UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS
FACULDADE DE AGRONOMIA ELISEU MACIEL
DEPARTAMENTO DE CIENCIA E TECNOLOGIA AGROINDUSTRIAL
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA E TECNOLOGIA DE
ALIMENTOS

Dissertacao

Lactobacillus sp. H7 isolado de kefir na producao e caracterizagcao de leite
fermentado com a adigcdo de Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12 e

amora-preta

Paola Valente Rodrigues

Bacharela em Quimica de Alimentos

Pelotas, 2022



Paola Valente Rodrigues

Lactobacillus sp. H7 isolado de kefir na producao e caracterizacao de leite
fermentado com a adigdo de Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12 e

amora-preta

Dissertacdo apresentada ao Programa de Poés-
Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos do Departamento de Ciéncia e
Tecnologia Agroindustrial da Universidade
Federal de Pelotas, como requisito parcial a
obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos.

Comité de Orientacao:
Profa. Dra. Angela Maria Fiorentini
Dr. Claudio Eduardo Dos Santos Cruxen

Prof. Dr. Wladimir Padilha da Silva

Pelotas, 2022



Universidade Federal de Pelotas / Sistema de Bibliotecas

Catalogacao na Publicacéo

R696! Rodrigues, Paola Valente

Lactobacillus sp. H7 isolado de kefir na producao e
caracterizacao de leite fermentado com a adicao de
Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12 e amora-preta
/ Paola Valente Rodrigues ; Angela Maria Fiorentini,
orientadora ; Claudio Eduardo Dos Santos Cruxen, Wladimir
Padilha da Silva, coorientadores. — Pelotas, 2022.

91f.

Dissertacao (Mestrado) — Programa de Pos-Graduacao
em Ciencia e Tecnologia de Alimentos, Faculdade de

Agronomia Eliseu Maciel, Universidade Federal de Pelotas,
2022.

1. Liofilizacdo. 2. Produtos lacteos. 3. Probidticos. 4.
Tolerancia ao trato gastrointestinal. 5. Bactérias‘ acido-
|laticas. |. Fiorentini, Angela Maria, orient. Il. Cruxen, Claudio
Eduardo Dos Santos, coorient. lll. Silva, Wladimir Padilha da,
coorient. IV. Titulo.

CDD : 664

Elaborada por Gabriela Machado Lopes CRB: 10/1842



Paola Valente Rodrigues

Lactobacillus sp. H7 isolado de kefir na producéo e caracterizacao de leite
fermentado com a adicdo de Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12 e

amora-preta

Dissertacao, como requisito parcial, para obtencéo do grau de mestre em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos do Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncia e Tecnologia
de Alimentos, Universidade Federal de Pelotas.

Data da Defesa: 13/05/2022

Banca examinadora:

Profa. Dra. Angela Maria Fiorentini — Presidente
Doutora em Ciéncias dos Alimentos pela Universidade Federal de Santa
Catarina/UFSC

Dra. Giovana Paula Zandona — Membro titular
Doutora em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, na Universidade Federal de
Pelotas/UFPel

Profa. Dra. Graciela V6lz Lopes — Membro titular
Doutora em Ciéncias Veterinarias pela Universidade Federal do Rio Grande do
Sul/UFRGS

Profa. Dra. Maristela Cortez Sawitzki — Membro titular
Doutora em Ciéncias dos Alimentos pela Universidade Federal de Santa
Catarina/UFSC



Dedico este trabalho aos meus pais, meu irméo e
minha familia.



Agradecimentos

Agradeco ao apoio da minha familia pela forga e carinho, em especial a minha
mae, sem ela ao meu lado eu ndo conseguiria caminhar nem trilhar estes
momentos, ela € meu lar.

A toda equipe do Laboratério de Processamento de Produtos de Origem
Animal (LPOA), pela paciéncia e dedicagédo, pelas palavras, apoio e ajuda que
contribuiram para a realizacao da pesquisa, muito obrigada.

A minha orientadora prof2. Dra. Angela Maria Fiorentini pela oportunidade e
paciéncia, pelas conversas de apoio e for¢a para o desenvolvimento do trabalho.

Aos co-orientadores prof. Dr. Wladimir Padilha da Silva e Dr. Claudio Eduardo
dos Santos Cruxen, por viabilizar a realizacdo das analises microbioldgicas e pelas
contribuicdes, foram de muita valia para a elaboracdo da pesquisa, meu muito
obrigada a vocés.

A Embrapa Pelotas pela colaboracéo e fornecimento das amostras de amora-
preta liofilizada, em especial a Marcia Vizzoto Foster pela simpatia e a forma
atenciosa que nos concedeu espaco para realizacdo de algumas analises, muito
obrigada.

Aos meus amigos, por entender meus momentos de dificuldade e me
ajudarem com palavras de motivacao e amor, eu amo VOcés.

Ao CNPQ e o programa de Pés-graduacdo PPGCTA pela bolsa concedida,
espero que mais pesquisas possam ser desenvolvidas e desempenhadas para que
possamos crescer e progredir.

Ao meu pai, que ndo esta mais presente, mas se faz vivo em meu coracao,

em todo o ensinamento e palavras que estdo em minha memoria.



Resumo

RODRIGUES, Paola Valente. Lactobacillus sp. H7 isolado de kefir na producéo e
caracterizagao de leite fermentado com a adicdo de Bifidobacterium animalis subsp.
lactis Bb-12 e amora-preta. 2022. 91f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos) — Programa de Pos-Graduacao em Ciéncia e Tecnologia
de Alimentos, Departamento de Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial, Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas, 2022.

Alimentos lacteos fermentados tém sido, cada vez mais, relacionados com a saude e
bem-estar, desta forma a adicdo de frutas e bactérias probibticas tornam-os mais
nutritivos e atrativos ao consumidor. Assim, o estudo teve como objetivo avaliar o
potencial probiotico e tecnolégico de Lactobacillus sp. H7, isolado de kefir, na
producdo de leite fermentado adicionado de Bifidobacterium animalis subsp. lactis
Bb-12 e amora-preta. A partir de quatro amostras de kefir obteve-se 40 isolados,
utilizando o meio seletivo (dgar MRS), para bactérias acido-laticas (BAL). Foram
realizados testes de coloracdo de Gram e catalase, avaliacdo dos aspectos de
seguranca microbidlogica incluindo testes como, atividade da enzima Dnase,
atividade hemolitica, atividade da enzima gelatinase, susceptibilidade a
antimicrobianos de uso clinico e avaliacdo da presenca de plasmideo. Analisou-se 0
potencial tecnolégico e probiético e sua identificacdo molecular. O isolado
identificado molecularmente como Lactobacillus sp. H7 apresentou potencial
tecnologico e probidtico demonstrando valores de auto-agregagdo e co-agregacao,
respectivamente de 67,69% e 39,33% e capacidade hidrofobica de 12,67%. Entre
os dois isolados, H7 foi selecionado para a elaboracdo do leite fermentado, por
apresentar capacidade de sintetizar exopolissacarideos. Elaborou-se dois
tratamentos do leite fermentado, a partir da formulacdo basica, sendo um deles
mantido na forma de gel (LF) e o outro submetido ao processo de liofilizacdo (LFLR),
ambos mantidos em refrigeracdo. O leite fermentado liofilizado foi sempre
reconstituido, antes da realizacdo das analises. Na avaliacdo da viabilidade em
simulacdo sob transito gastrointestinal, o isolado H7 apresentou uma estimativa da
populacdo microbiana de 5,99 log UFC.mL? para LF e 5,93 log UFC.mL* para
LFLR, enquanto que a bactéria probibtica Bb-12 apresentou contagem superior a 6
log UFC.mL?* para ambos. Também foi avaliada a viabilidade destas bactérias
durante o tempo de armazenamento do leite fermentado em refrigeracdo, obtendo
para o isolado Lactobacillus sp. H7 e a bactéria probiética Bb-12, ao final do periodo
de 35 dias, 7,28 log UFC.mL? e 7,46 log UFC.mL™* para LF e 7,21 log UFC.mL* e
6,74 log UFC.mL™? para LFLR, respectivamente. Os tratamentos ndo demonstraram
diferenca significativa quanto a pH, umidade, cinzas, lipidios, proteinas,
antocianinas, compostos fendlicos e antioxidantes. O tratamento LF apresentou
acidez igual ou superior ao LFLR. A adicdo de polpa de amora-preta contribui com
as antocianinas, compostos fendlicos e antioxidantes no produto lacteo. Os dois
tratamentos mostraram boa aceitagcdo sensorial, entretanto o LF foi a amostra
preferida entre os avaliadores. Assim, pode-se concluir que o isolado Lactobacillus
sp. H7 demonstrou potencial tecnolégico para a elaboracéo de um leite fermentado e
juntamente com a Bb-12 garantiram um produto probidtico, e mantiveram uma
viabilidade superior a 6 log UFC.mL?, durante os 35 dias de armazenamento,
independentente do processo de liofilizag&o.

Palavras-chave: Liofilizacdo; produtos lacteos; probidticos; tolerancia ao trato
gastrointestinal; bactérias acido-laticas



Abstract

RODRIGUES, Paola Valente. Lactobacillus sp. H7 isolated from Kkefir in the
production and characterization of fermented milk with the addition of Bifidobacterium
animalis subsp. lactis Bb-12 and blackberry. 2022. 91f. Thesis (Master's degree in
Food Science and Technology) - Postgraduate Program in Food Science and
Technology, Department of Agroindustrial Science and Technology, Federal
University of Pelotas, Pelotas, 2022.

Fermented dairy foods have been increasingly associated with health and well-being,
and the addition of fruits and probiotics bacteria make them more nutritious and
appealing to the consumer. Thus, in this study the objective was to evaluate the
technological potential of Lactobacillus sp. H7 isolated from kefir in the production of
fermented milk added with Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12 and
blackberry. From four kefir samples, 40 isolates were obtained using the selective
medium (MRS agar) for lactic acid bacteria (BAL). Gram stain and catalase tests
were performed, evaluation of microbiological safety aspects including tests such as
Dnase enzyme activity, hemolytic activity, gelatinase enzyme activity, susceptibility to
antimicrobials of clinical use and evaluation of the presence of plasmid. The
technological and probiotic potential and its molecular identification were analyzed.
The isolate identified molecularly as Lactobacillus sp. H7 showed technological and
probiotic potential, demonstrating values of self-aggregation and co-aggregation,
respectively of 67.69% and 39.33% and hydrophobic capacity of 12.67%. Among the
two isolates, H7 was selected for the elaboration of fermented milk, due to its ability
to synthesize exopolysaccharides. Two treatments of the fermented milk were
elaborated, starting from the basic formulation, being one of them kept in the form of
gel (LF) and the other submitted to the process of lyophilization (LFLR), both kept in
refrigeration. The freeze-dried fermented milk was always reconstituted before
performing the analyses. In the analysis of fermented milk, in the gastrointestinal
transit simulation, the isolate H7 presented a count of 5.99 log CFU.mL™* for LF and
5.93 log CFU.mL for LFLR, while the probiotic bacterium Bb-12 had a count higher
than 6 log CFU/mL for both. The viability of these bacteria during the storage time of
the fermented milk in refrigeration was also evaluated, obtaining for the isolate
Lactobacillus sp. H7 and the probiotic bacterium Bb-12, at the end of the 35 day
period, 7.28 log CFU.mL* and 7.46 log CFU.mL* for LF and 7.21 log CFU.mL* and
6.74 log CFU.mL? for LFLR, respectively. The treatments showed no significant
difference regardings the pH, humidity, ashes, lipids, proteins, anthocyanins,
phenolic compounds and antioxidants. The treatments LF presented acidity higher
than or equal to LFLR. The addition of blackberry pulp contributes with the
anthocyanins, phenolic compounds and antioxidants in the dairy product. Both
treatments showed good sensory acceptance, however the LF was the preferred
sample among the evaluators. Thus, it can be concluded that the isolated
Lactobacillus sp. H7 demonstrated technological potential for the elaboration of a
fermented milk and, together with Bb-12, guaranteed a probiotic product, and
maintained a viability higher than 6 log CFU.mL™%, during the 35 days of storage,
regardless of the lyophilization process.

KEYWORDS: Lyophilization; dairy products; probiotics; gastrointestinal tract
tolerance; lactic acid bacteria.
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1. Introducéo

Os alimentos sdo importantes fontes de nutrientes para os consumidores. No
entanto, muitos alimentos além de fornecerem a fonte de nutricdo necessaria,
dispbem em sua composi¢cdo substancias promotoras de bem-estar e salde aos
seres humanos (BANWO et al., 2021).

Alimentos contendo microrganismos probidticos destacam-se por sua
capacidade de oferecer beneficios a saude. Esses microrganismos, de acordo com
requisitos previstos na legislacdo, sdo capazes de promover a estimulacdo do
sistema imune pelo aumento dos niveis de anticorpos, competir com bactérias
patogénicas pela colonizacdo do trato gastrointestinal, provocando a multiplicacdo
de bactérias benéficas que auxiliam na digestdo e no equilibrio da microbiota
intestinal (REQUE; BRANDELLI, 2021).

Os probidticos sdo microrganismos vivos que quando administrados em
guantidades adequadas promovem acdo benéfica a saude do hospedeiro
(FAO/WHO, 2001; HILL et al., 2014). Contudo, para um microrganismo ser
considerado probidtico, este deve atender uma serie de requisitos, sendo um deles,
a permanéncia viavel da bactéria, apdés a passagem pelo trato gastrointestinal, em
uma populacdo estimada de 6 log UFC.mL, bem como possuir a capacidade de
auto-agregacao, co-agregacdo, atividade antagonista contra patdgenos, dentre
outros (SIDIRA et al., 2015).

A acdo no hospedeiro pelos microrganismos probioticos, resulta de diversos
processos, que podem agir em associacdo ou independentes no produto, ou seja
com a adicdo de componentes que possam auxiliar nos efeitos benéficos, sendo
assim, um desafio preservar a viabilidade das espécies de microrganismos
desejaveis na microbiota intestinal, pois o trato gastrointestinal humano, caracteriza-
se como um ambiente competitivo (BERMUDEZ-BRITO et al., 2012).

No grupo das bactérias acido-laticas (BAL), muitas espécies apresentam
propriedades probidticas, e possuem a vantagem, de uma grande maioria, serem
seguras para o consumo humano, ou seja, sdo consideradas GRAS (Generally
Recognized as Safe), ndo causando enfermidades aos consumidores
(CASTELLANO et al, 2008), e se mostram importantes tecnologicamente, na

producdo de alimentos como culturas iniciadoras ou culturas adjuntas. Para um
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microrganismo ser selecionado como seguro e probidtico, este passa por uma série
de requisitos, incluindo métodos de avaliacdo de seguranca relativos a viruléncia,
toxicidade e resisténcia a antibiéticos (PEREIRA et al., 2018).

Espécies de Bifidobacterium por serem anaerdbias, sdo afetadas pela
presenca de oxigénio. Bifidobacterium animalis subsp. lactis se destaca por ser
usada em produtos lacteos em consequéncia da sua boa tolerdncia a pH acido
(YERLIKAYA; SAYGILI; AKPINAR, 2021).

As BAL podem estar presentes na microbiota nativa de alguns alimentos,
principalmente, os derivados lacteos artesanais e leite in natura (RIBEIRO, 2015).
Um derivado lacteo, denominado kefir, € um produto adequado para prospectar
novos isolados, devido a diversidade microbiana que apresentam (BAL, bactérias
acéticas e leveduras), e esta microbiota, esta relacionada com a origem/procedéncia
dos gréos, condi¢des de cultivo, acondicionamento e processamento de fabricacao
(GUT et al., 2019).

Desse modo, podemos observar que as BAL, em especial da familia
Lactobacillaceae, apresentam bom potencial tecnolégico para a producdo de
alimentos, devido a aptidao destas, de provocar transformagdes na matéria-prima,
contribuindo para o sabor e textura de produtos fermentados (IKEDA, 2013), em
consequéncia da producdo de acidos organicos, compostos aromaticos,
exopolissacarideos, bem como fazem a biopreservacdo de alimentos por acdo de
bacteriocinas (SALVUCCI; LE BLANC; PEREZ, 2016). Algumas cepas de BAL
quando em condicBes propicias para o seu desenvolvimento também podem
produzir vitaminas do Complexo B, como vitamina B9 (folato) (LAINO et al., 2015).
Um dos principais produtos comercializados com microrganismos probidticos sdo 0s
leites fermentados, os quais sdo produzidos a partir da fermentacédo por bactérias
acido-laticas capazes de utilizar os substratos presentes no leite resultando na
producéo de acidos e consequente reducdo do pH (LUZ et al., 2021).

Em vista da obtencdo de novos produtos, o kefir, uma bebida composta por
bactérias &cido-laticas, bactérias acéticas e leveduras, demonstra ser uma matriz de
interesse para o isolamento de novas culturas, pois estes microrganismos
encontram-se dispostos em um escossistema em simbiose, através de uma matriz
de exopolissacarideos (GONZALEZ-OROZCO et al.,2022).

13



Para a promoc¢éo da saude além dos probitticos, compostos biologicamente
ativos presentes nas frutas, também sdo importantes. A amora-preta, € uma fruta
que possui varias propriedades, dentre elas a alta concentracdo de compostos
fendlicos, que se destacam pela sua alta atividade antioxidante nos frutos. Estes
fatores aliados aos mecanismos de acao de cepas probidticas auxiliam na obtencéo
de um produto de boa qualidade e saudabilidade (DA SILVA et al., 2019). Ainda, o
efeito da polpa de frutas sobre os probidticos tem sido estudado em varias
pesquisas recentes, trazendo a interacdo destes em leites fermentados e avaliando
sua eficicia na saude do consumidor (MANTZOURANI et al., 2020).

