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RESUMO

A busca por alimentos diferenciados vem conquistando cada vez mais adeptos, especialmente os
que procuram um estilo de vida mais saudavel, dentre estes destacam-se os funcionais e 0s
suplementados com proteina. Neste sentido, o presente estudo buscou avaliar a suplementacéao
proteica de iogurte com caseina acida e globular, adicionado de cultura probiotica Lactobacillus
rhamnosus imobilizada nos prebidticos farelo de trigo e farelo de arroz. A imobilizagdo ocorreu
a partir da deslignificacdo dos farelos e imobilizacdo das células probidticas na base tratada,
dando origem ao biocatalizador, isto €, os farelos servindo de suporte para prote¢do da cultura.
Para avaliacdo da imobilizacdo foi utilizado Microscopia Eletronica de Varredura (MEV),
simulacdo de digestdo in vitro, contagem microbioldgica, analises fisico quimicas (gordura,
proteina, fibras), perfil de textura e analise de sinerese. A contagem microbiologica foi feita em
PCA, 4gar MRS, M17 e V-MRS, sendo que o agar V-MRS foi utilizado para inoculacdo do L.
rhamnosus. Em MEYV, foi possivel observar os nanotubos apds a deslignificacdo, assim como seu
preenchimento com a adicdo do probiotico. Os iogurtes produzidos tiveram suplementacdo
proteica, com: leite em po6 desnatado, caseina acida e caseina globular, sendo acompanhado o pH
durante o processo de elaboracdo. Os resultados apresentaram que os iogurtes do tipo IPPL
(iogurte padrdo com probiético livre), IPBT (iogurte padrdo com biocatalizador de trigo) e IPBA
(iogurte padrdo com biocatalizador de arroz) que eram adicionados de L. rhamnosus imobilizados
resultaram em contagens de bactérias laticas maiores, demonstrado aumento da viabilidade apds
0 processo de digestdo. Os biocatalizadores possibilitaram a producdo de iogurte que apos a
digestdo mantiveram-se com valores aproximados de 7 log Ufc.g! em comparacdo ao L.
rhamnosus livre de 6 log Ufc.g™. A dureza foi alterada pela adicdo das caseinas, dessa forma
aumentando a viscosidade do iogurte. O iogurte elaborado com caseina acida resultou em maiores
teores de proteinas, contudo foi a formulacdo que apresentou maior sinérese.

Palavras-chave: Farelo de arroz. Farelo de trigo. Probidtico. Prebi6tico. logurte. Caseina.



ABSTRACT

The search for differentiated foods has gained more and more adherents, especially those who
adopt a healthier lifestyle, among which stand out the functional and supplemented with protein.
In this sense, the present study aimed to evaluate the protein supplementation of casein and
globular yoghurt added to the probiotic culture Lactobacillus rhamnosus immobilized in the
prebiotics wheat bran and rice bran. Immobilization occurred from the designation of bran and
immobilization of treatment-based probiotic cells, giving rise to the biocatalyst, that is, the bran
serving as support for crop protection. Immobilization was evaluated by Scanning Electron
Microscopy (SEM), in vitro digestion simulation, microbiological counting, chemical physical
statistics (fat, protein, fiber), texture profile and syneresis analysis. Microbiological counts were
performed on PCA, MRS, M17 and V-MRS, and V-MRS was used for L. rhamnosus inoculation.
In SEM, it was possible to observe nanotubes after delignification, as well as their filling with a
probiotic addition. The yogurts had protein supplementation with: skimmed milk powder, acid
casein and globular casein, being followed or pH during the elaboration process. The results
presented for IPPL, IPBT (standard biographer with biographer) and IPBA (standard biographer
with biographer) biologists using immobilized LL rhamnosus resulting in larger lactic containers,
demonstrated increased viability after digestion process. The biocatalysts allowed the production
of biochemicals which after digestion remained at approximately 7 log CFU.g compared to free
L. rhamnosus of 6 log CFU.g. The duration was altered by the addition of caseins, thereby
altering the geographer's viscosity. Casein-produced yogurt resulted in higher protein content, but
was shown to show higher syneresis.

