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RESUMO

SANTOS, C.S. Aprimoramento das caracteristicas sensoriais de emulsdo alimenticia
probiética e avaliagdo de seu potencial funcional. 2016. 120p. Dissertagdo (Mestrado)
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2016.

O objetivo do presente trabalho foi melhorar as caracteristicas sensoriais de uma emulsdo
alimenticia previamente desenvolvida pelo grupo de pesquisa, elaborada com a cepa probiotica B.
animalis Bb-12, inulina e caseinomacropeptideo (CMP), bem como caracterizar e avaliar a
aceitabilidade do produto sob o ponto de vista sensorial, suas caracteristicas fisico-quimicas e de
textura instrumental durante seu armazenamento refrigerado e verificar a viabilidade da cepa
probidtica incorporada a emulsdo alimenticia e a sua sobrevivéncia in vitro a condicfes
gastrointestinais simuladas. Foram preparadas 6 misturas binarias de gordura do leite (GL) (x;) €
oleina de palma (OP) (xz) em diferentes proporcoes, sendo que duas delas correspondiam aos
componentes isoladamente. Para as misturas GL:OP, foram determinados a composi¢do em
acidos graxos, o indice de acidez (I1A), os comportamentos de cristalizagdo e fusdo e a
consisténcia. Adicionalmente, uma margarina comercial (MC) foi analisada como padrdo de
referéncia para as emulsdes alimenticias potencialmente probidticas desenvolvidas e sua base
gordurosa (BGMC) foi analisada como referéncia para a sele¢cdo das misturas GL:OP mais
adequadas para a producgdo das emulsdes. Apos a selecdo das misturas, foram produzidas duas
emulsBes alimenticias com adicéo de inulina, CMP e B. animalis Bb-12, que foram monitoradas
durante o seu armazenamento a 5 °C no dia 0 (ap0s o processamento) e apos 1, 7, 14, 21 e 28 dias.
Foram realizadas analises microbioldgicas, de pH, teste de sobrevivéncia as condigdes
gastrointestinais simuladas in vitro, analise de consisténcia e aceitacdo sensorial. Aos 35 dias de
armazenamento, repetiu-se o ensaio in vitro para posterior extracdo de DNA do probi6tico no
produto a fim de comparar os métodos de semeadura em &gar seletivo e de gPCR com e sem
tratamento com o agente intercalante de DNA Propidium Monoazide (PMA). Os acidos palmitico
e oleico foram os &cidos graxos mais abundantes nas misturas GL:OP, entre 30 e 34% e entre 10 e
50%, respectivamente. A adicdo de OP a GL resultou em um retardamento do inicio da
cristalizacdo das misturas binarias GL:OP, devido & interacdo fisica resultante da diluicdo dos
triacilglicerois de alto ponto de fusdo provenientes da GL. A consisténcia das misturas binarias
GL:OP variou entre 385,9 e 12.172,3 gf/lcm? a 5 °C, sendo que as misturas GL:OP 40:60 e 20:80
apresentaram consisténcia mais semelhante a da BGMC a 10 °C. Dessa forma, as misturas GL:OP
40:60 e 20:80 foram selecionadas para a producdo de emulsdes alimenticias por apresentarem
comportamento térmico e consisténcia mais adequados a este fim. Ap6s a produgdo das
formulagdes, as populacbes de Bb-12 permaneceram estaveis entre 8 e 9 log UFC/g durante os 28
dias de armazenamento a 5 °C (p>0,05) e sua viabilidade néo foi influenciada pela diminuigéo de
pH. Houve uma reducdo em até 2 ciclos logaritmos da populacdo do probiético das formulacées
apos 6 horas de simulacdo gastrointestinal em todos os periodos estudados (7, 14, 21 e 28 dias)
(p<0,05). No entanto, o periodo de armazenamento estudado ndo influenciou de maneira
significativa a taxa de sobrevivéncia da Bb-12 (p>0.05) e, ao final dos 28 dias, a taxa de
sobrevivéncia foi de 80% para EA 40:60 e 75% para a EA 20:80. Os métodos de semeadura
convencional e de g°PCR com PMA mostraram correlagdo positiva em quase todas as fases do
ensaio in vitro. Contudo, a formulacdo EA 40:60 apresentou maiores contagens de células viaveis
em gPCR com PMA, comparado ao método convencional em &gar. A aceitacdo sensorial das
emulsdes tiveram notas semelhantes, com notas entre 6,2 ¢ 6,9, o que significa “gostei
ligeiramente”. As consisténcias das formulagGes variaram de 213,3 a 2466,6 gf/cm? entre 5 e 15
°C. Os resultados obtidos sugerem que a formulacdo EA 40:60 pode ser considerada a melhor
formulagdo, uma vez que revelou caracteristicas tecnolégicas mais vantajosas e boa viabilidade do
probidtico e sobrevivéncia ao estresse gastrointestinal, além de ter apresentado melhor
aceitabilidade sensorial.

Palavras-chave: Alimento funcional; Probidtico; Inulina; Gordura do leite; Oleina de palma.



ABSTRACT

SANTOS, C.S. Improvement of probiotic table spread features and evaluation of the
product functional potential. 2016. 120p. Dissertation (Master of Science) Faculty of
Pharmaceutical Sciences, University of Sdo Paulo, S&o Paulo, 2016.

The purpose of this study was to improve the sensory attributes of a tablespread previously
developed by our research group, supplemented with the probiotic strain Bifidobacterium animalis
Bb-12, besides inulin, and caseinomacropeptide, as well as to evaluate the product sensory
acceptance, its physico-chemical and instrumental texture profile during refrigerated storage, and
to verify the viability of the probiotic incorporated into the tablespread and its in vitro survival
under conditions simulating the gastrointestinal tract during storage. Six binary blends of milk fat
(MF) (x1) and palm olein (PO) (x2) were prepared in different proportions, whith two samples
representing the pure components and four corresponding to binary blends, The fatty acid
composition, free fatty acids, crystallization, and melting behaviors, and consistency analyses
were performed for all MF:PO blends. Additionally, a commercial margarine (CM) was analyzed
as a reference standard to the potentially probiotic tablespreads to be developed and its lipid base
(CMLB) was analyzed as a reference for the selection of the MF:PO blends most suitable for the
tablespreads preparation. Then, two MF:PO blends were selected to produce two tablespreads
with Bb-12, inulin, and caseinomacropeptide, which were monitored during storage at 5 °C in
time O (after processing), and after 1, 7, 14, 21, and 28 days. Microbiology assays, pH test, in vitro
gastrointestinal survival, consistency, and sensory acceptance were performed. After 35 days of
storage, the in vitro simulated gastrointestinal assay was repeated for subsequent probiotic DNA
extraction in the food matrix in order to compare the different methods, including plate count and
species-specific gPCR combined with the use of the Propidium Monoazide (PMA). All the
MF:PO blends showed high concentration of palmitic and oleic acids, in the range between 30-
34% and 10-50%, respectively. The addition of PO into MF resulted in an onset crystallization
temperature delay for the MF:PO blends due to a physical interaction resulting from the MF high
melting point triacylglycerol dilution. The consistency of the MF:PO blends varied between 385.9
and 12.172 gf/cm? at 5 °C and 40:60 and 20:80 MF:PO blends presented consistency similar to
(CMLB) at 10 °C. Thus, the 40:60 and 20:80 MF:PO blends were selected for the production of
tablespreads, for presenting thermal behavior and consistency most suitable for this purpose.
Following the tablespreads production, the Bb-12 populations remained stable ranging from 8 to 9
cfu/g throughout 28 days of storage at 5 °C (p>0.05) and their viability was not influenced by pH
reduction. There was a decrease of up to 2 log cfu/g of the probiotic populations after 6 h of
simulated gastrointestinal in vitro assay during all the studied periods (7, 14, 21, and 28 days)
(p<0.05). On the other hand, the storage period did not significantly influence the survival rate of
Bb-12 (p>0.05) and after 28 days the tablespreads TS 40:60 and 20:80 showed values of 80 and
75%, respectively. The different methods, count plate and gPCR with PMA, showed positive
correlation in almost all steps of the in vitro assay. However, the tablespread TS 40:60 presented
higher viable cell counts with the gPCR with PMA, when compared to the conventional plating
method. The tablespreads sensory acceptability presented similar scores, ranging from 6.2 to 6.9,
with consistency between 213.3 and 2,466.6 gf/cm? between 5 and 15 °C. Therefore, the results
obtained suggest that the TS40:60 tablespread may be considered the best formulation due the
good technological parameters and good probiotic viability and survival under in vitro simulated
gastrointestinal stress, besides presenting the highest sensory acceptance.

Key-words: Functional foods; Probiotics; Inulin; Milkfat; Palm olein.
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APRESENTACAO

Os alimentos probidticos e prebidticos destacam-se entre os alimentos funcionais
gracas as confirmacbes acerca da influéncia da microbiota intestinal sobre processos
metabolicos do organismo humano (SHIMIZU, 2003; SOMMER & BACKHED, 2013).
Probidticos sdo considerados micro-organismos vivos que, administrados em quantidades
adequadas, conferem beneficios a saude do hospedeiro (FAO, 2001). Entre estes, as
bifidobactérias destacam-se como um dos géneros mais estudados, sendo a cepa Bb-12 a mais
utilizada na producéo de alimentos e formulas lacteas em virtude de sua seguranga alimentar e
acdo probidtica comprovada (OUWEHAND et al., 2004).

Os prebidticos, por sua vez, sdo definidos como ingredientes seletivamente
fermentaveis que permitem modificacGes especificas na composicdo e/ou atividade da
microbiota gastrintestinal, resultando em beneficios ao bem estar e a saude do hospedeiro
(GIBSON & ROBERFROID, 2008; SAAD et al, 2011), sendo a inulina amplamente
utilizada como um ingrediente prebidtico. Esta fibra pertence a classe dos frutanos, um grupo

de polissacarideos encontrados em vegetais e frutos.

A suplementacdo de emulsdes alimenticias com ingredientes funcionais, como fibras e
micro-organismos probidticos, surge como uma proposta promissora para 0 mercado de
alimentos funcionais. SOUZA et al. (2010) desenvolveram uma margarina de mesa probidtica
adicionada do ingrediente prebidtico inulina e do micro-organismo probiotico
Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12, contendo 60% de lipidios (SAAD, S.M.1.;
SOUZA, C.H.B.; GIOIELLI, L.A.; FAPESP. Probiotic and/or prebiotic spread for use as
functional food. Patent deposit April 11th 2008. P.l. 0.802.264-0). A suplementacdo da fase
aquosa das margarinas probidticas com ingredientes que pudessem proteger 0 micro-
organismo durante os processos tecnoldgicos empregados na producdo do alimento, bem
como durante o seu armazenamento refrigerado, mostrou-se fundamental para a sobrevivéncia
do micro-organismo probidtico nessa matriz alimenticia, particularmente na presenca de
inulina. Para a obtencdo de boa viabilidade do probidtico no produto e melhores perspectivas
de sobrevivéncia no trato gastrintestinal, recomendou-se a adi¢do de inulina a margarina na
proporcao de 2,25 a 3%, podendo ser combinada com concentrado de caseina (CMP), na
proporcdo de 2,25 a 3%, totalizando 3% dos dois ingredientes na formulagdo. Entretanto, as

formulagcdes estudadas apresentaram aceitacdo sensorial que variou entre “gostei
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ligeiramente” e "gostei regularmente”. Além disso, as margarinas apresentaram consisténcia

muito dura em temperaturas de refrigeragéo.

No presente trabalho, buscando melhorar a textura e aceitagdo nos testes sensoriais da
emulsdo alimenticia potencialmente simbidtica previamente desenvolvida, foi proposta a
substituicdo da base gordurosa utilizada por misturas de gordura do leite com oleina de palma.
A gordura do leite, principal componente da manteiga, possui atributos de sabor de alta
aceitacdo pelo consumidor. Entretanto, possui baixa plasticidade a temperatura de
refrigeracdo, além de conter alto teor de gordura saturada (NUNES et al., 2011). Por sua vez,
a oleina de palma, produto obtido do éleo de palma por fracionamento, poderia conferir
melhor plasticidade ao produto, considerando a baixa espalhabilidade da manteiga tradicional
a temperatura de refrigeracdo. Alem disso, a oleina de palma apresenta maior grau de
insaturacdo do que a GL e maior estabilidade oxidativa quando comparada aos demais 0leos
vegetais. E ideal para a mistura com gorduras de alto ponto de fusdo para ser aplicada em
diversos produtos (SOARES et al., 2009; MDA et al., 2015). O estudo de Ract (2006) sobre 0
desenvolvimento de lipidios estruturados a base de gordura do leite como alimento funcional
mostrou que a adicdo de 40% de Oleo de girassol e 25% de ésteres de fitosterois aumentou em
cerca de 60% o teor de acidos graxos insaturados da gordura do leite, que originalmente
possuia 33% de acidos graxos insaturados. As misturas que apresentaram comportamento e
composicdo mais adequados para o preparo de emulsbes do tipo margarina foram
selecionadas para o preparo de uma emulséo alimenticia potencialmente probidtica, de forma

a aprimorar seu potencial para uma futura producéo industrial e comercializacao.
Sendo assim, 0s objetivos gerais do presente trabalho foram:

Geral: Melhorar as caracteristicas sensoriais de uma emulsdo alimenticia probio6tica
previamente desenvolvida pelo grupo de pesquisa, adicionada da cultura comprovadamente
probidtica de Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12, inulina (2%) e

caseinomacropeptideo (1%), pela substituicdo da base gordurosa previamente utilizada.

Especificos:

(N Determinar as caracteristicas fisico-quimicas das misturas de gordura do leite e
oleina de palma, comparando-as com a base lipidica de uma margarina comercial e
com dados descritos na literatura;

(i) Preparar as emulsdes alimenticias potencialmente probidticas a partir de misturas

de gordura do leite e oleina de palma previamente selecionadas e determinar suas
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propriedades  fisico-quimicas durante seu armazenamento refrigerado,
comparando-as com as propriedades de uma margarina comercial,
(iii)  Caracterizar e avaliar a aceitabilidade do produto sob o ponto de vista sensorial;
(iv)  Verificar a viabilidade da cepa probidtica de Bifidobacterium animalis Bb-12
incorporada a emulsdo alimenticia e sua resisténcia as condicGes gastricas e

entéricas simuladas in vitro no produto durante o seu armazenamento.

Para esse fim, a presente Dissertacdo de Mestrado foi dividida em 3 capitulos
distintos, a saber:

Capitulo 1: Apresenta o embasamento bibliografico abordando os principais temas

envolvidos no trabalho.

Capitulo 2: Desenvolvimento e aceitacdo sensorial de emulséo espalhavel potencialmente
simbidtica contendo gordura do leite.

Esta secdo teve como objetivo avaliar a composicdo fisico-quimica de bases gordurosas
produzidas a partir de gordura do leite e oleina de palma para que fossem selecionadas duas
bases gordurosas para a producdo de uma emulsdo alimenticia probiotica, adicionada de
inulina e caseinomacropeptideo, avaliar a consisténcia do produto final e sua aceitacdo

sensorial.

Capitulo 3: Viabilidade e sobrevivéncia gastrointestinal simulada in vitro de
Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12 em emulsdes alimenticias
Esta secdo teve como objetivo avaliar a viabilidade da cepa probidtica B. animalis subsp.
lactis Bb-12 em uma emulsdo alimenticia desenvolvida a partir de gordura do leite e oleina de
palma, inulina e caseinomacropeptideo, avaliar a resisténcia da cepa probiotica frente as
condicdes gastrointestinais in vitro e comparar diferentes métodos de cultivo durante o 35° dia
de armazenamento do produto.

Apos as referéncias do capitulo 3, encontram-se as conclusGes gerais do presente
trabalho.
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CAPITULO 1
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1.1. REVISAO DE LITERATURA

1.2.  Alimentos Funcionais

O interesse dos consumidores por uma alimentacao saudavel, bem-estar e salude aliado
a busca por um mercado de alimentos diferenciados faz com que a industria tenha como
desafio atender a demanda por produtos que sejam saborosos, visualmente atrativos e que, ao
mesmo tempo, sejam saudaveis (DAS & CHAKRABORTY, 2014). A procura por produtos
que concentrem beneficios a salde é cada vez maior. Com isso, as industrias tém procurado
desenvolver novas tecnologias, com a intencdo de suprir as necessidades do mercado,
colocando novos produtos a disposi¢do do consumidor. Entre 0s novos produtos que surgem
no mercado, destacam-se os alimentos funcionais, que tém como finalidade reforcar a dieta,
promovendo a saude através de mecanismos ndo previstos na nutricdo convencional (SAAD
et al., 2011a; SHARMA & DEVI, 2014).

Para ser considerado funcional, um alimento deve demonstrar satisfatoriamente um ou
mais efeitos benéficos sobre funcdes-alvo no organismo, além de um efeito nutricional
adequado, tanto para o bem-estar e a saude, quanto para a reducdo do risco de alguma doenca.
Esses alimentos devem permanecer em sua forma original e, quando consumidos em
quantidades normalmente ingeridas na dieta, devem proporcionar efeitos benéficos a saude
(ROBERFROID, 2002a). E importante que possam ser facilmente incorporados a dieta, n&o
podendo ser administrados na forma de pilulas, capsulas ou ampolas. Sendo assim, um
alimento funcional pode ser: um alimento natural, um alimento com adicdo de algum
componente ou um alimento em que um ou mais componentes tenham sido modificados
(SAAD et al., 2011b), sendo sua funcionalidade devida aos seus ingredientes bioativos que
podem auxiliar na prevencdo de doencas crdnicas e/ou aumentar a qualidade e bem-estar do
individuo (ARVANITOYANNIS & HOUWELINGEN-KOUKALIAROGLOU, 2005).

Os alimentos funcionais foram introduzidos no Japdo na década de 80, quando se
intensificaram as pesquisas sobre alimentos que contribuiam para efeitos benéficos ao
organismo. Entre eles, estdo os alimentos processados que contém ingredientes com funcées
especificas no organismo. Na ocasido, 0 avanco de idade da populacdo tornava-se evidente e
observava-se uma mudanga para um estilo de vida mais ocidental, isto é, com aumento do
consumo de fast food e alimentos de origem animal (carne, manteiga, leite e ovos) entre as

geragBes mais novas, ocasionando aumento dos gastos com a saude publica.
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Em 1991, o ministério da salde e bem-estar japonés estabeleceu uma regulacdo para a
rotulagem destes alimentos que foram definidos como “Alimentos para uso especifico em
saude” (Foods for Specified Health Use — FOSHU) (ARAI, 1996; ROBERFROID, 2002a;
OHAMA et al., 2006). Para serem classificados como FOSHU, os alimentos devem seguir os
pré-requisitos estabelecidos em 1991, sendo eles: demonstrar eficacia baseada em estudos
cientificos em humanos, animais e em ensaios in vitro, ser seguro para 0 consumo humano e
comprovar a efetividade dos componentes utilizados (SHIMIZU & HACHIMURA, 2011).

Os critérios para a aprovacdo de alimentos funcionais variam entre os paises, pois cada
um possui suas proprias legislagdes regulatdrias para alimentos funcionais (FOLIGNE et al.,
2013; KUMAR et al., 2015). Nos Estados Unidos, a definicdo para funcionais foi estabelecida
em 1990. Entretanto, apenas em 1994, permitiu-se a utilizacdo de alegagdes de beneficios a
salde para alimentos contendo ingredientes funcionais, por parte do FDA (Food and Drug
Administration). Estas alegacdes haviam sido permitidas ap0s a constatacdo de evidéncias
cientificas que demonstravam relacdo entre a ingestdo e a prevencdo e/ou cura de algumas
doencas (ROBERFROID, 2000).

O termo “alimentos funcionais” tem sido definido diversas vezes. No entanto, até hoje
ndo ha uma definicdo aceita mundialmente (HASLER, 2002; MARTIROSYAN & SINGH,
2015). Em muitos paises, sequer ha legislacdo que diferencie o alimento convencional do
funcional. As culturas oriental e ocidental ainda divergem consideravelmente no que diz
respeito a natureza dos alimentos funcionais. Enquanto no Japdo ha uma classe especifica
para estes produtos (FOSHU), na Europa e EUA ndo ha um grupo separado para definir o
alimento funcional, sendo a sua definicdo considerada como um conceito, devendo-se
adicionar uma funcionalidade a algum alimento j& existente (ROBERFROID, 2002b; SIRO et
al., 2008; KUMAR et al., 2015).

A legislacao brasileira ndo possui uma definicdo para alimentos funcionais, elucidando
apenas a alegacdo de propriedade funcional ou de saude, diretrizes para sua utilizacdo e suas
condicBes de registro. Devem ser obrigatoriamente registrados junto ao 6rgdo competente
todas as substancias bioativas e probidticos isolados, os alimentos com alegacdo de
propriedade funcional e/ou de saude e para alimentos novos e novos ingredientes, produzidos
no Brasil ou importados. Além disto, sua propaganda deve seguir legislacdo especifica para
rotulagem, e suas alegacdes devem estar de acordo com as diretrizes da politica publica de
salde (PNAN — Politica Nacional de Alimentacdo e Nutricdo) (STRINGHETA et al., 2007).

As alegactes podem fazer referéncias & manutengdo geral da satde, ao papel fisiologico dos



21

nutrientes e ndo nutrientes e a reducdo do risco a doencas. Ndo sdo permitidas alegacdes de
satde que facam referéncia & cura ou prevencdo de doencas (AGENCIA DE VIGILANCIA
SANITARIA, 1999).

Japdo, Estados Unidos e Europa estdo entre os maiores consumidores de alimentos
funcionais. Apenas no Japéo, entre os anos de 1988 e 1998, foram langados no mercado mais
de 1700 alimentos funcionais. Nos paises europeus, Reino Unido, Alemanha, Franca e Itélia
lideram o setor de funcionais, sendo a Europa um mercado heterogéneo e com diferentes
niveis de aceitacdo (BIGLIARDI & GALATI, 2013). As regibes mais proximas ao mar
Mediterraneo prevalece a preferéncia a alimentos naturais e frescos e hA& um menor consumo
de alimentos funcionais (SIRO et al., 2008).

Em 2011, o mercado mundial de alimentos funcionais faturou cerca de US$ 150
bilhGes (ASSOCIA(;AO BRASILEIRA DAS INDUSTRIAS DA ALIMENTAQAO, 2012).
J& no ano de 2013, o mercado de alimentos e bebidas movimentou cerca de US$ 750 bilhGes,
sendo que, uma parcela significativa de US$ 264 bilhGes correspondeu aos produtos
funcionais ou fortificados. Atualmente, a América Latina representa US$ 45 bilhdes ou 17%
deste mercado de alimentos e bebidas funcionais, no qual, o Brasil é o principal responsavel,
movimentando US$ 14,6 bilhdes deste total (FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2014).

O Brasil possui um processo de registro burocratico para alimentos e bebidas. A
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) é rigorosa sobre o uso de alegacOes e
propagandas em embalagens para alimentos funcionais, levando a grandes investimentos
financeiros e de tempo. Além disso, a ANVISA permite apenas que uma seleta lista de
nutrientes e substancias possam ser considerados funcionais, sendo eles: acidos graxos (DHA
e EPA, 4cidos graxos da série dmega-3, encontrados em Gleos de peixes), carotenoides
(licopeno, luteina e zeaxantina), fibras alimentares (B-glicana, dextrina resistente, fruto-
oligossacarideos, goma guar parcialmente hidrolisada, inulina, lactulose, polidextrose,
psillium e quitosana), fitosterois, poliois, proteina de soja e probi6ticos (AGENCIA DE
VIGILANCIA SANITARIA, 2008).

