UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Programa de Pds-Graduacdo em Tecnologia Bioguimico-Farmacéutica
Area de Tecnologia de Alimentos

Desenvolvimento de sorvete simbiotico de maca e avaliacdo do efeito
dos ingredientes na sobrevivéncia dos probioticos no produto e in
vitro, utilizando técnicas dependentes e independentes de cultivo

Natalia Silva Matias

Sao Paulo
2015






UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Programa de Pds-Graduacdo em Tecnologia Bioguimico-Farmacéutica
Area de Tecnologia de Alimentos

Desenvolvimento de sorvete simbiotico de maca e avaliacdo do efeito
dos ingredientes na sobrevivéncia dos probioticos no produto e in
vitro, utilizando técnicas dependentes e independentes de cultivo

Natalia Silva Matias

Versdo corrigida da Tese conforme resolugdo CoPGr 6018.

O original encontra-se disponivel no Servico de Pds Graduacdo da FCF/USP.

Tese para obtencdo do Titulo de DOUTOR

Orientadora: Prof.? Dr.* Susana Marta Isay Saad

Sao Pulo
2015



Ficha Catalografica
Elaborada pela Divisdo de Biblioteca ¢
Documentagio do Conjunto das Quimicas da USP.

M433d

Matias, Natalia Silva

Desenvolvimento de sorvete simbidtico de magd e avaliagdo do
efeito dos ingredientes na sobrevivéncia dos probidticos no produto
e in vitro, utilizando técnicas dependentes e independentes de cultivo
/ Natalia Silva Matias. -- Sdo Paulo, 2015.

111p.

Tese (doutorado) - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade de Sio Paulo. Departamento de Tecnologia
Bioquimico-Farmacéutica.

Orientador: Saad, Susana Marta Isay

1. Alimentos : Processamento : Tecnologia 2. Sorvete 3. Alimentos
funcionais I. T. II. Saad, Susana Marta Isay, orientador.

664 CDD




NATALIA SILVA MATIAS

Desenvolvimento de sorvete simbidtico de macé e avaliagdo do efeito dos ingredientes na
sobrevivéncia dos probidticos no produto e in vitro, utilizando técnicas dependentes e

independentes de cultivo

Comissao Julgadora
da
Tese para obtencdo do grau de Doutor

Prof.® Dr.? Susana Marta Isay Saad
orientador/presidente

1° examinador

29 examinador

3° examinador

4° examinador

Sédo Paulo,

de 2015.












AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus, pelas oportunidades e por sua graca que permitiram que eu pudesse
chegar até aqui, suportando todas as adversidades. Nele esta a minha forca!

A0S meus pais e aos meus irmdos, pelo imenso amor e carinho, pelo incentivo e
oragoes.

Ao Rogerio, pelo carinho, dedicacdo, apoio, compreensdo na angustia e suporte em
momentos dificeis.

A Prof2 Dr.2 Susana Marta Isay Saad, por me orientar, auxiliar e ensinar, contribuindo
para meu crescimento cientifico e intelectual.

A Ragquel Bedani, pela amizade e por todo auxilio durante a realizacio deste trabalho!

Aos companheiros de laboratério Diogo, Marina Gomes, Fernanda, Marina Padilha,
Mayra, Marcela, Douglas, Felipe.

A Prof2 Dr2 Inar Alves de Castro pela colaboragdo na realizacio das analises
estatisticas.

A Yasumi pelo apoio no fornecimento das amostras de suco de maca da Yakult.

Aos colegas do departamento pela convivéncia.

Ao Nilton, ao Alexandre e a Ivani pelo auxilio, pela prontiddo em ajudar, pelos
momentos de descontracdo, conversas e risadas do dia a dia.

Aos funcionarios do departamento de Tecnologia Bioguimico-Farmacéutica, Mirian,
Elza, Juarez, Gledson, Tania e Rose. Aos funcionarios da informaética, pelo suporte técnico.

A Katia e D. Lucia pelo auxilio no Laboratério de Microbiologia de Alimentos.

A Fundacio de Amparo & Pesquisa do Estado de S&o Paulo, pela concessdo da bolsa de
doutorado e pelo apoio financeiro para a realizacdo desta pesquisa (Processos 2011/12981-0 e
2013/50506-8).

A CAPES e CNPq.

AYakult que forneceu o suco de maga concentrado sem aditivos.

As empresas Duas Rodas, Agropalma, e Danisco pelo fornecimento de parte dos
ingredientes utilizados neste trabalho.

A todos que direta ou indiretamente colaboraram para a finalizacdo deste trabalho.






Quanto melhor é adquirir a sabedoria do que o
ouro! e quanto mais excelente € escolher o
entendimento do que a pratal

Provérbios 16:16






RESUMO

MATIAS, N. S. Desenvolvimento de sorvete simbiotico de maca e avaliacdo do efeito dos
ingredientes na sobrevivéncia dos probidticos no produto e in vitro, utilizando técnicas
dependentes e independentes de cultivo. 2015. Tese (Doutorado) Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2015.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da substituicao total ou parcial do leite (M-x;)
por extrato de soja (S-x2) e/ou WPI combinado com inulina (Pl-x3) em formulagdes de sorvete
simbiotico de maca sobre a viabilidade e sobrevivéncia de L. acidophilus La-5 e B. animalis
Bb-12 através de condigbes gastrointestinais simuladas in vitro e monitorar mudancas
morfologicas das células durante periodos de estresse gastrointestinal em uma das
formulacdes, bem como investigar caracteristicas tecnoldgicas (overrun, taxa de derretimento
e dureza instrumental) e aceitacdo sensorial. Para este fim, um desenho experimental para
misturas simples (simplex-centroid) foi utilizado, incluindo um ponto axial, utilizando
diferentes proporcdes de X3, X», X3. Foram estudadas oito formulagfes de sorvete simbidtico de
macd durante o armazenamento congelado por até 84 dias. Os sorvetes mostraram-se
satisfatorios como veiculos para La-5 e Bb-12 (cerca de 7,5 log ufc/g), mesmo ao final do
periodo de 84 dias de armazenamento a -18 °C. Em todas as formulagdes, a analise por gPCR
combinada com o uso de propidium monoazide (PMA-gPCR) evidenciou que os probioticos
resistiram ao ensaio in vitro, com niveis significativos de sobrevivéncia, atingindo taxas de
sobrevivéncia superiores a 50%. Além disso, imagens de microscopia eletronica de varredura
evidenciaram células com diferencas morfoldgicas, sugerindo alteracdes fisiologicas em
resposta ao estresse induzido durante o ensaio in vitro. Um modelo linear e um especial
cubico foram obtidos para os parametros de overrun e de dureza, respectivamente, mostrando
que os fatores leite, extrato de soja e isolado proteico de soro + inulina influenciaram
fortemente esses pardmetros tecnoldgicos. No entanto, a taxa de derretimento foi pouco
afetada por tais fatores. O modelo especial cubico mostrou que a interacdo binaria (S-PI) e
ternaria (M-S-PI) resultou em maiores valores de dureza. Para este pardmetro especifico, a
combinacdo recomendada dos ingredientes é de 3,7% de leite em p06, 1,3% de extrato de soja
e 50% Pl. Os escores médios de aceitabilidade sensorial variaram de 56 a 8,0. A
aceitabilidade geral do sorvete produzido apenas com o Pl foi menor quando comparada a ao
sorvete de leite (M), embora uma grande frequéncia de escores tenha sido observada na area
da escala compreendendo as opinides "gostei ligeiramente" (escore 6) e "gostei
extremamente” (escore 9) para todas as formulacGes de sorvete avaliadas. Apesar de todas as
formulacBes terem conferido resisténcia as cepas sob estresse, a variagdo encontrada na
sobrevivéncia de La-5 e Bb-12 sugere que a toleréncia é, de fato, afetada pela escolha da
matriz alimentar. Os resultados também mostraram que, além de ser um alimento nutritivo, as
formulacGes de sorvete que tiveram a substituicdo parcial do leite em pd poderiam assegurar
aos consumidores um produto funcional com baixo teor de lactose, enquanto sorvetes sem
leite em pd oferecem um alimento funcional sem lactose.