Para garantir a sobrevivéncia e viabilidade dos microrganismos no produto, a
aplicacdo do método de liofilizacdo pode trazer um melhor desempenho dos
microrganismos durante o armazenamento no produto. A liofilizacdo € um processo
que utiliza baixa temperatura e pressao durante a operacao, contribuindo assim na
retencdo da estrutura nativa, propriedades bioquimicas e atividades de células
bacterianas (OLUWATOQYIN; TAI; FAGAN-ENDRES, 2022).

No presente estudo, objetivou-se avaliar o potencial probio6tico e tecnoldgico
de Lactobacillus sp. H7 isolado de kefir, na producdo de leite fermentado
suplementado de Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12 e amora-preta,

submetido ao processo de liofilizagéo.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

Avaliar o potencial probidtico e tecnolégico de Lactobacillus sp. H7 isolado de
kefir, na producdo de leite fermentado com suplementacdo de Bifidobacterium

animalis subsp. lactis Bb-12 e polpa de amora-preta.

2.2. Objetivos Especificos

v Isolar, identificar e caracterizar bactérias acido-laticas (BAL), procedentes de
kefir;

v" Avaliar os parametros de seguranca microbiolégica e o potencial tecnolégico
e probidtico dos isolados, in vitro;

v Avaliar o potencial fermentativo do isolado de BAL selecionado, na producéo
de leite fermentado;

v" Avaliar a viabilidade do isolado de BAL potencialmente probiotico selecionado
e da cultura probiética no leite fermentado durante o transito gastrointestinal
e no periodo de armazenamento;

v Avaliar a influencia do processo de liofilizacdo e reconstituicdo nas
caracteristicas fisico-quimicas, microbiolégicas e sensoriais do leite
fermentado probidtico liofilizado suplementado com Bifidobacterium animalis

subsp. lactis Bb-12 e polpa de amora-preta.
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3. Revisao da Literatura

3.1. Bactérias acido-laticas

As bactérias acido-laticas (BAL), sdo muito utilizadas como culturas
iniciadoras na fermentagdo de uma diversidade de alimentos, auxiliando na
conservacao e no valor nutricional e sensorial dos produtos gerados. Em virtude das
caracteristicas metabdlicas e fisiologicas sdo capazes de fermentar carboidratos
resultando na producdo de compostos como 0s &cidos organicos, que provocam a
reducdo do pH do substrato (LEVIT et al., 2020), peptideos antimicrobianos, diacetil,
peroxido de hidrogénio (H202) e dioxido carbbnico (CO2) (BACHTARZI
KHARROUB; RUAS-MADIEDO, 2019).

As BAL abrangem um grupo de microrganismos que apresentam morfologia
na forma de cocos ou bacilos, Gram-positiva, catalase negativa, ndo produzem
esporos sdo anaerobios facultativos, produzindo acido latico como produto final da
fermentacao de carboidratos (LEVIT et al., 2020).

As BAL adquirem energia por meio da fermentagdo de aclUcares e possuem
duas vias principais de fermentacdo, a homofermentativa e a heterofermentativa. A
homofermentacédo é caracterizada pela formacao de acido latico como o principal
produto do metabolismo da glicose através da via glicolitica ou via de Embden-
Meyerhoff). Enquanto na heterofermentacéo, ha producdo de quantidades iguais de
acido latico, di6xido de carbono, etanol ou acetato produzidos a partir da glicose pela
via oxidativa das pentoses fosfato (PPP) (WANG et.al., 2020).

As BAL sao reconhecidas pela FDA (Food and Drug Administration) como
GRAS (Generally Recognized as Safe), possibilitando a sua utilizagdo como cultura
iniciadora na fermentacdo de diversos produtos alimenticios, devido estas néo
apresentarem risco ao consumidor (MOJGANI et al., 2015), bem como, possuem a
capacidade de atuar na bioconservacdo, pela producdo de substancias
antimicrobianas, resultantes do seu metabolismo como o acido latico e bacteriocinas
(FIELD; ROSS; HILL, 2018), podendo ser uma opcdo aos aditivos alimentares,
devido a producdo de compostos que auxiliam a evitar a proliferacdo de
microrganismos deteriorantes e patogénicos (MOHAMMED; CON, 2021).

Algumas BAL também apresentam a capacidade de produzir folato (vitamina

B9) e outras vitaminas do complexo B, sendo esta producéo atribuida a expresséo
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de alguns genes do microrganismo (LEBLANC et al., 2015; ALBUQUERQUE et al.,
2017). Outras propriedades relacionadas as BAL é a producdo de certas enzimas
como a B-galactosidase que pode hidrolisar a lactose; a-glicosidase que quebra
amidos e dissacarideos em glicose e outros produtos; hidrolase de sais biliares
(BSH) capaz de reduzir os niveis séricos de colesterol e glutamato descarboxilase
que converte o glutamato em &cido y-aminobutirico (GABA) (QUILEZ; DIANA, 2017).

Os principais géneros pertencentes ao grupo de BAL sao Lactobacillus,
Lactococcus, Enterococcus, Pediococcus, entre outros (HOLZAPFEL, et al., 2001;
ALBAYRAK; DURAN, 2021), e podem ser encontradas em ambientes ricos em
nutrientes, principalmente, carboidratos e proteinas (LEVIT, et al., 2020), como 0s
produtos lacteos e seus derivados, onde estas se encontram naturalmente ou
através da aplicacdo destas em processos fermentativos (BACHTARZI,
KHARROUB; RUAS-MADIEDO, 2019). Espécies da familia Lactobacillaceae s&o
consideradas mais importante, no que se refere a aplicagdo em alimentos. As
espécies fermentam carboidratos e tem capacidade especifica da cepa em fermentar
frutanos extracelulares, amido e glicogénio (ZHENG et al., 2020).

Cepas de BAL sdo comumente utilizadas na producédo de alimentos devido a
sua eficacia na elaboracao de produtos lacteos fermentados. Em estudo realizado
por Rodriguez-Sanchez et al. (2021) avaliaram o comportamento de cepas de
Lactobacillus e a utilizacdo destas em alimentos lacteos fermentados com intuito de
promover acdo benéfica. Ao total, noventa e oito cepas de Lactobacillus foram
avaliadas quanto as caracteristicas de seguranca, tecnolégicos e propriedades
promotoras de saude, destas apenas treze cepas atingiram resultados satisfatorios
para serem selecionadas para uso em novos produtos.

Aspectos de seguranca e tecnologicos sdo importantes para a escolha de
cepas para uso em novos produtos, pois estes avaliam os efeitos que o0s
microrganismos podem acometer e suas caracteristicas frente a fatores intrinsecos e
extrinsecos como, pH e temperatura, respectivamente. Dentre os testes para
avaliacdo dos parametros de seguranca microbidlogica, destacam-se atividade da
enzima Dnase com o intuito de verificar a presenca da enzima Dnase a qual degrada
0 acido nucléico, atividade hemolitica que verifica se 0os microrganimos produzem
hemolisina, com capacidade de lisar hemacias, atividade da enzima gelatinase com

finalidade de verificar a producdo da gelatinase, capaz de hidrolisar o colageno e
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alguns peptideos e susceptibilidade a antimicrobianos de uso clinico com o objetivo
de testar os isolados com diferentes antimicrobianos e analisar se estes s&o
sensiveis ou resistentes (FUNCK et al., 2019).

Cisem e Mustafa (2021) realizaram o isolamento de bactérias acido-laticas de
queijos brancos tradicionalmente produzidas com leite de vaca e/ou ovelha. Foram
obtidos 40 isolados caracterizados como Enterococcus spp. por testes morfologicos,
fisioloégicos e bioquimicos, estes foram analisados quanto o potencial probiotico e
capacidade de producdo de aroma pela obtencdo de diacetil. O isolamento e
caracterizagdo de bactérias &cido-laticas demonstram fornecer informacdes
importantes quanto aos microrganismos e a possivel utilizacdo destes em produtos
alimenticios.

Em relacdo aos beneficios do consumo de alimentos contendo BAL, varios
estudos tém relatado que algumas cepas de BAL, sdo denominadas probioticas,
pois dispéem de funcdes promotoras de saude como resisténcia a patdgenos,
prevencdo da intolerancia a lactose, efeitos anticarcinogénicos, reversao dos

sintomas de depressao e ansiedade, entre outros (LEVIT et al., 2020).

3.2. Probiéticos

Os probidticos sdo microrganismos vivos que, quando administrados em
guantidades adequadas, conferem beneficios a saude do hospedeiro (FAO/WHO,
2001; HILL et al., 2014).

Dentre os beneficios concedidos tem-se: colonizag&o do trato gastrointestinal,
reducdo dos niveis de colesterol, aumento dos niveis de anticorpos, barreira contra
adesdo de bactérias patogénicas aos tecidos epiteliais do intestino, reducdo dos
sintomas de intolerancia a lactose, entre outros (ILAVENIL et al.,, 2016). Estes
beneficios, estdo associados a um ou mais mecanismos, como modulacdo da
microbiota intestinal, modulacdo da resposta imune e competicdo por nutrientes
(VERA-PINGITORE et al., 2016).

Um microrganismo considerado probiotico, deve ser seguro e caracterizado
funcionalmente por estudos in vitro e in vivo, sendo uma das etapas a persisténcia e
viabilidade no trato gastrointestinal, que se inicia com a sobrevivéncia a acédo do pH
e das enzimas salivares, devendo suportar as condicbes acidas do estébmago, 0s

sais biliares e enzimas pancreaticas no intestino e, ainda, multiplicar e aderir-se as
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células da mucosa intestinal no hospedeiro (COOK et al., 2012; MARTIN et al.,
2015), e nesta etapa final do processo na regido intestinal, deve estar em
concentracdes 2 6 log UFC.mL* (HILL et al., 2014).

Os microrganismos mais utilizados e selecionados com propriedades
probiodticas sdo as espécies de BAL da familia Lactobacillaceae (L. acidophilus, L.
casei shirota, L. casei var. defensis, L. casei var. rhamnosus, L. paracasei e L. lactis)
e espécies ndo lacticas do género Bifidobacterium: Bifidobacterium longun,
Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium bifidum e Bifidobacterium animalis, sendo
gue a espécie Bifidobacterium animalis subsp. lactis € considerada a mais utilizada
em produtos lacteos por conta de sua boa tolerancia aos fatores ambientais gerados
nos produtos pelas bactérias como acidos que consequentemente reduzem o pH
(SURENDRAN et al., 2017; AKPINAR; SAYGILI; YERLIKAYA, 2020; YERLIKAYA,
SAYGILI; AKPINAR, 2021).

Dentre os probioticos usados com maior frequéncia em alimentos, destacam-
se Lactobacillus spp. (BAL) e Bifidobacterium spp., sendo ambos amplamente
explorados em estudos experimentais (SURENDRAN et al., 2017).

As espécies do género Bifidobacterium se classificam como anaerobicas e
portanto, o crescimento e a viabilidade s&o influenciados negativamente, pela
presenca de oxigénio (YERLIKAYA; SAYGILI; AKPINAR, 2021). Estas sao
classificadas e utilizadas como probioticas em alimentos em funcdo, da alta
capacidade de sobrevivéncia durante a passagem ao trato gastrointestinal e sua
adesdo a mucosa intestinal. Demonstram ter efeitos favoraveis na fisiologia e
metabolismo do hospedeiro, produzem metabdlitos na forma de acido propionico e
acidos graxos de cadeia curta capazes de clivar ligacdes galactosidicas e possuem
caracteristicas tecnélogicas em virtude da sua sobrevivéncia em armazenamento
(SOFYAN et al., 2022).

A prevaléncia de microrganismos probidticos no trato gastrointestinal do
hospedeiro, restaura o equilibrio da microbiota, pois pode inibir as bactérias
patogénicas, através de exclusdo competitiva pela competicdo por nutrientes,
espaco e sitios de adeséo as celulas do epitélio intestinal, inibindo a acéo de toxinas
pela produgdo de substancias antimicrobianas (FONTANA et al., 2013). A interacao
com a membrana intestinal e a adesdo as células do epitélio impedem a aderéncia

de microrganismos patogénicos (FONTANA et al., 2013).
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Também se pressupde que algumas bactérias probidticas, podem estar
relacionadas com a reducdo dos niveis de colesterol devido a degradacao dos sais
biliares (DE MELO PEREIRA et al., 2018). Estas também estdo relacionadas a
degradacéo da lactose no intestino, devido a produgdo da enzima [(-galactosidase,
popularmente conhecida como lactase, que proporciona reducdo no desconforto
abdominal associados a diarreias osmoéticas, em individuos que apresentam
deficiéncia na quantidade de -galactosidase (DE ALBUQUERQUE et al., 2021).

Com base no consumo de microrganismos viaveis, que conferem beneficios
ao consumidor, é recomendado a ingestdo de alimentos probidticos que contenham
no minimo de 6 log UFC.g! ou mL1do produto (HILL et al., 2014; PAPADOPOULOU
et al., 2018). Nesse sentido, € importante a viabilidade dos probiéticos no produto,
estes deverdo apresentar habilidades para sobreviver as condicfes de processo,
aos fatores intrinsecos do alimento e ao armazenamento do produto
(PAPADOPOULOU et al., 2018).

Os produtos lacteos sao considerados bons veiculos para microrganismos
probioticos (MORIANO; ALAMPRESE, 2017), uma vez que se encontram bem
adaptados as caracteristicas dessa matriz alimenticia. O leite cru, os queijos e kefir
artesanais apresentam uma microbiota autdctone e complexa formada por varios
grupos de microrganismos incluindo as BAL, as quais colaboram na biopreservagao
e nas caracteristicas sensoriais dos produtos (PISANO et al., 2014).

Funck et al. (2019) avaliaram o potencial probiotico de Lactobacillus curvatus
P99 e a viabilidade em bebida lactea fermentada de aveia durante o armazenamento
por 35 dias a 4 °C. O estudo comprovou a capacidade de sobrevivéncia da bactéria
durante a passagem no trato gastrointestinal e demonstrou hidrofobicidade, auto-
agregacdo e co-agregacao com Listeria monocytogenes. O isolado mostrou-se
eficiente em todos os aspectos mostrando-se ser uma Otima cultura para ser
utilizada na elaboracao de alimentos lacteos fermentados.

Vitola et al. (2018) isolaram L. casei de silagem de colostro bovino e utilizaram
o método de imobilizacdo com a soja como suporte, a fim de manter a viabilidade
dos microrganismos nos alimentos durante o armazenamento até seu consumo. As
contagens de células viaveis de L. casei CSL3 foram de 6,23 log UFC.g*! e 6,71 log
UFC.g? por 30 dias de armazenamento apoés liofilizacdo e sob armazenamento

refrigerado, respectivamente. Os isolados CSL3 e CSL16 apresentaram
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concentracdes superiores a 6,5 log UFC.g' durante a passagem pelo trato
gastrointestinal em todos os tempos e tratamentos, em especial o isolado CSL3 que
nao apresentou diferenca significativa entre os tempos e condicbes durante a
passagem, mantendo-se viavel em concentracées maiores que 7,3 log UFC.mL?
podendo-se dizer que este isolado apresenta potencial probidtico.

Nos dias atuais, percebemos, que os consumidores buscam alimentos que
causem efeito benéfico, aliado a isso observa-se a importancia de isolar e selecionar
bactérias acido-lacticas com potencial probiético aumentando a diversidade de
produtos no mercado e proporcionando alimentos de boa qualidade e com
beneficios a salde, evitando a incidéncia de doencas e auxiliando no equilibrio da

microbiota intestinal do ser humano.

3.3. Kefir

A bebida kefir possui legislacdo especifica, estabelecida pelo Ministério da
Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento, por meio do Regulamento Técnico de
Identidade e Qualidade de Leites Fermentados. No regulamento consta que este, é
um leite fermentado adicionado ou ndo de outras substancias alimenticias, obtidas
por coagulacéo e diminuicdo do pH do leite, na qual a fermentacdo se realiza pela
acdo de leveduras, bactérias acido-laticas organizadas em grdos de kefir, como
Lactobacillus kefir, espécies dos géneros Leuconostoc, Lactococcus e Acetobacter
com producéo de acido latico, etanol e didxido de carbono (BRASIL, 2007).

No decorrer do processamento, ocorre uma dupla fermentacdo do leite por
bactérias e leveduras, resultando na produc¢do de um alimento rico em acido latico e
acético, alcool etilico, vitamina B12, exopolissacarideos, entre outras caracteristicas
gue proporcionam beneficios a saitde (WESCHENFELDER et al., 2011)

Em estudo realizado por Weschenfelder et al., (2011) classificaram-se o
alimento como muito &cido, devido o reduzido pH deste produto, garantindo a
inibicAo do desenvolvimento de microrganismos patogénicos e deteriorantes
tornando o kefir um alimento seguro para consumo.

Segundo Diniz et al. (2003) a bebida kefir promove propriedades funcionais a
guem consome, como a reducéo dos efeitos de intolerancia a lactose, a modulacéo
do sistema imune, a protecdo frente aos microrganismos patogénicos, o balanco da

microbiota intestinal e a reorganizacdo hepéatica.
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As quantidades de proteina, gordura e minerais do kefir, estdo relacionadas a
matéria-prima utilizada para obtencdo deste, possuindo assim, um valor nutricional
especifico ao mesmo. A bebida é palatavel e tem alta digestibilidade, decorrente do
processo de fermentacdo no qual ocorre a desnaturacdo das proteinas do leite e
hidrélise de algumas, resultando em peptideos e/ou aminoacidos livres, susceptiveis
a digestao pelos sucos gastricos e intestinal (FARNWORTH; MAINVILLE, 2008).