Keywords: Rice bran. Wheat bran. Probiotic. Prebiotic. Yogurt. Casein.
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1 INTRODUCAO

O interesse pelo desenvolvimento de produtos alimenticios funcionais vem crescendo nos
ultimos anos, dentre eles destacam-se os elaborados com micro-organismos probidticos e
ingredientes prebidticos, por apresentarem satisfacdo e aceitacdo por parte dos consumidores
(BALTHAZAR et al., 2017) que buscam o bem-estar (SANTOS; MEDEIRQOS, 2016, FU et al.,
2018). Assim, estes, passaram a assumir um papel importante no universo cientifico, diversas
pesquisas tém sido centradas para linha especial de leites fermentados, iogurtes (SAAD et al.,
2011a., GUNENC et al., 2016, ZAMBERLIN et al., 2017, TERPOU et al, 2017b, KARNOPP et
al., 2017, VIANNA et al., 2017, FAZILAH et al., 2018) e queijos (LIU et al., 2018, VALENTE et
al., 2019).

Os iogurtes simbidticos possuem um grande potencial de compostos que influenciam
positivamente na salde humana (TERPOU et al., 2017a), considerando ser um produto fermentado
produzido a partir do leite e pela acdo das bactérias &cido lacticas: Streptococcus salivarius subsp.
thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus, que podem ser complementados com
outras bacterias deste grupo (KARNOPP et al., 2017, JORGENSEN et al., 2019). O Lactobacillus
rhamnosus (L. rhamnosus) vem sendo amplamente estudada como probidtico em alimentos
(RAJOKA, etal., 2017, YADAV et al., 2018, VALENTE et al., 2019, DOKOOHAKI et al., 2019).

A adicdo de bactérias probidticas em iogurtes é desafiadora, uma vez que a concentracdo
minima de probi6ticos em produtos alimenticios deve ser de pelo menos 6 log UFC . g até o final
do prazo de validade (NEFFE-SKOCINSKA et al., 2018), para que seus beneficios a satde sejam
entregues ao consumidor. Devido a sua interagdo com outras espécies microbianas presentes nesse
tipo de produto e pela sensibilidade aos constituintes destes, ao processamento e as condicdes de
armazenamento, pode ocorrer perdas na viabilidade celular, sendo que o processo de imobilizacéo
da cultura probiotica seria uma alternativa para diminuir as interferéncias relatadas neste tipo de
produto (SOUKOULIS et al, 2007; TERPOU et al., 2019, DOKOOHAKI et al., 2019), sendo que
diferentes suportes podem ser empregados, entre eles o farelo de trigo ( TERPOU et al., 2017a;
2017b), alginato de sodio (ABDEL-RAHMAN, et al., 2019, DOKOOHAKI et al., 2019),
maltooligassacarideos e concentrado de proteina de soro de leite (LIU et al., 2017), goma gelana e

proteina de soro de leite (LI et al., 2019), alginato de célcio e quitosana (FARIAS, et al., 2019).
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As propriedades organolépticas, reoldgicas, textura e microestrutura de iogurte sdo
dependes de varios fatores, como processo de fermentacdo, tipo de leite, culturas iniciais e cepas
probidticas, embalagem e condi¢des de armazenamento (FAZILAH et al., 2018) e concentracéo de
proteina (VIANNA et al., 2017). As caseinas podem ser utilizadas nas formulacdes de iogurtes,
visando um produto com maior aporte proteico, elastico, viscoso e com menos sinérese
(SOUKOULIS et al, 2007, FU, et al., 2018, JORGENSEN et al., 2019), em comparagdo aos nao
suplementados (DAMIN et al, 2009; KARAM et al, 2012). A caseina comercial, é obtida a partir
da precipitacdo 4cida e essa € uma das principais proteinas com funcionalidade tecnoldgica
utilizada em produtos como, bebidas lacteas, chocolates, coberturas, filmes comestiveis entre
outros que possuem caseinas e caseinatos em sua formulacdo (ROMAN; SGARBIERI, 2005).

