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RESUMO 

MATIAS, N. S. Desenvolvimento de sorvete simbiótico de maçã e avaliação do efeito dos 

ingredientes na sobrevivência dos probióticos no produto e in vitro, utilizando técnicas 

dependentes e independentes de cultivo. 2015. Tese (Doutorado) Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2015. 

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da substituição total ou parcial do leite (M-x1) 

por extrato de soja (S-x2) e/ou WPI combinado com inulina (PI-x3) em formulações de sorvete 

simbiótico de maçã sobre a viabilidade e sobrevivência de L. acidophilus La-5 e B. animalis 

Bb-12 através de condições gastrointestinais simuladas in vitro e monitorar mudanças 

morfológicas das células durante períodos de estresse gastrointestinal em uma das 

formulações, bem como investigar características tecnológicas (overrun, taxa de derretimento 

e dureza instrumental) e aceitação sensorial. Para este fim, um desenho experimental para 

misturas simples (simplex-centroid) foi utilizado, incluindo um ponto axial, utilizando 

diferentes proporções de x1, x2, x3. Foram estudadas oito formulações de sorvete simbiótico de 

maçã durante o armazenamento congelado por até 84 dias. Os sorvetes mostraram-se 

satisfatórios como veículos para La-5 e Bb-12 (cerca de 7,5 log ufc/g), mesmo ao final do 

período de 84 dias de armazenamento a -18 °C. Em todas as formulações, a análise por qPCR 

combinada com o uso de propidium monoazide (PMA-qPCR) evidenciou que os probióticos 

resistiram ao ensaio in vitro, com níveis significativos de sobrevivência, atingindo taxas de 

sobrevivência superiores a 50%. Além disso, imagens de microscopia eletrônica de varredura 

evidenciaram células com diferenças morfológicas, sugerindo alterações fisiológicas em 

resposta ao estresse induzido durante o ensaio in vitro. Um modelo linear e um especial 

cúbico foram obtidos para os parâmetros de overrun e de dureza, respectivamente, mostrando 

que os fatores leite, extrato de soja e isolado proteico de soro + inulina influenciaram 

fortemente esses parâmetros tecnológicos. No entanto, a taxa de derretimento foi pouco 

afetada por tais fatores. O modelo especial cúbico mostrou que a interação binária (S-PI) e 

ternária (M-S-PI) resultou em maiores valores de dureza. Para este parâmetro específico, a 

combinação recomendada dos ingredientes é de 3,7% de leite em pó, 1,3% de extrato de soja 

e 5,0% PI. Os escores médios de aceitabilidade sensorial variaram de 5,6 a 8,0. A 

aceitabilidade geral do sorvete produzido apenas com o PI foi menor quando comparada a ao 

sorvete de leite (M), embora uma grande frequência de escores tenha sido observada na área 

da escala compreendendo as opiniões "gostei ligeiramente" (escore 6) e "gostei 

extremamente" (escore 9) para todas as formulações de sorvete avaliadas. Apesar de todas as 

formulações terem conferido resistência às cepas sob estresse, a variação encontrada na 

sobrevivência de La-5 e Bb-12 sugere que a tolerância é, de fato, afetada pela escolha da 

matriz alimentar. Os resultados também mostraram que, além de ser um alimento nutritivo, as 

formulações de sorvete que tiveram a substituição parcial do leite em pó poderiam assegurar 

aos consumidores um produto funcional com baixo teor de lactose, enquanto sorvetes sem 

leite em pó oferecem um alimento funcional sem lactose. 

Palavras-chave: alimentos funcionais, probiótico, quantificação independente de cultivo, 

MEV, avaliação 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 Ciências Farmacêuticas, 

Universidade de São Paulo, São 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-x2), 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 x1, x2, 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-qPCR) analysis evidenced that probiotics could resist to the in vitro 

GI 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-

PI) 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 GI stress, the 

variation found in La-5 and Bb-12 survival suggests that GI 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. 

 





21 

INTRODUÇÃO 

A demanda por alimentos que forneçam benefícios à saúde de forma a reduzir o risco 

do aparecimento de doenças e que supram as necessidades nutricionais do organismo é cada 

vez mais evidente. A incorporação de micro-organismos probióticos e ingredientes 

prebióticos aos alimentos pode agregar valor aos produtos e oferecer os benefícios dos 

alimentos funcionais se incluídos diariamente na dieta. O sorvete é uma excelente fonte de 

energia e, apesar de conter açúcares e gorduras, é geralmente considerado um alimento 

nutritivo, uma vez que contém leite e frutas em sua formulação (GOFF; HARTEL, 2013). 

Os ingredientes da matriz alimentícia podem influenciar a viabilidade dos probióticos 

no produto e durante a digestão. Ensaios de simulação gastrintestinal in vitro têm sido 

desenvolvidos e aplicados para avaliar a resistência e o desempenho de cepas probióticas 

como cultura pura, em diferentes matrizes alimentares ou na forma encapsulada (BEDANI et 

al., 2014; CHAMPAGNE et al, 2015). 