1.3. Probiodticos

O corpo humano adulto contém cerca de 10 vezes mais micro-organismos do que
células somaticas, sendo que o trato gastrointestinal possui 100 vezes o nUmero de genes do
genoma humano (BACKHED et al., 2005). No trato gastrointestinal reside uma ampla

variedade de bactérias, acima de 500 tipos de espécies (LEAHY et al., 2005), sendo sua
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distribuicdo heterogénea ao longo de sua extensdo. O cdlon possui um complexo e dindmico
ecossistema microbiano, com alta concentracdo de bactérias, podendo ultrapassar 10** a 10
Unidades Formadoras de Col6nias por mililitros (UFC/mL). Estima-se que apenas o co6lon
contenha cerca de 70% de toda a microbiota presente no corpo humano (SEKIROV et al.,
2010).

A quantidade de micro-organismos presentes no trato gastrointestinal ascende de 10* -
10° UFC/g nas regides do estdbmago e duodeno para 10*- 10’ UFC/g nas regides do jejuno e
ileco (O’HARA et al., 2006), enquanto na regido do célon essa quantidade de micro-
organismos varia de 10'! a 10'> UFC/g (LEY et al., 2006). A porcéo superior do intestino é
composta por bactérias que competem com seu hospedeiro para a digestdo de
monossacarideos, enquanto que a porcao distal é colonizada por bactérias fermentadoras de

carboidratos complexos e proteinas (KUMAR et al., 2016).

A colonizagdo microbiana do intestino humano inicia-se imediatamente apos o
nascimento, momento em que 0 recem-nascido é exposto a uma complexa populacéo
microbiana. Este contato mostra-se importante para o desenvolvimento da microbiota
intestinal da crianca, que sofre alteragdes durante os primeiros meses (SOMMER &
BACKHED, 2013). Ap6s um ano de idade, a microbiota intestinal das criancas assemelha-se
a de adultos, sendo a sua composi¢do Unica para cada individuo e estavel quase todo o tempo
da vida adulta e inicio da terceira idade (KOENIG et al., 2011; CLEMENTE et al., 2012;
KUMAR et al., 2016).

A maior parte da microbiota gastrointestinal € composta por bactérias anaerdébicas
estritas, seguidas de anaerdbicas facultativas e aerobicas (XU & GORDON, 2003). Em
individuos adultos, os filos Bacteroidetes e Firmicutes usualmente estdo em maiores
guantidades na microbiota intestinal, seguidos de Actinobacteria, Proteobacteria e
Verrucomicrobia, em menores proporcées (TOJO et al., 2014; JANSSEN & KERSTEN,
2015). A relagdo microbiota x hospedeiro é mutualistica (BACKHED et al., 2005). Dessa
forma, a microbiota desempenha importante papel em numerosas fungdes metabdlicas e

imunoldgicas para a manutencdo da salde e prevencdo de doencas (SEKIROV et al., 2010).

Muitos fatores podem afetar a composi¢cdo da microbiota do trato gastrointestinal
(TGI) humano, bem como a dieta, idade, susceptibilidade a infecgdes, fatores nutricionais,
estado imunologico, tempo de transito, pH, a presenca de material fermentavel no limen e

também a interacdo entre os componentes da microbiota (SHARMA & DEVI, 2014).
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No entanto, a dieta mostra-se como um dos principais fatores para a alteracdo da
composicdo da microbiota intestinal (CLEMENTE et al., 2012). FILIPPO et al. (2010)
avaliaram o efeito da dieta sobre a microbiota intestinal de criangas saudaveis que vivem em
Burkina Fasso, na Africa, e de criancas saudaveis residentes em Florenca, na Italia. As
criancas de Burkina Fasso possuiam uma alimentagdo com maior consumo de cereais ricos
em fibras e vegetais e baixo consumo de gorduras e proteinas de origem animal. Nessas
criancas se detectou uma microbiota mais diversificada, com maior predominédncia de
Bacteroidetes em relacdo a Firmicutes, com maior producdo de &cidos graxos de cadeia curta
(AGCC), além da presenca de bactérias degradadoras de hemicelulose e celulose. Ja nas
criancas italianas, que possuem uma dieta mais ocidentalizada, a microbiota revelou-se mais
rica em Firmicutes e com maiores propor¢Bes de Escherichia, Salmonella, Shigella e

Klebsiella e com baixa producdo de AGCC.

Para avaliar o efeito da dieta sobre a microbiota, TURNBAUGH et al. (2009)
transplantaram fezes de humanos sadios que possuiam dieta tipicamente ocidental em ratos
totalmente livres de microbiota (germ-free). Os resultados mostraram que houve um aumento
de adipdcitos, aumento de peso e uma reducdo significante de Bacteroidetes e aumento de
Erysipelotrichi, uma classe de bactérias do filo Firmicutes, quando comparados aos ratos que
receberam o transplante de fezes de humanos que possuiam uma dieta mais saudavel e com

menor teor lipidico.

A biodiversidade na microbiota intestinal faz-se necessaria, pois diferentes micro-
organismos secretam diferentes enzimas, devido a sua afinidade com o nutriente ou
deficiéncia para a secrecdo enzimatica e a sua metabolizacio (BACKHED et al., 2005;
YATSUNENKO et al., 2012). Pesquisas sobre a microbiota humana tém mostrado diferentes
variacOes entre os individuos, principalmente na composicdo de sua microbiota intestinal,
sugerindo a necessidade de personalizar terapias que visam a utilizacdo de medicamentos com
a combinacdo de probidticos para restaurar o balango da microbiota gastrointestinal e corrigir
a disbiose (CHALUVADI et al., 2016).

O aumento do conhecimento sobre a influéncia da microbiota intestinal sobre os
processos metabdlicos do organismo humano (COLLINS et al, 2012; SOMMER &
BACKHED, 2013) fez com que os alimentos funcionais sejam vistos como tendo um
importante papel para a modulacdo da saude intestinal. Dessa forma, a prevengdo de doencas
ocasionadas pelo atual estilo de vida é de extrema importancia, visto que as despesas atuais
com saude publica sdo elevadas (DAS & CHAKRABORTY, 2014), além disso, distUrbios da
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microbiota tém sido associados as doencas crbnicas por pesquisadores e profissionais da
salde (KUMAR et al., 2016). Neste atual cenério, destacam-se o0s alimentos probioticos e
prebioticos, considerados uma classe de alimentos funcionais que regulam o equilibrio da
funcdo intestinal de cada individuo (SHIMIZU, 2003).

A palavra “probidtico” deriva do grego, que significa “para a vida” e/ou “a favor da
vida”. Foi introduzida pela primeira vez em 1965, por Lilley & Stillwell, para descrever
micro-organismos que desempenhavam atividades benéficas (SCHREZENMEIR & VRESE,
2001; VEMURI et al., 2014). Em 1989, os probiéticos foram definidos como um suplemento
alimentar microbiano vivo que afeta beneficamente o animal hospedeiro através da melhora
do balanco microbiano intestinal (FULLER, 1989). Porém, nos ultimos anos, diversas outras
defini¢cbes foram publicadas, sendo a definicdo da FAO/WHO a mais aceita mundialmente,
sendo os probioticos considerados vivos, que administrados em quantidades adequadas,
conferem beneficios a sadde do hospedeiro (FOOD AND AGRICULTURE
ORGANIZATION OF UNITED NATIONS; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2001).

Recentemente, o conceito de probidticos foi revisado por diversos especialistas,
reunindo-se na Associacdo Cientifica Internacional de Probioticos e Prebidticos (International
Scientific Association for Probiotics and Prebiotics — ISAPP) para discutir conceito proposto
em 2001. Isto porque, 0 termo proposto para a designacdo dos probioticos tem sido utilizado
de forma errébnea em produtos como colchdes, shampoos, desinfetantes e cremes pos-barba
em que ndo ha estudos para a comprovacdo da eficacia dos micro-organismos utilizados
nesses tipos de produtos. No entanto, a definicdo permaneceu a mesma, apenas com pequenas
modificacdes ortogréaficas (HILL et al., 2014). No Brasil, em 2002, através da RDC n. 02, a
ANVISA definiu probidticos como micro-organismos Vvivos capazes de melhorar o equilibrio

microbiano intestinal, produzindo efeitos benéficos a satde do individuo.

Para que possam ser considerados probidticos e adicionados aos alimentos, 0s micro-
organismos devem possuir origem na microbiota intestinal sadia, apresentar estabilidade, ser
seguros (ndo possuir propriedades patogénicas e antigenotdxicas), sobreviver a passagem
através do trato gastrointestinal humano, ou seja, resistir ao suco gastrico, pancreatico e a bile,
e possuir a capacidade de desenvolver-se no intestino humano por meio da adesdo celular ao
intestino do hospedeiro. A adesdo do micro-organismo probidtico a mucosa intestinal é
necessaria, pois 0s movimentos peristalticos do intestino os eliminariam. Sendo assim, ha
uma vantagem competitiva sobre 0s micro-organismos patogénicos (SAARELA et al., 2000;
VASILJEVIC & SHAH, 2008; LERAYER et al., 2013).
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A principal funcdo dos micro-organismos probioticos € realizar a reposicdo da
microbiota intestinal normal que possa ter sido desbalanceada devido ao uso de
medicamentos, situacdes de estresse em seu hospedeiro, ou mesmo, devido a dieta (RAO et
al., 2009). Diversos efeitos benéficos tém sido associados ao consumo de probioticos,
principalmente seu efeito sobre doengas gastrointestinais, utilizando modelos animais ou
estudos em humanos. Porém, estes efeitos sdo cepa dependente (AURELI et al., 2011;
NAGPAL et al., 2012; SANDERS et al., 2013), sendo eles: protecdo contra as desordens do
trato gastrointestinal (SOOD et a.,, 2009; CLARKE et a., 2012), diarreia associada a
Clostridium difficile e antibiéticos (HICKSON et a., 2007; PREIDIS et al., 2011), reducédo do
risco de cancer de célon (SEARS & PARDOLL, 2011), estimulacdo do sistema imune
(ASHRAF & SHAH, 2014), modulagéo e crescimento da microbiota, melhora dos sintomas
relacionados a intolerancia a lactose (HE et al., 2008) e supressdo do micro-organismo
Helicobacter pylori (WANG et al., 2004).

De acordo com FULLER (1989), os micro-organismos probioticos possuem trés
possiveis mecanismos de atuacdo, sendo eles: a supressdo do numero de células viaveis
através da producdo de compostos com atividade antimicrobiana, a competicdo por sitio de
adesdo e nutrientes, o aumento ou diminuicdo da atividade enzimatica, levando a alteracdo do
metabolismo microbiano, e o estimulo da imunidade do hospedeiro devido ao aumento dos

niveis de anticorpos e da atividade dos macréfagos.

O mercado de probidticos, em 2011, faturou cerca de US$ 27,9 bilhGes e a previséo
para 2018 é chegar até US$ 44,9 bilhGes (SYBESMA et al., 2015). Esse mercado ¢ dominado
pelas bactérias probioticas Lactobacillus e Bifidobacterium, seguidos de outros tipos de
géneros bacterianos (algumas espécies de Bacillus, Clostridium e Escherichia) e bactérias
laticas (algumas espécies de Enterococcus, Lactococcus, Pediococcus e Streptococcus)
(FOLIGNE et al., 2013). O desenvolvimento de novos produtos alimenticios torna-se cada
vez mais abrangente e desafiador a medida que o mercado procura atender as exigéncias dos

consumidores por produtos saudaveis e atrativos.

Logo, muitos autores reportam a adicdo de micro-organismos probidticos a alimentos,
entre os quais iogurtes (MORTAZAVIAN et al., 2006; KUMAR & KUMAR, 2015), leites
fermentados (MARTIN-DIANA et al., 2003), sorvete (BASYIGIT et al., 2006), sobremesas
(CORREA et al., 2008; OZKAN et al., 2010; SILVA et al., 2012), queijos (BURITI et al.,
2008; CRUZ et al., 2009; VINDEROLA et a., 2009; CHAVES & GIGANTE, 2016) e bebida
a base de buttermilk (ANTUNES et al., 2007).
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1.4.  Bifidobacterium spp.

As bifidobactérias foram isoladas pela primeira vez pelo francés Henry Tissier no final
do século X1X. Na época, Tissier estudava a diarreia em criancas, 0 que o levou a descobrir
bactérias com formatos irregulares e em forma de “Y” e que predominavam nas fezes de
criancas saudaveis e alimentadas com leite materno. Mais tarde, o pediatra francés sugeriu
que esta “bifido bactéria” poderia ser utilizada para o tratamento de pacientes com diarreia,
com o objetivo de restaurar a microbiota intestinal (LEAHY et al., 2005; VASILJEVIC &
SHAH, 2008; SMOLYANSKY, 2010).

O género Bifidobacterium pertence ao filo das actinobactérias, um dos principais filos
do reino das bactérias, com cinco subclasses, seis ordens e quatorze subordens, além de conter
células com diferentes morfologias e propriedades metabdlicas e ocupar diversos nichos
ecoldgicos. Este filo € composto ndo apenas de bactérias beneficas, mas também inclui
bactérias que interagem negativamente com o hospedeiro humano, como certos membros dos
géneros Corynebacterium, Mycobacterium, Nocardia, Tropheryma e Propionibacterium,
causando doencas (VENTURA et al., 2015).

As bifidobactérias séo Gram-positivas ndo formadoras de esporos, catalase-negativas,
ndo possuem flagelos, ndo se aglutinam e sdo estritamente anaerdbias, produzindo acido
acetico e acido latico na proporcdo 3:2. Entretanto, a sensibilidade ao oxigénio pode variar de
acordo com a espécie (TALWALKAR & KAILASAPATHY, 2003; BOLDUC et al., 2006;
VASILJEVIC & SHAH, 2008). A estrutura da parede celular é tipica de bactéria Gram-
positiva, pois consiste em uma espessa camada de peptidoglicano, contendo polissacarideos,
proteinas e acido teicoico. A composicdo de aminoacidos presentes pode variar de acordo
com as espécies ou mesmo entre bactérias da mesma espécie (LEAHY et al., 2005).

Apresentam crescimento 6timo entre 37 e 41 °C e pH 6timo entre 6 e 7 (LEE, 2005).

Atualmente, o género é composto por mais de 30 espécies, sendo principalmente
isoladas de animais e do intestino humano (VENTURA et al.,, 2015). No homem sdo
comumente encontradas espécies que incluem B. adolescentes, B. angulatum, B. bifidum, B.
breve, B. catenulatum, B. dentium, B. longum, B. pseudocatenulatum e B. pseudolongum.
Entretanto, B. animalis subsp. lactis é a espécie/subespécie mais utilizada em produtos com
adicdo de probidticos. S&o capazes de utilizar a galactose, a lactose e a glicose como fontes de
carbono (WELLS et al., 2008; TOJO et al., 2014).
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A populagdo de Bifidobacterium é elevada em recem-nascidos. Durante a fase adulta,
ocorre uma queda acentuada no trato gastrointestinal, embora ainda permaneca um percentual
representativo entre 3 a 6% da microbiota total (HOPKINS et al., 2001; TOJO et al., 2014).
Assim como os demais micro-organismos probidticos, as bifidobactérias estdo relacionadas a
diversos efeitos benéficos ao hospedeiro, bem como a fermentacdo de carboidratos ndo
digeriveis que, por sua vez, auxiliam na absor¢do de célcio e levam & producéo de butirato,
propionato e acetato (acidos graxos de cadeia curta - AGCC) (POKUSAEVA et al., 2011;
VENTURA et al., 2012).

Outros efeitos benéficos compreendem a reducdo do pH intestinal, reducdo dos niveis
séricos de amdnia através da fermentacdo de proteinas, producdo de vitaminas K e do
complexo B, imunoestimulacéo, reducéo de quadros de diarreia, e efeitos hipocolesterolémico
e anticarcinogénico. A producdo de butirato reduz o pH do colon e fornece energia para 0s
colondcitos, enquanto que o acetato e o propionato sdo absorvidos e levados para o figado
atraves da veia porta e metabolizados pelos tecidos periféricos (musculos), além de estarem
envolvidos na modulagdo do metabolismo da glicose (GUARNER & MALAGELADA, 2003;
RASTALL, 2004; SHAH, 2007; VENTURA et al., 2012).

Sob condigdes normais, as bifidobactérias sdo capazes de inibir o crescimento de
micro-organismos oportunistas, bem como o Clostridium difficile e Clostridium perfringens,
ou patogénicos (Salmonella e Listeria), com a producdo de metabdlitos antimicrobianos, alem
de competir por sitios de ligacdo presentes na mucosa, por espaco e por nutrientes
(RASTALL, 2004).

O’MAHONY et al. (2005) estudaram o efeito dos Lactobacillus salivarius UCC4331 e
Bifidobacterium infantis 35624 sobre a sindrome do intestino irritdvel em individuos com
idade entre 18 e 75 anos, diagnosticados com a enfermidade na cidade de Cork, Irlanda. Os
pacientes que receberam a cepa B. infantis 35624 apresentaram uma reducdo nos sintomas de
dor e desconforto, distensdo abdominal e constipacdo e apresentaram melhora na resposta

inflamatdria, quando comparados aos individuos que receberam placebo.

O aumento do valor nutritivo e terapéutico pela acdo das bifidobactérias gerou grande
interesse para a sua incorporacdo aos alimentos (MAZO et al.,, 2009). Bifidobacterium
animalis subsp. lactis Bb-12 é um dos micro-organismos mais bem investigados, com acdo
probidtica comprovada e segura demonstrada através de ensaios clinicos (OUWEHAND et
al., 2004). Além disso, a cepa de B. animalis subsp. lactis Bb-12 tem sido comercializada ha
mais de 25 anos (GARRIGUES et al., 2010). Esta cepa, de propriedade da Christian Hansen,
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Dinamarca, tem sido utilizada rotineiramente desde 1985 em diversos produtos probidticos
(suplementos dietéticos, férmulas infantis e leites fermentados) comercializados
mundialmente (CHRISTIAN HANSEN, 2015).

NABAVI et al. (2014) avaliaram o efeito do consumo de iogurte probidtico em
individuos com idade entre 23 e 63 anos e IMC entre 25 e 40 kg/m? com doenca hepatica
gordurosa ndo alcodlica. Quando comparados ao grupo controle, o consumo de 300 g por dia
de iogurte contendo Lactobacillus acidophilus La-5 e Bifidobacterium lactis Bb-12 durante 2
meses levou a reducdo dos niveis séricos de colesterol total (4,1%), LDL-c (6,92%) e das
enzimas alanina aminotransferase (4,67%) e aspartato aminotransferase (5,42%), sendo ambas

enzimas associadas a lesdo hepatica.

CHOURAQUI et al. (2004) estudaram o efeito de férmula infantil acidificada e
adicionada de B. animalis Bb-12 em criancas saudaveis com idade < 8 meses, com quadro de
diarreia. A suplementacdo levou ao aumento de protecdo contra episodios de diarreia aguda
nas criangas, resultando em uma reducéo no nimero de evacuagdes/dia e, consequentemente,
reducdo de desidratacdo, reducdo do numero de dias e episodios, além da reducdo do nimero
de criangas com diarreia, quando comparado as criangcas que receberam apenas a férmula

comercial sem a suplementacao do probidtico.

1.5. Prebioticos

Desde a sua introducéo, o conceito de prebidticos tem atraido atencdo da comunidade
cientifica e da industria. Os prebidticos sdo definidos atualmente como ingredientes
seletivamente fermentaveis que permitem modificacdes especificas na composicdo e/ou
atividade da microbiota gastrointestinal, resultando em beneficios ao bem estar e a salude do
hospedeiro (GIBSON & ROBERFROID, 2008; SAAD et al, 2011). Assim como 0S
probidticos, 0s prebidticos também devem seguir pré-requisitos, como: resistir a passagem
pelo trato gastrointestinal, isto €, ndo ser hidrolisado por enzimas ou ser absorvido, ser
fermentavel pelos micro-organismos presentes da microbiota intestinal e estimular
seletivamente o crescimento e/ou atividade desta para contribuir com a saude e bem-estar do
hospedeiro (GIBSON et al., 2004; ROBERFROID, 2008; WANG, 2009).

Os principais prebidticos que podem ser empregados pela industria de alimentos e que
séo reconhecidos pela legislacdo brasileira sdo os fruto-oligossacarideos (FOS), a inulina, 0s

isomalto-oligossacarideos (IMO), os glico-oligossacarideos (GOS) e os transgalacto-
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oligossacarideos (TOS) (AGENCIA DE VIGILANCIA SANITARIA, 2008). A inulina e os
fruto-oligossacarideos sdo os mais estudados e utilizados na indastria de alimentos
(ROBERFROID, 2005; SAAD et al., 2011).

O termo inulina € utilizado para designar um dos carboidratos do grupo de
polissacarideos denominados frutanos. S&o encontrados em uma grande variedade de plantas,
frutas e vegetais, sendo a raiz de chicoria (Cichorium intybus L.) a principal fonte. A inulina
possui diferentes graus de polimerizagdo, sendo quimicamente constituida por uma cadeia
linear de frutose, unida por ligagdes f-(2— 1) - frutofuranosidicas ligadas a uma Unica unidade

de glicose terminal por meio de ligagdao a-(1—2) (GIBSON et al., 2004).

A inulina foi descoberta pelo cientista alemdo Valentine Rose durante o inicio dos
anos 1800 como um carboidrato presente em raizes de vegetais, sendo mais tarde, em 1817,
nomeado de “inulina”. Apenas em 1864, 0 fisiologista vegetal Julius Sachs identificou cristais
esféricos de inulina aprisionadas em tubos em plantas da familia Asteraceae, e conseguiu
precipita-la em etanol (APOLINARIO et al., 2014). Em plantas, a inulina é utilizada como
reserva de energia e, em algumas espécies, como plantas de clima arido, a sua producéao
ocorre devido a um processo adaptativo para a producdo de carboidratos (metabolismo acido
das crassulaceas), atuando também como osmoprotetores, auxiliando o vegetal em condicdes
de seca, que geram alto estresse (BANGUELA & HERNANDEZ, 2006).

A inulina é uma fibra alimentar solivel e fermentavel, mas ndo é digerida pelo trato
digestivo humano. Esta incapacidade do organismo humano em digerir frutanos é devida a
auséncia de enzimas hidrolases capazes de quebrar as ligagdes . Mesmo nao sendo digeridos,
em consequéncia de sua sensibilidade a acidez estomacal, os frutanos podem sofrer uma
hidrolise parcial em suas liga¢cdes B. Porém, ndo contribuem com o valor energético do
alimento. Apenas apés a sua fermentacdo pela microbiota intestinal, ha uma contribuicdo de
1,5 kcal/g, em virtude da formacdo de AGCC (NINESS, 1999; ROBERFROID, 2007
KUNTZ et al., 2013; PESHEV & VAN DEN ENDE, 2014). O produto da hidrélise parcial da
inulina é chamado de oligofrutose e possui grau de polimerizacdo entre 2 e 8 monossacarideos
(WANG, 2009).

