcristais e de gel, e compatibilidade com outros
polimeros (APOLINARIO et al., 2014). A propriedade gelificante da inulina §é
grandemente influenciada pela concentra¢do de inulina, quantidade total de substancia
seca, fatores de cisalhamento como temperatura, tempo, velocidade ou pressao e, além
disso, pelo tipo de instrumento de cisalhamento utilizado; no entanto, ndo € afetado pelo

pH (entre 4 ¢ 9) (SHOAIB et al., 2016).

3.3. Filme e revestimento comestivel como veiculo para probiédticos
Os revestimentos comestiveis tém alto potencial para transportar ingredientes
ativos, como agentes anti-escurecimento, corantes, sabores, nutrientes, especiarias e

compostos antimicrobianos que podem prolongar a vida util do produto e reduzir o risco
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de crescimento de patégenos nas superficies dos alimentos (PRANOTO; SALOKHE;
RAKSHIT, 2005).

Nas formulacdes de embalagens comestiveis, a adi¢cao de certos compostos para
conferir novas propriedades € frequentemente considerado. Os compostos a serem
incorporados sdao de natureza diferente e podem ser limitados para manter a qualidade e
a segurancga dos alimentos (embalagem ativa), ou podem até levar a um potencial efeito
benéfico a saide do consumidor (embalagem bioativa) (LACEY et al., 2012).

Revestimentos comestiveis podem ser utilizados como matrizes de
encapsulamento para muitos compostos bioativos. O processo de encapsulamento é
baseado no efeito de incorporacio de um revestimento comestivel, que cria um
microambiente na matriz estrutural capaz de controlar as interacdes entre a parte interna
e a externa (RAVICHANDRAN et al., 2014).

No campo da tecnologia de preservacdo de frutas e vegetais, os revestimentos
comestiveis apareceram como uma op¢ao para prolongar a vida util principalmente dos
produtos frescos, além de possivelmente atuarem como portadores de culturas probidticas
(SHIGEMATSU et al., 2018). Diante disso, tem-se observado o aumento de pesquisas
relacionadas a incorpora¢do de micro-organismos probidticos em filmes e revestimentos
comestiveis, com intuito de aplicar em produtos alimenticios diversificados. Tapia et al.
(2007), desenvolveram um dos primeiros estudos relacionados a adicdo de probidticos
em filmes comestiveis a base de alginato e goma gelana para revestimento de maca e
mamao minimamente processados.

Lacey et al. (2012) ao estudar filmes de dgar contendo extrato de chd verde e
bactérias probidticas para prolongar a vida util dos peixes, verificaram que os filmes com
cha verde e probidticos foram capazes de prolongar o prazo de validade da pescada por
pelo menos uma semana e aumentar o nimero de bactérias benéficas do acido latico.

Efeitos da adic¢do de probidticos em filmes utilizados para revestimentos de frutas
foram relatados por Dianin et al. (2019), nos quais, aplicaram biofilmes comestiveis
formulados com Whey Protein Isolate e cultura probidtica de Lactobacillus casei em uvas
e tomates, obtendo resultados positivos. Pesquisas recentes reportaram o estudo de
revestimentos probidtico aplicados em cenouras frescas minimamente processadas
(SHIGEMATSU et al., 2018) e em pedacgos de ma¢a e melao (SPERANZA et al., 2018),
dos quais, foi verificado que os revestimentos comestiveis a base de alginato mostrou-se

eficiente, ndo afetando a viabilidade do probidtico, no entanto, ndo foram observados
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estudo relatando a aplicacdo de revestimentos probidticos para desenvolver produtos

desidratados.

3.4. Probiéticos

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitiria (ANVISA),
probidticos sdo micro-organismos vivos que, quando administrado em quantidades
adequadas, confere um beneficio a saide do individuo (BRASIL, 2018). Para fornecer
beneficios para a saide do hospedeiro, é necessario manter a viabilidade dos probidticos
(vp) acima do minimo terapéutico (vp > 10° UFC mL™), sendo influenciada pela
composi¢do da matriz alimentar e pelas condi¢des de processo (HUSSAIN et al., 2016).
No entanto, recomenda-se a ingestdo do minimo de 10® UFC mL™' para compensar a
redugdo que acontece no nimero de micro-organismos vidveis durante a passagem pelo
trato gastrintestinal (PIMENTEL, 2011).

Segundo Raizel et al. (2011) alguns individuos podem vivenciar pouco dos efeitos
colaterais relacionados a ingestdo dos probidticos devido a morte dos patégenos no
ambiente intestinal, visto que esses liberam produtos celulares téxicos, reacdo chamada
de “die-off reaction”. Nesses casos, indica-se persistir no uso dos probidticos para que
haja melhora dos sintomas.

Salminen et al. (1999) definiram probidticos como preparacdes de células
microbianas ou componentes de células microbianas que t€ém um efeito benéfico na saude
e no bem-estar do hospedeiro. Quirds-Sauceda et al. (2014) especularam que alguns dos
mecanismos por tras dos efeitos probidticos na saide podem nao depender da viabilidade
das células e, portanto, também é possivel que probidticos ndo vidveis possam ter alguns
beneficios a saide. Mesmo ndo sendo claro o mecanismo de acdo, esse parece estar
associado a adesdo, em que, a adesdo probidtica aos tecidos hospedeiros facilita as
interacdes micro-organismo e hospedeiro, podendo ser um determinante essencial para
eficdcia probidtica. Alguns relatos sugerem que probidticos vidveis e ndo vidveis sao
igualmente aderentes ao muco intestinal (LAHTINEN, 2012).

Inimeros sdo os beneficios atribuidos aos probidticos, sendo os principais
determinados a partir de resultados de estudos clinicos, enquanto outros sdo adquiridos
com base em testes in vitro, que necessitam de transposicao in vivo para serem avaliados.
Contudo, interesses clinicos primarios quanto aos probidticos relatados na literatura t€m
sido relacionados com o tratamento de doengas infecciosas incluindo diarreia viral ou

bacteriana e doencas inflamatorias cronicas. Os mecanismos e a eficdcia dos efeitos
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probidticos sdo descritos como dependentes das frequentes interacdes com a microbiota
especifica do hospedeiro ou com as células imunocompetentes da mucosa intestinal
(FURTADO, 2017; SAAD et al., 2013). Além disso, alguns probidticos podem ser usados
como compostos antimicrobianos contra patégenos alimentares, sendo esses compostos,
peptideos produzidos ribossomaticamente por bactérias do acido lactico e podem ser
considerados conservantes ou biopreservadores naturais (SHARAFI et al., 2013).

Muitos fatores como acidez, teor de oxigénio e concentracdo de dcidos lético e
acético, afetam a sobrevivéncia dos probidticos nos alimentos e no trato gastrointestinal
do hospedeiro. Diante disso, varios métodos tém sido utilizados para aumentar a
viabilidade de probidticos, incluindo sele¢do de cepas resistentes, adaptacio ao estresse,
incorporagdo de micronutrientes e microencapsulacdo (ROKKA; RANTAMAKI, 2010).

O uso de alimentos como transportadores de probidticos ajudam a tamponar o
probidtico através do trato gastrointestinal, regular sua colonizac@o e por conter outros
ingredientes funcionais, que podem interagir com probidticos para modificar sua
funcionalidade e eficdcia. Por esse motivo, a incorporacdo de probidticos a produtos
alimenticios tem aumentado, para garantir produtos que tragam seguranca e satde para o
consumidor (QUIROS—SAUCEDA et al., 2014).

Os probidticos sdo geralmente transportados por meio de leites fermentados,
laticinios ou produtos farmacéuticos. No entanto, o aumento da incidéncia de intolerancia
a lactose, alergias as proteinas do leite, algumas preocupagdes com o colesterol e a
dissemina¢do mundial de novos estilos de vida (veganos e vegetarianos) sdo as principais
causas de um interesse crescente por alimentos probidticos nao lacteos, como os veiculos
vegetais para probidticos (SPERANZA et al., 2018).

As cepas probidticas mais comumente aplicadas, relatadas na literatura,
pertencem aos géneros de Bidobacterium e Lactobacillus. Lactobacillus spp. sendo um
dos probidticos mais amplamente utilizados podendo ser encontrados em uma grande
variedade de produtos alimenticios em todo o mundo. O género Lactobacillus
compreende um grande grupo heterogéneo de bactérias anaerdbias facultativas Gram-
positivas, ndo esporuladas, que incluem L. acidophilus, L. rhamnosus, L. bulgaricus, L.
casei, L. reuteri, entre outros. Esse género desempenha um papel muito importante na
fermentacdo de alimentos e também pode ser encontrado no sistema gastrointestinal de
humanos e animais em quantidades varidveis, dependendo da espécie, idade do
hospedeiro ou localizagdo dentro do intestino (DUAR et al., 2017; MU; TAVELLA;
LUO, 2018).
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Os Lactobacillus estao associados a producdo de alimentos por causa da acdo
conservante decorrente da acidificagdo e/ou aprimoramento do sabor, textura e nutri¢do,
causando rdpida diminui¢do do pH na matéria-prima através da produgdo de acido lactico
como principal produto catabdlico (GIRAFFA; CHANISHVILI; WIDYASTUTI, 2010).
Além disso, a atividade proteolitica e a producdo de compostos aromaticos, bacteriocinas
e exopolissacarideos sao relevantes para a qualidade e o valor nutricional do produto final,
ampliando o espectro de aplicacdes biotecnoldgicas desse importante grupo de bactérias

do 4cido lactico (LEROY; DE VUYST, 2003).

3.4.1. Lactobacillus salivarius

Os Lactobacillus sdo excelentes candidatos a métodos de controle alternativos
devido a natureza autdonoma e a dominincia da microbiota do trato gastrointestinal
superior. Nos ultimos anos, Lactobacillus salivarius ganhou atengdo como espécie
probidtica promissora. A espécie L. salivarius deve seu nome as propriedades 'salivares'
da cavidade oral da qual foi isolada pela primeira vez (ROGOSA et al., 1953).

O L. salivarius € um lactobacilo homofermentativo isolado da cavidade oral do
homem (GIRAFFA; CHANISHVILI; WIDYASTUTI, 2010). Cresce em condi¢des
anaerdbicas, com pH 6timo sendo na faixa de 5,5 a 6,5, produtor de dcido lactico e dcidos
graxos de cadeia curta a partir da fermentacdo da glicose; com capacidade de inibir o
crescimento de patdgenos bacterianos (SAYAN et al., 2018).

Propriedades probidticas foram atribuidas a muitas espécies de L. salivarius, como
a capacidade de modular a microbiota, produzir substancias antimicrobianas, estimular a
resposta imune protetora, inibir a atividade enzimatica fecal, produzir 4dcidos graxos da
cadeia curta, permitindo uma acidificagdo conveniente do intestino (DOBSON et al.,
2012; MESSAOUDI et al., 2013).

Estudos recentes mostraram as agdes potenciais do L. salivarius em cérie dentdria,
doencas perdontal e mau hdélito (HIGUCHI et al., 2019), como antimicrobiano
(KRZYSCIAK et al, 2017) e no auxilio e prevengdo no tratamento de doengas
inflamatérias do intestino (RAJKUMAR et al., 2015). Diante desses beneficios, estudos
sobre a utilizacdo de matrizes alimenticias para o transporte de probidticos tem crescido,
uma vez que a populacdo mundial tem buscado alimentos de qualidade com atributos que
implicam em melhorias na saide humana, e o Lactobacillus salivarius é um probidtico

promissor.
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3.5. Filme e revestimentos comestiveis como pré-tratamento a secagem

Pesquisas relacionadas ao uso de revestimentos comestiveis em frutas sdo
frequentemente voltadas para a conservacao pds-colheita de frutos e vegetais; no entanto,
a utilizacdo de revestimentos comestiveis anteriores a secagem de frutas tem sido relatada
na literatura. H4 alguma indica¢do de que, durante o processo de secagem, a aplicacio
desses revestimentos pode reduzir a perda de aroma, cor e nutrientes, reduzindo a difusao
de oxigénio nos alimentos, minimizando a incorporacdo de solutos e mantendo a
integridade fisica do produto (LAGO-VANZELA et al., 2013).

A contribuic@o dos revestimentos comestiveis para a reteng¢ao de nutrientes antes
da secagem, deve-se a diminuicao do contato da matéria vegetal com o oxigénio durante
o processo de secagem, porém, esses biopolimeros utilizados no revestimento podem
afetar a eficiéncia da secagem e sua escolha deve ser baseada na permeabilidade de gas e
agua, que variam com o teor de dgua (CUQ; GONTARD; GUILBERT, 1995; LAGO-
VANZELA et al., 2013).

Molina Filho, Frascareli e Mauro (2016), estudaram os efeitos de um pré-
tratamento de revestimento comestivel de pectina e branqueamento na cinética de
secagem ao ar de abobora (Cucurbita moschata), os quais concluiram que o revestimento
de pectina nas condicdes estudadas era promissor para o pré-tratamento na secagem de
abdrbora, observaram tambpem que o revestimento aumentava ligeiramente o tempo de
secagem, ndo afetando a eficiéncia da secagem.

Altas reten¢des de compostos fendlicos e carotenoides totais foram relatado no
estudo dos efeitos de revestimentos a base de pectina contendo subprodutos de goiaba
sobre a cinética de secagem e as propriedades nutricionais da goiaba vermelha, no qual,
0s autores constataram que os revestimentos melhoraram a qualidade nutricional sem
causar grande impacto nos tempos de secagem (TODISCO et al., 2018).

Os efeitos de revestimentos comestiveis a base de polissacarideos em kiwis
também foram relatados por Oliveira e Silva (2017), mostrando o potencial do uso de
revestimentos comestiveis como uma alternativa para obter alimentos secos de alta
qualidade, reduzindo a perda de vitamina e o escurecimento do produto sem afetar a
transferéncia de massa durante a secagem por ar quente.

Estudos com aplica¢do de materiais a base de polissacarideos e proteinas tem sido
utilizado como agente de protecdo térmica, visando aumentar a viabilidade de micro-
oganismos com potencial probidtico em processos de secagem. O uso desses materiais na

elaboracgdo de revestimentos comestiveis contendo micro-organismos probidtico tém sido
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amplamente estudado, devido a possibilidade de aplicagdo em uma grande variedades de
produtos. No entanto, a aplicagdo de revestimentos comestiveis adicionados de micro-
organismos probidticos em frutas antes do processo de secagem convectiva, ainda é
escasso. Porém, pesquisas similares a proposta neste trabalho foram realizados por
Rodrigues et al. (2018) no desenvolvimento de cubos probidticos secos de maca
incorporados com Lactobacillus casei NRRL B-442 por processo de desidratacdo
osmotica, sugerindo que o micro-organismo protegido por uma matriz alimentar,
minimizaria o problema da viabilidade desse durante a secagem, uma vez qualquer

tratamento térmico afetara sua viabilidade.

3.6. Secagem

A secagem € um importante método de preservacido de frutas e vegetais, pois
remove a umidade dos alimentos e reduz a atividade da agua, retardando a acdo das
enzimas e minimizando as reagdes de deterioracdo mediadas pela dgua durante o
armazenamento (SILVA et al., 2015).

Uma das principais preocupacdes no processo de secagem € fornecer condi¢des
ideais para obtencao de produtos de qualidade, que podem ser obtidos através da analise
dos parametros de transferéncia de umidade em termos de difusividade e coeficiente de
transferéncia de umidade (BEZERRA et al., 2015), uma vez que a secagem §&,
provavelmente, o processo da industria que consome mais energia, correspondendo até
15% de todo uso industrial de energia (CHUA et al., 2001). Portanto, qualquer melhoria
na eficiéncia do processo de secagem de alimentos levard a um desenvolvimento
sustentdvel da perspectiva da energia global (KUMAR; KARIM; JOARDDER, 2014).

A taxa de secagem e as propriedades do produto seco dependem das condi¢des
externas do processo como temperatura do ar, umidade, velocidade e dire¢dao do fluxo de
ar e de condicdes internas como a geometria, espessura, forma e estrutura do produto
(CASTRO; MAYORGA; MORENO, 2018).

Outra questao importante na secagem de alimentos € a qualidade do produto seco.
A secagem causa alteracdes nas propriedades dos alimentos, incluindo descoloragao,
perda de aroma, alteracOes na textura, valor nutritivo e alteracdes na aparéncia e na forma
fisica (QUIRIINS, 2006). De acordo com Kumar, Karim e Joardder (2014), a condi¢ao
do ar de secagem tem um grande efeito nos atributos de qualidade do produto seco, sendo
visto que, em temperaturas mais alta, reduz o tempo de secagem, mas pode resultar em

baixa qualidade do produto final. Por outro lado, condi¢des suaves com temperaturas mais
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baixas podem melhorar a qualidade do produto, mas diminui a taxa de secagem,
prolongando o periodo de secagem.

O ajuste das condi¢des de processamento como temperatura, tempo e adi¢do de
pré-tratamentos a secagem, permite obter melhorias na qualidade de alimentos
desidratados. Além do que, as diferentes técnicas de secagem podem propiciar

caracteristicas peculiares ao produto seco.

3.7. Frutas secas probiéticas

As frutas sdo materiais bioldgicos e fonte de muitos compostos biolégicos, de
sabor e aroma, de interesse para a saide e a indudstria (CASTRO; MAYORGA;
MORENO, 2018). Segundo Chang, Alasalvar e Shahidi (2016), as frutas constituem uma
parte importante da dieta humana, desempenhando um papel importante na prevengao
primdrias e secunddrias de doencas transmissiveis, isso porque as frutas fornecem
vitaminas essenciais, minerais e vdrios fitoquimicos que conferem beneficios
significativos a saide.

A maioria das frutas frescas sdo processadas por diversas técnicas para que
possam ser consumidas ao longo do ano, uma vez que a maioria das frutas comuns sao
produzidas sazonalmente e, portanto, pode ndo estd disponivel em condicdes frescas
durante o ano (CHANG; ALASALVAR; SHAHIDI, 2016).

A secagem é uma das técnicas mais amplamente utilizada na conservacdo de
frutas, pois a reducio do teor de dgua reduz a atividade microbiana e deterioracdo do
produto. No entanto, cada produto precisa ser seco de maneiras diferentes, usando etapas
apropriadas de pré e pds-processamento, para agregar valor satisfatério ao produto
alimenticio, uma vez que algumas mudangas fisicas, e em alguns casos, reacdes quimicas
e bioquimicas desejdveis ou indesejaveis, podem ocorrer na operagdo de secagem,
levando a alteracdes na qualidade do produto final (OMOLOLA; JIDEANI; KAPILA,
2017).

Embora as passas, os figos, as tdmaras, as ameixas e os damascos sejam os frutos
secos mais comuns no mercado, as lojas de alimentos e os mercados locais oferecem
muito mais opcdes, como magds secas, abacaxi, frutas, mangas e mamao, entre outros
(CHANG; ALASALVAR; SHAHIDI, 2016).

Atualmente, tem-se observado um crescimento na busca por produtos probidticos
sauddveis e como alternativas ao consumo de derivados l4cteos. Isso tem sido

evidenciado pelo crescente nimero de pesquisas nesse campo de conhecimento. Os



42

alimentos que contém micro-organismos probidticos estdo entre os vdrios alimentos
funcionais atualmente disponiveis no mercado, estimando-se um crescimento de 38%
entre os anos de 2016 e 2021 para o mercado global de probiéticos (RODRIGUES et al.,
2018).

A incorporacdo de probidticos em frutas secas, como alternativa saudavel a
lanches salgados ou acucarados tem despertado o interesse dos pesquisadores e da
inddstria alimenticia. Zura-Bravo et al. (2019) estudaram a cinética de secagem de bagas
de murta impregnadas com probidtico (Lactobacillus casei) para obtencdo de um lanche
seco com probidticos, observando diferenga na concentragao de células viaveis conforme
a técnica de secagem aplicada. A viabilidade de incorporar Lactobacillus plantarum em
cubos de maga durante a desidratacdao osmética foi investigado por Emser et al. (2017),
mostrando ser eficiente no processo de incorporacao do probidtico em frutas.

Os efeitos de diferentes métodos de secagem na qualidade, viabilidade e
estabilidade do armazenamento de lanches enriquecidos com probidticos, revelaram que
o método de secagem de liofilizacdo seguida de secagem a vacuo por micro-ondas pode
ser usado como um método de secagem adequado para o desenvolvimento de lanches de
maca enriquecidos com probidticos, considerando cor, textura, qualidade sensorial,
viabilidade bacteriana e estabilidade de armazenamento (LI et al., 2018).

A impregnacdo de Lactobacillus rhamnosus por desidratacdo osmdtica em
solug@o hipertonica de sacarose 50%, seguida de secagem por liofilizagdo de fatias de
banana, mostraram que € possivel obter frutos secos enriquecidos com probidtico e com
boa estabilidade de armazenamento (RASC()N et al., 2018). No entanto, notou-se a
necessidade do estudo de novas técnicas de incorporagdo de probidticos em alimentos,
otimizando o processo € minimizando custos da producdo e, a0 mesmo tempo

preservando a qualidade nutricional do produto seco.

3.8. Modelagem matematica

3.8.1. Modelos matematicos na microbiologia

A microbiologia preditiva € uma ferramenta que vem sendo amplamente utilizada
pela industria para determinar o tempo de vida util do produto, uma vez que reagdes de
deterioracdo podem ocorrer em fung¢do do crescimento de micro-organismos
deteriorantes. No entanto, os alimentos contendo cepas probidticas € destaque dentre as
buscas por alimentos saudéaveis. O uso de modelos preditivos na elaboragdo de novos

produtos podem ser uma ferramenta essencial para ajudar a esclarecer como condi¢des
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especificas que prevalecem no ambiente alimentar influenciam a eficécia do crescimento
de bactérias do 4cido lactico e/ou da sua producao de metabdlitos (LEROY; DE VUYST,
2003). Segundo Whiting (1995) modelos preditivos descrevem o crescimento de micro-
organismos de maneira rdpida, eficiente e econdmica, em comparacdo com os métodos
tradicionais de enumeracao, que sao de alto custo e demorados.

Alguns tipos de modelos sdo utilizados no estudo da modelagem preditiva do
comportamento microbiano em alimentos, no qual Stavropoulou e Bezirtzoglou (2019)
explicaram os modelos cinéticos, modelos de probabilidade, modelos empiricos e outros.

Os modelos cinéticos podem prever os niveis de concentraciao associados a uma
determinada cepa microbiana, os quais sdo calculados com as taxas de crescimento ou
resposta a morte (SMITH; SCHAFFNER, 2004). Ja os modelos de probabilidade tém sido
usados para prever a produgdo de toxinas por micro-organismos. Esses modelos apenas
sugerem a probabilidade de crescimento bacteriano e suas toxinas, mas ndo a velocidade
com que o efeito ocorre (FAKRUDDIN et al., 2011; STAVROPOULOU:;
BEZIRTZOGLOU, 2019; STUMBO et al., 1983).

Os modelos empiricos oferecem relagdes matematicas entre entradas e saidas sem
qualquer ligacao da estrutura a um parametro fisico-quimico ou outro fator. A principal
desvantagem de tais modelos é a incapacidade de validar as condi¢cdes concretas
desenvolvidas. No entanto, esse procedimento obviamente simples €, na verdade,
oferecido por um software de planilha equipado com programacdes de plotagem de
grificos. Modelos empiricos baseados em relagdes de duas varidveis nos permitem
correlacionar a qualidade do produto final alcangada com o tempo de procedimento
(STAVROPOULOU; BEZIRTZOGLOU, 2019).

Os modelos matematicos empiricos utilizados na microbiologia preditiva sdo
categorizados principalmente como modelos primarios, secunddrios e tercidrios. Os
modelos primérios sdo equagdes matematicas que definem os dados de crescimento em
funcdo do tempo sob uma condicdo ambiental constante. O modelo de Baranyi
(BARANYT; ROBERTS, 1994) é o mais amplamente utilizado para descrever dados de
crescimento microbiano. Os modelos secundarios utilizam parametros determinados
pelos modelos primadrios para prever alteracdes na estrutura microbiana e na taxa maxima
de crescimento especifico em fun¢ao de fatores ambientais como a temperatura, oxigénio,
pH e atividade da dgua (aw). A taxa maxima de crescimento especifico, que € um dos
parametros cinéticos de crescimento mais critico, pode ser modelada usando os modelos

secundérios. A temperatura tem o papel fundamental de afetar o comportamento de



44

crescimento de micro-organismos nos alimentos. Os modelos de Ratkowsky
(RATKOWSKY et al., 1982) e Arrhenius (TAOUKIS; KOUTSOUMANIS; NYCHAS,
1999) sdo exemplos de modelos secunddrios frequentemente usados para determinar a
dependéncia de temperatura no crescimento microbiano. Modelos tercidrios sao formados
pela combinacdo de modelos primdrios e secunddrios € usam um computador como
ferramenta de estimativa, mas esses modelos sofrem com a falta de informacdes
experimentais em relacio a muitos alimentos especificos (TARLAK; OZDEMIR;

MELIKOGLU, 2020).

3.8.2. Modelos matematicos na secagem de alimentos

A modelagem matemadtica dos processos de secagem e a configuracdo
experimental sdo aspectos importantes da tecnologia de secagem (KARA; DOYMAZ,
2015). Modelagem matemadtica na secagem de frutas é o uso de equacOes matemaéticas
para prever o comportamento da operacao (WANG; CHEN; MUJUMDAR, 2007).

Modelos matematicos dos processos de secagem sdo usados para projetar novos
ou melhorar sistemas de secagem existentes ou mesmo para o controle do processo de
secagem (DOYMAZ, 2017).

Segundo Castro, Mayorga e Moreno (2018) existem vdrias etapas para abordagem
do modelo matematico de secagem, sendo essas etapas:

. Estabelecimento das equagdes dos fendmenos de transporte: essas equacoes

sdo baseadas no transporte geral, que governa a maneira pela qual o calor e
a transferéncia de massa se comportam;

. Estabelecimento das premissas do modelo: dimensionalidade, fendmeno de

transporte, propriedades do material, retracdo, entre outros;

. Defini¢do dos parametros dos frutos, que dependem das suposicoes e dos

parametros de contorno relacionados aos coeficientes de transferéncia;

. Resolugdo dos sistemas de equagdes parciais, através de métodos numéricos

ou analiticos e validacao de modelos com dados experimentais.