Guzel-Seydim, Gokirmakli e Greene (2021), relataram que alteracdes no perfil
de aminoacidos sao resultantes do crescimento de microrganismos que ocorre
durante a fermentacdo do leite, assim observaram que o perfil de amino&cidos
presentes no kefir apresentou uma quantidade maior de treonina, serina, alanina,
lisina e amonia do que no leite ou iogurte. Alguns dos microrganismos contidos na
bebida, possuem a capacidade de auxiliar na digestdo da lactose através da
atividade da enzima [3-galactosidase.

Os microrganismos presentes nos graos de kefir, a origem dos mesmos, 0S
atributos quimicos do leite empregado e as condi¢des de estocagem, influenciam as
caracteristicas fisicas, quimicas e microbioldgicas da bebida (DINIZ et al., 2003).

Por ser um produto obtido, na sua grande maioria, de forma artesanal, o kefir
se apresenta como uma importante matriz alimenticia para prospectar bactérias
acido-laticas, com possiveis caracteristicas/propriedades diferenciadas.

Em estudo realizado por Oktay (2019) observou-se o potencial probiético de
Lactococcus lactis subsp. lactis isolada de leite cru e grédos de kefir e constatou-se
melhores atividades antimicrobianas das cepas isoladas de kefir do que as do leite
cru, mas em compensacao estas nao foram capazes de crescer em sais biliares e
apresentar todas as propriedades necessarias para serem consideradas probiéticas.

Jeong et al. (2017) isolaram cepas de BAL de kefir e avaliaram o
comportamento e o potencial benéfico destes microrganismos a saude do
hospedeiro. Assim, o estudo demonstrou que todas as cepas eram produtoras de
exopolissacarideos, Lactobacillus kefiranofaciens DN1, foi a maior produtora. A
atividade antimicrobiana através da ac¢do do exopolissacarideo sobressaiu-se
constatando que esta foi capaz de exercer efeitos antimicrobianos contra Listeria
monocytogenes e Salmonella sp..

Bengoa et al. (2018) avaliaram o potencial tecnologico de cepas de
Lactobacillus paracasei isoladas de kefir e a producdo de EPS por estas em
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diferentes temperaturas. A producdo de exopolissacarideo pelas bactérias &cido-
laticas mostra ser um fator importante a ser considerado para a utilizacdo destas em
alimentos lacteos fermentados, pois este tem como propriedade aumentar a textura
dos alimentos, afetando assim no aspecto do produto. Alimentos lacteos
fermentados tem como caracteristica a textura mais acentuada, assim bactérias
acido-laticas capazes de produzir exopolissacarideo tem melhor desempenho no
desenvolvimento de um novo produto.

Ker-sin, Wang e Chen (2020), avaliaram a viabilidade de bactérias isoladas de
kefir e seu comportamento durante a fermentacéo. Foi utilizado cana-de-acucar para
imobilizacdo das bactérias com o intuito de aumentar a Vviabilidade dos
microrganismos durante o armazenamento. Os pedacos de cana-de-acUcar
responderam a todos os critérios fisico-quimicos, microbiolégicos e em relacdo a sua
textura, demonstrando que o sistema ofereceu potencial para desenvolvimento e
elaboracdo de um leite fermentado probidtico e de eficacia para a saude do
consumidor.

O estudo de isolados utilizando o kefir, tem aumentado devido este ser
discutido em vérias pesquisas como um produto que oferece beneficios a salde, por
apresentar em sua composi¢cdo uma diversidade de microrganismos que manifestam
em seu comportamento serem capazes de produzir compostos durante a
fermentacao, que auxiliam no bem-estar e na saude do ser humano (BENGOA et
al.,2018).

3.4. Leite Fermentado

Os alimentos fermentados constituem uma gama de produtos nutritivos, uma
vez que os principais constituintes estdo parcialmente digeridos, em consequéncia
do processo fermentativo (DE OLIVEIRA; DA SILVA, 2011).

Com a fermentacéo de carboidratos do leite, 0s microrganismos responsaveis
ocasionam a acidificagdo e o desenvolvimento de caracteristicas como sabor e
aroma caracteristico de produtos lacteos (ORDONEZ et al., 2005).

A legislagdo especifica determina que: leites fermentados sdo produtos
resultantes da fermentac&o do leite pasteurizado ou esterilizado, por uma ou varias
culturas: Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Bifidobacterium sp.

Streptococcus thermophilus e/ou outras bactérias acido-lacticas, que por sua
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atividade contribuem para as caracteristicas do produto final. Além disso, estes
micro-organismos especificos devem ser viaveis, ativos e abundantes no produto
durante o periodo de vida util (BRASIL, 2007).

As bactérias acido-laticas, sdo as mais utilizadas na producdo de leites
fermentados, isso deve-se ao seu bom desempenho no leite, por esta matriz
alimenticia conter aglcares fermentaveis, proteinas e, por serem bem tamponados
por proteinas e fosfatos, durante o processo de fermentacdo enriquecendo as
caracteristicas de laticinios (ORDONEZ et al., 2005).

Em estudo realizado por Casarotti et al. (2020) utilizou-se 0 maracuja como
subproduto para suplementacdo em leite fermentado. A utilizacdo de frutas neste
tipo de produto tem sido uma maneira de aumentar os efeitos benéficos destes
produtos na saude do consumidor, elevando o poder nutritivo dos alimentos lacteos.

Assim, a utilizacdo de polpas de frutas em produtos lacteos € uma alternativa
para aumentar a diversidade destes produtos na parteleira dos mercados, trazendo
diversas opcdes para os consumidores, além de fornecer benéficios &4 saude.
Bactérias probioticas também tem sido uma procura pelos consumidores, devido as
suas propriedades e efeitos no organismo, aliado ao uso de polpas na elaboracéo de
alimentos lacteos, estas elevam as propriedades nutricionais dos produtos.

3.5. Amora-preta (Rubus sp.)

O cultivo da amora-preta é significativo no Rio Grande do Sul, sendo este
classificado como maior produtor nacional de amoreira-preta, devido a isso, estudos
com essa fruta se tornam de grande importancia, pois a amora-preta possui Varios
compostos quimicos de valor significativo para a saude do ser humano. Dentre
estes, o &cido elagico, que tem funcdo antimutagénico e anticancérigeno
(EMBRAPA, 2004). Séo atribuidas as frutas de amoreira-preta propriedades como,
no controle de hemorragias em animais e seres humanos, controle da presséo
arterial e efeito sedativo, fungao antioxidante, entre outras (BRAGA et al., 2019).

A amora-preta € uma fruta com elevado teor de polifendis, moléculas estas,
gue contém varios anéis de fendis, tendo como base pelo menos, um anel aromatico
em sua estrutura ligado a um ou mais grupamentos hidroxila (-OH). O principal
flavondide encontrado na amora-preta sdo as antocianinas, essas moléculas se

originam a partir da adicdo de um glicosideo ou de grupamentos acetil, cumaril e
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cafeoil a molécula de antocianidina, conferindo maior estabilidade. No organismo, as
antocianinas atuam como antioxidantes pela capacidade de doar elétron ou atomo
de hidrogénio a radicais livres reativos (DA SILVA et al., 2019).

Devido ao seu alto contetudo antioxidante, a amora-preta € capaz de modular
a atividade de enzimas como a superéxido dismutase e glutationa peroxidase, e
diminuir a peroxidagéo lipidica. Estudos demonstram que o consumo de extrato de
amora-preta foi capaz de reduzir o risco de doencas cardiovasculares, devido a sua
capacidade de baixar os niveis séricos de triglicerideos e fracdo LDL-colesterol, bem
como impedir a peroxidacéo lipidica, aterogenese e agregac¢ao plaquetaria (BRAGA
et al., 2019).

Os frutos do género Rubus, possuem um sabor mais acentuado para acido,
favorecendo seu consumo nas formas processadas ou em adicdo em produtos
lacteos como iogurtes (SILVA et al., 2019)

Os frutos de amora-preta podem ser consumidos tanto in natura, como
aplicados ao processamento na industria de produtos lacteos e polpas congeladas
(ANTUNES, 2002). E uma frutifera que vem causando grande interesse de
consumidores e produtores, principalmente, por suas propriedades benéficas a
saude (HIRSCH, 2011), bem como por apresentar baixo custo de producédo e
facilidade de manejo (ANTUNES, 2002; HIRSCH, 2011).

Tang et al. (2022) realizaram a avaliacdo da biotransformacéo de frutas
citricas em leites fermentados e o efeito protetor destas contra atividade antioxidante
induzida por lipopolissacarideos (LPS) em células Caco-2 comprovando o efeito do
uso de frutas em produtos lacteos.

Segundo Borgonovi, Casarotti e Penna (2021), a aplicacdo de polpa de frutas
no leite fermentado pode acarretar efeitos desejaveis ou indesejaveis dependendo
da escolha da fruta, cepa e da quantidade de polpa de fruta a ser acrescentada no
produto. Os efeitos desejaveis ou indesejaveis dos frutos na populacdo microbiana
dependem principalmente da cepa, do fruto e da concentracdo de bioativos, em
suma os polifendis encontrados nas frutas (RAMOS et.al., 2020).

Estudos tém sido efetivados para esclarecer a simbiose de frutas e
microrganismos. A adi¢éo de frutas em produtos lacteos auxilia no aumento do valor

nutricional, devido estas apresentarem grandes quantidades de minerais, vitaminas
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e compostos bioativos contribuindo beneficamente na salde e bem-estar do
consumidor (TURGUT; CAKMAKCI, 2018).

Considerando o efeito desejavel entre frutas e cepas probidticas ja
ressaltados em outros estudos, a aplicacdo de polpas de frutas ao leite fermentado
probidtico apresentam melhorar a viabilidade dos probidticos ao longo do
armazenamento (BARAT; OZCAN, 2018). Os prebibticos presentes em alguns
alimentos como frutas e cereais, também atuam sob o crescimento e atividade
metabdlica de cepas probioticas. Estes sdo definidos como substratos usados de
forma seletiva pelos microrganimos hospedeiros (REZENDE et al., 2022).

A adicdo de polpas em alimentos lacteos é uma opc¢do para melhorar os
beneficios fornecidos por estes alimentos, além de ampliar a diversidade de
produtos lacteos fermentados com potenciais beneficios a saude do consumidor
(BRAGA et al., 2019).

3.6. Liofilizacdo de produtos lacteos

A liofilizacdo é uma das técnicas utilizadas para conservacéo dos alimentos, e
tem como principio a sublimacéo reduzindo a temperatura abaixo do ponto triplo da
agua, ocorrendo queda de pressdo e o aumento da temperatura para o valor
ambiente, fazendo com que parte da dgua evapore, sem passar pelo estado liquido
(FELLOEWS, 2000).

Apesar de ser uma técnica de alto custo, ela apresenta grandes vantagens na
industria de alimentos, onde a preservacao dos alimentos é de extrema importancia
para a obtencdo de produtos com caracteristicas semelhantes aquelas do produto
nao liofilizado. Dentre as vantagens, tem-se a ndo restricdo de produtos que podem
passar pelo processo de liofilizagdo (FELLOEWS, 2000).

Os alimentos com sensibilidade ao calor, apresentam resultados
insatisfatorios quando expostos aos métodos tradicionais, pois 0 aquecimento a
altas temperaturas altera o sabor, textura, forma e ainda destrdi os nutrientes. Na
liofilizagc&o, o processo ocorre de forma diferente, em virtude de que este, ocorre a
baixas temperaturas. Este processo também apresenta outra vantagem que € a
reducdo de espaco para transporte e armazenamento do produto, porém deve-se ter

cuidado com as embalagens do produto, as quais devem garantir total isolamento
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hermético a fim de que ndo haja absorcdo de umidade, pois poderd ocorrer a
degradacéao do alimento (VENIR et al., 2007).

Em produtos como iogurtes e leites fermentados que contém uma quantidade
alta de agua, ao serem liofilizados demonstraram outro comportamento, havendo
que passar por um processo de reconstituicdo afim de obter as caracteristicas fisicas
e quimicas semelhantes ao produto que o originou. Estudos tém sido realizados, a
fim de obter resultados que demonstrem ndo haver alteracfes significativas em
certos parametros como textura, sabor e aroma (YAMAGUCHI et al., 2020).

Matos et al. (2015), realizaram um estudo verificando a estabilidade fisico-
quimica e microbiologica de iogurte natural liofilizado, durante o periodo de
armazenamento e os resultados mostraram que certos parametros se mantiveram
estaveis e a atividade das bactérias encontrava-se dentro da faixa estabelecida pela
legislacao vigente.

Yamaguchi et al. (2020), apresentaram a aplicacédo do processo de liofilizacao
em iogurtes e expressaram resultados satisfatérios, comprovando que o processo é
eficaz e permite obter um produto de facil armazenamento e com caracteristicas
fisico-quimicas estaveis. As bactérias &cido-laticas mantiveram-se viaveis durante o
periodo de armazenamento e o produto foi de facil reconstituicdo no momento de
consumo.

Os produtos lacteos por serem termossensiveis, tornam a liofilizagdo um
processo Util para sua desidratacdo mantendo a viabilidade das bactérias por um
periodo maior. Muitos pesquisadores estudaram o processo de liofilizacdo em leites
fermentados e iogurtes e obtiveram resultados satisfatérios demonstrando que a
liofilizacdo neste tipo de produto o torna de grande valor aquisitivo (YAMAGUCHI et
al., 2019)

Assim, podemos constatar a importancia da liofilizacdo para produtos como
leites fermentados, pois estes conservam o produto por um periodo de tempo maior
mantendo suas caracteristicas nutricionais e quando adicionados com probiéticos,
fornecem bem-estar e salude aos consumidores, bem como a praticidade no uso

desses produtos.
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4. Capitulo 1 - Lactobacillus sp. H7 isolado de kefir na producédo e
caracterizacao de leite fermentado com adi¢c&o de Bifidobacterium animalis
subsp. lactis Bb-12 e amora-preta

4.1. Introducao

O consumo de alimentos saudaveis, que trazem bem-estar e beneficios para
0 organismo, incluindo os alimentos com propriedades funcionais, € uma tendéncia
crescente entre os consumidores (TIAN et al., 2021)

Dentre os alimentos funcionais, encontram-se os produtos adicionados de
probiéticos, estes microrganismos que quando ingeridos em uma concentracao
adequada oferecem beneficios a saude do hospedeiro (FAO/WHO, 2001; HILL et al.,
2014).

Os produtos lacteos, se destacam quanto a adicdo destes microrganismos,
em virtude da acdo dos mesmos nesta matriz alimenticia, principalmente, pelo
consumo dos carboidratos presentes no alimento com formacéo de acidos organicos
(prevaléncia do acido latico) que influenciam na textura, sabor e aroma dos produtos
(KRUNIC; OBRADOVIC; RAKIN, 2019; TIAN et al., 2021). Lactobacillus spp. estéo
entre as bactérias mais utilizadas na fermentacéo latica, sendo considerado um dos
probiéticos mais frequentes em produtos lacteos probidticos, juntamente com
Bifidobacterium spp. (SURENDRAN et al., 2017; YERLIKAYA; SAYGILI; AKPINAR,
2021).

Os probioticos mostram-se benéficos para os consumidores por apresentarem
comportamentos que auxiliam na regulacdo e equilibrio da microbiota intestinal e
entre outros beneficios. Por isso, vale salientar a importancia de isolar e avaliar
novas cepas que poderdo vir a contribuir na satde do consumidor evitar o avango de
certas doencas, além de ampliar a diversidade de produtos lacteos no mercado
(RENSCHLER et al., 2020).

Os principais efeitos benéficos apresentados pelos probidticos, relaciona-se
ao aumento da motilidade intestinal, 0 que evita o crescimento e desenvolvimento de

bactérias patogénicas, com a melhora das fun¢des da barreira intestinal e com a
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modulagdo da resposta imune, além do equilibrio da microbiota intestinal e da
melhora da digestibilidade (CORREIA et al., 2012).

Devido a isto, € importante que os probidticos se mantenham em uma
concentracdo de no minimo 6 log UFC.g*! ou mL? do produto, para que possam
contribuir com os efeitos benéficos no trato gastroinstenal e se desenvolver no
organismo competindo com as bactérias patogénicas pelos sitios de adesdo e se
aderindo as células epiteliais prevenindo a eliminacdo por peristaltismo,
proporcionando vantagem competitiva no ecossistema (PAPADOPOULOU et al.,
2018).

Entre os fatores que afetam a viabilidade das bactérias probi6ticas no
produto, cita-se o0 estado fisioldgico dos probidticos adicionados, as condicbes
fisicas de estocagem (tempo, temperatura), a composicdo quimica do produto no
qual os microrganismos serdo adicionados (acidez, conteado de carboidratos
utilizaveis, fontes de nitrogénio, conteldo mineral, atividade de &gua, contetdo de
oxigénio) e possiveis interacdes dos probidticos (bacteriocinas, antagonismo,
sinergismo) com outras culturas iniciadoras (ZEPEDA-HERNANDEZ et al., 2021).

A liofilizagdo de alimentos, € um método de grande interesse, devido a
praticidade que o uso desses alimentos proporciona, bem como a diminuicdo de
volume e aumento da sobrevivéncia dos microrganismos no produto, devido ao
processo que possibilita um prolongamento da atividade e estabilidade das bactérias
nos alimentos. Isto se deve, a eficacia do método em conservar as caracteristicas
fisiolégicas, morfoldgicas e metabdlicas destes microrganismos. Estudos vem sendo
realizados a partir do uso da liofilizacdo como método de conservacdo e
demonstraram que esse método tem efeitos menos nocivos sobre o0s
microrganismos sensiveis em comparacdo com a secagem a temperatura ambiente
(OBRADOVIC et al., 2022).