Combinacdes de produtos suplementados com proteinas e elaborados com culturas
probidticas e ingredientes prebidticos, surge como uma proposta que responde a demanda de
alimentos saudaveis e funcionais, sendo que a adi¢do de diferentes proteinas no iogurte além de
enriquecer o seu valor nutricional pode contribuir com a estrutura do gel. Neste contexto, a
aplicacdo de cultura probidtica de L. rhamnosus imobilizada em suportes naturais com
caracteristicas prebidticas como os farelos acarretaria no desenvolvimento cientifico, de linha de
produto e ainda surge como uma alternativa para aproveitamento de material excedente das linhas

de beneficiamento de cereais, agregando valor aos mesmos.
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2 OBJETIVOS

A seguir sdo apresentados 0s objetivos que nortearam a pesquisa sobre aplicacdo do

Lactobacilllus rhamnosus imobilizado em iogurte suplementado com proteina.

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver iogurte suplementado com diferentes proteinas, adicionado de cultura
probidtica imobilizada em suporte prebidtico de farelo de trigo e farelo de arroz.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

I. Imobilizar o Lactobacilllus rhamnosus em farelos de trigo e farelo de arroz;
I. Avaliar a imobilizacdo por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV);
I1l. Elaborar iogurte com a cultura probidtica na forma livre e imobilizada;
IV. Suplementar os iogurtes com diferentes fontes proteicas, sendo elas a caseina acida e caseina
globular;
V. Determinar o comportamento dos diferentes iogurtes quanto a textura, gordura, pH, sinérese

e digestdo simulada.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A revisdo bibliografica abordara assuntos pertinentes ao trabalho, como os materiais e

métodos utilizados durante o processo experimental.

3.1 IOGURTE

A origem dos leites fermentados esté relacionada com os Bélcas, com o centro leste europeu
e também com os paises mediterraneos. A producdo desse produto é baseada na degradacéo e na
acidificacdo do leite cru que ocorre ap6s um certo tempo de estocagem, devido a presenca de micro-
organismos presentes nesse meio (MORETT], 2009).

O iogurte é um leite fermentado contendo ou néo outras substancias alimenticias, essas sdo
obtidas através da desnaturacdo da caseina pela diminuicdo do pH do leite, que pode ser
reconstituido e adicionado ou ndo de outros produtos lacteos. A fermentacdo desse produto é
realizada com o cultivo de protosimbidticos de Streptococcus salivarius subsp. thermophilus e
Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus, esses podem ser acompanhados de forma
complementar com outras bacterias acido-lacticas, contribuibuindo para as caracteristicas finais do
produto (BRASIL, 2007).

Sendo um produto lacteo consumido no mundo todo, o iogurte possui alto valor nutricional
e gera beneficios a salde humana, principalmente se houver adi¢do de componentes prebidticos e
bactérias probidticas. Na producéo tradicional, se tem o iogurte produzido a partir da interacdo de
bactérias do acido latico no leite (TERPOU et al., 2017b). O sabor ligeiramente &cido, a diversidade
de sabores e o valor nutricional sdo fatores que contribuiram para seu crescimento no mercado
consumidor (MORETT], 2009).

Tanto a textura como o flavor do iogurte, se devem pela atuacdo do Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus e pelo Streptococcus thermophilus. Durante a observacdo destas
bactérias, pode-se notar que o primeiro a crescer € o S. thermophilus, liberando algumas substancias
originadas da proteina do soro, e dessa forma estimulando o desenvolvimento do L. bulgaricus,
que se faz necessario para se que se obtenha o produto final, neste caso, o iogurte (BRASIL, 2007).

A classificacdo dos iogurtes, acontece pela estrutura do codgulo e pela sua composicéo de

gordura, havendo ou n&o a adi¢do de outros ingredientes, como frutas, por exemplo. A Tabela 1
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apresenta informagOes pertinentes aos tipos de iogurtes: firme ou consistente e iogurte batido
(SILVA, 2007). No Anexo 01, € possivel observar um fluxograma da fabricacdo dos iogurtes.