A quantificação dos micro-organismos presentes no alimento ou nas amostras 

submetidas à simulação gastrintestinal in vitro pode ser feita por métodos dependentes 

(cultura em placa) ou independentes de cultivo (utilizando técnicas de biologia molecular). A 

Reação em Cadeia da Polimerase quantitativa (qPCR) ou PCR em tempo real permite a 

detecção rápida e específica do DNA total em uma amostra, incluindo as células não viáveis, 

e portanto não se distingue células mortas e vivas. O tratamento com reagentes intercalantes 

de DNA, como o PMA (propidium monoazide), facilita a exclusão de resultados de falsos 

positivos resultantes da amplificação do DNA de células mortas. O mecanismo de ação do 

PMA consiste na sua ligação ao DNA de células cujas membranas foram danificadas e, 

consequentemente, a amplificação do DNA dessas células não ocorre, sendo quantificado 

apenas o DNA de células viáveis, mesmo que estas estejam em um estado não cultivável 

(GENSBERGER et al., 2014; NOCKER et al., 2009). O uso dessa técnica é importante para a 

quantificação de probióticos submetidos a estresse. É o que ocorre no caso dos ensaios de 

simulação gastrintestinal in vitro, pois permite uma quantificação mais sensível e confiável, 

uma vez que o cultivo em placa pode subestimar a população de bactérias e o PCR tradicional 

pode superestimar tal população. 

A incorporação de leite, extrato de soja ou proteína isolada do soro de leite combinada 

com inulina, além de suco de fruta, probióticos e FOS a sorvetes é promissora, com o objetivo 

de atender as expectativas dos consumidores, tanto nutricional quanto sensorialmente. 

Diferentes combinações desses ingredientes podem resultar em modificações sensoriais e 
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nutricionais e, principalmente, nas características físico-químicas dos sorvetes, tais como 

incorporação de ar, taxa de derretimento e textura e, ainda, na viabilidade e resistência dos 

probióticos no produto e sob condições de digestão simulada in vitro. 

Esta Tese divide-se em três capítulos: 

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

apresentando o embasamento bibliográfico. 

Capítulo 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 qPCR”. Esse capítulo foi elaborado na forma de 

artigo científico. Os principais objetivos desse capítulo foram avaliar a viabilidade dos micro-

organismos probióticos nas formulações de sorvete (empregando-se técnicas dependentes de 

cultivo) e a sobrevivência destes micro-organismos no produto submetido ao estresse 

gastrintestinal in vitro (empregando-se técnicas independentes de cultivo), além de monitorar 

alterações morfológicas nas células durante as etapas de digestão simulada, com a aplicação 

de técnicas de microscopia eletrônica de varredura (MEV). 

Capítulo 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 capítulo foi elaborado na forma de artigo para ser submetido ao periódico Food 

Chemistry e teve como objetivo avaliar os efeitos dos ingredientes sobre as características 

tecnológicas (overrun, taxa de derretimento e dureza instrumental) e aceitabilidade geral dos 

sorvetes simbióticos de maçã. 

 



 

 

Capítulo 1 
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1. REVISÃO DE LITERATURA 

1.1 Alimentos funcionais 

A crescente preocupação com a saúde e o interesse no bem estar físico são as principais 

razões para o aumento do consumo de alimentos que garantem benefícios à saúde. Nos últimos 

anos, o alimento não é visto apenas como um veículo de nutrientes essenciais para assegurar o 

crescimento e o bom desenvolvimento do organismo, mas como uma via para melhorar o bem 

estar e a saúde (HASLER; BROWN, 2009).  

O consumidor entende que alimentação saudável envolve a escolha de alimentos que, 

ao mesmo tempo, são capazes de fornecer os nutrientes necessários ao organismo e minimizar 

o risco de doenças como hipertensão, diabetes, osteoporose, doenças cardiovasculares, entre 

outras. Durante os últimos 60 anos, alimentos com atributos de saúde tornaram-se cada vez 

mais importantes e os estudos indicam que os consumidores dão igual peso para atributos de 

saúde e sensoriais no momento da escolha dos produtos alimentícios (CODRON et al., 2005). 

Os produtos lácteos fermentados por bactérias láticas, tais como cepas do gênero 

Lactobacillus e Bifidobacterium, enriquecidos com FOS (fruto-oligossacarídeos) ou inulina, 

surgiram no mercado de alimentos há mais de 10 anos (SAAD et al., 2013). Estima-se que em 

2013 o mercado global de probióticos 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 consequência de seus benefícios à saúde, bactérias probióticas são 

um componente importante da indústria de alimentos lácteos e funcionais, contribuindo para 

um mercado de bilhões de dólares (O’FLAHERTY; KLAENHAMMER, 2010). Assim, o 

número de produtos alimentícios contendo esses micro-organismos “promotores de saúde” 

encontra-se em expansão. 

1.2 A microbiota gastrintestinal 

A microbiota humana é um ecossistema complexo e usualmente estável, muito 

importante para o hospedeiro, no sentido de possibilitar a ocorrência de várias funções 

metabólicas e resistência a infecções bacterianas. A composição desse ecossistema bacteriano 

é dinâmica e passível às mudanças impulsionadas por fatores dietéticos e por diversas 

condições de doenças. Portanto, componentes da microbiota intestinal ou micro-organismos 

estabelecidos no intestino podem ter tanto efeitos nocivos como benéficos à saúde 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 após o nascimento: os recém-nascidos de parto normal são 

colonizados por micro-organismos, principalmente da microbiota vaginal (constituída por 

uma população de espécies de Lactobacillus maior que 50%, dentre todas as bactérias) e 

intestinal da mãe, enquanto os que nascem de parto cesariano são 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 considerável grau de 

instabilidade), evoluindo para uma microbiota semelhante à do indivíduo adulto durante os 

primeiros 24 meses de vida (DOMINGUEZ-BELLO et al., 2011; LAPARRA; SANZ, 2010). 