Palavras-chave: alimentos funcionais, probiotico, quantificacdo independente de cultivo,
MEV, avaliacdo sensorial, textura instrumental.






ABSTRACT

MATIAS, N. S. Development of synbiotic apple ice-cream and effect of ingredients on
probiotics survival in the product and in vitro, using culture-dependent and culture-
independent techniques.2015. Tese (Doutorado) Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2015.

The aim of this study was to assess the effect of the total or partial replacement of milk (M-X1)
by soy extract (S-x7), and/or WPI combined with inulin (PI-x3) in synbiotic apple ice cream
formulations on the viability and survival of L. acidophilus La-5 and B. animalis Bb-12
through in vitro simulated gastrointestinal (GI) conditions and to monitor cells morphological
changes during gastrointestinal stress in one of the formulations, as well as investigating
technological features (overrun, meltdown rate, instrumental hardness) and sensory
acceptability. For this purpose, an experimental design for simple mixtures (simplex-centroid)
was used including an axial point, using different proportions of X3 X, X3. Eight formulations
of synbiotic apple ice cream were studied during frozen storage for up to 84 days. The ice
creams showed to be satisfactory vehicles for La-5 and Bb-12 (populations around 7.5 log
cfu/g), even after the whole storage period (84 days/-18°C). In all formulations, the propidium
monoazide qPCR (PMA-gPCR) analysis evidenced that probiotics could resist to the in vitro
Gl assay, with significant survival levels, achieving survival rates exceeding 50%.
Additionally, scanning electron microscopy images evidenced cells with morphological
differences, suggesting physiological changes in response to the induced stress during the in
vitro assay. A linear and a special cubic models were obtained for the overrun and hardness
parameters showing that factors milk, soy extract, and whey protein isolate + inulin strongly
influenced these technological parameters. However meltdown rate was slightly affected by
the factors studied. The special cubic model showed that the binary (S-PI) and tertiary (M-S-
P1) interactions resulted in higher hardness values. For this specific parameter, combination of
the factors is recommended to be 3.7% milk, 1.3% soy extract, and 5.0% PI. The sensory
acceptability mean scores ranged from 5.6 to 8.0. The overall acceptability of the ice cream
produced only with PIn was lower when compared to milk based ice cream (M), even though
a high frequency of scores was observed in the scale area comprising the opinions "liked
slightly" (score 6) and "liked extremely" (score 9) for all ice cream formulations evaluated.
Although all formulations provided resistance to the probiotic strains under Gl stress, the
variation found in La-5 and Bb-12 survival suggests that Gl tolerance is indeed affected by
the choice of the food matrix. The results also showed that, besides being a nutritious food,
the ice cream formulations that had the partial replacement of milk powder could assure
consumers a functional product with low content of lactose, whereas ice creams with no milk
powder offer a lactose-free functional food.

Keywords: functional food, probiotic, culture independent quantification, SEM, sensory
evaluation, instrumental texture.
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INTRODUCAO

A demanda por alimentos que fornecam beneficios a saude de forma a reduzir o risco
do aparecimento de doencas e que supram as necessidades nutricionais do organismo € cada
vez mais evidente. A incorporacdo de micro-organismos probidticos e ingredientes
prebidticos aos alimentos pode agregar valor aos produtos e oferecer os beneficios dos
alimentos funcionais se incluidos diariamente na dieta. O sorvete é uma excelente fonte de
energia e, apesar de conter aglUcares e gorduras, é geralmente considerado um alimento
nutritivo, uma vez que contém leite e frutas em sua formulacdo (GOFF; HARTEL, 2013).

Os ingredientes da matriz alimenticia podem influenciar a viabilidade dos probidticos
no produto e durante a digestdo. Ensaios de simulacdo gastrintestinal in vitro tém sido
desenvolvidos e aplicados para avaliar a resisténcia e o desempenho de cepas probidticas
como cultura pura, em diferentes matrizes alimentares ou na forma encapsulada (BEDANI et
al., 2014; CHAMPAGNE et al, 2015).

A quantificagdo dos micro-organismos presentes no alimento ou nas amostras
submetidas a simulacdo gastrintestinal in vitro pode ser feita por métodos dependentes
(cultura em placa) ou independentes de cultivo (utilizando técnicas de biologia molecular). A
Reacdo em Cadeia da Polimerase quantitativa (QPCR) ou PCR em tempo real permite a
deteccdo rapida e especifica do DNA total em uma amostra, incluindo as células nao viaveis,
e portanto ndo se distingue células mortas e vivas. O tratamento com reagentes intercalantes
de DNA, como o PMA (propidium monoazide), facilita a exclusdo de resultados de falsos
positivos resultantes da amplificacdo do DNA de células mortas. O mecanismo de acdo do
PMA consiste na sua ligacdo ao DNA de células cujas membranas foram danificadas e,
consequentemente, a amplificagdo do DNA dessas células ndo ocorre, sendo quantificado
apenas 0 DNA de células viaveis, mesmo que estas estejam em um estado ndo cultivavel
(GENSBERGER et al., 2014; NOCKER et al., 2009). O uso dessa técnica € importante para a
quantificagdo de probidticos submetidos a estresse. E o que ocorre no caso dos ensaios de
simulacdo gastrintestinal in vitro, pois permite uma quantificacdo mais sensivel e confiavel,
uma vez que o cultivo em placa pode subestimar a populacdo de bactérias e o PCR tradicional
pode superestimar tal populagéo.

A incorporacéo de leite, extrato de soja ou proteina isolada do soro de leite combinada
com inulina, além de suco de fruta, probidticos e FOS a sorvetes é promissora, com o objetivo
de atender as expectativas dos consumidores, tanto nutricional quanto sensorialmente.

Diferentes combinagOes desses ingredientes podem resultar em modificagbes sensoriais e
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nutricionais e, principalmente, nas caracteristicas fisico-quimicas dos sorvetes, tais como
incorporagéo de ar, taxa de derretimento e textura e, ainda, na viabilidade e resisténcia dos

probidticos no produto e sob condi¢des de digestdo simulada in vitro.

Esta Tese divide-se em trés capitulos:

Capitulo 1: “Revisao de Literatura”. Visa abordar os principais temas envolvidos no trabalho,

apresentando o embasamento bibliogréfico.

Capitulo 2: “Survival of Lactobacillus acidophilus La-5 and Bifidobacterium animalis Bb-12
in synbiotic apple (Malus domestica Borkhausen) ice creams under in vitro gastrointestinal
conditions assessed by propidium monoazide gPCR”. Esse capitulo foi elaborado na forma de
artigo cientifico. Os principais objetivos desse capitulo foram avaliar a viabilidade dos micro-
organismos probidticos nas formulacdes de sorvete (empregando-se técnicas dependentes de
cultivo) e a sobrevivéncia destes micro-organismos no produto submetido ao estresse
gastrintestinal in vitro (empregando-se técnicas independentes de cultivo), além de monitorar
alteraces morfoldgicas nas células durante as etapas de digestdo simulada, com a aplicacéo
de técnicas de microscopia eletronica de varredura (MEV).