Tabela 5 - Tipos de iogurte, classificados pelo processo de elaboracao

Fermentacdo ocorre dentro da propria
logurte tradicional (set yogurt) embalagem do produto, sem  sofrer

homogeinizacdo. O produto é firme, podendo

Ser mais ou menos consistente.

Fermentacdo acontece em fermentadeiras ou

logurte batido (stirred yogurt) incubadoras, com isso se tem a posterior
quebra do coagulo.
logurte liquido (fluid yogurt) Fermentado em tanques e comercializado em

embalagens plasticas.

Fonte: Elaborada pelo autor, 2018.
*Baseado nas informagdes de SILVA (2007) e Moretti (2009).

Alguns produtos que possuem como base os iogurtes, foram reformulados, dessa forma
além de possuirem as culturas convencionais de iogurte, possuem culturas de Lactobacillus
acidophiluz e de Bifidobacterium ssp., entdo passaram a ser chamados de bio-iogurtes (SAAD et
al., 2011a).

Existe uma competividade na industria de laticinios quanto ao segmento de produtos
funcionais, essa demanda vem crescendo devido a tendéncia das mudancas do mercado
consumidor, isso acontece também para manter a lideranca tecnoldgica na industria alimenticia
(PENNA; THAMER, 2006).

3.2 CULTURAS LATICAS

A habilidade de fermentacdo, assim como a de coagulacdo do leite, foram as primeiras
definicOes de culturas laticas, e essas culturas incluiam os coliformes. O conceito mudou quando
elas foram descritas como bactérias Gram positivas, onde os coliformes foram separados do grupo
de bactérias laticas (OLIVEIRA, 2015a).

Bactérias acido laticas (BAL), ou apenas bactérias laticas, sdo um grupo de micro-
organismos que esta presente naturalmente em plantas, carnes e também a laticinios. Sdo muito
empregados na produgéo de alimentos, como bebidas lacteas e processamento de carnes (BRASIL,

2011). Segundo Moretti (2009) as BAL sdo descritas como gram positivas com preferéncia a
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condicBes anaerobicas, tolerantes ao &cido e produtoras de acido latico, sendo esse o produto
principal. O grupo de culturas laticas compreende diversos géneros, entre eles estdo o
Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, Pediococcus, Oenococcus, Enterococcus e
Vagococcus (MOTTA; GOMES, 2015).

O processamento do iogurte € composto por duas culturas laticas, sendo elas Streptococcus
thermophillus e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus. Dependendo das caracteristicas
envolvidas na temperatura de crescimento e desenvolvimento, as culturas podem ser divididas em
mesofilicas ou termofilicas. Entre esses se tem o termo termofilico que na inddstria descreve
culturas ativas na faixa de 35 e 45°C (MORETT]I, 2009; SILVA, 2007).

A atividade metabodlica das bactérias da cultura latica fica reduzida quando esta estocada
em baixas temperaturas. Mas mesmo com sua atividade metabélica reduzida o produto final pode
sofrer pos-acidificacdo. A pos-acidificacdo é maior nos primeiros sete dias da fabricacéo do iogurte
e isso se deve ao consumo da lactose a uma atividade metabdlica relativamente alta e a producéo
do 4acido latico. O Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus é o principal responsavel pela pés-
acidificacdo do iogurte (MORETT]I, 2009).

As BAL, sdo agrupadas como homofermentativas e heterofermentativas, tendo como base
o0 produto final da fermentacdo. As BAL homofermentativas produzem acido latico como principal
produto da fermentacdo da glucose, ja as heterofermentativas formam outras substancias além do
acido latico, como o &cido acetico e o etanol (BRASIL, 2011; OLIVEIRA 2015a).

Culturas laticas sdo importantes na utilizacdo como culturas iniciadoras pela producéo de
acido em diferentes meios e temperaturas, pelas atividades de proteinase e peptidade, autolise,
resisténcia a bacteriéfagos, producdo de compostos volateis e producdo de compostos inibitorios
(MOTTA; GOMES, 2015).