Do ponto de vista tecnoldgico, a inulina pode ser utilizada como agente espessante,
emulsificante, gelificante e substituto de gordura e de agUcar, o que a torna vantajosa do ponto
de vista calérico, pois atua como modificador da textura nos alimentos. Ao ser dissolvida em
agua, a inulina forma um gel com estabilidade fisica, constituido por cristais de inulina

insollveis em agua, e semelhante & gordura, o que pode ser aprimorado com a adi¢do de
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surfactantes e gomas. As aplicacGes tecnoldgicas da inulina dependerdo de seu grau de
polimerizacdo. As fracGes de cadeia curta possuem sabor adocicado e apresentam maior
solubilidade em &gua, contribuindo para a melhora do sabor do alimento. Ja as fracbes de
inulina com alto grau de polimerizacdo e alta solubilidade sdo propicias para atuarem como
modificadores de textura (NINESS, 1999; OLIVEIRA et al., 2004; LOPEZ-MOLINA, 2005;
APOLINARIO et al., 2014).

Dentre o0s beneficios associados ao consumo de alimentos prebioticos, estdo a
alteracdo dos parametros fisioldgicos do sistema digestivo (esvaziamento gastrico, tempo de
transito, pH e massa fecal), a reducdo dos niveis sanguineos de triacilglicerois e LDL-
colesterol e a reducdo do risco de doengas no trato gastrointestinal, obesidade, diabetes
melitus tipo I, neoplasias e doencas cardiovasculares, bem como estimulacdo do sistema
imune, reducdo do pH do célon, reducdo do transito intestinal, aumento da absor¢éo de célcio,
inibicdo de crescimento e adesdo de micro-organismos patogénicos e producdo de AGCC
(ROBERFROID, 2005; AI-SHERAJ et al., 2013; PESHEV & VAN DEN ENDE, 2014,
KUMAR et al., 2016).

Os efeitos benéficos relatados pelo consumo de prebidticos possuem mecanismos
indiretos. Entretanto, alguns estudos tém sugerido que os frutanos presentes nas plantas
exercem efeitos antioxidantes, sendo capazes de retardar e/ou inibir compostos quimicos
reativos de oxigénio (CHEN et al., 2009; KEUNEN et al., 2013). VAN DEN ENDE et al.
(2011) sugerem que este processo também pode ocorrer de forma similar em alimentos e no
trato gastrointestinal humano, independentemente de seu efeito sobre a microbiota. Os
prebidticos devem ser capazes de promover a multiplicacdo da microbiota gastrointestinal
saudavel do hospedeiro, levando, consequentemente, a maior proporcdo de bactérias
sacaroliticas e a reducdo de micro-organismos patogénicos (WELLS et al., 2008). O género
Bifidobacterium é o principal alvo para a acdo dos prebidticos (LEAHY et al., 2005; WANG,
2009).

A associacdo de probidticos e prebidticos tem sido usada para a obtencdo de efeitos
sinérgicos em produtos alimenticios. Essa mistura resulta em alimentos denominados
simbidticos (AL-SHERAJI et al., 2013). Um alimento para ser considerado simbiotico devera
conter culturas probidticas e ingredientes prebidticos combinados. A juncdo de probioticos e
prebidticos pode trazer vantagens para ambos, uma vez que 0S micro-organismos podem

fermentar os prebidticos, levando a sua multiplicacdo. Esse fato leva a uma vantagem
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competitiva para 0s micro-organismos probioticos e consequentemente, ao serem ingeridos
trazem beneficios ao hospedeiro (RASTALL & MAITIN, 2002; SAAD et al., 2011b).

1.6.  Aspectos nutricionais e tecnolégicos dos lipidios nos alimentos

Os lipidios presentes na alimentagdo humana sdo provenientes de fontes variadas,
incluindo plantas, animais e micro-organismos. Sdo essenciais a alimentacdo, pois possuem
papeis fundamentais no organismo humano: sdo macronutrientes, fornecendo 9 kcal/g, séo
precursores dos hormdnios esteroides (gonadotropinas) e acidos biliares (necessarios para a
digestdo e absorcdo dos 6leos, gorduras e vitaminas), sdo fontes de vitaminas lipossoluveis
(A, D, E e K), exercem acdo lubrificante e também s&o responsaveis pela estrutura de
membranas celulares (GIOIELLI, 1996; MARANGONI et al., 2012; SKEAFF & MANN,
2012).

Os acidos graxos sdo encontrados na natureza principalmente como ésteres de glicerol,
na forma de triacilglicerois, os principais componentes lipidicos dos alimentos. Os &cidos
graxos sao constituidos por cadeias de 4 a 30 carbonos, em media, sendo que 0s que contém
entre 12 e 24 carbonos s@o os mais comuns. As ligacGes entre os carbonos podem ser simples
ou duplas, o que os classifica como acidos graxos saturados ou insaturados, respectivamente
(HIMAWAN et al., 2006).

O numero de carbonos, grau de insaturacdo e conformacéo espacial dos acidos graxos
determinam as propriedades fisicas dos 6leos e gorduras. Durante o resfriamento, as cadeias
de carbonos (C-C) dos acidos graxos saturados podem se sobrepor umas as outras, interagindo
através de forcas de van der Waals, levando ao empacotamento das moléculas, o que resulta
em altos pontos de fusdo e consisténcia rigida. Por outro lado, os &cidos graxos insaturados,
presentes em maior quantidade nos 6leos (liquidos), contém uma ou mais duplas ligacbes em
seus carbonos (C=C). Em geral, apresentam-se na configuracdo cis, na qual os atomos de
hidrogénio ligados aos de carbono estdo em um mesmo lado da molécula. Esta configuracdo
dificulta o empacotamento das moléculas devido a baixa forca intermolecular, pois hd uma
dobra na regido dos carbonos com dupla ligacéo, levando a uma rotacdo restrita no acido
graxo (SANT’ANA, 2009; PULIGUNDLA et al., 2012; SKEAFF & MANN, 2012).

Modificagdes na composicdo quimica de Oleos e gorduras sdo frequentemente
utilizadas para alterar o comportamento de suas propriedades fisico-quimicas, como ponto de

fusdo e estabilidade oxidativa, de acordo com o alimento em que o 0leo, a gordura ou
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misturas destes serdo aplicados. O processo de hidrogenacdo parcial geralmente é aplicado a
6leos vegetais, sendo utilizado na producdo de uma infinidade de bases gordurosas que s&o
utilizadas em formulacbes de produtos na industria alimenticia. A reacdo ocorre sob
temperatura e pressdo elevadas, utilizando niquel como catalisador, e é responsavel por
grande parte das gorduras trans presentes nos alimentos (DUIJIN, 2000). Devido a sua
estabilidade, baixo custo, funcionalidade e disponibilidade, as gorduras parcialmente
hidrogenadas representam uma boa alternativa para a industria alimenticia, do ponto de vista
tecnoldgico (GAGLIARDI et al., 2009).

Na hidrogenacdo parcial ocorre a adi¢do de duas moléculas de hidrogénio a cada dupla
ligagdo dos é&cidos graxos insaturados em lados opostos, modificando a geometria da
molécula, que passa a assemelhar-se a um acido graxo saturado, transformando o éleo em
uma gordura, mas mantendo um determinado grau de insaturagao no produto final, com maior
estabilidade oxidativa, maior ponto de fusdo e maior plasticidade do que o Oleo original
(LARQUE et al., 2001; O’KEEFE, 2008; REMIG et al., 2010).

A partir da década de 1950, ampliou-se o uso da hidrogenacéo de 0leos vegetais, que
rapidamente substituiram as gorduras animais. Cerca de 90% dos acidos graxos trans
consumidos na dieta atualmente provém das gorduras parcialmente hidrogenadas, sendo
encontrados em produtos industrializados como fast foods e em chocolates, bolos, snacks e
margarinas (PADOVESE & MANCINI FILHO, 2002). Os acidos graxos trans também
podem ser formados durante o processo de biohidrogenacdo em animais ruminantes, no
aquecimento de 0leo vegetal em frituras e por meio do processo de refino (desodorizacdo dos
Oleos vegetais), porem, em quantidades menores (LOTTENBERG, 2009; HISSANAGA et
al., 2012).

Entretanto, a ingestdo de &cidos graxos trans aumenta o risco de desenvolvimento de
doencas cardiovasculares, devido a elevacdo da LDL-c (Low-density lipoprotein) e
diminuicdo da HDL-c (High-density lipoprotein). Sua ingestdo pode afetar o processo
inflamatério na aterosclerose, promovendo o aumento da producdo de citocinas inflamatorias
nas células periféricas mononucleadas do sangue (MOZAFFARIAN et al., 2006; SANTOS et
al., 2013).

Em 1999, a Food and Drug Administration (FDA) determinou que todos os produtos
embalados deveriam apresentar em sua rotulagem nutricional a quantidade de gordura trans
presente na porgdo do produto. Em 2013, em uma nova declaragdo, a FDA afirmou que as

gorduras parcialmente hidrogenadas ndo sdo mais consideradas seguras para 0 CONSUMO
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humano (No longer Generally Recognized as Safe — GRAS), porém, apenas em 2015 a
Resolucdo final foi estabelecida, sendo baseada em estudos sobre os efeitos colaterais do
consumo de gorduras parcialmente hidrogenadas. Além disso, as indUstrias terdo um periodo
de trés anos para se adequarem a nova decisdo e reformularem seus produtos (FOOD AND
DRUG ADMINISTRATION, 2015).

No Brasil, a ANVISA, por meio da resolugdo RDC n° 360, de 23 de dezembro de 2003
tornou obrigatdria a declaracdo do teor de éacidos graxos trans nos rétulos de alimentos
industrializados e estabeleceu que apenas produtos alimenticios que contivessem teor de
gordura trans < 0,2 g na porgdo poderiam ser designados como “Zero trans”. A
regulamentacdo da publicidade de alimentos no Brasil, a RDC n. 24 de 15 de junho de 2010
determina que, caso os alimentos tenham quantidade igual ou superior a 0,6 g para 100 g ou
100 ml na forma como estd exposto a venda, devera ser declarado como produto com
quantidade elevada de gordura trans. Assim, caso o alimento apresente essa caracteristica,

devera incluir adverténcia sobre 0s riscos do consumo desse tipo de gordura.

Devido as novas recomendacdes sobre o consumo de trans, as industrias foram
obrigadas a adequar as formulagdes de seus produtos, utilizando gorduras com quantidades
reduzidas de &cidos graxos trans, de forma que a qualidade sensorial fosse mantida (SANTOS
et al., 2013). Dessa forma, a interesterificacdo e o fracionamento de 6leos e gorduras tém sido
utilizados pela industria de alimentos em substituicdo a hidrogenacdo e com o objetivo de

reduzir o teor de &cidos graxos trans nos alimentos.

O uso de métodos de modificagdo mais naturais para a obtencdo de 6leos e gorduras
faz do fracionamento a seco uma tecnologia "verde"”, simples e barata, pois ndo produz
efluente, ndo faz uso de produtos quimicos e ndo apresenta perdas. Também chamado de
cristalizacdo fracionada, consiste em um processo de separacdo no qual uma gordura é
parcialmente cristalizada e em seguida a fracdo liquida é separada da fracdo sélida. O
principio fisico-quimico que explica o processo sdo as diferencas de solubilidade dos
triacilglicerois sélidos na fase liquida, dependendo de sua massa molar e grau de insaturacao
(MDA et al., 2015).

Ao contrario dos outros dois métodos de fracionamento existentes, que utilizam
detergentes ou solventes, o fracionamento a seco ndo faz uso de nenhuma substancia
adicional. Simplesmente consiste em uma cristalizacdo controlada partindo de um déleo
totalmente fundido, seguindo um programa de resfriamento especifico para a obtengdo de uma

determinada fracdo. Por fim, o uso de filtros-prensa com membranas, além de outras técnicas
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de filtracdo em desenvolvimento constante utilizadas para expulsar 0 méaximo possivel da
fracdo liquida ocluida na fracdo solida, permitem a obtencdo de grande variedade de produtos
com alto grau de seletividade, antigamente conseguidos apenas com o0 uso de solventes
(GIBON, 2006; KELLENS et al., 2007).

1.7.  Oleina de palma e gordura do leite

Entre os alimentos funcionais, os éleos e gorduras modificados por processos como o
fracionamento tém recebido importante atencdo, devido ao interesse do consumo adequado
por parte de profissionais da satde e dos consumidores, visando a promoc¢ao e manuten¢do da
satde (NUNES et al., 2010).

Com o crescimento da demanda do consumidor por spreads (margarinas ou cremes
vegetais) que, além de serem agradaveis ao paladar, podem ser usados no preparo de pratos e
possuem boas propriedades fisicas, como textura e cremosidade, a producdo industrial de
manteigas modificadas e produtos a base de manteiga tem servido como um impulso para a
industria alimenticia. Muitos produtos estdo presentes nos supermercados de todo o mundo e
novos produtos estdo surgindo constantemente (SHIMIZU et al., 2011). Dentre a gama de
Oleos e gorduras modificados por processos industriais, o 6leo de palma e a gordura do leite
tém sido largamente utilizados em spreads, shortenings e diversos tipos de produtos devido as

suas caracteristicas tecnoldgicas atraentes.

O Oleo de palma é extraido do mesocarpo do fruto nascido da palmeira (Elaeis
guineensis), o qual contém entre 56 e 70% de 6leo comestivel. E utilizado em produtos
alimenticios (confeitaria, sorvetes, margarinas, chocolates, maioneses, sopas), pois possui
qualidade fisico-quimica desejavel para aplicacdo em alimentos, além de ser um dos 6leos
mais baratos quando comparados aos 6leos de milho e soja (KELLENS et al., 2007; MDA et
al., 2015) e o que possui maior producdo, sendo que em 2012 produziram-se mais de 60
milhdes de toneladas (HANSEN et al., 2015).

Ap0s sua extracdo, o Gleo bruto apresenta coloracdo vermelho-alaranjada devido a alta
presenca de carotenoides. Além disso, o 6leo possui alta resisténcia a oxidacdo, contém ao
mesmo tempo triacilglicerois de baixo e alto ponto de fusdo, permitindo que seja utilizado
sem a necessidade de hidrogenagdo ou intesterificacdo (EDEM, 2002). O 6leo bruto contém
importantes propriedades funcionais, pois contém diversos componentes como fosfolipidios,
carotenoides, tocoferois e tocotrienois e esterois (SAMBANTHAMURTHI et al., 2000).
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Para que se mantenham os aspectos fisico-quimicos e componentes nutricionais
adequados, € importante que o 6leo de palma passe pelo processo de refino, com o objetivo de
reduzir todas as impurezas presentes, odor, sabor e cor desagradaveis, fosfatideos e &cidos
graxos livres, reduzindo assim os efeitos da maturagdo do fruto e consequentemente,
aumentando a vida de prateleira do produto final. No entanto, o processo de refino leva a
perda de vitaminas, provitaminas e antioxidantes (GOH et al., 1985; GIBON et al., 2007).

O 6leo de palma refinado contém quantidades semelhantes de gordura saturada e
insaturada, sendo rico em acido palmitico e oleico, com indice de iodo variando entre 51 e 55,
sendo o 6leo de palma brasileiro o que possui maior tendéncia a insaturacdo. Em relacdo a
distribuicdo dos &cidos graxos na molécula de triacilglicerol no 6leo de palma, o acido oleico
encontra-se em grande parte na posicdo sn-2 (posicdo central da molécula de triacilglicerol)
(ONG & GOH, 2002; LIN, 2011).

Através do fracionamento do Oleo de palma, sdo extraidas duas principais fracdes: a
oleina de palma e a estearina de palma, que correspondem a 65-70% e 30-35%,
respectivamente, do 6leo de palma (GUNSTONE & HARWOOD, 2007). A separacdo da
oleina permite que se obtenha um 6leo com maior teor de acidos graxos insaturados, sendo o
acido oleico o de maior propor¢cdo. Comparada a outros 0leos vegetais, a oleina de palma
deteriora com menos facilidade (AINI & MISKANDAR, 2007).

A oleina de palma pode ser aplicada em uma grande variedade de produtos
alimenticios, podendo ser incorporada juntamente com outras gorduras de maior consisténcia
para a producdo de massas de sovertes, achocolatados, extrusados, biscoitos, produtos de
panificacdo, frituras, margarinas e shortenings (ONG & GOH, 2002; AINI & MISKANDAR,
2007; MDA et al., 2015). Porém, por possuir baixo ponto de fusdo (~24 °C), a oleina pura ndo
pode ser aplicada para a producdo de spreads e shortenings, sendo ideal para a mistura com
gorduras com alto ponto de fusdo (SOARES et al., 2009).

A gordura do leite é obtida a partir do leite de vaca. Ocorre naturalmente no leite,
formando uma emulsdo de 6leo em agua (FREDRICK et al., 2011). Além da presenca dos
triacilglicerois, que correspondem a 97,7% da gordura do leite, esta também possui
diacilglicerois (0,6%), monoacilglicerois (0,03%), fosfolipidios (0,6%), colesterol (0,3%) e
tracos de vitaminas. Apds a remogdo destes compostos, a gordura é chamada de gordura do
leite anidra, com no maximo 0,1% de agua, sendo amplamente utilizada em produtos lacteos
(HERRERA et al., 1999; RONHOLT et al., 2013).
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Apds a sua obtencdo, a gordura do leite possui uma mistura de varios triacilglicerois,
estimados em mais de 10.000 tipos e mais de 400 tipos de &cidos graxos. A composi¢cdo
diversificada de lipidios presentes no leite é responsavel por seu sabor e propriedades fisicas
Unicas. Os acidos graxos insaturados correspondem de 25 a 30% de sua composicéo,
representados principalmente pelo &cido oleico, enquanto o acido palmitico € o componente
saturado mais abundante. Devido a enorme quantidade de &cidos graxos de cadeias pequenas
e longas, a cristalizacdo € extremamente complexa, uma vez que ha grande variedade de
triacilglicerois presente, além de também ser afetada pela taxa de resfriamento e polimorfismo
(RODRIGUES et al., 2003; WIKING et al., 2009).

A gordura do leite é naturalmente plastica, sendo solida a temperatura ambiente e
mantendo seu formato. Essa plasticidade € um elemento muito importante na sua utilizacdo
como ingrediente, ja que os Oleos vegetais necessitam ser hidrogenados para produzir a
plasticidade necessaria aos spreads ou substitutos da manteiga. A gordura do leite €
completamente liquida acima de 40 °C e completamente solida abaixo de -40 °C, sendo entre
esses extremos, uma mistura de gordura e Oleo. Dentro desta ampla faixa de temperatura,
ocorre a fusdo gradual, oferecendo atributos sensoriais e de textura altamente desejaveis. No
entanto, como aspecto tecnologico negativo, a gordura do leite presente em produtos como a
manteiga possui baixa espalhabilidade a temperatura de refrigeracdo devido ao seu alto teor
de acidos graxos saturados e sua distribuicdo nas moléculas de triacilglicerois (GERMAN &
DILLARD, 1998; HILLBRICK & AUGUSTIN, 2002; NUNES et al., 2010).

Modificacdes na gordura do leite podem ser realizadas, tanto para alterar seu ponto de
fusdo e melhorar a espalhabilidade, quanto para reduzir seu teor de acidos graxos saturados
para adequé-la nutricionalmente. Pode ser feita a adicdo de Oleos ricos em dmega-3 e/ou
O0mega-6 na dieta do gado leiteiro para a reducdo da taxa de acidos graxos saturados e
aumento dos acidos graxos insaturados, por exemplo (HILLBRICK & AUGUSTIN, 2002).

1.8. EmulsBes alimenticias como potenciais veiculos para micro-organismos

probidticos

A mistura de manteiga com Oleos vegetais que sdo liquidos a temperatura de
refrigeracdo pode levar a produtos que equilibram a nutricdo com as caracteristicas sensoriais
desejaveis e custos de producdo mais baixos (ROUSSEAU et al., 1996). A principal tendéncia

estd em incorporar 0 maximo possivel de éleo rico em acidos graxos monoinsaturados ou
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poli-insaturados a esses produtos por razdes nutricionais, além de melhores propriedades de
espalhabilidade (MARANGONI & ROUSSEAU, 1998; NUNES et al., 2010).

Além disso, a suplementacdo de margarinas com ingredientes funcionais, como fibras
ou mesmo com a adicdo de micro-organismos probioticos, representa um grande avan¢co na
tecnologia de fabricacdo desses alimentos (SOUZA et al., 2011). O desenvolvimento de novas
tecnologias alimenticias aliadas ao emprego de culturas probidticas é promissor, contudo séo
necessarios mais estudos para que estes alimentos possam melhorar suas caracteristicas
sensoriais e principalmente para que possa ser esclarecido o mecanismo de acao das culturas

comumente utilizadas no desenvolvimento desses produtos (OLIVEIRA et al., 2002).

De acordo com a Portaria n. 372, de 04 de Setembro de 1997, entende-se por
margarina o produto gorduroso em emulsdo estavel com leite ou seus constituintes ou
derivados, e outros ingredientes, destinados a alimentacdo humana com cheiro e sabor
caracteristico. A gordura lactea, quando presente, ndo devera exceder a 3% m/m do teor de
lipidios totais. A margarina foi criada em 1860 pelo quimico Hippolyte Mege-Mouriés, a
pedido de Napoledo Ill, que ofereceria um prémio a quem criasse um produto similar a
manteiga, com o intuito de substitui-la. A primeira fabrica surgiu na Holanda no ano de 1871.
A palavra margarina deriva do grego “margaron”, que significa pérola, nome dado devido a

sua cor de “pérola”. (FLACK, 1997).

A primeira margarina criada por Hippolyte foi chamada de oleomargarina, sendo
preparada com gordura bovina, da qual se extraia a por¢do liquida sob pressdo. Juntamente
com o Gleo, eram adicionados leite e sal, formando uma mistura que entdo era refrigerada e
batida até a solidificacdo da emulsdo. O excesso de agua era retirado e entdo a margarina era
embalada e comercializada. Esta margarina apresentava consisténcia muito dura a baixas
temperaturas, mas era nutricionalmente equivalente a manteiga e custava metade do preco
(O’BRIEN, 2009).

Na década de 1920, as margarinas eram compostas por 6leos vegetais hidrogenados
juntamente com gordura animal. Em 1960, a Unilever desenvolveu a primeira margarina
contendo cerca de 50-55% de &cidos graxos poli-insaturados com o objetivo de reduzir o
colesterol sanguineo e que poderia substituir o consumo de manteiga. No principio, o produto
era distribuido em farmécias e durante 3 anos podia ser comprada apenas com prescrigdo
médica. Ja nos anos 70, iniciou-se a produgdo de margarinas com baixo valor calorico ou
light, contendo menor teor de gordura na emulsdo quando comparadas as versdes fabricadas

anteriormente, com 80%. Para manter a estrutura da emulsdo agua em dleo utilizada na
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manufatura do produto, foi necessario adicionar outros ingredientes & matriz, como pectina,
alginato e amido modificado, além de também terem sido adicionados aromatizante, corante e

sal para tornar a margarina semelhante & manteiga (UPRITCHARD et al., 2005).

O processo de fabricagdo de margarinas, cremes vegetais e outros tipos de emulsdes
alimenticias envolvem a formacéo de uma emulsdo a partir da mistura de 4gua em éleo (fase
continua). O processo de emulsificacdo, no qual se misturam dois liquidos imisciveis, onde
um é distribuido uniformemente no outro sem separacao de fases, promove a formacao de um
produto gorduroso estavel. Nessas emulsdes, a estabilidade é alcancada gracas ao uso de
emulsificantes (como monoacilglicerois e diacilglicerois), os quais estabilizam a fase
dispersa, além de assegurar as propriedades sensoriais adequadas (DUIJIN, 2000;
ROUSSEAU, 2000; GHOSH & ROUSSEAU, 2011).