Capitulo 3: “Technological features and sensory acceptance of synbiotic apple ice creams
developed with replacement of milk by soymilk and whey protein isolate combined with
inulin”. Esse capitulo foi elaborado na forma de artigo para ser submetido ao periédico Food
Chemistry e teve como objetivo avaliar os efeitos dos ingredientes sobre as caracteristicas
tecnoldgicas (overrun, taxa de derretimento e dureza instrumental) e aceitabilidade geral dos

sorvetes simbidticos de maca.
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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1 Alimentos funcionais

A crescente preocupacdo com a saude e o interesse no bem estar fisico sdo as principais
razBes para 0 aumento do consumo de alimentos que garantem beneficios a satde. Nos ultimos
anos, o alimento ndo € visto apenas como um veiculo de nutrientes essenciais para assegurar 0
crescimento e 0 bom desenvolvimento do organismo, mas como uma via para melhorar o bem
estar e a saude (HASLER; BROWN, 2009).

O consumidor entende que alimentacdo saudavel envolve a escolha de alimentos que,
ao mesmo tempo, sdo capazes de fornecer 0s nutrientes necessarios ao organismo e minimizar
o0 risco de doencas como hipertensdo, diabetes, osteoporose, doencas cardiovasculares, entre
outras. Durante os ultimos 60 anos, alimentos com atributos de saude tornaram-se cada vez
mais importantes e os estudos indicam que os consumidores ddo igual peso para atributos de
salde e sensoriais no momento da escolha dos produtos alimenticios (CODRON et al., 2005).

Os produtos lacteos fermentados por bactérias laticas, tais como cepas do género
Lactobacillus e Bifidobacterium, enriquecidos com FOS (fruto-oligossacarideos) ou inulina,
surgiram no mercado de alimentos ha mais de 10 anos (SAAD et al., 2013). Estima-se que em
2013 o mercado global de probidticos movimentou US $ 62,7 bi e deve chegar a US $ 96 bi
em 2020, a uma taxa de aumento de 7,4% ao ano (TRANSPARENCY MARKET
RESEARCH, 2015). Como consequéncia de seus beneficios a salde, bactérias probidticas sao
um componente importante da industria de alimentos lacteos e funcionais, contribuindo para
um mercado de bilhdes de dolares (O’FLAHERTY; KLAENHAMMER, 2010). Assim, o
namero de produtos alimenticios contendo esses micro-organismos “promotores de saude”

encontra-se em expanséo.

1.2 A microbiota gastrintestinal

A microbiota humana é um ecossistema complexo e usualmente estavel, muito
importante para o hospedeiro, no sentido de possibilitar a ocorréncia de varias fungdes
metabdlicas e resisténcia a infecgdes bacterianas. A composicéo desse ecossistema bacteriano
¢ dindmica e passivel as mudancas impulsionadas por fatores dietéticos e por diversas
condi¢des de doencas. Portanto, componentes da microbiota intestinal ou micro-organismos
estabelecidos no intestino podem ter tanto efeitos nocivos como benéficos a saude humana
(CANI; DELZENNE, 2011; SALMINEN; ISOLAURI, 2006; LAPARRA; SANZ, 2010).
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Inicialmente, o trato gastrintestinal do recém-nascido é estéril, mas torna-se
imediatamente colonizado ap6s o nascimento: 0s recém-nascidos de parto normal séo
colonizados por micro-organismos, principalmente da microbiota vaginal (constituida por
uma populacéo de espéecies de Lactobacillus maior que 50%, dentre todas as bactérias) e
intestinal da mée, enquanto os que nascem de parto cesariano sdo colonizados principalmente
com a microbiota ambiental (BIASUCCI et al.,, 2010; DI MAURO et al., 2013;
DOMINGUEZ-BELLO et al., 2011).

Nos recém-nascidos, a microbiota é composta relativamente por poucas espécies e
linhagens, mas a diversidade aumenta rapidamente (embora com um consideravel grau de
instabilidade), evoluindo para uma microbiota semelhante a do individuo adulto durante os
primeiros 24 meses de vida (DOMINGUEZ-BELLO et al., 2011; LAPARRA; SANZ, 2010).
No individuo adulto, embora o intestino abrigue uma combinacao de espécies predominantes,
a composicdo da microbiota intestinal pode se alterar com o estilo de vida, com a dieta e idade
(O’HARA; SHANAHAN, 2007). Por isso, torna-se interessante o consumo de alimentos que
contenham culturas de bactérias probioticas ou ingredientes que estimulem a multiplicacao
desses micro-organismos, em detrimento a proliferacdo de bactérias potencialmente
prejudiciais, reforcando os mecanismos naturais de defesa do hospedeiro (PUUPPONEN-
PIMIA et al., 2002), uma vez que varios estudos tém indicado um efeito protetor dos
lactobacilos contra patdgenos potenciais no trato gastrintestinal (HANNINEN; SEN, 2008).
Adicionalmente, algumas evidéncias sugerem que modificagdes na composicdo da microbiota
podem gerar efeitos benéficos na prevencdo de algumas doencas (REID, 2008; SOETERS,
2008) ou impedir que micro-organismos potencialmente patogénicos nela presentes exercam
os seus efeitos (SAAD, 2006).

1.3 Probioticos, prebioticos e simbidticos

Probidticos séo definidos atualmente como micro-organismos vivos que, quando
administrados em quantidades adequadas, conferem um beneficio a salde do hospedeiro
(HILL et al., 2014). Os principais probidticos estudados e utilizados sdo as bactérias que
pertencem aos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium (O’FLAHERTY; KLAENHAMMER,
2010; ROSS et al., 2010; RAMASAMY et al., 2012; SHARMA; DEVI, 2014).

Os lactobacilos sdo tradicionalmente utilizados na producdo de alimentos lacteos
fermentados, porém a adi¢do de bifidobactérias aos alimentos € uma pratica mais recente.

Esses micro-organismos séo geralmente resistentes a bile e aos acidos, sendo encontrados
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naturalmente no trato gastrintestinal, constituindo parte da microbiota normal (O’FLAHERTY
KLAENHAMMER, 2010; STOLAKI et al., 2012).

Para que os efeitos benéficos sejam verificados, uma populagédo suficiente de micro-
organismos viaveis deve estar presente durante toda a vida de prateleira do produto. Além
disso, candidatos a cepas probidticas devem possuir tragos positivos bem caracterizados, tais
como a resisténcia a acidez gastrica e a toxicidade da bile, a capacidade de colonizar
transitoriamente o trato gastrintestinal, a capacidade de inibir patogenos intestinais ou a
capacidade de modular o sistema imunoldgico (SANCHEZ et al., 2009).

Os prebidticos, por sua vez, sdo definidos como “ingredientes seletivamente
fermentaveis que permitem modificacdes especificas na composicdo e/ou na atividade da
microbiota gastrintestinal que resultam em beneficios ao bem estar e a satide do hospedeiro”
(GIBSON et al., 2004; RASTALL; GIBSON, 2015; ROBERFROID, 2007; WELLS,
SAULNIER; GIBSON, 2008). Tais ingredientes podem ser adicionados a alimentos
industrializados e serem combinados com probidticos para a producdo de um alimento
simbiodtico (HAMILTON-MILLER, 2004). A definicdo para simbidtico, por sua vez, inclui
duas abordagens: complementaridade e sinergia. Nos produtos simbio6ticos complementares, o
probidtico é escolhido com base nos efeitos benéficos sobre o hospedeiro, independentemente
do prebidtico escolhido, para aumentar seletivamente a concentracdo de micro-organismos
benéficos ja presentes no trato gastrintestinal. J& nos sinérgicos, o prebidtico é escolhido
especificamente para estimular a multiplicacdo e a atividade do probidtico selecionado para a
adicdo no produto, contribuindo, assim, para a sua sobrevivéncia no trato gastrintestinal (SU;
HENRIKSSON; MITCHELL, 2007; KOLIDA; GIBSON, 2011).