A importancia da modelagem é nao apenas fornecer previsdes do processo, mas
também extrair mais detalhes e obter novas ideias sobre o processo de secagem de frutas,
uma vez que, ndo existe um tipo universalmente vdlido para modelar o comportamento
de secagem, que funciona bem para todas os materiais biologicos (CASTRO;

MAYORGA; MORENQO, 2018).
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Embora frutas e vegetais apresentem caracteristicas estruturais e fisico-quimicas
proprias, o comportamento do teor de dgua do produto pode ser observdo ao longo do
tempo. Durante o processo, a 4gua se movimenta de zonas de alta umidade, encontradas
no interior do sélido, para zonas de baixa umidade, presente na superficie do produto, de
onde é removida sob a forma de vapor (TREYBAL, 1980). O comportamento das
transferéncias de calor e massa durante o processo de secagem, podem ser divididas em

trés periodos, indentificados na Figura 1.

kg de liquido/kg de sélido seco

X

©=Tempo, h

Fonte: (TREYBAL, 1980).

Figura 1. Curva de secagem tipica em condi¢des constantes de secagem.

Na Figura 1, o segmento AB representa o periodo de adaptacdo, em geral, a
superficie do produto estd mais fria que a temperatura que serd atingida ao final desse
periodo, ocorrendo aquecimento, proporcionando taxas de secagem crescentes. O
segmento BC caracteriza-se como periodo de taxa constante de secagem, onde ocorre a
vaporizacdo da dgua do alimento, sendo que a migracao interna da dgua € suficiente para
compensar a evaporacao superficial e manter a condi¢do de saturacio superficial. Nos
segmentos CD e DE ocorre a redugdo da taxa de secagem e o aumento da temperatura do
produto, caracterizado como o periodo decrescente (AMADO, 2017; TREYBAL, 1980).

As curvas de secagem sdo comumentes descritas compardveis de modelos
matematicos que podem ser classificados em duas categorias: aquelas que envolvem
equacgdes semitedricas, por exemplo, os modelos sob o conceito de camada fina e os
modelos tedricos baseados na fisica fundamental da secagem (CASTRO; MAYORGA;
MORENQO, 2018). O teérico mais comumente usado é a segunda lei da difusdo de Fick,

que foi usada com sucesso para descrever a cinética de secagem de alguns produtos
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alimenticios (SAMPAIO et al., 2017). No entanto, modelos semitedricos, baseados no
desenvolvimento serial da segunda lei de Fick, sdo os mais amplamente utilizados em
produtos alimenticios (AKPINAR, 2006).

Esses modelos geralmente baseiam-se em varidveis externas ao produto, como a
temperatura e a umidade relativa do ar de secagem. Entretanto, ndo fornecem indicac¢des
sobre os fendmenos de transporte de energia e de d4gua no interior dos graos e consideram
que todo o processo de secagem ocorre somente no periodo de taxa decrescente
(CORREA et al., 2007).

Esses modelos semitedricos ainda sdo utilizados e representam uma boa
ferramenta para a cinética de secagem de frutas. No entanto, o uso dos modelos tedricos
estd aumentando, gracas a disponibilidade do célculo numérico avancado e a sua
relevancia para o entendimento da secagem de frutas, uma vez que permite estudar a
transferéncia de calor, massa e momento em dois subdominios (fruta/ar) (CASTRO;

MAYORGA; MORENO, 2018).
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4. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Processamento e
Armazenamento de Produtos Agricolas, cujas coordenadas geograficas: 7° 12' 41.8" S
35° 54" 23.3" W, pertencente a Unidade Académica de Engenharia Agricola, e no
Laboratdrio de Transferéncia de Calor e Massa, ambos da Universidade Federal de

Campina Grande, Paraiba, Brasil.

4.1. Obtencao da matéria-prima

Os frutos de mamao da variedade Improved Sunrise Solo cv. 72/12 foram
adquiridos na cidade de Campina Grande, oriundos da Empresa Frutas Dolce Mel. Os
frutos apresentavam-se em estadio % de maduro, que compreende entre 15-25% da casca

amarela (Figura 2).

Figura 2. Aspecto visual dos frutos de mamao.

A gelatina foi adquirida no comércio local da cidade de Campina Grande, PB. A
inulina foi adquirida da Empresa Zona Cerealista Online. As cepas liofilizadas do

Lactobacillus salivarius foram adquiridas da marca Farmasite.

4.2. Elaboracao da solucao filmogénica probiotica

A concentragdo de gelatina e inulina na elaboracdo das solucdes filmogénicas,
bem como os efeitos da temperatura de fermentagdo, foram estudados através do
planejamento fatorial completo 23 com 3 repeticOes no ponto central. As especificagdes

das condic¢des para cada um dos 11 experimentos foram definidas na Tabela 1.
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Tabela 1. Matriz do planejamento experimental completo 23 com trés repeti¢des no ponto

central com valores reais das varidveis independentes.

Variaveis independentes

Experimento
Gelatina (%) Inulina (%) Temperatura (°C)
1 1,0 4,0 25,0
2 3,0 4,0 25,0
3 1,0 6,0 25,0
4 3,0 6,0 25,0
5 1,0 4,0 45,0
6 3,0 4,0 45,0
7 1,0 6,0 45,0
8 3,0 6,0 45,0
9 2,0 5,0 35,0
10 2,0 5,0 35,0
11 2,0 5,0 35,0

As misturas de gelatina e inulina foram aquecidas sob agitacdo a 80 °C, até ser
observado a completa solubilizacdo da gelatina e inulina na dgua. O aquecimento da
solucdo, além de aumentar a solubilidade da gelatina e da inulina, teve como um dos
objetivos a inativacdo de possiveis micro-organismos patégenos. A solugdo filmogénica
foi resfriada a temperaturas indicadas no planejamento fatorial completo para a
inoculacdo da cultura probiética liofilizada. A cepa probidtica liofilizada do Lactobacillus
salivarius fol inoculada nas solucdes filmogénicas em uma concentrag@o inicial de 10
LogUFC mL"! e agitada durante 10 min para obter uma homogeneidade na amostra. A
concentragio inicial de 10 LogUFC mL"! foi adotada visando obter uma concentracio
maxima de células probidticas na solucdo filmogénica capaz de promover beneficios a
saude do consumidor, quando consumida através da aplicacdo em alimentos. Foi levado
em consideracdo que independentemente do processo utilizado na produgdo do alimento
revestido com a solucao filmogénica probidtica, pode ocorrer a diminuicao da viabilidade
das células.

Para o estudo da cinética do processo de fermentacdo, um volume de 165 mL de
solucdo filmogénica probidtica foi utilizado na fermentacdo, e esse volume foi distribuido
em 11 tubos Falcon de 15 mL. O processo de fermentacdo ocorreu em condicdes

isotérmicas e, para isso, utilizou-se uma incubadora BOD com temperatura controlada,
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sem agitacdo. As caracteristicas bioldgicas do Lactobacillus salivarius nas solucdes
filmogénicas foram determinadas pelo monitoramento da fermentacdao durante 20 h. A
cada intervalo de 2 h, uma aliquota de 15 mL da solugdo filmogénica probidtica foi
coletada e, entdo, foi determinada a concentracdo celular pelo método de contagem direta
na camara de Neubauer (Item 3.14). O conteido de acucares redutores nas solucdes
filmogénicas probidticas durante a fermentacdo foram utilizados para descrever o
consumo de substrato durante o processo de fermentacdo com o L. salivarius. Embora os
experimentos referentes as cinéticas de crescimento celular e consumo de substrato
tenham sido realizados por 20 h, somente os dados coletados nas primeiras 14 h foram

analisados, eliminando-se o periodo referente a fase de declinio ou de morte celular.

4.2.1. Parametros cinéticos

Alguns parametros cinéticos foram calculados a partir dos dados experimentais
coletados para a curva de crescimento e a quantidade de substrato nas solucdes
filmogeénicas. Tais parametros foram o rendimento celular, a taxa méxima de crescimento

e o tempo de geracgdo, calculados pelas Equacdes 1, 2 e 3:

X-X.
= i 1
Yy, {si-sf } (1
X
In (zj - lumax (tf - tl) (2)
o = 3

em que: X é a concentragdo de células no fim da fase exponencial (LogUFC mL™!); X; é
a concentracdo de células no inicio da fase exponencial (LogUFC mL™); t¢ é o tempo
correspondente ao fim da fase exponencial de crescimento (h); t; € o tempo no qual
observa-se o inicio da fase exponencial de crescimento (h); t; € o tempo de geracdo (h);
Sie Srsdo as concentragdes de substrato no inicio e no fim da fase exponencial (%); € o

rendimento celular (LogUFC mL"! g'l); ¢ a taxa maxima de crescimento (h™').
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4.2.2. Modelos matematicos: crescimento celular e consumo de substrato

Os dados médios do crescimento de células e consumo de substrato obtidos
durante a etapa de fermentacdo dos experimentos foram usados para modelagem
matematica das cinéticas. O estudo dos modelos matematicos foi realizado para descrever
o processo de crescimento do Lactobacillus salivarius € consumo de substrato na solug¢ao
filmogeénica probidtica que apresentou maior vantagem produtiva. Além do Statistica, o
LAB Fit Curve Fitting Software (www.labfit.net) foi também usado nesse estudo das
cinéticas. Foram inicialmente escolhidos seis modelos primdrios para descrever o
crescimento das células e o consumo do substrato na solucdo filmogénica probidtica, a

seguir descritos.

4.2.2.1. Modelo de Baranyi
O modelo de Baranyi (BARANYI; ROBERTS, 1994), com 5 parametros, foi um
dos modelos utilizados para estimar os parametros cinéticos de crescimento do
Lactobacillus salivarius nas soluc¢des filmogénicas em condi¢des isotérmicas, € prever o

consumo de substrato. Tal modelo é dado conforme a Equacgao (4):

“4)

A() = A+ 4, F(D)-1n 1+(6Xp(/‘maxF(f))-1J

exp(A,-A))

em que: A(t) é a concentracdo de células (LogUFC mL™) ou concentragdo de carboidratos
redutores (%) no instante de tempo t; Ao € a concentracdo minima de células (LogUFC
mL™") ou contetido minimo de carboidratos redutores (%). Am é a concentracio mixima
de células (LogUFC mL ") ou contetido m4ximo de carboidratos redutores (%); Umax € a
taxa maxima de crescimento ou consumo de substrato (h™"). Para o modelo de Baranyi, a

funcdo F(t) € definida pela Equagdo 5:
F(t) = t+ lln (exp(— Vt) +exp (— h, ) -exp(- vt- ho)) 5
v

em que: h, éigual a y,A,e 1 € aduracdo da fase lag, v € a taxa maxima de consumo

do substrato limitante, assumida como sendo igual a pumax (JUNEJA et al., 2009).
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4.2.2.2. Modelo de Gompertz

O modelo de Gompertz (GOMPERTZ, 1825), com 3 parametros, ¢ dado conforme
a Equacdo 6:
A(t) = A,exp| -exp(-4ly,, (+-1))] 6)

em que I é o tempo (h) no qual a taxa de crescimento ou de consumo de substrato é

maxima.

4.2.2.3. Modelo de Gompertz Generalizado
O modelo de Gompertz generalizado (HENDERSON, SEABY, SOMES, 2000),

com 4 parametros, é¢ dado através da Equacao 7:

A =Ay+(A,-A,)exp [- EXP (- (- I))] (7)
4.2.24. Modelo Logistic
O modelo Logistic (PEARL; REED, 1920), com 3 parametros, ¢ dado conforme
a Equacao 8:
A
A = = )

1+ exXp (- Ly (+1))

4.2.2.5. Modelo Logistic Modificado
O modelo Logistic modificado (ZWIETERING et al., 1990), com 4 parametros, é
dado pela Equagao 9:
A
A(t)=A,+ o 9)

1+exp(4x'um:(/1_t)+2j

m
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4.2.2.6. Modelo Weibull

O modelo Weibull (WEIBULL, 1951), com 4 parametros, ¢ dado através da
Equacao 10:
AD=A,-(A,-A, )exp| -(k,t)" | (10)

em que: k,, dado em h'!, é o pardmetro que governa a taxa na qual a varidvel de resposta
se aproxima do seu potencial mdximo; e o, € uma constante alométrica. Essa constante é

um parametro que controla a ordenada t (tempo de fermentagao) para o ponto de inflexao
em que, assumindo-se o valor igual a 1, o modelo de Weibull é uma curva exponencial.

Porém, para 6, > 1, o modelo de Weibull é uma curva sigmoidal (HENDERSON,
SEABY, SOMES, 2006).

Os parametros das fungdes apresentadas, bem como os indicadores estatisticos,
foram determinados por regressdo nao linear usando o método dos minimos quadrados,

utilizando-se o algoritmo de Levenberg-Marquardt.

4.2.3. Validacio dos modelos aplicados ao crescimento celular e consumo de
substrato
O ajuste dos modelos primdrios apresentados anteriormente aos dados

experimentais das cinéticas de fermentacdo do Lactobacillus salivarius foi avaliado
considerando-se o coeficiente de determinacdo (R?), o qui-quadrado (xz ), e o Student’s

t-test para cada parametro determinado. Os valores preditos pelos modelos foram
comparados com os valores experimentais através dos testes fator de viés (FV) e fator de
precisdao (FP) (ROSS, 1996; WANG et al., 2017), que sdo dados conforme as Equagdes
11el2:

zbog( Expenn?emal j
o Predito

FV=10 n (11)

n

2

Predito
Log -
e Experimental

FP=10 n (12)
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em que: n € o ndimero total de dados experimentais.

O indicador estatistico fator de viés (FV) € uma medida da variacdo média entre
o valor experimental e o valor predito pelo modelo. J4 o indicador fator de precisao (FP)
mede a diferenca média entre os valores experimentais e os valores preditos,
desconsiderando se a diferenca € positiva ou negativa. Um valor préximo de 1 para FV e
FP indica que hd uma concordancia entre os valores experimentais e preditos (TARLAK;

OZDEMIR; MELIKOGLU, 2020).

4.3. Processamento minimo do mamao

Os frutos foram pré-selecionados, levando em consideracao caracteristicas, como:
cor, danos fisicos, estddio de maturagdo, qualidade da casca e tamanho. Posteriormente,
os frutos foram lavados em dgua corrente para remog¢ado de sujidades oriunda do mercado
e sanitizados em solugdo de hipoclorito de sddio na concentracdo de 200 ppm durante 15
min. Apds sanitizagcdo, os frutos foram descascados e cortados em fatias de 5 mm de
espessura, utilizando-se utensilios de ago inoxiddvel. O fruto foi avaliado in natura

quanto as caracteristicas fisico-quimicas descritas no Item 3.26.

4.4. Revestimento das fatias de mamao

Conhecida as condi¢des 6timas para obter uma solucdo filmogénica com alta
concentracdo de células probidticas, foi produzida a solugdo filmogénica probidtica ideal
(1% de gelatina, 4% de inulina, temperatura de fermentacao de 45 °C) para o processo de
revestimento das fatias de mamao. Essas fatias foram organizadas em bandejas teladas de
aluminio de forma a n@o ocorrer o contato entre as fatias. Nas bandejas, as fatias de
mamao foram revestidas por aspersdo com a solucao filmogénica probidtica. O excesso
da solucgdo foi drenado com o objetivo de evitar a formagao de granulos na formacao do
filme. As fatias de mamao foram mantidas a temperatura de 10 + 2 °C até observado a

completa secagem da solugd@o e formacgdo do filme revestindo as fatias de mamao.

4.5. Secagem

As fatias de mamao revestidas foram desidratadas em estufa de secagem com
circulacdo de ar forcada e temperatura ajustavel. A eficiéncia da secagem foi analisada
quanto a influéncia do revestimento probidtico comparado a amostra controle (sem
revestimento) sob o efeito de diferentes temperaturas. Para isso, foi utilizado o

delineamento inteiramente casualizado no esquema fatorial 2x3, no qual foram
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considerados dois tratamentos: controle e com aplica¢do do revestimento probidtico; e

trés temperaturas: 50, 60 e 70 °C, totalizando seis experimentos (Tabela 2).

Tabela 2. Esquema fatorial 2x3 para andlise das condi¢des de processo: tratamento e

temperatura de secagem.

Condicdes de processo

Experimentos
Tratamento Temperatura (°C)

I Controle 50,0

II Revestimento probidtico 50,0
I Controle 60,0
v Revestimento probidtico 60,0

A\ Controle 70,0
VI Revestimento probidtico 70,0

Os experimentos de secagem foram realizados em triplicata com as amostras
pesadas em intervalo de tempo regulares até atingir peso constante. Com os dados de
perda de massa das amostras durante as secagens, foi calculado a razdo do teor de dgua

através da Equacgdo 13:

X'= : (13)

em que: X € o teor de dgua (b.s.); X, corresponde ao teor de dgua inicial (b.s.); X, é o

teor de 4gua de equilibrio (b.s.) e X" é a razdo do teor de dgua.

Durante o processo de secagem, foram feitas coletas de amostras inicialmente a
cada 30 min e posteriormente a cada 60 min para andlise da viabilidade do probidtico,
encolhimento e alteracdes qualitativas da cor das fatias de mamao. Dos dados coletados,
foram geradas curvas representativas dos efeitos da temperatura e tempo de secagem na
qualidade do produto desidratado.

As amostras foram acondicionadas em embalagens laminadas flexiveis

multicamadas (PET/AL/PE), até o momento das analises.
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4.6. Viabilidade da cultura probiética

A contagem de células vidveis foi realizada em microscépio optico pelo método
de contagem direta em Camera de Neubauer. Para determinacdo da concentracdo de
células, foram realizadas dilui¢oes seriadas da amostra até a obtengao de um nimero ideal
para contagem. Uma aliquota da suspencao de células diluida foi coletada e por diferenca
de capilaridade o espago correspondente entre a Camera de Neubauer e a laminula foi
preenchido. Posteriormente, a camera foi posicionada no microscopico Optico e a
contagem efetuada.

A Céamera de Neubauer € formada por 9 quadrantes, utilizados para determinar a
concentracdo de células em um determinado volume fluido. A 4rea total compreendida
pelos 9 quadrantes é de 9 mm?, sendo que cada quadrante possui dimensdes de 1x1 mm.
Ao ser colocada a laminula, a distincia da mesma até a 1amina (profundidade) mede 0,1
mm, permitindo obter-se um volume de 0,1 mm3 em cada quadrante. Desta forma, a

concentracdo de células na amostra serd determinada através da Equacao 14:

_ Nxd
5 xPx1

(14)
em que: Nce corresponde a concentragio de células (UFC mL'); N é o nimero de células
contadas; d € o fator de diluicdo; Sc corresponde a area da superficie contada e P € a

profundidade da cAmera.

4.7. Modelagem matematica da cinética de secagem

As curvas de secagem foram construidas a partir da relacdo entre a razdo do teor
de dgua e o tempo de secagem. Para o ajuste dos modelos matemdticos aos dados
experimentais de secagem, foi realizado andlise de regressdo ndo linear, pelo método
Quase-Newton, utilizando-se o programa computacional Statistica 7.0 (STATSOFT;
INC., 2005). Os modelos matematicos usados encontram-se sumarizados na Tabela 3.

O ajuste dos modelos empiricos aos dados experimentais das cinéticas de secagem

das fatias de mamio foi avaliado considerando-se o coeficiente de determinacdo (R?), o

qui-quadrado (X2 ) , € também o Student’s t-test para cada parametro determinado.
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Tabela 3. Modelos matematicos ajustados aos dados experimentais da cinética de

secagem das fatias de mamao.

Modelo Expressao empirica Referéncia Equagao
Henderson e Pabis  X* = a.exp(-b.t) Diamante et al. (2010) (15)
Peleg X* =1-t/(a+ bt) Mercali et al. (2010) (16)
Page X* =exp(-a.t®) Diamante et al. (2010) (17)
Silva et alii X* =exp(—a.t-byt) Silvaetal. (2013) (18)
Wang e Singh X* =1 + at+bt? Wang e Singh (1978) (19)

4.8. Teor de agua
O teor de dgua dos frutos de mamao in natura e das fatias apds o processo de

secagem foi determinado segundo o método 934,06 da AOAC (1990).

4.9. Modelo de difusao

Assumindo que as fatias de mamao se comportam como um s6lido homogéneo e
isotrépico, cuja distribuicdo inicial da umidade é uniforme, e que a difusdo liquida € o
tnico mecanismo de transporte de dgua dentro do sélido, foi definido o modelo mais
adequado para definir a difusdo de dgua nas fatias de mamao. Além disso, supde-se que
as dimensdes do sélido ndo apresentaram variacdes durante a difusdo, assim como a
difusividade efetiva. O coeficiente de transferéncia de massa convectiva foi considerado
constante durante a difusdo (SILVA et al., 2010).

Considerando que as fatias de mamao apresentavam uma espessura muito menor
que as outras dimensdes da fatia previamente estabelecidas nos experimentos, a geometria
considerada para o produto foi uma parede infinita. Assim, foi estudado condi¢des de

contorno (prescrita e convectiva) como solucao analitica da equacgdo de difusdo.

4.9.1. Condicao de contorno do primeiro tipo
Em uma condi¢c@o de contorno do primeiro tipo, a distribuicdo da temperatura
sobre a superficie do corpo a qualquer momento € prescrita (LUIKOV, 1968), conforme

Equacao 20:

T (t) =f(t) (20)
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em que: T, (t) =T, = constante € a temperatura na superficie do corpo.

Essa condicao pode ser alcangada pelo controle especial da temperatura.

A condicdo de contorno do primeiro tipo (prescrita) foi avaliada através do
processo de otimizacao, o qual foi feito usando o programa “Prescrito” (SILVA; SILVA,
2009a). A solucdo analitica de primeiro tipo para a geometria de parede infinita encontra-

se descrita na Equagdo 21:

200

X(t) =X.- (Xe' Xo)z

2 9 D
—————exp|-(2n+l) = —t} 21
=0 (2n+1)2 T’ [ ( ) I’
em que: X € o teor de dgua no instante t; Xc € o teor de dgua para t — oo e X € o teor de

umidade para t = 0; L € a espessura; D corresponde a difusividade e t é o tempo.

4.9.2. Condicao de contorno do terceiro tipo

Silva e Silva (2009b) explicaram que a condi¢@o de contorno convectiva, também
chamada de condi¢do de contorno do terceiro tipo ou ainda condi¢do de contorno de
Cauchy, € expressa pela imposi¢do de fluxo difusivo interno igual na fronteira do s6lido
e fluxo convectivo externo proximo a esta fronteira. Assim, para a condi¢do de contorno
do terceiro tipo, a solucao analitica da equacgdo de difusdo é dada pelas séries mostradas
na Equacdo 22 (LUIKOV, 1968), na qual apenas os 16 primeiros termos da série infinita

foram usados:

o ) 16 . D
X(t) =X.~(X.-X,) 2B, p{ Dy t] (22)

n=1
em que: o coeficiente B, € dado pela Equacdo 23:

2B’
i (B12+ B, + Hi)

B = (23)

n

em que: B; é o nimero de Biot de transferéncia de massa, dado pela Equagdo 24:
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(24)

em que: o parametro h é o coeficiente convectivo de transferéncia de massa. Nas tltimas

equacdes, £, sdo as raizes da Equacdo 25 sendo chamada de equagdo caracteristica para

a parede infinita:

cotp = (25)

il
Bi

A condig¢do de contorno do terceiro tipo foi usada para calcular o nimero de Biot
de transferéncia de massa em relacdo a secagem, dispensando uma estipulagcdo prévia.
Desse modo, a Equacao 22 foi ajustada aos dados experimentais conforme a metodologia
de otimizagdo proposta por Silva et al. (2010) e a otimizacao foi realizada utilizando o

software "Convective” (SILVA; SILVA, 2009b).

4.10. Energia de ativacio e propriedades termodinimicas
Através da Equacdo de Arrhenius (Equacdo 26) foi determinado a relagdo da

difusividade com as temperaturas usadas no processo de secagem das fatias de mamao.

E
D = Dyexp| - =2 26
OGXP( R(T+ 273,15)} 20

em que: Do é uma constante chamada de fator pré-exponencial; R € a constante universal
dos gases ideais (8,314 Jmol K!). O ajuste da Equagdo 26 aos valores de difusividade
obtidos em diferentes temperaturas possibilita a determinacao da energia de ativacao (Ea).

A determinacdo da energia de ativacdo permitiu o cdlculo das diferentes
propriedades termodinamicas como entalpia, entropia e energia livre de Gibbs, utilizando

o método descrito Jideani e Mpotokwana (2009), conforme as Equacdes 27, 28 e 29:

AH=E,-R(T+273,15) (27)
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AS = R{lnDO—ln L%]—ln(T+ 273.15)} (28)

p
AG = AH~-(T+273.15)x AS (29)

em que: AH ¢ entalpia especifica (J mol!); E, é a energia de ativagdo (J mol™'); AS ¢é
entropia especifica (J mol K); AG ¢ a energia livre de Gibbs (J mol™!); k, é a constante

de Boltzmann (1,38x10 J K''); h, é a constante de Planck (6,626x103* J s); T é a

temperatura (°C).

Através da linearizacdo da Equacdo de Arrhenius foi possivel obter o coeficiente

InD, da expressdo de entropia (AS), em que foi utilizada a seguinte expressdo, dada

conforme a Equacao 30:

(30)

InD=InD,- 2o x— 1
R~ (T+273,15)

4.11. Determinacao do encolhimento
A contracdo do volume a granel (Ev) foi calculada a partir da razdo entre o volume
instantaneo (V¢) e o volume inicial (Vo) das amostras durante a secagem, através da

Equacao 31:

\Y
§v=7t (31)

0

Os volumes inicial e instantdneo foram calculados a partir de medidas

dimensionais (X, y, z), utilizando-se paquimetro digital.