Pode ser entendida como cultura inicial a preparacdo microbiana de um grande nimero de
células de pelo menos um organismo, e este sera adicionado a matéria prima para que ocorra a
producéo de um produto fermentado, desta forma acelerando o seu processo de fermentacdo. BAL's
possuem um papel importante nestes processos, possuindo uma historia segura de aplicacao e
consumo na producéo de alimentos fermentados (LEROY; VUYST, 2004).

Culturas congeladas e liofilizadas podem conter entre 10° e 10*2 células ativas por grama.
As culturas laticas podem ser comercializadas na forma liquida, congelada ou liofilizada. Culturas

com 10* células por grama congeladas, sio adicionadas em proporcdes equivalentes de 1 kg para
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cada 10.000 litros de leite, resultando em um produto com contagem inicial de 10” UFC/g de
produto (SILVA, 2007; MORETTI, 2009). Segundo os Padrbes de Identidade e Qualidade de
Leites Fermetados (BRASIL, 2007), a contagem de bactérias laticas totais que o iogurte deve

apresentar é de no minimo 10’ UFC/g de produto.

3.3 CASEINA

O leite é de extrema importancia na alimentacdo animal e humana, podendo ser considerado
completo por possuir compostos essénciais para a vida. Proteinas do leite correspondem a caseinas
e proteinas do soro (ROMAN; SGARBIERI, 2005).

A caseina estd presente na forma de componentes esféricos, que sdo conhecidos como
micelas de caseina possuindo um raio médio com cerca de 100 nm. A presenca de particulas de
fosfato de célcio faz com que as caseinas se mantenham unidas dentro de complexos. A estabilidade
da caseina micelar no leite acontece até o aquecimento de 100 °C (BALAKRISHNAN et al, 2018).

No leite, as micelas de caseina sdo estaveis, podendo suportar condi¢fes extremas durante
0 processo comercial. Mas vale ressaltar que sob algumas condicoes de temperatura e pH, pode
ocorrer a interrupcdo da integridade coloidal das micelas e dessa forma resultar na floculacéo,
diminuicdo de estabilidade, na gelificacdo e na separacéo de proteinas (SAUER; MORARU; 2012).

Segundo Anema (1997), mesmo as micelas de caseina possuindo uma notavel estabilidade,
e capacidade de suportar tratamentos severos, em certas condi¢fes a dissociacdo micelar pode
acontecer pela formacdo de proteinas sollveis de caseina. A dissociacdo pode ocorrer pela adi¢éo
de agentes caotropicos, pela quelacdo de célcio e também por causa de altas pressdes hidrostaticas.

A caseina micelar e as proteinas globulares sdo importantes componentes estruturais e
nutricionais em produtos alimenticios, sendo utilizados junto a formulacdo para melhorar a textura
e a funcionalidade dos alimentos (SILVA et al, 2018).

Caseinas sdo utilizadas devido ao valor nutricional que possuem, e pelas suas propriedades
fisico-quimicas e funcionais. Desta forma, pode-se citar as propriedades emulsificantes e a
viscosidade (BELICIU; SAUER; MORARU, 2012). Tanto caseinas como caseinatos, Sao
utilizados na panificagdo e em produtos carneos (SAUER; DOEHNER; MORARU, 2012).
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Existe uma tendéncia na incorporacdo de proteinas vegetais em laticinios, isso se deve a
aceitacdo sensorial que misturas com proteinas lacteas e bioativos provindos de proteinas vegetais
possuem (LIANG et al, 2016).

A producdo em larga escala de concentrados de caseina micelar foi possivel devido ao
desenvolvimento da tecnologia de filtracdo por membrana, dessa forma a caseina micelar possui
propriedades mais proximas do seu estado natural do que se fosse obtida por processos quimicos.
Uma das aplicacBes da caseina micelar obtida da forma anteriormente citada, € a fabricacdo de
bebidas com alto teor de proteinas e com grande durabilidade de prateleira (BELICIU, SAUER,
MORARU, 2012).

3.4 PROBIOTICOS

O cientista russo Eli Metchnikoff, foi o primeiro a explicar os efeitos benéficos das bactérias
lacticas presentes no leite fermentado, por volta do século XX. Segundo ele, os povos bulgéricos
possuiam boa salde por causa das grandes quantidades de leite fermentado consumido
(PINHEIRO, 2003).