No indivíduo adulto, embora o intestino abrigue uma combinação de espécies predominantes, 

a composição 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 probióticas ou ingredientes que estimulem a multiplicação 

desses micro-organismos, em detrimento à proliferação de bactérias potencialmente 

prejudiciais, reforçando os mecanismos naturais de defesa do hospedeiro (PUUPPONEN-

PIMIÄ et al., 2002), uma vez que vários estudos têm indicado um efeito protetor dos 

lactobacilos contra patógenos potenciais no trato gastrintestinal (HÄNNINEN; SEN, 2008). 

Adicionalmente, algumas evidências sugerem que modificações na composição da microbiota 

podem gerar efeitos benéficos na prevenção de algumas doenças (REID, 2008; SOETERS, 

2008) ou impedir que micro-organismos potencialmente patogênicos nela presentes exerçam 

os seus efeitos (SAAD, 2006). 

1.3 Probióticos, prebióticos e simbióticos 

Probióticos são definidos atualmente como micro-organismos vivos que, quando 

administrados em quantidades adequadas, conferem um benefício à saúde do hospedeiro 

(HILL et al., 2014). Os principais probióticos estudados e utilizados são as bactérias que 

pertencem aos gêneros Lactobacillus e Bifidobacterium (O’FLAHERTY; KLAENHAMMER, 

2010; ROSS et al., 2010; RAMASAMY et al., 2012; SHARMA; DEVI, 2014). 

Os lactobacilos são tradicionalmente utilizados na produção de alimentos lácteos 

fermentados, porém a adição de bifidobactérias aos alimentos é uma prática mais recente. 

Esses micro-organismos são geralmente resistentes à bile e aos ácidos, 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 população suficiente de micro-

organismos viáveis deve estar presente durante toda a vida de prateleira do produto. Além 

disso, candidatos a cepas probióticas devem possuir traços positivos bem caracterizados, tais 

como a resistência à acidez gástrica e à toxicidade da bile, a capacidade de colonizar 

transitoriamente o trato gastrintestinal, a capacidade de inibir patógenos intestinais ou a 

capacidade de modular o sistema imunológico (SÁNCHEZ et al., 2009).  

Os prebióticos, por sua vez, são definidos como “ingredientes seletivamente 

fermentáveis que permitem modificações específicas na composição e/ou na atividade da 

microbiota gastrintestinal que resultam em benefícios ao bem estar e à saúde 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 probióticos para a produção de um alimento 

simbiótico (HAMILTON-MILLER, 2004). A definição para simbiótico, por sua vez, inclui 

duas abordagens: complementaridade e sinergia. Nos produtos simbióticos complementares, o 

probiótico é escolhido com base nos efeitos benéficos sobre o hospedeiro, independentemente 

do prebiótico escolhido, para aumentar seletivamente a concentração de micro-organismos 

benéficos já presentes no trato gastrintestinal. Já nos sinérgicos, o prebiótico é escolhido 

especificamente para estimular a multiplicação e a atividade do probiótico selecionado para a 

adição no produto, contribuindo, assim, para a sua sobrevivência no trato gastrintestinal (SU; 

HENRIKSSON; MITCHELL, 2007; KOLIDA; GIBSON, 2011). 

O desenvolvimento de alimentos com doses adequadas de probióticos no momento do 

consumo é um desafio, pois vários fatores durante o processamento e armazenamento afetam a 

viabilidade dos micro-organismos (TRIPATHI; GIRI, 2014). Alterações favoráveis na 

composição da microbiota intestinal foram observadas com doses de 100 g de produto 

alimentício contendo 10
9
 unidades formadoras de colônias (ufc) de micro-organismos 

probióticos (10
7 

ufc g
-1

 de produto). Sendo assim, recomenda-se que a porção diária de produto 

alimentar contenha de 10
8
 a 10

9 
ufc para que exerça seus efeitos terapêuticos. Porém, valores 

menores que esses podem ser administrados, desde que o fabricante comprove a eficácia do 

produto e de seus efeitos terapêuticos (AGÊNCIA NACIONAL DE VIGILÂNCIA 

SANITÁRIA, 2008). Além disso, é de fundamental importância considerar a somatória dos 

micro-organismos viáveis ingeridos nos diversos produtos probióticos consumidos ao longo do 

dia (KOMATSU; BURITI; SAAD, 2008). No entanto, de acordo com Martinez, Bedani e Saad 
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(2015), não é fácil determinar a quantidade ideal de micro-organismos probióticos a ser 

administrada, uma vez que esta pode variar em função da cepa utilizada e do efeito desejado 

sobre a saúde do hospedeiro.  