4.12. Parametros de cor

As amostras foram analisadas frescas e secas, utilizando um Colorimetro Delta
Color (Delta Vista d.0) do tipo refletancia, o qual foi previamente calibrado, com fonte
de iluminacdo de D65 e angulo de observagdo de 10°, em que foram analisados os

parametros L*, a*, b*, C* e h°. As diferencas individuais nos valores L*, a*, b* de cada
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tratamento em diferentes condicdes de secagem em relacao a cor do mamao fresco foram

avaliadas pela diferenca de cor total (AE), que foi determinada conforme Equacao 32:

AEz\/(L*O- L) +(ag-a') +(b;-b) 32)

emque: L, a, € b, representaram a leitura do mamao fresco e L*, a* e b* representaram

as leituras individuais instantineas ao fim da secagem.

Durante o processo de secagem, foi analisado qualitativamente o aspecto visual
em termos de alteragdes na coloracdo e estrutura das fatias de mamao. As alteragdes no
aspecto visual das fatias de mamao foram registradas em imagens com intervalos de

tempo predefinidos.

4.13. Perfil de textura

A andlise de perfil de textura (TPA) foi realizada com o analisador de textura TA
XT Plus (Stable Micro System). Para a obtengdo dos parametros foi empregado o teste de
resisténcia a compressao com o auxilio do probe P/20R, cilindro de aluminio com didmetro
de 20 mm a uma tensdo de 40% sobre a amostra.

Foram analisados os atributos: firmeza (N), coesividade, gomosidade e

mastigabilidade, seguindo a metodologia de Giongo et al. (2019).

4.14. Reidrataciao

A reidratacio do mamdo seco foi determinada utilizando amostras de
aproximadamente 1 g. As amostras foram imersas em 20 mL de dgua destilada a 25 ° C
durante 300 min. No fim do periodo de reidratacdo, as amostras foram retiradas e
removido o excesso de dgua superficial. Entdo o peso das amostras reidratadas foi
determinado. A taxa de reidratagdo (TR) foi calculada conforme € dado pela Equagao 33

(DOYMAZ, 2017):

W,- W,
Wl

TR = (33)

em que: W € a massa da amostra seca; W2 é a massa da amostra reidratada.
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4.15. Densidade aparente

A densidade aparente p, (g cm), foi determinada em triplicata segundo o

método de deslocamento de tolueno ou n-heptano descrito por Yan, Sousa-Gallagher e
Oliveira (2008), com modificacdes. Utilizou-se um frasco calibrado usando &4gua
destilada e seu volume foi determinado como sendo 100 mL. O 6leo vegetal de soja foi
utilizado como solvente substituto do tolueno ou n-heptano. A densidade do 6leo vegetal
de soja encontrada foi de 0,80 g cm™. As amostras como peso conhecido, foram
transferidas para um frasco cheio até a metade com o 6leo vegetal. O volume do frasco
foi entdo completado com o 6leo vegetal, o nivel de solvente sendo cuidadosamente
ajustado para garantir a consisténcia dos resultados, e pesado. O volume da amostra foi

calculado conforme Equacao 34:

Mt+s_ Mf -M

V=V, (34)

p solvente

em que: V € o volume da amostra; V, é o volume do frasco; M, é a massa do frasco

mais a amostra e o solvente; M; € a massa do frasco, M é a massa do solvente € O, ...

¢ a densidade do 6leo vegetal.

A densidade aparente p, (g cm™) das fatias de mamao in natura e secas foram
determinadas conforme Equagdo 35:

2
35
P. = ( )

4.16. Densidade solida

A densidade sélida, p, (g cm™), das fatias de mamado foi calculada pela Equagio

36:
1+X,
ps — 1 amostra (36)
-+ amostra
IO a p w

em que: ¢é a densidade de agua € Xumostra € 0O teor de dgua.
w
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4.17. Porosidade

A porosidade (¢ %) foi calculada mediante a determinagao da densidade aparente

p, e densidade sélida p, das fatias de mamao, conforme € dado na Equacdo 37:

g=1-2o (37)
P,

4.18. Caracteristicas fisico-quimicas

4.18.1. pH e acidez total titulavel

Para determinacao do pH, as amostras foram maceradas em amolfariz e diluida na
propor¢do 1:10 de fruta/dgua destilada. A leitura do pH foi realizada em um pHmetro,
previamente calibrado com solu¢des tampdes de 7,0 e 4,0 a temperatura de 20 °C (método
981,12). A amostra macerada e diluida serviu para a determinacdo da acidez, a qual foi
determinada por meio da titulagdo da amostra com solu¢do de hidréxido de sédio a 0,1N,
utilizando a fenolftaleina como indicador (método 942,15) (AOAC, 1997). Os resultados

obtidos da determinacdo da acidez foram expressos em % de acido citrico.

4.18.2. Solidos solaveis totais
O teor de sélidos soluveis foi determinado através de leitura direta em °Brix

utilizando o refratdmetro portatil.

4.18.3. Acucares redutores

Para quantificacdo dos agucares redutores das solucoes filmogénicas, aplicou-se
o método proposto por Miller (1959). Foi utilizado 1000 pL. da amostra. A amostra foi
adicionada 1000 pL do Reativo DNS e 7,5 mL de agua destilada. A mistura
homogeneizada € aquecida a 90 °C durante 15 min. Passado o tempo de aquecimento, a
leitura das absorbancias foi realizada com as amostras em temperatura ambiente em

espectrofotometro a 575 nm. Os resultados foram expressos em porcentagem de glicose.

4.18.4. Compostos fenoélicos
O contetddo de compostos fendlicos das fatias de mamao in natura e secas, foi
estimado a partir do método de Folin e Ciocalteu descrito por Waterhouse (2006). A curva

padrao foi preparada com acido gélico, as leituras foram realizadas em espectrofotometro
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a 765nm e os resultados expressos em equivalente do dcido gélico (EAG mg por100g™)

de massa.

4.18.5. Flavonoides totais e antocianinas

Os flavonoides e as antocianinas foram determinados a partir do método descrito
por Francis (FRANCIS, 1982) e as concentracdes de flavonoides e antocianinas foram
expressas em mg por 100g™. Utilizou-se aproximadamente 1 g da amostra e foi
adicionado 10 mL da solucdo de etanol-HCl preparado a partir de etanol a 95 % e solug@o
de 4cido cloridrico 1,5 N, na proporcdo 85:15 (v/v). Em seguida as amostras foram
maceradas, por um minuto, e deixadas por 24 h na geladeira; apds esse periodo, foram
centrifugadas por 5 min a 3000 rpm e as amostras foram diluidas na solucao na propor¢ao
1:1 filtrando-as em algoddo. O sobrenadante foi coletado para realizacdo da leitura a 374
e 535 nm. As concentracdes de flavonoides e antocianinas foram estimadas pelas

Equagdes 38 e 39:

Flavonoides (mg por 100g™) = dxAbs (38)
76,6
Antocianinas (mg por 100g™) = d;?lz)s (39)

em que: Abs corresponde ao valor da absorbancia observado na leitura e d € o fator de

diluicao.

4.18.6. Carotenoides e clorofila total

Os teores de carotenoides e clorofila total foram determinados segundo o método
proposto por Lichtenthaler (1987), com adaptagdes. Foi utilizado 0,5 g de amostra
macerada em 6 mL de acetona 80% acrescido de 0,2 g de CaCOs3; o extrato obtido foi
centrifugado a 3000 rpm por 1 min; o sobrenadante foi coletado para realizagdo da leitura
da absorbancia nos comprimentos de onda de 470, 646,8 e 663,2 nm, em
espectrofotometro. O teor de carotenoides totais e clorofila total, foram expressos em mg

por 100g™! de amostra.
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4.19. Analise estatistica

Para andlise dos efeitos das varidveis independentes sobre as caracteristicas fisico-
quimicas e bioldgicas do Lactobacillus salivarius, foi utilizado a metodologia de
superficie de resposta, na qual € assumido a existéncia de uma funcio polinomial que
relaciona cada resposta de interesse com as varidveis independentes. O teste estatistico de
andlise de variancia (ANOVA) foi realizado com um nivel de confianca de 95%,
incluindo a significincia estatistica de cada termo do modelo ajustdvel (p-value), os
efeitos estimados em cada termo, e o coeficiente de determina¢do do modelo a fim de
estabelecer a confiabilidade do modelo, usando o software Statistica 7.0 (STATSOFT;
INC., 2005).

Os resultados obtidos do estudo dos efeitos do revestimento probidtico e das
temperaturas de secagem foram submetidos a ANOVA e realizado o teste de Tukey para
comparacdo das médias, ao nivel de 5% de significincia, com auxilio do software

Statistica 7.0. (STATSOEFT; INC., 2005).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Otimizacao da fermentacao com Lactobacillus salivarius

A Tabela 4 resume os principais resultados relacionados a otimizacdo da
fermentagdo com Lactobacillus salivarius. O crescimento de micro-organismos
probidticos como o Lactobacillus salivarius em solucdes filmogénicas abre espaco para
aplicagdes em uma variedade de produtos alimenticios. De acordo com os resultados
obtidos, na temperatura de incubacgdo de 25 °C, o Lactobacillus salivarius apresentou um
intervalo de tempo de duracdo da fase lag de aproximadamente 2 h. Esse foi o tempo sem
observacao apreciavel do aumento do nimero de células, correspondendo ao periodo de
adaptacdo do micro-organismo no meio de cultivo. Um periodo de aproximadamente 2 h
foi igualmente observado por Mis Solval et al. (2019), ao estudar a cinética de
crescimento do Lactobacillus plantarum NRRLB-4496, Lactobacillus acidophilus
NRRLB-4495 e Lactobacillus reuteri B-1417 em um meio contendo hidrolisado da clara
de ovo. J4 Mustafa et al. (2020) observaram uma curta fase de adaptacao do Lactobacillus
casei na fermentacdo do suco de roma (Punica granatum). As curvas de crescimento do
L. salivarius fermentado nas temperaturas de 35 e 45 °C apresentaram um periodo de
adaptacdo curto (< 2 h), o que mostra uma melhor adaptacdo do micro-organismo as
solucdes filmogénicas sob essas condi¢des de fermentagao.
Na presente pesquisa, o maior crescimento do Lactobacillus salivarius nas solugdes
filmogénicas a base de gelatina e inulina ocorreu quando foram fermentadas na
temperatura de 45 °C, em que se observou um aumento de aproximadamente 2 LogUFC
mL"! com relacdo a concentracdo inicial de células. Nas temperaturas de 25 e 35 °C,
verificou-se um aumento de aproximadamente 1 LogUFC mL! da concentracdo inicial
de células. A producdo de células do Lactobacillus salivarius nas soluc¢des filmogénicas
foram inferiores ao crescimento de outros micro-organismos do mesmo género
Lactobacillus. Lin et al. (2019) observaram um aumento de aproximadamente 5 LogUFC
mL! da concentracao inicial de células, ao estudarem o crescimento de Bifidobacterium
e Lactobacillus em leite de soja e meio MRS (Man, Rogosa e Sharpe). No entanto, o
desenvolvimento de micro-organismos probidticos em diferentes meios de cultivo €
influenciado por fatores extrinsecos e intrinsecos do sistema no qual € realizado a
fermentacao. Monteiro et al. (2020) em estudo do crescimento de células de Lactobacillus
reuteri em polpa de maracujd, relataram um aumento do nimero inicial de células em 1

LogUFC mL!, quando a polpa foi fermentada a 35 °C. Esses pesquisadores mostraram a
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importancia do estudo das condi¢des de fermentagdo e do fator limitante da composi¢ao
do meio de cultivo.

Diante dos resultados obtidos no presente estudo estimou-se que, apds 4 h de
fermentacao em condi¢des de temperatura controlada, foi obtida a concentragdo maxima
de células, sendo as concentragdes maiores relativas aos experimentos cuja fermentagao
foi realizada na temperatura de 45 °C.

Na Tabela 4 encontram-se resumidas as caracteristicas bioldgicas e fisico-
quimicas obtidas a partir dos dados experimentais, apos 4 h de fermentagdo das solucdes
filmogénicas com o L. salivarius. Os efeitos das varidveis independentes sobre a
fermentacdo com L. salivarius nas solucdes filmogénicas mostraram que a temperatura
de incubacdo, durante a fermentagdo, influenciou na populacao de células nas solucdes
filmogénicas, independente das concentracdes de gelatina (Figura 3a) e inulina (Figura
3b). Para as condi¢des experimentais desta pesquisa, o efeito significativo da temperatura

propde que a fermentagdo alcanca o méximo de células probidtica quando o processo

ocorre a 45 °C, que € a temperatura mais indicada para o crescimento do L. salivarius.

Figura 3. Superficies de resposta aos efeitos da temperatura na concentragao

maxima de células em relacdo a: (a) concentracao de gelatina; (b) concentracdo de inulina.
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Tabela 4. Caracteristicas bioldgicas e fisico-quimicas das solucdes filmogénicas fermentadas com Lactobacillus salivarius, apds 4 horas de

fermentacao.

Experimentos
Parametros Unidade

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Concentracdo méxima de

LogUFC mL! 11,05 11,06 11,03 11,06 12,20 12,09 12,08 12,09 11,09 11,05 11,13
células
Taxa maxima de crescimento
( ) h'! 0,54 054 054 054 030 030 030 030 027 027 0,27
/’lmax

Tempo de geracdo h 1,28 1,28 1,28 1,28 231 234 234 234 254 256 254
Rendimento celular (YX/S) LogUFC (ng)’1 769 456 9,17 436 15,59 620 1556 7,11 13,48 14,45 11,38
pH - 5,63 547 553 547 540 553 543 543 577 590 5,80
Solidos soluveis totais °Brix 6,00 797 720 943 560 740 7,20 9,00 7,00 7,00 740
Carboidratos Redutores % 127 1,10 1,71 141 1,22 106 159 141 1,39 142 141

Meédias experimentais.
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A Equacao 40, mostra o efeito estatisticamente significativo da temperatura sobre

a concentracao de células probidticas nas solucdes filmogénicas.

LogUFC mL' = 9,58 + 0,0532xT

40
R*=0,806 “o

em que: LogUFC mL™! representa a concentragio m4xima de células, e T é a temperatura
(°O).

A temperatura de fermentacdo influenciou significativamente a taxa mixima de
crescimento do Lactobacillus salivarius nas solu¢des filmogénicas. Dessa forma, foi
observado que, ao aumentar a temperatura de 25 para 45 °C, a taxa maxima de
crescimento diminuiu. Na Equacdo 41 € dado o modelo que descreve o efeito da
temperatura sobre a taxa maxima de crescimento do Lactobacillus salivarius nas solugdes

filmogeénicas.

4. =0,804-0,012xT
R?=0,716

(41)

Monteiro et al. (2020) ao estudarem o crescimento do Lactobacillus reuteri na
polpa de maracujd, observaram que a taxa maxima de crescimento celular variou de 0,009
a 0,097 h'!, conforme a influéncia do pH da polpa de maracuji e da temperatura de
fermentacdo. Mestres et al. (2019) estudando a modelagem da fermentacao mista de gowé
(bebida Beninense fermentada feita com farinha de sorgo maltado e ndo maltado), usando
Lactobacillus plantarum e linhagem Pichia kluyveri, verificaram uma taxa méaxima de
crescimento de Pichia kluyveri de 0,73 h'l. Para tal, os pesquisadores usaram o modelo
Logistic para determinar essa taxa. Por outro lado, Mechmeche et al. (2017) ao analisarem
a cinética e estudaram a modelagem matemaética para determinacdo de parametros de
crescimento de Lactobacillus plantarum em isolado rico em proteina de semente de
tomate, observaram uma taxa maxima de crescimento de 0,169 h™! (no isolado proteico
de sementes de tomate), e de 0,363 h'! (no caldo MRS). A literatura citada mostra a
influéncia de diversos fatores na taxa de crescimento de diferentes micro-organismos. No

presente estudo, foi constatado, na Tabela 4, uma variacdo da taxa de crescimento de 0,27
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a 0,54 h'! nos experimentos realizados nas temperaturas de 35 e 25 °C, respectivamente.
Esse efeito € percebido nas Figuras 4a e 4b.

Em condic¢des ideais, as bactérias sdo os micro-organismos com maior taxa de
crescimento e podem ter um tempo de geracdo (tg) inferior a 1 h (MONTEIRO et al.
2020). O tempo de geracdo, que € o pardmetro que fornece o tempo necessirio para
duplicacdo da populacdo de células nesse estudo, variou de 1,28 a 2,56 h. O tempo de
geracdo e o pH ndo foram estatisticamente significativos para os efeitos das varidveis

independentes no processo de fermentacdo das solucdes filmogénicas.
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Figura 4. Superficies de resposta aos efeitos da temperatura na taxa médxima de

crescimento celular em relagdo a: (a) concentracdo de gelatina; (b) concentragdo de

inulina.

O rendimento celulary, ., que representa a massa celular produzida pela

quantidade do substrato consumido, teve efeito da concentracdo de gelatina, visto que, o
aumento da concentracdo de gelatina nas solug¢des filmogénicas resultou na redugdo do
rendimento de células (Figuras 5a e 5b). As solu¢des com 3% de gelatina na formulagdo
resultaram em solucdes filmogénicas visualmente mais consistente, aproximando-se ao
estado semissélido, o que pode se tornar uma barreira para o crescimento do micro-
organismo. O modelo com coeficientes de regressdo estatisticamente significativo €
apresentado na Equacdo 42. A influéncia da gelatina no modelo que representa o
rendimento celular obteve um coeficiente de determinacdo de 0,852 porém, ao

parametrizar, o coeficiente de determinagao baixou para 0,653. Embora a parametriza¢io
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tenha implicado na diminuic@o do coeficiente de determinacao, esse recurso foi adotado,

visando eliminar os efeitos de pardmetros nao significativos para o rendimento celular.

Y., =12,432-0,068xG
X/S (42)
R? =0,653

em que: G € representa a concentracao de gelatina nas solugdes filmogénicas (%).

TR SRR
(14 1) FNRO ORAIPUTE

(a)

(b)
Figura 5. Superficies de resposta aos efeitos da concentracdo de gelatina no rendimento
celular em relacdo a: (a) inulina; (b) temperatura.

Parametros fisico-quimicos das solugdes filmogénicas foram determinados com o
objetivo de avaliar o potencial dessas solucdes para a incorporacdo de probidticos em
alimentos (Tabela 4). O pH é um dos principais fatores que influenciam no crescimento
de micro-organismos. Inicialmente, o pH das soluc¢des foram entre 5,6 € 5,9, e a variagdo
do pH pode ter sido influenciada conforme a composi¢cdo. Apos 4 h de fermentacio, as
solucdes filmogénicas apresentaram pHs entre 5,4 e 5,9 (Tabela 4). O Lactobacillus
salivarius cresce em pH 6timo na faixa de 5,5 a 6,5 (SAYAN et al., 2018). Vale salientar
que as solugdes filmogénicas a base de gelatina e inulina apresentaram pHs dentro da
faixa indicada como ideal, possibilitando o bom desenvolvimento do L. salivarius.
Conforme a Tabela 4, apds as 4 h de fermentacao, os sélidos soltveis variaram de
acordo com a concentragcdo de gelatina e inulina. Esses compostos em grande parte sao
constituidos por carboidratos e dcidos organicos, além de outros constituintes. Os sélidos

soliveis constituem uma importante resposta do processo de fermentacdo, e sua
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quantidade ¢ influenciada pelo consumo de carboidratos e producao de dcidos organicos,
como o lactico.

A concentragdo dos acucares redutores foi quantificada nas solugdes
filmogeénicas, apds 4 h de fermentacao, obtendo-se valores entre 1,06 e 1,71%, conforme
a Tabela 4. Os acgucares redutores sdo agucares livres, € a sua presenca nas solucdes
filmogénicas favoreceram o desenvolvimento das bactérias do 4cido l4ctico, que
utilizaram os agucares livres como principal fonte de energia. Esses valores sdo diferentes
da quantidade de agicares redutores encontrados em leite (4,49 g de lactose por 100 g)
(OHLSSON et al., 2017) e em frutas como o maracuji (4,86 g de glicose por 100 g)
(MONTEIRO et al., 2020) que tém sido estudados para a produc¢do de alimentos
probidticos. No entanto, a inulina é um prebidtico bastante estudado, atuando como
substrato para o desenvolvimento de micro-organismo, possibilitando um ambiente
propicio para o crescimento do L. salivarius nas solu¢des filmogénicas.
As concentragdes de inulina e gelatina resultaram em variagdes significativas nos

sOlidos soldveis totais e nos actcares redutores nas solucdes filmogénicas (Figuras 6a e
6b).
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Figura 6. Superficies de resposta aos efeitos da concentracdo de gelatina e inulina em

relacdo a: (a) sélidos soluveis totais; (b) agicares redutores.

Na Figura 6a € possivel constatar que o aumento da concentragdo de inulina e
gelatina resultou no aumento dos sélidos soliveis. E interessante mencionar que o maior
conteddo de agucares redutores foi observado para a maior concentragdao de inulina

combinada com a menor concentracdo de gelatina. Foi observado que o aumento da
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concentracdo de gelatina sucedeu em interagdes entre a gelatina e inulina que podem ter
interferido na disponibilidade do substrato para crescimento do Lactobacillus salivarius.
As Equagdes 43 e 44 mostram os modelos polinomiais com coeficientes de regressdao
estatisticamente significativos para os efeitos da concentracdo de gelatina e inulina sobre

os sdlidos soluveis totais e aclicares redutores, respectivamente.

SS=6,4972+0,0145xG+0,0098x In

5 (43)
R*=0,763

AR =1,3373-0,0024xG+0,0031xIn
2 (44)
R*=0,889
em que: AR representa a conteddo de agucares redutores (%), In é a concentracio de
inulina (%) e SS representa os s6lidos soltveis (°Brix).

O estudo das concentracdes de gelatina e inulina, assim como a temperatura de
fermentacdo das solucdes filmogénicas, através da metodologia de superficie de resposta,
proporcionou a otimiza¢do do processo de fermentagdo com L. salivarius. Os resultados
obtidos mostraram que as condi¢cdes mais indicadas para a elaboracdo de solucdes
filmogeénicas probiodtica foram as seguintes: 1% de gelatina, 4% de inulina e fermentado
na temperatura de 45 °C (Experimento 5). Essas condi¢des foram definidas conforme
respostas obtidas para as caracteristicas fisico-quimicas e bioldgicas das solugdes
filmogénicas probidtica que foram estatisticamente significativas para, pelo menos, uma
variavel independente. A solugdo filmogénica obtida no Experimento 5, apresentou
inicialmente um teor de acucares redutores de 1,35% e ap6s as 4 h de fermentacdo o teor
de agucares redutores da solucao foi de 1,22% (Tabela 4), o que significa que em 4 h de
fermentacdo aproximadamente 9,6% dos agucares redutores presente na solu¢ido foram
consumidas pelo L. salivarius, Segundo Ren, Zentek e Vahjen (2019) a maior atividade
metabodlica para a cepa de L. salivarius foi observada quando estudado a utilizacio de
maltose, rafinose, sacarose e glicose como substratos preferidos. Nesse estudo, foi

utilizado o frutano do tipo inulina como substrato.
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5.2. Modelagem matematica: Crescimento celular e consumo de substrato

A modelagem matemdtica em um processo fermentativo possui um papel
significativo devido a garantia de controle do processo, produ¢do econdmica € aumento
da qualidade do produto, uma vez que os modelos matematicos sdo usados para descrever
o processo de produgdo sob diferentes condicdes de fermentacao (GERMEC et al., 2018).
Esses modelos matemdticos foram escolhidos com base na literatura e frequentemente
sdo utilizados para descrever tanto o crescimento celular quanto o consumo de substrato.
O modelo de Baranyi, assim como os modelos de Gompertz, Logistic e Weibul, s@o
alguns dos mais utilizados para prever dados experimentais e parametros de significado
bioldgico das fermentacdes.

Costa et al. (2020), Martins et al.(2020) e Tarlak, Ozdemir e Melikoglu (2020)
utilizaram em seus trabalhos o modelo de Baranyi para estimar parametros de significado
bioldgico relativos (1) ao crescimento de Lactobacillus sakei e a sua capacidade inibitoria
contra Listeria monocytogenes em meio de cultivo; (2) a quantificacdo de bactérias do
acido lactico em amostras de carne cozida em embalagem a vécuo; e (3) a cinética de
crescimento de Pseudomonas spp. em cogumelos (Agaricus bisporus) em condicdes
isotérmicas e ndo isotérmicas, respectivamente. Com o ajuste do modelo de Baranyi a
dados experimentais, esses autores estimaram a taxa maxima de crescimento celular, o
tempo de duracdo da fase lag e a populacdo médxima de células.

Os modelos de Gompertz e Gompertz Generalizado foram utilizados por Germec
et al. (2018) para ajustar o crescimento celular na formagdo do produto e o consumo de
acucar da fermentagdo de dcido latico (LA) em lote em biorreator de tanque agitado com
extrato de alfarroba. Os modelos apresentaram um bom ajuste aos dados da producdo de
biomassa, com coeficientes de determinagdo proximos de 1,00 para ambos os modelos.

Munanga et al. (2016) quando estudaram a modelagem da fermentagao lactica de
gowé (uma bebida Beninense fermentada feita com farinha de sorgo maltado e ndo
maltado que € produzida por fermentagdo espontanea que envolve culturas mistas de
bactérias do acido latico e leveduras), obtiveram um bom ajuste do modelo Logistic aos
dados experimentais de crescimento do Lactobacillus brevis e Lactobbacillus plantarum
durante a fermentac¢do. Por outro lado, 0 modelo Logistic Modificado foi usado por Ilgin,
Germec e Turhan (2019) para descrever processos fermentativos na produgdo de inulinase
de extrato de alfarroba usando Aspergillus nige. Segundo esses autores, um bom ajuste
desse modelo aos dados experimentais foi obtido, com coeficiente de determinacdo de

0,988, e ainda com fator de vieis e fator de precisdo de 0,95 e 1,14, respectivamente.
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5.2.1. Crescimento celular

Os dados experimentais a serem analisados sdo referentes a curva de crescimento
celular na solucao filmogénica e foram obtidos nas seguintes condi¢des: 1% de gelatina,
4% de inulina na temperatura de 45 °C (Experimento 5). Os resultados dos ajustes das
funcdes escolhidas aos dados experimentais foram apresentados na Tabela 5.