O desenvolvimento de alimentos com doses adequadas de probi6ticos no momento do
consumo é um desafio, pois varios fatores durante o processamento e armazenamento afetam a
viabilidade dos micro-organismos (TRIPATHI; GIRI, 2014). Alteracdes favoraveis na
composi¢do da microbiota intestinal foram observadas com doses de 100 g de produto
alimenticio contendo 10° unidades formadoras de coldnias (ufc) de micro-organismos
probidticos (10" ufc g de produto). Sendo assim, recomenda-se que a porcao diaria de produto
alimentar contenha de 10% a 10° ufc para que exerca seus efeitos terapéuticos. Porém, valores
menores que esses podem ser administrados, desde que o fabricante comprove a eficacia do
produto e de seus efeitos terapéuticos (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA, 2008). Além disso, é de fundamental importancia considerar a somatoria dos
micro-organismos viaveis ingeridos nos diversos produtos probioticos consumidos ao longo do
dia (KOMATSU; BURITI; SAAD, 2008). No entanto, de acordo com Martinez, Bedani e Saad
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(2015), ndo é facil determinar a quantidade ideal de micro-organismos probiéticos a ser
administrada, uma vez que esta pode variar em funcdo da cepa utilizada e do efeito desejado
sobre a satde do hospedeiro.

Os beneficios a satde do hospedeiro atribuidos a ingestdo de culturas probioticas que
mais se destacam s&o: modulacdo da microbiota intestinal, estabilizacdo da microbiota
intestinal ap6s o0 uso de antibioticos, promocgédo da resisténcia gastrintestinal a colonizacao por
patogenos, diminuicdo da populacdo de patdgenos por meio da producdo de acidos acético e
latico e de outros compostos antimicrobianos, promocéo da digestdo da lactose em individuos
intolerantes a lactose devido a producdo de B-galactosidase, estimulacdo do sistema imune,
alivio da constipacdo, prevencao de diarréia, aumento da absor¢do de minerais e producdo de
vitaminas. Outros possiveis efeitos incluem a reducdo do colesterol, a modulacdo de reagdes
alérgicas, a melhoria da saude urogenital feminina e a prevencdo do cancer de colon (FOOKS;
FULLER; GIBSON, 1999; HEKMAT; SOLTANI; REID, 2009; KWAN et al., 2012; LYRA,
LAHTINEN; OUWEHAND, 2012; NEISH, 2009; ROBERFROID, 2000; SAAD, 2006;
SAAD; BEDANI; MAMIZUKA, 2011; SANDERS; DOUGLAS, 2008). E importante ressaltar
que os efeito benéficos dos probidticos sdo amplamente dependentes da sua capacidade de
atingir o seu local de acdo apropriado, geralmente o intestino distal, em estado vidvel e em
populagdes suficientes (KENT; DOHERTY, 2014).

As pesquisas envolvendo prebioticos estdo sendo direcionadas no sentido de identificar
aspectos de saude associados a sua utilizacdo, o que inclui a reducdo da diarreia, a modulacédo
da resposta imune e o incremento na biodisponibilidade mineral (RASTALL; GIBSON, 2015).

1.4 Os ingredientes prebidticos inulina e fruto-oligossacarideos

Os principais prebidticos conhecidos atualmente sdo os carboidratos ndo digeriveis fruto-
oligossacarideos  (FOS), inulina, galacto-oligossacarideos (GOS), trans-galacto-
oligossacarideos (TOS) e lactulose. No entanto, a maioria dos dados disponiveis na literatura
cientifica sobre efeitos prebidticos € relacionada a inulina e FOS (MARTINEZ; BEDANI;
SAAD, 2015). Embora o critério de ndo-digestibilidade tenha sido excluido das mais recentes
definicbes de prebioticos, estas fibras ndo devem ser digeriveis por enzimas humanas ou
devem ser apenas parcialmente digeriveis, a fim de atingirem, em quantidades adequadas,
segmentos mais distantes do trato gastrintestinal (KOLIDA; GIBSON, 2011).

A guantidade minima diaria recomendada de inulina ou oligofrutose na porc¢ao do produto
alimentar para a alegagédo de efeito prebidtico é de 3 g se o alimento for solido ou 1,5 g se 0
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alimento for liquido (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2008). Com o
intuito de assegurar um efeito continuo, os prebio6ticos devem ser consumidos diariamente, tal
como no caso dos probidticos.

A inulina é composta por cadeias de frutose cujas ligacbes frutosil-frutose B (2-1) nédo
podem ser metabolizadas pelos seres humanos (MEYER et al., 2011). O comprimento da
cadeia varia de 2 a 60 mondmeros, mas a inulina contendo até 10 unidades de frutose &,
também, referida como oligofrutose. A inulina é amplamente utilizada na industria de
alimentos para modificar textura, substituir a gordura ou como adocante de baixa caloria, além
de ter inimeras aplicacfes na area farmacéutica, uma vez que seu maior comprimento de
cadeia a torna farmaceuticamente mais Util do que a oligofrutose (MENSINK et al., 2015).

Os mecanismos pelos quais os prebidticos promovem crescimento especifico de
bifidobactérias no intestino ainda ndo estdo claros. No entanto, algumas hipdteses podem ser
citadas: bifidobactérias podem usar uma variedade de oligossacarideos e carboidratos
complexos como fontes de carbono e energia; bifidobactérias tem taxas de crescimento mais
elevadas na presenca de varios oligossacarideos ndo digeriveis, quando comparadas as
bactérias putrefativas ou potencialmente patogénicas no ambiente do intestino; bifidobactérias
parecem metabolizar fontes de prebidticos de uma forma mais eficiente do que outros géneros
de bactérias, tais como Lactobacillus, Bacteroides e Eubacteria (MARTINEZ; BEDANI,
SAAD, 2015).

A inulina e a oligofrutose estdo presentes em quantidades significativas em muitas frutas e
vegetais comestiveis, incluindo trigo, cebola, chicéria, alho, alho-poro, alcachofra e banana. A
maioria das evidéncias sobre os potenciais beneficios a satde fornecidos pelos prebiéticos é
derivada de estudos experimentais em animais e testes em humanos em um numero reduzido
de individuos (QUIGLEY, 2010). Resultados indicam que esses frutanos foram bem tolerados
com o consumo de até 20 g por dia (CARABIN; FLAMM, 1999). Por outro lado, dosagens de
20 a 40g por dia de inulina administrada para idosos com constipacdo levaram a um efeito
laxativo (VAN DOKKUM et al., 1999). Adicionalmente, os resultados obtidos por Costabileet
al. (2010) demonstraram que a ingestdo de 10 g/dia de inulina de cadeia longa foi capaz de
aumentar significativamente a populacdo de bifidobactérias e lactobacilos recuperados nas
fezes de individuos saudaveis.

A inulina é predominantemente isolada da raiz de chicdria. O processo de isolamento
consiste basicamente de trés passos: extracdo de componentes solGveis em &gua a partir de raiz
de chicdria, purificacdo para remover impurezas (ou, opcionalmente, separar inulinas com

baixo grau de polimerizacéo) e secagem por pulverizacdo (spray dryer). A purificacdo é feita
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principalmente por meio da utilizagéo da diferenca de solubilidade das fragdes presentes nos
extratos (MENSINK et al., 2015).