Os benefícios à saúde do hospedeiro atribuídos à ingestão de culturas probióticas que 

mais se destacam são: modulação da microbiota intestinal, estabilização da microbiota 

intestinal após o uso de antibióticos, promoção da resistência gastrintestinal à colonização por 

patógenos, diminuição da população de patógenos por meio da produção de ácidos acético e 

lático e de outros compostos antimicrobianos, promoção da digestão da lactose em indivíduos 

intolerantes à lactose devido à produção de β-galactosidase, estimulação do sistema imune, 

alívio da constipação, prevenção de diarréia, aumento da absorção de minerais e produção de 

vitaminas. Outros possíveis efeitos incluem a redução do colesterol, a modulação de reações 

alérgicas, a melhoria da saúde urogenital feminina e a prevenção do câncer de cólon (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). É importante ressaltar 

que os efeito benéficos dos probióticos são amplamente dependentes da sua capacidade de 

atingir o seu local de ação apropriado, geralmente o intestino distal, em estado viável e em 

populações suficientes (KENT; DOHERTY, 2014). 

As pesquisas envolvendo prebióticos estão sendo direcionadas no sentido de identificar 

aspectos de saúde associados à sua utilização, o que inclui a redução da diarreia, a modulação 

da resposta imune e o incremento na biodisponibilidade mineral (RASTALL; GIBSON, 2015). 

 

1.4 Os ingredientes prebióticos inulina e fruto-oligossacarídeos 

Os principais prebióticos conhecidos atualmente são os carboidratos não digeríveis fruto-

oligossacarídeos (FOS), inulina, galacto-oligossacarídeos (GOS), trans-galacto-

oligossacarídeos (TOS) e lactulose. No entanto, a maioria dos dados disponíveis na literatura 

científica sobre efeitos prebióticos é relacionada à inulina e FOS (MARTINEZ; BEDANI; 

SAAD, 2015). Embora o critério de não-digestibilidade tenha sido excluído das mais recentes 

definições de prebióticos, estas fibras não devem ser digeríveis por enzimas humanas ou 

devem ser apenas parcialmente digeríveis, a fim de atingirem, em quantidades adequadas, 

segmentos mais distantes do trato gastrintestinal (KOLIDA; GIBSON, 2011). 

A quantidade mínima diária recomendada de inulina ou oligofrutose na porção do produto 

alimentar para a alegação de efeito prebiótico é de 3 g se o alimento for sólido ou 1,5 g se o 
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alimento for líquido (AGÊNCIA NACIONAL DE VIGILÂNCIA SANITÁRIA, 2008). Com o 

intuito de assegurar um efeito contínuo, os prebióticos devem ser consumidos diariamente, tal 

como no caso dos probióticos.  

A inulina é composta por cadeias de frutose cujas ligações frutosil-frutose β (2-1) não 

podem ser metabolizadas pelos seres humanos (MEYER et al., 2011). O comprimento da 

cadeia varia de 2 a 60 monômeros, mas a inulina contendo até 10 unidades de frutose é, 

também, referida como oligofrutose. A inulina é amplamente utilizada na indústria de 

alimentos para modificar textura, substituir a gordura ou como adoçante de baixa caloria, além 

de ter inúmeras aplicações na área farmacêutica, uma vez que seu maior comprimento de 

cadeia a torna farmaceuticamente mais útil do que a oligofrutose (MENSINK et al., 2015). 

Os mecanismos pelos quais os prebióticos promovem crescimento específico de 

bifidobactérias no intestino ainda não estão claros. No entanto, algumas hipóteses podem ser 

citadas: bifidobactérias podem usar uma variedade de oligossacarídeos e carboidratos 

complexos como fontes de carbono e energia; bifidobactérias tem taxas de crescimento mais 

elevadas na presença de vários oligossacarídeos não digeríveis, quando comparadas às 

bactérias putrefativas ou potencialmente patogênicas no ambiente do intestino; bifidobactérias 

parecem metabolizar fontes de prebióticos de uma forma mais eficiente do que outros gêneros 

de bactérias, tais como Lactobacillus, Bacteroides e Eubacteria (MARTINEZ; BEDANI; 

SAAD, 2015). 

A inulina e a oligofrutose estão presentes em quantidades significativas em muitas frutas e 

vegetais comestíveis, incluindo trigo, cebola, chicória, alho, alho-poró, alcachofra e banana. A 

maioria das evidências sobre os potenciais benefícios à saúde fornecidos pelos prebióticos é 

derivada de estudos experimentais em animais e testes em humanos em um número reduzido 

de indivíduos (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 constipação levaram a um efeito 

laxativo (VAN DOKKUM et al., 1999). Adicionalmente, os resultados obtidos por Costabileet 

al. (2010) demonstraram que a ingestão de 10 g/dia de inulina de cadeia longa foi capaz de 

aumentar significativamente a população de bifidobactérias e lactobacilos recuperados nas 

fezes de indivíduos saudáveis. 

A inulina é predominantemente isolada da raiz de chicória. O processo de isolamento 

consiste basicamente de três passos: extração de componentes solúveis em água a partir de raiz 

de chicória, purificação para remover impurezas (ou, opcionalmente, separar inulinas com 

baixo grau de polimerização) e secagem por pulverização (spray dryer). A purificação é feita 
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principalmente por meio da utilização da diferença de solubilidade das frações presentes nos 

extratos (MENSINK et al., 2015).  