Uma inspecdo na Tabela 5 possibilita afirmar que os modelos de Baranyi,
Gompertz, Gompertz Generalizado, Logistic, Logistic Modificado e Weibull
apresentaram coeficientes de determinacdo maiores que 0,920, baixos qui-quadrados,
fator de viés e fator de precisdo iguais ou muito proximos de 1, indicando uma boa
concordancia entre os dados experimentais e os valores correspondentes previstos pelos
modelos analisados. Entretanto, alguns dos parametros determinados para esses modelos
ndo apresentaram significancia estatistica, conforme os resultados obtidos pelo Student’s
t-test. Como se sabe, o Student’s t-test € usado em ajuste de curvas para calcular a

probabilidade de um parametro ser zero, apesar do valor determinado no ajuste. Uma

inspe¢do na Tabela 5 indica que, no modelo Baranyi, os parametros € A t€m uma

probabilidade de 100% de sere zero, apesar dos valores determinados no ajuste. Assim,
como tais parametros ndo tém significancia estatistica, o modelo de Baranyi foi rejeitado
para representar os dados do crescimento celular em estudo. O modelo de Gompertz tem

dois parametros (4, € I) com probabilidades de cerca de 2% de ser zero. Ja para o

modelo de Gompertz Generalizado, as probabilidades referentes aos pardmetros y,, el

sdo de 100% e, portanto, estes dois modelos também foram descartados na predi¢cdo de
dados de crescimento. Pela mesma razao, os modelos Logistic e Logistic Modificado

foram descartados. Com relagcdo ao modelo de Weibull, embora o pardmetro k, apresente

uma probabilidade bem menor que 1%, o parametro 6, tem uma probabilidade de cerca

de 71% de ser zero, apesar do valor obtido no ajuste. Assim, esse modelo também foi
descartado para representar o crescimento celular. Com isso, nenhum dos seis modelos
inicialmente propostos para descrever a cinética de crescimento celular pode ser
recomendado para esse fim. Nesse sentido, ¢ importante ressaltar a afirmacao de Silva et
al. (2020), citando Van Boekel (1996), que de um ponto de vista rigoroso, parametros
obtidos a partir de dados experimentais sem levar em consideracdo os indicadores

estatisticos, em particular o teste t de Student’s, pode ser considerado ndo interpretavel.



Tabela 5. Pardmetros dos modelos para o processo de crescimento celular na solugdo filmogénica.
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(continua)

A Modelo Baranyi
Pardmetros Estimado Teste t Nivel p R? 1 FV FP
Ao (LogUFC mL™1) 10,1800 +0,1000 83,5850 0,0000
Am (LogUFC mL™) 12,0130 £ 0,1000  204,7630 0,0000
TR () 9,3420 £+ 883919,2 00,0000 1,0000 0.9820 0,050 1,0000 1,0010
A (h) 1,8940 £10199,1  0,0000 1,0000

Modelo Gompertz
Parametros ) ” 2
Estimado Teste t Nivel p R? X FV FP

Am (LogUFC mL™) 12,0240 £ 0,1070  112,8640 0,0000
Hinax (W1 0,5830 +£0,1710 3,4160 0,0190 0,9230 0,2530 1,0000 1,0030
I (h) -3,0250 +£0,9360  -3,2330 0,0230

A Modelo Gompertz Generalizado
Pardmetros Estimado Teste t Nivel p R? e FV FP
Ao (LogUFC mL™") 10,1800 = 0,0000 83,5850 0,0000
Am (LogUFC mL™) 12,0130 £ 0,0000  220,5550 0,0000
Hinax (07 9,2110 £ 5247461  0,0000 1,0000 0.9820 0,0550 1,0000 1,0o10
I (h) 1,9540 £ 26231 0,0000 1,0000

A Modelo Logistic
Pardmetros Estimado Teste t Nivel p R? e FV FP
Am (LogUFC mL™) 12,0240 £ 00,1040  116,1060 0,0000
Hinax (B 0,6080 + 0,1670 3,6330 0,0150 0,9250 0,2460 1,0000 1,0030
I (h) -2,7550 £ 0,8220  -3,3540 0,0200




Tabela 5. Parametros dos modelos para o processo de crescimento celular na solugdo filmogénica.
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(conclusio)
A Modelo Logistic Modificado
Pardmetros Estimado Teste t Nivel p R? e FV FP
Ao (LogUFC mL™) 10,1800 £ 0,2000 51,2950 0,0000
Am (LogUFC mL") 12,0130 £0,1000  220,5620 0,0000
Mo (071 23,9100 £976321  0,0000 1,0000 0,9820 0,0550 1,0000 10010
A(h) 1,7400 +£ 10631,1  0,0000 1,0000
A Modelo Weibull
Pardmetros Estimado Teste t Nivel p R? e FV FP
Ao (LogUFC mL1) 10,1800 £ 00,1220 83,7330 0,0000
Anm (LogUFC mL1) 12,0130 £0,0500  241,3330 0,0000
K 04700 £0,0720 64680 00030 09820 0059 1,000 1,0010
0, 5,0180 £12,4170  0,4040 0,7070
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A solucgao proposta no presente estudo foi usar o LAB Fit Curve Fitting Sofware
para descobrir uma outra fun¢do de ajuste, usando uma caracteristica particular deste
software: o LAB Fit possui uma biblioteca com mais de 200 fun¢des simples, com 1, 2,
3 e 4 parametros. Mais que isso, o LAB Fit dispde de um recurso denominado “Finder”,
que possibilita ajustar todas as fungdes de sua biblioteca a um conjunto de dados
experimentais em poucos segundos, € as melhores funcdes sdo escolhidas através dos
menores qui-quadrados obtidos. Assim, usando o “Finder” e estipulando fun¢des com até
3 parametros de ajuste, foi obtido o seguinte resultado para os dados de crescimento:
funcdo de ndmeros 81 (Logistic, R? = 0,9250), 80 (Gompertz, Rz = 0,9229) e a func¢do de
niimero 57, dada por Y=A+BxEXP(CxX),R? =0,9208. Como as duas primeiras das

trés funcdes ja haviam sido descartadas, a terceira fungcao foi melhor investigada, na

tentativa de evitar parametros ndo significativos, e de aumentar o coeficiente de
. ~ . .. . 2
determina¢do R? do ajuste (e consequentemente, diminuir ).

Os parametros A e B da funcio de numero 57 tém interpretacdes fisicas, referentes
as concentragdes celulares, e o pardmetro C tem relacio com a taxa méixima de

crescimento. Assim, foi investigado apenas o expoente 1, podendo ser explicitado em

EXP((CXX)1 ) Esse expoente 1, que define uma funcao exponencial, poderia, a priori,

ser aumentado para 2 ou 3, definindo func¢des sigmoidais. Numa primeira investigacao,
foi usado o expoente 2, ao invés de 1, e o coeficiente de determinacio do ajuste aumentou
de 0,9208 para 0,9710. Numa segunda tentativa, foi atribuido o valor 3 para o expoente,
e o coeficiente de determinacdo do ajuste aumentou para 0,9813. Entretanto, para que se

N

possa resistir a tentacdo de aumentar ainda mais o expoente, deve-se observar que

EXP(-(O,45><14)2)= 5,78x10"® . Ainda, em termos de célculos computacionais, tem-se

que EXP(-(0,45x14)3)= 0,0. Vale salientar que 0,45 h'! e 14 h sdo valores tipicos da

taxa de crescimento e do tempo experimental maximo, no presente estudo. Assim, o
expoente para a fungdo proposta neste trabalho foi estabelecido com o valor 3, e o
software Statistica foi novamente usado para ajustar a fungao nimero 57, que foi reescrita

na seguinte forma:

AD=A,-(A,-A, )exp(-(kt)’) (45)
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Na Tabela 6 encontram-se os resultados do ajuste do modelo proposto, (Equacao
45) para a curva de crescimento do Lactobacillus salivarius na solucao filmogénica.

Os resultados obtidos com o ajuste do modelo proposto aos dados experimentais
do crescimento celular mostraram que todos os trés parametros tém uma probabilidade
igual a 0% de serem zero e, portanto, todos os parametros determinados sdo significativos.
Apesar de simples, os resultados obtidos mostraram que o modelo proposto foi o mais
adequado para descrever o crescimento do Lactobacillus salivarius na solugdo
filmogénica durante a fermentacdo com Lactobacillus salivarius.

A Figura 7 apresenta o crescimento do Lactobacillus salivarius na solucio
filmogénica durante a fermentacdo. Os pardmetros de validagdo mostraram um bom

ajuste do modelo proposto aos dados experimentais de crescimento.

12,5
» @

12,0 ¥ e ©® o
1&1 11,5
$ 11,0
-
&
S 10,5

® Experimental
10,0 __ Predito
9,5
0,0 2,0 40 6,0 80 10,0 12,0 14,0 16,0
Tempo (h)

Figura 7. Curva de crescimento do Lactobacillus salivarius na solu¢do filmogénica

representada pelo do modelo proposto.

Observar-se que todas as fases do crescimento celular, exceto a fase de declinio,
foram satisfatoriamente simuladas. A fase de declinio ou morte das células teve inicio
apo6s as 14 h de fermentagdo, e os dados dessa fase nao foram utilizados na modelagem
matemadtica, uma vez que ndo se desejava determinar parametros que incluissem esse tipo
de efeito bioldgico no presente estudo.

Para complementar as informacdes estatisticas relativas ao modelo proposto, a

matriz de covariancias, envolvendo os parametros a, = A

m °

a,=A, e a; =k, também

deve ser informada.



Tabela 6. Parametros do modelo proposto para o processo de crescimento celular na solucao filmogénica.
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A Modelo proposto
Pardmetros Estimado Teste t Nivel p R? 7 FV FP
Ao (LogUFC mL™) 10,1760 = 0,1110 264,6680 0,0000
Am (LogUFC mL') 12,0130 % 0,0450 91,9530 0,0000 0.9810 00610  1.0000  1,0010
k 0,4530 + 0,0290 15,5480 0,0000
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2,06023x10°  3,70901x10” -2,75671x10™
cov =|3,70901x10° 1,22479x10” -1,35868x10" (46)
-2,75671x10™ -1,35868x10° 8,47428x10™

Dessa forma, a incerteza no valor da fun¢do A(t), para um dado instante t, pode
ser calculada pela férmula geral de propagacdo de erros (BEVINGTON et al., 1993;
TAYLOR, 1997):

3 3 8A
A:JZZa—( o o). @)

k

Assim, com a expressdo de A(t) dada pela Equacdo 45, em LogUFC mL!, e a

incerteza o, dada pela Equacdo 47, e ainda com os valores obtidos para os parimetros

dados na Tabela 7, bem como a matriz das covariincias dada pela Equagao 46, o valor de
A(t) para um dado instante t pode ser calculado para vdrios instantes, com os resultados

mostrados na Figura 8.

t Alt) T, (95.4%)

0.20000E+01 0.11139E+02 0.29327E+00
0.25000E+01 0.11582E+02 0.29104E+00
0.30000E+01 0.11863E+02 0.19260E+00
0.35000E+01 0.11979E+02 0.12298E+00
1 0.12008E+02 0.11782E+00
1 0.12013E+02 0.11999E+00
1 0.12013E+02 0.12034E+00
1 0.12013E+02 0.12036E+00
1 0.12013E+02 0.12036E+00
1 0.12013E+02 0.12036E+00
1 0.12013E+02 0.12036E+00
1 0.12013E+02 0.12036E+00
0.80000E+01 0.12013E+02 0.12036E+00

Figura 8. Valores de A(t) em LogUFC mL™! e a correspondente incerteza (com 95,4% de
confianga) para varios instantes, dados em horas. A parte destacada mostra valores de

A(t) estatisticamente equivalentes, o que ocorre a partir de 4 h.



81

A parte destacada da Figura 8 indica os valores estatisticamente iguais para A(t),
e sdo dados por (12,01 £ 0,12), com confianca de 95,4%, para instantes a partir de t = 4
h.

5.2.2. Consumo de substrato

Os modelos de Baranyi, Gompertz e Logistic foram testados para descrever o
consumo de substrato durante a fermentacdo, porém nio se ajustaram aos dados
experimentais. Os parametros dos demais modelos envolvidos nesse estudo foram
ajustados aos dados experimentais e os resultados estdo sumarizados na Tabela 7.

Os modelos de Gompertz Generalizado e Logistic Modificado tiveram um
coeficiente de determinagdo de 0,991, enquanto que para o modelo de Weibull, obteve-

se um coeficiente de determinagdo de 0,995. Entretanto, os parametros Am, 4, € 1do

modelo de Gompertz Generalizado ndo apresentaram significincia estatistica. Da mesma

forma, os pardmetros . , Am el do modelo Logistic Modificado ndo t€m significincia
estatistica. Ainda, os parametros k, e o, do modelo de Weibull também nao sdo

significativos. Por outro lado, o modelo proposto nesse artigo, (que em udltima andlise

pode ser interpretado como uma modificagdo do modelo de Weibull, em que 6, foi fixado

com o valor 3,0), teve um coeficiente de determinacao igual a 0,991, um qui-quadrado de

0,000133 além dos fatores de viés e de precisdao proximos do valor 1. Para o modelo

proposto, a probabilidade do pardmetro k, ser zero, mesmo tendo o valor obtido, € de

apenas 0,1%. Assim, de todos os resultados obtidos na Tabela 7 o0 modelo proposto pode
ser considerado como mais aceitdvel para descrever o consumo de substrato na solugdo
filmogénica durante a fermentacdo com Lactobacillus salivarius.

Os agucares redutores sdo consumidos pelo Lactobacillus salivarius durante o
processo de fermentacdo. Nas primeiras horas de fermentagio, foi observado um declinio
mais acentuado desse parametro, como mostra a Figura 9, o que corresponde ao periodo
de crescimento exponencial da concentracdo de células na solug¢do filmogénica. Esse

comportamento foi bem simulado pelo modelo proposto.



Tabela 7. Pardmetros e desvio padrdo dos modelos para o processo consumo de substrato na solucao filmogénica.
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Modelo Gompertz Generalizado

Pardmetros Estimado Teste t Nivelp  R? 27 FV FP
Ao (LogUFC mL™") 1,2170 + 0,0030 467,2810 0,0000
Am (LogUFC mL1) 1,9860 + 565,2780 0,0040 0,9970
. (' 1,8600 + 37,8700 0,0490 0,9630 0.9910 0.000133  1,0000  1,0010
I (h) -0,8910 = 460,6580 -0,0020 0,9990
Modelo Logistic Modificado
Parametros ) , 2
Estimado Teste t Nivel p R? X FV FP
Ao (LogUFC mL™1) 1,2170 £ 0,0030 466,9270 0,0000
Am (LogUFC mL™1) 3,7340 + 3248,140 0,0010 0,9990
. (hh 0,5600 + 11,0560 0,0510 0,9620 0.9910 0,000133 1,000 1,0010
A(h) -2,6550 % 803,9960 -0,0030 0,9980
Modelo Weibull
Parametros ; - 2
Estimado Teste t Nivel p R? X FV FP
Ao (LogUFC mL™") 1,1100 % 0,0250 43,7350 0,0000
Am (LogUFC mL™) 1,3500 + 0,0050 291,9340 0,0000
k, 00030 + 0,0160 0.2010 0.8510 0,9950 0,000082 1,0000  1.,010
0, 0,0540 + 0,0400 1,3540 0,2470
A Modelo proposto
Pardmetros Estimado Teste t Nivel p R? 7 FV FP
Ao (LogUFC mL™") 1,2170 % 0,0020 577,1160 0,0000
Am (LogUFC mL") 1,3500 £ 0,0050 261,4260 0,0000 0,9910 0,000133  1,0000 1,0010
k, 0,7730 + 0,1160 6,6350 0,0010
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Figura 9. Curva de consumo de substrato durante a fermentacdo com Lactobacillus

salivarius na solugdo filmogénica com ajuste do modelo proposto.

Para o consumo de substrato, a matriz de covariancias € dada por:

4,44444%x10° 1,32349x10% 1,05832x10™
cov=| 1,32349x10% 2,66667x10° 1,62818x10” (48)
1,05832x10* 1,62818x10° 1,84358x10™

Dessa forma, tem-se todas as informacdes para a completa determinacdo da
quantidade de substrato (aguicares redutores, %) ao longo do tempo. A propdsito, para t >
3,0 h, esta quantidade é dada por RC = (1,217 £ 0,006) %, com uma confianca de 95,4%,

conforme pode ser observado na parte destacada da Figura 10.

t AR(t) T, (95.4%)

0.00000E+00 0.13500E+01 0.13694E-0
0.50000E+00 0.13388E+01 0.17394E-N
0.10000E+01 0.12922E+01 0.51005E-01
0.15000E+01 0.12411E+01 0.48221E-01
0.20000E+01 0.12200E+01 0.13694E-01
0.25000E+01 0.12168E+01 0.52476E-02
0.30000E+01 0.12167E+01 0.55797E-02
0.35000E+01 0.12167E+01 0.55903E-02
0. 40000E+01 0.12167E+01 0.55904E-02
0.45000E+01 0.12167E+01 0.55904E-02

Figura 10. Valores de AR(t) em percentual e a correspondente incerteza (com 95,4% de
confianga) para vdrios instantes, dados em horas. A parte destacada mostra valores de

A(t) estatisticamente equivalentes, o que ocorre a partir de 4 h.
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5.3. Viabilidade celular durante a secagem
Na Tabela 8, estdo resumidas as concentracdes de células vidveis do Lactobacillus
salivarius nas fatias de mamao antes do processo de secagem convectiva e apds a secagem

nas temperaturas de 50, 60 e 70 °C, e respetivas redugdes.

Tabela 8. Concentracdo de células vidveis do Lactobacillus salivarius nas fatias de

mamao in natura e secas nas temperaturas de 50, 60 e 70 °C.

Concentragdo de células Reducao
Tratamento
(LogUFC g!) (LogUFC g!)
in natura 10,07 £0,01° -
Revestimento probidtico 50 °C 8,97 +0,01° 1,10°
Revestimento probidtico 60 °C 8,86 +0,03°¢ 1,22
Revestimento probiético 70 °C 8,77 £0,04 ¢ 1,30 #

Valores com letras diferentes na mesma coluna sdo significativamente diferentes (p <0,05).

Analisando a Tabela 8, verificou-se que houve uma redugdo significativa no
numero de células vidveis apds a secagem das fatias de mamio. A reducdo da
concentracdo vidvel de células foi gradual com o aumento da temperatura de secagem.
Tal comportamento era esperado, uma vez que temperaturas mais elevadas causam maior
estresse a células sensiveis.

Para descrever a viabilidade do Lactobacillus salivarius nas fatias de mamao
durante o processo de secagem nas temperaturas de 50, 60 e 70 °C, foi usado o LAB Fit
Curve Fitting Sofware para descobrir uma funcio de ajuste, usando o recurso “Finder”,
que possibilitou ajustar todas as fungdes de sua biblioteca a um conjunto de dados

experimentais em poucos segundos, e as melhores fungdes sdo escolhidas através dos

menores qui-quadrados obtidos. A fungdo 128 (Y =AxB* + C) , com 3 parametros foi a

mais adequada, apresentando os menores qui-quadrados dentre as funcdes testadas pelo
software.

As Equacdes 49, 50 e 51 corresponde a funcdo 128 com os parametros estimados
mediante o ajuste aos dados da viabilidade das células com o tempo secagem nas fatias
de mamdo com revestimento probidtico, no processo de secagem a 50, 60 e 70 °C,

respectivamente.
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Ty = 1,21246 x 0,98879" + 8,92438

(49)
R?=0,9748
T, .c =1,32333 x 0,98529" + 8,84869 (50)
R?=0,9657
T,p.c = 1,41252 x 0,98499" + 8,73368 51)

R*=0,9639

Na Figura 11, sdo apresentados o comportamento da cultura probidtica durante o
processo de secagem nas temperaturas de 50, 60 e 70 °C, com o ajuste das respectivas

equacoes.

o 50°C

" 60°C

. 70°C
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Figura 11. Concentracdo de células vidveis do Lactobacillus salivarius durante o
processo de secagem das fatias de mamao nas temperaturas de 50, 60 e 70 °C. A linha

continua representa a fun¢do de ajuste.

Analisando a Figura 11, verifica-se uma redu¢@o da concentracdo de células mais
acentuada nos primeiros minutos de secagem, sendo mais acentuada quando observamos
o aumento da temperatura. Uma reducdo da viabilidade das células do Lactobacillus
salivarius era esperada, uma vez que a exposi¢dao da cultura probidtica a temperaturas
altas por um longo periodo de tempo cause estresse nas células. No entanto, a partir de
200 min de secagem, foi observado uma redugdo ndo significativa na concentracao das
células vidveis em todas as temperaturas de secagem.

Rodrigues et al. (2018) ao estudar a incorporacdo de Lactobacillus casei por

imersdao em cubos de maca, observaram que tanto no processo de secagem convencional
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como com a aplica¢do do ultrassom, nas temperaturas de 10, 40 e 60 °C, ocorreu uma
redugdo linear da viabilidade das células, sendo observado redugdo de até 4 LogUFC g™!,
nas temperaturas de 40 e 60 °C, com tempos de secagem inferior a 150 min.

O método de incorporagao de probidticos para a producao de lanches funcionais
podem influenciar na conservagao de probidticos apds um periodo de estresse, como o de
secagem em temperaturas elevadas e por um longo periodo de tempo. Isso tem sido
observado ao analisar estudos anteriores, que estudaram o método de incorporagdo de
probidticos por impregnagdo a vicuo em bagas de murta (ZURA-BRAVO et al., 2019),
nos quais foi observado reducdes entre 0,5 e 1,5 Log quando submetidas a secagem por
conveccdo e 1,5 a 1,9 Log quando submetidas ao processo de secagem a vécuo.

Nesse estudo, foi observado redugdes de 1,3 LogUFC g!, na temperatura de 70
°C. Os resultados obtidos para a conservagao da viabilidade do Lactobacillus salivarius
nas fatias de mamao durante o processo de secagem convectiva sdo considerados
positivos, e a preservagao das células pode estar relacionado ao método de incorporagao,
usando o revestimento comestivel como veiculo. Além disso, o potencial encapsulante da
solucdo filmogénica a base de gelatina e inulina, € capaz de formar uma barreira que
minimiza os impactos das condicdes externas de secagem, nas células do micro-
organismo.

Esse resultado potencializa o uso de revestimento comestivel para a incorporacao
de probidticos em lanches sauddveis. Embora a reducdo do nimero de células vidveis
tenha ocorrido, foi minima, comparado a estudos anteriores. Além disso, nos ultimos
anos, novos conceitos relacionados a probidticos, como pds-bidticos e paraprobidticos,
tém sido usados para descrever micro-organismos ndo vidveis ou extratos livres de
bactérias que podem fornecer beneficios ao hospedeiro, oferecendo bioatividades
adicionais aos probiéticos (CUEVAS-GONZALEZ; LICEAGA; AGUILAR-TOALA,
2020).

5.4. Modelagem matematica: cinética de secagem

O estudo cinético das condi¢des de fermentagdo para a elaboragdo de uma solugao
filmogénica probidtica permitiu definir as condi¢des ideais para maximizar a producdo
de células probidticas. Essas condi¢cdes envolvem uma concentragdo de gelatina de 1,0%
e 4,0% de inulina, com temperatura de fermentagdo de 45 °C. Ap6s 4 h de fermentacio,
observou-se que a solu¢@o apresentava a concentracdo maxima de células probidticas,

ideal para a aplicacdo nas fatias de mamao. Como essas fatias apresentam um alto teor de
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agua (7,75 b.s.), o emprego de técnicas de conservacdo complementar como a secagem,
permitiu descartar o acondicionamento refrigerado necessario para oferta de produtos
como fatias de mamao minimamente processadas.

O processo de secagem envolveu o ajuste das condi¢gdes de processo para otimizar
a produgao, possibilitando o conhecimento de condi¢des Gtimas para o desenvolvimento
de novos produtos de alta qualidade. Para isso, o estudo cinético através do ajuste de
modelos matemadticos aos dados experimentais ¢ uma ferramenta indispensdvel que
permite estabelecer e prever o comportamento do produto durante o processo em
determinadas condigdes.

No estudo cinético da secagem das fatias de mamao controle e com o revestimento

probidtico nas temperaturas de 50, 60 e 70 °C, foram avaliados os modelos de Henderson

e Pabis, Peleg, Page, Silva et alli. e Wang e Singh. Os parametros ‘a’ e ‘b’ desses modelos

matematicos e os indicadores estatisticos: desvio padrdo (a), coeficiente de

determinac¢do (Rz) e qui-quadrado ( )(2) , estdo resumidos na Tabela 9.

Analisando os dados presentes na Tabela 9, nota-se que o modelo de Henderson e
Pabis apresentou um bom ajuste em todos os experimentos realizados, com coeficientes
de determinacio (R?) superior a 0,9982 e qui-quadrado ( z°) inferior a 0,0082. Para esse
modelo, utilizou-se no ajuste os valores iniciais de 1,0 para o parAmetro ‘a’ € 1,0x107°

para o parametro ‘b’. Verificou-se que quando analisado a cinética de secagem das fatias

de mamado em temperaturas amenas (50 e 60 °C), o ajuste do modelo aos dados
experimentais, indiferente ao tratamento, foi superior, com R? superior a 0,9991 e )(2

inferior a 0,0052.

O modelo de Peleg apresentou um bom ajuste aos experimentos realizados,
porém, inferior ao observado no estudo do modelo de Henderson e Pabis. O ajuste do
modelo de Peleg foi realizado utilizando o valor inicial de 1,0 para os parametros ‘a’ e

‘b’ do modelo.
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Tabela 9. Parametros estimados e desvio padrdo dos modelos matematicos ajustados a experimentos de secagem das fatias de mamao.