1.5 Lactobacillus acidophilus La-5 e Bifidobacterium animalis Bb-12

Diversas linhagens de lactobacilos e bifidobactérias tém sido comercialmente utilizadas
como probidticos. No entanto, € importante que as cepas probidticas sejam bem
caracterizadas nos alimentos antes de sua comercializacdo ou utilizacgdo (SANDERS;
KLAENHAMMER, 2001).

Lactobacillus acidophilus La-5 and Bifidobacterium animalis Bb-12 sdo cepas probioticas
de propriedade da Christian Hansen (Dinamarca) que possuem efeitos benéficos a saude e,
por este motivo, sdo amplamente comercializadas e empregadas em alimentos probidticos
(JUNGERSEN et al., 2014).

Evidéncias sugerem que a associacdo entre La- 5 e Bb-12 pode reduzir a duragdo da
indisposicdo gastrica (DE VRESE et al., 2011) ou favorecer a recolonizardo da microbiota
intestinal (NORD et al., 1997). Adicionalmente, em estudo realizado por Wang et al. (2004), a
ingestdo regular de iogurte contendo La- 5 e Bb-12 suprimiu efetivamente a infeccdo por
Helicobacter pylori em humanos.

Em geral, La-5 e Bb-12 apresentam viabilidade satisfatéria e ndo resultam em aspectos

sensoriais ou mesmo nutricionais indesejaveis (MEIRA et al., 2015).

1.6 Proteinas de soro de leite

O leite e seus derivados tém sido testados como alimentos funcionais e tem despertado
grande interesse por parte da industria de laticinios, com destaque para o soro obtido como um
subproduto da producdo de queijo, que vem sendo apontado como alimento funcional com
varios beneficios a saide (TAVARES; MALCATA, 2016).

Na industria de laticinios, o soro, que é gerado apds o processo de coagulacdo da
caseina, € um subproduto descartado na maioria das vezes. Para reduzir os danos ambientais
causados pelo descarte deste material, muitas industrias tém desenvolvido produtos baseados
na utilizacdo do soro de leite (BALDISSERA et al., 2011). Entre as suas vantagens, ha o valor
nutricional, devido ao elevado teor de aminoacidos essenciais, além de ser uma importante
fonte de proteinas e de vitamina B e imunoglobulinas, em adicdo as suas propriedades
antioxidantes, imunomodulatérias, anti-inflamatérias, anti-hipertensivas, antitumorais,
antivirais, conferindo, ainda, aumento da for¢a muscular e da composic¢éo corporal (GEISER,
2003; KRISSANSEN, 2007; TAVARES; MALCATA, 2016). Portanto, os concentrados
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proteicos obtidos de fragcdes do soro do leite, em conjunto com seus peptideos biologicamente
ativos, podem ser utilizados como suplementos alimentares, bem como em preparacdes
farmacéuticas ou como ingredientes funcionais, e tém sido empregados com sucesso em
estudos clinicos contra doencas infecciosas, cancer, HIV, hepatite, doencas cardiovasculares e
osteoporose, além de conferirem beneficios nutricionais e no desempenho do exercicio fisico.

O concentrado proteico de soro do leite (whey protein concentrate - WPC) resulta da
remocao das fracdes ndo proteicas do leite. Os concentrados proteicos comumente disponiveis
sdo WPC34, WPC50, WPC60, WPC75 e WPCB80, onde os valores numéricos definem o
percentual de proteinas no produto; WPC34, por exemplo, ndo deve conter menos do que 34%
de proteinas. Da mesma forma, o isolado proteico de soro (whey protein isolate — WPI) é
obtido através da remocdo da fracdo ndo-proteica para alcancar concentracdes de proteina
superior a 90% no produto final (USDEC, 2006). Enquanto os WPC possuem niveis de lactose
que variam entre 10% e 55%, o WPI contém menos de 0,5% de lactose e, por esta razéo, pode
ser consumido com seguranca por individuos intolerantes a lactose, tornando-se uma excelente
alternativa proteica para tais consumidores (GEISER, 2003).

Estudos indicam que concentrados e isolados proteicos exercem influéncia benéfica na
viabilidade de probidticos e de bactérias laticas. Em um estudo recente com culturas puras de
Streptococcus thermophilus ST-M5 e Lactobacillus bulgaricus LB-12, a adigdo de WPI
resultou no aumento significativo da tolerancia a acidez gastrica e a sais biliares (VARGAS;
OLSON; ARYANA, 2015).

1.7 A soja e sua aplicacdo em alimentos probiéticos

Nos ultimos anos o Brasil aparece como o segundo maior produtor mundial de soja. A
produtividade média da soja brasileira na safra de 2014/2015 foi de 3.033 kg/ha, com uma
producdo de 958 milhGes de toneladas (COMPANHIA NACIONAL DE
ABASTECIMENTO, 2015). Em meédia, a composi¢do da soja é de 40% de proteina, 20% de
lipidios, 30% de carboidratos, 5% de fibras e 5% de cinzas (ROSSI et al., 2011). Tal
composi¢do é influenciada pelas condi¢bes de cultivo e por interacbes com o gendétipo
(KUMAR et al., 2006). A soja tambem & importante fonte de outros compostos, tais como
fibras, oligossacarideos (rafinose e estaquiose), vitaminas e minerais, como o calcio (AHMAD
et al., 2008; FUCHS et al., 2005; TSENG; XIONG, 2009; ZULKURNAIN et al., 2008).
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As concentrac0es relativamente elevadas de compostos bioativos existentes na soja, tais
como as isoflavonas e saponinas, contribuem para a alegacdo de que a soja é um alimento
saudavel (BEHRENS; SILVA, 2004; TSENG; XIONG, 2009). O consumo desses compostos
colabora na prevencdo de doencgas cardiovasculares, cancer, osteoporose e sintomas da
menopausa (SETCHELL; CASSIDY, 1999). O consumo diario de, no minimo, 25 g de
proteina de soja, associado a uma alimentagdo equilibrada e hébitos de vida saudaveis, pode
ajudar a reduzir o colesterol (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2008).

Alimentos probioticos ndo-lacteos estdo se tornando populares, uma vez que ndo
causam problemas de intolerdncia a lactose, enquanto oferecem uma alternativa como
substitutos dos produtos lacteos (ANEKELLA; ORSAT, 2013). Em virtude do desejo por
alternativas vegetarianas e da intolerdncia a produtos lacteos, a demanda mundial por
produtos ndo derivados do leite esta crescendo (FARNWORTH et al., 2007; PRADO et al.,
2008; RIVERA-ESPINOZA; GALLARDO-NAVARRO, 2010). Nesse contexto, a soja
aparece como um substituto ideal para o0 consumo, com caracteristicas nutricionais intrinsecas
favoraveis a saude do consumidor.

Entretanto, para que um produto alimenticio exerca um papel sobre a salude, ndo basta
que ele possua caracteristicas nutricionais vantajosas. E preciso que ele chegue até o
consumidor com propriedades atrativas (BEHRENS; ROIG; SILVA, 2004; HEENAN et al.,
2004). Adicionalmente, quando as proteinas da soja sdo metabolizadas por micro-organismos
probidticos, esses produzem peptideos bioativos conhecidos por conferir beneficios a satde
(LIONG et al., 2009).