No presente estudo objetivou-se avaliar o potencial probidtico e tecnoldgico
de Lactobacillus sp. H7 isolado de kefir na producdo de leite fermentado
suplementado de Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12 e polpa de amora-

preta, submetido ao processo de liofilizacao.
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4.2. Material e Métodos

4.2.1. Material

Quatro amostras de kefir foram provenientes dos municipios de Pelotas e Rio
Grande/RS, cedidas por individuos que consomem este produto e, o produzem
artesanalmente, foram utilizadas neste estudo. No laboratorio, os gréos de kefir, de
cada amostra, foram adicionados em leite integral e mantidos a temperatura
ambiente, até a coagulagéo do leite, em consequéncia da fermentacdo. Apds, o leite
fermentado foi filtrado, para separar os graos do leite fermentado, e armazenado em

temperatura de refrigeracéo, até a realizacdo das analises de isolamento do kefir.

4.2.2. Isolamento e caracterizacdo preliminar de bactérias acido-laticas (BAL)

Para o isolamento das (BAL), foram realizados os procedimentos conforme
Vitola et al. (2018), com algumas modificagcdes. Uma porgdo de 25 mL de cada
amostra de leite fermentado do kefir foi homogeneizada com 225 mL de &agua
peptonada 0,1%, em stomacher. Uma aliquota de 1 mL de cada amostra foi
adicionada em 9 mL de agua peptonada 0,1%, e a mistura submetida a diluices
decimais seriadas em agua peptonada 0,1% até a diluicdo 10%. Posteriormente,
aliquotas de 0,1 mL de cada diluicao foram transferidas para placas contendo agar
De Man Rogosa & Sharpe (MRS) (Acumedia®, Lansing, USA). O indculo foi
distribuido na superfcie do agar, com uma alca de Drigalski, acondicionadas em
jarras de anaerobiose e incubagao a 37 °C por 72 h.

Foram selecionadas, aleatoriamente, em torno de 10 colbnias de cada
amostra, totalizando 40 isolados, apds estas foram purificadas e submetidas aos
testes de coloracdo de Gram e catalase e, somente os isolados com caracteristicas

Gram-positiva e catalase-negativa, seguiram para os demais testes.

4.2.3. Avaliagdo dos parametros de seguranca microbiolégica dos isolados

4.2.3.1. Atividade da enzima Dnase
A producdo da enzima DNase ocorreu a partir da inoculagdo dos isolados,
previamente ativados em caldo MRS por 24 horas a 37 °C, para o agar DNase. As
placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas em condi¢des aerdbicas e para leitura

dos resultados foi utilizada a solucdo de &cido cloridrico (100 mL) na concentracao
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de 1 N. O aparecimento de zonas transparentes ao redor da coldnia dos isolados,
indica resultado positivo para producdo da enzima. Como controles positivo e
negativo foram utilizados Staphylococcus aureus ATCC 25923 e L. sakei subsp.
sakei ATCC 15521, respectivamente (KATEETE, et al., 2010).

4.2.3.2. Atividade Hemolitica

A presenca de hemolisinas foi realizada, a partir do cultivo das bactérias acido
laticas em caldo MRS por 24 horas a 37 °C, em aerobiose. Ap0s a ativagdo em
caldo, os isolados foram transferidos para agar Tripticase Soy (TSA) ((Acumedia®,
Lansing, USA) suplementado, previamente, com 7% de sangue equino desfibrinado.
Como controle positivo foi utilizada Listeria monocytogenes ATCC 7644. Apos a
incubacao de 24 horas a 37 °C, a reacdo hemolitica foi avaliada observando tanto a
lise parcial dos glébulos vermelhos (a-hemodlise), através do aparecimento de zonas
verdes ao redor da colbnia dos isolados bem como a lise total (B-hemdlise), atravées
do aparecimento de zonas transparentes (EATON; GASSON, 2001).

4.2.3.3. Atividade da enzima gelatinase

A atividade da enzima gelatinase foi determinada em meio de -cultura
preparado com 1% de extrato de levedura, 1,5% de triptona e 12% de gelatina. Os
isolados foram ativados em caldo MRS por 24 horas a 37 °C, apOs foram
transferidos para o meio contendo gelatina. Os tubos foram incubados a 30 °C por
sete dias, ao final do sétimo dia os mesmos foram mantidos sob refrigeracéo (8 °C)
por 30 minutos e, o resultado observado a partir do estado fisico do meio de cultivo.
A transformacdo do estado sélido para liquido do meio significa um resultado
positivo para atividade da enzima. Como controles positivo e negativo foram
utilizados S. aureus ATCC e Escherichia coli ATCC 8739, respectivamente
(PEREIRA et al., 2009).

4.2.3.4. Suscetibilidade a antimicrobianos de uso clinico
O teste de susceptibilidade a antimicrobianos foi realizado de acordo com as
recomendacgdes propostas pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI,

2019). A ativacéo dos isolados foi realizada em caldo MRS por 24 horas a 37 °C,
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apos ocorreu a padronizacao da turbidez em solucéo salina 0,85%, correspondendo
0,5 na escala de McFarland (~1,5 x 108 UFC.mL?). Com auxilio de swab estéril os
isolados foram inoculados em placas de agar Mduller Hinton (MH) (Kasvi) e, entéo,
sobre o agar foram aplicados os discos contendo antimicrobianos (Laborclin). Dentre
0s antimicrobianos testados estédo, ciprofloxacina (5 pg), cloranfenicol (30 pg),
eritromicina (15 pg), gentamicina (10 pg), penicilina G (10 g), sulfanilamida (300 pg),
tetraciclina (30g) e vancomicina (30ug). As placas foram incubadas a 37 "C por 24 h
e o0s resultados foram avaliados através das medidas dos didmetros dos halos
formados expressos como isolados resistentes, com sensibilidade intermediéria ou

sensiveis, de acordo com CSLI (2019).

4.2.3.5. Avaliacao da presenca de plasmideo
A extracdo para verificar presenca ou auséncia de plasmideo foi realizada de
acordo com protocolo descrito no NucleoSpin© Tissue Kits (Macherey-Nagel,
Alemanha) e a leitura do resultado através de eletroforese em gel de agarose
(0,8%), sendo as quantidades utilizadas na corrida de 5uL de plasmideo, 3uL de
GelRed™, 3uL de tampé&o de carga, 500 mA, 150W, 150 V com duragao de 45

minutos.

4.2.4. Testes tecnologicos

4.2.4.1. Tolerancia a temperatura, pH, Sais biliares e NaCl

Os isolados foram ativados em caldo MRS por 18 horas a 37°C e realizou-se
a avaliacdo em temperaturas de 8 °C (refrigerador) e 45 °C (estufa) durante 48 h,
teste de tolerancia a diferentes pH, baseado na modificacdo do pH no meio de
cultivo, com solucdo de &cido cloridrico (HCI) P.A., para acidificacdo (pH 4,5) e
solugdo de hidroxido de soédio (NaOH) 0,1IN para alcalinizagdo (pH 8,0), com
incubagéo a 37 °C por 48 h. O teor de sal no caldo MRS foi modificado com cloreto
de sédio (NaCl), em concentracdes de 3% e 9% e incubacdo a 37 °C por 48 h. Para
tolerancia a sais biliares procedeu-se a inoculagéo dos isolados em placas contendo
agar MRS acrescidas de 0,2% de sais biliares. As placas foram incubadas a 37 °C,
durante 72 h, em anaerobiose. Os isolados que apresentassem resisténcia a bile,

cresceriam normalmente no agar.
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Para todos os testes a leitura dos resultados foi obtida a partir da observagao
de turvacao do caldo, indicando que os isolados conseguiram se multiplicar nestas

condicoes.

4.2.4.2. Perfil Fermentativo
O teste foi realizado em caldo MRS com adicdo de 3% de glicose, com
presenca de tubos de Durham. Apds a inoculagcédo de 1% de in6culo dos isolados, os
tubos foram incubados a 37 °C por 48 h. A turvacdo do caldo e a presenca de gas
nos tubos de Durham evidencia fermentacdo heterolactica (formacdo de &cidos
organicos e CO2), enquanto turvacdo do caldo e a auséncia de gas, caracteriza a
fermentacdo homolactica (producéo de acido latico) (LEHNINGER et al., 2002).

4.2.4.3. Fermentacdo de carboidratos e citrato

Para a realizacdo do teste, seguiu-se a metodologia descrita por Lima et al.,
(2009). Os testes de fermentacdo de carboidratos foram preparados utilizando-se
um meio de cultura base, adicionado o carboidrato que serd testado (1%) e
acrescido de um indicador de pH (purpura de bromocresol), com a reducao do pH a
coloracdo muda para amarela. Apds 24h-48h de incubagédo a 37 °C, a leitura do
resultado é verificada pela mudanca de coloracédo para amarelo, indicando resultado
positivo ou coloracdo vermelho-rosada indicando resultado negativo. No teste de
citrato, o inoculo foi estriado no agar citrato Simmons e incubadas a 24 horas por 37
°C. A alteracado da cor de verde para azul, indica resultado positivo.

4.2.4.4. ldentificacdo Molecular

Os isolados selecionados para identificacdo de género e espécie, foram
submetidos a extracdo do DNA genbmico, conforme Green & Sambrook (2012). A
identificacdo genotipica foi realizada pelo sequenciamento da porgédo 16S do rDNA,
cujas amostras foram enviadas a ACTGene LUDWIG-Analises Moleculares. O
programa Contig Express (Vector NTI, Invitrogen) foi usado para analisar o
fragmento sequenciado. A ferramenta BLAST do National Center for Biotechnology
Information (NCBI), foi usada para comparar a similaridade do resultado com
sequéncias depositadas no GenBank.
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4.2.5. Avaliacédo in vitro do potencial probidético

4.2.5.1. Capacidade de auto-agregacao, co-agregacao e Hidrofobicidade

Para avaliar a capacidade de auto-agregacdo, suspensdes celulares dos
isolados ativados em caldo MRS a 37 °C por 24h foram preparadas com auxilio de
tampédo fosfato salino (PBS), com absorbancia ajustada para 0,25 + 0,02 (107-108
UFC mL?') a 600nm em espectrofotometro. O teste de auto-agregacdo foi
determinado a 20 e 37 °C nos tempos de 2, 20 e 24 horas, onde foi medida a
absorbancia a 600nm e os resultados expressos em percentual, conforme a
equacao:

[1- (Asoonm da suspenséo final/ Asoonm da suspenséo inicial) x 100].

Para determinar a capacidade de co-agregacdo dos isolados ao patégeno
Escherichia coli, volumes iguais das suspensfes celulares bacterianas foram
misturados e incubados a 37 °C. A absorbancia foi lida nos tempos de 2, 4 e 24
horas e os resultados expressos em percentual, conforme a equacao:

[(ApattAisol)/2-(Amix)/(ApattAisol)/2]X100, onde Apat € Aisol representam a
absorbancia das suspensfes bacterianas dos isolados e do patdgenos e, Amix
representa a absorbancia das suspensdes celulares misturadas (COLLADO,;
MERILUOTO; SALMINEN, 2008).

Para avaliar a hidrofobicidade, foi observada a adeséo bacteriana ao xileno
(hidrocarboneto), onde 3 mL da suspenséo celular dos isolados foi agitada em vortex
por 60 segundos com 400 uL de xileno, incubando-se por 2 horas a 37 °C.
Posteriormente, a fase aquosa foi removida e a absorbancia medida a 600 nm. O
resultado lido em percentual de adesao, conforme a equacao [(Ao-A)/ A] x 100, onde
Ao e A séo as absorbancias antes e depois da extracdo com xileno, respectivamente
(VINDEROLA; REINHEIMER, 2003).

4.2.5.2. Atividade Antagonista contra patégenos
Para avaliar a atividade antimicrobiana dos isolados contra patdgenos, 0s
mesmos foram cultivados em caldo MRS e incubados a 37 °C por 24 horas. No
centro da placa, uma aliquota de 10 L do cultivo foi pingada em &gar, incubadas em
anaerobiose a 37 °C por 24 horas. Apos o periodo de incubacéo as placas foram

recobertas com uma sobrecamada de agar Brain Heart Infusion (BHI) semi-sdlido,
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contendo =10° UFC.mL?' dos patégenos, Escheria Coli (EDL 933), Listeria
monocytogenes (ATCC 7466), Salmonella Typhimurium (ATCC 14028) e
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), incubando-se a 37 °C por 24 horas. Os
resultados foram visualizados através de zonas de inibicdo ao redor do crescimento
dos isolados de BAL, expressos em mm (FLEMING; ETCHELLS; COSTILOW,
1975).

4.2.5.3. Avaliacdo da producao de exopolissacarideos (EPS)

A capacidade dos isolados em formar exopolissacarideos, foi verificada
através da inoculacdo dos isolados em placas de CRA (Congo Red Agar), e
incubagéo a 37 °C por 24 horas. Como controles positivo e negativo foram utilizados
S. aureus ATCC 25923 e S. epidermidis ATCC 258, respectivamente. Col6nias
negras com uma consisténcia seca e cristalina, foram consideradas como resultado
positivo para producao de EPS (FREEMAN; FALKINER; KEANE, 1989).

4.2.5.4. Teste de sintese de folato em meio de cultura
Para avaliar a producédo de folato, a metodologia seguida foi a descrita por
Laiflo, LeBlanc e Savoy de Giori (2012), com modificagées. O meio utilizado foi Folic
Acid Casei Medium (FACM), sem folato, e incubagdo a 37 °C por 72 h. Os
resultados foram lidos através da D.O a 630 nm. O procedimento foi repetido sete
vezes para as culturas que apresentaram boa multiplicacédo no meio FACM.

4.2.6. Producdo e caracterizagao de leite fermentado

4.2.6.1. Polpaliofilizada de amora-preta

A amora-preta do género Rubus sp. (cultivar Tupy), foi cultivada no campo
experimental da Embrapa Clima Temperado (coordenadas 31°40'47"S e 52026
24"W: 60 m altitude), e ndo foi submetida a nenhum tratamento fitossanitario. Os
frutos inteiros, congelados, foram liofilizados (liofilizador Liobras® - L101), ap6s a
amostra foi triturada em moinho de bolas (Marconi - MA 350) e armazenada em ultra
freezer (-80 °C). A caracterizacdo da polpa de amora-preta liofilizada, consistiu de
analises como: determinacdo do pH ((AOAC, 1995), acidez total titulavel (AOAC,
1995), sdlidos soluveis totais (AOAC, 1995), compostos fendlicos totais (SWAIN;

35



HILLIS, 1995), antocianinas (FULEKI; FRANCIS, 1968) e atividade antioxidante
(VINHOLES et al., 2011; VINHOLES et al., 2014, com adaptacfes quanto a adicao

das amostras e reagentes nas microplacas.

4.2.6.2. Cultivo de Lactobacillus sp. H7

O cultivo do isolado H7, ocorreu em caldo MRS (por 18 horas a 37 °C, sob
agitacdo constante a 130 oscilacBes/minuto em shaker (Agimaxx®). Depois 0 meio
foi centrifugado a 4.165 g, por 15 minutos a 4 °C, o sobrenadante descartado e, ao
pellet foi adicionado leite em po reconstituido (10% m/v) e esterilizado, em seguida
submetido ao congelamento a -70 °C, ap6s liofilizado (Liotop L101, Liobras®), por 48
h. Contagens de células viaveis foram realizadas em agar MRS, incubacéo a 37 °C,
por 48 horas, sob anaerobiose (APHA, 2002). Lactobacillus sp. H7 liofilizada foi

armazenada a -70 °C, até a aplicacdo na matriz alimentar.

4.2.6.3. Processo fermentativo - leite fermentado

A elaboracdo do leite fermentado, foi realizada com 2 L de leite integral
pasteurizado (Santa Clara), e adicionado de 10% de sacarose (Uniédo), adquiridos
em supermercado local, por conseguinte a mistura passou por tratamento térmico
(95 °C/5 min), para reduzir a quantidade de oxigénio dissolvido e liberacdo de
compostos nitrogenados de baixo peso molecular, que irdo favorecer o
desenvolvimento do isolado H7. Apds, a mistura foi resfriada até a temperatura de
42 °C e, adicionou-se 1% do isolado Lactobacillus sp. H7 com incubacdo em
iogurteira (Fun Kitchen), para fermentacéo do leite. A cada 2 horas, foi retirada uma
aliquota de 10 mL da mistura e verificado pH e a acidez total titulavel, durante todo o
periodo de fermentacdo até atingir pH em torno de 4,5 a 4,7, sendo esta
interrompida, com armazenamento em refrigeracdo. Apés 24h, foi realizada a
incorporagao da polpa de amora-preta liofilizada (4%), goma guar (0,5%) e 0,01% da
cultura probiotica liofilizada Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12 (10 log
UFC.mL1) (Chr. Hansen), obtendo-se o leite fermentado probiético com amora-
preta. A formulacdo foi obtida, a partir de testes para alcancar as quantidades
desejadas de cada um dos componentes do leite fermentado. O leite fermentado em
estudo, consistiu de uma uUnica formulagéo, porém separado em dois tratamentos:

LF — leite fermentado no estado de gel, envasado em recipientes de vidro e o
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segundo tratamento foi submetido ao processo de liofilizacdo - LFLR (leite
fermentado, liofilizado, reconstituido). Ambos foram armazenados em refrigeracao (~
4 °C), por 35 dias, sendo que o tratamento LFLR, foi armazenado no estado de p6 e

antes das analises era sempre reconstituido.