Modelo de Henderson e Pabis

Temperatura (°C) Tratamento Parametros Estimado Teste t Nivel p o R2 X
a 1,0044 + 0,0059 169,5779 0,0000
Controle 0,0128 0,9994 0,0036
<0 b 0,0082 +0,0001 68,9579 0,0000
a 1,0069 + 0,0070 143,5594 0,0000
Revestimento probidtico 0,0150 0,9992 0,0052
b 0,0085 +0,0001 59,0975 0,0000
a 1,0064 +0,0078 128,8212 0,0000
Controle 0,0143 0,9992 0,0043
60 b 0,0137 £ 0,0002 58,9847 0,0000
a 1,0125 +0,0089 113,9181 0,000
Revestimento probidtico 0,0156 0,9991 0,0051
b 0,0158 +0,0003 54,0482 0,0000
a 1,0112 +£0,0126 80,0512 0,0000
Controle 0,0213 0,9982 0,0082
0 b 0,0180 = 0,0005 39,2786 0,0000
a 1,0076 = 0,0078 130,5614 0,0000
Revestimento probidtico 0,0121 0,9994 0,0028
b 0,0223 + 00,0003 66,3972 0,0000
(continua)

o € o desvio padrao da funcao.
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Tabela 9. Parametros estimados e desvio padrdo dos modelos matematicos ajustados a experimentos de secagem das fatias de mamao.

(continuagdo)
Modelo de Peleg
Temperatura (°C) Tratamento Parametros Estimado Teste t Nivel p o R2 ;(2
a 104,7359 + 3,438 30,4653 0,0000
Controle 0,0253 0,9976 0,0141
<0 b 0,7687 +£0,0143 53,9468 0,0000
a 08,9796 +4,1478 23,8635 0,0000
Revestimento probidtico 0,0333 0,9960 0,0255
b 0,7870 £0,0167 47,1356 0,0000
a 57,7878 +£3,0530 18,9285 0,0000
Controle 0,0413 0,9935 0,0357
60 b 0,8247 +0,0189 43,5415 0,0000
a 49,4941 £2.9828 16,5935 0,0000
Revestimento probidtico 0,0473 0,9913 0,0469
b 0,8376 + 0,0203 41,2098 0,0000
a 45,6862 +2,6356 17,3341 0,0000
Controle 0,0426 0,9928 0,0326
=0 b 0,7953 +0,0225 35,3961 0,0000
a 33,5238 +£2,0922 16,0234 0,0000
Revestimento probidtico 0,0458 0,9912 0,0399
b 0,8507 +0,0201 42,3947 0,0000

o € o desvio padrao da funcao.
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Tabela 9. Parametros estimados e desvio padrao dos modelos matematicos ajustados a experimentos de secagem das fatias de mamao.

(continuagdo)
Modelo de Page
Temperatura (°C) Tratamento Parametros Estimado Teste t Nivel p o R2 ;(2
a 0,0071 = 0,0006 12,4681 0,0000
Controle 0,0118 0,9995 0,0031
<0 b 1,0302 +£0,0171 60,2901 0,0000
a 0,0068 + 0,0006 10,9803 0,0000
Revestimento probidtico 0,0129 0,9994 0,0039
b 1,0477 = 0,0195 53,6228 0,0000
a 0,0112 +£0,0010 11,6463 0,0000
Controle 0,0125 0,9994 0,0033
60 b 1,0467 + 0,0203 51,5217 0,0000
a 0,0115 +0,0010 11,8830 0,0000
Revestimento probidtico 0,0118 10,9995 0,0029
b 1,0738 = 0,0205 52,4127 0,0000
a 0,0130 +£0,0016 8,0326 0,0000
Controle 0,0176 0,9988 0,0056
0 b 1,0792 +0,0311 34,7248 0,0000
7
a 0,0183 +0,0012 15,2585 0,0000
Revestimento probidtico 0,0097 0,9996 0,0018
b 1,0502 +£0,0172 61,1415 0,0000

o € o desvio padrao da funcao.
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Tabela 9. Parametros estimados e desvio padrao dos modelos matematicos ajustados a experimentos de secagem das fatias de mamao.

(continuagdo)
Modelo de Silva et alli
Temperatura (°C) Tratamento Parametros Estimado Teste t Nivel p o R2 ;(2
a 0,0084 + 0,0002 36,5039 0,0000
Controle 0,0125 0,9994 0,0034
<0 b -0,0027 = 0,0020 -1,3570 0,1886
a 0,0089 + 0,0003 32,2926 0,0000
Revestimento probidtico 0,0143 0,9993 0,0047
b -0,0044 + 0,0024 -1,8813 0,0727
a 0,0143 +0,0005 30,7126 0,0000
Controle 0,0137 0,9993 0,0039
60 b -0,0055 +0,0033 -1,6810 0,1076
a 0,0169 + 0,0006 30,1643 0,0000
Revestimento probidtico 0,0140 0,9993 0,0041
b -0,0103 = 0,0037 -2,7768 0,0113
a 0,0194 +0,0010 20,9404 0,0000
Controle 0,0199 10,9984 0,0071
=0 b -0,0111 +0,0058 -1,9081 0,0725
a 0,0235 + 0,0007 34,4517 0,0000
Revestimento probidtico 0,0111 0,9995 0,0023
b -0,0087 + 0,0040 -2,1908 0,0411

o € o desvio padrao da funcao.
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Tabela 9. Parametros estimados e desvio padrao dos modelos matematicos ajustados a experimentos de secagem das fatias de mamao.

(conclusio)
Modelo de Wang e Singh
Temperatura (°C) Tratamento Parametros Estimado Teste t Nivel p o R2 ;(2
a -0,0053 +0,0002  -27,0031 0,0000
Controle 0,0707 0,9811 0,1098
<0 b 0,00001 # 0,0000 15,4388 0,0000
a -0,0051 +£0,0002  -24,2687  0,0000
Revestimento probidtico 0,0848 0,9736 0,1654
b 0,00001 = 0,0000 14,4256 0,0000
a -0,0071 £0,0004  -17,3985 00,0000
Controle 0,1309 0,9320 0,3596
60 b 0,00001 = 0,0000 10,8715 0,0000
a -0,0074 = 0,0005 -15,4165 00,0000
Revestimento probidtico 0,1547 0,9029 0,5025
b 0,00001 = 0,0000 9,8365 0,0000
a -0,0101 +£0,0005 -18,9613 00,0000
Controle 0,1121 0,9491 10,2263
=0 b 0,00002 * 0,0000 11,2856 0,0000
a -0,0097 £ 0,0007  -13,3363 00,0000
Revestimento probidtico 0,1810 0,8524 10,6226
b 0,00002 = 0,0000 8,4711 0,0000

o € o desvio padrao da funcao.
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O modelo de Page amplamente usado para descrever o processo de secagem de
diversos produtos agricolas, apresentou valores de R2 superiores a 0,9988 e y” inferiores
20,0056, quando analisado o ajuste do modelo aos dados experimentais usando os valores
iniciais de 1,0x107° para o parAmetro ‘a’ ¢ 0,7 para o pardmetro ‘b’ do modelo. Diante
disso, o modelo de Page descreve bem o processo de secagem das fatias de mamao em
todas as condi¢des testadas.

Os parametros e indicadores estatisticos obtidos do ajuste do modelo de Silva et
alli. mostram R2 superiores a 0,9984 e y” inferiores a 0,0071. Porém, o pardmetro ‘b’
estimado em todos os experimentos de secagem pelo modelo, apresentaram uma
probabilidade superior a 4% de assumir o valor zero, sendo pouco indicado para descrever
com precisdo o processo de secagem das fatias de mamao.

Ja o modelo de Wang e Singh resultou nos ajustes com menores valores de R? e
maiores valores de y~, quando comparado aos dados obtidos dos ajustes dos demais
modelos estudados. Diante disso, constatou-se que o modelo de Page € o mais adequado,
dentre os modelos matemadticos estudados nesse trabalho para descrever o processo de

secagem das fatias de mamdo controle e com o revestimento probidtico, secas nas

temperaturas de 50, 60 e 70 °C (Figura 12).

50 °C - Controle
50 °C - Revestimento probidtico
60 °C - Controle
60 °C - Revestimento probidtico
70 °C - Controle
70 °C - Revestimento probidtico

¢ ¢ A WO

0 100 200 300 400 500 600 700
Tempo (min)
Figura 12. Cinética de secagem das fatias de mamao descritas pelo ajuste do modelo de

Page nas temperaturas de 50, 60 e 70 °C.

Ao analisar os valores estimados para os parametros ‘a’ e ‘b’ pelo modelo de Page
(Tabela 9) notou-se que os mesmos apresentam uma relagdo com a temperatura de

secagem, observando um aumento com o incremento da temperatura do ar de secagem.
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Pereira et al. (2020) no estudo da secagem continua de arroz bruto nas temperaturas de
50 e 70 °C, observaram que o modelo de Page também foi o mais adequado para descrever
a cinética de secagem continua do arroz. O aumento dos valores do parametro ‘a’ do
modelo de Page com o aumento da temperatura de secagem, foi relatado por Santos et al.
(2020) no estudo do mesmo modelo na secagem do arroz vermelho nas temperaturas de
40, 50, 60, 70 e 80 °C. Na secagem de fruta como o pé€ssego, 0 mesmo comportamento
foi relatado por Santos et al. (2019), para o parametro ‘a’ do modelo, no processo de
secagem nas temperaturas de 60, 70 e 80 °C. Esse aumento observado deve-se ao aumento
da taxa de secagem com o uso de temperaturas mais elevadas.

Na Tabela 10, estdo resumidos o tempo de secagem para as fatias de mamao
atingir o equilibrio termodindmico e seus respectivos teores de dgua final. Nota-se a
influéncia significativa (p > 0,05) do tratamento (controle, revestimento probidtico) e da

temperatura nas respostas: tempo e teor de dgua.

Tabela 10. Tempo de secagem e teor de dgua das fatias de mamao.

Experimento Tempo (min) Teor de agua (b.s.)
I 600 a 0,1482 ab
II 600 a 0,1581 a
I 540 b 0,1436 ab
v 540b 0,1450 ab
\Y% 360 d 0,1043 ¢
VI 420 ¢ 0,1301 b

Valores com letras diferentes na mesma coluna sio significativamente diferentes (p <0,05).
I — Controle 50 °C, II — Revestimento probiético 50 °C, III — Controle 60 °C, IV — Revestimento
probidtico 60 °C, V — Controle 70 °C, VI — Revestimento probidtico 70 °C.

O uso de temperaturas mais elevadas do ar durante o processo de secagem das
fatias de mamao reduziu significativamente o tempo do processo, no entanto, também foi
observado que a aplicac¢do do revestimento probidtico nas fatias de mamao resultou no
aumento de tempo de secagem na temperatura de 70 °C, comparado as fatias de mamao
controle secas a 70 °C. O comportamento referente ao incremento da temperatura, se deve
ao fato, de que as maiores taxas de remocao de d4gua do produto ocorrem em temperaturas
mais elevadas, o que reduz o tempo de secagem (MELO et al., 2015).

Analisando os dados do teor de dgua final das fatias de mamao resumidos na

Tabela 10, observa-se valores entre 0,1581 e 0,1043 (b.s.) nos experimentos de secagem
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a 50 °C com a aplicagdo do revestimento probidtico e a 70 °C das fatias de mamao
controle, respectivamente. Santos et al. (2019b) relataram teores de dgua entre 7,90 (%
b.u.) a 80 °C e 13,69% b.u. a 50 °C, quanto estudou o efeito da temperatura na secagem
de pimentdo amarelo. Islam et al. (2019) obteveram teores de dgua entre 9,43 e 11,90%
para o mamao controle seco nas temperaturas de 70 e 50 °C. Os mesmos autores,
mostraram que a aplicac@o do filme comestivel a base de amido de batata em diferentes
concentracdes, resultou na reducdo da eficiéncia do processo de secagem na remog¢ao da
adgua presente nas amostras, relatando teores de dgua entre 13,08 e 13,78% nas
concentracoes de 1% e 3% de amido de batata presente no filme comestivel,
respectivamente. Ao comparar esses relatos encontrados na literatura com os resultados
obtidos nesse estudo, observa-se um comportamento semelhante, tanto para a temperatura
de secagem quanto para a aplicacdo do revestimento, influenciando significativamente o

teor de dgua final das fatias de mamao.

5.5. Difusividade efetiva: condiciao de contorno de primeiro e terceiro
tipo

A difusividade efetiva determinada pelos modelos de difusdo com condi¢do de
contorno de primeiro e terceiro tipo e respectivos R2e y*, além do coeficiente convectivo
de transferéncia de massa e o ndmero de Biot obtidos pelo ajuste do modelo de difusao
com condi¢do de contorno de terceiro tipo, estdo resumidos na Tabela 11.

Observando os dados apresentados na Tabela 11, nota-se que a condicdo de
contorno de terceiro tipo descreveu bem o processo de secagem em todas as condi¢oes

do processo de secagem, quando analisado os coeficientes de determinacdo e qui-

quadrados, com R? superior a 0,99 e baixos )(2. Enquanto, o modelo de difusdo de

. . . . 2
primeiro tipo apresenta valores de R? entre 0,98 e 0,99 e valores superior de y°,
comparado aos valores obtidos utilizando a condic¢ao de contorno de terceiro tipo. Diante
disto, assumiu-se a condicdo de terceiro tipo como a mais adequada para descrever o

processo de difusdo na secagem das fatias de mamao nas temperaturas de 50, 60 e 70 °C.
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Condicao do primeiro tipo

Condicdo do Terceiro tipo

Experimentos

D (m?s™) R2 a D (m?s™) Bi h(ms™) R? 1’

. (2,50 £0,07)x10*c 09914 0,0964 (1,63+1,62)x10"b (9,88+5,43)x107a (4,14+0,41)x107 09989  0,0046
c

- (2,61£0,17)x10*  0,9904 0,1026 (1,58+1,55)x107b (3,09+1,57)x107a  (3,82+0,28)x107 09986  0,0058
c c

- (4,27+0,21)x10* 09887 0,0750 (7,22+3,79)x107b (3,35+3,33)x107a (6,18+0,61)x107  0,9986  0,0047
b b

v (4,95£0,35)x10*  0,9867 0,0791 (7,57+3,78)x10"b (1,35%1,33)x107a  (6,97+0,44)x107 09982 0,0057
b b

v (5,74£0,39)x10*  0,9860 0,0761 (1,93£0,09)x10°a (0,02+0,00)x107a  (7,73+0,03)x107  0,9968  0,0085
a a

VI (7.40£1,29)x10"a 09853  0,0640 (2,13+2,93)x10°a (0,02%0,00)x107a  (1,00+0,18)x10°a 09975  0,0062

Valores com letras diferentes na mesma coluna sdo significativamente diferentes (p <0,05).
I— Controle 50 °C, I — Revestimento probidtico 50 °C, III — Controle 60 °C, IV — Revestimento probidtico 60 °C, V — Controle 70 °C, VI — Revestimento

probidtico 70 °C.
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A temperatura influenciou significativamente os parametros de difusdo estimados
(Tabela 11). Observou-se o aumento dos valores estimados de difusividade efetiva
quando foi analisado a temperatura de 70 °C. O aumento da difusividade efetiva com o
incremento da temperatura € um comportamento esperado em materiais bioldgicos. O
mesmo comportamento foi observado por Doymaz (2017) ao estudar a difusividade
efetiva na secagem de rodelas de cenoura em diferentes temperaturas.

Ao analisar os valores estimados para o nimero de Biot (B;), ndo foi observado
uma relacdo significativa entre os tratamentos e as temperaturas de secagem. O B; é um
nimero admensional que correlaciona a taxa de conducdo interna com a taxa de
conveccdo externa, sendo capaz de indicar a resisténcia interna do produto ao processo
de transferéncia de calor e massa (SANTOS et al., 2020a). Na Tabela 11, nota-se que os
valores obtidos para o niimero de B; sdo baixos na ordem de 10°, mostrando que apesar
dos bons coeficientes de determinacao e baixos qui-quadrado, o modelo de difucio nio é
muito adequado para descrever o processo de secagem das fatias de mamao. Isso pode
ser atribuido ao alto teor de dgua inicial do produto que foi de 7,75 (b.s.). Semelhante ao
observado nesse trabalho, relatou Moreira et al. (2018) no estudo da producgdo de lanches
de fatias de kiwi; Santos et al. (2020a) no estudo dos efeitos do pré-tratamento de
ultrassom na cinética e nas propriedades termodinamicas do processo de secagem das
rodelas de goiaba; e Almeida et al. (2020) ao estudarem a influéncia da espessura na
cinética de secagem de fatias de beterraba.

E possivel verificar ainda na Tabela 11, que a aplicagio do revestimento
comestivel probidtico nas fatias de mamao nao influenciou no coeficiente convectivo de
transferéncia de massa (h). Enquanto a temperatura resultou no aumento significativo
com o aumento da temperatura. Segundo Santos et al. (2019a), valores elevados do
coeficiente convectivo de transferéncia de massa tendem a apresentar um menor tempo
para que as amostras atinjam o teor de d4gua de equilibrio, resultado verificado na Tabela

10.

5.6. Energia de ativacio e propriedades termodinamicas

Foi necessdrio maior energia de ativacdo para a secagem das fatias de mamao com
o revestimento probidtico (104228,7 J mol™!) comparado as fatias de mamdo controle
(99471,75 J mol™"). O aumento da energia de ativacdo com a aplicaciio do revestimento
probidtico, sugerem que as fatias tratadas necessitam de mais energia para iniciar a

difusdo da umidade. A energia de ativacao é diferente para cada produto agricola, sendo
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frequentemente relatado na literatura valores na faixa entre 12,7 ¢ 110 KJ mol”!' (KAVEH;
AMIRI CHAYJAN; NIKBAKHT, 2017). Variacdes da energia de ativacdo pode estar
relacionado a estrutura do produto estudado, assim como, sua composi¢do quimica e
especificacdes do secador.

Na Tabela 12, foram resumidos os resultados obtidos para as propriedades

termodinamicas nas diferentes condicdes do processo de secagem das fatias de mamao.

Tabela 12. Propriedades termodinamicas das fatias de mamao desidratadas.

Experimentos A AS:10" AG
(J mol™) (J mol™) (J mol™)

I 96785,47 -65,06 117807,81
II 101542,03 -50,37 117818,13
I 96701,94 -65,31 118459,64
v 101458,89 -50,62 118323,08
\Y% 96618,80 -65,55 119113,96
VI 101375,75 -50,87 118830,52

I — Controle 50 °C, II — Revestimento probiético 50 °C, III — Controle 60 °C, IV — Revestimento
probidtico 60 °C, V — Controle 70 °C, VI — Revestimento probidtico 70 °C.

A andlise termodindmica fornece uma compreensdo abrangente da cinética
térmica durante o processo de secagem (SARPONG et al., 2019). Ao analisar os
resultados presentes na Tabela 12, € possivel verificar uma relacdo da aplicagdo do
revestimento probidtico com os valores obtidos para as propriedades de entalpia e
entropia. A aplicacdo do revestimento comestivel probidtico nas fatias de mamao resultou
no aumento da entalpia e entropia em todas as temperaturas analisadas.

O aumento da temperatura resultou na reducio dos valores obtidos para a entalpia
das fatias de mamao, uma vez que a entalpia estd relacionada a energia necessaria para
remover a dgua aderida ao produto durante o processo de secagem (OLIVEIRA et al.,
2010), observa-se que as fatias revestidas demandaram mais energia no processo de
secagem, diferente do efeito da temperatura, em que o incremento dessa condicao reduziu
a necessidade de energia para remover a dgua presente no produto. O mesmo
comportamento foi relatado em estudo do aumento da temperatura nas propriedades
termodinamicas de maca seca a vacuo (NADI; TZEMPELIKOS, 2018), na secagem de

fatias de goiaba com pré-tratamento usando ultrassom (SANTOS et al., 2020a), no estudo
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do ultrassom multifrequencial e secagem por infravermelho na cinética de secagem de
batata doce (RASHID et al., 2019) e nas propriedades termodindmicas da secagem da
polpa de ‘bacaba’ (MORAIS et al., 2019).

Os valores de entropia (AS) que medem a mudanga desordenada de moléculas

em um sistema foram negativos (Tabela 12). De acordo com Rashid et al. (2019), valores
negativos de entropia indica que o estado de transi¢do tem um grau de liberdade estrutural
menor do que os reagentes. Além disso, as temperaturas mais elevadas podem aumentar
o valor absoluto de entropia, o que torna o equilibrio termodinamico do material diferente
do sistema original. O aumento do valor absoluto de entropia foi observado quando
aumentou a temperatura de secagem das fatias de mamao. Ja a aplica¢cdo do revestimento
comestivel probidtico resultou em valores em absoluto menores, quando comparado as
fatias que ndo receberam o tratamento antes da secagem. Tal comportamento pode estar
relacionado a organizacido das moléculas devido a interacdo do sistema dgua e produto,

com o revestimento comestivel probidtico formulado com gelatina e inulina.

A energia livre de Gibbs (AG) estar relacionada a atividade do sistema no

processo de adsor¢do ou dessor¢do e fornece uma melhor visdo sobre quais forgas
termodinamicas de acionamento influenciam as reagdes (KALEEMULLAH;
KAILAPPAN, 2007; NADI; TZEMPELIKOS, 2018). Os valores de AG obtidos nas
diferentes condicoes de secagem das fatias de mamao, resumidos na Tabela 12, indicam
a ocorréncia de reacoes ndo espontaneas. Nota-se ao verificar a Tabela 12, que os valores
obtidos tendem a aumentar com o aumento da temperatura. Esse comportamento é
frequentemente relatado para produtos como: maca (NADI; TZEMPELIKOS, 2018),
goiaba (SANTOS et al., 2020a) e batata doce (RASHID et al., 2019) entre outros produtos

agricolas.

5.7. Encolhimento
Durante o processo de secagem, o aumento da temperatura da amostra oferece
mais energia para as moléculas de d4gua, comegando pela camada superficial que evapora
rapidamente. Isso pode levar ao aumento substancial do estresse estrutural da superficie
do material e ao rdpido encolhimento das fatias de mamao (DAI et al., 2019).
Para descrever o comportamento da taxa de encolhimento das fatias de mamao
durante o processo de secagem em diferentes condicoes, foi utilizado o recurso “Finder”

do LAB Fit Curve Fitting Sofware para descobrir uma funcdo de ajuste adequada. A
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funcdo 128 (Y=A><BX+ C), foi a mais adequada, apresentando 0s menores qui-

quadrados, dentre as funcdes testadas pelo software, para descrever o encolhimento das
fatias de mamao controle e probidtico nas temperaturas: 50 (Equacdes 52 e 53), 60

(Equacgdes 54 e 55) e 70 °C (Equagdes 56 e 57).

Controle = 0,97014 x 0,99299' + 0,06239

(52)
R?=0,9916
Revestimento probidtico = 0,95152 x 0,99396' + 0,08715 (53)
R?=0,9915
Controle = 0,86668 x 0,98612"' + 0,11231 (54)
R*=0,9945
Revestimento probidtico = 0,96220 x 0,99019' + 0,10100 (55)
R*=0,9797
Controle = 0,92038 x 0,98737"' + 0,10687 (56)
R*=0,9892
Revestimento probidtico = 0,84145 x 0,99043' + 0,18674 57)

R’=0,9904

Na Figura 13, observa-se a taxa de encolhimento do volume das fatias de mamao
controle e com o revestimento probidtico, nas temperaturas de 50, 60 e 70 °C, durante o
tempo de secagem.

O encolhimento do volume das fatias de mamao acompanha a taxa de secagem,
verificando-se uma retracdo maior nas primeiras horas de secagem, sendo ainda mais
acentuada nas temperaturas de 70 e 60 °C, e ap6s um periodo de elevada taxa de secagem,
a retrac@o do volume tende a zero. Fendmeno semelhante ao observado nesse relato foi
descrito por Farias et al. (2020) no estudo da transferéncia de calor e massa e variacoes

de volume em fatias de banana durante a secagem convectiva.
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Figura 13. Encolhimento das fatias de mamao durante secagem nas temperaturas: (a) 50,

(b) 60 e (c) 70 °C. A linha continua representa a funcao de ajuste.

Fazendo uma comparacio entre as fatias de mamao com revestimento probidtico
e as fatias de mamado controle, observou-se que o revestimento probidtico das fatias de
mamao resultou na reducdo da taxa de encolhimento do volume. A aplicacdo de
revestimentos comestiveis como pré-tratamento a secagem, reduziu a porcentagem de
encolhimento de mamao (ISLAM et al., 2019), da fruta wolfberry (YU et al., 2020) e
fatias de banana (DEHSHEIKH; DINANI, 2019). Isso pode ser resultado da formagao de
uma fina pelicula na superficie das fatias, levando a estabilizagdo mecénica da superficie

que limita o grau de encolhimento.

5.8. Cor

O aspecto visual das fatias de mamao foi acompanhado durante a secagem em
diferentes condi¢des (50, 60 e 70 °C), proporcionando a visualizagdo das alteracdes
causadas na cor e estrutura das fatias. Sabido a importancia do aspecto visual do produto
para decisdo e intencdo de compra, foi feito um estudo qualitativo das alteracdes

provocadas pelo calor e o efeito do revestimento probidtico nas caracteristicas de cor e
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estruturais das fatias de mamao. Na Figura 14, observa-se a evolugdo do aspecto visual
das fatias de mamao controle e com o revestimento probidtico durante o tempo de

secagem nas diferentes temperaturas.

50 °C — Revestimento
Probibtico
60 °C — Revestimento
Prabiotico
70 °C — Revestimento
Probibtico
0 30 (1] 20 150 210 270 330

Tempo (min)

390 450 510 570

Figura 14. Aspecto visual da cor das fatias de mamdo com o tempo de secagem em

diferentes temperaturas.

As imagens correspondentes ao tempo O min foram registradas imediatamente
ap6s a aplicacdo do revestimento probidtico. Analisando a Figura 14, nota-se que as
amostras com o revestimento probidtico apresentam uma colora¢do viva e mais nitida
comparado as amostras controle. Alteracdes na cor das fatias de mamao pode ser
resultado de reagdes enzimaticas e nao enzimaticas (WANG et al., 2018), o que, nas fatias
de mamao com revestimento probidtico foi minimizado, podendo ser atribuido a imediata
aplicagdo da solucdo filmogénica nas fatias de mamao apds o corte, reduzindo o contato
do fruto com oxigénio, assim como, a variacdo da cor das fatias iniciais pode ser
justificada pela varia¢do ocorrida entre frutos.