Sendo assim, o papel dos emulsificantes torna-se fundamental, j& que diminuem a
tensdo superficial e possibilitam boa dispersdo da agua na fase lipidica. Os emulsificantes
mais utilizados sdo os monoacilglicerois e diacilglicerois, que também auxiliam a estabilizar
as emulsbes (SOUZA et al., 2011).

A etapa de cristalizacdo da gordura, realizada apds a emulsificacdo, contribui para a
formacdo de uma rede solida de cristais. A margarina, por apresentar alto teor lipidico, deve
apresentar proporcdo adequada entre as fracdes sélida e liquida para que o produto tenha
textura e espalhabilidade desejadas (RACT et al., 2010).

Entretanto, ndo apenas a emulsificacdo e a velocidade de cristalizacdo sdo importantes
para 0 desenvolvimento de uma emulsdo alimenticia potencialmente probidtica, mas tambem
a manutencdo da viabilidade da cepa probidtica durante a vida de prateleira do produto e sua
passagem durante o trato gastrointestinal. Além disso, diversos estudos sugerem que
alimentos com um teor elevado de lipidios podem ser considerados importantes veiculos para
a incorporacgdo de micro-organismos probioticos (MADUREIRA et al., 2011; PITINO et al.,
2012; SABIKHI et al., 2014). Essa peculiaridade torna produtos como manteigas, margarinas
e derivados, potenciais alimentos probioticos, uma vez que a adicdo de ingredientes
funcionais pode tornar estes alimentos mais atrativos ao mercado atual, que busca cada vez

mais escolhas saudaveis para o dia a dia.

Com o aumento da busca por alimentos que propiciem efeitos benéficos a satde dos

consumidores, faz-se necessario o desenvolvimento de alimentos potencialmente probidticos
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e/ou simbidticos com diferentes matrizes alimentares, de forma a abranger o mercado atual

que tradicionalmente tem sido composto por iogurtes e bebidas fermentadas.

Dessa forma, o alimento potencialmente probidtico desenvolvido no presente trabalho
é constituido por uma emulséo de agua em 6leo (A/O), assim como na manteiga, margarina e
creme vegetal. No entanto, as bases gordurosas utilizadas foram constituidas por misturas de
gordura do leite e oleina de palma variando entre 20 e 80% e representam 60% da fase
lipidica do produto final desenvolvido. No entanto, devido as legislacdes brasileiras vigentes,
para 0 produto ser considerado “manteiga” deveria conter cerca de 80% de gordura do leite
(BRASIL, 1996). Para que fosse considerada margarina, a gordura lactea ndo deveria exceder
3% (BRASIL, 1997). Por fim, o creme vegetal deve ser constituido apenas por Gleos de
origem vegetal (BRASIL, 2005). Desta forma, o alimento potencialmente probidtico ndo se
enquadrou em nenhuma das legislagbes atuais de padrdo de identidade, sendo entédo

denominado de “emulsdo alimenticia”.
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Desenvolvimento e aceitacdo sensorial de emulsdo espalhavel potencialmente simbidtica

contendo gordura do leite.

RESUMO: A adigdo de micro-organismos probioticos em matrizes alimentares ricas em
lipidios pode conferir protegdo as células microbianas durante o armazenamento. Este
trabalho teve por objetivo desenvolver uma emulsdo alimenticia do tipo A/O potencialmente
probidtica, cuja fase lipidica era composta por uma mistura de gordura do leite e oleina de
palma e a fase aquosa adicionada do micro-organismo probidtico B. animalis Bb-12, de
inulina e caseinomacropeptideo. Assim, misturas de gordura do leite e oleina de palma
(GL:OP) em diferentes proporgdes (m/m) foram caracterizadas quanto a composi¢cdo em
acidos graxos, consisténcia e comportamentos de cristalizacdo e fusdo. A consisténcia da base
gordurosa de uma margarina comercial foi igualmente analisada para a obtencdo de valores de
referéncia atuais, de modo a possibilitar a selecdo de duas propor¢des GL:OP adequadas para
compor a base gordurosa da emulsdo potencialmente probidtica. As misturas GL:OP nas
proporcoes 40:60 e 20:80 apresentaram consisténcia maior do que a base gordurosa da
margarina comercial em todas as temperaturas analisadas, porém adequadas ao preparo de
uma emulsdo espalhavel, com curvas em formato semelhante, demonstrando fusdo lenta e
gradual. Essas duas misturas foram utilizadas para a producao de duas emulsdes alimenticias
probidticas cujas curvas de consisténcia também foram comparadas a de uma margarina
comercial. As duas formulacdes apresentaram comportamento semelhante entre si, ambas
com curvas de consisténcia apresentando inclinacdo mais acentuada do que a da margarina
comercial, principalmente entre 5 e 10 °C, mas com valores de consisténcia proximos quando
determinados a temperatura de 10 °C. A consisténcia das misturas GL:OP apresentou
correlacdo significativa com o teor de acidos graxos saturados das misturas, provenientes em
sua maioria da gordura do leite. Ambas as formulacdes tiveram boa aceitacdo sensorial nos
dias 7 e 21 de armazenamento a 5 °C, sendo 0 sabor e a textura os principais atributos

positivos citados pelos avaliadores.

Palavras-chave: gordura do leite; oleina de palma; emulsdo alimenticia; probioticos.
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Development and sensorial acceptance of an spreadable emulsion potentially symbiotic
with milkfat.

ABSTRACT: Incorporation probiotics microorganisms into a food matrix with high lipid
content may offer added protection to microbial cells during storage, and promissing since
there is an industry high demand to produce new functional foods. This work aimed to
develop a W/O table spread, with blends composed of milk fat and palm olein, added to
functional ingredients. Thus, milkfat and palm olein blends (GL:OP) in different proportions
(m/m) were evaluated regarding consistency, fatty acid composition, and crystallization and
melting behavior. The consistency of a commercial margarine blend was also evaluated to get
current reference values, in order to allow selecting two appropriate GL:OP blends to
compose the fat blend of the table spread. The mixtures GL:OP 40:60 and GL:OP 20:80 had
higher consistency than commercial margarine blend at all temperatures analyzed, but they
were suitable to make a W/O emulsion, with similar format curves and slow and progressive
of the mixtures blends. Thus, these two mixtures were used for the production of the two
probiotic table spreads, with the probiotic strain B. animalis Bb-12, besides inulin and
caseinomacropeptide. The consistency curve of these two table spreads were compared with a
commercial margarine. The two table spreads showed similar behavior, with consistency
curve showing more inclination than commercial margarine, mainly at 5 and 10 °C, but with
similar values at 10 °C. The mixtures GL:OP consistency showed a positive correlation with
saturated fatty acids of the mixtures from the milkfat. Both formulations had good sensorial
acceptance at days 7 and 21 of storage at 5 °C. The taste and texture were considered as the

main positive attributes to consumers.

Key-words: milkfat; olein palm; tablespread; probiotics.
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1. INTRODUCAO

A busca da populagdo por um estilo de vida mais saudavel e sua melhor
conscientizagdo, torna constante a necessidade da inovacdo de produtos alimenticios, visto
que a demanda € alta por alimentos que possuam caracteristicas sensoriais adequadas e aliadas
a salde e bem estar. Em 2013, o mercado de alimentos e bebidas movimentou cerca de US$
750 bilhdes, no qual uma parcela significativa de US$ 264 bilhGes correspondeu aos produtos
funcionais ou fortificados (FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2014).

A adicdo de gordura do leite em alimentos proporciona beneficios sensoriais, como
sabor e aroma. No entanto, a gordura do leite presente em produtos como a manteiga possui
baixa espalhabilidade a temperatura de refrigeracdo devido ao seu alto teor de acidos graxos
saturados. Além disso, o consumo de &cidos graxos saturados é relacionado a doencas
cardiovasculares (GERMAN & DILLARD, 1998; WRIGHT et al., 2001; HILLBRICK &
AUGUSTIN, 2002; NUNES et al., 2010).

A oleina de palma é a fracdo liquida extraida do 6leo de palma por meio do processo
de fracionamento. Desta forma, é obtido um déleo com maior teor de &cidos graxos
insaturados, rico principalmente em acido oleico (AINI & MISKANDAR, 2007), sendo este
acido graxo benéfico a saude humana (WAHRBURG, 2004). A oleina de palma, por possuir
baixo ponto de fusdo, cerca de 24 °C, pode ser incorporada a uma grande variedade de
produtos alimenticios juntamente com outras gorduras de maior consisténcia (ONG & GOH,
2002; AINI & MISKANDAR, 2007; MDA et al., 2015).

O processo de fabricacdo de margarinas e outras emuls@es alimenticias do tipo agua
em Oleo (A/O) envolvem a formacdo de uma emulsdo a partir da adicdo de agua (fase
dispersa) em 0leo (fase continua) (SOUZA et al., 2011). A emulsificacdo de dois liquidos
imisciveis fornece a producao de um produto gorduroso estavel e sem separacdo de fases. Tal
estabilidade € alcancada com o uso de emulsificantes, tais como monoacilglicerois e
diacilglicerois, entre outros (GHOSH & ROUSSEAU, 2011). A etapa de cristalizacdo da
gordura é fundamental para a formacdo de uma rede solida de cristais com proporcoes
adequadas entre as fracdes solida e liquida para que o produto tenha textura e espalhabilidade
(RACT et al., 2010).

Probidticos sdo micro-organismos vivos que, quando administrados em quantidades
adequadas, conferem beneficios a saude do hospedeiro (FOOD AND AGRICULTURE
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ORGANIZATION OF UNITED NATIONS; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2001).
Sua principal funcdo € realizar a reposi¢do da microbiota intestinal normal que possa ter sido
desbalanceada devido ao uso de medicamentos, situacdes de estresse em seu hospedeiro ou,
ainda, devido a dieta (RAO et al., 2009). Ademais, alguns autores tem relacionado uma boa
viabilidade de micro-organismos probioticos em alimentos com maiores teores de lipidios
(POSSEMIERS et al., 2010; PITINO et al., 2012; YONEJIMA et al., 2015).

O objetivo deste trabalho foi desenvolver uma emulsdo alimenticia espalhavel
potencialmente simbidtica pela adicdo do micro-organismo probidtico B. animalis Bb-12,
inulina e caseinomacropeptideo a uma formulacdo que alie o sabor agradavel da manteiga a
consisténcia macia caracteristica de margarinas, utilizando misturas de gordura do leite e

oleina de palma.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Material

Para o preparo das bases gordurosas que compuseram as emulsdes probidticas, foram
utilizadas gordura do leite anidra (Fonterra, Goiania, Brasil) e oleina de palma com baixo
ponto de fusdo (PN3) (Agropalma, Tailandia, Brasil). Em adicéo, realizou-se a caracterizacao
fisico-quimica de uma margarina comercial adquirida em um supermercado local, contendo
80% de lipidios. Todos os reagentes e solventes utilizados nas analises foram de grau
analitico. Para o preparo das emulsdes alimenticias, utilizaram-se na fase oleosa: as misturas
de gordura do leite e oleina de palma, emulsificantes (monoacilglicerol destilado - Dimodan®
HS-F; ésteres de poliglicerol de é&cido ricinoleico - Grindsted® PGPR Super e
monoacilglicerol destilado Dimodan® US/C — grau alimenticio, Danisco, Cotia, Brasil),
vitamina A (Fortitech South América Industria e Comércio Ltda., Campinas, Brasil), corante
B-Caroteno 30% FS (grau alimenticio, DSM Produtos Nutricionais Brasil, Sdo Paulo, Brasil)
e aroma de manteiga (grau alimenticio, Duas Rodas, Jaragua do Sul, Brasil), e para a fase
aquosa utilizou-se: agua, leite em p6 desnatado (marca comercial Molico, Nestlé), sal (marca
comercial Cisne, Cabo Frio, Brasil), inulina (Beneo GR, Orafti, Oreye, Bélgica),
caseinomacropeptideo (Lacprodan CGMP -10, Arla Foods Ingredients) e a cultura probidtica
Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12 (Christian Hansen, Valinhos, Brasil) do tipo
DVS (direct vat set).
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2.2.  Caracterizacdo de margarina comercial e sua base lipidica

Uma margarina cremosa de fabricacdo brasileira comercializada em larga escala, foi
caracterizada quanto a sua consisténcia para servir como padrdo de referéncia para as
emulsBes alimenticias probioticas a serem desenvolvidas. Adicionalmente, sua base gordurosa
foi separada e caracterizada quanto a sua composicdo em &cidos graxos, indice de iodo, indice
de saponificagdo, acidez, consisténcia e comportamento de cristalizagdo e fusdo, conforme
metodologia detalhada no item 2.4. Para a separacdo da fase lipidica, a margarina foi fundida
entre 60 e 70 °C, sua fase aquosa foi separada por decantagdo em funil de separagéo e a fase
lipidica foi filtrada em papel filtro para retirada de s6lidos e residuos da fase aquosa, sendo
armazenada em frascos de vidro com tampa sob refrigeracdo. A consisténcia dessa base
lipidica foi utilizada como referéncia para a selecdo das misturas a serem utilizadas no

preparo das emulsdes probioticas.

2.3. Delineamento experimental das bases gordurosas e preparo das misturas

Visando a definicdo da composicdo da mistura destinada a compor a base gordurosa
da emulsdo alimenticia, foi elaborado um planejamento de seis experimentos, conforme a
Tabela 1, sendo a gordura do leite anidra representada por X; e a oleina de palma representada
por X, sendo que X; + X; = 100%. Duas amostras representaram 0s componentes
isoladamente e quatro foram formadas por misturas binarias. As misturas foram preparadas
apos fusdo completa de seus componentes originais, sob agitacdo vigorosa utilizando agitador
mecanico em hélice, com controle de temperatura a 60-70 °C durante 5 min, e posteriormente
armazenadas em frascos de vidro com tampa sob refrigeracdo a 5 °C. Entre as misturas
preparadas, foram selecionadas duas bases gordurosas para a producdo das emulsdes
alimenticias. A selecdo foi feita buscando a maior semelhanca das curvas de consisténcia das

misturas com a curva da base gordurosa da margarina comercial.
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Tabela 1. Planejamento experimental empregado no desenvolvimento das bases gordurosas.

Mistura Componentes (%)
X1 X2
GL:OP 100:0 100 0
GL:OP 80:20 80 20
GL:OP 60:40 60 40
GL:OP 40:60 40 60
GL:OP 20:80 20 80
GL:OP 100:0 0 100

X, = gordura do leite anidra; X, - oleina de palma

2.4.  Andlises das caracteristicas fisico quimicas das bases gordurosas
2.4.1. Acidez

A acidez das amostras foi determinada por titulagdo, utilizando-se solugdo de NaOH 0,1
N, segundo método oficial da AOCS Ca 5a-40 (2012).

2.4.2. Composicao em acidos graxos e indices de iodo e saponificacéo

Para a analise da composicdo em acidos graxos das misturas, foi realizado o preparo
de ésteres metilicos de &cidos graxos, segundo método oficial 1ISO 15884:2002 (2013),
visando a analise por cromatografia em fase gasosa. A andlise foi realizada em cromatografo a
gas Varian GC, modelo 430 GC, equipado com injetor automatico, detector de ionizacdo de
chama, utilizando o programa “Varian’s Galaxie Chromatography”. Foi utilizada coluna
capilar de silica fundida SP-2560 (Supelco, USA), com 100 m de comprimento x 0,25 mm de
diametro interno e contendo 0,2 um de polietilenoglicol dentro da coluna. As condicdes
foram: injecdo split, razdo de 50:1; gas de arraste: hélio, a vazéo de 1,5 mL/min; gas make-up:
hélio, a 30 mL/min; temperatura do injetor: 250 °C; temperatura do detector: 280 °C. O forno
foi mantido inicialmente a 75 °C por 3 min, entdo aquecido a 3 °C/min até 240 °C e por fim
mantido em uma isoterma por 50 min. A composicdo qualitativa e quantitativa foi
determinada por comparacdo dos tempos de retencdo dos picos com 0s dos respectivos
padrdes de acidos graxos e por normalizacdo de area, sendo expressa como porcentagem em

massa (RODRIGUES et al., 2007). Todas as amostras foram analisadas em triplicata.

A partir da composicdo em acidos graxos, foram calculados os indices de iodo (10) e
de saponificacdo (IS), segundo os métodos Cd 1c-85 (AOCS, 2009) e Cd 3a-94 (AOCS,

2009), respectivamente.
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2.4.3. Consisténcia

As andlises de consisténcia das bases gordurosas, da margarina comercial e das
emulsBes alimenticias potencialmente probidticas foram realizadas utilizando-se analisador de
textura TA-XT2 (Stable Micro System, Haslemere, Inglaterra). Os dados foram coletados
através do programa “Texture Expert for Windows” — versdo 1.20 (Stable Micro Systems).

As margarinas comerciais foram mantidas em suas embalagens originais (500 g) a
temperatura de 5 °C em camara B.O.D. (Fanem, mod. 347 CD, Séo Paulo, Brasil) e entéo
transferidas a outra camara e mantidas a temperatura de analise durante 24 horas. As
temperaturas de andlise variaram de 5 a 35 °C, com incrementos de 5 °C.

As bases gordurosas foram acondicionadas em béqueres de vidro de 50 mL. Antes de
cada analise, as amostras foram fundidas entre 60 e 70 °C, agitadas e entdo mantidas em
refrigeracdo (refrigerador Electrolux, modelo DFN42, S&o Paulo, Brasil) por 24 horas. Apés
este periodo, as misturas foram armazenadas em camara B.O.D. (Fanem, mod. 347 CD, Séo
Paulo, Brasil) a temperatura de analise, de 5 a 35 °C, com incrementos de 5 °C, durante 24
horas. As emulsGes alimenticias foram analisadas nos potes de polipropileno em porcdes de
80 g, da forma como foram acondicionadas logo ap6s sua producdo. As condicdes de
armazenamento e as temperaturas de analise foram as mesmas utilizadas para a margarina
comercial. Todas as amostras foram analisadas utilizando cone de acrilico com ponta ndo
truncada e angulo de 40°. Os testes foram realizados em triplicata, obedecendo as seguintes
condicdes: distancia = 10 mm; velocidade = 2 mm/s; tempo =5 s (RODRIGUES et al., 2003).
O parametro de textura instrumental que se analisou foi a consisténcia (yield value). Para o

calculo da consisténcia foi utilizada a seguinte equacéo, proposta por HAIGHTON (1959):
C = K.W/p'®
Onde:

C = consisténcia (yield value) (gf/cm?), K = fator que depende do angulo do cone (para
angulo de 40°, K € igual a 5.800), W = forca em compressao (gf), para tempo de 5 s, p =
profundidade de penetracdo (mm/10).

2.4.4. Comportamento de cristalizacdo e fusdo

As analises do comportamento de cristalizacdo e fusdo das amostras foram realizadas
por calorimetria exploratéria diferencial (DSC) em Analisador Térmico Perkin-Elmer, modelo

DSC 4000 (Perkin-Elmer, Waltham, EUA). As amostras foram fundidas e aproximadamente
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5 mg foram colocados em células de aluminio (recipiente BO14-3017 e tampa BO14-3003,
Perkin-Elmer), que foram, em seguida, hermeticamente fechadas. Utilizou-se um segundo

recipiente de aluminio vazio como referéncia.

Foi utilizada programacdo de temperatura segundo método Cj 1-94 da AOCS (AOCS,
2009). Para gerar as curvas de cristalizacdo, as amostras foram mantidas a 80 °C por 10
minutos para a completa destruicdo dos nucleos de cristais de gordura. Em seguida, sucedeu-
se o resfriamento de 80 °C até -60 °C a velocidade de 10 °C/min e manteve-se a amostra a
temperatura de -60 °C por 30 minutos. Para obter as curvas de fusdo, as amostras foram
aquecidas até 80 °C a velocidade de 5 °C/min e entdo, a temperatura foi mantida por 5 min. O
tratamento de dados foi realizado pelo programa Pyris (Perkin-Elmer) e as curvas foram
analisadas quanto ao inicio (onset) e final (end) dos eventos de cristalizagdo e fuséo,

temperatura dos principais picos e entalpia. As amostras foram analisadas em triplicata.

Adicionalmente, a partir das curvas obtidas pelas analises do comportamento de fusdo
das amostras, o0 ponto de fuséo foi interpretado como o ponto final de um evento de fuséo,
sendo numericamente determinado como o end do ultimo pico de fusdo (NASSU &
GONCALVES, 1999).

2.5.  Preparo do in6culo contendo a cultura probidtica

A adicdo de B. animalis subsp. lactis Bb-12 a fase aquosa das emulsdes alimenticias
foi realizada ap6s uma etapa de pré-incubacdo da cultura. Para isso, 4 gramas de leite em po
desnatado foram reconstituidos em 40 mL de agua, conforme instrucdo do fabricante. Apds a
sua esterilizacdo em autoclave, foram adicionadas 15 g da cultura probidtica liofilizada. O
leite inoculado foi, entdo, incubado a 37 °C por 2 horas. Tal procedimento foi realizado com a
finalidade de promover a ativacdo e certa multiplicacdo do micro-organismo probidtico antes
da sua adicdo aos demais ingredientes, para que o produto apresentasse uma concentracao

inicial de micro-organismo probiotico de aproximadamente 9,00 log UFC/g.

2.6.  Preparo das emulsdes alimenticias potencialmente probidticas

O preparo das emulsdes alimenticias foi realizado segundo formulacdo apresentada na
Tabela 2 de acordo com o fluxograma apresentado na Figura 1. As emuls6es alimenticias com

60% de lipidios foram produzidas em lotes de 3 kg e preparadas no laborat6rio didatico da
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Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo (FCF-USP). Para o
preparo da fase aquosa, a agua foi aquecida até 40 °C para a dissolu¢do completa da inulina e
caseinomacropeptideo sob agitacdo manual com um bastdo. Em seguida, a cultura probidtica
previamente ativada, conforme descrito no item 2.5, foi adicionada a fase aquosa. A fase
oleosa foi preparada com as bases gordurosas compostas pelas misturas GL:OP selecionadas e
posterior adicdo dos demais ingredientes (emulsificantes, vitamina A corante e aromatizante).
Para o processo de emulsificacdo, a fase aquosa foi lentamente adicionada a fase oleosa sob
agitacdo constante em batedeira planetaria (Kea33 — Stand Mixer, KitchenAid, Sdo Paulo,
Brasil) durante 3 minutos a temperatura controlada, de aproximadamente 25 °C.
Posteriormente, a emulsdo foi transferida para uma sorveteira (Symsen, modelo BSK-16,
Brusque, Brasil) com resfriamento por liquido refrigerante a temperatura de aproximadamente
-10 °C para a cristalizagdo parcial. A emulséo alimenticia foi retirada da sorveteira enquanto
apresentava aspecto de um liquido viscoso, e 25g do produto foram acondicionados em potes
de polipropileno branco (68 mm de didmetro, 32 mm de altura, 55 mL de volume total, Tries
Aditivos Plasticos, Sdo Paulo Brasil), selados com selo aluminizado (aluminio + polietileno -
Okra, Sorocaba, Brasil) em seladora Delgo n° 1968 (Delgo Metallrgica, Cotia, Brasil) e
armazenados sob refrigeracdo em cabine refrigerada (Metalfrio, mod. VB43R, S&o Paulo,
Brasil) a5+ 1 °C.