Segundo a Organizacdo das Nagdes Unidas para a Agricultura e Alimentacdo (FAO) e
também a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), probidticos sdo micro-organismos vivos que
geram efeitos benéficos a salde do hospedeiro quando administrado em quantidades adequadas
(FAO/OMS, 2006). No anexo 2, é possivel observar um fluxograma exemplificando o
comportamento de ingredientes probioticos e prebidticos no organismo.

Existe uma variedade de bactérias aer6bias e anaerébias que fazem parte da microbiota
intestinal, pelo fato de interagirem entre si sdo capazes de influénciar fatores imunoldgicos,
microbioldgicos e bioquimicos do hospedeiro. Conhecendo a microbiota intestinal, é possivel
adequar a alimentacdo com o objetivo de manutengdo de bactérias que estdo presentes no colon.
Sendo assim, micro-organismos probioticos, séo capazes de corrigir algum desbalanceamento que
tenha ocorrido nessa microbiota (ALMEIDA, 2016).

Segundo SILVA (2007), para linhagens de bactérias serem classificadas como probioticas,
elas devem apresentar as propriedades abaixo:

i.  Habitante normal das espécies alvo;

ii. Genética estavel;
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Vili.

viii.
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N&o ser toxica ou patogénica;
Aderéncia e colonizagéo;

Viabilidade populacional elevada;
Resisténcia ao suco gastrico e a bile;
Efeitos benéficos para a salde;
Competir com a microbiota normal;
Qualidades organolépticas desejaveis;
Propriedade imunoestimuladora.

Para ser considerado um iogurte probiotico, frequentemente sdo utilizadas as seguintes

espécies: Lactobacilus acidophilus, Lactobacilus bulgaricus, Lactobacilus casei, Bifidobacterium

bifidum, B. Bifidobacterium longum, Bifidobacterium infantis e Bifidobacterium adolescentes,

essas devem conter um niimero de células viaveis esse > 10° por mL no produto até seu consumo

(PINHEIRO, 2003). A Tabela 2, lista alguns exemplos de micro-organismos possuidores de

caracteristicas probidticas citadas acima.

Tabela 6 - Exemplos de micro-organismos que possuem caracteristicas probidticas

Lactobacillus Bifidobacterium Streptococcus
L. acidophillus B. longum S. thermophilus
L. casei B. bifidum
L. johnsonii B. lactis
L. fermentum B. breve
L. plantarum B. infantis
L. lactis

L. rhamnosus
L. gasseri
L. reuteri

L. salivarius

Fonte: Kopp-Hoolihan, 2001.

O género Bifidobacterium ssp. € amplamente utilizada pela industria. Em forma de

bastonetes e sendo Gram-positivos, ndo produzem esporos e sdo anaerobias. Por possuirem a

capacidade de interacdo com células epiteliais do intestino, sdo capazes de modulacdo da
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microbiota intestinal, resistem a valores de pH baixos e em testes in vitro suportam os &cidos
biliares (PRASANNA; GRANDISON; CHARALAMPOPOULGQS, 2014; ALIMEIDA, 2016).

Lactobacillus rhamnosus é uma espécie pertencente ao grupo Lactobacillus casei, que
possui importante relevancia comercial para a industria de alimentos, devido a sua utilizacdo na
producdo de leites fermentados e como culturas starter na fabricagdo de queijos. Cepas desse grupo
tém sido amplamente estudadas com relacdo a suas propriedades promotoras a saude, sendo
frequentemente empregadas como probidticos em alimentos industrializados. Destaca-se, também,
o fato delas poderem apresentar atividade antimicrobiana contra micro-organismos patdgenos,
contaminantes e deteriorantes em alimentos (BARCELOS et al., 2018).