Ap6s os primeiros minutos de secagem, é constatado um escurecimento gradual
das fatias de mamao em ambos os tratamentos. No entanto, o aumento da temperatura (70
°C) de secagem resultou na reducdo do tempo de contato das amostras com o ar quente,
resultando em amostras com colocagdo final relativamente mais clara comparada a
coloragao final obtida nas amostras secas nas temperaturas de 50 e 60 °C.

Ainda analisando as imagens apresentadas na Figura 14, nota-se alteracdes na
estrutura das fatias. Nas fatias tratadas com o revestimento probidtico, observou-se uma

tendéncia a formacgdo de bolhas de ar durante o processo de transferéncia de massa. A
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formacao de bolhas na superficie das fatias com o revestimento probidtico foi constatado
decorrido 150 min do tempo de secagem, correspondendo ao periodo de tempo em que a
taxa de secagem foi alta. O aumento da energia das moléculas de dgua corresponde ao
aumento da transferéncia de massa ocorrida nos periodos inicias de secagem, que nesse
estudo, pode ter encontrado uma barreira na camada de revestimento probidtico,
formando bolhas de ar na superficie das fatias.

Islam et al. (2019) relataram que o aumento da concentragdo do revestimento
comestivel com amido de batata resultou na redugdo da taxa de secagem de mamao,
mostrando que dependendo do material utilizado no revestimento, pode interferir
significativamente no processo de secagem, formando uma barreira a transferéncia de
massa, resultando no aumento do tempo de secagem, fato observado neste trabalho, cuja
barreira € formada pelo revestimento pode causar alteragdo do aspecto visual das fatias
com a formagdo de bolhas, resultando em um produto final enrugado, como foi verificado
nas imagens apresentadas na Figura 14, nos tempos finais de secagem das fatias de
mamao tratadas com o revestimento probidtico. Resultados semelhantes em termos de
aspecto visual foram relatados em fatias de mamao formosa (GERMER et al., 2014) e em
cubos de mamao (BARRAGAN—IGLESIAS et al., 2019).

Na Tabela 13, estdo resumidos os dados obtidos para os parametros de cor das
fatias de mamao in natura e submetidas ao processo de secagem nas temperaturas de 50,
60 e 70 °C, sem a aplicagdo do revestimento comestivel (controle) e com o revestimento

probidtico.



Tabela 13. Parametros de cor das fatias de mamao in natura e desidratadas nas temperaturas de 50, 60 e 70 °C.
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Parametros
Experimentos
L* a* b* C h° AE

In natura -controle 60,93 +1,57a 36,77+ 1,13 62,03£1,65a 72,34+1,76abc 27,17 £0,59 a -

In natura — revestimento probidtico 58,05+0,94b 47,51 £094a 61,75+£193a 7796+138a 22,13+1,44a -

I 60,33 £1,65a 3745+433b 5935+1,71a 70,58 £ 1,54 abc 25,75+2,87a 10,58+£2,12a
I 53,85+0,83b 39,30+£2,88a 5993+1,40a 69,14 +£0,87abc 29,00+1,68a 14,33+£1,98a
I 60,15+425a 33,15+2,56b 5850+4,85a 67,62+3,58bc 27,00+2,80a 14,07+£3,50a
v 49,10+ 0,52 3740+£1,32a 57,00+£0,73a  68,20£0,29bc 26,75+ 1,252 14,18+1,76a
A% 60,05 +£548a 37,58+2,78b 57,05+£738a 7591+2,04ap 28,75+£229a 18,69+3,40a
VI 49,53 £242b 3850+£2,08a 5335+2,01a 6591+£1,79¢ 2325+1,49a 13,77+£223a

Valores com letras diferentes na mesma coluna sdo significativamente diferentes (p <0,05).
I— Controle 50°C, II — Revestimento probidtico 50 °C, III — Controle 60 °C, IV — Revestimento probidtico 60 °C, V — Controle 70 °C, VI — Revestimento

probidtico 70 °C.
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Os valores de L* das fatias de mamao reflete o observado na anélise qualitativa
do seu aspecto visual. Observando que a aplicac¢do do revestimento probidtico influenciou
significativamente (p < 0,05) a luminosidade das fatias. Analisando os dados
apresentados na Tabela 13, observamos que a amostra controle apresentou valores
superiores (fatias mais claras) comparado as amostras com aplicacdo do revestimento
probidtico. Islam et al. (2019) apresentaram valores para o parametro L* para o mamao
fresco de 65,72 + 2,12, semelhante ao observado nesse estudo, em que foi visto valores
entre 60,9933 e 58,0458 para o mamao in natura. Ja quando avaliado o mamao seco, os
mesmos autores relatam a diminui¢do significativa do parametro L*, sendo menor nas
amostras que receberam o revestimento comestivel. Ao contrario do que foi observado
nesse estudo, no qual a diminui¢do dos valores de L* ndo foi significativa, porém nas
amostras que receberam o revestimento probidtico notou-se uma tendéncia maior ao
escurecimento com a secagem, o que pode estar relacionado com a estrutura vegetal da
cultivar estudada e seu estddio de matura¢do, como também as propriedades do material
utilizado na elaboracdo do revestimento aplicado.

As fatias de mamao in natura com o revestimento probidtico apresentou 0 maior
valor de a* (47,5125). O parametro positivo a* mede a intensidade da cor vermelho.
Analisando esse parametro verificou-se um efeito estatisticamente significativo (p < 0,05)
entre os tratamentos aplicados nas fatias de mamao in natura e secas. Ja o parametro b*
que mede a cor amarela, ndo apresentou efeito significativo entre os tratamentos e o
processo de secagem. Embora autores como, Silva et al. (2016) e Silva Junior et al.
(2018), nos estudos da influéncia do pré-tratamento de ultrassom em meldo e maméao
secos, respectivamente, apresentarem valores superiores de a* e b* dos frutos secos
comparado ao fresco, relacionando essas alteracdes na cor com o processo de secagem.
Nesse estudo o efeito da secagem nas temperaturas de 50, 60 e 70 °C ndo foram
significativos. As alteracdes na cor das fatias de mamao podem sofrer divergéncias
conforme o estddio de maturacdo dos frutos, variedade, presenca de danos mecanicos e
ou fungos e local de producdo.

O parametro croma C refere-se a saturacdo e estd diretamente ligada a
concentracdo de pigmentos corantes, percebida como intensidade da cor. Valores altos
indicam maior pureza da cor e nitidez, fato observado nas fatias de mamao in natura,
diferindo significativamente (p < 0,05) das fatias secas (Tabela 13). Foi verificado o efeito
da interacdo entre os tratamentos e a temperatura de secagem sobre os valores do croma,

sendo o maior valor registrado nas fatias de mamao in natura com revestimento
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probidtico (77,9575) e o menor valor das fatias de mamao secas a 70 °C com aplicag¢do
do revestimento probidtico (65,9125). A perda do pigmento de cor pode ser devido a
degradacao dos pigmentos carotenoides, escurecimento ndo enzimatico causado pela
reacdo de Maillard e formagdo de pigmentos marrons durante a secagem em temperatura
mais alta (ISLAM et al., 2019).

Os valores obtidos para angulo h° (hue) define a matriz de cor das fatias de mamao
como avermelhada, uma vez que os dados apresentados na Tabela 13 encontra-se entre O
e 90°. A aplicacdo do revestimento comestivel e a secagem em diferentes temperaturas
ndo resultaram em alteragdes significativas para este parametro, assim como, para a

variacdo (AE) das fatias secas.
5.9. Perfil de textura
O perfil de textura das fatias de mamao obtidas nas diferentes condi¢Oes de

processo estd sumarizado na Tabela 14.

Tabela 14. Perfil de textura das fatias de mamao secas.

Experimento Firmeza (N) Coesividade =~ Gomosidade Mastigabilidade
I 9,12+0,22 v 0,59+0,10a 5,35+0,960b 5,34+£0,96 b

II 7,99 £0,57b 0,71+£0,03a 5,67+0,340b 5,67+0,34 b
I 10,00+£195ab 0,72+0,05a 7,12+1,40ab 7,12+ 1,39 ab
v 1583+1,09ab 0,69+0,03a 10,92+047ab 10,92 +0,47 ab
\% 15,71 +1,18a  0,55+0,06a 8,62+0,70ab 8,62 +0,70 ab
VI 20,11 +4,11a  0,65+0,04a 13,17+3,06a 13,16+3,06a

Valores com letras diferentes na mesma coluna sdo significativamente diferentes (p <0,05).
I — Controle 50 °C, II — Revestimento probiético 50 °C, III — Controle 60 °C, IV — Revestimento
probidtico 60 °C, V — Controle 70 °C, VI — Revestimento probidtico 70 °C.

Nota-se ao analisar os dados da Tabela 14, que a temperatura influenciou
significativamente a firmeza, gomosidade e mastigabilidade das fatias de mamao secas.
A aplicacio do revestimento probidtico influiu nos pardmetros gomosidade e
mastigabilidade, sendo observado uma tendéncia do aumento desses parametros com a
aplicacdo do revestimento probidtico.

A firmeza é um importante atributo de textura utilizado para investigar o
endurecimento da superficie em frutas secas que estd relacionado com a forga exercida

pela mastigacio durante a alimentacio (GUINE; BARROCA, 2012). O aumento da
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firmeza como resultado ao incremento da temperatura também foi relatado por Islam et
al. (2019) e Barragan-Iglesias et al. (2019) ao estudar o perfil de textura de mamao seco.

A coesividade ndo foi influenciada pelas condi¢des do processo de secagem. A
coesdo € um parametro que reflete a tolerncia a danos e a integridade da amostra. Sua
defini¢do sensorial € a for¢a de contracdo interna da amostra (BELGHITH et al., 2016).
Os valores obtidos nesse estudo para a coesdo variaram entre 0,55 e 0,74. Segundo Silva
et al. (2020a), ndo € indicado para esse parametro valores extremos, pois a aceitabilidade
do consumidor ¢ influenciada pelo mesmo.

A gomosidade e a mastigabilidade das fatias de mamao secas foram influenciadas
tanto pela temperatura como pelo tratamento. A gomosidade assim como a
mastigabilidade sdo medidas que relaciona em termos, a energia necessdria para mastigar
um alimento so6lido. Valores menores de mastigabilidade sdo desejaveis para produtos
desidratados porque a suculéncia dos frutos afeta a cavidade tedrica e a sensacao na boca
(CHONG et al., 2009; SEERANGURAYAR et al., 2019). Nota-se na Tabela 14, que o
aumento da temperatura resultou do aumento desses paramentos devido a concentracao
das fibras com a remocao da dgua durante a secagem, sendo mais eficiente na temperatura
de 70 °C. A aplicacdo do revestimento probidtico nas fatias de mamao, também
apresentou um efeito significativo sobre os valores da gomosidade e mastigabilidade, o
que pode ter relacdo com a formagdo de uma superficie mais resistente, nas amostras

probidticas.

5.10. Reidratacao

A taxa de reidratacao € considerada uma indicacdo de dano fisico da parede celular
e do tecido durante a secagem. A taxa de reidratacdo depende principalmente da estrutura
interna do produto e, em seguida, do volume de dano causado aos compostos de retengdo
de dgua durante a secagem (VEGA-GALVEZ et al., 2015). Na Tabela 15, um padrio na
taxa de reidratacdo pode ser observado. VEé-se que, a temperatura de secagem e a
aplicacdo do revestimento probidtico causaram efeitos significativos na taxa de

reidratacao das fatias de mamao.



Tabela 15. Propriedades fisicas das fatias de mamao nas diferentes condi¢des do processo.

Experimentos Reidratacio Densidade aparente Densidade s6lida Porosidade
(g em™) (g em™) (%)

I 4,18 £0,00 e 517,49 £ 0,3x10-5 a 583,85 £0,3x10-5 a 11,37 £3,3%x10-5 b
II 4,29 +0,02d 437,03 £0,2x10-5 ¢ 496,39 £ 0,3x10-5d 11,96 + 2,8x10-5 a
II 440+£0,01c 473,46 £0,2x10-5 ¢ 532,57+ 0,3%x10-5 ¢ 11,10 £ 2,6x10-5 d
v 4,28 £0,00d 473,41 £0,2x10-5 ¢ 533,03 £0,2x10-5 ¢ 11,18 £2,2x10-5 ¢
\Y% 5,32+£0,01a 444,37 £0,2x10-5 d 486,14+ 0,2x10-5 ¢ 8,59 £ 1,9x10-5 £
VI 493 +£0,01b 499,46 £ 0,3x10-5b 556,63+ 0,3x10-5 b 10,27 +£2,9x10-5 ¢

Valores com letras diferentes na mesma coluna sdo significativamente diferentes (p <0,05).
I— Controle 50 °C, I — Revestimento probiético 50 °C, III — Controle 60 °C, IV — Revestimento probidtico 60 °C, V — Controle 70 °C, VI — Revestimento
probidtico 70 °C.
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Na Figura 15, observa-se que a razao de reidratacdo das amostras tratadas com o
revestimento probidtico foi relativamente menor do que a razdo de reidratacdo das
amostras controle. A propor¢do de reidratacdo mais alta indica a capacidade de
reidratacao mais rapida do produto seco. Nas amostras com o revestimento comestivel, o
processo de reidratagdo foi mais lento. As amostras revestidas formaram uma fina camada
na superficie externa do produto, € por isso que houve menos danos as células, sendo

assim, esse efeito atribuido ao revestimento probidtico a menor taxa de reidratacdao

(ISLAM et al., 2019).
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Figura 15. Efeito da aplica¢@o do revestimento probidtico e das temperaturas de secagem
na reidratagdo das fatias de mamao, com ajuste das equacdes: controle = 4,6016-

0,7849xT+0,3525xT? e probidtico = 5,0345-1,0406xT+0,3271xT>.

A razdo de reidratacdo aumentou de forma proporcional ao aumento da
temperatura de secagem das fatias de mamao. A capacidade de reidratacdo das amostras
secas em temperaturas de secagem mais altas podem ser associadas a microestrutura das
amostras. As amostras secas a 70 °C tém estrutura mais porosa do que amostras secas a
50 °C, e essa porosidade permite a maior penetracdo de dgua (ARAL; BESE, 2016).
Resultados semelhantes foram relatados para a cinética de reidratacao de frutos de Rosa
pimpinellifolia (PASHAZADEH; ZANNOU; KOCA, 2020) e reidratacdo de mamao
revestidos com amido (ISLAM et al., 2019).

5.11. Densidade aparente e sélida
Analisando os dados da Tabela 15, constatou-se que o revestimento probidtico,

assim como, a temperatura de secagem influenciou significativamente os valores da
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densidade aparente e sdlida. Nota-se que as amostras revestidas apresentaram um
comportamento diferente das amostras controle, apresentado maiores valores com o

aumento da temperatura (Figura 16).
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Figura 16. Efeito da aplicacdo do revestimento probidtico e das temperaturas de secagem
nas densidades aparente e slida das fatias de mamao, com ajuste das equacgdes: densidade

aparente = 0,0055 — 0,0004xT e densidade sélida = 0,0064 — 0,0005xT.

O comportamento decrescente das amostras controle com o aumento da
temperatura, pode estar relacionado ao maior encolhimento das fatias ndo tratadas com o
processo de secagem. Diferentemente do que foi observado para as amostras com o
revestimento probidtico, o que pode ser atribuido maior conservacao da estrutura da fatia.
Além disso, com o aumento da temperatura, foi visto a formacao de bolhas de ar que
causaram alteracOes no volume das fatias em temperaturas altas, por isso, foi constatado
o aumento da densidade aparente e s6lida nas temperaturas mais elevadas para as fatias
revestidas. O aumento da densidade devido a formacdo de bolhas, também foi relatado
por Pandey et al. (2020). Efeito semelhante ocorreu no estudo da secagem de fatias de
banana usando um pré-tratamento com revestimento comestivel em um sistema

ultrassonico (DEHSHEIKH; DINANI, 2019).

5.12. Porosidade
A porosidade € a razdo entre a densidade aparente e a densidade sdlida, portanto,
qualquer alteracdo nessas medidas resulta em alteracdes nos valores da porosidade.

Avaliando os valores apresentados na Tabela 15, observa-se que a aplicagdo do
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revestimento e a temperatura de secagem influenciaram significativamente (p < 0,05) a
porosidade das fatias de mamao secas.

As fatias de mamao com revestimento probidtico apresentaram maior porosidade,
comparado as fatias controle (Figura 17). O filme formado na superficie externa das fatias
de mamao impede o encolhimento das fatias, como foi visto na Figura 13, aumenta a
densidade aparente e sélida (Figura 16) bem como a porosidade (Figura 17), em
comparacdo as amostras controle. Semelhante ao nosso achado, os resultados
apresentados por Dehsheikh e Dinani (2019) indicaram o aumento da porosidade com
aplicacdo do pré-tratamento com revestimento em banana usando carboximetilcelulose

em um sistema ultrassonico antes da secagem.
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Figura 17. Efeito da aplicacdo do revestimento probidtico e das temperaturas de secagem
na porosidade das fatias de mamao, com ajuste das equacdes: controle = 9,61 + 2,93xT —

1,12xT? e probidtico = 12,63 — 0,55xT — 0,07xT?2.

Temperaturas altas de secagem provocaram resultados semelhantes para as fatias
de mamao revestidas e controle, onde o aumento da temperatura causou a reducdo desse
parametro. Diferentemente do verificado nesse estudo, Shi et al. (2020) observaram que
a porosidade de fatias de banana aumentou com a elevacdo da temperatura de secagem
por radiacdo infravermelha, no entanto, esse comportamento observado para as fatias de
mamao pode estar relacionado a estrutura do produto, geometria e também a formacgao de
bolhas de vapor de 4gua formada durante a secagem, especialmente nas secagens

ocorridas nas temperaturas de 60 e 70 °C.
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5.13. Caracteristicas fisico-quimicas das fatias de mamao

Os efeitos da aplicacdo do revestimento probidtico e das temperaturas de secagem
nas caracteristicas fisico-quimicas sao resumidos na Tabela 16.

O revestimento das fatias de mamao resultou na reducdo significativa do pH, de
5,7 (in natura) para 5,5 na amostra controle seca a 70 °C. Relacionado ao pH, a acidez
aumentou nas amostras secas. Nota-se na Tabela 16, que as amostras secas apresentaram
maior acidez comparada a amostra in natura, resultado da concentracdo dos dcidos e
compostos organicos com a remog¢ao da dgua. Apesar da concentracao dos compostos das
fatias de mamao devido ao processo de secagem, observou-se que a aplicacdo do
revestimento comestivel contribuiu para o aumento da acidez. A tendéncia de aumento
da acidez e consequente reducdo do pH nas amostras revestidas, pode estar relacionada a
composi¢do do revestimento e metabodlitos presentes na solucio filmogénica devido ao
processo de fermentagdo com o Lactobacillus salivarius. Os valores de pH e acidez
encontrados para as fatias de mamao estdo em concordancia com os dados apresentados
por Escamilla-Garcia et al. (2018), ao avaliar os efeitos de um revestimento comestivel
baseado em quitosana e amido oxidado na vida util de mamao; e por Yi et al. (2017), ao
estudar os atributos de qualidade de manga, mamao e lascas de mamao submetidas a pré-
tratamentos de secagem.

O teor de sélidos soluveis totais das fatias de mamado secas ndo diferiu
estatisticamente (p > 0,05) das fatias de mamao in natura. Verifica-se ao analisar os dados
da Tabela 16, que existe uma tendéncia de crescimento dos valores de so6lidos soluveis
totais nas amostras secas a 60 e 70 °C, respectivamente. Esse comportamento é mais
visivel quando analisamos os valores obtidos para as fatias de mamao com revestimento
probidtico. A concentragdo dos sélidos soluveis totais em resposta ao aumento da
temperatura de secagem, ¢ um comportamento esperado, em vista da concentragdo dos
componentes presentes no produto em funcdo da remoc¢ao de d4gua durante a operacdo de
secagem. No entanto, notou-se que as fatias de mamao revestidas, apresentaram valores
superiores as amostras controle, o que se deve a composi¢do da solu¢do filmogénica
probidtica aplicada revestindo a superficie das fatias de mamao.

A aplicacao do revestimento probidtico nas fatias de mamao apresentou um efeito
positivo para a produgdo de um lanche saudédvel rico em compostos funcionais. Nota-se
ao estudar os dados apresentados na Tabela 16, que o filme formado na superficie das
fatias de mamao protegeu os compostos fendlicos dos efeitos negativos resultantes da

operacdo de secagem em temperaturas altas.
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Tabela 16. Caracteristicas fisico-quimicas das fatias de mamao in natura e secas nas diferentes condicdes de processo.

Experimentos
in natura | 11 111 I\Y% Vv VI

pH 567+0.03a 560+000a 553+0.13b 5.60£000a 550+012b 5.73+007ab 547 %0090
"

cidez 018+0,00b 058+003a 059+000a 055+004a 057+005a 055+002a 0,58+004a
(% &cido citrico)

. v
(So(]’;rff)s SOMVES 0 60+1.17a  7.07+003a  730+030a 723+003a 790+0,00a 7.20+000a 8.06+0.03a
Compostos
fenélicos (mg 37354014t 103,81 £024a 8175+026¢ 86,09+046d 94.65+013b 87.37£013¢ 9543 +0.25b
EAG por 100 g'!)
Flavonoides OIS 13120002 1003£000a 698+001d  836£0006 56700l 7,12£000c 489+0,01 ¢
(mg por 100 g™)
Ao

plocianinas 007+£0,00g 1312000c 065+000d 137+0,00b 057+000c 148+000a 045%0,00¢
(mg por 100 g™)
Carotenoides ] 009+0,00f 038+000b 029+000c 038+000b 027+000e 044+000a 0.28+000d
(mg por 100 g™)
Clorofila total 017+0,00c  090+000a 023+000b 088+002a 0,16£000c 021+0,00b 0.13%0,00d

(mg por 100 g1

Valores com letras diferentes na mesma linha sdo significativamente diferentes (p < 0,05).
I— Controle 50 °C, II — Revestimento probidtico 50 °C, III — Controle 60 °C, IV — Revestimento probidtico 60 °C, V — Controle 70 °C, VI — Revestimento
probidtico 70 °C.



114

Na Figura 18, é possivel visualizar o aumento dos compostos fenélicos com o
aumento da temperatura para as amostras com o revestimento probidtico. Esse fato é
resultado da concentragdo dos compostos com o aumento da remog¢do de dgua ocorrida
em temperaturas mais elevadas. Enquanto, para as fatias de mamao controle, o aumento
da temperatura de secagem resultou na degradacdo dos compostos fendlicos presentes no
produto. Essa degradac¢do foi maior na temperatura de 70 °C (Figura 18). No entanto, em
comparacdo a amostra in natura, houve uma concentragdo dos compostos fendélicos em

ambas as amostras revestidas e controle.
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Figura 18. Efeito da aplicag¢do do revestimento probidtico e das temperaturas de secagem
nos compostos fenolicos das fatias de mamao, com ajuste das equagdes: controle = 140,54

—46,23xT + 9,50xT? e probidtico = 51,65 + 32,88xT — 6,06xT>.

Na Tabela 16, encontramos os valores obtidos para o contetido de flavonoides
totais e antocianinas nas fatias de mamao in natura e seco. Ao analisar os dados obtidos,
foi verificado um aumento dos flavonoides e antocianinas com a operacdo de secagem
para as amostras controle e com o revestimento comestivel. Os maiores valores
encontrados para as amostras secas comparado a amostra in natura, deve-se a
concentracdo dos compostos pela remog¢do da dgua, assim como, a provavel geracdo de
flavonoides apds a secagem, causado provavelmente devido as modifica¢des estruturais
ocorridas durante a secagem, que facilitariam a libera¢do de alguma classe de compostos
fendlicos (VEGA—GALVEZ et al., 2019; 2020). Valores semelhantes aos achados nesse
estudo, foram relatados por Annegowda et al. (2014), Vega-Galvez et al. (2020) e Vega-

Gilvez et al. (2019) ao estudarem o contetddo polifendlico de mamao.
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A temperatura de secagem, assim como, o revestimento probidtico influenciaram
significativamente os teores de flavonoides totais e antocianinas nas fatias de mamao. Na
Figura 19, verificou-se que o aumento da temperatura de secagem resultou na reducdo
significativa (p < 0,05) nos valores para flavonoides para as amostras controle e
revestidas. No entanto, a amostra controle apresentou uma menor reducao dos teores de
flavonoides e antocianinas comparado as amostras revestidas, para todas as temperaturas.
Valores inferiores das amostras com o revestimento probidtico pode estar relacionado a
barreira formada pelo filme comestivel nas amostras secas, causando melhor conservacdo
da estrutura das fatias de mamao, o que provavelmente dificultou a liberacdo de alguns

compostos dessa classe.
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Figura 19. Efeito da aplicacdo do revestimento probidtico e das temperaturas de secagem
nos flavonoides das fatias de mamao, com ajuste das equagdes: controle = 12,11 —2,29xT
+021xT? e probidtico = 9,16 — 2,20xT + 0,27xT?, e antocianinas: controle = 1,29 -
0,01xT + 0,02xT? e probidtico = 0,70 — 0,03x T — 0,02xT?

O mamado tem uma cor laranja avermelhada muito pronunciada quando madura,
caracteristicas da fruta, indicando a presenga de carotenoides. Licopeno, B-criptoxantina
e B-caroteno foram identificados com os principais carotenoides presentes no mamao,
sendo o licopeno o mais prevalecente (SILVA JUNIOR et al., 2018; UDOMKUN et al.,
2015). Pesquisas dos teores de carotenoides totais em mamao relatam valores diferente,
entre 3,24 (mg por 100g"' DM) (SILVA JUNIOR et al., 2018), 72 a 2,72 (ug por 100g™")
(SCHWEIGGERT et al., 2011b) e 6214 (ug por 100g™") (SCHWEIGGERT et al., 2011a).
Na Tabela 17, notou-se valores dentro dos valores ja mencionados em estudos anteriores.

No entanto, algumas diferencas podem ser atribuidas a variedades analisadas, praticas
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agricolas, exposi¢ao solar, drea de produgdo, estagio de matura¢do, manejo pds-colheita
e metodologia utilizada para a analise (SILVA JUNIOR et al., 2018).