Tabela 2. Formulacdo das emulsdes alimenticias

Ingredientes (%) Formulacéo
Fase oleosa
Base gordurosa” 60,00
Emulsificantes 3,40
Corante 0,001
Aromatizante 0,05
Vitamina A 0,88
Total fase oleosa 64,33
Fase aguosa
Agua 31,00
Sal 0,76
Acido latico 0,01
Leite em pd 0,40
Cultura probiotica 0,50
Inulina 2,00
Caseinomacropeptideo 1,00
Total fase aquosa 35,67
Total (fase oleosa + fase aquosa) 100,00

*Base gordurosa composta pela mistura GL:OP 40:60 ou GL:OP 20:80, sendo GL = gordura do leite e
OP = oleina palma.
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Fase Aquosa Fase Oleosa
Agua, Leite em pé Base gordurosa,
desnatado, Sal, Acidulante Emulsificante, Aromatizante,
Antioxidante, Corante
Emulsificacio
Cristalizacio
Envase
Armazenamento

Figura 1. Fluxograma de elaboracdo de emulsao alimenticia potencialmente probiotica.

2.7.  Aceitacao sensorial

A aceitacdo sensorial foi realizada no Laboratorio de Analise Sensorial da Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo. Os testes de aceitacdo sensorial das
formulacdes foram realizados utilizando a escala heddnica de 9 pontos (1 = desgostei
muitissimo; 9 = gostei muitissimo) (DUTCOVSKY, 1996). A analise sensorial das emulsdes
alimenticias probioticas foi realizada em dois periodos distintos de armazenamento dos
produtos, 7 e 21 dias, segundo o delineamento em blocos casualizados com provadores nao
treinados, compreendendo individuos de ambos os sexos, entre alunos, docentes e
funcionarios da Universidade de Sdo Paulo, em cada etapa da analise. Amostras codificadas
aleatoriamente com 3 algarismos foram servidas aos provadores em porcdes de 25 g,
utilizando-se pdo de forma sem casca como base. Os critérios de exclusdo adotados incluiram:
possuir historico de manifestacdo de alergia, intolerancia a alimentos ou doenca crdnica
(como diabetes, hipertensdo ou outras), estar fazendo tratamento médico, estar gripado,
resfriado ou indisposto ou ter entrado em contato ha menos de 1 hora com materiais,
alimentos ou cosméticos de cheiro forte. A avaliacdo sensorial do presente estudo foi
aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP
(Parecer n. 959264-2). (ANEXO 2)
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2.8.  Andlise estatistica

Utilizou-se um modelo de regressdo multipla quadratica para os dados obtidos da
consisténcia das bases gordurosas para a geracdo de seus niveis de significancia, coeficientes
de determinacdo e analise de variancia, representada pela equacéo:

Y = BiXy + BaXz +P12X1X2

Onde: y = resposta; B = coeficientes gerados por regressdo multipla; X = propor¢do do
componente.

Para a andlise sensorial, a normalidade dos dados foi verificada pelo teste de Shapiro
Wilks ao nivel de 1%. A comparagdo entre as emulsdes alimenticias foi realizada pelo teste t
de Student para amostras independentes. O nivel de confianca utilizado nas analises
comparativas foi de 95%. O nivel de confianca utilizado nas analises comparativas foi de
95%. Todas as analises foram realizadas utilizando-se o pacote Statistica versdo 12 para
Windows (Statsoft Inc.).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Composicédo em acidos graxos

A Tabela 3 apresenta a composicdo dos principais acidos graxos identificados da base
gordurosa da margarina comercial (BGMC) e das misturas GL:OP, bem como analises de

acidez, e indice de iodo e saponificagéo.
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Tabela 3. Composi¢do em acidos graxos base gordurosa da margarina comercial (BGMC) e

das misturas GL:OP e seus respectivos acidez, indices de iodo e saponificacéo.

Média + DP (%)

Acido graxo BoMC  Tooo  see0  sod0  dos0 2080 0100
Acido butirico (C4:0) ND 2,85+0,02 2,21+0,01 1,63+0,04 1,07+0,01 0,50+0,00 ND
Acido caproico (C6:0) ND 1,94+0,01 1,50+0,01 1,11+0,03 0,74+0,00 0,35+0,00 ND
Acido caprilico (C8:0) 0,35+0,00 1,24+0,01 0,99+0,01 0,76+0,02 0,54+0,00 0,31+0,00 0,10+0,00
Acido caprico (C10:0) 0,33+0,00 2,79+0,01 2,21+0,01 1,66+0,04 1,13+0,01 0,58+0,00 0,10+0,00
Acido laurico (C12:0) 4,59+0,01 3,50+0,01 3,03+0,01 2,61+0,07 2,21+0,01 1,70+0,00 1,30+0,00
Acido miristico (C14:0) 1,61+0,00 12,43+0,01 9,89+0,05 7,67+0,19 5,41+0,02 3,09+0,01 1,10+0,00
Acido palmitico (C16:0) 12,7440,03 34,4340,04 33,55+0,24 33,44+0,78 33,23+0,11 30,91+0,02 30,17+0,01
Acido palmitoleico (C16:1) ND 1,78+0,00 1,46+0,10 1,21+0,03 0,86+0,00 0,45+0,00 0,17+0,00
Acido estearico (C18:0) 9,7240,02 11,90+0,02 10,05+0,10 8,49+0,19 6,89+0,03 5,02+0,00 3,61+0,00
Acido oleico (C18:1) 20,88+0,02 23,29+0,00 29,52+0,42 34,45+1,55 38,44+0,23 46,00+0,02 50,42+0,01
Acido linoleico (C18:2) 45,30+0,04 2,52+0,00 4,10+0,07 6,64+0,15 9,20+0,04 10,83+0,00 12,80+0,00
Acido linolénico (C18:3) 4,47+0,03 1,33+0,00 1,49+0,01 0,32+0,01 0,30+0,00 0,26+0,00 0,24+0,00
Total saturados 29,34+0,01 71,08+0,00 63,43+0,05 57,38+0,17 51,20+0,02 42,46+0,01 36,37+0,00
Total monoinsaturados 20,88+0,02 25,07+0,00 30,98+0,26 35,66+0,79 39,30+0,12 46,44+0,01 50,59+0,00
Total poli-insaturados 49,77+0,04 3,85+0,00 5,59+0,54 6,96+0,08 9,50+0,02 11,10+013 13,04+0,00
Acidez (% oleico) 0,1740,00 0,26+0,00 0,22+0,00 0,20+0,00 0,13+0,00 0,11+0,00 0,12+0,00
Il (g iodo/100g) 108,1 29,6 39,0 43,4 50,8 59,4 66,3

IS (mg KOH/g) 196,59 213,60 209,65 206,32 203,14 199,57 196,72

A composicdo em &cidos graxos da gordura do leite e da oleina de palma esta de
acordo com a literatura consultada (RODRIGUES et al., 2007; AINI & MISKANDAR, 2007,
GUNSTONE & HARWOOD, 2007). Para a gordura do leite, a soma total dos acidos graxos
saturados (71,1%), monoinsaturados (25,1%) e poli-insaturados (3,8%) foram semelhantes
aos valores reportados por HILIBRICK & AUGUSTIN (2002), de 70%, 25% e 5%,
respectivamente. Segundo 0s autores, esta gordura possui uma mistura complexa de acidos
graxos, 0 que pode conferir palatabilidade e propriedades fisico-quimicas desejaveis aos
alimentos que a contém. O consumo excessivo de acidos graxos saturados, contudo, € citado

como fator de desenvolvimento de doencas cardiovasculares (SIRI-TARINO et al., 2015).

A soma total dos acidos graxos da BGMC correspondeu a 29,34%, 20,88% e 49,77%
para 0s acidos graxos saturados, monoinsaturados e poli-insaturados, respectivamente.
SHIMIZU et al. (2011) observaram altos teores de &cidos graxos poli-insaturados em

margarinas e cremes vegetais brasileiros, e assim como no presente estudo, 0s &cidos graxos
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encontrados em maiores proporcdes foram o linoleico, seguido de oleico e linolénico. No
entanto, o aumento do consumo de éacidos graxos poli-insaturados, como o &cido linoleico
(6mega 6), tem sido associado ao aumento de processos inflamatoérios e desenvolvimento de
aterosclerose (HARRIS et al., 2009).

Neste sentido, todas as misturas GL:OP apresentaram maior teor de &acido oleico
quando comparado a BGMC. Quando comparadas & gordura do leite pura (GL:OP 100:0), as
mesmas misturas anteriormente citadas apresentaram reducdo de gordura saturada de 71,1%
para 51,2% e 42,5%, respectivamente. Também foi observado aumento de 15,2% e 22,7% no
contetdo de acido oleico nessas misturas, mostrando que a adi¢do de oleina de palma resultou
em contribuigdes positivas do ponto de vista nutricional. Este &cido graxo € encontrado em
grande quantidade em éleos vegetais, como 0s 0Oleos de canola e oliva. Seu consumo esta
associado a reducdo de LDL-c e em individuos saudaveis, ndo ocorre alteragdes no perfil de
triglicérides plasmatico (WILLIAMS et al., 1999; WAHRBURG, 2004). Ademais, dietas
ricas em acidos graxos monoinsaturados tém sido associadas a reducao dos fatores de risco do
desenvolvimento da sindrome metabolica, pois o seu consumo leva a melhora do perfil
lipidico sanguineo, pressao arterial e modula a sensibilidade insulinica e controle glicémico
(GILLINGHAM et al., 2011).

A acidez de todas as misturas binarias se mostrou adequada, entre 0,1 e 0,2%,
indicando boa qualidade e bom estado de conservacdo das misturas. A acidez obtida para a
gordura do leite e oleina de palma estdo de acordo com os valores reportados pela literatura,
sendo entre 0,10 e 0,44% para a gordura do leite (HILLBRICK & AUGUSTIN, 2002), e

<0,5% para a oleina de palma, de acordo o seu fabricante.

O indice de iodo (I1) da gordura do leite encontrou-se dentro do valor reportado pela
legislacdo, entre 28 e 38 g de 1/100 g (BRASIL, 1996). Para a oleina de palma, sdo reportados
valores entre 51 e 61 g de 1/100 g (O’BRIEN, 2009). A BGMC obteve indice de iodo de
108,1 g de 1,/100 g. No caso das misturas GL:OP, o Il foi proporcional aos teores de gordura
do leite e oleina de palma e sempre maior do que o Il da BGMC, confirmando seu menor grau
de insaturacdo em comparacdo com a referéncia comercial. Assim como o I, os indices de
saponificacdo (IS) de todas as misturas GL:OP foram proporcionais a adicdo de oleina de
palma. Para a gordura do leite, estipula-se IS entre 218 e 325 mg KOH/g (BRASIL, 1996), e
para a oleina de palma, seu IS varia 194 e 202 mg KOH/g (CODEX ALIMENTARIUS,
2001).
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3.2.  Comportamentos de cristalizagéo e fuséo

A Figura 2 apresenta as curvas de cristalizacdo da gordura do leite e da oleina de
palma puras (GL:OP 100:0 e GL:OP 0:100, respectivamente).
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Figura 2. Curvas de cristalizacdo da gordura do leite anidra (A) e da oleina de palma (B)

puras obtidas a velocidade de resfriamento de 10 °C/min.

A mistura GL:OP 100:0 apresentou apenas 2 picos de cristalizacdo. Semelhantemente,
outros autores (GROTENHUIS et al., 1999; LOPEZ et al., 2005; TOMASZEWSKA-GRAS,
2013) também observaram dois picos durante o processo de cristalizagdo da gordura do leite.
Estes picos indicam a presenca de triacilglicerois com diferentes estruturas, no qual o pico
mais estreito, com temperaturas entre 14,3 °C (Onset) e 12,3 °C (End), e média de 13,3 °C
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representa moléculas de triacilglicerois de médio e alto ponto de fusdo. Estes TAGs tendem a
se separar e cristalizar primeiro (LOPEZ et al., 2006). O pico mais amplo, com temperaturas
entre 10,6 (Onset) e -55 °C (End), e média de 6,8 °C € composto por um grupo de
triacilglicerois mistos, com diversos tipos de saturacfes e pesos moleculares (LOPEZ et al.,
2005). Desta forma, os diferentes grupos de TAGs da gordura do leite podem cristalizar
separadamente, comportando-se como solugdes sélidas independentes (METIN & HARTEL,
2012). No entanto, em decorréncia de sua diversidade em triacilglicerois, ndo apenas o grau
de saturacao influencia no processo de cristalizacdo, mas também a posicdo que os &cidos
graxos ocupam na molécula do triacilglicerol (HERRERA et al., 1999; RONHOLT et al.,
2013).

No presente estudo, a oleina de palma (GL:OP 0:100) apresentou 1 pico principal
estreito de cristalizacdo a -3,4 °C. Outros dois picos pequenos com temperaturas de -25,1 °C e
-55,1 °C também foram observados na curva de cristalizacdo. Da mesma forma que a gordura
do leite, os triacilglicerois presentes na oleina de palma com maiores pontos de fuséo
cristalizaram primeiro, seguidos pela cristalizacdo de TAGs compostos principalmente por
acidos graxos insaturados. Sendo assim, a cristalizacdo da oleina ocorreu a baixas
temperaturas devido a alta presenca de acidos graxos insaturados nas moleculas de TAGsS,
tornando o processo de empacotamento e cristalizacdo dificultado devido a angulacdo da

molécula ocasionada pela dupla ligacdo (HIMAWAN et al., 2006).

A adicdo de oleina de palma a gordura do leite contribuiu para um retardamento do
inicio da cristalizacdo das misturas binarias, conforme apresentado na Figura 3. Esta alteracéo
das propriedades fisicas observadas na mistura GL:OP 20:80 foi devido ao efeito da diluicdo
ou a incompatibilidade entre as moléculas insaturadas da oleina de palma, que apresentam
angulacdo curva, com as moléculas saturadas da gordura do leite, as quais sdo lineares. Dessa
forma, a adicdo de oleina de palma contribuiu positivamente para a alteracdo das propriedades
de cristalizacdo da gordura do leite, mesmo sem o uso de processos que pudessem alterar sua
composicdo quimica e levar a diminuicdo de suas qualidades sensoriais (HILLBRICK &
AUGUSTIN, 2002).

A curva de cristalizacdo da BGMC apresentou um pico formado a 14 °C. Os
emulsificantes utilizados durante a producdo de emulsdes alimenticias ndo afetam apenas o
tamanho do glébulo de dgua ou gordura na fase continua destes alimentos, mas também

interfere no processo de cristalizacdo, tornando-a mais homogénea (MIAO & MAO, 2015).
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Figura 3. Curvas de cristalizacdo da base gordurosa da margarina comercial (BGMC) e das

misturas GL:OP em diferentes proporc¢des obtidas a velocidade de resfriamento de 10 °C/min.

A gordura do leite apresentou 3 picos de fusdo (Figura 4), com média de 2,8, 12,8 e
30,5 °C. Desta forma, a gordura do leite apresentou curva de fusdo semelhante a curva
apresentada por GROTENHUIS et al. (1999). Segundo os autores, seu comportamento
durante o aquecimento é muito mais complexo do que durante o resfriamento, uma vez que a
composicdo em acidos graxos da gordura do leite é variada. SMIDDY e colaboradores (2012)
também observaram comportamento de fusdo semelhante para a gordura do leite, com picos
de5,13e32°C.

A presenca de 3 picos durante a curva de fusdo da gordura do leite € devida as fracGes
com diferentes pontos de fusdo da gordura do leite. Triacilglicerois com alto ponto de fuséo
sdo compostos principalmente por &cidos graxos saturados de cadeia longa, enquanto os TAG
de médio ponto de fusdo sdo compostos por dois acidos graxos de cadeia longa e um acido
graxo insaturado ou de cadeia curta e por fim, os TAGs de menor ponto de fusdo possuem um
acido graxo saturado de cadeia longa e dois &cidos graxos insaturados ou de cadeia curta
(MARANGONI & LENCKI, 1998). A oleina analisada no presente estudo apresentou dois
principais picos de fusdo, sendo eles de -1,8 °C e 1,4 °C. J4, ZHANG et al. (2013) observaram
5 picos principais na curva de fusdo da oleina. Isto porque, a oleina pode ser obtida em

diferentes fragdes, levando a comportamentos fisicos diferentes.



25 1

23

Heat Flow Endo Up (mW)

15

21 A

19 A

17 A

-1,8°C

12,8°C

28°C 30,5°C

= GL:OP 100:0

1,4°C GL:OP 0:100

-20

0

2IO 4IO
Temperatura (°C)

69

Figura 4. Curvas de fusdo da gordura do leite anidra e da oleina de palma obtidas a

velocidade de aquecimento de 5 °C/min.

As misturas GL:OP tiveram seus picos alterados conforme a proporc¢édo de gordura do

leite e oleina de palma na mistura (Figura), devido a interacdo de ambos 0s componentes. A

reducdo de triacilglicerois com alto ponto de fusdo em misturas contendo oleina de palma

pode melhorar a espalhabilidade da manteiga, margarina e similares. Isto porque, assim como

0 observado nas curvas de cristalizacdo, a presenca da oleina de palma antecipou a fuséo da

gordura do leite, novamente devido a incompatibilidade das misturas binarias. Neste sentido,

tais resultados sdo reflexos do efeito eutético das misturas GL:OP. Em relacdo a curva de

fusdo apresentada pela BGMC, foram formados picos nas temperaturas -37,1 °C e -28,6 °C.
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Figura 5. Curvas de fusdo da base gordurosa da margarina comercial (BGMC) e das misturas
em diferentes proporcdes obtidas a velocidade de aquecimento de 5 °C/min.

O ponto de fusdo das misturas reduziu e foi proporcional ao teor de gordura do leite e
oleina de palma (Tabela 4). A adicdo de Oleos vegetais a gordura do leite proporciona uma
reducdo do ponto de fusdo e reducdo de consisténcia sem alterar muito suas caracteristicas
sensoriais (WRIGHT et al., 2001). Isto acontece devido a fracdo de alto ponto de fusdo,
constituida principalmente pelos acidos palmitico e estearico (MARANGONI & LENCKI,
1998) ser solubilizada na fase liquida do Gleo presente nas bases gordurosas. Para a BGMC o
ponto de fusdo foi de 34,4 °C.

Tabela 4. Ponto de fusdo da base gordurosa da margarina comercial (BGMC) e das misturas.

Misturas Ponto de fusdo (°C)
BGMC 34,4+0,0
GL:OP 100:0 33,2+0,3
GL:OP 80:20 31,2+0,0
GL:OP 60:40 29,5+0,2
GL:OP 40:60 27,4+0,0
GL:OP 20:80 22,0+£0,6

GL:OP 0:100 2,5+0,1
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3.3. Consisténcia

As gorduras podem ser classificadas quanto a sua espalhabilidade em funcéo de seu
yield value. De acordo com HAIGHTON (1959), para gorduras, margarinas e shortenings
serem considerados espalhaveis, seu yield value devera ser entre 100 e 1000 gf/cm?. A Figura
6 apresenta as curvas de consisténcia da base gordurosa da margarina comercial (BGMC) e

das misturas de gordura do leite e oleina de palma (GL:OP).
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Figura 6. Consisténcia da base gordurosa da margarina comercial (BGMC) e das misturas

GL:OP em diferentes proporc¢des em funcdo da temperatura.

A consisténcia da gordura do leite pura (GL:OP 100:0) variou entre 12.172,3 gf/lcm? a
5 °C e 200,1 gf/lcm2 a 30 °C, passando a se apresentar como um liquido viscoso a 35 °C.
Assim, esta amostra demonstrou espalhabilidade apenas no intervalo de temperaturas entre 20
e 30 °C, o que significa que ndo € um produto espalhavel a temperatura de refrigeracdo, mas
apresenta boa plasticidade em temperaturas proximas a ambiente, caracteristica encontrada

em manteigas.

A oleina de palma (GL:OP 0:100) apresentou consisténcia apenas as temperaturas de 5
e 10 °C, de 4.653,8 e 385,9 gf/cm?, respectivamente, pois contém cerca de 50% de acidos
graxos monoinsaturados, que apresentam consisténcia semi-sélida a temperaturas mais baixas
(GILLINGHAM et al.,, 2011). A redugdo da consisténcia em funcdo do aumento de

temperatura, comportamento comum a todas as amostras analisadas, pode ser explicada pela
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fusdo gradual dos cristais de gordura formados durante a cristalizagdo, o que resulta em uma

diluicdo da rede cristalina responséavel por sua plasticidade (DEMAN, 1983).

Da mesma forma, a adicdo de oleina de palma a gordura do leite fez com que esta
deixasse de apresentar plasticidade a partir de 25 °C, pois nenhuma das misturas GL:OP
apresentou consisténcia nesta temperatura. RODRIGUES et al. (2007) também observaram
resultados de consisténcia semelhantes ao presente estudo ao avaliarem misturas de gordura
do leite, 6leo de girassol e ésteres de fitosterois, obtendo valores de consisténcia entre 12,7
kgf/lcm? a 5 °C e de 0,2 kgf/cm? a 25 °C. Entretanto, no presente trabalho, o valor de 200
gf/cmz foi obtido apenas a temperatura de 30 °C.

As misturas GL:OP 40:60 e GL:OP 20:80 apresentaram valores médios de
consisténcia de 1688,5 e 1365,2 gf/icm?, respectivamente em temperatura de refrigeracdo a 5
°C, 0 que permitiu uma queda de 86 e 89% na consisténcia. A 10 °C, ambas as misturas
apresentaram consisténcia plastica, segundo HAIGHTON (1959). Entre 20 °C e 30°C, as
misturas GL:OP apresentaram consisténcia semi pastosa, e a 35 °C, a consisténcia foi 0.
Contudo, é desejavel que a fusdo de uma mistura de Oleos e/ou gorduras seja abaixo da
temperatura corpérea de 36-37 °C. Assim como observado por RACT et al. (2010), a mistura
de gordura do leite com Oleos vegetais pode melhorar a espalhabilidade e as propriedades
nutricionais de bases gordurosas constituidas por Oleos vegetais, levando a caracteristicas

sensoriais desejaveis.

Os valores de consisténcia da BGMC foram menores quando comparados aos de todas
as misturas GL:OP em todas as faixas de temperatura analisadas. Produtos comerciais
costumam apresentar uma formulacdo mais elaborada do que a simples mistura de
ingredientes, fazendo associacGes de diferentes métodos de modificacdo de lipidios. No
entanto, para a producdo de emulsbes alimenticias A/O probidticas adicionadas de
Bifidobacterium animalis Bb-12, um valor de consisténcia mais alto pode ser desejavel, pois
pode auxiliar na viabilidade do micro-organismo, uma vez que os cristais formados durante a
cristalizacdo da mistura de Gdleos e/ou gorduras irdo conferir uma estabilidade fisica a matriz

alimentar, dando protecéo fisica ao micro-organismo (PEDROZO et al., 2012).