4.2.6.4. Reidratacao do leite fermentado

Para o tratamento LFLR, foi estabelecido outra etapa, a reconstituicdo do
mesmo, antes da realizacdo das analises. As amostras de LFLR foram pesadas
antes e apos o processo de liofilizacdo, verificando o quanto o leite fermentado
perdeu de agua, para entdo, reconstitui-lo com o mesmo volume, utilizando agua

destilada, mantida em refrigeracéo.

4.2.7. Andlises fisico-quimicas do leite fermentado (LF e LFLR)

4.2.7.1. Determinacgao de pH e acidez titulavel
A determinacdo do valor de pH foi realizada utilizando o equipamento
pHmetro (Servylab®), enquanto a acidez total titulavel foi realizada através de
titulometria com NaOH 0,1 M expressa em % de &cido latico/100g AOAC (1995). As
analises foram realizadas nos tempos 0, 7, 14, 21, 28 e 35 dias de armazenamento
do produto.

4.2.7.2. Composicdo Centesimal

A composicdo centesimal do produto foi realizada, apdés 14 dias de
armazenamento em refrigeracao.

O percentual de umidade foi determinado pelo método de secagem em estufa
a 105 °C e o percentual de cinzas determinado pelo método de incineracdo em forno
mufla a 550 °C (AOAC, 1995).

Os teores de proteina, gordura e carboidratos foram realizados de acordo
com os procedimentos descritos em AOAC (1995). A determinacdo de proteina foi
realizada utilizando método de Kjeldahl o qual se baseia na transformacédo do
nitrogénio da amostra em sulfato de amoénio através da digestdo e posterior

destilacdo com liberacdo de aménia, seguida de titulagdo com acido cloridrico 0,1N.
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O percentual da fragdo protéica da amostra, foi calculado utilizando o fator
6,38, indicado para leite, tendo em vista que se considera que para cada 100g de
proteina contém em média 16 g de nitrogénio.

O teor de gordura foi determinado pelo método de Soxhlet, utilizando o
hexano como solvente. O teor de carboidratos foi calculado pela diferenca entre 100
e a soma das porcentagens de umidade, cinzas, gordura e proteinas expressos em

g.100! de amostra.

4.2.7.3. Compostos fendlicos totais

Para a andlise de compostos fendlicos totais, 15 pL de amostra foram
adicionados em 240 uL de agua destilada e 15 pL de Folin-Ciocalteau (0,25 N). A
leitura foi realizada em espectrofotdmetro a 725 nm. A quantidade de compostos
fendlicos totais foi calculada e expressa em mg de acido clorogénico por mL de
extrato (BESKOW et al.,2015).

4.2.7.4. Antocianinas

A quantificacéo foi realizada de acordo com FULEKI e FRANCIS (1968), com
algumas adaptacdes. Para a extracdo das antocianinas, em uma microplaca de 96
pocos, foi adicionado 50uL de amostra e 250 pL de etanol acidificado com HCI 1,5
N. A leitura foi realizada apdés 30 minutos em espectrofotdmetro a 535 nm (Genesys
10UV). Cianidina-3-glicosideo foi utilizada como referéncia para a curva de
calibracdo (0-0,04 mg mL1) e os resultados expressos em mg de equivalente em

cianidina-3-glicosideo por 100 g de amostra.

4.2.7.5. Atividade Antioxidante frente ao radical DPPH

A capacidade de doacdo de atomos de hidrogénio pelos compostos presentes
no leite fermentado foi determinada conforme Vinholes et al. (2011) e Vinholes et al.
(2014) com algumas adaptacdes. Em uma microplaca de 96 pocos foi adicionado 25
ML do extrato e 250 yL de solugédo de DPPH 0,6 mM. As placas foram agitadas e
incubadas no escuro por 30 minutos e posteriormente foi realizada leitura em leitora

de placas Spectra Max 190, a 515 nm.
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4.2.8. Viabilidade de Lactobacillus sp. H7 e B animalis subsp. lactis Bb-12 em

leite fermentado sob o transito gastrointestinal (TGI) simulado

A avaliacdo da tolerancia ao trato gastrointestinal foi realizada por meios que
simulam as diferentes secdes do TGl (esbéfago/estdbmago, duodeno e ileo), com
amostras aos 15 dias de armazenamento (semana 2). A analise seguiu 0 método
descrito por Madureira et al. (2011). A realizacdo da simulagao in vitro foi feita de
forma continua, conforme ocorre durante a digestdo. Os elementos reproduzidos
foram as enzimas, sua concentracdo, o periodo de tempo e as intensidades de
agitacdo nas quatro etapas simuladas (antes da fase gastrica — AG —, depois da fase
gastrica — DG —, duodeno — D — e ileo — | =), para simular os movimentos
peristalticos.

As contagens foram realizadas nas quatro fases, para ambos os tratamentos
e, a contagem de células viaveis dos microrganismos foi realizada em agar MRS.

nas duas repeticdes, em triplicata.

4.2.8.1. Viabilidade de Lactobacillus sp. H7 e B. animalis subsp. lactis Bb-12

em leite fermentado sob armazenamento em refrigeracao

As analises microbiolégicas para o monitoramento da viabilidade de
Lactobacillus sp. H7 e B. lactis BB12 foram realizadas em triplicata, com duas
repeticdes, para ambos os tratamentos, apds a preparacdo do leite fermentado —
Tempo 0, 7, 14, 28 e 35 dias de armazenamento refrigerado a ~ 4 °C. Para
determinacdo da contagem de células viaveis, 10 g de amostra foram
homogeneizados em 90 mL de 4gua peptona a 0,1% (Oxoid®). Na sequéncia, foram
realizadas diluicdes decimais em série (até 1071°) e inoculados 0,1 mL da suspenséo
em placas de Petri contendo 4gar Man, Rogosa and Sharpe (MRS) (Acumedia®,
Lansing, USA) para o Lactobacillus sp. H7 e MRS suplementado com 0,5 g.L! de
cloreto de litio, 0,75 g.L™* de propionato de sédio e 10 mL.L* de cisteina a 10% para
B. lactis Bb-12. As placas foram incubadas durante 72h a 37 °C. Para contagem B.
lactis Bb-12 o procedimento foi realizado em condicbes anaerObias e, para o
Lactobacillus sp H7, em condi¢bes aerobias (APHA, 2002).
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4.2.9. Andlises Microbioldgicas do leite Fermentado

As analises quanto ao aspecto higiénico-sanitario do leite fermentado, foram
realizadas apd6s 14 dias de armazenamento em refrigeracdo. Foi avaliada a
presenca de Salmonella/25 mL, e realizadas contagens de Escherichia coli/mL e
Bolores e Leveduras/mL preconizado pela IN 60/2019 (BRASIL, 2019), conforme
APHA (2002).

4.2.10. Analise sensorial

A avaliacao do leite fermentado por Lactobacillus sp. H7 e suplementado com
cultura probidtica B. animalis subsp. lactis Bb-12 e polpa de amora-preta, foi
realizada com 100 avaliadores né&o treinados. Cada avaliador recebeu duas
amostras (LF e LFLR) contendo (x 15mL) de leite fermentado servido em copos
plasticos descartaveis. A avaliacdo ocorreu, primeiramente, através do teste de
preferéncia, para o avaliador identificar a sua amostra preferida e na sequéncia
aplicou-se o teste de aceitacdo empregando uma escala hedoénica de 5 pontos com
os termos (1) desgostei muito e (5) gostei muito, avaliando de forma global cada
amostra de leite fermentado. Este estudo foi submetido ao comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos, aprovado e registrado em Plataforma Brasil/CAAE
(Certificado de Apresentacdo para Apreciacdo FEtica), sob registro
n°26087219.0.0000.5317.

4.2.11. Analise estatistica

Andlise de variancia foi aplicada para avaliar efeitos principais e possiveis
interacOes entre os fatores de tratamento. Ocorrendo efeito significativo, fatores de
tratamento qualitativos com dois niveis foram comparados pelo teste T, diferentes
fases do TGI foram consideradas como fator de tratamento qualitativo com quatro
niveis e aplicado o teste de Waller-Ducan. Considerou-se o tempo como fator de
tratamento quantitativo, sendo o0s resultados apresentados graficamente e
comparados por intervalo de confianca (IC) a 95% de probabilidade ou ajustados
modelos de regresséo para melhor compreensao dos comportamentos biolégicos. A
selecé@o do modelo foi baseada no baixo valor de p e no alto valor de R?. A avaliagdo
dos isolados F1 e H7 para atividade antagonista, autoagregacéo, co-agregacao e

hidrofobicidade seguiu um esquema unifatorial com dois niveis. A caracterizacdo da
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fermentacao do leite pelo isolado H7 por meio do pH e acidez e a avaliagao fisico-
quimica e fitoquimica, também foram arranjados em esquema unifatorial. Ja as
analises de pH e acidez do leite fermentado de amora preta, viabilidade das
bactérias H7 e Bb-12 durante o armazenamento e simulacdo do TGI, foram

arranjados em esquema bifatorial.

4.3. Resultados e discusséao

4.3.1. Caracterizagdo dos isolados de BAL

Foram obtidos 40 isolados no total, provenientes das amostras de leite
fermentado obtido a partir da fermentacdo de grdos de kefir, de diferentes
procedéncias. Destes, 13 isolados de leite fermentado de kefir, apresentaram
caracteristicas de Gram-positiva e catalase negativa, estas sdo importantes para
caracterizar bactérias acido-laticas. Quanto a morfologia, com excecdo de um
isolado com morfologia de bacilo, os demais apresentaram a forma de cocos.

O kefir constitui-se de uma matriz com significativa diversidade de
microrganismos (bactérias acido-laticas, leveduras e bactérias acéticas) suspensos
em uma matriz de polissacarideos (grdos de kefir) (BENGOA et al., 2019).
Diversidade essa, comprovada pelos estudos que isolaram cepas de bactérias
acido-laticas de kefir como demonstrado em trabalho realizado por Bengoa et al.
(2019), em que foram isolados Lactobacillus spp. de gréos de kefir na busca de
utilizacao destas para o desenvolvimento de produtos lacteos.

Em trabalho realizado por Yerlikaya (2019), foram obtidas cepas oriundas de
leite de vaca e graos de kefir caracterizadas como Lactococcus lactis subsp. lactis.
Realizou-se a analise quanto as suas propriedades probidticas e bioquimicas
incluindo susceptibilidade a antibidticos, atividade lipolitica, descarboxilacdo de
aminoacidos e atividade antioxidante. Dentre elas, as cepas de Lactococcus lactis
provenientes de graos de kefir, apresentaram melhores caracteristicas em relacéo a
atividade antimicrobiana e desconjugacéo de sais biliares.

Vieira et al., (2017) analisaram cepas potenciais probidticas de bactérias
acido-laticas isoladas de grados de kefir com o intuito de produzir acido linoleico
conjugado (CLA) durante a fermentacdo do leite. A cepa escolhida, Lactococcus

lactis subsp.cremoris MRS 47 demonstrou propriedades probibticas e aumentou o
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teor de CLA e &cidos graxos poliinsaturados mostrando sua capacidade de interferir
no perfil de &cidos graxos durante a sua fermentacéo.

4.3.2. Testes de seguranca microbioldgica

Em relacdo aos aspectos de seguranca, dos 13 isolados, apenas dois
isolados (H7 e F1) demonstraram resultados negativos: i) para a presenca das
hemolisinas, com capacidade de lisar eritrocitos do sangue humano, ii) para a
presenca de enzimas DNase, que degradam os acidos nucleicos, e iii) presenca de
gelatinase, que hidrolisam gelatina, colageno, caseina, hemoglobina e outros
peptideos bioativos, os demais apresentaram presenca de Dnase, hemolisina e
gelatinase, ndo sendo indicados a sua utilizagdo em novos produtos

A escolha de cepas para serem utilizadas na elaboracdo de alimentos deve
ser realizada, a partir de testes que indicam a patogenicidade, ou ndo, do
microrganismo. Os testes de seguranca, sdo testes que avaliam a presenca de
fatores de viruléncia nas cepas, e com isso, selecionam 0S microrganismos que
poderdo ser usados na elaboracdo de um produto, sem o risco de causar danos ao
organismo do ser humano.

As BAL sdo consideradas bactérias seguras para serem aplicadas na
elaboracdo de produtos, mas nem todas as espécies estdo livres de possuir genes
de viruléncia (PRADHAN et al., 2019). E importante realizar testes que indicam a
seguranca destes microrganismos principalmente no caso de novas cepas sem
histérico de uso seguro (PRADHAN; MALLAPPA; GROVER, 2020).

Pradhan, Mallappa, Grover (2020), relataram a presenca de fatores de
viruléncia em Enterococcus spp. como Dnase, hemolisina e gelatinase além da
presenca de genes estruturais. Embora genes associados a patogenicidade nao
tenham sido identificados em Lactobacillus spp., é significativo avaliar a presenca de
propriedades que manifestem viruléncia, como um critério de seguranca.

Portanto, os dois isolados (H7 e F1), prosseguiram com as analises
seguintes, pois obtiveram resultados satisfatorios em relacdo aos testes de
seguranca, 0s quais informam especificacbes quanto ao histérico de né&o-

patogenicidade dos microrganismos.
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4.3.2.1. Susceptibilidade a antimicrobianos de uso clinico
Na Tabela 1 abaixo, podemos observar os resultados de susceptibilidade a

antimicrobianos de uso clinico testados nos isolados procedentes de kefir.

Tabela 1. Andlise da susceptibilidade dos isolados de kefir (H7 e F1) a antimicrobianos de uso clinico

Isolados  PEN VAN TET ERI CIP SUL GEN CLO

H7 R R S S S R S S

F1 R S S I S R S S

PEN:penicilina; VAN:vancomicina; TET: tetraciclina; ERI: eritromicina; CIP: ciprofloxacina; SUL:
sulfanilamida; GEN: gentamicina; CLO: cloranfenicol; S: sensivel; R: resistente

Pode-se verificar que os dois isolados apresentaram resisténcia a penicilina e
sulfanilamida este fato € preocupante pois, se aplicado nos alimentos, pode ocorrer
a transferéncia dessa resisténcia a outras bactérias, podendo estas serem
patogénicas.

Essa resisténcia também se mostra favoravel no auxilio da microbiota
intestinal, pois outras bactérias garantiiam seu crescimento atuando no sistema
gastrointestinal e favorecendo o hospedeiro (NUNZIATA et al., 2022).

Dentre os mecanismos de resisténcia a antimicrobianos tém-se a modificacao
enzimatica do antimicrobiano, efluxo ativo das moléculas e modificacdo do alvo
celular. As BAL apresentam uma variagdo quanto a resisténcia e susceptibilidade a
antimicrobianos, sendo que muitos dos casos a resisténcia ndo é do tipo
transmissivel, mas representa uma caracteristica intrinseca da espécie ou género
essa resisténcia também pode ser adquirida transferida horizontalmente entre
bactérias em consequéncia de mutacées no genoma bacteriano. Certas espécies de
BAL apresentam resisténcia intrinseca a vancomicina, assim como observado para o
isolado Lactobacillus sp. H7 que apresentou resisténcia a este antimicrobiano
(NOOHI et al., 2021).

Nesse caso, é importante que se fagca a analise de perfil plasmidial para
verificar se a bactéria contém plasmideo, pois a resisténcia a antimicrobianos
geralmente é transmitida por plasmideos ou por pequenos segmentos de DNA,
designados por transposons os quais podem ligar-se de um pedaco de DNA para
outro (NOOHI et al., 2021).

43



Em trabalho realizado por Luz et al. (2021), foi relatado que entre os 8 dos 9
isolados de produtos lacteos apresentaram resisténcia a pelo menos um
antimicrobiano testado.

O principal mecanismo de resisténcia bacteriana aos antibiéticos B-lactamicos
é através da producdo de enzimas que apresentam grupos nucleofilicos (em geral,
residuos de serina) capazes de promover a abertura do anel B-lactamico. Neste
caso, a modificacdo molecular responsavel pelo aumento de resisténcia as [3-
lactamases foi a introducdo de grupamentos volumosos no carbono carbonilico da
cadeia lateral em penicilinas semi-sintéticas (meticilina, oxacilinas), que impedem o
acesso dos antibioticos ao sitio ativo da enzima B-lactamase por impedimento
estérico (GUIMARAES et al., 2010).

E fato de que como consequéncia do uso de antimicrobianos clinicos, ocorre
o desequilibrio da microbiota intestinal, sendo assim € importante manter um
equilibrio da microbiota, como das bactérias probidticas, com uma alimentacao
equilibrada, durante o seu uso para manter as fungdes intestinais benéficas a saude

do individuo.

4.3.2.2. Andlise de presenca de plasmideo

Devido aos isolados H7 e F1, apresentarem resisténcia a penicilina,
vancomicina e sulfanilamida, foi realizado a andlise de perfil plasmidial, para verificar
a presenca ou auséncia de plasmideos em ambos os isolados. O resultado da
eletroforese mostrou a auséncia de plasmideos, para ambos os isolados.

A auséncia de plasmideo é um indicativo para a utilizacdo destas bactérias
em alimentos, pois havendo a presenca de plasmideo, héa a possibilidade de ocorrer
transmissdo destes genes de resisténcia por conjugacdo para microrganismos
patogénicos e oportunistas. Os plasmideos codificam informagdes como genes de
resisténcia a antibidticos ou para a producéao de toxinas. Podendo ocorrer troca de

plasmideos entre as bactérias (NUNZIATA et al., 2022).