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

Diversas linhagens de lactobacilos e bifidobactérias têm sido comercialmente utilizadas 

como probióticos. No entanto, é importante que as cepas probióticas sejam bem 

caracterizadas nos alimentos antes de sua comercialização ou utilização (SANDERS; 

KLAENHAMMER, 2001). 

Lactobacillus acidophilus La-5 and Bifidobacterium animalis Bb-12 são cepas probióticas 

de propriedade da Christian Hansen (Dinamarca) que possuem efeitos benéficos à saúde e, 

por este motivo, são amplamente comercializadas e empregadas em alimentos probióticos 

(JUNGERSEN et al., 2014). 

Evidências sugerem que a associação entre La- 5 e Bb-12 pode reduzir a duração da 

indisposição gástrica (DE VRESE et al., 2011) ou favorecer a recolonizarão da microbiota 

intestinal (NORD et al., 1997). Adicionalmente, em estudo realizado por Wang et al. (2004), a 

ingestão regular de iogurte contendo La- 5 e Bb-12 suprimiu efetivamente a infecção por 

Helicobacter pylori em humanos. 

Em geral, La-5 e Bb-12 apresentam viabilidade satisfatória e não resultam em aspectos 

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

1.6 Proteínas de soro de leite 

O leite e seus derivados têm sido testados como alimentos funcionais e tem despertado 

grande interesse por parte da indústria de laticínios, com destaque para o soro obtido como um 

subproduto da produção de queijo, que vem sendo apontado como alimento funcional com 

vários benefícios à saúde (TAVARES; MALCATA, 2016). 

Na indústria de laticínios, o soro, que é gerado após o processo de coagulação da 

caseína, é um subproduto descartado na maioria das vezes. Para reduzir os danos ambientais 

causados pelo descarte deste material, muitas indústrias têm desenvolvido produtos baseados 

na utilização do soro de leite (BALDISSERA et al., 2011). Entre as suas vantagens, há o valor 

nutricional, devido ao elevado teor de aminoácidos essenciais, além de ser uma importante 

fonte de proteínas e de vitamina B e imunoglobulinas, em adição às suas propriedades 

antioxidantes, imunomodulatórias, anti-inflamatórias, anti-hipertensivas, antitumorais, 

antivirais, conferindo, ainda, aumento da força muscular e da composição corporal (GEISER, 

2003; KRISSANSEN, 2007; TAVARES; MALCATA, 2016). Portanto, os concentrados 
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proteicos obtidos de frações do soro do leite, em conjunto com seus peptídeos biologicamente 

ativos, podem ser utilizados como suplementos alimentares, bem como em preparações 

farmacêuticas ou como ingredientes funcionais, e têm sido empregados com sucesso em 

estudos clínicos contra doenças infecciosas, câncer, HIV, hepatite, doenças cardiovasculares e 

osteoporose, além de conferirem benefícios nutricionais e no desempenho do exercício físico. 

O concentrado proteico de soro do leite (whey protein concentrate - WPC) resulta da 

remoção das frações não proteicas do leite. Os concentrados proteicos comumente disponíveis 

são WPC34, WPC50, WPC60, WPC75 e WPC80, onde os valores numéricos definem o 

percentual de proteínas no produto; WPC34, por exemplo, não deve conter menos do que 34% 

de proteínas. Da mesma forma, o isolado proteico de soro (whey protein isolate – WPI) é 

obtido através da remoção da fração não-proteica para alcançar concentrações de proteína 

superior a 90% no produto final (USDEC, 2006). Enquanto os WPC possuem níveis de lactose 

que variam entre 10% e 55%, o WPI contém menos de 0,5% de lactose e, por esta razão, pode 

ser consumido com segurança por indivíduos intolerantes à lactose, tornando-se uma excelente 

alternativa proteica para tais consumidores (GEISER, 2003). 

Estudos indicam que concentrados e isolados proteicos exercem influência benéfica na 

viabilidade de probióticos e de bactérias láticas. Em um estudo recente com culturas puras de 

Streptococcus thermophilus ST-M5 e Lactobacillus bulgaricus LB-12, a adição de WPI 

resultou no aumento significativo da tolerância à acidez gástrica e a sais biliares (VARGAS; 

OLSON; ARYANA, 2015). 

1.7 A soja e sua aplicação em alimentos probióticos 

Nos últimos 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 

produção de 95,8 milhões de toneladas (COMPANHIA NACIONAL DE 

ABASTECIMENTO, 2015). Em média, a composição da soja é de 40% de proteína, 20% de 

lipídios, 30% de carboidratos, 5% de fibras e 5% de cinzas (ROSSI et al., 2011). Tal 

composição é influenciada pelas condições de cultivo e por interações com o genótipo 

(KUMAR et al., 2006). A soja também é importante fonte de outros compostos, tais como 

fibras, oligossacarídeos (rafinose e estaquiose), vitaminas e minerais, como o cálcio (AHMAD 

et al., 2008; FUCHS et al., 2005; TSENG; XIONG, 2009; ZULKURNAIN et al., 2008). 
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As concentrações relativamente elevadas de compostos bioativos existentes na soja, tais 

como as isoflavonas e saponinas, contribuem para a alegação de que a soja é um alimento 

saudável (BEHRENS; SILVA, 2004; TSENG; XIONG, 2009). O consumo desses compostos 

colabora na prevenção de doenças cardiovasculares, câncer, osteoporose e sintomas da 

menopausa (SETCHELL; CASSIDY, 1999). O consumo diário de, no mínimo, 25 g de 

proteína de soja, associado a uma alimentação equilibrada e hábitos de vida saudáveis, pode 

ajudar a reduzir o colesterol (AGÊNCIA NACIONAL DE VIGILÂNCIA SANITÁRIA, 2008). 