Probidticos sdo muito consumidos como parte da nutricdo fermentada, laticinios
fermentados, kefir, queijo e iogurte sdo exemplos mais comuns, ja em produtos nao lacteos, se tem
malte e iogurte de soja. Em 2008, o mercado global de ingredientes probidticos, alimentos e
suplementos era de 16 bilhGes de ddlares, em 2010 cerca de 21 bilhdes e em 2015 31,1 bilhdes,
possuindo uma taxa de crescimento anual de 7,6%. Ao fazer uso de culturas probidticas, se tem o
crescimento de microrganismos positivos na biota intestinal e a eliminacdo de bactérias nocivas,
aumentando a imunidade do corpo humano (MISHRA, S. & MISHRA, H. N., 2012).

O desenvolvimento de probidticos eficazes aumenta a resisténcia contra patdgenos.
Puupponen-Pimia et al. (2002), relatam que o emprego de culturas probioticas exclui micro-
organismos potencialmente patogénicos e refor¢a 0os mecanismos naturais de defesa do organismo.
Os probidticos auxiliam a recompor a microbiota intestinal, através da adesdo e colonizacdo da
mucosa intestinal, esta acdo impede a adesdo e subsequente producdo de toxinas ou invasao das
células epiteliais por bactérias patogénicas.

A estabilizacdo da microbiota intestinal, € um dos principais beneficios que os probioticos
podem induzir. Tal é exercida pela atividade antag6nica que o probidtico causa, frente a organismos
patogénicos, resultando na producdo de acidos organicos e substancias inibidoras, pela competi¢do
dos nutrientes, pelos mecanismos de exclusdo competitiva e pela melhora do sistema imunolégico
(PUUPPONEM-PIMIA, 2002; BORBA; FERREIRA, 2012).

Probidticos possuem a capacidade de se manterem vivos em produtos fermentados, e
conseguem sobreviver a passagem pelo trato gastrointestinal, fornecendo melhorias na microbiota

de consumidores periodicos desses tipos de produtos (SILVA, 2007).
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Probidticos e prebidticos sdo conceitos de alimentos funcionais, que fornecem nutrientes
bésicos e promovem a salde. Na microbiota intestinal humana alguns dos beneficios probidticos
sdo: efeitos imunologicos e a competicdo contra micro-organismos que sao indesejaveis nesse
sistema. No intestino humano, existem diversas especies de bactérias, sendo assim, essas
influénciam as reagdes bioquimicas do hospedeiro. Quando em equilibrio essa microbiota faz com
que 0S micro-organismos patogénicos ndo consigam exercer 0s seus efeitos patogénicos
(SANDERS, 1998; BECKER, 2009).

3.5 PREBIOTICOS

Prebidtico pode ser definido com um ingrediente alimentar ndo digerivel pelo hospedeiro,
sendo fermentado no coldn de forma seletiva, permitindo mudancas na composi¢do e/ou atividade
na microbiota gastrointestinal, assim melhorando a satde do hospedeiro (SILVA, 2007; ALVES
et al, 2009; FERREIRA, 2012).

Segundo Murarolli (2008), existem relatos que os prebidticos podem estimular o
desenvolvimento de bactérias benéficas, sendo elas Bifidobacterium ssp, Lactobacillus ssp e
Eubacterium ssp, essas utilizam alguns aclcares complexos como nutrientes. No entanto,
prebidticos ndo se limitam apenas ao incentivo do desenvolvimento de organismos benéficos, mas
também podem exercer efeitos sob a coloniza¢do do trato gastro intestinal por bactérias de origem
patogénica.

Os prebidticos podem dificultar a multiplicacdo de patdgenos, e isso gera beneficios a saude
do hospedeiro. Esses componentes atuam de forma mais frequente no intestino grosso, mas pode
impactar em micro-organismos do intestino delgado (CUMMINGS; MACFARLANE, 2002,
SAAD, BEDANI, MAMIZUKA, 2011b;).