4.3.3. Testes Tecnolégicos

Quando submetidos aos testes tecnologicos, observou-se que os dois
isolados foram capazes de crescer em pH 4,5, mas ndo obtiveram 0 mesmo

resultado quanto a pH 8,0. Isto demonstra uma capacidade de sobrevivéncia em pH
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acido sendo favoravel para a utilizagdo destes na elaboracdo de produtos lacteos.
Quanto a temperatura, observou-se que os isolados cresceram a temperatura de
45°C, mas nado se multiplicaram a 8 °C. Em relacdo ao crescimento em
concentracbes de NaCl e sais biliares, apenas o isolado H7 sobreviveu a
concentragdo de 3% de NaCl e a concentragdo de 0,2% de sais biliares. Os
aspectos tecnolégicos desempenham um papel importante na escolha de
microrganismos a serem aplicados na elaboracdo de produtos, estes devem ser
passiveis de fornecer sabor e aroma caracteristico e proporcionar efeitos positivos
para a saude do consumidor (LUZ et al., 2021).

Vitola et al. (2018) demonstraram que dos 30 isolados, apenas 16
apresentaram tolerancia as condicdes de pH 3,0 e pH 4,5, temperatura de 45 °C e
concentracdes de 3% e 9% de NaCl.

Os dois isolados (H7 e F1) apresentam perfil homofermentativo, sendo este
satisfatorio para a producdo de produtos lacteos, vegetais e carneos devido a
producdo de &cido latico como principal produto da fermentacdo. O grupo
heterofermentativo, produz acido latico, etanol ou acetato e CO2 em quantidades
equimolares. Estes resultados corroboram com o estudo realizado por Vitola et al.
(2018), em que todos os isolados (n=30) apresentaram perfil homofermentativo.

Quando testados em relagcéo a fermentacéo de carboidratos (glicose, lactose,
galactose, maltose, manose, frutose), os dois isolados (H7 e F1) apresentaram
resultado positivo para todos os acucares testados.

Na elaboracdo de produtos lacteos, como queijos, iogurtes e leites
fermentados, a fermentacédo ocorre com a diminuicdo do pH, através do consumo de
carboidratos e consequente formacado de certos acidos que auxiliam na inibicdo e
proliferacdo de bactérias deteriorantes e patogénicas (ISLAM et al., 2021).

Microrganismos que utilizam a via glicolitica produzem um maior percentual
de acido latico a partir das hexoses, enquanto bactérias heterofermentativas utilizam
a via das pentoses, produzindo outros produtos secundarios como etanol, acido
acetico e dioxido de carbono (SALVETTI et al., 2013)

No presente estudo, foi possivel verificar que os isolados (H7 e F1) nao
utilizam o citrato como fonte de carbono, demonstrando que algumas BAL sao
incapazes de metaboliza-lo devido a auséncia da enzima citrato permease (CitP)
(RAMOS et al., 1994; BANDELL et al., 1998).
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No entanto, algumas BAL conseguem metabolizar o citrato, transformando-o
em oxaloacetato e posteriormente em piruvato, o que podera favorecer a producao
de compostos como diacetil, acetato, acetoina e 2,3-butanodiol, estes com
propriedades aromaticas, responsaveis pelo aroma tipico de muitos produtos lacteos
(MAYO et al., 2010; MCSWEENY; SOUSA, 2000).

4.3.4. |ldentificagcdo Molecular

Através de andlise de sequenciamento do gene 16S rDNA, foi possivel a
identificacdo dos isolados, sendo que H7 foi identificado como Lactobacillus sp. H7
(nimero de acesso KY926700.1) e F1 como Enterococcus thailandicus F1 (nUumero
de acesso MN960654.1), ambos com 81% de similaridade com outras sequéncias
de nucleotideos depositadas no Genbank.

Em estudo realizado por Xiao et al. (2021), foram identicados isolados obtidos
de gréos de kefir utilizando a sequéncia do gene 16S rRNA, e a cepa identificada
como ZY-1 foi reconhecia como sendo L. paracasei devido ao alto grau de

similaridade (até 99%).

4.3.5. Avaliacao in vitro do potencial probiético

4.3.5.1. Capacidade de auto-agregacao, co-agregacao
Auto-agregacao e co-agregacao apresentaram interacdo entre os fatores de
tratamento (isolados x tempo) (p=0.0001). A comparacéo entre os isolados pode ser
visualizada na Tabela 1, enquanto que o efeito do tempo na auto-agregacao e na co-
agregacdo para cada isolado, pode ser visualizada na Figura 1 (A) e (B),
respectivamente.

Tabela 2. Percentual de auto-agregacdo e co-agregacdo em comparacdo com os isolados
Enterococcus thailandicus F1 e Lactobacillus sp. H7, procedentes de kefir

Autoagregacéao Isolados (%)

Tempo (horas) F1 H7
2 26,37 £ 2,492 13,25 + 0,59°
20 70,37 £ 2,022 65,40 + 0,04
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24 87,54 + 0,462 67,69 + 0,24°

Coagregacéao Isolados %

Tempo (horas) F1 H7
2 43,76 £0,102 26,14 + 0,30P
4 53,98 £ 0,912 27,02 + 2,51
24 59,47 +£1,782 39,33+1,52°

*Autoagregacao e co-agregacado ao longo do tempo em horas dos isolados Enterococcus thailandicus
F1 e Lactobacillus sp. H7

A auto-agregacao e a co-agregacao sao importantes parametros para verificar
se 0s microrganismos possuem propriedades probidticas. Os microrganismos
capazes de se auto-agregar irdo se aderir as células epiteliais evitando a eliminacéo
por peristaltismo e permitindo assim vantagem competitiva no organismo. Na co-
agregacdo, 0s microrganismos atuardo na criagdo de barreiras prevenindo a
colonizacéo intestinal por microrganismos patogénicos (LUZ et al., 2021).

A capacidade de adesdo as células epiteliais e superficie da mucosa
respondem a caracteristicas consideradas como pré-requisito para selecdo de
bactérias probidticas objetivando-se a colonizacdo do trato gastrointestinal,
prevenindo a eliminacdo por peristaltismo e promovendo vantagem competitiva na
microbiota intestinal (LUZ et al., 2021).
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Figura 1- (A) Autoagregacao ao longo do tempo em horas dos isolados F1 e H7 (IC = 3.4) e (B)

co-agregacao ao longo do tempo em horas dos isolados F1 e H7 (IC = 3.68).

Barras verticais indicam intervalo de confiangca a 95% de probabilidade sendo que a né&o

sobreposigéo das barras indicam diferenca significativa

Pode-se observar que os valores de auto-agregacdo dos isolados
mantiveram-se, respectivamente, 87% e 67% para os isolados F1 e H7. Apds 20
horas, os dois isolados demonstraram um aumento nos niveis a temperatura de 37
°C, sobretudo o F1 que ao final de 24 horas apresentou uma taxa de auto-agregacéao
de 87%, indicando uma boa capacidade de se auto agregar.

Todorov et al. (2011) verificaram que o percentual de autoagregacdo de
isolados de L. curvatus a 37 °C foi menor que 10%, indicando baixo nivel de auto-
agregacdo deste microrganismo, 0 mesmo ocorreu ao avaliarem a co-agregacao
deste isolado, que apresentou um percentual de 18%.

Em estudo realizado por Sui et al. (2021) demonstraram que o isolado
Lactobacillus plantarum NF4 apresentou a maior taxa de auto-agregacéo durante 4h,
95% enquanto L. plantarum NF1 foi o que demonstrou menor taxa de auto-
agregacao e co-agregaacao.

Sabe-se que a auto-agregacao e co-agregacao entre 0S microrganismos tem
papel importante na prevencdo da colonizacdo de superficies por agentes

patogénicos, no entanto é a habilidade de co-agregacdo de cepas de bactérias

acido-laticas que pode intervir na capacidade das espécies patogénicas em infectar
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0 hospedeiro e assim previnem a colonizagdo de patdégenos transmitidos por
alimentos (GARCIA-CAYUELA et al., 2014).

Assim, no presente estudo, em relacdo a co-agregacdo observa-se que ao
decorrer de 4 horas, houve um acréscimo na capacidade de co-agregacao para o0s
isolados, demonstrando boa capacidade de co-agregacéo frente ao patdgeno E. coli.

Vitola et al. (2018) avaliaram isolados de silagem de colostro bovino e
observou para co-agregacdo que o0s niveis aumentaram apdés 20 horas,
especialmente o isolado SCL4 que ao final demonstrou um percentual de 60%,
assemelhando-se aos valores encontrados no presente estudo para o isolado
Enterococcus thailandicus F1.

Kouhi et al. (2022) relataram que as 10 cepas de Enterococcus sp. isoladas
de queijo de leite cru tradicional no Ird apresentaram bons resultados para auto-
agregacgéao e co-agregacao. O isolado 5A foi 0 que demonstrou maior capacidade de
auto-agregacao e co-agregacao, 78,73% e 47,27%, respectivamente, valores estes
menores que 0 encontrado no presente estudo para o isolado Enterococcus
thailandicus F1.

Em estudo realizado por Rodriguez-Sanchez et al. (2021) das 28 cepas de
Lactobacillus spp. isoladas de difentes alimentos e bebidas fermentados (berinjelas
Almagro, queijos de cabra e ovelha e vinho), as taxas de auto-agregacao apos 2h
variaram de 0% a 79,7% enguanto os valores ap6s 4h de incubacéo variaram de
8,1% a 93,8%.

4.3.5.2. Hidrofobicidade

Em relacdo a hidrofobicidade, os resultados apresentaram diferenca
estatistica (p <0.05), visto que o isolado F1 apresentou o maior percentual de
hidrofobicidade 26,93%, quando comparado ao isolado H7 12,67% demonstrando
ter uma boa capacidade de adeséo ao hidrocarboneto.

Sanchez et al. (2021) relatam valores que variaram de 0,6 % a 57,1 para as
28 cepas de Lactobacillus, sendo que a cepa de Lactobacillus rhamnosus Lb10
apresentou a maior taxa de hidrofobicidade, 57,1% e a de Lactobacillus brevis Lb99
manifestou a menor taxa 0,6%, mostrando que as BAL sao naturalmente hidrofilicas
e a hidrofobicidade € uma propriedade dependente da cepa, ndo assegurando que

este microrganismo néo é probidtico.
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Marthara et al. (2008) caracterizam a hidrofobicidade como habilidade de
aderéncia a hidrocarbonetos, onde, quanto maior o valor, maior a capacidade de
adesao.

A hidrofobicidade ocorre entre as células microbianas e o hospedeiro. Esta
interacdo pode ocorrer de forma mais fraca inicialmente, em certos momentos €&
reversivel e precede os processos de adesdo seguintes, mediados por mecanismos
especificos envolvendo proteinas de superficie celular e acidos lipoteicoicos. A
adesao a hidrocarbonetos é caracterizada como um teste qualitativo para avaliar a
capacidade de microrganismos em aderir-se as células epiteliais (SADRANI et al.,
2014; TODOROV et al., 2011).

Em estudo realizado por Funck et al. (2019) o isolado de potencial probiético
Lactobacillus curvatus P99 apresentou uma hidrofobicidade de 13,97%.

Shahbazi, Nategui e Aghababyan (2016) relatam que a hidrofobicidade é
afetada pela polaridade da membrana e a adesdo desta a membrana do intestino.
Estes também citam que a baixa porcentagem de hidrofobicidade pode estar
envolvida ao tipo de organismo e a composi¢cao de acidos graxos na parede celular
da bactéria. Diferencas nos componentes de &cidos graxos podem estar entre as
caracteristicas que afetam a adesdo e fluidez da membrana, bem como as
interferéncias lipopeptidicas.

Em estudo realizado por Vitola et al. (2018) os valores de adeséo para os
isolados SCL3, SCL4 e SCL16 foram, respectivamente 14,52%, 15,03% e 12,81%,
demonstrando ndo haver uma boa adesdo aos hidrocarbonetos. Estes valores
corroboram aos encontrados no presente estudo para o isolado Lactobacillus sp. H7
que foi de 12,67%.

4.3.5.3. Atividade Antibacteriana
Na tabela 3, podemos observar os valores referentes a atividade antagonista
dos isolados Lactobacillus sp. H7 e Enterococcus thailandicus F1, frente a
microrganismos patogénicos. Ambos o0s isolados apresentaram boa atividade
antimicrobiana, tanto para bactérias Gram-positiva como para Gram-negativa, porém
com variagbes no tamanho da zona de inibicdo, de acordo com os patdégenos

testados. A menor zona de inibicdo foi observada pela acao do isolado H7 contra S.
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aureus, indicando uma limitada atividade contra este patdégeno derivado da auséncia

de antagonismo por um dos mecanismos.

Tabela 3.Valores dos halos formados pela atividade antimicrobiana dos isolados Lactobacillus sp. H7
e Enterococcus thailandicus F1, provenientes de kefir

Microrganismo Origem Zonas de inibicdo (mm)
H7 F1
Escherichia coli EDL 933 200 18,6 + 0,23
Listeria monocytogenes  ATCC 7466 21,6 £ 0,23 33,3+0,23
Salmonella Typhimurium ATCC 14028 22,6 + 0,26 23 +0,16
Staphylococcus aureus  ATCC 25923 8,3+1,17 35+0,37

ATCC: American Type Culture Collection; Valores expressos como médias e desvio padrdo de
triplicatas. EDL 933: também identificada como ATCC 700927

Muitas espécies de BAL séo capazes de produzir compostos antimicrobianos,
entre eles os acidos organicos (como o latico, acético e propiénico), diacetil, didoxido
de carbono, perdxido de hidrogénio, substancias antimicrobianas de baixo peso
molecular e bacteriocinas. Estas substancias apresentam efeito bacteriostéatico e/ou
bactericida capazes de formar um ambiente desfavoravel impedindo o crescimento e
multiplicacdo de microrganismos patogénicos, sendo este um fator favoravel na
aplicacdo destas em alimentos por conferir qualidade e seguranca ao produto
(CASTELLANO et al., 2008; ROUSE et al., 2007).

Islam et al. (2021) relataram atividade antimicrobiana de 11 isolados de
Lactobacillus provenientes de leite de cabra cru, sendo que todos apresentaram
atividade antimicrobiana para os patégenos Bacillus cereus (ATCC 11778), Listeria
monocytogenes (ATCC 7644), Staphylococcus aureus (ATCC 12600), Escheria Coli
ATCC (25922) e Enterobacter aerogenes ATCC (13048). Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus LDMBO02 e Lacticaseibacillus casei subsp. casei LDMBO03
demonstraram maiores zonas de inibicdo 16-20mm frente ao patégeno Escheria coli
(ATCC 25922).
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A atividade antagonista contra microrganismos pode ocorrer por outros
mecanismos como sensibilidade as interagbes microbianas, competicdo por
nutrientes ou por sitios de adesao (ALVES et al., 2006).

No estudo realizado por Vitola et al. (2018) os trés isolados de silagem de
colostro bovino demonstraram atividade antagonista contra patégenos, os resultados
apresentados pelos isolado SCL3, SCL4 e SCL16 frente aos patdgenos foram
respectivamente, Staphylococcus aureus (ATCC 25923) 26 mm, 35 mm e 27 mm,
Listeria monocytogenes (7644) 22 mm, 21 mm e 19,5 mm, Salmonella thiphymurium
(ATCC 14028) 17,5 mm, 28,5 mm e 23,5 e Escherichia coli (8739) 9 mm, 20,5 mm e
19 mm demonstrando valores que se assemelham aos isolados Lactobacillus sp. H7
e Enterococcus thailandicus F1 encontrados no presente estudo.

Kouhi et al. (2022) demonstraram que os 10 isolados de Enterococcus
provenientes de queijo de leite de vaca no Ird apresentaram baixa atividade
antagonista frente aos patdgenos Staphylococcus aureus (PTCC 1764), Bacillus
cereus (PTCC 1539), Listeria monocytogenes (PTCC 1163) Escheria coli (PTC
1276) Salmonella enterica (PTCC 1709). Os isolados 1TD, 1D,5C e 7Kb foram os
gue apresentaram maior atividade, > 11 mm contra o patégeno Listeria
monocytogenes (PTCC 1163). Estes valores indicam uma baixa atividade
antimicrobiana dos isolados, diferente do presente estudo que apresentou uma boa
atividade antimicrobiana do isolado Enterococcus thailandicus F1, com variacao de
18,6 a 35 mm no tamanho dos halos de inibicéo.

Em estudo realizado por Yerlikaya (2019) onde caracterizou isolados de leite
de vaca e graos de kefir, e realizou atividade antimicrobiana frente aos patégenos S.
enterica subsp. enterica (CECT 443), S. choleraesuis subsp. choleraesuis (ATCC
13076), B. cereus (CECT 131), L. monocytogenes (CECT 932), L. monocytogenes
(ATCC 7644), S. aureus (ATCC 12600), E. coli (ATCC 25922), E. coli (CECT4267) e
E. aerogenes (ATCC13048). A cepa caracterizada como L. lactis K9 foi a que
demonstrou maiores zonas de inibicdo (15 mm), especialmente frente a L.

monocytogenes (7644).
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4.3.5.4. Avaliacdo da producao de exopolissacarideos

No presente estudo, foi avaliada a producdo de exopolissacarideos (EPS)
para os isolados Lactobacillus sp. H7 e Enterococcus thailandicus F1, sendo
observada a producéo de EPS pelo isolado Lactobacillus sp. H7.