A regressdo multipla € uma metodologia estatistica de previsdo de valores de uma ou
mais variaveis de resposta através de um conjunto de variaveis independentes (WALTERS et
al., 1991). Ao aplicar o modelo linear de regressdo maltipla para avaliar a influéncia da
gordura do leite e da oleina de palma, bem como da interacdo entre estas, sobre a consisténcia

das misturas GL:OP, foi observado que esta propriedade se mostrou estatisticamente
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dependente dos teores de gordura do leite e de oleina de palma nas misturas a p < 0,05, o que
pode ser inferido pelos valores positivos dos coeficientes 1 ¢ B2 ( Tabela Erro! Fonte de
referéncia ndo encontrada.5). Os valores mais baixos de P, comparados aos de B; revelam
que a oleina de palma foi a que menos influenciou. Com relacdo a interagdo entre 0s
componentes das misturas, todos os coeficientes de regressdo multipla para a interagdo 12 Se
mostraram negativos. Estes resultados significam que todas as misturas apresentaram
consisténcia menor que a esperada, mostrando que houve interacdo eutética entre a gordura do
leite e a oleina de palma. Segundo TIMMS (1984), em misturas contendo éleo de palma ou
suas fracBes, o comportamento eutético € esperado. A influéncia dos componentes das
misturas e de sua interacdo sobre a consisténcia diminui com o aumento de temperatura, pois
todos os coeficientes (B1, P2 e Pi12) tendem a se aproximar de zero, uma vez que com O

aumento de temperatura, a propriedade de consisténcia tende a diminuir.

Tabela 5. Coeficientes de regressdo mdaltipla dos valores de consisténcia das misturas em

funcdo da temperatura e seus respectivos coeficientes de determinacdo R?

Coeficientes

Temperatura (°C) B1 B B1z R
5,0 12432,9 4196,3 -23268,10 0,970
10,0 8660,82 250,16 -9645,87 0,970
15,0 444415 85,46  -6943,75 0,976
20,0 1310,90 67,98 -2594,61 0,967
25,0 248,491 23,81 -599,05 0,895

Ao ser analisada a influéncia do conteldo de &cidos graxos saturados sobre a
consisténcia das misturas, observou-se que quanto maior o teor de saturados, maior foi a
consisténcia obtida (Figura 7). Desta forma, novamente a gordura do leite € apontada como o
principal responsavel pela consisténcia devido a sobreposi¢do das moléculas de acidos graxos
saturados (PULIGUNDLA et al., 2012) que tornam a consisténcia de uma base gordurosa

mais rigida.
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Figura 7. Consisténcia das misturas em diferentes propor¢des em funcdo do total de acidos

graxos saturados.

Os resultados de composicdo em acidos graxos, comportamento de cristalizacdo e
fusdo e de consisténcia das misturas GL:OP mostraram que as misturas GL:OP 40:60 e
GL:OP 20:80 apresentaram maiores teores de &cidos graxos monoinsaturados e poli-
insaturados, de 48,8 e 57,5%, respectivamente, 0 que as levou a demonstrar consisténcia e
comportamento de cristalizacdo e fusdo adequados para aplicacdo em emulsGes alimenticias
quando comparadas as demais misturas. Visto que a aceitabilidade de margarinas e similares
estd fortemente relacionada a sua textura, espalhabilidade e sabor, estas misturas foram
selecionadas para serem utilizadas no desenvolvimento de uma emulsdo alimenticia
potencialmente probidtica. A partir deste ponto, a emulsdo alimenticia preparada com a
mistura GL:OP 40:60 serd chamada de EA 40:60 e a emulsdo preparada com a mistura
GL:OP 20:80, de EA 20:80.

As emulsbes EA 40:60 e EA 20:80 apresentaram alta contagem de células viaveis,
acima de 8 log UFC/g durante todo o periodo de armazenamento refrigerado a 5 °C (dados
ndo mostrados). Dessa forma, ambas as formulagdes puderam ser consideradas como
alimentos probidticos. Desta forma, ap6s a producdo do terceiro lote das emulsbes
alimenticias, foi realizada a analise sensorial aos 7 e 21 dias de armazenamento a fim de

verificar mudancas nas caracteristicas organolépticas nas formulacfes. Aos 7 dias de
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armazenamento refrigerado a 5 °C, a consisténcia das emulsdes alimenticias foi analisada
(Figuras).

3000

2500

1500 —8—EA 20:80
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500 -

5 10 15 20 25
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Figura 8. Consisténcia das emulsdes alimenticias produzidas e da margarina comercial em

funcdo da temperatura.

As misturas de gordura do leite e oleina de palma previamente selecionadas
mostraram-se apropriadas para a aplicacdo nas emulsdes alimenticias potencialmente
probidticas. A 5 °C, ambas as emulsdes (EA 40:60 e EA 20:80) apresentaram consisténcia
alta e consequentemente pouca espalhabilidade. Contudo, um pequeno aumento de
temperatura para 10 °C ja resultou em espalhabilidade satisfatoria, semelhante a da margarina
comercial. A espalhabilidade adequada se manteve até os 15 °C, mas nas demais temperaturas
analisadas, 20 e 25 °C, a consisténcia estava baixa e 0 equipamento ndo teve sensibilidade
para medi-la. Em contrapartida, a margarina comercial apresentou uma curva de consisténcia
mais uniforme, apresentando consisténcia até 25 °C. No entanto, é de extrema importancia
ressaltar que oscilacdes de temperatura em produtos probidticos poderiam acarretar perdas na
viabilidade dos micro-organismos devido a coalescéncia da fase aquosa do produto e ao
consequente aumento do contato dos micro-organismos probidticos com o oxigénio do ar,
aléem de resultar em maior risco de contaminagdo por micro-organismos patogénicos
(HAIGHTON, 1976; RONHOLT et al., 2013).

No presente estudo, a inulina ndo contribuiu como modificador de textura, uma vez

que essa possuia baixo grau de polimerizacdo. Apenas a inulina com alto grau de
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polimerizacdo pode promover alteragdes na textura de um alimento ao ser inserida neste, uma
vez que sua adigdo em agua forma um gel constituido por cristais de inulina insoldveis em
agua, conferindo estabilidade fisica ao alimento (NINESS, 1999; APOLINARIO et al., 2014).
Entretanto, sua adicdo em alimentos probidticos ricos em lipidios parece auxiliar na
viabilidade destes micro-organismos, sendo utilizada como substrato. SOUZA (2010) néo
observou alteracfes de consisténcia de margarinas probioticas adicionadas de inulina, contudo
a sua adicdo foi primordial para a sobrevivéncia da B. animalis no produto.

3.4. Aceitagao sensorial

No total, participaram deste estudo 100 provadores, sendo 52% do sexo feminino e
48% do sexo masculino, com idade media de 26 anos. Nd houve diferenca estatistica
significativa da aceitacdo sensorial em fungdo do tempo de armazenamento, nem entre as
formulagdes (p > 0,05) (Tabela 6). Alem disso, no presente estudo, entre 50 e 72% das notas
atribuidas estavam entre 7 e 8, o que corresponde, na escala heddnica, as opinides variando

entre “gostei regularmente” e “gostei muito”.

Tabela 6. Escores de aceitabilidade para as formulacdes de emulsdo alimenticia (média *

desvio padréo), apos 7 e 21 dias de armazenamento refrigerado a5 = 1 °C.

Formulacgéo Periodo de armazenamento (dias)
7 21

EA 40:60 6,94 + 1,33 "2 6,92 + 1,04 "2

EA 20:80 6,44 + 1,722 6,24 + 1,44 "2

AB |etras maitsculas distintas sobrescritas em uma mesma linha indicam diferenca significativa (p < 0,05) entre
as diferentes formulag@es estudadas no mesmo periodo de armazenamento.
2P | etras mintsculas sobrescritas em uma mesma coluna indicam diferencas significativas (p < 0,05) entre os

diferentes periodos estudados para uma mesma formulacéo.

Entre os critérios utilizados para atribuicdo de escore (sabor, textura e aparéncia)
(Tabela 7), para a formulacdo EA 40:60 65% (n=39) e 67% (n=42) dos provadores citaram
sabor e textura, respectivamente, como atributos positivos. Para a formulacdo EA 20:80, a
textura foi o quesito que mais agradou (n=43) aos provadores. O sabor foi citado como
aspecto positivo e negativo igualmente. Os atributos cor e aroma foram poucos citados como

aspectos positivos ou negativos das emulsdes alimenticias estudadas. Em alguns casos, um
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Unico provador mencionou mais de dois atributos para a mesma amostra, portanto o nimero

de citacBes obtidas foi superior ao nimero de provadores que preferiram ou ndo a amostra.

Tais resultados corroboram com os de BURITI et al. (2008), que observaram que 0s
provadores apontaram o0 sabor e a textura de queijo simbidtico como os principais atributos
positivos, mostrando que tais caracteristicas sdo fundamentais para a aceitacdo deste produto

pelo consumidor.

A aceitacdo sensorial em alimentos probidticos ricos em lipidios ja foi reportada na
literatura. ONG et al. (2007) observaram boa aceitacdo sensorial em queijo cheddar
probidtico, com gordura total entre 30 e 33% e adicionado de Lactobacillus ou de

Bifidobacterium sp.

Tabela 7. Numeros de citagbes de atributos positivos e negativos mencionados pelos
provadores as emulsdes alimenticias EA 40:60 e EA 20:80, considerando todo o periodo de

armazenamento.
Atributos positivos
Formulactes Sabor Cor Aroma Textura
EA 40:60 39 10 7 42
EA 20:80 31 11 7 43
Atributos Negativos
Sabor Cor Aroma Textura
EA 40:60 21 6 10 21
EA 20:80 31 15 7 17

Alguns participantes avaliaram as amostras como “sem sal”, 0 que resultou na
interpretacdo de que o gosto era um atributo negativo. No entanto, apenas para a emulséo
alimenticia EA 20:80, poucos participantes relataram sentir gosto “amargo” ou “azedo” no
produto. Possivelmente a cepa B. animalis Bb-12 produziu &cido acético e &cido latico,
influenciando o gosto azedo relatado na formulagcdo EA 20:80. A producdo destes compostos
pelo género Bifidobacterium é reportada na literatura (VASILJEVIC & SHAH, 2008).
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Ademais, nesta mesma emulsdo alimenticia, a adicdo de caseinomacropeptideo
também pode ter cooperado para o gosto residual relatado pelos participantes, devido a sua
protedlise. A liberacdo de alguns aminoécidos e/ou peptideos pode contribuir para 0 gosto
amargo (KIRIMURA et al., 1969) e a partir destes poderad ocorrer a formacdo de compostos
sulfurosos (SREEKUMAR et al., 2009). A maior aceitacdo da emulséo alimenticia EA 40:60
pode ter sido devida ao maior teor de gordura do leite contido na base gordurosa, que
possivelmente mascarou o sabor residual deixado pela producdo do &cido acético e &cido
latico.

4. CONCLUSAO

A adicdo de oleina de palma provocou mudancgas substanciais na estrutura da rede
cristalina da gordura do leite, ocorrendo reducéo no inicio da cristalizacdo (Onset) e reducgéo
do ponto de fusdo das amostras. Desta forma, as misturas EA 40:60 e EA 20:80 mostraram-se
mais adequadas para a aplicacdo em emulsdes alimenticias probidticas. A consisténcia das
emulsBes alimenticias probioticas apresentou textura macia quando refrigeradas apenas a 10
°C. Contudo, ambas as emulsGes alimenticias tiveram boa aceitacdo sensorial nos dias de
armazenamento, 7 e 21, sendo a formulacdo EA 40:60 a que obteve 0 maior nimero de

citagdes positivas no quesito “sabor”, possivelmente pelo maior teor de gordura do leite.
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Viabilidade e sobrevivéncia gastrointestinal simulada in vitro de Bifidobacterium

animalis subsp. lactis Bb-12 em emulsdes alimenticias

RESUMO: O objetivo deste estudo foi avaliar a viabilidade no produto e a resisténcia
gastrointestinal in vitro de B. animalis subsp. lactis Bb-12 incorporada em emulsGes
alimenticias potencialmente simbidticas durante o seu armazenamento refrigerado.
Adicionalmente, foram comparados os métodos de semeadura em agar seletivo e de qPCR
combinado com propidium monoazide (PMA) ap6s o 35° dia de armazenamento. As
emulsdes testadas consistiam de: 40% de gordura do leite e 60% de oleina de palma (EA
40:60) e de 20% de gordura do leite e 80% de oleina de palma (EA 20:80) e foram analisadas
nos dias 1, 7, 14, 21 e 28 dias de armazenamento a 5 °C. As populagdes de B. animalis Bb-12
nas formulagbes mantiveram-se entre 8,48 e 9,35 log UFC/g durante os 28 dias de
armazenamento e as diferentes proporcoes de gordura do leite e oleina de palma néo afetaram
a sua viabilidade. O probiotico demonstrou boa resisténcia as condi¢es gastrointestinais
simuladas apos as 6h de ensaio, durante todo o periodo estudado, com taxa de sobrevivéncia
de 80% e 75% para as formulacdes EA 40:60 e EA 20:80, respectivamente. No entanto, a
maior proporc¢do de gordura do leite na formulacdo EA 40:60 contribuiu para a sobrevivéncia
do micro-organismo durante a sobrevivéncia in vitro. Dentre os métodos utilizados para a
quantificacdo do micro-organismo estudado, os valores obtidos através dos metodos
convencional e gPCR com tratamento PMA foram semelhantes. Porém, o método de gPCR
sem o0 uso de PMA mostrou superestimar a populacdo de bifidobactérias. Desta forma, a
formulacdo EA 40:60 contribuiu para a manutencdo da viabilidade do micro-organismo B.
animalis Bb-12 e a melhor sobrevivéncia in vitro frente as condicGes gastrointestinais
simuladas durante os 28 dias de armazenamento refrigerado, demonstrando ser uma matriz

adequada para a cepa probidtica.

Palavras-chave: Alimento funcional; Probiotico; Bifidobacterium; In vitro; qPCR.
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Viability and in vitro gastrointestinal survival of Bifidobacterium animalis subsp. lactis
Bb-12 in tablespreads.

ABSTRACT: The aim of this study was to evaluate the viability in the product and the in
vitro gastrointestinal survival of Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12 incorporated in
potentially synbiotic tablespreads during refrigerated storage. Moreover, the application of
Quantitative Real Time PCR (gPCR) combined with the use of propidium monoazide (PMA)
was compared with the plate count method to evaluate the survival of the Bb-12 strain during
exposure to in vitro simulated gastrointestinal tract conditions after 35 days of storage. The
spreads evaluated included: 40% milkfat and 60% palm olein (EA 40:60), and 20% milkfat
and 80% palm olein (EA 20:80) and were evaluated after 1, 7, 14 and 28 days of storage at 5
°C. Both formulations studied showed probiotic viabilities ranging from 8 to 9 log cfu/g
during the 28 days of storage, and the milk fat and olein palm oil in different concentrations
did not affect the probiotic viabilities. The probiotic strain showed good survival after six
hours of the in vitro simulated gastrointestinal tract conditions during the storage period
studied, with survival rate of 80% and 75%, respectively, for formulations EA 40:60 and EA
20:80. However, the higher proportion of milk fat showed to contribute for the in vitro
survival of the strain. The results of both methods, gPCR with PMA and plate count method,
were similar, but the gPCR without PMA showed to overestimate the Bb-12 populations.
Thus, the tablespread EA 40:60 showed to be the best choice to maintain the microorganism
viability, also improving Bb-12 in vitro gastrointestinal survival throughout 28 days of

storage, showing to be a suitable matrix for the probiotic strain.

Key-words: Functional food; Tablespread; Probiotic; Bifidobacterium; In vitro; qPCR.
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1. INTRODUCAO

Diversos beneficios sdo citados e relacionados ao consumo de probidticos, uma vez
que estes auxiliam na manutencdo de uma microbiota intestinal considerada mais saudavel,
sendo eles: reducdo do risco de doengas intestinais inflamatorias, reducdo dos sintomas de
intolerancia a lactose, aumento da biodisponibilidade de nutrientes, prevencao e reducdo de
alergias, reducdo do risco de cancer, reducdo do colesterol, efeito anti-hipertensivo, efeito
imunomodulador e reducdo da atividade de Helicobacter pylori (COLLADO et al., 2009;
VRESE et al., 2011; RIZZARDINI et al., 2012; SHARMA & DEVI, 2014).

Tradicionalmente, os probidticos tém sido incorporados a iogurtes e outros laticinios
fermentados. Porém, nos ultimos anos tem se estudado outros tipos de alimentos para a
incorporacgéo de probidticos, como sobremesas lacteas e bebidas fermentadas a base de frutas,
vegetais e cereais vém sendo explorados como possiveis veiculos para estes micro-
organismos (BURITI et al, 2010; ABU-GHANNAM & RAJAURIA, 2015; MRIDULA &
SHARMA, 2015). Desta maneira, margarinas e similares surgem como matrizes alimentares
interessantes para estudar os efeitos da incorporacdo de culturas probioticas, em virtude da
sua composicdo ser rica em lipidios, quando comparados a iogurtes e leites fermentados
(LOURENS-HATTINGH & VILJOEN, 2001; TAMIME, 2002). Essa caracteristica peculiar
pode conferir maior protecéo e manutencdo da cepa probidtica no alimento.

A incorporacdo de probioticos a uma matriz alimentar adequada e a manutencéo de
sua viabilidade celular durante o transito gastrointestinal € fundamental (RANADHEERA et
al., 2012). Testes in vitro para avaliar a resisténcia gastrica e entérica sdo frequentemente
utilizados para a avaliacdo do potencial probidtico em alimentos (CHARTERIS et al., 1998;
VINDEROLA & REINHEIMER, 2003; SCHILLINGER et al., 2005). Adicionalmente, 0 uso
de gPCR para auxiliar na deteccdo, caracterizacdo e especificacdo de micro-organismos em
alimentos tem sido proposto em alguns estudos (REBRIKOV & TROFIMOV, 2006;
VILLARREAL et al., 2013), juntamente com o uso de Propidium Monoazide (PMA), agente
intercalante ao DNA de micro-organismos gque estejam com sua membrana celular rompida
ou danificada, levando a omissao da deteccdo no momento da analise por gJPCR (NOCKER et
al., 2006).

Dentre os probidticos, Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12 é uma cepa com
efeitos benéficos comprovados descritos na literatura cientifica (OUWEHAND et al., 2004;
O’MAHONY et al., 2005; NABAVI et al., 2014). Esse micro-organismo pertence ao género

Bifidobacterium, o qual é encontrado na microbiota gastrointestinal humana e animal sadia,
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possui pH 6timo de crescimento entre 6 e 7 e utiliza uma variedade de substratos para a
fermentacdo (TOJO et al., 2014; DERRIEN & VLIEG, 2015).

Para que haja uma manutencdo da viabilidade das bactérias probioticas nos alimentos,
0 prebidtico inulina frequentemente vem sendo citado em estudos (BURITI et al., 2010;
BEDANI et al., 2014; MATIAS et al., 2014). Esta protecdo esta associada a sua resisténcia a
hidrélise enzimética, sendo, também, um possivel substrato para os probiéticos. Além de seu
efeito prebidtico, a inulina indiretamente contribui para muitos outros beneficios & saude
(ROBERFROID, 2007). Outros ingredientes, como concentrados  proteicos
(caseinomacropeptideo) podem desempenhar um efeito protetor similar aos probidticos, em

virtude de suas caracteristicas fisico-quimicas e capacidade tamponante.

Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar a viabilidade no produto e a resisténcia
gastrointestinal in vitro da cepa probiotica B. animalis subsp. lactis Bb-12 incorporada em
emulsdes alimenticias potencialmente simbioticas durante o seu armazenamento refrigerado.
Adicionalmente, foram comparados os métodos de semeadura em agar seletivo e de gPCR
isoladamente e combinado com propidium monoazide (PMA) para a determinacdo da
viabilidade e da resisténcia gastrointestinal in vitro de Bb-12 ap6s o 35° de armazenamento

das emulsdes.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Material

Para o preparo das emulsBes alimenticias, foram utilizados os seguintes ingredientes
para a fase oleosa: gordura do leite anidra (Fonterra, Goiania, Brasil) e oleina de palma PN3
(Agropalma, Tailandia, Brasil), emulsificantes monoacilglicerol destilado (Dimodan® HS-F e
Dimodan® US/C, Danisco, Cotia, Brasil) e ésteres de poliglicerol de &cido ricinoleico
(Grindsted® PGPR Super, Danisco, Cotia, Brasil), vitamina A (Fortitech South América
Industria e Comércio Ltda., Campinas, Brasil), corante B-Caroteno 30% FS (DSM Produtos
Nutricionais Brasil, Sdo Paulo, Brasil) e aroma de manteiga (Duas Rodas, Jaragua do Sul,
Brasil). Para a fase aquosa foram utilizados: agua, leite em p6 desnatado (Molico, Nestlé), sal
(Cisne, Cabo Frio, Brasil), inulina (Beneo GR, Orafti, Oreye, Bélgica), caseinomacropeptideo
(Lacprodan CGMP -10, Arla Foods Ingredients) e a cultura probidtica Bifidobacterium
animalis subsp. lactis Bb-12 (Christian Hansen, Valinhos, Brasil) do tipo DVS (direct vat
set).
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2.2.  Preparo do indculo contendo a cultura probiotica

A adicdo de B. animalis subsp. lactis Bb-12 a fase aquosa das emulsGes alimenticias
foi realizada ap6s uma etapa de pré-incubacgdo da cultura. Para isso, 4 gramas de leite em p6
desnatado foram reconstituidos em 40 mL de agua, conforme instrucdo do fabricante. Apds a
sua esterilizacdo em autoclave, foram adicionadas 15 g da cultura probiotica liofilizada. O
leite inoculado foi, entdo, incubado a 37 °C por 2 horas. Tal procedimento foi realizado com a
finalidade de promover a ativacao e certa multiplicacdo do micro-organismo probiético antes
da sua adicdo aos demais ingredientes, para que o produto apresentasse uma concentragdo
inicial de micro-organismo probidtico de aproximadamente 9,00 log UFC/g.

2.3.  Producéo das emulsdes alimenticias

Foram produzidas duas emulsdes alimenticias com 60% de lipidios e em diferentes
proporcoes de gordura do leite (GL) e oleina de palma (OP), no qual a primeira formulacao
continha proporcao de GL:OP de 40:60, e a segunda com teores de 20:80. Todas as emulsdes
alimenticias foram produzidas em lotes de 3 kg, de acordo com as formulacfes apresentadas
na Tabela 1. Para o preparo da fase aquosa, a inulina e caseinomacropeptideo foram
adicionados em agua aquecida a 40°C para a dissolucdo completa. Em seguida, a cultura
probidtica previamente ativada, conforme descrito no item 2.2, foi adicionada a fase aquosa.
A fase oleosa foi preparada com as misturas previamente selecionadas de gordura do leite e
oleina de palma. Para o processo de emulsificacdo, a fase aquosa foi lentamente adicionada a
fase oleosa sob agitacdo constante em batedeira planetaria (Kea33 — Stand Mixer,

KitchenAid, Sdo Paulo, Brasil) durante 3 minutos a temperatura aproximada de 25 °C.