Na Figura 20, verifica-se os efeitos da aplicacdo do revestimento comestivel e da
temperatura de secagem nos teores de carotenoides totais das fatias de mamio. A
operacdo de secagem e o aumento da temperatura resultou no acrescimo dos valores de
carotenoides totais para a amostra controle. Entretanto, para as amostras com o
revestimento comestivel, a operacdo de secagem resultou no aumento desses valores,
porém, a elevacdo da temperatura de secagem resultou na degradagdo significativa do

conteudo de carotenoides totais.
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Figura 20. Efeito da aplica¢@o do revestimento probidtico e das temperaturas de secagem
nos carotenoides das fatias de mamao, com ajuste das equagdes: controle = 0,44 — 0,09xT

+0,09xT? e probidtico = 0,33 — 0,05xT + 0,01xT2,

O comportamento da amostra controle com o aumento da temperatura de secagem
reflete a concentracdo dos compostos com a maior remog¢ao de 4gua ocorrida nas
temperaturas mais elevadas. A amostra com o revestimento probidtico apresentou um
comportamento semelhante ao relatado por Silva Junior et al. (2018) ao estudar a
influéncia do ultrassom e da secagem assistida a vacuo nos parametros de qualidade do
mamao, em que observaram que as amostras secas apresentaram uma reducdo dos
carotenoides em altas temperaturas. A reduc¢do dos carotenoides com o processo de
secagem em altas temperaturas e por longos periodos de tempo se deve a esses pigmentos
os quais sdo altamente instdveis e suscetiveis a degradacdo ou isomerizacao (GOULA;
ADAMOPOULOS, 2010).

Durante o amadurecimento, a cor dos frutos de mamao muda de verde para

amarelo, e sua polpa pode apresentar uma colora¢do laranja avermelhada quando
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totalmente madura. Essas mudancas envolve a degradag¢do da clorofila ou alternancias
quantitativas e qualitativas dos pigmentos verdes em outros pigmentos (LATA et al.,
2018; SALVADOR; SANZ; FISZMAN, 2007). Os frutos de mamao analisados nesse
estudo, foram utilizados no estadio de maturag¢ao correspondente a ¥4 de maduro, que
compreende entre 15-25% da casca amarela (Figura 2). Nesse estddio, o fruto in natura
apresentou um teor de clorofila total de 0,17 mg por 100g!. O teor de clorofila total é
varidvel conforme a variedade do mamao e o estddio de maturacio do fruto no momento
da andlise.

A operagdao de secagem concentrou esses pigmentos presentes nas fatias de
mamao, sendo observado na Figura 21, uma maior preservacdo desses pigmentos nas
amostras controle, nas temperaturas de 50 e 60 °C. Verificou-se que as amostras com o
revestimento probiodtico apresentou maior reducao do teor de clorofila total. A redugao
desse teor nas amostras com o revestimento probiotico foi significativamente maior, ja
quando analisado o efeito da secagem na temperatura de 50 °C, reduzindo gradativamente
com o aumento da temperatura. Embora a amostra controle tenham apresentado um teor
de clorofila maior nas temperaturas de 50 e 60 °C, quando analisado o efeito da secagem
na temperatura de 70 °C, a redug¢do dos valores desses pigmentos foi expressiva,
aproximando-se do observado na mesma temperatura para as amostras com revestimento

probidtico.
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Figura 21. Efeito da aplica¢@o do revestimento probidtico e das temperaturas de secagem
na clorofila total das fatias de mamao, com ajuste das equacdes: controle = 0,26 + 0,97xT

- 0,33xT? e probiético = 0,35 — 0,13xT + 0,02xT>.
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6. CONCLUSOES

O crescimento do Lactobacillus salivarius em solugdes filmogénicas a base de
gelatina e inulina mostrou-se como uma alternativa vidvel para a incorporacdo de
bactérias probidticas em diversos produtos alimenticios. A avaliacao dos impactos das
condi¢des do processo no desenvolvimento celular é fundamental para otimizar e tornar
o processo aplicdvel a industria. Esse estudo mostrou que as condi¢des 6timas para o
desenvolvimento das células probidtica na solugdo filmogénica foram: 1% de gelatina
combinado a 4% de inulina, fermentada na temperatura de 45 °C.

A modelagem matematica da solucdo filmogénica obtida nas condi¢des Gtimas
mostrou uma boa adequacdo do modelo proposto neste trabalho para descrever a
producdo de células e consumo de substrato durante a fermentacdo a 45 °C da solugdo
filmogénica. A andlise realizada através do Student’s t-test dos pardmetros obtidos por
ajuste dos modelos primdrios citados neste trabalho, e amplamente utilizados na
microbiologia preditiva, mostrou a inadequacdo de tais modelos para descrever o
crescimento celular e o consumo de substrato durante a fermentacdo da solugdo
filmogénica com Lactobacillus salivarius. Foi, entdo, proposto um modelo simples, com
trés parametros de ajuste, que descreveu bem a producdo de células (R2 = 0,981) e o
consumo de substrato (R? = 0,991). Para esse modelo, foi constatado que todos os trés
parametros obtidos por ajuste de curvas podem ser considerados estatisticamente
significativos.

A aplicagdo do L. salivarius por meio da solugdo filmogénica nas fatias de mamao
apresentou resultados satisfatérios, afirmando o potencial promissor do método na
incorporag¢do do probidtico para o desenvolvimento de fatias de mamao probidticas secas.
Apesar da operagcdo de secagem convectiva ser um processo longo, em temperaturas
relativamente altas para o micro-organismo, a maior reduc¢ao da viabilidade do probidtico
foi observada nos primeiros 200 min do processo, com maiores redugdes obtidas na
temperatura de 70 °C.

Foi constatado através da analise do Student’s t-test, do coeficiente de
determinacdo e qui-quadrado, que o modelo de Page foi o mais adequado para descrever
o processo de secagem das fatias de mamao controle e com o revestimento comestivel
nas temperaturas de 50, 60 e 70 °C.

O mecanismo de difusdo ndo foi influenciado com aplicacdo da solugdo

filmogénica com revestimento probidtico nas fatias de mamado, indicando o que a
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formulacdo da solugdo filmogénica foi adequada para aplicacdo com pré-tratamento a
secagem, uma vez que, permitiu o fluxo de vapor d’agua durante a operacdo de secagem.
Porém, a aplicacdo do revestimento probidtico exigiu maior energia de ativacao e resultou
no aumento da entalpia e entropia que tendeu a reduzir com o aumento da temperatura de
secagem.

A aplicacdo do revestimento probidtico antes do processo de secagem reduziu o
encolhimento das fatias de mamao em todas as temperaturas, resultando em amostras com
maior conservagao da estrutura das fatias de mamao.

A maior retencdo dos compostos fendlicos ocorreu nas amostras com o
revestimento probidtico. Esse resultado indica um grande potencial do uso de solucdes
filmogeénicas para o revestimento de fatias de mamao antes do processo de secagem. Por
outro lado, a amostra controle apresenta maiores valores dos teores de flavonoides,

antocianinas, carotenoides totais e clorofila total.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Avaliar o efeito da agitacdo, assim como a alteragdo do pH, no desenvolvimento

de solugdes filmogénicas probidtica.

e Relacionar o efeito da temperatura e do pH no crescimento de culturas probidticas
na solugdo filmogénica através do uso de modelos matemdticos secunddrios e

terciarios.

e Avaliar o efeito da aplicacdo do revestimento probidtico como pré-tratamento

para secagem de fatias de fruta com diferentes espessuras e geometria.

e Comparar diferentes técnicas de secagem e o efeito da aplicacdo do revestimento
probidtico na eficiéncia do processo e preservacdo da qualidade nutricional do

produto.

e Analisar as caracteristicas sensoriais do produto desenvolvido com uma equipe
previamente treinada, para identificagdo do perfil sensorial, inten¢do de compra,

preferéncia e aceitacdo pelo publico alvo.

e Avaliar a estabilidade do produto probidtico durante o armazenamento.
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Abstract: It is well known that intake of probiotic brings health benefits. Lactic bacteria with
probiotic potential have aroused the interest of the industry in developing food products that
incorporate such benefits. However, incorporating probiotic bacteria into food is a challenge for the
industry, given the sensitivity of probiotic cultures to process conditions. Therefore, the objective
of this study is to evaluate gelatin- and inulin-based filmogenic solutions as a potential vehicle for
incorporating probiotics into food products and to model the fermentation kinetics. L. salivarius
(Lactobacillus salivarius) growth in filmogenic solutions was analyzed under the influence of a variety
gelatin concentrations (1.0-3.0%) and inulin concentrations (4.0-6.0%) and fermented under the
effect of different temperatures (25-45 °C). A full 2° factorial plan with three replicates at the central
point was used to optimize the process. The impacts of process conditions on cell development
are fundamental to optimize the process and make it applicable by the industry. The present study
showed that the optimal conditions for the development of probiotic cells in filmogenic solutions
are a combination of 1.0% gelatin with 4.0% inulin and fermentation temperature of 45 °C. It was
observed that the maximum cell growth occurred in an estimated time of about 4 h of fermentation.
L. salivarius cell production and substrate consumption during the fermentation of the filmogenic
solution were well simulated by a model proposed in this article, with coefficients of determination
of 0.981 (cell growth) and 0.991 (substrate consumption).

Keywords: fermentation; inulin; predictive modelling; probiotic

1. Introduction

Lactobacillus spp. is one of the most widely used probiotics in the lactic acid bacteria
group and can be found in a wide variety of food products worldwide. This genus plays
a very important role in food fermentation and can also be found in the gastrointestinal
system of humans and other animals, in varying amounts, depending on the species,
age of the host or location within the intestine [1]. In recent years, Lactobacillus salivarius
has gained attention from researchers as a promising probiotic species. Probiotic prop-
erties, such as the ability to modulate the microbiota, produce antimicrobial substances,
stimulate the protective immune response, inhibit fecal enzymatic activity and produce
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short-chain fatty acids, allowing a convenient acidification of the intestine, have been
attributed to L. salivarius [2].

Due to the sensitivity of probiotics to common processing conditions such as heat treat-
ment, low pH environments, high osmotic pressure and high redox potential, the design
of effective physicochemical barriers to stabilize organisms is essential for their complete
commercial exploitation in a wide variety of foods [3].

The products commonly found on the market as vehicles for probiotics are fermented
milks and dairy products. However, fruits and vegetables have been studied as an alterna-
tive to the consumption of milk products. To ensure the maximum viability of probiotic
cells in products of plant origin, drying techniques such as spray drying and freeze drying
are the most applied for the manufacture of new products. As an alternative to increase the
variety of probiotic products, the application of edible film added with probiotic cultures
has been studied, and a large number of applications have already been investigated [3].
These investigations include bakery products [4], meat and fishing products [5], in addition
to fruits [6] and cereal bars [7]. Although the results obtained are promising for application
in food, the effect of process conditions, such as temperature, which influences process
time, requires further research.

The prospects for using edible films as potential carriers of active ingredients are
high. Edible films have the potential to stabilize food structures in multiple scale lengths,
while creating bespoke structures (enhanced mechanical properties, extended shelf life,
maintaining structural integrity), and can be used to provide nutritional improvements
through the inclusion of probiotics [3].

Edible films used in food have different properties depending on the structural mate-
rial. The optimization of the composition of edible films is one of the most important stages
of research in this field, as they must be formulated according to the properties of the fruits
and vegetables to which they must be applied [8], as well as the material of interest that
one seeks to preserve, such as probiotic cells.

Predictive models of microbial interaction can help clarify how specific conditions
that prevail in the food environment influence the effectiveness of the growth of lactic acid
bacteria and/or their production of metabolites [9]. According to Whiting [10], predic-
tive models describe the growth of microorganisms quickly, efficiently and economically,
compared to traditional enumeration methods, which are costly and time-consuming.
Mathematical models used in predictive microbiology are categorized mainly as primary,
secondary and tertiary models. Primary models are mathematical equations that define
growth data as a function of time under a constant environmental condition. The Baranyi
model [11] is the most widely used primary model to describe microbial growth data.
Secondary models use parameters determined by the primary models to predict changes
in microbial structure and specific maximum growth rate as a function of environmental
factors such as temperature, oxygen, pH and water activity. The maximum specific growth
rate, which is one of the most critical kinetic growth parameters, can be modeled using
the secondary models. Temperature plays the fundamental role of affecting the growth
behavior of microorganisms in food. The Ratkowsky model [12] and Arrhenius model [13]
are examples of secondary models often used to determine temperature dependence in mi-
crobial growth. Tertiary models are formed by the combination of primary and secondary
models and use a computer as an estimation tool, but these models suffer from the lack of
experimental information in relation to many specific foods [14].

Several mathematical models have been used in the literature to describe experimental
growth data over time. As an example, Germec et al. [15] modeled lactic acid fermentation
in a bioreactor with carob extract. To determine the modeling success, root mean square
error (RMSE), mean absolute error (MAE), determination coefficient (R?), bias factor (BF)
and accuracy factor (AF) were used. Ilgin et al. [16] studied inulinase production and
mathematical modeling from carob extract by using Aspergillus niger. In order to define the
best models (Baranyi and Cone model), the authors used the following statistical indicators:
RMSE, MAE, BF and AF. Silva et al. [17], when modeling the growth of Lactobacillus viri-
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descens under non-isothermal conditions in sliced and vacuum-packed ham, compared the
values predicted by the Baranyi model with the experimental values using the following
statistical indicators: RMSE, BF and AF. Tarlak et al. [14], when fitting the Baranyi model to
determine the kinetic growth parameters of Pseudomonas spp. on button mushrooms stored
under isothermal and non-isothermal conditions, used RMSE and R? as indicators of model
fit quality. In general, studies involving cell growth and substrate consumption available
in the literature do not evaluate each parameter of mathematical models through Student’s
t-test, which makes it possible to determine whether a parameter can be considered equal to
zero, despite having the value obtained in the fit. For this, it is necessary to know not only
the value of the parameter, but also its uncertainty and the number of degrees of freedom
of the fitting with which the parameter was obtained. Although the use of this test is fairly
common in studies involving experimental planning, perhaps due to the large number of
parameters involved in an analysis, this test is not as common in the fitting of more compact
functions to an experimental dataset. However, this test makes it possible to evaluate,
in any of the two situations mentioned above, whether the calculated parameters have
(or not) statistical significance. In addition, it is appropriate to highlight the importance
of using predictive models to describe the growth of probiotic microorganisms in edible
films with potential for application in foods, especially because they are considered as
innovative products. In this context, the objectives of this article are defined below.

The aim of this study is to describe and evaluate the interaction of the composition
of filmogenic solutions on the growth of L. salivarius under different temperatures and to
describe the fermentation process using predictive microbial interaction models. The model
for cell growth and substrate consumption were chosen, the usual statistical indicators in this
field of study (R?, chi-square, %2, BF and AF), in addition to considering the Student’s t-test.

2. Materials and Methods
2.1. Preparation and Inoculation of L. salivarius in the Filmogenic Solution

The choice of gelatin and inulin for the preparation of filmogenic solutions is due to
the objective of combining the functional properties of each material, seeking to obtain
an efficient filmogenic solution as a gas barrier and good mechanical properties at low
relative humidity [18]. Gelatin has technological properties well known in the industry,
one of which is encapsulation, capable of protecting the material of interest from adverse
conditions, such as exposure of the material to high temperatures. Combined with gelatin,
inulin aggregates the film-forming solution with gelling properties depending on the
concentration, among other factors, in addition, inulin is a functional additive relevant to
the food industry due to its prebiotic properties, promoting the growth of probiotic bacteria
such as L. salivarius.

The concentrations of gelatin (1.0, 2.0 and 3.0%) and inulin (4.0, 5.0 and 6.0%) in the
preparation of filmogenic solutions, as well as the effects of fermentation temperature (25.0,
35.0 and 45.0 °C) were studied through a full 23 factorial plan with 3 replicates at the central
point. The specifications of the conditions for each of the 11 experiments were defined
in Table 1.

Effects of independent variables on the physicochemical and biological characteristics
of L. salivarius were analyzed using the response surface methodology, which assumes that
there is a polynomial function that relates each response of interest to the independent
variables. The statistical test of analysis of variance (ANOVA) was performed with a 95%
confidence level, including the statistical significance of each term of the model to be fitted
(p-value), the estimated effects on each term and the coefficient of determination of the
model in order to establish its reliability, using Statistica 7.0 software (7.0.61.0, StatSoft Inc.,
Tulsa, OK, USA) [19].
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Table 1. Matrix of the full 23 experimental plan with three replicates at the central point with actual
values of the independent variables.

E . Independent Variables
xperiment
Gelatin (%) Inulin (%) Temperature (°C)

1 1.0 4.0 25.0
2 3.0 4.0 25.0
3 1.0 6.0 25.0
4 3.0 6.0 25.0
5 1.0 4.0 45.0
6 3.0 4.0 45.0
7 1.0 6.0 45.0
8 3.0 6.0 45.0
9 2.0 5.0 35.0
10 2.0 5.0 35.0
11 2.0 5.0 35.0

The mixtures of gelatin and inulin were heated under shaking at 80 °C until complete
solubilization of gelatin and inulin in water. The heating of the solution, in addition
to increasing the solubility of gelatin and inulin, aims to inactivate possible pathogenic
microorganisms. The filmogenic solution was cooled to temperatures indicated in the
full factorial plan for the inoculation of in freeze-dried probiotic culture. The lyophilized
probiotic strain of L. salivarius was inoculated in the filmogenic solutions at an initial
concentration of 10 LogCFU-mL~! and shaken for 10 min to obtain homogeneity in the
sample. The initial concentration of 10 LogCFU-mL~! was adopted in order to obtain a
maximum concentration of probiotic cells in the filmogenic solution capable of promoting
benefits to the consumer’s health, when consumed through application in food. It was
taken into account that, regardless of the process used in the production of food coated
with the probiotic filmogenic solution, there may be a reduction in cell viability.

To study the kinetics of the fermentation process, a 165 mL volume of probiotic
filmogenic solution was used in fermentation, and this volume was distributed in 11 15 mL
falcon tubes. The fermentation process occurred under isothermal conditions, and for this,
a BOD (Biochemical Oxygen Demand) incubator with controlled temperature was used,
without shaking. The biological characteristics of L. salivarius in filmogenic solutions were
determined by monitoring fermentation for 20 h. At each interval of 2 h, a 15 mL aliquot
of the probiotic filmogenic solution was collected, and then, the cell concentration was
determined by the direct counting method in Neubauer chamber. The pH was monitored
by taking each measurement with a pH meter; total soluble solids were determined using
a portable refractometer, and reducing sugars were determined by the calorimetric method
using the 3,5-dinitrosalicylic acid, according to Miller [20]. The contents of reducing sugars
in probiotic filmogenic solutions during fermentation were used to describe substrate
consumption during the fermentation process with L. salivarius. Although the experiments
related to cell growth kinetics and substrate consumption were carried out for 20 h, only the
data collected in the first 14 h were analyzed, eliminating the period referring to the decline
or cell death phase.

2.2. Mathematical Models: Cell Growth and Substrate Consumption

The average data of cell growth and substrate consumption obtained during the
fermentation stage of the experiments were used for mathematical modeling of kinetics.
The study of mathematical models was carried out to describe the process of L. salivarius
growth and substrate consumption in the probiotic filmogenic solution that had the greatest
productive advantage. In addition to Statistica software, LAB Fit Curve Fitting Software
(www.labfit.net) was also used in this study of kinetics. Initially, primary models were
selected from the literature to describe cell growth and substrate consumption in the
probiotic filmogenic solution, as described below.
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2.2.1. Baranyi Model

The Baranyi model [11], with 5 parameters, was one of the models used to estimate the
kinetic parameters of L. salivarius growth in filmogenic solutions under isothermal condi-
tions and to predict substrate consumption. This model is given according to Equation (1):

A() = Ao+ imasF() — In 1+ ( LU 21 ) <1>

where A(t) is the concentration of cells (LogCFU-mL’l) or concentration of reducing
sugars (%) at the time instant t; A is the minimum concentration of cells (LogCFU-mL’l)
or minimum content of reducing sugars (%). Ap, is the maximum concentration of cells
(LogCFU-mL~!) or maximum content of reducing sugars (%); fimax is the maximum rate of
growth or substrate consumption (h~!). For the Baranyi model, the F(t) function is defined
by Equation (2):

F(t) =t+ %ln(exp(—vt) +exp(—hp) — exp(—vt —hy)) (2)

where t is the time, hy = pmaxA, and A is the duration of the lag phase, v is the maximum
rate of limiting substrate consumption, assumed to be equal to pmax [21].

2.2.2. Gompertz Model

The Gompertz model [22], with 3 parameters, is given according to Equation (3):
A(t) = Amexp[— exp(—pmax(t —1))] ®3)
where I is the time (h) at which the rate of growth or substrate consumption is maximum.

2.2.3. Generalized Gompertz Model
The generalized Gompertz model [23], with 4 parameters, is given by Equation (4):

A(t) = Ao + (Am — Ap) exp[— exp(—pmax(t —1))] 4)

2.2.4. Logistic Model

The logistic model [24], with 3 parameters, is given according to Equation (5):

Am
At) = 5
® 1+ exp(—pmax(t —1)) ©)
2.2.5. Modified Logistic Model
The modified logistic model [25], with 4 parameters, is given by Equation (6):
Am—A
At) = Ao+ o (Sx—t) ©)
1+exp ( “‘# + 2)
2.2.6. Weibull Model
The Weibull model [26], with 4 parameters, is given by Equation (7):
A(t) = Am — (Am — Ag) exp [—(klt)ﬂ @)

where ki, given in h~!, is the parameter that governs the rate at which the response variable
approaches its maximum potential; and J; is an allometric constant. This constant is a
parameter that controls the ordinate t (fermentation time) for the inflection point where
the Weibull model is an exponential curve, if its value is equal to 1. However, for §; > 1,
the Weibull model is a sigmoidal curve [23].
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The parameters of the functions presented, as well as the statistical indicators, were de-
termined by nonlinear regression using the least squares method, through the Levenberg-
Marquardt algorithm.

2.3. Validation of Selected Models

The fitting of the selected primary models to the experimental data of the fermentation
kinetics of L. salivarius was evaluated considering the coefficient of determination R?,
chi-square x? and also the Student’s t-test for each parameter determined. In addition,
the values predicted by the models were compared with the experimental values through
the bias factor (BF) and accuracy factor (AF) tests [27,28], which are given according to
Equations (8) and (9):

n .
Y Log( Predicted )

Experiment

BF=10" &% 8)
2 ILog( sl
AF=10" 9

where n is the total number of experimental data.

The statistical indicator bias factor (BF) is a measure of the mean variation between
the experimental value and the value predicted by the model. The accuracy factor (AF)
measures the mean difference between the experimental values and the predicted values,
disregarding whether the difference is positive or negative. A value close to 1 for BF and AF
indicates that there is an agreement between the experimental and predicted values [14].

3. Results and Discussion
3.1. Optimization of Fermentation with L. salivarius

Table 2 summarizes the main results related to the optimization of fermentation with
L. salivarius.

Table 2. Biological and physicochemical characteristics of the filmogenic solutions fermented with L. salivarius, after 4 h

of fermentation.

Parameters

Experiments

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Unit

Maximum cell

LogCFU-mL_1 11.05 11.06 11.03 11.06 1220 12.09 12.08 1209 11.09 11.05 11.13

concentration
Maximum growth h-1 054 054 054 054 030 030 030 030 027 027 027
rate (Mmax)
Generation time h 128 128 128 128 231 234 234 234 254 256 254

Cell yield (Yx/s)

LogCFUmL'g=! 769 456 917 436 1559 620 1556 7.1 1348 1445 11.38

pH 563 547 553 547 540 553 543 543 577 590 580
Total soluble solids °Brix 600 797 720 943 560 740 720 9.00 700 700 740
Reducing sugars Y% 127 110 171 141 122 106 159 141 139 142 141

The growth of probiotic microorganisms such as L. salivarius in filmogenic solu-
tions opens up possibilities for applications in a variety of food products. As examples,
fresh fruits, minimally processed and/or dehydrated, as well as bakery products and fish
can be mentioned. In these products, probiotic microorganisms add not only functional
characteristics, but also extend their useful life. According to the results obtained, at the
incubation temperature of 25 °C, L. salivarius showed a time interval of lag phase duration
of approximately 2 h. This was the time without observation of significant increase in the
number of cells, which corresponds to the period of adaptation of the microorganism in the
culture medium. A period of approximately 2 h was also observed by Mis Solval et al. [29],
when studying the growth kinetics of Lactobacillus plantarum NRRLB-4496, Lactobacillus aci-
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dophilus NRRLB-4495 and Lactobacillus reuteri B-1417 in a medium containing hydrolyzed
egg white. Mustafa et al. [30] observed a short phase of adaptation of Lactobacillus casei in
the fermentation of pomegranate (Punica granatum) juice. The growth curves of L. salivar-
ius fermented at temperatures of 35 and 45 °C showed a short adaptation period (<2 h),
which demonstrates a better adaptation of the microorganism to the filmogenic solutions
under these fermentation conditions.

In the present study, the greatest growth of L. salivarius in gelatin- and inulin-based
filmogenic solutions occurred when they were fermented at 45 °C, as there was an increase
of approximately 2 LogCFU-mL~! compared to the initial concentration of cells. At tem-
peratures of 25 and 35 °C, there was an increase of approximately 1 LogCFU-mL~! of the
initial cell concentration. The cell production of L. salivarius in filmogenic solutions was
inferior to the growth of other microorganisms of the same genus, Lactobacillus. As an
example, Lin et al. [31] observed an increase of approximately 5 LogCFU-mL ™! of the initial
cell concentration, when studying the growth of Bifidobacterium and Lactobacillus in soy
milk and Man, Rogosa and Sharpe (MRS) medium. However, the development of probiotic
microorganisms in different culture media is influenced by extrinsic and intrinsic factors
of the system in which fermentation is carried out. Monteiro et al. [32], in a study on the
growth of L. reuteri cells in passion fruit pulp, reported an increase in the initial number of
cells of 1 LogCFU-mL~!, when the pulp was fermented at 35 °C. These researchers showed
the importance of studying fermentation conditions and the limiting factor of the culture
medium composition.