Diversos trabalhos demonstram que o extrato hidrossolUvel de soja é apropriado para a
multiplicacdo de bactérias laticas e de bifidobactérias (AHMAD et al., 2008; KAMALY,
1998; PRADO et al., 2008; WEI; CHEN; CHEN, 2007). Lactobacilos e bifidobactérias foram
utilizados com sucesso em diversos trabalhos para o desenvolvimento de extrato hidrossoluvel
de soja fermentado (WEI; CHEN; CHEN, 2007), “iogurte” de soja (FARNWORTH et al.,
2007; KAUR; MISHRA; KUMAR, 2009), “iogurte” de soja com farinha de okara (BEDANI,
ROSSI; SAAD, 2013; BEDANI et al., 2014), sobremesa vegetariana congelada (HEENAN et
al., 2004) e “queijo” de soja tipo cream cheese e tipo petit-suisse (LIU et al., 2006; MATIAS
etal., 2014).

1.8 Os sorvetes e as perspectivas quanto a incorporacgado de prebioticos e probidticos

De acordo com a legislagdo brasileira, 0 sorvete € um produto que se encontra na

categoria de “alimentos gelados comestiveis”, que sdao alimentos congelados obtidos a partir
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de uma emuls&o de gorduras e proteinas ou de uma mistura de 4gua e aclcar(es) (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2005). Embora muitas formulacdes de
sorvetes apresentem quantidades consideraveis de acUcares e gorduras, 0 sorvete costuma ser
considerado um alimento nutritivo, por apresentar em sua formulacao leite e, algumas vezes,
frutas, representando fonte de proteinas, vitaminas e minerais. A adicdo de culturas
probidticas em sorvetes, além de agregar valor ao produto, poderia proporcionar um produto
com apelo funcional (CRUZ et al., 2009; CRUZ et al., 2011).

Diversos estudos mostram que culturas probioticas sdo capazes de manter a
viabilidade em produtos alimenticios congelados, com perda minima de viabilidade
(ABGHARI; SHEIKH-ZEINODDIN; SOLEIMANIAN-ZAD, 2011; ALAMPRESE et al.,
2002; ALAMPRESE et al., 2005, HARAMI, 2008; NOUSIA; ANDROULAKIS;
FLETOURIS, 2011). Adicionalmente, estudos relataram que o emprego combinado de
ingredientes prebidticos com o0s micro-organismos probidticos em sorvetes auxilia a
sobrevivéncia destes. Assim, os prebioticos apresentam-se como uma op¢édo atrativa para a

adicdo em sorvetes, atuando também como substitutos de gordura (CRUZ et al., 2011)

1.9 Emprego de técnicas independentes de cultivo para a quantificagdo de micro-
organismos

A quantidade, diversidade e interacdo (competicdo e sinergismo) sdo 0s principais
critérios avaliados no estudo de micro-organismos presentes em alimentos e no trato
gastrintestinal humano, sendo que o estudo da interagcdo também inclui os micro-organismos
ja presentes no hospedeiro (ZOETENDAL et al., 2004).

A identificacdo de bactérias com base em caracteristicas fenotipicas ndo é tao precisa
quanto a identificacdo por caracteristicas genotipicas. Com o intuito de aprimorar as técnicas
e metodologias de analise da diversidade microbiana na natureza, os métodos independentes
de cultivo sdo os mais apropriados, uma vez que excluem as limitacbes das técnicas
convencionais, aumentando a sensibilidade na caracterizagdo e especificagdo dos micro-
organismos (ZOETENDAL et al., 2006). Como exemplo, nos produtos lacteos, a aplicacdo de
métodos biomoleculares tem sido um melhor indicador de cepas e espécies microbianas.
Além disso, técnicas independentes de cultivo resultam em maior resolucdo sobre a
diversidade desses micro-organismos e uma melhor compreensdo sobre sua dindmica nesses
produtos (COPPOLA et al.,2008).

Dentre os métodos biomoleculares, destaca-se a Reacdo em Cadeia da Polimerase
quantitativo (QPCR) ou PCR em tempo real, aplicada para estudos de classificacdo de
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espécies de micro-organismos em uma determinada amostra de alimento, além de possibilitar
sua quantificacdo independente da quantidade presente, sendo aplicada para estudos com
bactérias e fungos em alimentos fermentados, como leite fermentado e vinhos (GIRAFFA;
CARMINATI, 2008).

E importante ter em mente que o método qPCR, quando usado isoladamente, ndo é
capaz de distinguir as células vivas de mortas. Portanto, pode levar a uma superestimacao do
numero de células metabolicamente ativas intactas. Por conseguinte, os resultados de
viabilidade dos probioticos obtidos por esse método devem ser interpretados com cautela.
Com o intuito de detectar e quantificar somente as células vidveis através do método de
gPCR, sdo utilizados agentes intercalantes ao DNA, impermeaveis a membrana celular. O
PMA (Propidium Monoazide) e o0 EMA (Ethidium Monoazide) sdo agentes intercalantes ao
DNA capazes de se ligarem ao DNA dos micro-organismos cuja membrana celular esteja
rompida ou danificada (células mortas), omitindo a sua deteccdo pelo gPCR (NOCKER;
CHEUNG; CAMPER, 2006; GARCIA-CAYUELA et al., 2009; DAVIS, 2014).

O desempenho de PMA-qPCR pode ser influenciado por fatores tais como a
concentracdo de PMA e tempo de foto ativacdo, como anteriormente descrito (NOCKER,;
CHEUNG; CAMPER, 2006). Em seu trabalho, os autores observaram que o método
subestimou a deteccdo de células viaveis de Escherichia coli, mas ndo a de Streptococcus
sobrinus, usando PMA a 240 uM durante 15 min de foto ativacdo. Além disso, de acordo com
Wu, Liang e Kan (2015), varios estudos tém relatado diferencas espécie-especificas em PMA-
gPCR. Qutros estudos tém mostrado que os componentes celulares de bactérias probidticas,
como o seu DNA gendmico, ou as suas células inativadas ou mortas, promovem efeitos
benéficos ao hospedeiro (GHADIMI et al, 2008; TAVERNITI; GUGLIELMETTI, 2011). No
entanto, o consenso atual € que os probidticos devem estar vivos para exercer os seus efeitos
benéficos (HILL et al., 2014).

As técnicas de PCR se baseiam na amplificacio do DNA dos micro-organismos
presentes na amostra, por meio do uso de sondas (primers) especificas para cada espécie
probidtica a ser avaliada. Assim, com o intuito de atender as necessidades de aprimoramento
de métodos mais sensiveis para a quantificacdo de micro-organismos, foi proposto neste
trabalho a aplicacdo do qPCR como abordagem principal de quantificacdo, objetivando maior

sensibilidade e restringindo as falhas presentes em métodos convencionais.



35

1.10 Metodologia de superficie de resposta e delineamento experimental do tipo centroid
simplex

A metodologia de superficie de resposta (ou RSM, de Response Surface Methodology)
€ um conjunto de técnicas aplicadas, com grande sucesso, para a modelagem de processos
industriais, com base no uso do planejamento fatorial. Para a construcdo de modelos empiricos
simples (em geral lineares ou quadraticos) que descrevem o comportamento do sistema em
estudo ¢ utilizado o “método dos minimos quadrados”, ajustado com base nas respostas obtidas
a partir de planejamentos fatoriais (BARROS NETO; SCARAMINIO; BRUNS, 2007).
Ensaios envolvendo misturas, tais como os empregados neste trabalho de pesquisa s&o um
exemplo de derivacdo da RSM. A RSM vem sendo utilizada por diversos pesquisadores na
area de alimentos (BAHRAM-PARVAR et al., 2015; CASTRO et al., 2003; JUNQUEIRA et
al., 2007; CARDARELLI et al., 2008; BURITI; CASTRO; SAAD, 2010 a, b). Em misturas, as
propriedades sdo determinadas pelas proporcGes de seus ingredientes, que sdo considerados
variaveis dependentes. Assim, as respostas para as misturas sao determinadas pelas proporgdes
mantidas entre variaveis e ndo pela quantidade total de cada uma.