A sintese de EPS por BAL é considerada um atributo essencial, pois estes
sdo capazes de modificar a aparéncia, propriedades reologicas e textura de
produtos fermentados, devido a isto sdo vistos como compostos atraentes na
elaboracdo de alimentos nas induastrias, principalmente de lacteos. Baixa
viscosidade, fratura do gel ou alta sinérese sdo geralmente encontrados durante a
elaboracdo de iogurte podendo ser resolvidos pela utlizaggo de EPS com
comportamento reoldgico pseudo-plastico e capacidade de ligacdo de agua
(SAADAT; KHOSROUSHAHI; GARGARI, 2019).

Alguns estudos apontam que, EPS produzidos pelas BAL mostraram
apresentar caracteristicas imunomoduladoras, anticancerigenas, antioxidantes
agentes antibiofilme prevenindo a adesdo de bactérias patogénicas (SAADAT,;
KHOSROUSHAHI; GARGARI, 2019)

Em estudo realizado por Islam et al. (2021) verificaram que a maior producao
de EPS foi obervada por Lactobacillus delbrueckii bulgaricus LDMBO02 isolado de
leite de cabra.

Diversas enzimas e proteinas tém sido relacionadas na biossintese de EPS,
sendo estas capazes de regular a expressdo genica de producdo de EPS por
microrganismos (SAADAT; KHOSROUSHAHI; GARGARI, 2019).

4.35.5. Teste de producao de folato em meio de cultura

No presente trabalho, foi possivel verificar que os isolados (H7 e F1)
apresentaram crescimento em meio sem folato (caldo FACM), com incubacao de 37
‘C/72 h. A partir dos resultados da leitura da D.O (630 nm), que expressam valores
superiores a 1, ap0s sete cultivos consecutivos no meio FACM, ambos isolados
demonstraram certa capacidade em produzir folato, mesmo com valores inferiores a
cepa indicadora como produtora de folato L. rhamnosus 7469.

Isto indica que € necessario passar por outros testes para avaliar e afirmar a
producéo de folato pela bactéria, pois este teste em meio de cultura € uma avaliacao

preliminar da sintese de folato pelos isolados.
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Em estudos realizados por Da Silva (2015), onde foi avaliado o potencial de
BAL produtoras de folato e riboflavina isoladas de amostras de leite de cabra cru e
queijos de cabra, dos 179 isolados, 151 (81,4%) apresentaram resultado positivo
nos testes preliminares de producdo de folato, indicando capacidade de se
multiplicar em meio de cultura sem folato (meio FACM), em sete cultivos
consecutivos neste meio.

Algumas BAL séo passiveis de produzir vitaminas do grupo B, estes
microrganismos apresentam bom potencial de uso tecnoldgico para producdo de
alimentos com teores mais altos de vitaminas do grupo B (LEBLANC et al., 2011).

Estudos posteriores sdo necessarios para avaliar a a presenca dos genes
folP, folE, folK, folQ, pabB, pabC, nos isolados (H7 e F1) e avaliar a producao de
folato (vitamina B9) (LAINO et al.,2019).

Portanto, os resultados obtidos a partir dos testes in vitro realizados,
demonstram que o isolado H7 apresenta potencial probiético, tendo assim efeito
benéfico ao atingir o trato gastrointestinal. Para que haja colonizacdo dos
microrganismos probidticos no organismo, é necessario que as concentracdes sejam
maiores ou iguais a 6 log UFC.mL™%, quanto maior a concentracdo de células, maior
vai ser a vantagem desta de ocupar o intestino (PAPADOPOULOU et al, 2018).
Bem como, € produtor de EPS, importante na viscosidade de produtos lacteos,
determinando a aplicacdo de H7 na producdo de leite fermentado, juntamente com

uma cepa probiotica de uso comercial Bb-12 e adi¢cdo de polpa de amora-preta.
4.3.6. Producdo e caracterizagao de leite fermentado

4.3.6.1. Caracterizacao fisico-quimica da polpa de amora-preta

A Tabela 4 abaixo, representa os resultados referentes as analises de
caracterizacdo da polpa de amora-preta obtida na Embrapa Clima Temperado,
Pelotas/RS.
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Tabela 4. Caracterizacéo fisico-quimica da polpa de amora-preta liofilizada

Andlises
pH 3,311
tAcidez (%) 1,26
*SST (°Brix) 10,2
2Antocianinas 1617,98
3Compostos fendlicos 3301,49
4Atividade antioxidante (DPPH) 40252,19

lExpresso em % de acido citrico; *SST: Sdlidos sollveis totais. 2Antocianinas totais expressa em
mg/g de amostra; 3Compostos fendlicos totais expresso em mg/g de amostra; “Atividade antioxidante
frente ao radical DPPH expressa em %.

Entre os fitoquimicos encontrados, naturalmente, na amora-preta estdo 0s
acidos fendlicos (galico, hidroxibenzodico, cafeico, cumarico, ferdlico e elégico) e
seus derivados, e, também, os flavondides (catequina, epicatequina, miricetina,
quercetina e kaempferol) benéficos para a saude (PADILHA et al., 2010).

Alguns trabalhos relatam as propriedades dos fitoquimicos com acao
antioxidante, em destaque os compostos fendlicos, os tocoferdis, o acido ascérbico
e 0s carotenoides, todos estes presentes na amora-preta. A amora apresenta
atividade antioxidante sob os radicais superodxidos (Oz), perdoxido de hidrogénio
(H202), hidroxila (OH") e ao oxigénio (Oz2) (WANG; JIAO, 2000).

Serraino et al. (2003) citam que estudos in vitro de extratos de amora- preta
apresentaram efeito antioxidante ao radical peroxinitrito, protegendo as células de
disfuncbes e falhas vasculares induzidas por este radical. Dentre os antioxidantes
presentes na amora-preta, 0os encontrados constantemente, sdo 0S compostos
fendlicos, como os flavonoides. Os beneficios obtidos desses compostos podem ser
atribuidos a sua capacidade de sequestrar os radicais livres. Além dos compostos
fendlicos, outros componentes possuem atividade antioxidante, estes todos
presentes na amora-preta, como as vitaminas C e E e os carotendides.

Estudos tem apresentado uma variacdo na quantidade de compostos
fendlicos totais na amora-preta de 261,95 a 929,62 expressos em mg equivalente de
acido galico.100g* de fruta fresca. Esta variacdo na concentracédo de fenodis pode
estar relacionada a diferenca de metodologias empregadas na extracao da amostra
para a determinacdo dos fendis totais, pela diferenca de safra, clima ou pela
localizag&o das plantas (PADILHA et al., 2010).
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Dentre as espécies, a amora-preta Rubus sp. é que apresenta maior
conteado de compostos fenodlicos. Quanto as antocianinas, esta pode variar de
acordo com o estadio de maturacdo das frutas. Estudos apresentam que seu
conteudo aumenta de 74,7 mg equivalente de cianidina-3- glicosideo/100 g peso
fresco em frutos ainda verdes para 317 mg cianidina-3-glicosideo/100 g peso fresco
em frutos sobremaduros (SIRIWOHARN; WROLSTAD, 2004).

Segundo Sellappan, Akoh e Krewer (2002), a variacdo no conteudo de
antocianinas entre cultivares pode ser bem acentuada, podendo variar de 12,70 a
197,34 mg.100g™ fruta.

Wang e Lin (2000) em estudo feito em frutos de amora-preta, framboesa e
morango, os resultados indicaram que os frutos maduros de framboesa preta e de
amora-preta, constituem fontes ricas em antocianinas (197,2 mg.100g* fruta e 152,8
mg.100g?t fruta, respectivamente) quando comparados com frutos maduros de
framboesa vermelha (68,0 mg.100g* fruta) e de morango (31,9 mg.100g™ fruta).

No presente estudo, verifica-se que os frutos apresentaram quantidades
maiores para fendis, antioxidante e antocianinas, este fato pode ocorrer devido as
variacdes genéticas, condi¢cdes ambientais durante a colheita e pela acdo enzimatica
na poés-colheita, principalmente devido a processos oxidativos das polifenoloxidases,
cujo principal substrato é a cianidina-3-glicosidio.

Quanto a pH, acidez e solidos soluveis totais (SST), os valores encontrados
corroboram com o estudo realizado por Lameiro et al. (2019), apresentando

respectivamente valores de pH, acidez e SST, 3,04, 1,15% e 8,00 "Brix.

4.3.6.2. Processo fermentativo- leite fermentado pelo isolado
Lactobacillus sp. H7

O potencial de fermentacdo do leite pelo isolado H7 (9 log UFC.mL™1) foi

caracterizado pelo monitoramento do pH (A) e da acidez (B), durante o periodo de

fermentacao do leite (Figura 2 A e B, respectivamente).
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Figura 2 - Monitoramento do pH (A) e acidez (B) durante o processo fermentativo do leite pelo
isolado Lactobacillus sp.H7

Ajustaram-se modelos de regressdo polinomiais quadréaticos, capazes de
demonstrar que a partir de 6 horas, o comportamento inverso do pH e da acidez
assumiram comportamento exponencial. Os valores preditos com base nos modelos
de regresséo estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Resultados preditos de pH e acidez, a cada hora, a partir do tempo de 6h de fermentacéo
do leite

Tempo (horas) pH Acidez (% de &cido

latico)

7 6,00 0,21

8 5,82 0,26

9 5,61 0,33

10 5,36 0,40

11 5,08 0,49

12 4,76 0,59

Podemos observar, durante o processo fermentativo, uma queda do pH e
consequente elevacdo da acidez, resultado do consumo dos carboidratos pelo
isolado H7, ocasionando a producéo de acido latico. Observa-se que o isolado de
kefir, demonstrou um bom potencial para fermentagéo, responsavel pela reducéo de
pH, atingindo pH 4,76 ao decorrer de 12 horas.

No decorrer da fermentacdo, uma molécula de glicose € oxidada em duas
moléculas de acido piravico. Essa oxidacdo gera a energia que € utilizada a fim de

formar duas moléculas de ATP. Posteriormente, as duas moléculas de acido pirtvico
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séo reduzidas por duas moléculas NADH, com intuito de formar duas moléculas de
acido latico. Sendo o &cido lactico o produto final da reagéo, ele ndo sofre mais
oxidacdo, e grande parte da energia produzida pela reacdo permanece armazenada
no acido. Portanto, essa fermentacdo produz somente uma pequena quantidade de
energia (BENGOA et al., 2019).

No género Lactobacillus estdo as bactérias com forma de bacilos,
estritamente fermentativas, aero-tolerantes ou anaerdébias, aciduricas ou acidofilas e
fastidiosas (HAMMES e VOGEL, 1995). Representantes deste género tem a
capacidade de fermentar o leite pela via homofermentativa, como principal produto o
acido latico, por consequéncia diminui o pH do alimento aumentando o tempo de
conservacdo e inibindo o desenvolvimento de microrganismos patogénicos e
deteriorantes, bem como, auxiliam no sabor, odor e textura do produto (SALVETTI et
al., 2013).

A medida que o pH do meio vai diminuindo pela atividade das bactérias e
cosumo do substrato presente na matéra-prima, observa-se um aumento do
conteudo de célcio no soro em funcdo da solubilizacdo do fosfato calcico coloidal
(CCP). A capacidade de unido do célcio e do magnésio ibnico & micela ndo é
alterada entre os pH 5,6 e 6,7, entretanto abaixo de 5,3 observa a solubilizagdo do
fosfato calcico.

A alteracao fisica da micela exerce um papel importante na formacéo do gel
pela acidez. Os processos de dissociacdo e agregacado da micela dependem do pH,
da concentracéo idnica e da temperatura. As caseinas podem dissociar-se da micela
quando o pH diminui, ainda que essa capacidade tenha sido apresentada
principalmente na [B-caseina. A diminuicdo do pH no leite também afeta as
propriedades espaciais, visto que altera as interacdes eletrostaticas entre 0os grupos
das caseinas e os sais. Ao diminuir o pH, ocorrera reducao das forcas de repulsédo
entre as micelas induzindo-se as interagcdes hidrofobicas ocorrendo assim a
coagulacao do leite (SALVETTI et al., 2013).

4.3.6.3. Leite fermentado com Lactobacillus sp. H7 suplementado com

Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12 e amora- preta

A partir do leite fermentado por Lactobacillus sp. H7 e suplementacdo com
Bifidobacterium lactis Bb-12 (10 log UFC.mL™?) e polpa de amora- preta (4%), foram
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preparados dois tratamentos de leite fermentado sendo que um deles, mantido no
seu estado de gel (LF) e o outro liofilizado (LFLR). Ap6s a liofilizacdo, foi calculado a
perda de agua no tratamento LFLR, que ficou em 78,41%. Desta forma antes da
realizacdo das analises o LFLR era reconstituido, realizando a reidratacdo com o

mesmo percentual de 4gua sob refrigeracao, que foi perdido no processo.

4.3.7. Determinagéo de pH e acidez

O pH apresentou apenas efeito principal significativo para o tempo (p=0.008),
indicando que as operagbes unitarias de liofilizacdo e de reconstituicdo néo
influenciaram no pH do leite fermentado.

Em trabalho realizado por Islam et al. (2021) observaram estabilidade no pH
(4,54-4,56) do leite fermentado produzido durante os 21 dias de armazenamento
corroborando com os resultados encontrados no presente estudo para o leite
fermentado e o leite fermentado liofilizado reconstiuido que apresentou um pH entre
4,3-4,2, respectivamente. Quanto a acidez, houve interacbes entre os fatores de
tratamentos (formulacdes x tempo) (p=0.0435). Na comparacdo entre as
formulacdes, € possivel observar que a formulacao LF apresenta acidez superior ou
igual & formulacdo LFLR, Tabela 6.

Tabela 6. Acidez nas diferentes formulacdes de leite fermentado suplementado com Bifidobacterium
lactis Bb-12 e amora-preta ao longo do armazenamento refrigerado

Tempo (dias) LF LFLR
0 1,38 £ 0,072 1,24 + 0,01
7 1,22 £ 0,052 1,25+0,132
14 1,09 £ 0,222 1,03+ 0,092
21 1,02 £ 0,042 0,95 + 0,01°
28 1,07 £ 0,052 0,80 + 0,06°
35 1,05 £ 0,022 1,02 £ 0,032

LF = Leite fermentado; LFLR = Leite fermentado liofilizado reconstituido.
Médias + desvio padrdo com letras diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa pelo
Teste T (p<0.05) na comparacéo entre os diferentes tratamentos.

A Tabela 6, apresenta os resultados de acidez ao longo dos dias, mostrando-
se estaveis os valores ao longo do periodo de armazenamento, mas uma reducéo
durante os dias 21 e 28 e uma elevacdo em 35 dias no leite fermentado liofilizado

reconstituido.
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As BAL tém influéncia na acidez e pH dos produtos, devido a producao de
acido latico e outros metabolitos que influenciam na acidez do produto. Durante o
armazenamento, a atividade metabolica das bactérias acido-laticas nos alimentos
pode contribuir para o aumento da acidez e consequentemente diminuicdo do pH
(BORGONOVI; CASAROTTI; PENNA, 2021).

A influéncia do tempo sobre o pH e acidez pode ser observada na (Figura 3 A
e B, respectivamente).
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Figura 3 - pH (A) e acidez (B) em leites fermentados de amora-preta armazenados sob
refrigeracdo (IC = 0.184).

Barras verticais indicam intervalo de confianca a 95% de probabilidade sendo que a néo
sobreposigéo das barras indicam diferenca significativa.

Gallina et al. (2011) avaliaram o pH durante a vida util de leites fermentados,
apresentando resultados que demonstram a redu¢do nos valores durante o periodo
de armazenamento sob refrigeracdo, este fato esta atrelado a atividade das
bactérias e continua producédo de acidos durante o metabolismo das mesmas.

Funck et al. (2019) realizaram a elaboragédo de dois tratamentos de bebida
lactea, utilizando no tratamento T1 culturas iniciadoras de Streptococcus
thermophillus e Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus (concentracdo 6 log
UFC.mL?) e adicdo da cultura probiética a 1% (v/v) L. curvatus P99 (concentragdo 7
log UFC.mL™1) e C1 adicdo apenas das culturas iniciciadoras e verificaram a acidez e
o pH durante os 35 dias de armazenamento. Observaram que para 0s dois
tratamentos T1 e C1 os valores de pH e acidez mantiveram-se estaveis durante o

armazenamento, sendo que o tratamento T1 apresentou maiores valores de acidez
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e consequentemente pH mais baixo demonstrando a influéncia da bactéria

probidtica L. curvatus P99 no pH e acidez do alimento.

4.3.8. Viabilidade de Lactobacillus sp. H7 e Bifidobacterium animalis subsp.
lactis BB-12 sob transito gastrointestinal (TGI) simulado
Os resultados para andlise de TGI apresentaram interagcdo entre os fatores de

tratamento (p < 0.05), sendo os resultados apresentados na tabela 7.

Tabela 7. Viabilidade de Lactobacillus sp. H7 e Bifidobacterium animalis subsp.lactis Bb-12
(log CFU g) em leite fermentado e leite fermentado liofilizado reconstituido durante passagem no
TGl

Fase do TGl LF LFLR

H7

AG 7,48 £ 0,214 7,29 £ 0,094

DG 6,70 £ 0,2238 6,16 + 0,238
D 6,13 £ 0,063 6,03 + 0,0638¢
| 5,99 + 0,043 5,93 + 0,053

Bb-12

AG 7,83 +0,1234 7,97 £ 0,234

DG 7,20 £ 0,1628 7,32 £ 0,092
D 7,02 + 0,043¢ 7,15 + 0,05PBC
I 6,98 + 0,043¢ 7,02 £ 0,063

LF = Leite fermentado; LFLR = Leite fermentado liofilizado reconstituido.