In view of the results obtained in the present study, it was estimated that the maximum
concentration of cells was obtained after 4 h of fermentation; the higher concentrations were
related to the experiments where fermentation was carried out at a temperature of 45 °C.

Table 2 summarizes the biological and physicochemical characteristics obtained from
the experimental data after 4 h of fermentation of filmogenic solutions with L. salivarius.
The effects of independent variables on fermentation with L. salivarius in filmogenic solutions
showed that incubation temperature during fermentation influenced the population of cells in
the filmogenic solutions, regardless of gelatin (Figure 1a) and inulin (Figure 1b) concentrations.

As suggested in Figure 1, temperature has a significant effect on the fermentation;
probiotic cells reach a maximum number when the process occurs at 45 °C, which is the
most indicated temperature for the growth of L. salivarius.

Equation (10) shows the statistically significant effect of temperature on the concentra-
tion of probiotic cells in the filmogenic solutions.

LogCFU-mL ™! = 9.58 +0.0532 x T (10)

with R? = 0.806, where LogCFU-mL ™! represents the maximum cell concentration, and T is
the temperature (°C). Thus, by Equation (10), LogCFU-mL~! varies between about 11 and
12, when the temperature ranges from 25 to 45 °C, respectively. Therefore, these results
reasonably agree with the data in Table 2.

Equation (11) shows the model that describes the effect of temperature on the maxi-
mum growth rate of L. salivarius in the filmogenic solutions.

Pmax = 0.804 —0.012 x T (11)

with R? = 0.716. Although the coefficient of determination of Equation (14) is low, this equa-
tion shows that the fermentation temperature significantly influences the maximum growth
rate of L. salivarius in the filmogenic solutions. It is observed that, as the temperature in-
creased from 25 to 45 °C, the maximum growth rate decreased.
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(b)

Figure 1. Response surfaces for the effects of temperature as a function of gelatin concentration (a)

and inulin concentration (b) on cell concentration.

Monteiro et al. [32], when studying the growth of L. reuteri in passion fruit pulp, ob-
served that the maximum rate of cell growth ranged from 0.009 to 0.097 h~!, according to
the influence of passion fruit pulp pH and fermentation temperature. Mestres et al. [33],
studying the modeling of the mixed fermentation of gowé (Beninese fermented beverage
made with malted and non-malted sorghum flour, which is produced by spontaneous
fermentation involving mixed cultures of lactic acid bacteria and yeasts), using L. plan-
tarum and Pichia kluyveri strain, observed a maximum growth rate of Pichia kluyveri of
0.73 h~!, using the logistic model to determine this rate. On the other hand, Mechmeche
et al. [34], when analyzing kinetics and studying mathematical modeling to determine
growth parameters of Lactobacillus plantarum in protein-rich isolates from tomato seed,
observed a maximum growth rate of 0.169 h~! (in the protein isolate of tomato seeds) and
0.363 h™! (in the MRS broth). The literature cited shows the influence of several factors on
the growth rate of different microorganisms. In the present study, Table 2 showed a growth
rate variation of 0.27 to 0.54 h~! in the experiments carried out at temperatures of 35 and
25 °C, respectively. This effect is observed in Figure 2a,b.

152



Foods 2021, 10, 25

90f19

(1) s o XN

NV WIOTS TN

(b)

Figure 2. Response surfaces for the effects of temperature on the maximum cell growth rate as a
function of (a) gelatin concentration; (b) inulin concentration.

Under ideal conditions, bacteria are the microorganisms with the highest growth
rate and may have a generation time (tg) of less than 1 h [32]. The generation time,
which is the parameter that indicates the time required for the duplication of the cell
population, ranged from 1.28 to 2.56 h in the present study. Generation time and pH were
not statistically significant for the effects of independent variables on the fermentation
process of filmogenic solutions.
Cell yield Yx /g, which represents the cell mass produced by the amount of substrate
consumed, had the effect of gelatin concentration, since the increase in gelatin concentration
in filmogenic solutions resulted in a reduction in cell yield (Figure 3a,b).
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VRSN

(b)

Figure 3. Response surfaces for the effects of gelatin concentration on cell yield as a function of
(a) inulin; (b) temperature.

The solutions with 3% gelatin in the formulation resulted in more visually consistent
filmogenic solutions, approaching the semi-solid state, which can become a barrier for the
growth of the microorganism. The model with statistically significant regression coefficients
is presented in Equation (12). The influence of gelatin on the model representing cell yield
obtained a coefficient of determination of 0.852, but after parameterization, the coefficient
of determination decreased to 0.653. Although parameterization has resulted in a reduction
in the coefficient of determination, this resource was adopted in order to eliminate the
effects of non-significant parameters for cell yield.

Yy 5 = 12.432 — 0.068 x G (12)

with R? = 0.653, where G represents the gelatin concentration in the filmogenic solutions
(%). Although the function presented by Equation (12) has a very low coefficient of
determination and is not useful for predicting cell yield, both this equation and Figure 3
show a tendency of the behavior of the cell yield as related to the gelatin concentration.
Physicochemical parameters of filmogenic solutions were determined in order to
evaluate the potential of these solutions for the incorporation of probiotics into foods
(Table 2). The pH is one of the main factors influencing the growth of microorganisms.
Initially, the pH values of the solutions were between 5.6 and 5.9, and the pH variation may
have been influenced by composition. After 4 h of fermentation, the filmogenic solutions
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had pH between 5.4 and 5.9 (Table 2). L. salivarius grows at optimum pH within the
range from 5.5 to 6.5 [35]. It is worth pointing out that the filmogenic solutions based on
gelatin and inulin have pH values within the range indicated as ideal, enabling the good
development of L. salivarius.

According to Table 2, after 4 h of fermentation, soluble solids varied according to the
concentration of gelatin and inulin. Soluble solids are composed largely of sugars and
organic acids, as well as other constituents. Soluble solids are an important response of the
fermentation process, and their quantity is influenced by the consumption of sugars by the
microorganism and production of organic acids, such as lactic acid.

The concentration of reducing sugars was quantified in the filmogenic solutions,
after 4 h of fermentation, and values between 1.06 and 1.71% were obtained, according to
Table 2. Reducing sugars are simple sugars, and their presence in filmogenic solutions
favors the development of lactic acid bacteria, which use simple sugars as the main source
of energy. These values are different from the amount of sugars found in milk (4.49 g
of lactose/100 g) [36] and in fruits such as passion fruit (4.86 g of glucose/100 g) [32],
which have been studied for the production of probiotic foods. However, inulin is a widely
studied prebiotic that acts as a substrate for the development of microorganisms, enabling a
favorable environment for the growth of L. salivarius in filmogenic solutions.

The concentrations of inulin and gelatin in the filmogenic solutions resulted in signifi-
cant variations in total soluble solids and reducing sugars (Figure 4a,b).
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Figure 4. Response surfaces for the effects of gelatin and inulin concentrations as a function of
(a) total soluble solids; (b) reducing sugars.

As can be seen in Figure 4a, the increase in inulin and gelatin concentrations led to the
increase in total soluble solids. On the other hand, it is interesting to note in Figure 4b that
the highest content of reducing sugars was obtained for the highest inulin concentration
combined with the lowest gelatin concentration. Equations (13) and (14) show polynomial
models with only statistically significant regression coefficients for the effects of gelatin
and inulin concentrations on total soluble solids and reducing sugars, respectively.

TSS = 6.4972 + 0.0145 x G 4 0.0098 x In (13)

RS = 1.3373 — 0.0024 x G + 0.0031 x In (14)

with R? = 0.763 and R? = 0.889, respectively. In Equations (13) and (14), RS represents the
content of reducing sugars (%), In is the concentration of inulin (%) and TSS represents
total soluble solids (°Brix).

The study of gelatin and inulin concentrations, as well as the fermentation temperature
of filmogenic solutions, through the response surface methodology, promoted the opti-
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mization of the fermentation process with L. salivarius. The results obtained showed that
the most indicated conditions for the elaboration of probiotic filmogenic solutions were as
follows: 1% gelatin, 4% inulin and fermentation at 45 °C (experiment 5). These conditions
were defined according to the responses obtained for the physicochemical and biological
characteristics of the probiotic filmogenic solutions that were statistically significant for,
at least, one independent variable. The filmogenic solution obtained in experiment 5,
initially presented a reducing sugar content of 1.35% and after 4 h of fermentation the
reducing sugar content of the solution was 1.22% (Table 2), which means that in 4 h of
fermentation approximately 9.6% of the reducing sugars present in the solution were
consumed by L. salivarius. According to Ren et al. [37], the highest metabolic activity for the
L. salivarius strain was observed when studying the use of maltose, raffinose, sucrose and
glucose as preferred substrates. In this study, inulin-type fructan was used as a substrate.
The temperature of 45 °C was selected based on the effect on cell concentration, and the
highest growth was obtained in the experiments whose process occurred at this tempera-
ture. In addition, the concentrations of 1% gelatin and 4% inulin were the ones that most
contributed to cell yield and correspond to experiment 5. Thus, the data of this experiment
related to the kinetics of cell growth and substrate consumption were used in the following
mathematical modeling.

3.2. Mathematical Modeling: Cell Growth and Substrate Consumption

Mathematical modeling in a fermentation process plays an important role, due to
the guarantee of process control, economic production and increased product quality,
since mathematical models are used to describe the production process under different
fermentation conditions [15]. The mathematical models used in this study were selected
based on the literature and are often used to describe both cell growth and substrate
consumption. The Baranyi model, as well as the Gompertz, logistic and Weibull models,
are some of the most used to predict experimental data and parameters of biological
significance of fermentations.

3.2.1. Cell Growth

The experimental data to be analyzed refer to the curve of cell growth in the filmogenic
solution and were obtained under the following conditions: 1% gelatin, 4% inulin at 45 °C
(experiment 5). The results of the fitting of the selected functions to the experimental data
are presented in Table 3.

An inspection in Table 3 makes it possible to state that the Baranyi, Gompertz, gen-
eralized Gompertz, logistic, modified logistic and Weibull models had coefficients of
determination greater than 0.920, low chi-squares, and bias factor and accuracy factor equal
or very close to 1, indicating a good agreement between the experimental data and the
corresponding values predicted by the analyzed models. However, some of the parameters
determined for these models did not show statistical significance, according to the results
obtained by the Student’s t-test. As it is known, Student’s t-test is used in curve fitting to
calculate the probability of a parameter being zero, despite the value determined in the fit.

The results of Table 3 indicate that, for the Baranyi model, the parameters pimax and A
have a 100% probability of being zero, despite the values determined in the fitting. Thus,
as these parameters have no statistical significance, the Baranyi model was rejected to
represent the cell growth data under study. However, it is important to note that Costa
et al. [38], Martins et al. [39] and Tarlak et al. [14] used in their works the Baranyi model to
estimate parameters of biological significance relative to the (1) growth of Lactobacillus and
its inhibitory capacity against Listeria monocytogenes in culture medium; (2) quantification
of lactic acid bacteria in samples of cooked meat in vacuum packaging; (3) growth kinetics
of Pseudomonas spp. on button mushrooms (Agaricus bisporus) under isothermal and non-
isothermal conditions, respectively. By fitting the Baranyi model to experimental data,
these authors successfully estimated the maximum cell growth rate, the duration of the lag
phase and the maximum cell population.
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Table 3. Parameters of the models for the cell growth process in the filmogenic solution.

Baranyi Model
Parameters
Estimated t-Value p-Level R? 2 BF AF
Ag (LogCFU-mL~1) 10.180 £ 0.100 83.585 0.000
Am (LogCFU-mL™1) 12.013 £ 0.100 204.763 0.000
timax (h™1) 9.342 + 883,919.2 0.000 1.000 0-982 0.059 1.000 1.001
A (h) 1.894 +10,199.1 0.000 1.000
Parameters Gompertz Model
Estimated t-Value p-Level R2 x2 BF AF
Am (LogCFU-mL™1) 12.024 £ 0.107 112.864 0.000
ftmax (h™1) 0.583 £0.171 3.416 0.019 0.923 0.253 1.000 1.003
I (h) —3.025 £ 0.936 —3.233 0.023
Generalized Gompertz Model
Parameters
Estimated t-Value p-Level R? x2 BF AF
Ag (LogCFU-mL™1) 10.180 £ 0.000 83.5850 0.000
Am (LogCFU-mL™1) 12.013 £ 0.000 220.555 0.000
timax (h™1) 9.211+ 5,247,461 0.000 1.000 0-982 0.059 1.000 1.001
I (h) 1.954 £ 26,231 0.000 1.000
Logistic Model
Parameters Ogistic Vode
Estimated t-Value p-Level R? x> BF AF
Am (LogCFU-mL™1) 12.024 £ 0.104 116.106 0.000
timax (h™1) 0.608 £ 0.167 3.633 0.015 0.925 0.246 1.000 1.003
I (h) —2.755 £ 0.822 —3.354 0.020
Modified Logistic Model
Parameters
Estimated t-Value p-Level R2 x2 BF AF
Ag (LogCFU-mL™1) 10.180 £ 0.200 51.295 0.000
Am (LogCFU-mL™1) 12.013 £ 0.100 220.562 0.000
fimax (h™1) 23.910 + 976,321 0.000 1.000 0-982 0.059 1.000 1001
A (h) 1.740 £ 10,631.1 0.000 1.000
Weibull Model
Parameters
Estimated t-Value p-Level R? x> BF AF
Ag (LogCFU-mL™1) 10.180 £ 0.122 83.733 0.000
Am (LogCFU-mL™1) 12.013 4 0.050 241.333 0.000
kq 0.470 £+ 0.072 6.468 0.003 0-982 0.059 1.000 1001
& 5.018 £ 12.417 0.404 0.707

Ay = minimum concentration of cells; A, = maximum concentration of cells; AF = accuracy factor; BF = bias factor; I = time at which
growth rate; k; = rate at which the response variable approaches its maximum potential; R? = coefficient of determination; J; = allometric
constant; A = duration of lag phase e fimax = maximum growth rate; x? = chi-square.

Table 3 also indicated that the Gompertz model has two parameters (ymax and I) with
probabilities of about 2% of being zero. For the generalized Gompertz model, the prob-
abilities related to the parameters yimax and I are 100%, and therefore, these two models
(Gompertz and generalized Gompertz) were also rejected in the prediction of growth data
in the present article. On the other hand, the Gompertz and generalized Gompertz models
were used by Germec et al. [15] to fit cell growth, product formation, and sugar consump-
tion of batch lactic acid (LA) fermentation in stirred tank bioreactor with carob extract.
According to the authors, these models showed a good fit to the biomass production data,
with coefficients of determination close to 1.00 for both models.

By re-inspecting Table 3, it can be noted that the modified logistic and logistic mod-
els should be rejected because some of their parameters have no statistical significance.
It should be pointed out, however, that Munanga et al. [40] studied the modeling of lactic
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fermentation of gowé and obtained a good fit of the logistic model to the experimental data
of Lactobacillus brevis and L. plantarum growth during fermentation. The modified logistic
model was also successfully used by Ilgin et al. [16] to describe fermentative processes in
the production of inulinase from carob extract using Aspergillus niger. According to the authors,
a good fit of this model to the experimental data was obtained, with a coefficient of determination
of 0.988, and also with a bias factor and accuracy factor of 0.95 and 1.14, respectively.

In regard to the Weibull model, the information in Table 3 indicates that, although the
parameter k1 has a probability well below 1%, the parameter 4, has a probability of about
71% of being zero, despite the value obtained in the fitting. Thus, the Weibull model was
also rejected to represent the cell growth studied in this article.

Although the six models initially selected to describe cell growth kinetics have been
successfully used in the literature, none of them could be recommended for this purpose
in the present study. In this context, it is important to highlight the statement made
by Silva et al. [41], citing van Boekel [42], that from a rigorous point of view, parame-
ters obtained from experimental data without taking into account statistical indicators,
in particular the Student’s ¢-test, can be considered uninterpretable.

Thus, the solution proposed in the present study was to use LAB Fit Curve Fitting
Software (www.labfit.net) to discover another fitting function, taking advantage of a
particular feature of this software program: LAB Fit has a library with more than 200 simple
functions, with 1, 2, 3 and 4 parameters. More than that, LAB Fit has a feature called
“Finder”, which makes it possible to fit all the functions of its library to a single set of
experimental data, in a few seconds, and the best functions are chosen based on the lowest
chi-squares obtained. Thus, by using the “Finder” and stipulating functions with up to
three fitting parameters, the following result was obtained for the growth data: function
numbers 81 (logistic, R? = 0.9250), function number 80 (Gompertz, R? =0.9229) and function
number 57, given by Y = A + B x EXP(C x X),R? = 0.9208. As the first two of the three
functions had been previously rejected, the third function was further investigated in an
attempt to avoid non-significant parameters and to increase the coefficient of determination
R? by fitting this function to cell growth data.

Parameters A and B of function number 57 have physical interpretations related to
cell concentrations, and parameter C is related to growth rate. Thus, these parameters were
kept as they are, and only a possible change in exponent 1 was investigated, which can be
explained in the expression EXP ((C X X)l) . This exponent 1, which defines an exponential
function, could be, a priori, increased to 2 or 3, defining sigmoid functions. In a first
investigation, the exponent was established with the value 2, instead of 1, and the coefficient
of determination of the fit to the growth data increased from 0.9208 to 0.9710. In a second
attempt, the value 3 was assigned to the exponent, and the fitting determination coefficient
increased to 0.9813. However, in order to resist the temptation to further increase the

exponent, it should be noted that EXP(7(0.45 X 14)2) = 5.78 x 1078, Additionally,

in terms of computational calculations, EXP (— (0.45 x 14)3) = 0.0. It is worth pointing

out that 0.45 h~! and 14 h are typical values of growth rate and maximum experimental time
in the present study. Thus, the exponent for the function proposed here was established
with the value 3, and Statistica software was used again to fit function number 57 to the
growth data, being rewritten as follows:

A(t) = Am — (Am — Ag) exp(f(klt)3) (15)

Table 4 shows the results regarding the fit of the proposed model, Equation (15), to the
data of L. salivarius growth in the filmogenic solution.
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Table 4. Parameters of the proposed model for the cell growth process in the filmogenic solution.
Proposed Model
Parameters
Estimated t-Value p-Level R? 2 BF AF

Ag (LogUFC.mL~1) 10.18 4 0.11 264.668 0.000
Am (LogUFC.mLfl) 12.013 + 0.045 91.953 0.000 0.981 0.061 1.000 1.001

k1 0.453 £ 0.029 15.548 0.000

A = minimum concentration of cells; Ap, = maximum concentration of cells e k; = rate at which the response variable approaches its

maximum potential.

The results obtained with the fit of the proposed model to the experimental data of cell
growth showed that all three parameters have a 0% probability of being zero, and therefore,
all parameters determined can be considered significant. Although simple, the results
obtained showed that the proposed model was the most adequate to describe the growth
of L. salivarius in the filmogenic solution during fermentation.

Figure 5 shows the growth of L. salivarius in the filmogenic solution during fermenta-
tion. As can be observed, the parameters obtained resulted in a good fit of the proposed
model to the experimental growth data. On the other hand, one should note that all phases
of cell growth, except the decline phase, were satisfactorily simulated. The phase of decline
or cell death began after 14 h of fermentation, and the data of this phase were not included
in the mathematical modeling, since the present study did not aim to determine parameters
that included this type of biological effect.
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Figure 5. Curve of L. salivarius growth in the filmogenic solution represented by the proposed model.

To complement the statistical information relative to the proposed model, the matrix
of covariances, involving the parameters a1 = Ay, ap = Ap and a3 = k; should also
be informed:

2.06023 x 1073 3.70901 x 107>  —2.75671 x 10~*
cov= | 370901 x 107>  1.22479 x 1072 —1.35868 x 103 (16)
—2.75671 x 10~% —1.35868 x 1073  8.47428 x 10~*

Thus, the uncertainty of the value of function A(t), given by Equation (15), for any
instant t, can be calculated by the general error propagation formula [43,44]:

20 oay cov(aj, ax) (17)
i

Thus, with the expression of A(t) given by Equation (15), in LogCFU-mL~!, and the
uncertainty o () given by Equation (17), and also with the values obtained for the parame-
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ters given in Table 4, as well as the matrix of covariances given by Equation (16), the value
of A(t) for a given instant t can be calculated for several moments.

3.2.2. Substrate Consumption

The Baranyi, Gompertz and logistic models were tested to describe substrate con-
sumption during fermentation but did not fit to the experimental data. The other models
involved in this study were fitted to the experimental data of substrate consumption,
and the results are summarized in Table 5.

Table 5. Parameters of the models for the substrate consumption process in the filmogenic solution.

Generalized Gompertz Model

Parameters
Estimated t-Value p-Level R? x> BF AF
Ag (LogCFU-mL™1) 1.217 + 0.003 467.281 0.000
Am (LogCFU-mL™1) 1.986 + 565.278 0.004 0.997
o (K1) 1.860 + 37.87 0.049 0.963 0.991 0.000133 1.000 1.001
I(h) —0.89 £ 460.658 —0.002 0.999
Modified Logistic Model
Parameters
Estimated t-Value p-Level R? x> BF AF
Ag (LogCFU-mL™1) 1.217 £+ 0.003 466.927 0.000
Am (LogCFU-mL™1) 3.734 + 3248.14 0.001 0.999
fmax (h™1) 0.560 £ 11.056 0.051 0.962 0991 0.000133 1.000 1001
A (h) —2.655+ 803.996 —0.003 0.998
Weibull Model
Parameters
Estimated t-Value p-Level R? x2 BF AF
Ag (LogCFU-mL~1) 1.110 + 0.025 43.735 0.000
Am (LogCFU-mL™1) 1.350 £ 0.005 291.934 0.000
ky 0.003 4+ 0.016 0.201 0.851 0.995 0.000082 1.000 1.001
01 0.054 £ 0.040 1.354 0.247
Parameters Proposed Model
Estimated t-Value p-Level R? x> BF AF
Ag (LogCFU-mL™1) 1.217 + 0.002 577.116 0.000
Am (LogCFU-mL™1) 1.350 % 0.005 261.426 0.000 0.991 0.000133 1.000 1.001
kq 0.773 £ 0.116 6.635 0.001

A = minimum concentration of substrate; A, = maximum concentration of substrate; I = time at which rate substrate consumption is
maximum; k; = rate at which the response variable approaches its maximum potential; §; = allometric constant; A = duration of lag phase e
Mmax = maximum substrate consumption rate.

The generalized Gompertz and modified logistic models had a coefficient of determi-
nation of 0.991, while the Weibull model showed a coefficient of determination of 0.995.
However, the parameters Ap, imax and I of the generalized Gompertz model did not show
statistical significance. Similarly, the parameters ymax, Am and A of the modified logistic
model have no statistical significance. Additionally, the parameters k1 and J; of the Weibull
model are also not significant. On the other hand, the model proposed in this article (which
can ultimately be interpreted as a modification of the Weibull model in which 6; was fixed
with the value 3.0) had a coefficient of determination equal to 0.991, a chi-square of 0.000133,
and bias factor and accuracy factor close to 1. For the proposed model, the probability of
the parameter k; being zero, despite having the obtained value, is only 0.1%. Thus, of all
the results obtained in Table 5, the model proposed in this article can be considered as the
most acceptable to describe the substrate consumption in the filmogenic solution during
fermentation with L. salivarius.

Reducing carbohydrates are consumed by L. salivarius during the fermentation process.
In the first hours of fermentation, a sharp reduction was observed in this amount, as shown
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in Figure 6, which corresponds to the period of exponential growth of cell concentration in
the filmogenic solution.

1.36

.34 * Experiment
132 Predicted

S, 1.30
1.28
1.26
1_24J
1.22 e o o

drates (%)

Reducing carboh

L

00 20 40 6.0 8.0 100 12.0 140 16.0
Time (h)

Figure 6. Substrate consumption curve during fermentation with L. salivarius in the filmogenic
solution with fitting of the proposed model.

As can be seen in Figure 6, the concentration of reducing carbohydrates has its value
stabilized between 2 and 4 h of the process. On the other hand, the decrease in the
concentration of these carbohydrates occurs during the fermentation of the filmogenic
solution, which is expected because the main metabolic process of lactic bacteria, such as
L. salivarius, uses monosaccharides such as fructose, glucose and lactose for the production
of energy and, therefore, lactic acid [32].

It is interesting to note that this behavior was well simulated by the proposed model.
On the other hand, the matrix of covariances obtained by fitting this model to the experi-
mental data of substrate consumption are given by:

444444 x 106 1.32349 x 1072 1.05832 x 10~*
cov = | 1.32349 x 10723 266667 x 107> 1.62818 x 10~° (18)
1.05832 x 1074  1.62818 x 10>  1.84358 x 102

Therefore, this is all the information needed for complete determination of the amount
of substrate (reducing sugars, %) over time. Using Equations (17) and (18), it is possible to
observe that, for t > 3.0 h, this amount is given by RS = (1.217 = 0.006) %, with a confidence
level of 95.4%.

4. Conclusions

The growth of L. salivarius in gelatin- and inulin-based filmogenic solution has proved
to be a viable alternative for incorporating probiotic bacteria into various food products.
The use of probiotic filmogenic solution in food contributes to the development of inno-
vative products with functional characteristics. The thin layer formed on the product’s
surface forms a barrier that controls the contact of the food with the external environment,
reducing the transfer of mass, which leads to an increase in its useful life, through the con-
servation of its sensory and nutritional characteristics. Evaluating the impacts of process
conditions on cell development is fundamental and a key factor in making the process
applicable in the industry. This study showed that the optimal conditions for the develop-
ment of probiotic cells in the filmogenic solution were 1% gelatin combined with 4% inulin,
fermented at 45 °C.

The analysis performed through the Student’s t-test of the parameters obtained by
fitting the primary models selected in this work and widely used in predictive micro-
biology showed the inadequacy of such models to describe cell growth and substrate
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consumption during fermentation of filmogenic solution with L. salivarius. A simple model
was then proposed in this article, with three fitting parameters, which described well
the production of cells (R* = 0.981, x* = 0.061, BF = 1.000 and AF = 1.001) and substrate
consumption (R% = 0.991, x2 = 0.000133, BF = 1.000 and AF = 1.001). In this new model,
the Student’s t-test revealed that all three parameters obtained by curve fitting can be
considered statistically significant.
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