O sistema de coordenadas usado para os valores de Xi (i= 1, 2, 3..., q) € chamado de
sistema de coordenadas simplex e a descricdo geométrica da representacdo espacial ira
depender do numero g de componentes, assumindo a forma de um triangulo equilatero para
g=3. Para determinar os valores dos coeficientes do modelo cubico especial, o delineamento
experimental geralmente empregado é conhecido como centroid simplex, que acrescenta um
ponto central, representando a mistura ternaria em partes iguais.

Misturas ternarias sdo formadas por trés componentes, ou seja, trés fatores
independentes. Os fatores sdo representados por X;, X, e X3, 0s quais devem somar 1 (ou
100%), correspondendo geometricamente a um tridngulo equilatero. As diferentes
composic¢des possiveis sdo representadas pelos pontos pertencentes ao triangulo. Os vértices
correspondem aos componentes puros e 0s lados as misturas binarias, enquanto 0s pontos no

interior do triangulo representam as possiveis misturas dos trés componentes (Figura 1).
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Figura 1. Superficie de resposta para as possiveis misturas.

Quando se desenvolve um produto ou férmula trabalha-se essencialmente com um
problema de otimizacdo. Portanto, a otimizacdo pode ser definida como a escolha da melhor
alternativa dentre um grupo especifico de possibilidades. Para se determinar os niveis 6timos
dos componentes que devem ser otimizados (maximizados ou minimizados) € necessario o
planejamento de ensaios (CASTRO et al., 2003). A otimizacdo pela metodologia da superficie
de resposta € a mais usada na ciéncia e tecnologia de alimentos, possivelmente porque a sua
teoria € completa, eficiente e simples (BOX; DRAPER, 1987). Através deste conjunto de
técnicas, é possivel avaliar os efeitos dos principais fatores que fornecem a melhor multi-

resposta.

2. JUSTIFICATIVA

A obtencdo de sorvetes obtidos pela mistura de leite em pd, extrato de soja e/ou o isolado
proteico de soro com suco natural concentrado de maca, micro-organismos comprovadamente
probidticos e ingredientes prebiodticos podera resultar em um produto com excelente potencial
funcional e caracteristicas sensoriais atrativas. Sendo assim, a ideia de substituir parcialmente
ou totalmente o leite por outros ingredientes, como o extrato de soja e o isolado proteico de
soro nos pareceu merecedora de investigacéo e podera ampliar o leque de opg¢des de produtos
probidticos e simbidticos para individuos sem intolerancia a lactose e para aqueles com
diferentes graus de intolerancia a esse aglcar. Adicionalmente, a macd tem sido muito
utilizada com sucesso em produtos de soja, mascarando o seu sabor residual e contribuindo

para 0 aumento da aceitacdo dos produtos a base de soja.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral
Desenvolver sorvetes de maca simbidticos a base de leite, extrato de soja e/ou da mistura

de isolado proteico de soro com inulina, em diferentes proporcdes, verificando a influéncia
desses ingredientes na viabilidade dos probidticos e em suas caracteristicas fisico-quimicas e

sensoriais

3.2 Especificos

e avaliar a viabilidade de Lactobacillus acidophilus La-5 e Bifidobacterium animalis
Bb-12 nas formulagdes de sorvete, empregando-se técnicas dependentes de cultivo, e a
sobrevivéncia desses micro-organismos nos produtos submetidos ao estresse
gastrintestinal in vitro, empregando-se técnicas independentes de cultivo, além de
monitorar alteracdes morfoldgicas nas células durante as etapas de digestdo simulada,
com a aplicacdo de técnicas de microscopia eletronica de varredura (MEV).

e avaliar os efeitos dos ingredientes sobre as caracteristicas tecnoldgicas (overrun, taxa
de derretimento e dureza instrumental) e aceitabilidade geral dos sorvetes simbidticos

de maca por até 84 dias de armazenamento a -18 + 3 °C.
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PRINCIPAIS RESULTADOS OBTIDOS

Os sorvetes mostraram-se satisfatorios como veiculos para La-5 e Bb-12 (minimo de
7,5 log ufc/g) durante todo o periodo de 84 dias de armazenamento a -18 °C.

A anélise por PMA-gPCR evidenciou que os probidticos resistiram ao ensaio in vitro,
com niveis significativos de sobrevivéncia, atingindo taxas de sobrevivéncia
superiores a 50%.

As imagens obtidas por MEV evidenciaram células com diferencas morfologicas,
sugerindo alteracdes fisioldgicas em resposta ao estresse induzido durante o ensaio in
vitro.

A partir do modelo linear obtido para o overrun verificou-se que ndo ha interacao
entre os fatores avaliados. O modelo especial cibico mostrou que a interacdo binaria
(SPI) e terciaria (MSPI) resultou em valores maiores de dureza.

Uma vez que ndo sdo desejados valores extremos para a dureza, com base na
otimizac&o dos resultados, é recomendada a combinacéo de 3,7 % M, 1,3% S e 5,0%
PI.

A avaliacdo sensorial dos sorvetes resultou em escores médios que variaram de 5,6 a
8,0 durante todo o armazenamento, no entanto mais de 50% das avaliacdes
corresponderam na escala a opinides entre "gostei ligeiramente" e "gostei muitissimo".
As caracteristicas mais citadas pelos consumidores como atributos positivos foram o
sabor e a textura.

A substituicdo total do leite por Pl afetou a aceitabilidade geral desse sorvete. No
entanto, os sorvetes produzidos com as misturas de ingredientes (MS, MPI, SPI, MSPI
e R) obtiveram bons escores médios na avaliagdo sensorial, mantendo-se em torno de

6,3 ou mais.






41

CONCLUSOES

O presente trabalho mostrou que os sorvetes desenvolvidos sao boas matrizes carreadoras
de L. acidophilus La-5 e B. animalisBb-12, uma vez que esses micro-organismos mantiveram-
se viaveis com populacbes médias superiores 7,5 log ufc/g, o que garante a viabilidade
minima recomendada atualmente pela legislacdo brasileira de 8 a 9 log ufc em uma por¢éo
diaria do produto. Os resultados obtidos por PMA-gPCR demonstraram que as diferentes
combinagcbes dos ingredientes variaveis resultaram em uma matriz alimentar capaz
proporcionar protecdo as cepas sob condigdes de stress Gl quando comparado ao Seu
homologo a base de leite. Os resultados de MEV confirmaram que existem células em
diferentes fases fisiologicas e morfoldgicas durante o ensaio in vitro. Apesar de todas as
formulacBes terem conferido resisténcia as cepas sob estresse, a variacdo encontrada na
sobrevivéncia de La-5 e Bb-12 sugere que a tolerancia €, de fato, afetada pela escolha da
matriz alimentar. Os fatores leite em pd, extrato de soja e proteina isolada de soro de leite +
inulina influenciaram fortemente os parametros tecnoldgicos de overrun e dureza, mas pouco
afetaram a taxa de derretimento. Com excecdo do sorvete Pl, os sorvetes receberam notas em
torno de 6,3 ou mais, indicando que sdo atrativos ao paladar dos consumidores. Os resultados
também mostraram que, além de ser um alimento nutritivo e com aceitabilidade global sem
diferenca significativa em relacdo ao homdlogo a base de leite, as formulacdes de sorvete que
tiveram a substituicdo do leite em pd por extrato de soja ou por WPI + inulina poderiam

assegurar aos consumidores um alimento funcional sem lactose.