Posteriormente, a emulsdo foi transferida para uma sorveteira (modelo DS-3, Tetra
Pak Hoyer Industria e Comércio Ltda, Sdo Paulo, Brasil) com resfriamento por liquido
refrigerante a temperatura de aproximadamente -10 °C, para a cristalizacdo parcial. A
emulsdo alimenticia foi retirada da sorveteira enquanto apresentava aspecto de um liquido
viscoso. Porcdes de 25 g do produto foram acondicionadas em potes de polipropileno branco
(68 mm de diametro, 32 mm de altura, 55 mL de volume total, Tries Aditivos Plasticos, Séo
Paulo Brasil), selados com selo aluminizado (aluminio + polietileno — Okra, Sorocaba,
Brasil), em seladora Delgo n° 1968 (Delgo Metallrgica, Cotia, Brasil) e armazenados sob

refrigeracdo em cabine refrigerada (Metalfrio, mod. VB43R, Sao Paulo, Brasil) a5 + 1 °C.
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Tabela 1. Ingredientes e respectivas proporces utilizadas nas emulsdes alimenticias

estudadas.
Ingredientes (%) Formulacéo
_Fase oleosa

Base gordurosa 60,00

Emulsificantes 3,40

Corante 0,001

Aromatizante 0,05

Vitamina A 0,88
Total fase oleosa 64,33

) Fase aguosa

Agua 31,00

Sal 0,76

Acido latico 0,01

Leite em pd 0,40

Cultura probiotica 0,50

Inulina 2,00

Caseinomacropeptideo 1,00
Total fase aquosa 35,67
Total (fase oleosa + fase aquosa) 100,00

*Base gordurosa composta pela mistura GL:OP 40:60 ou GL:OP 20:80, sendo GL = gordura do leite e OP =
oleina palma.

2.4. Periodo de armazenamento e amostragem

Apo6s a producdo das emulsdes alimenticias (dia 0) e decorrido o periodo de
armazenamento de 1, 7, 14, 21 e 28 dias a 5 °C, realizou-se analises de pH e de viabilidade da
cepa probidtica incorporada ao produto. Apos 7, 14, 21 e 28 dias, foi realizado o ensaio in
vitro para avaliar a sobrevivéncia do probiotico frente as condi¢Ges gastrointestinais

simuladas.

2.5. Determinacao de pH

Decorridos 0s tempos de armazenamento sob refrigeracdo descritos no item 2.4, foram
realizadas as determinacdes de pH em pHmetro modelo Orion Star A211 (Thermofisher
Scientific, Waltham, EUA), com a utilizacdo de eletrodo tipo penetracdo, modelo 2A04-GF

(Analyser, Sdo Paulo, Brasil).
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2.6. Determinacéo da viabilidade de B. animalis Bb-12

Decorridos os periodos de amostragem descritos no item 2.4, por¢des de 25 g da
emulsdo alimenticia foram retiradas em condic6es de assepsia e homogeneizadas com 225 mL
de 4gua peptonada 0,1% (diluicdo 10™) previamente aquecida a 40°C, conforme descrito por
CHARTERIS et al. (2002), utilizando-se Bag Mixer (Interscience, St. Nom, Franca) sob
agitacdo constante durante 5 minutos para a completa diluicdo da amostra. Apl6s a
homogeneizagdo da emulsdo alimenticia, foi retirada uma aliquota da diluicdo 10™ para as
diluicBes decimais subsequentes, utilizando-se 0 mesmo diluente. Posteriormente, a dilui¢éo
inicial (10™) ficou em repouso durante 2 minutos para que as fases aquosa e oleosa fossem
totalmente separadas. Em seguida, para efeito de comparacdo de metodologias, foram
preparadas novas dilui¢cbes decimais, conforme descrito anteriormente, desta vez com a fase

aquosa do produto.

Para a contagem de B. animalis Bb-12, aliquotas de 1 mL de cada diluicdo de ambas
as amostras (emulsdo e fase aquosa) foram transferidas para placas de Petri estéreis. Em
sequida, foi adicionado agar DeMan-Rogosa-Sharpe (MRS, Oxoid, Basingstoke, Reino
Unido), suplementado com propionato de sddio (3 g/L) (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) e
cloreto de litio (2 g/L) (Merck, Darmstadt, Alemanha) - agar LP-MRS, de acordo com
VINDEROLA & REINHEIMER (2000). Apdés a homogeneizacdo e endurecimento do agar,
as placas foram incubadas a 37 °C por 3 dias em anaerobiose (Sistema de Anaerobiose

Anaerogen, Oxoid).

2.7.  Contagem de micro-organismos indicadores de contaminacgao

Para a contagem de bolores e leveduras, aliquotas de 1 mL das trés primeiras diluices
foram transferidas para placas Petri e em seguida, adicionou-se meio de cultura PDA (Potato
Dextrose Agar, Sigma-Aldrich) acidificado com acido tartarico (Sigma-Aldrich) a 10%
(g/mL). Apds o endurecimento do agar, as placas foram incubadas a 25 °C por 5 dias em
aerobiose. Para avaliar a presenca de E. coli, procedeu-se de acordo com SILVA et al. (2007),
com adaptacdes. Aliquotas de 0,3 mL e 0,4 mL da primeira diluicdo (10™) e 1 mL da diluicio
10 foram transferidas para placas Petri contendo meio de cultura EMB (Eosin Methylene

Blue, Sigma-Aldrich) e, em seguida, foram incubadas a 37 °C por 24 horas.



92

2.8. Sobrevivéncia da B. animalis subsp. lactis Bb-12 frente as condicGes

gastrointestinais simuladas in vitro

A avaliagdo da sobrevivéncia do probidtico adicionado as emulsbes alimenticias
refrigeradas submetidas as condicGes gastrica e entéricas simuladas foi realizada de acordo
com SOUZA (2010), com protocolo adaptado de BURITI et al. (2010).

Realizou-se a analise de cada emulsdo alimenticia em triplicatas de um mesmo lote,
provenientes de embalagens distintas, totalizando 9 frascos. Cerca de 10 mL de cada amostra
diluida com solucdo de NaCl a 0,85% foram transferidos para 3 frascos estéreis. O pH das
amostras foi ajustado entre 2,0 e 2,5 utilizando-se HCI (Merck) 1N. Em seguida, solugdes de
pepsina (Pepsin from porcine stomach mucosa, Sigma-Aldrich CO. St. Louis, MO, EUA) e de
lipase (Amano lipase from Penicillium camemberti, Aldrich Chemical Company Inc.,
Milwaukee, EUA) foram adicionadas aos frascos, de modo a obter concentracdes de 3,0 g/L e
1,30 mg/L, respectivamente. Os frascos foram postos em banho metabolico a 37 °C, com
agitacdo a 150 rpm (Banho Metabolico Dubnoff MA-095, Marconi, Piracicaba, Brasil)
durante 2 h, para a simulagdo da fase gastrica. Para a proxima etapa, o pH das amostras foi
ajustado para entre 4,5 e 5,5, utilizando-se uma solucdo alcalina, produzida a partir de 150 mL
de NaoH 1 N (Synth, Diadema, Brasil), 14 g de PO4H;Na.,H,0O (Synth) e agua destilada q.s.p.
1 L. Bile (Bile bovine, Sigma-Aldrich) e pancreatina (Pancreatin from porcine péancreas,
Sigma Aldrich) foram adicionadas para atingirem a concentracdo de 5 g/L e 1,6 g/L,
respectivamente. As amostras foram novamente incubadas a 37 °C por 2 h, sob agitacéo, para
a simulacdo da fase entérica I. Para a Ultima etapa do teste, o pH foi alterado para valores
entre 6,5 e 7,5 utilizando-se a mesma solugéo alcalina, e a bile e pancreatina foram ajustados
para as concentracfes de 7,95 g/L e 0,79 g/L, respectivamente. Posteriormente, as amostras
foram novamente incubadas a 37 °C por 2 h, sob agitacdo, concluindo-se, entdo, a simulagéo

da fase enteérica Il e completando-se as 6 h de ensaio.

Para a enumeracdo de B. animalis Bb-12, aliquotas de 1 mL foram retiradas das
amostras provenientes da emulsdo alimenticia, apés 2 h, 4 h e 6 h e procedeu-se conforme

descrito no item 2.6. Os resultados foram apresentados em log UFC/g.

2.8.1. Célculo da Taxa de Sobrevivéncia

Para a comparagdo da analise da sobrevivéncia do micro-organismo probidtico apés o

ensaio de sobrevivéncia in vitro das formulagcdes de emulsdo alimenticia ao longo do
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armazenamento, foi utilizada a taxa de sobrevivéncia adaptada de WANG et al. (2009) e

GUO et al. (2009). A taxa de sobrevivéncia foi calculada, de acordo com a equagéo:

. N final
Taxa de Sobrevivéncia (%) = ———— %X 100
N inicial

Sendo, N final = quantidade de micro-organismo probidtico obtida apds o ensaio de
sobrevivéncia sob condi¢des gastricas e entéricas simuladas in vitro (apos a fase entérica I1); e

N inicial = quantidade de micro-organismo probidtico obtida no produto, antes do ensaio.

2.9. Avaliacdo da sobrevivéncia do micro-organismo B. animalis Bb-12 em
gPCR

Para a quantificacdo dos micro-organismos por métodos independentes de cultivo, o
DNA bacteriano da B. animalis Bb-12 foi isolado das emulsdes alimenticias, de acordo com
VILLARREAL et al. (2013), com adaptacOes. A analise foi realizada apenas no dia 35 de
armazenamento das emulsdes alimenticias para o ensaio de sobrevivéncia in vitro, para efeito

de comparagéo entre métodos.

Para esse fim, cerca de 2 g de emulsdo alimenticia (t = 0; fase inicial do ensaio in
vitro), em triplicata, foram adicionadas em 18 mL de citrato trisodico di-hidratado
(CeHsNazO7* 2 H,0, pH 7,5, Nuclear, Diadema, Brasil) a 2% (g/mL), pré-aquecido a 40 °C e
entdo, as amostras foram incubadas em banho metabdlico (Banho Metabdlico Dubnoff MA-
095, Marconi) a 45 °C, por 30 minutos. Para as demais fases do ensaio in vitro (gastrica,
entérica | e 1), utilizou-se 3 mL das solu¢des contendo enzimas digestivas e adicionou-se 27

mL de citrato trissodico di-hidratado, com posterior incubacdo em banho metabdlico.

As amostras foram homogeneizadas em Bag Mixer (Interscience) por 3 minutos e
centrifugadas a 4 °C (Centrifuga Refrigerada 2-16 PK, Sigma, Osterode am Harz, Alemanha),
por 10 minutos a 8000 g. O sobrenadante foi descartado e, com o auxilio de hastes de algod&o
estéreis (Swab), foi removida toda a gordura presente na parede do tubo. Foi adicionado 1 mL
de solucdo tampéo (pH 8) Tris-EDTA (TE) e a amostra foi centrifugada a 7000 g a 4 °C, por
10 minutos. O pellet celular foi ressuspendido em 500 uL de solucdo TE e transferido para
um tubo com rosca de 2 mL, contendo 0,3 g de esferas de zircdnia (Biospec Products Inc.,
Bartlesville, EUA) e 150 uL de fenol-TE (Invitrogen, Carlsbad, California, USA).

As amostras foram submetidas a rompimento mecanico, usando disruptor celular (Fast

Prep®-24, MP Biomedical, Solon, OH, EUA) por 3 pulsos a 5,5 m/s e, entdo, a Vérias etapas
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de extracdo com 150 pL de fenol e 150 pL de solucdo cloroformio:alcool isoamilico (24:1
v/v) (Invitrogen-Life Technologies), até a obtencdo de uma interface clara. O DNA foi
precipitado com etanol e armazenado a -20 °C. A concentracdo e qualidade do DNA
gendmico isolado foi determinada em um espectrofotdometro NanoDrop 2000 (Thermo Fisher
Scientific).

Para a quantificagdo pela técnica independente de cultivo, utilizando-se Propidium
Monoazide (PMA) como agente intercalante de DNA, as amostras armazenadas a -20 °C
foram descongeladas, centrifugadas a 4 °C, por 10 minutos, a 5000 g. O sobrenadante foi
descartado e foram adicionados 498,75 ul de PBS 1x (Phosphate Buffered Saline, pH 7,4,
Sigma-Aldrich) e 1,25 ul de solugdo PMA a 20 mM, a fim de se obter a concentragéo final de
50 uM de PMA nos tubos com as amostras.

Em seguida, as amostras foram incubadas no escuro por 5 minutos, com eventual
mistura, de modo a permitir a penetracdo do PMA nas células mortas. Posteriormente, as
amostras foram expostas a luz (lampada halégena de 650 W, FCW 120 V, GE Lighting,
General Eletric Co., Cleveland, EUA), por 15 minutos, dispostas horizontalmente a uma
distancia de 20 cm entre os tubos e a lampada, mantidas em gelo e misturadas ocasionalmente
para prevenir o aquecimento excessivo. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 4 °C,

por 10 minutos, a 10.000 g e lavadas com PBS para a remocao do PMA inativo.

Em todas as amostras, com e sem PMA, foi realizada a analise de quantificacdo da
cepa B. animalis subsp. lactis Bb-12, empregando-se a técnica de PCR em tempo real
(gPCR), utilizando-se termociclador de PCR em tempo real (7500 Real Tome PCR System,
Applied Biosystems-Life Technologies, Sdo Paulo, Brasil), o reagente TagMan (Applied
Biosystem-life Technologies) e os primers F_Bifid09c e R_Bifid06 (TAIPALE et al., 2011).
As condicOes da reacdo utilizadas encontram-se na Tabela 2. Para a quantificacdo, utilizou-se
0 método de quantificagdo absoluta, com uma curva padrdo de 6 a 8 pontos (10® ou 10° -10*
cdpias), elaborada a partir de quantidades conhecidas de DNA genémico de cultura pura para
B. animalis subsp. lactis Bb-12. O Ct (Cycle Threshold) obtido de cada amostra foi

comparado ao Ct obtidos na curva padrdo, para a obtencdo do nimero de cdpias das amostras.
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Tabela 2. Condigdes utilizadas nas reacdes de qPCR para a quantificacdo de B. animalis Bb-
12.

Programa da reagéo

Primers Concentracdo  NUumero de  Temperatura (°C) Tempo
de primer ciclos
F_Bifid09c 200 mM 1 95 10 minutos
R_Bifid06 200 mM 40 95 30 segundos
P_Bifid-sonda 200 mM 40 60 1 minuto

2.10. Andélise estatistica

Apbs o célculo das médias e dos desvios-padrdo dos resultados das andlises, a
normalidade dos dados foi verificada pelo teste de Shapiro Wilks, ao nivel de 1%. A
comparagéo entre as emulsdes alimenticias foi realizada pelo teste t de Student para amostras
independentes. O nivel de confianca utilizado nas analises comparativas foi de 95%. Para as
comparacdes realizadas para o ensaio in vitro e a comparacdo entre os metodos de cultivo
convencional e independente de cultivo utilizaram-se modelos de ANOVA, seguidos do teste
de médias de Tukey. O programa estatistico utilizado para as analises foi o XLSTAT, 2015.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Valores de pH e viabilidade da cepa probidtica

Os valores de pH das emulsbes alimenticias EA 40:60 e EA 20:80 durante o
armazenamento refrigerado sdo apresentados na Tabela 3. Ambos o0s produtos apresentaram
reducdo de pH ao longo da vida de prateleira (p<0,05). As diferencas de propor¢des de
gordura do leite e oleina de palma entre as emulsdes alimenticias possivelmente influenciaram
nos valores de pH obtidos apenas na primeira semana de armazenamento dos produtos
(p<0,05).

No presente estudo, a presenca de inulina nas emulsbes alimenticias possivelmente
influenciou a reducdo do pH. No organismo hospedeiro, apos ser metabolizada, a inulina é
degradada a monossacarideos e estes, convertidos a hexoses para a via metabolica da
fermentacdo (BROEK et al., 2008). Consequentemente, sdo produzidos acidos organicos
(SELAK, et al., 2016). De forma semelhante, a cepa Bb-12 presente na emulsdo alimenticia,
ao metabolizar e fermentar a inulina, possivelmente foram produzidos &cido acético e latico,

reduzindo assim o pH das formulagdes.
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Tabela 3. Valores de pH (média * desvio-padrdo) obtidos para as emulsdes alimenticias apds

armazenamento refrigerado.

Periodo de armazenamento (dias)

Emulsdo Alimenticia

EA 40:60 EA 20:80

0 4,88+0,10" 4,68 +0,00°°
1 4,48 £0,02°° 4,37 +0,01 %
7 4,77 £0,01 8 4,83 +0,00
14 4,76 £0,09° 4,80+ 0,07 *
21 458 +0,00" 4,56+ 0,00 "°
28 457+0,01%  4,55+0,02"

AB Letras maitsculas distintas em uma mesma linha, indicam diferencas significativas entre as formulacdes
(p<0,05).
abed | etras minGsculas distintas em uma mesma coluna, indicam diferencas significativas entre os dias (p< 0,05).

A Tabela 4 apresenta os resultados de viabilidade de B. animalis subsp. lactis Bb-12
nas emulsdes alimenticias EA 40:60 e E 20:80 durante o periodo de armazenamento. De
acordo com os resultados obtidos, a emulsdo alimenticia mostrou-se uma matriz adequada
para veicular o micro-organismo probiotico estudado, uma vez que apresentou populacées
superiores a 8 log UFC/g de B. animalis Bb-12 ao longo da vida de prateleira. Dessa maneira,
a emulsdao manteve os valores recomendados pela legislacéo brasileira (ANVISA, 2008), de 8
a 9 log UFC na porcdo diaria do produto. Vale destacar que as populacdes de B. animalis Bb-
12 obtidas na porcéo diaria de 10 g (ANVISA, 2003) para ambas emulsdes alimenticias foram

superiores as preconizadas pela ANVISA (2008).
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Tabela 4. Populacbes de B. animalis Bb-12 (média + desvio padrdo) obtidas para emulsdes

alimenticias (emuls&o e fase aquosa) ao longo do armazenamento refrigerado.

Viabilidade Periodo de armazenamento Emulsdo Alimenticia

(dias)
EA 40:60 EA 20:80

Emulsdo” 0 9,00 + 0,22 2 9,35 +0,11 "
1 9,23 +0,18™ 9,14 + 0,25 A%

7 9,25+0,12 " 9,22 +0,19

14 9,22 +0,12 " 9,07 £ 0,11 B

21 9,15+0,19 " 8,81+0,37 "

28 8,92 + 0,46 ™ 8,81 +0,17*°

Fase Aquosa 0 8,70 +0,17 8,97 + 0,29
1 8,69 + 0,52 ™ 8,84 +0,33 "

7 8,79 + 0,17 B 9,19+0,11

14 8,95 + 0,08 ™ 8,84 +0,39 "

21 8,82+ 0,26 ™ 8,57 + 0,90

28 8,63 +0,62 8,48 + 0,20

AP Letras maiusculas distintas, em uma mesma linha, indicam diferencas significativas entre as emulsdes
alimenticias (p<0,05).

2P | etras mindsculas distintas, em uma mesma coluna, indicam diferencas significativas entre os dias de
armazenamento das emuls6es alimenticias (p<0,05).

*Populacdes obtidas para a fase emulsdo: produto analisado integralmente, sem separacgéo de fases.
**Populacbes obtidas para a aquosa: as fases do produto foram separadas e a fase aquosa analisada
separadamente.

Em linhas gerais, para a formulacdo EA 40:60, ndo houve diferenca estatistica
significativa (p>0,05) durante todo o periodo de armazenamento estudado. Para a formulacéo
EA 20:80, houve apenas uma pequena reducdo de 0,54 log UFC/g da viabilidade para a fase
emulsdo ao longo do periodo de armazenamento avaliado (p<0,05). Para a fase aquosa, ambas
as formulacdes apresentaram populacbes de B. animalis Bb-12 acima de 8 log UFC/g durante
todo o periodo de armazenamento refrigerado, sem variacGes estatisticas significativas
(p>0,05). Dessa forma, as pequenas variacdes observadas em cada formulacdo durante o
periodo estudado ndo tiveram significancia microbioldgica, uma vez que todas foram menores
do que 0,5 log UFC/g.

A alta contagem das populacdes de B. animalis Bb-12 nas formulaces possivelmente
se deve a matriz alimentar formada em emulsdes alimenticias de agua em dleo (A/O), do tipo
margarina, manteiga e similares, levando a prote¢do do micro-organismo durante o periodo de
armazenamento estudado. Nestes alimentos, a fase aquosa mistura-se e distribui-se na fase
oleosa (fase continua) durante o processo de emulsificacdo (DELAMARRE & BATT, 1999).



98

Sendo assim, os emulsificantes, juntamente com os cristais de lipidios formados durante a
cristalizacdo, sdo responséaveis por conferir uma estabilizacdo ao produto final (GHOSH &
ROUSSEAU, 2011). Além disso, em condi¢des de anaerobiose, ocorre o retardo do
crescimento de muitos micro-organismos (DELAMARRE & BATT, 1999). No entanto, a
baixa concentragdo de oxigénio em emulsbes A/O parece favorecer a manutencdo da
viabilidade da cepa probittica Bb-12, particularmente por se tratar de um micro-organismo

anaerobio.

A sobrevivéncia de micro-organismos em emulsdes A/O torna-se restrita, devido as
caracteristicas que este tipo de emulsdo apresenta, como baixa atividade de agua, por
exemplo, e, ainda, em virtude da incapacidade de muitos micro-organismos se moverem entre
0s pequenos glébulos e de produzirem lipases (VERRIPS & ZAALBERG, 1980). Porém, o
uso de culturas de Streptococcus lactis, S. cremoris e Betacoccus cremoris na fase aquosa de
margarinas para a producdo de A&cido latico e outros compostos responsaveis pela
palatabilidade foi reportada por HAIGHTON (1976).

Para PEDROZO et al. (2012), a estrutura cristalina formada ap0s o resfriamento e
cristalizacdo das bases gordurosas produzidas a partir de 6leos e gorduras, confere protecdo ao
micro-organismo inserido na matriz lipidica, auxiliando a sua viabilidade no alimento. Outros
estudos sugerem que a sobrevivéncia de micro-organismos em matrizes alimentares em que
hd um maior teor de lipidios justifica-se pela producdo de enzimas lipoliticas por estas
bactérias como foi reportado por YADAV et al. (2007) e ESPIRITO SANTO et al. (2010).
Em ambos os estudos foram observadas mudancas no perfil lipidico, com aumento de &cido

linoleico conjugado em bebidas probioticas adicionadas de bactérias laticas e B. animalis.

3.2.  Micro-organismos indicadores de contaminacdo — bolores e leveduras e

Escherichia coli

Na Tabela 5 encontram-se as contagens de bolores e leveduras, para as formulacGes
EA 40:60 e EA 20:80, ao longo do seu armazenamento refrigerado. Conforme pode ser
constatado na referida tabela, EA 40:60 manteve a populacdo de bolores e leveduras até 14
dias de armazenamento em niveis de <1 e 1,18 log UFC/g, enquanto EA 20:80 obteve valores
entre <1 e 2,24 log UFC/g. Apenas a formulacdo EA 20:80 obteve populacdo de bolores e

leveduras entre 4 e 5 ciclos logaritmos aos 21 e 28 dias.
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Os bolores sdo os principais micro-organismos contaminantes em margarinas e
similares. Possuem a capacidade de transitar pela fase oleosa das emulsbes A/O devido a
presenca de hifas, responsaveis pela sustentacdo e absorcéo de nutrientes (DELAMARRE &
BATT, 1999; PAPAGIANNI, 2004). Em relacdo a E. coli, ndo houve multiplicacdo desse
micro-organismo ao longo do periodo de armazenamento analisado das formulacGes de
emulsdo alimenticia. Apenas alguns géneros de bactérias que possuem a capacidade lipolitica.
Desta forma, em uma emulsdo A/O em que a fase aquosa esteja distribuida uniformemente na
fase oleosa, 0 produto ndo apresentara coalescéncia da fase dispersa, reduzindo entdo, o risco
de contaminagé@o e multiplicacdo de micro-organismos no alimento final (DELAMARRE &
BATT, 1999).