Médias + desvio padrdo com letras diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa pelo
Teste T (p<0.05) na comparagdo entre os diferentes tratamentos. Letras maiusculas diferentes na
mesma coluna indicam diferenca significativa pelo teste de Waller-Ducan (p<0.05) comparando a
evolucéo nas fases do TGI para cada formulacéo.

Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12, mesmo apresentando reducdes
durante as etapas, se manteve em uma concentragcao no leite fermentado e leite
fermentado liofilizado reconstituido, respectivamente em 6,98 log UFC.mL? e 7,02
log UFC.mL™%, mostrando que a liofilizacdo e a reidratacdo ndo afetam a viabilidade
de B. animalis subsp. lactis Bb-12.

Observa-se um decréscimo na concentracdo do isolado H7 nos dois
tratamentos, chegando na porcéo final do intestino em 5,99 + 0,04 log UFC.mL*
para o leite fermentado e 5,93 + 0,05 UFC.mL™?, para o leite fermentado liofilizado

reconstituido, demonstrando que o isolado H7, é sensivel aos efeitos adversos do
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transito gastrointestinal, mas pode ser considerado seu potencial probiotico, pois
pode-se considerar que essa populacdo € capaz de aderir & mucosa do intestino,
colonizar os enterdcitos e promover efeitos benéficos, sendo o minimo recomendado
de 6 log UFC.mL™.

Quando um alimento funcional adicionado de bactérias probidticas é
produzido, € essencial que 0s microrganismos probiéticos mantenham sua
viabilidade, ndo somente, durante a elaboracdo e armazenamento do produto em
guestdo, mas também ao longo da passagem do alimento, através do trato
gastrointestinal (BORGONOVI; CASAROTTI; PENNA, 2021).

Entretanto, devido as condi¢des do trato gastrointestinal, como presenca de
enzimas e sais biliares, a reducéo na viabilidade das células probiéticas é um fato
frequente nesse processo (GBASSI et al., 2011; COOK et al., 2012).

Alguns pesquisadores recomendam que as bactérias probioticas sobrevivam
ao trato gastrointestinal, em concentracdes iguais ou superiores a 6 log UFC.mL
para entdo, conferir efeito benéfico esperado para o hospedeiro (BORGONOVI,
CASAROTTI; PENNA, 2021; PAPADOPOULOU et al, 2018).

O suco gastrico elaborado no estbmago, geralmente, compde a maior barreira
para os probidticos (DEL PIANO et al., 2011). A acdo antimicrobiana da pepsina e o
baixo pH s@o os principais fatores que afetam a sobrevivéncia dos probioticos
(KAILASAPATHY, 2006).

O pH do estbmago, geralmente, encontra-se em torno de 2,5 e 3,5, podendo
ser menor, na faixa de 1,0 a 2,0, isso quando produzidos altas concentracdes de
suco gastrico, ou ainda podendo ser maior que 6,0 logo apés a ingestao do alimento
(HUANG, 2004; RANADHEERA et al., 2012).

ApoOs a passagem pelo estbmago, os probidticos ingeridos veiculados com o
alimento chegam ao intestino delgado onde sao expostos a a¢cdo da pancreatina e
dos sais biliares (RANADHEERA et al., 2012), responsaveis pela reducéo de 35 a
40% na viabilidade destes microrganismos probioticos (DEL PIANO et al., 2011).

No entanto, o efeito das condi¢des do trato gastrointestinal sobre a viabilidade
dos probidticos é dependente de alguns fatores, entre eles a escolha da matriz
carreadora, considerada um fator bastante relevante, uma vez que a composicédo do
alimento pode afetar a sobrevivéncia dos microrganismos no ambiente

gastrointestinal (SANDERS et al., 2010). Logo, os produtos lacteos sdo os mais
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utilizados para a adicdo de microrganismos probioticos, devido estes possuirem

certas caracteristicas e componentes que auxiliam no desenvolvimento e producao

de efeitos benéficos por estes microrganismos (ISLAM et al., 2021).

4.3.8.1. Viabilidade de Lactobacillus sp. H7 e Bifidobacterium animalis

subsp. lactis BB-12 sob armazenamento em refrigeracao

A viabilidade de H7 e de Bb-12 apresentou interacdo (p = 0.0016) e (p=

0.0001), respectivamente entre os fatores de tratamento (formulagéo x tempo). A
comparacao entre as formulacbes em cada dia pode ser observada na tabela 8.

Tabela 8. Viabilidade de Lactobacillus sp. H7 e Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12 em leite
fermentado e leite fermentado liofilizado reconstituido durante armazenamento em refrigeracao

LF LFLR
Tempo (dias) H7
0 8,90 + 0,352 7,95+ 0,12°
7 8,02 + 0,332 7,99 £ 0,31°
14 7,48 + 0,212 7,29 + 0,092
28 7,28 + 0,162 7,17 £ 0,132
35 7,28 + 0,192 7,21 + 0,062
Bb-12
0 9,75+ 0,192 8,93 + 0,06
7 8,48 £ 0,242 8,03 + 0,08
14 7,83+0,122 7,97 £ 0,232
28 7,50 £ 0,112 6,74 +0,30°
35 7,46 + 0,202 6,74 £ 0,17°

LF = Leite fermentado; LFLR = Leite fermentado liofilizado reconstituido.
Médias + desvio padrdo com letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa pelo

Teste T (p<0.05) na comparacéo entre os diferentes tratamentos.
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Observa-se pela tabela 8, que as concentracfes do isolado Lactobacillus sp.
H7 mantiveram-se em contagens altas durante os 35 dias de armazenamenamento
para os dois tratamentos. O mesmo ocorreu para Bifidobacterium lactis Bb-12.

Jouki et al. (2021) relataram em seu estudo que a concentracdo de L.
plantarum do iogurte liofilizado em pd, diminuiu durante 0 armazenamento enquanto
o iogurte liofiizado em p6 contendo microcdpsulas adicionadas de sorbitol
apresentaram maior viabilidade do microrganismo durante o armazenamento por 12
semanas, demonstrando ser uma opcao na utilizacdo do processo de liofilizacao.

A liofilizacdo demonstra ser um processo alternativo para garantir a
conservagao de produtos, mas requer mais estudos para o melhoramento da
viabilidade e atividade dos microrganismos (JOUKI et al., 2021)

Na industria de alimentos, este método também auxilia na diminuicdo de
espaco para armazenamento, mas deve receber atencdo as embalagens pois, a
umidade pode acelerar o processo de deterioragdo (YAMAGUCHI, 2017).

A influéncia do tempo na viabilidade das bactérias Lactobacillus sp. H7 e
Bifidobacterium animalis subsp.lactis Bb-12 pode ser observada na Figura 4 A e B,

respectivamente.
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Figura 4- (A) Viabilidade ao longo do tempo de H7 (IC = 0.468) e (B) de Bb12 (IC = 0.375) em
leite fermentado (LF) e em leite fermentado liofilizado reconstituido (LFLR).

Barras verticais indicam intervalo de confianca a 95% de probabilidade sendo que a néo
sobreposicéo das barras indicam diferenca significativa
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A influéncia do tempo com relacdo ao isolado Lactobacillus sp. H7 para a
formulacdo LF indicou uma reducéo significativa entre o tempo O e o dia 7 e entre o
dia 7 e 14, seguido de uma estabilidade da viabilidade até 35° dia. Quanto ao LFLR,
houve uma reducéo significativa no 14° dia. Contudo, pode-se perceber que o tempo
afetou a viabilidade do isolado Lactobacillus sp. H7, reduzindo em ambas as
formulagoes.

A bactéria probiotica Bifidobacterium lactis Bb-12, na formulagdo LF reduziu
sua viabilidade no 7° e 14° dia, e ap0s a mesma se manteve- estavel. Na formulacéo
liofilizada, houve declinio no 7° e no 28° dia em comparagdo ao tempo inicial,
decorrido este tempo, manteve sua viabilidade estavel.

Podemos observar que, mesmo havendo reducbes em ambas as
formulagdes, a viabilidade da Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12 manteve-
se acima de 6,5 log UFC.mL?, demonstrando que o método se torna eficaz para
manutencdo da viabilidade das células e armazenamento do produto por longo
periodo.

Para o tratamento LFLR, foi avaliada aos 70 dias, a viabilidade de H7 e Bb-
12, a fim de verificar a viabilidade destas bactérias em um periodo mais longo de
armazenamento, os valores encontrados foram de 7,17 log UFC.mL! e 7,03 log
UFC.mL, respectivamente.

4.3.9. Andlises fisico-quimicas

A avaliacdo fisico-quimica do leite fermentado ndo demonstrou diferenca
significativa para proteina, umidade, gordura, cinzas, fendis, antocianinas e
capacidade antioxidante (p>0.05) (Tabela 9), indicando que as operacdes unitarias
de liofilizacdo e de reconstituicdo do leite fermentado néo influenciam essas

variaveis dependentes.
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Tabela 9. Analises fisico-quimicas e fitoquimicas em leite fermentado e leite fermentado liofilizado
reconstituido, suplementado com Bifidobacterium lactis Bb-12 e polpa de amora-preta

Analise LF LFLR
Umidade (%) 77,20 £ 0,05 76,59 + 2,42"
Proteina (%) 2,98 + 0,89 2,01 £ 0,92
Gordura (%) 3,89 £ 0,72 2,75+ 0,97™

Cinzas (%) 0,89 + 0,04" 0,84 +0,13"s
Carboidratos (%) 15,04+32,32 17,81+32,36

aFendis 711,28 + 162,64 627,60 + 101,65

bAntocianinas 63,22 £ 16,76" 67,32 + 7,54"
¢Capacidade antioxidante 18,29 + 1,66" 24,01 £ 6,01"

LF = Leite fermentado; LFLR = Leite fermentado liofilizado reconstituido.
Médias + desvio padrédo
aValores expressos em mg/g de amostra
bValores expressos em mg/g de amostra
¢Percentual de reducéo do radical DPPH
Yamaguchi et al. (2020) ao avaliar as caracteristicas fisico-quimicas e
microbioldgicas de iogurte liofilizado e reidratado, obtiveram valores de proteina para
o iogurte liofilizado e néo liofilizado respectivamente, 4,0% e 3,6%, divergindo dos
valores encontrados no presente estudo que demonstraram reducdo deste
componente, podendo esse resultado estar relacionado a reconstituicdo do leite
fermentado, a adicdo de agua no produto. Uma gama de produtos acompanhados
de frutas e microrganismos probioticos tém sido exploradas no mercado, atualmente.
A adicao de polpas de frutas em alimentos lacteos tem-se mostrado benéfica
devido aos altos teores de compostos como fendis, vitaminas, fibras e antioxidantes
gue além de contribuirem de forma nutricional, sdo capazes de aumentar a

viabilidade e desenvolvimento de células proboéticas (PRESTES et al., 2021).

4.3.10. Anaélises Microbiolégicas do leite fermentado

As andlises microbiolégicas de Salmonella spp., bolores e leveduras e
Escherichia coli, indicam que ambos os tratamentos de leites fermentados
apresentam parametros microbiolégicos em concordancia com os padrdes da

legislacao vigente (Brasil, 2019).
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4.3.11. Anédlise Sensorial

Primeiramente, os avaliadores identificaram a amostra do tratamento de sua
preferéncia, onde 58% escolheram o tratamento LF, enquanto 42% escolheram a
amostra do tratamento LFLR, como preferida.

Quanto ao teste de aceitacdo global dos tratamentos LF e LFLR, os

resultados estdo apresentados na Figura 5.
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Figura 5- Classificacdo dos escores hedbnicos em percentual dos leites fermentados (LF) e leite
fermentado liofilizado reconstituido (LFLR), suplementado com Bifidobacterium animalis subsp. lactis
Bb-12 e polpa de amora-preta.

Pode-se observar que os dois tratamentos (LF e LFLR) tiveram uma boa
aceitacdo quanto ao aspecto global, ao utilizar a escala de 5 pontos, onde 1
(desgostei muito) e 5 (gostei muito), mais de 70% dos avaliadores aprovaram o leite
fermentado, independente do processo de liofilizac&o/reidratacao.

Possivelmente, nem a liofiizagdo nem a reidratagdo afetaram as
caracteristicas sensoriais quanto ao aspecto global do leite fermentado, a ponto da
maioria dos avaliadores ndo rejeitarem o produto. Apesar de diferirem quanto a
escolha pela amostra de preferéncia, pois a maioria dos avaliadores definiram como

preferida a maostrado tratamento LF.

4.4. Concluséo

Pode-se concluir que o isolado Lactobacillus sp. H7 apresenta potencial para
elaboracao de leite fermentado. Os testes de seguranca microbiolégica, tecnologicos
e potencial probittico, demonstraram resultados que levaram a utilizagdo do isolado

na producéo do leite fermentado. Quanto a simulagéo ao TGI, os valores mostraram-
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se acima de 5 log UFC.mL! para H7 e para Bb-12 os valores foram superiores a 6
log UFC.mL?! durante o transito ao TGI, comprovando resisténcia aos sucos
gastricos com estimativa de populacdo microbiana conforme referéncia para
probiotico. Durante os 35 dias de armazenamento em refrigeracéo, a viabilidade de
H7 e Bb-12 foi superior a 6 log UFC.mL'. A liofilizacdo demonstrou ser um
tratamento viavel para conservacéo e viabilidade das bactérias &cido-laticas, durante
0 armazenamento em refirgeracao.

A adicao de polpa de amora-preta contribuiu com as antocianinas, compostos
fendlicos e antioxidantes no produto lacteo. O leite fermentado nao liofilizado (LF) e
o liofilizado (LFLR) foram avaliados sensorialmente, obtendo bons resultados quanto
a aceitacao, entretanto o tratamento LF foi considerado a amostra preferida entre os
avaliadores. O leite fermentado liofilizado, fornece praticidade de preparo e facil
armazenagem e, com potencial probi6tico propicia beneficios a saude do

consumidor.
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Consideracdes finais

O kefir é caracterizado por ser um produto artesanal, que apresenta
caracteristicas que beneficiam o ser humano. Seu consumo e sua popularizagcao tem
aumentado muito pela facilidade de obtencédo deste e, pelas propriedades que a
bebida demonstra ao ser consumida. Estas caracteristicas estdo relacionadas as
propriedades dos microrganismos contidos na sua estrutura, sendo muitas destas
bactérias &cido-laticas. Assim, se torna interessante o isolamento de bactérias
utilizando o kefir.

Entretanto, no presente estudo, do total de 40 isolados, apenas 2 seguiram
para as demais analises por apresentarem resultados negativos para Dnase,
gelatinase e hemolisna. Um resultado baixo se comparado ao numero total de
isolados, demonstrando um certo cuidado no momento do cultivo dos gréos, pois a
microbiota do kefir pode variar com as condi¢des locais do cultivo, origem dos graos,
acondicionamento e processamento de preparo.

O potencial tecnolégico e probidtico destes isolados, mostraram bons
resultados, entretanto o isolado identificado como Lactobacillus sp. H7 foi o
escolhido para ser aplicado em um leite fermentado, pois apresentou capacidade de
sintetizar exopolissacarideos, sendo de interesse na elaboracdo de produtos como
iogurtes e leites fermentados lacteos devido as propriedades reoldgicas que este
proporciona nesse tipo de alimento.

Alimentos lacteos fermentados, tem sido cada vez mais, consumidos pela
populacao, principalmente se estes demonstrarem efeitos benéficos a satde, como
0s probidticos. Aliado a isso, a utilizacdo de frutas em produtos lacteos demonstra

ser um caminho para torna-lo mais nutritivo e atrativo para os consumidores.
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Apéndice A- Ficha Analise Sensorial

FICHA DE AVALIAGCAO SENSORIAL

Nome: Idade: Data:

Vocé estd recebendo duas amostras, codificadas, de leite fermentado suplementado com bactéria
probidtica (Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12) e polpa de amora preta.

A. TESTE DE PREFERENCIA
Quanto as duas amostras codificadas recebidas, identifique com um circulo a sua amostra preferida.

189 230

B. TESTE DE ACEITACAO

Avalie as amostras utilizando a escala abaixo para descrever o quanto vocé gostou ou desgostou, de
forma geral/global de cada amostra.

1 = desgostei muito

2 i f:le;.iostei Amostra Nota
3 : indi e.rente 189
4 = gostei 230

5 = gostei muito

Comentarios:
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Apéndice B- Frutos de amora-preta (Rubus sp.) cultivar tupy

Fonte: Embrapa Clima Temperado Pelotas/RS

Apéndice C- Resultado positivo de fermentacao de carboidrato frutose pelo isolado
H7 Lactobacillus sp.; ocorre a mudanca de coloracdo no meio base de cor parpura

para cor alaranjada

we H7
&

Fonte: O autor
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Apéndice D- Teste do Citrato para isolado Lactobacillus sp. H7 e Enterococcus

thailandicus F1; resultado negativo

B

< J "9*

b
2

Fonte: O autor

Apéndice E- Teste de exopolissacarideos para o isolado Lactobacillus sp. H7 e

Enterococcus thailandicus F1; resultado positivo para o isolado Lactobacillus sp.H7

H2

Fonte: O autor
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Apéndice F- Leite fermentado suplementando com Bifidobacterium animalis subsp.
lactis Bb-12 e amora-preta (LF)

Fonte: O autor

Apéndice G-Leite fermentado liofilizado suplementado com Bifidobacterium animalis

subsp. lactis Bb-12 e amora-preta (LFLR)

Fonte: O autor
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