Perspectivas futuras: Em um proximo estudo seria de grande importancia estender essa
pesquisa a ensaios clinicos e avaliar a sobrevivéncia desses micro-organismos nas fezes de
individuos saudaveis que consumam as formulagdes avaliadas, uma vez que todas as matrizes

de sorvete mantiveram o nivel minimo recomendado de probioticos no produto.
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Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Secretaria de Pos-Graduacéao

Informacoes para os Membros de Bancas Julgadoras de
Mestrado/Doutorado

1. O candidato fara uma apresentacao oral do seu trabalho, com duracdo
maxima de trinta minutos.

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

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

3. A sessao de defesa sera aberta ao publico.

4. Terminada a argliicdo por todos os membros da banca, a mesma se
reunird reservadamente e expressara na ata (relatério de defesa) a aprovagao ou
reprovacao do candidato, baseando-se no trabalho escrito e na argligao.

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

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

5. Duvidas poderdao ser esclarecidas junto a Secretaria de POs-
Graduacao: pgfarma@usp.br, (11) 3091 3621.

Sao Paulo, 23 de maio de 2014.

Prof. Dr. Adalberto Pessoa Junior
Presidente da CPG/FCF/USP

Av. Prof. Lineu Prestes, 580, Bloco 13 A - Cidade Universitaria - CEP 05508-900 - Sao Paulo - SP
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UNI_V'ER'-SIDADE DE SAO PAULO

FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS ,'
- Comité de Etica em Pesqulsa - CEP

- PARECER CONSUBSTANCIADO

Parecer CEPF/FCF/193/2011
Protocolo CEP/FCF/605
CAAE: 0065.0.018.000-11

| - Identificagio:

Projeto de Pesquisa: Desenvolvimento de sorvete simbidtico de

NS ' magca e avaliagdo do efeito dos ingredientes na
sobrevivéncia dos probiéticos no produto e in
vitro, utilizando tecmcas independentes de

: : cultivo. - :

Pesquisador Responsavel: Profa. Dra. Susana Marta Isay Saad

Pés-graduanda envolvida Natalia Silva Matias ;

Instituicéo: - ' s Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - FCF-

: USP/SP :

'l - Sumério Geral do Protocolo: _

A preocupagéo constante com a qualidade de vida faz com que haja especial atengéo a
alimentagao, possibilifando a inclusdo de alimentos' com propriedades funcionais
benéficas para a saude, tais como os produtos lacteos com agdo funcional, sejam
alimentos simbiéticos e/ou prebitticos. A adicao de culturas probidticas e de ingrediente
prebiético, torna o alimento mais atrativo e potenma!mente saudavel podendo ser
apreciado pela maioria da populagao. :
Neste contexto, o presente trabalho tem por objetrvo desenvolver um sorvete snmblotnco
com polpa de fruta e de baixo teor de gordura, elaborado com a adi¢do de culturas -

~ . probioticas (Blﬁdobactenum animalis Bb-12 e Lactobacillus acidophilus La-5) e prebidtico -

oligofrutose (FOS). Sera realizado delineamento. experimental para misturas simples ;
. (centroid simplex), com um ponto central e trés fatores e a metodologia de superficie de |
resposta para a obtencdo de um modelo que represente o comportamento dos trés
_ fatores analisados (leite em pd, extrato de soja em pd e inulina + isolado protéico de
- soro), avaliando a influéncia dos ingredientes sobre viabilidade probittica aos diferentes
periodos de armazenamento, no produto e in vitro, mclumdo também a avahagao da
aceitabilidade sensorial do produto fon'nulado
Os objetivos do presente estudo sdo:
- O projeto apresenta como obJetwo geral, desenvo!ver um sorvete de mag:a simbiético a
base de leite, soja e da msstura de isolado protéico de soro com inulina, em diferentes
- propor¢des, verificando a proporg:ao mans adequada desses ingredientes no produto
tendo como objetivos especificos: :
.a) avahar o efeito do leite em po, extrato de soja em po e da rmstura asolado protéico
de soro com inulina, sobre as caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais de sorvetes
: elaborados com suco natural concentrado de maca e suplementados com os micro- :
orgamsmos comprovadamente pfObIéthOS Bifidobacterium animalis Bb-12 e
Lactobacillus acidophilus La-5 e com o ingrediente prebibtico ol:gofmtose (FOS)
durante o seu armazenamento a —18 °C por até 12 semanas.
- b) \Verificar a sobrevivéncia dos probidticos incorporados as diferentes formulagdes
7 de sorvete de maga e a sua resisténcia in wtm frente as condicGes gastrlca e entérica,

Av Prof. Lineu Prestes, n® 580, Bloco13A CIdadeUniversiana CEP 05508-$00 - Sao Paulo - SP
Fone: (11) - 3091-3622 - Fone J Fax: {11) 3091-3677 - e-mail: cepfcf@usp.br
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~em diferentes periodos de armazenamento, utifizando métodos independentes de g
cultivo, paralelamente & metodologia convencional. .
Descricdo da Casuistica: .
Sera realizada a analise sensorial das formulagtes constantes no projeto, em trés
periodos de armazenamento distintos (7, 42 e 84 dias). tendo a previsdo entre 30 e 630
voluntarios adultos saudaveis (provadores nédo treinados), podendo ser alunos de

: graduagéo e de pos- graduacdo, docentes e funcionarios da Universidade de Sao Paulo
ou outros voluntarios que quelram participar do estudo.

Sera aplicado um questionario sobre a aceitabilidade do- produto elaborado,
mencionando-se 0 nome do individuo que realizara o teste, data e especificacdo da -
amostra e o grau de aceitabilidade descrito em uma escalé de 1 a 9, além da solicitagéo
da descrigdo por extenso das qualidades do produto' :

I - Sltuagao do Protocolo APROVADO em reunido de 28/11/11

Cabe ao pesquusador responsavel
» Comunicar ao CEP:
.= A ocorréncia de efeitos colaterais e ou de reagbes néo esperadas
. Eventuais modificagdes no pro;eto aguardando a apreaagao e aprovacéo do CEP;
* Ainterrupcé@o do projeto;

> Rubricar todas as folhas do Termo de Consentlmento Livre e Esclarecido — TCLE,
apondo sua assinatura na ultima pagina do referido termo. Da ‘mesma forma, o
sujeito de pesquisa ou seu representante legal. :

» Apresentar relatério parc:ai em dezl13 e relatorio final em dez/14. (modelo do CEP)

. Sao Paulo, 28 de Novembro de 2011.
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Ficha para teste de aceitacdo — Sorvete probidtico de maca
Nome: Sexo: ( )M ()F
Data: _ /[ Amostra:

Vocé recebeu uma amostra de sorvete probiotico. Por favor, prove a amostra e avalie de maneira geral

(aparéncia, sabor e textura) usando a escala abaixo o seu grau de aceitacéo relacionado ao produto.

1 - Desgostei muitissimo

2 - Desgostei muito

3 - Desgostei regularmente
4 - Desgostei ligeiramente

5 - Néo gostei nem desgostei
6 - Gostei ligeiramente

7 - Gostei regularmente

8 - Gostei muito

9 - Gostei muitissimo

Cite a caracteristica que vocé mais gostou na amostra:

Cite a caracteristica que vocé menos gostou na amostra:

Vocé compraria 0 produto? () Sim ( )Né&o