Alimentos probióticos não-lácteos estão se tornando populares, uma vez que não 

causam problemas de intolerância à lactose, enquanto oferecem uma alternativa como 

substitutos dos produtos lácteos (ANEKELLA; ORSAT, 2013). Em virtude do desejo por 

alternativas vegetarianas e da intolerância a produtos lácteos, a demanda mundial por 

produtos não derivados do leite está crescendo (FARNWORTH et al., 2007; PRADO et al., 

2008; RIVERA-ESPINOZA; GALLARDO-NAVARRO, 2010). Nesse contexto, a soja 

aparece como um substituto ideal para o consumo, com características nutricionais intrínsecas 

favoráveis à saúde do consumidor.  

Entretanto, para que um produto alimentício exerça um papel sobre a saúde, não basta 

que ele possua características nutricionais vantajosas. É preciso que ele chegue até o 

consumidor com propriedades atrativas (BEHRENS; ROIG; SILVA, 2004; HEENAN et al., 

2004). Adicionalmente, quando as proteínas da soja são metabolizadas por micro-organismos 

probióticos, esses produzem peptídeos bioativos conhecidos por conferir benefícios à saúde 

(LIONG et al., 2009). 

Diversos trabalhos demonstram que o extrato hidrossolúvel de soja é apropriado para a 

multiplicação de bactérias láticas 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 hidrossolúvel 

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 

et al., 2014). 

1.8 Os sorvetes e as perspectivas quanto à incorporação de prebióticos e probióticos 

De acordo com a legislação brasileira, o sorvete é um produto que se encontra na 

categoria de “alimentos gelados comestíveis”, que são alimentos congelados obtidos a partir 
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de uma emulsão de gorduras e proteínas ou de uma mistura de água e açúcar(es) (AGÊNCIA 

NACIONAL DE VIGILÂNCIA SANITÁRIA, 2005). Embora muitas formulações de 

sorvetes apresentem quantidades consideráveis de açúcares e gorduras, o sorvete costuma ser 

considerado um alimento nutritivo, por apresentar em sua formulação leite e, algumas vezes, 

frutas, representando fonte de proteínas, vitaminas e minerais. A adição de culturas 

probióticas 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 probióticas são capazes de manter a 

viabilidade em produtos alimentícios congelados, com perda mínima 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 prebióticos com os micro-organismos probióticos em sorvetes auxilia a 

sobrevivência destes. Assim, os prebióticos apresentam-se como uma opção atrativa para a 

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

1.9 Emprego de técnicas independentes de cultivo para a quantificação de micro-

organismos 

A quantidade, diversidade e interação (competição e sinergismo) são os principais 

critérios avaliados no estudo de micro-organismos presentes em alimentos e no trato 

gastrintestinal humano, sendo que o estudo da interação também inclui os micro-organismos 

já presentes no hospedeiro (ZOETENDAL et al., 2004). 

A identificação de bactérias com base em características fenotípicas não é tão precisa 

quanto a identificação por características genotípicas. Com o intuito de aprimorar as técnicas 

e metodologias de análise da diversidade microbiana na natureza, os métodos independentes 

de cultivo são os mais apropriados, uma vez que excluem as limitações das técnicas 

convencionais, aumentando a sensibilidade na caracterização e especificação dos micro-

organismos (ZOETENDAL et al., 2006). Como exemplo, nos produtos lácteos, a aplicação de 

métodos biomoleculares tem sido um melhor indicador de cepas e espécies microbianas. 

Além disso, técnicas independentes de cultivo resultam em maior resolução sobre a 

diversidade desses micro-organismos e uma melhor compreensão sobre sua dinâmica nesses 

produtos (COPPOLA et al.,2008). 

Dentre os métodos biomoleculares, destaca-se a Reação em Cadeia da Polimerase 

quantitativo (qPCR) ou PCR em tempo real, aplicada para estudos de classificação de 
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espécies de micro-organismos em uma determinada amostra de alimento, além de possibilitar 

sua quantificação independente da quantidade presente, sendo aplicada para estudos com 

bactérias e fungos em alimentos fermentados, como leite fermentado e vinhos (GIRAFFA; 

CARMINATI, 2008). 

É importante ter em mente que o método qPCR, quando usado isoladamente, não é 

capaz de distinguir as células vivas de mortas. Portanto, pode levar a uma superestimação do 

número de células metabolicamente ativas intactas. Por conseguinte, os resultados de 

viabilidade dos probióticos obtidos por esse método devem ser interpretados com cautela. 

Com o intuito de detectar e quantificar somente as células viáveis através do método de 

qPCR, são utilizados agentes intercalantes ao DNA, impermeáveis à membrana celular. O 

PMA (Propidium Monoazide) e o EMA (Ethidium Monoazide) são 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 detecção pelo qPCR (NOCKER; 

CHEUNG; CAMPER, 2006; GARCÍA-CAYUELA et al., 2009; DAVIS, 2014). 