Tabela 5. Valores referentes a contagem de bolores e leveduras (log UFC/g)*, obtidos para as

emulsdes alimenticias refrigeradas, ao longo do seu armazenamento por ate 28 dias.

Periodo de armazenamento (dias)  EA 40:60 EA 20:80

1 <1-1,40 <1-1,95
7 < 1,00 <1-2,22
14 <1-1,18 <1-224
21 <1-1,98 <1-4,09
28 <1-2,60 <1-550

*Valores minimos — maximos das contagens obtidas para todas as amostras analisadas.

3.3.  Sobrevivéncia da B. animalis Bb-12 frente as condicdes gastrointestinais

simuladas in vitro

A sobrevivéncia da cepa probidtica B. animalis Bb-12 nas emulsdes alimenticias
submetidas as condicbes gastricas e entéricas simuladas in vitro apds o armazenamento

refrigerado encontra-se na Figura 1.
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Figura 1. Sobrevivéncia de B. animalis Bb-12 nas emulsdes alimenticias probioticas (EA
40:60 e E2 20:80) durante o armazenamento por 7, 14, 21 e 28 dias (i, ii, iii e iv,

respectivamente) antes (Oh) e durante a exposicdo as condi¢bes gastricas (2 h) e entéricas

simuladas (4 h e 6 h).
AB etras maitsculas distintas representam diferencas significativas entre as fases do ensaio in vitro, para cada

formulagdo (p < 0,05).
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Em ambas as formulacGes estudadas, foram observadas populacGes de B. animalis Bb-
12 satisfatorias durante todo o periodo de armazenamento refrigerado. Apo6s as 6 h de
simulacdo gastrointestinal, a sobrevivéncia foi entre 6 e 7 log UFC/g em todos os periodos
estudados, ocorrendo redugBes na sobrevivéncia do probidtico entre 1,67 e 2,86 ciclos
logaritmos, sendo mais acentuado na formulacdo EA 20:80. Na etapa gastrica (ap6s 2 h de
ensaio) ocorreram reducdes significativas (p<0,05), com médias de 1,37 log UFC/g para a
emulsdo alimenticia EA 40:60 e de 1,39 log UFC/g para a emulsdo alimenticia EA 20:80. J&
para a fase entérica |, quando comparada com a fase anterior (gastrica), na formulacdo EA
40:60, observou-se reducdes significativas (p<0,05) apenas nos dias 7 e 28, com média de
0,75 log UFC/g, enquanto que na formulacdo EA 20:80, as redugdes na sobrevivéncia
ocorreram nos dias 7, 14 e 28, com valor médio de 0,93 log UFC/g.

Em relagdo a fase entérica Il, com excecdo do dia 7 de armazenamento da emulséo
alimenticia EA 20:80, em que houve uma leve recuperacdo da populacdo de bifidobactérias,
os demais dias em ambas as formulagdes as populacdes de B. animalis Bb-12 mantiveram-se
estaveis, ndo apresentando aumento ou reducéo de células viaveis apés a finalizacdo do ensaio
in vitro (p>0,05).

O periodo de armazenamento avaliado ndo influenciou de maneira significativa a taxa
de sobrevivéncia da cepa frente as condi¢des gastrointestinais simuladas (Tabela 6). Para a
emulsdo alimenticia EA 40:60, ndo houve diferenca significativa entre os dias. Porém, no
caso da emulsdo alimenticia EA 20:80, houve uma reducdo apenas no dia 21, mas os dias 7,
14 e 28 ndo diferiram entre si (p>0,05). Comparando-se as emulsfes alimenticias, também
ndo foram observadas diferencas estatisticas significativas (p>0,05), exceto no dia 21, quando
foi observada uma queda na taxa de sobrevivéncia na formulacdo EA 20:80. No entanto, em
outros tipos de matrizes alimentares foram observadas valores menores na taxa de
sobrevivéncia, quando comparado a emulsdo alimenticia do presente estudo. CASAROTTI et
al. (2015) observaram taxa de sobrevivéncia de 67% e 62% para B. animalis Bb-12
incorporada a leite bovino com e sem adicdo de inulina, respectivamente. Sendo assim, a
matriz alimentar das emulsdes alimenticias possivelmente favoreceu a sobrevivéncia do
micro-organismo durante o ensaio de sobrevivéncia, apresentando taxa de sobrevivéncia

acima de 70%.
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Tabela 6. Taxa de sobrevivéncia (%) de B. animalis Bb-12 (média + desvio padréo) frente as

condicBes gastrointestinais simuladas in vitro nas formulagdes de emulsdes alimenticias.

Taxa de sobrevivéncia

Periodo de armazenamento (dias) EA 40:60 EA 20:80
7 81,89 +2,30 4 81,61+ 3,47
14 81,27 +7,49" 77,75 £576 "%
21 80,82 +597" 69,04 +8,84 5
28 80,62 +567"* 7569 + 3,32 A%

AB |etras maiusculas distintas representam diferencas significativas entre as formulagées durante o periodo de
armazenamento. *° Letras minGsculas distintas representam diferencas significativas entre os dias de

armazenamento, para cada formulagéo.

A incorporagdo de B. animalis e sua sobrevivéncia as condi¢bes gastrointestinais
também ja foi reportada em outros estudos (CHARTERIS et al., 1998; MADUREIRA et al.,
2011; BEDANI et al., 2014; KLU & CHEN, 2015). Contudo, o comportamento dos micro-
organismos probidticos em diferentes matrizes alimentares durante o ensaio de sobrevivéncia
pode sofrer alteracdes de acordo com a cepa empregada durante a producdo do alimento
(RANADHEERA et al., 2012). BURITI et al. (2010) observaram reducbes meédias na
populacdo de Lactobacillus acidophilus de 5 log UFC/g em mousses refrigeradas apds o
ensaio in vitro, durante os 28 dias de armazenamento. No presente estudo, foram observadas
reducdes da populacdo de Bb-12 nas emulsdes alimenticias entre 1,60 e 2,88 log UFC/g ap0s

as 6 h de ensaio in vitro durante todo o periodo de armazenamento.

Sendo assim, a alta proporcéo de oleina de palma e baixo teor de gordura do leite na
base gordurosa da formulacdo EA 20:80 influenciaram na contagem final das populactes de
B. animalis Bb-12. Esse fato poderia ser atribuido a menor consisténcia e ponto de fusdo do
produto (dados ndo mostrados). Consequentemente, 0S Mmicro-organismos permaneceram
durante um maior tempo de exposicdo as condicdes de estresse celular, quando comparado a
formulacdo EA 40:60. No entanto, ambas as emulsdes alimenticias aumentaram a
sobrevivéncia da B. animalis Bb-12, quando comparado a cultura isolada e submetida as
mesmas condicBes de estresse. Nessa condicdo, foi relatado que Bb-12 apresentou reducédo de

4 ciclos logaritmos ao final do ensaio in vitro (BEDANI et al., 2013).

Semelhantemente, YONEJIMA et al. (2015) observaram que chocolates com 50% de
componentes de cacau e 20% de componentes do leite, adicionados de L. brevis subsp.
coagulans e L. breves NTMO003, mostraram contribuir para a sobrevivéncia dos micro-

organismos. Apds 2 h de ensaio in vitro simulando as condi¢des gastricas, as populacdes de
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probioticos apresentaram reducdo de apenas 1 log UFC/g, enquanto que a cultura liofilizada
apresentou redugdo de 3 log UFC/g em 05 h de ensaio. Da mesma forma,
ANDRIANTSOANIRINA et al. (2013) observaram reducéo de sobrevivéncia acima de 50%
nas cepas de B. adolescentes, B. bifidum, B. pseudocatenulatum, quando expostos sem a

presenca de uma matriz alimentar.

A incorporacdo de probidticos em manteiga de amendoim e sua sobrevivéncia sob as
condicdes gastrointestinais simuladas foram reportadas por KLU & CHEN (2015). No
entanto, segundo os autores, os diferentes teores totais de lipidios de 50% e de 39,9% nas
formulacbes ndo alterou a sobrevivéncia dos micro-organismos durante e ap6s 0 ensaio in
vitro, ocorrendo perdas de viabilidade semelhantes, de aproximadamente entre 1 e 4 log
UFC/g nas formulac¢des ao longo do ensaio in vitro. Ja para PITINO et al. (2012), a toleréncia
ao estresse acido e entérico das cepas de L. rhamnosus adicionadas em queijo tipo cheddar
pode ser atribuida ao alto teor lipidico e uma matriz mais solida que conferiu estabilidade ao

micro-organismo.

Alguns estudos sugerem que a resisténcia do género Bifidobacterium se deva a
capacidade de adaptacdo de algumas cepas diante do estresse ao pH &cido (JIN et al., 2012),
bem como a sintese de enzimas apos a acidificacdo do meio (MATSUMOTO et al., 2004;
MATTO et al., 2006). Na fase entérica, a resisténcia de B. animalis subsp. lactis Bb-12 pode
estar associada a sua capacidade de resisténcia aos sais biliares. A bile promove uma
complexa resposta sobre as bifidobactérias, envolvendo diversos mecanismos celulares
(RUAS-MADIEDO et al., 2009) como a expressdo de diferentes proteinas (SANCHEZ et al.,
2005) e uso de outros tipos de carboidratos aléem da glicose (RUAS-MADIEDO et al., 2005).

A fim de realizar um comparativo entre 0 método de cultivo em agar seletivo e o
método independente de cultivo, utilizando-se PCR quantitativo (qPCR), aos 35 dias de
armazenamento refrigerado, realizou-se novamente um ensaio in vitro frente as condicoes
gastricas e entéricas simuladas em ambas as emulsdes alimenticias. A quantificacdo do micro-
organismo antes e ap0s os diferentes estagios do ensaio in vitro durante o 35° dia de
armazenamento refrigerado das emulsdes alimenticias e utilizando 3 diferentes metodologias

(agar seletivo, gPCR sem PMA e gPCR com PMA) sdo apresentados na Figura 2.
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Figura 2. Sobrevivéncia de B. animalis subsp. lactis Bb-12 nas emulsdes alimenticias
probidticas (EA 40:60 e EA 20:80) durante o armazenamento por 35 dias (i), e durante a
exposicdo as condicdes gastricas (ii) e entéricas simuladas (iii e iv), através dos métodos
convencional (MRS-LP: agar DeMan-Rogosa-Sharpe, com adicdo de Cloreto de Litio e

Proprionato de Sodio), gPCR com tratamento PMA e sem PMA.
AB |etras maitsculas representam diferencas significativas entre as emulsdes alimenticias, para cada fase.

2P | etras mintsculas representam diferencas entre os métodos, para cada fase.
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A viabilidade para o dia 35 de armazenamento manteve-se acima de 8 log UFC/g nas
emulsdes estudadas. O método PCR sem o uso de PMA apresentou valores superiores aos
valores obtidos pelo método convencional utilizando &gar seletivo para B. animalis Bb-12 e
¢PCR com tratamento de PMA durante todas as fases do ensaio in vitro analisadas. Resultados
semelhantes foram achados por KIM & KO (2012), os quais observaram a deteccdo de mais
de 80% de virus inativado em gPCR sem PMA. Isto porque, mesmo apds a morte celular, a
molécula de DNA pode resistir por dias ou por até 3 semanas, fazendo com que a analise em
gPCR superestimem o nimero de células vivas presentes em uma amostra (NOCKER et al.,
2006).

De modo geral, ndo houve diferenca significativa entre os métodos de semeadura em
agar seletivo e gPCR com PMA para as formulacdes EA 40:60 e EA 20:80. A excecdo
ocorreu para o tempo inicial da formulacdo EA 40:60, em que a sobrevivéncia da B. animalis
Bb-12 utilizando o método convencional (8,67 log UFC/g) foi menor se comparada ao gPCR
com PMA (9,75 log UFC/g) (p<0,05) e para a fase entérica | da formulacdo EA 20:80, em que
a quantificacdo pelo método convencional (6,13 log UFC/g) se mostrou superior ao qPCR
com PMA (5,53 log UFC/g) (p<0,05). A diferenca nas contagens apresentadas para a
formulacdo EA 40:60 pode ser devido a presenca de células viaveis e ndo cultivaveis, mas que
podem se restabelecerem por meio de reparos em seus mecanismos de reposta ao meio em
que se encontram (DAVIS, 2014).

Dessa forma, houve uma correlacdo positiva entre os métodos de semeadura e de
gPCR com tratamento PMA, para avaliacdo da cepa Bb-12, apresentando coeficiente de
correlacdo de Pearson de 0,92 e 0,97 para EA 40:60 e EA 20:80, respectivamente. Os
resultados obtidos no presente estudo sobre a efetividade do uso de gqPCR com tratamento
PMA corroboram com os demais estudos (NOCKER et al., 2006; ANDORRA et al., 2010;
FUJIMOTO & WATANABE, 2013), uma vez que o PMA penetra apenas das células

injuriadas, impedindo que ocorra a amplificacdo do DNA de células mortas.

Ao comparar ambas as emulsdes alimenticias durante a fase inicial, para 0 método
convencional, ndo houve diferenca estatistica significativa (p>0,05). Para as demais fases do
ensaio in vitro, gastrica e entérica Il, a formulacdo EA 40:60 apresentou valores superiores de
0,53 e 0,98 log UFC/g, respectivamente, comparada a EA 20:80. As populagdes obtidas para a
formulacdo EA 40:60 durante o método gPCR com PMA foram maiores do que na
formulacdo EA 20:80, com excecdo apenas para a fase entérica 1l em que a viabilidade ndo

apresentou diferenca estatistica ( p>0,05).



106

Desta forma, a partir dos resultados obtidos por g°PCR com tratamento PMA, p0de-se
observar que a formulacdo EA 40:60 forneceu maior protecéo e estabilidade as popula¢Ges de
B. animalis Bb-12, quando comparados a formulacdo EA 20:80. Possivelmente, a gordura do
leite em maior proporg¢do auxiliou na obtengdo de resultados mais favoraveis. Isto porque a
quantidade diversificada de triacilglicerois que compde a gordura do leite a leva a ter um
comportamento de fusdo complexo, ocorrendo, assim, uma fusdo gradual da rede cristalina
lipidica presente na emulsdo alimenticia (GERMAN & DILLARD, 1998). Dessa forma, a
exposicao das bifidobactérias aos sucos gastrico, pancreatico e a bile tornou-se mais lenta.

Assim como no presente estudo, GARCIA-CAYUELA et al. (2009) também
observaram correlagdo entre 0s métodos de semeadura em agar seletivo e de q°PCR com PMA
durante 28 dias e apds expirado o periodo de armazenamento de leites fermentados
comerciais. Ja no estudo de VILLARREAL et al. (2013) houve discrepancia maiores que 1
ciclo logaritmo entre os métodos de cultivo nas contagens de B. animalis e de L. acidophilus
em queijos petit-suisse. Segundo os autores, em condi¢ces em que ha estresse celular
bacteriano, o uso de métodos de semeadura convencional ndo pode fornecer ferramentas

confidveis para 0 monitoramento da populacao bacteriana.

No entanto, ao contrario do observado no estudo anteriormente citado, o teor lipidico
da emulséo alimenticia protegeu os micro-organismos probioticos, estando estes viaveis para
0 cultivo através da semeadura em agar seletivo, mostrando que este método foi adequado
para avaliar a viabilidade e sobrevivéncia in vitro de Bb-12 ao longo do periodo de
armazenamento da emulsdo alimenticia. Nesse sentido, a escolha do método para a
quantificacdo de micro-organismos probioticos a ser aplicado deve ser meticulosa, levando-se
em consideracdo o estado fisiologico da populacdo bacteriana e os principais objetivos do

estudo.

4. CONCLUSAO

O presente estudo mostrou que em ambas as formulacdes de emulsdo alimenticia
apresentaram populacdes satisfatdrias de B. animalis Bb-12, com valores entre 8 € 9 log
UFC/g durante os 28 dias de armazenamento refrigerado e as diferentes proporcdes de
gordura do leite e oleina de palma ndo afetaram a viabilidade do micro-organismo probiotico.
No entanto, o maior teor de gordura do leite na formulacdo EA 40:60 proporcionou melhor

protecdo ao micro-organismo durante o ensaio de sobrevivéncia in vitro. Houve correlagdo
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positiva entre 0os métodos de semeadura convencional e de gPCR com tratamento PMA, uma
vez que os valores de células viaveis de Bb-12 foram semelhantes em ambos os métodos.
Desta forma, considerando-se os resultados obtidos no presente estudo, a formulagdo EA
40:60 mostrou ser a melhor matriz alimenticia para o emprego de B. animalis Bb-12, uma vez
que apresentou melhor viabilidade e maior sobrevivéncia durante o periodo avaliado. Mais
estudos sdo necessarios para avaliar se o teor lipidico e diferentes 6leos e gorduras utilizados
nas bases gordurosas para a producdo de emulsées A/O podem influenciar na tolerancia dos

micro-organismos probidticos aos ensaios gastrointestinais simulados.
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CONCLUSOES GERAIS DO TRABALHO

No presente estudo, foi possivel avaliar a composicdo fisico-quimica e o
comportamento térmico de misturas simples produzidas a partir de gordura do leite (GL) e
oleina de palma (OP), para que posteriormente se selecionasse as misturas mais adequadas
para a obtencdo de uma emulsdo alimenticia probidtica, adicionada de inulina e
caseinomacropeptideo (CMP) e da cepa probidtica B. animalis subsp. lactis Bb-12.

Baseado nos resultados deste estudo, EA 40:60 pode ser considerada a melhor
formulacdo, pois se encaixa na maioria das caracteristicas desejaveis, como boa aceitacdo
sensorial, melhores parametros tecnoldgicos de consisténcia, composi¢do em &cidos graxos e
de comportamento de cristalizacdo e fusdo. Além da boa viabilidade de B. animalis subsp.
lactis Bb-12 durante o periodo de 28 dias de armazenamento e maior sobrevivéncia deste
micro-organismo, comparado a formulacdo EA 20:80, quando submetido as condigcdes
gastrointestinais simuladas in vitro. Ademais, a formulacdo EA 40:60 quando analisada por
meio de gPCR com tratamento PMA, demonstrou um maior efeito protetor sobre a cepa
probidtica. Desta forma, a gordura do leite aliada aos ingredientes inulina e
caseinomacropeptideo, associados em uma mesma formulacao, reforcam a possibilidade de se
desenvolver uma emulsdo alimenticia com ingredientes diferenciados, com sabor agradavel

proximo ao de manteiga e conferir beneficios a satde pela cepa probidtica B. animalis Bb-12.
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Informagdes para os Membros de Bancas Julgadoras de
Mestrado/Doutorado

1. O candidato fard uma apresentacdo oral do seu trabalho, com duracdo méaxima de
trinta minutos.

2. Os membros da banca fardo a arguicdo oral. Cada examinador dispora, no maximo, de
trinta minutos para arguir o candidato, exclusivamente sobre o tema do trabalho apresentado, e o
candidato disporéa de trinta minutos para sua resposta.

2.1. Com a devida anuéncia das partes (examinador e candidato), é facultada a arguicéo
na forma de dialogo em até sessenta minutos por examinador.

3. Asessdo de defesa sera aberta ao publico.
4. Terminada a arguicdo por todos os membros da banca, a mesma se reunira
reservadamente e expressara na ata (relatorio de defesa) a aprovacgéo ou reprovacgédo do candidato,

baseando-se no trabalho escrito e na arglicéo.

4.1.Caso algum membro da banca reprove o candidato, a Comissdo Julgadora devera
emitir um parecer a ser escrito em campo exclusivamente indicado na ata.

4.2. Sera considerado aprovado o aluno que obtiver aprovacdo por unanimidade ou pela
maioria da banca.

5. Dduvidas poderdo ser esclarecidas junto a Secretaria de Pos-Graduacéo:
pafarma@usp.br, (11) 3091 3621.
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DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 959.264
Data da Relatoria: 23/03/2015

Apresentagéo do Projeto:

O presente trabalho tem por objetivo melhorar as caracteristicas sensoriais de uma margarina probié6tica
previamente desenvolvida pelo grupo de pesquisa, elaborada com a cepa probidtica Bifidobacterium
animalis Bb-12, inulina e concentrado de caseina (caseinamacropeptideo — CMP), bem como caracterizar e
avaliar a aceitabilidade do produto sob o ponto de vista sensorial, suas caracterisficas fisico-quimicas e de
textura instrumental, durante seu armazenamento refrigerado, e verificar a viabilidade da cepa probiética

incorporada a margarina e a sua sobrevivéncia in vitro a condi¢des que simulam o trato gasfrintestinal.

Serdo preparadas 6 misturas binarias de gordura do leite (x1) e oleina de palma (x2) em diferentes
proporgdes, sendo que duas amostras representardo os componentes isoladamente e quatro seréo
formadas por misturas binarias. Entre essas 6 amostras, serdo selecionadas 2 bases gordurosas para a
produg@o de margarinas contendo cultura probiética Bifidobacterium animalis Bb-12, inulina (2%) e
concentrado de caseina (1%). A selecdo dessas bases sera feita pela comparagéo de seus perfis de fus&o
com perfis de bases gordurosas que compdem margarinas comerciais, de acordo com a literatura. Para a
caracterizagéo das bases gordurosas, serao determinados o indice de acidez por titulagdo, a composigdo
em é&cidos graxos por cromatografia gasosa, a consisténcia por andlise de textura e os comportamentos de
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probiética de Bifidobacterium animalis Bb-12 incorporada a margarina e sua resisténcia as condigdes
gastricas e entéricas simuladas in vitro no produto durante o seu armazenamento.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Nao foram encontradas evidéncias de risco ou desconforto relacionado a analise sensorial em estudos deste
tipo, com alimentos contendo microorganismos que contribuem para fungéo intestinal e fibras alimentares
solveis nas proporgdes adicionadas & este produto. Os demais ingredientes sao reconhecidamente
seguros, os possiveis desconfortos s&@o minimos.

Beneficios:

Os participantes estardo contribuindo de forma voluntaria para o desenvolvimento de uma dissertacéo de
mestrado que contribuira para o desenvolvimento de um produto que podera promover efeitos benéficos aos
consumidores através de ingredientes bioativos (possuem fungGes especificas) que ira confribuir para
melhorar a qualidade de vida e bem-estar da populacao.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

O projeto trata de uma anélise sensorial de uma margarina probiética contendo cultura probidtica
Bifidobacterium animalis Bb-12, com a adigéo de inulina (2%) e concentrado de caseina (1%). Esta bem
escrito e embasado em literatura da 4rea tendo uma proposta de melhorar o produto pela introdug&o de
elementos que possam promover um efeito benéfico aos consumidores. E uma das linhas de pesquisa da
proponente que tem desenvolvido outros projetos similares.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatéria:

O TCLE esta dentro dos padrdes para este fipo de estudo sensorial, & escrito sob forma de convite ao
participante de pesquisa, deixando claro a sua participagéo voluntaria e sigilosa. Estao presentes os
procedimentos e responsabilidades em caso de qualquer desconforto do participante.
Recomendagdes:

Recomenda-se a aprovacéo do projeto de pesquisa.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

Né&o ha inadequagdes.

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:
Néo
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Consideragées Finais a critério do CEP:
Este CEP entende que o projeto pode ser aprovado.

SAO PAULO, 23 de Fevereiro de 2015

Assinado por:
Mauricio Yonamine
(Coordenador)
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