O desempenho de PMA-qPCR pode ser influenciado por fatores tais como a 

concentração de PMA e tempo de foto ativação, como anteriormente descrito (NOCKER; 

CHEUNG; CAMPER, 2006). Em seu trabalho, os autores observaram que o método 

subestimou a detecção de células viáveis de Escherichia coli, mas não a de Streptococcus 

sobrinus, usando PMA a 240 uM durante 15 min de foto ativação. Além disso, de acordo com 

Wu, Liang e Kan (2015), vários estudos têm relatado diferenças espécie-específicas em PMA-

qPCR. Outros estudos têm mostrado que os componentes celulares de bactérias probióticas, 

como o seu DNA genômico, ou as suas células inativadas ou mortas, promovem efeitos 

benéficos ao hospedeiro (GHADIMI et al, 2008; TAVERNITI; GUGLIELMETTI, 2011). No 

entanto, o consenso atual é que os probióticos devem estar vivos para exercer os seus efeitos 

benéficos (HILL et al., 2014). 

As técnicas de PCR se baseiam na amplificação do DNA dos micro-organismos 

presentes na amostra, por meio do uso de sondas (primers) específicas para cada espécie 

probiótica a ser avaliada. Assim, com o intuito de atender as necessidades de aprimoramento 

de métodos mais sensíveis para a quantificação de micro-organismos, foi proposto neste 

trabalho a aplicação do qPCR como abordagem principal de quantificação, objetivando maior 

sensibilidade e restringindo as falhas presentes em métodos convencionais. 
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1.10 Metodologia de superfície de resposta e delineamento experimental do tipo centroid 

simplex 

A metodologia de superfície de resposta (ou RSM, de Response Surface Methodology) 

é um conjunto de técnicas aplicadas, com grande sucesso, para a modelagem de processos 

industriais, com base no uso do planejamento fatorial. Para a construção de modelos empíricos 

simples (em geral lineares ou quadráticos) que descrevem o comportamento do sistema em 

estudo é utilizado o “método dos mínimos 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 são um 

exemplo de derivação da RSM. A RSM vem sendo utilizada por diversos pesquisadores na 

área 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 são determinadas pelas proporções de seus ingredientes, que são considerados 

variáveis dependentes. Assim, as respostas para as misturas são determinadas pelas proporções 

mantidas entre variáveis e não pela quantidade total de cada uma.  

O sistema de coordenadas usado para os valores de Xi (i= 1, 2, 3..., q) é chamado de 

sistema de coordenadas simplex e a descrição geométrica da representação espacial irá 

depender do número q de componentes, assumindo a forma de um triângulo equilátero para 

q=3. Para determinar os valores dos coeficientes do modelo cúbico especial, o delineamento 

experimental geralmente empregado é conhecido como centroid simplex, que acrescenta um 

ponto central, representando a mistura ternária em partes iguais. 

Misturas ternárias são formadas por três componentes, ou seja, três fatores 

independentes. Os fatores são representados por X1, X2 e X3, os quais devem somar 1 (ou 

100%), correspondendo geometricamente a um triângulo equilátero. As diferentes 

composições possíveis são representadas pelos pontos pertencentes ao triângulo. Os vértices 

correspondem aos componentes puros e os lados às misturas binárias, enquanto os pontos no 

interior do triângulo representam as possíveis misturas dos três componentes (Figura 1).
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Figura 1. Superfície de resposta para as possíveis misturas. 

Quando se desenvolve um produto ou fórmula trabalha-se essencialmente com um 

problema de otimização. Portanto, a otimização pode ser definida como a escolha da melhor 

alternativa dentre um grupo específico de possibilidades. Para se determinar os níveis ótimos 

dos componentes que devem ser otimizados (maximizados ou minimizados) é necessário o 

planejamento de ensaios (CASTRO et al., 2003). A otimização pela metodologia da superfície 

de resposta é a mais usada na ciência e tecnologia de alimentos, possivelmente porque a sua 

teoria é completa, eficiente e simples (BOX; DRAPER, 1987). Através deste conjunto de 

técnicas, é possível avaliar os efeitos dos principais fatores que fornecem a melhor multi-

resposta. 

2. JUSTIFICATIVA 

A obtenção de sorvetes obtidos pela mistura de leite em pó, extrato de soja e/ou o isolado 

proteico de soro com suco natural concentrado de maçã, micro-organismos comprovadamente 

probióticos e ingredientes prebióticos poderá resultar em um produto com excelente potencial 

funcional e características 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 investigação e poderá ampliar o leque de opções de produtos 

probióticos e simbióticos para indivíduos sem intolerância à lactose e para aqueles com 

diferentes graus de intolerância a esse açúcar. Adicionalmente, a maçã tem sido muito 

utilizada com sucesso em produtos de soja, mascarando o seu sabor residual e contribuindo 

para o aumento da aceitação dos produtos à base de soja. 
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3. OBJETIVOS 

3.1 Geral 

Desenvolver sorvetes de maçã simbióticos à base de leite, extrato de soja e/ou da mistura 

de isolado proteico de soro com inulina, em diferentes proporções, verificando a influência 

desses ingredientes na viabilidade dos probióticos e em suas características físico-químicas e 

sensoriais 

 

3.2 Específicos 

 avaliar a viabilidade de Lactobacillus acidophilus La-5 e Bifidobacterium animalis 

Bb-12 nas formulações de sorvete, empregando-se técnicas dependentes de cultivo, e a 

sobrevivência desses micro-organismos nos produtos submetidos ao estresse 

gastrintestinal in vitro, empregando-se técnicas independentes de cultivo, além de 

monitorar alterações morfológicas nas células durante as etapas de digestão simulada, 

com a aplicação de técnicas de microscopia eletrônica de varredura (MEV). 

 avaliar os efeitos dos ingredientes sobre as características tecnológicas (overrun, taxa 

de derretimento e dureza instrumental) e aceitabilidade geral dos sorvetes simbióticos 

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

 Os sorvetes mostraram-se satisfatórios como veículos para La-5 e Bb-12 (mínimo de 

7,5 log ufc/g) durante todo o período de 84 dias de armazenamento a -18 °C. 

 A análise por PMA-qPCR evidenciou que os probióticos resistiram ao ensaio in vitro, 

com níveis significativos de sobrevivência, atingindo taxas de sobrevivência 

superiores a 50%. 

 As imagens obtidas por MEV evidenciaram células com diferenças morfológicas, 

sugerindo alterações fisiológicas em resposta ao estresse induzido durante o ensaio in 

vitro. 

 A partir do modelo linear obtido para o overrun verificou-se que não há interação 

entre os fatores avaliados. O modelo especial cúbico mostrou que a interação binária 

(SPI) e terciária (MSPI) resultou em valores maiores de dureza. 

 Uma vez que não são desejados valores extremos para a dureza, com base na 

otimização dos resultados, é recomendada a combinação de 3,7 % M, 1,3% S e 5,0% 

PI. 

 A avaliação 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 avaliações 

corresponderam na escala a opiniões entre "gostei ligeiramente" e "gostei muitíssimo". 

 As características mais citadas pelos consumidores como atributos positivos foram o 

sabor e a textura.  

 A substituição total do leite por PI 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 avaliação sensorial, mantendo-se em torno de 

6,3 ou mais. 
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CONCLUSÕES 

O presente trabalho mostrou que os sorvetes desenvolvidos são boas matrizes carreadoras 

de L. acidophilus La-5 e B. animalisBb-12, uma vez que esses micro-organismos mantiveram-

se viáveis com populações médias superiores 7,5 log ufc/g, o que garante a viabilidade 

mínima recomendada atualmente pela legislação brasileira de 8 a 9 log ufc em uma porção 

diária do produto. Os resultados obtidos por PMA-qPCR demonstraram que as diferentes 

combinações dos ingredientes variáveis resultaram em uma matriz alimentar capaz 

proporcionar proteção às cepas sob condições de stress GI quando comparado ao seu 

homólogo à base de leite. Os resultados de MEV confirmaram que existem células em 

diferentes fases fisiológicas e morfológicas durante o ensaio in vitro. Apesar de todas as 

formulações terem conferido resistência às cepas sob estresse, a variação encontrada na 

sobrevivência de La-5 e Bb-12 sugere que a tolerância é, de fato, afetada pela escolha da 

matriz alimentar. Os fatores leite em pó, extrato de soja e proteína isolada de soro de leite + 

inulina influenciaram fortemente os parâmetros tecnológicos de overrun e dureza, mas pouco 

afetaram a taxa de derretimento. Com exceção do sorvete PI, os sorvetes receberam notas em 

torno de 6,3 ou mais, indicando que são atrativos ao paladar dos consumidores. Os resultados 

também mostraram que, além de ser um alimento nutritivo e com aceitabilidade global sem 

diferença significativa em relação ao homólogo à base de leite, as formulações de sorvete que 

tiveram a substituição do leite em pó por extrato de soja ou por WPI + inulina poderiam 

assegurar aos consumidores um alimento funcional sem lactose. 

Perspectivas futuras: Em um próximo estudo seria de grande importância estender essa 

pesquisa a ensaios clínicos e avaliar a sobrevivência desses micro-organismos nas fezes de 

indivíduos saudáveis que consumam as formulações avaliadas, uma vez que todas as matrizes 

de sorvete mantiveram o nível mínimo recomendado de probióticos no produto. 
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Ficha para teste de aceitação – Sorvete probiótico de maçã 

Nome: ____________________________________________________________            Sexo: (  )M      (  )F 

Data: ___/___/_____                                  Amostra: __________  

Você recebeu uma amostra de sorvete probiótico. Por favor, prove a amostra e avalie de maneira geral 

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

1 - Desgostei muitíssimo  

2 - Desgostei muito  

3 - Desgostei regularmente  

4 - Desgostei ligeiramente  

5 - Não gostei nem desgostei  

6 - Gostei ligeiramente  

7 - Gostei regularmente  

8 - Gostei muito  

9 - Gostei muitíssimo  

  

Cite a característica que você mais gostou na amostra: ______________________________________  

Cite a característica que você menos gostou na amostra: ______________________________________  

Você compraria o produto?     (   ) Sim                 (   )Não 

 

 

 