Quando se fala em prebidticos, a ndo-digeribilidade e a fermentacédo seletiva sdo processos
que devem ser determinados e possuem grande importancia. Para um substrato ser classificado
como prebidtico, existem alguns critérios, séo eles: (i) o substrato ndo pode ser hidrolisado ou
absorvido no estdmago ou no intestino delgado; (ii) o substrato deve ser seletivo para as bactérias
comensais que sejam benéficas no célon, estimulando esses organismos a crescer; (iii) alterar a
microflora para uma composicao saudavel sendo benéfico para o hospedeiro. (FULLER; GIBSON,
2000).
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Fibras alimentares solUveis e insolUveis, proteinas, peptideos e alguns lipideos se destacam
como prebidticos. Carboidratos ndo digeriveis sdo exemplos de fibras alimentares, esses ressistem
a passagem pelo sistema digestivo. Partes ndo digeriveis do vegetal sdo a celulose, as ligninas,
hemiceluloses, pectinas, oligossacarideos e os frutanos como inulina e oligofrutose. O termo
frutano é empregado para descrever os oligo e polissacarideos. Os frutanos do tipo inulina podem
ser dividos em inulina e os compostos relacionados a ela, sendo esses a oligofrutose e os
frutooligossacarideos (FOS), sendo considerados os prebioticos modelos (ALMEIDA, 2016;
SILVA, 2007).

Pode-se justificar a adi¢do de prebidticos em produtos lacteos pela sua alta funcionalidade,
sendo que o consumo de prebidticos vem sendo relacionado a beneficios fisiolégicos como a

reducdo dos niveis de triglicerideos e também do colesterol (ALMEIDA, 2016).

3.6 AGENTE ENCAPSULANTE

Em um estado imobilizado, prebidticos podem aumentar as taxas de estabilidade e
sobrevivéncia de probidticos durante o processamento e armazenamento. Fibras alimentares de
cereais como de arroz e trigo, podem produzir efeitos fisioldgicos benéficos, isso acontece por
causa dos carboidratos ndo digerivéis, podendo também, atuar como prebidtico, para o crescimento
e a sobrevivéncia das espécies probidticas (TERPOU et al, 2017a).

O trato gastrointestinal possui condicBes extremas para a sobrevivéncia de cepas
probidticas, por isso a microencapsulacdo tem sido proposta com o intuito de melhorar a

sobrevivéncia dessas culturas (MACIEL et al, 2014).

3.6.1 Farelo de trigo

Segundo Costabile et al (2008), consumir grdos integrais, esta associado a efeitos benéficos
para a saude. O trigo é amplamente consumido no mundo todo, deste se tem a farinha de trigo que
€ muito utilizada na fabricacdo de pées, bolos e massas em geral. O farelo de trigo € um subproduto
abundante, mas pouco explorado na alimenta¢do humana, sendo que este fornece fibras e proteinas
(SANTOS; MEDEIROS, 2016).
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Os cereais, contém grandes quantidades de fibras dietéticas, entre os beneficios para a satde
estdo a reducdo da presséo arterial, melhor controle do peso e a fungéo intestinal apropriada. O
farelo de trigo, é rico em proteinas, 0Oleos, fibras e outros nutrientes, sendo potencial para a
imobilizacéo de culturas probidticas para uso em produtos lacteos (TERPOU et al, 2017a).

Para aumentar a viabilidade de células probidticas nos produtos lacteos, ingredientes
prebioticos sdo importantes. Sendo assim, subprodutos de cereais como o farelo de trigo sdo
benéficos e promovem a sobrevivéncia de micro-organismos probioticos (TERPOU et al, 2018),
considerando que os grdos de trigo, possuem amido granular e fibras dietéticas como celulose e
hemiceluloses, tal pode ser usado para imobilizacdo de BAL. Com um potencial carater prebidtico,
as fibras dietéticas aumentam a viabilidade do acido latico probidtico de bacterias &cidas
(BOSNEA et al., 2009).

Em alimentos funcionais a aplicacdo de cereais pode ocorrer em substratos fermentaveis
para o0 crescimento de probidticos, principalmente lactobacilos, pois possuem carboidratos ndo
digeriveis, servindo como material encapsulante de probidticos (MISHRA, S., 2012; MISHRA, H.
N., 2012).

3.6.2 Farelo de arroz

A constituicdo de um gréo inteiro de arroz, é formado de varios tecidos, esses possuem
estruturas diferenciadas. A casca possui de 15 a 30% do peso do grdo, e isso depende de diversos
fatores como: temperatura, estacdo do ano, praticas culturais e também a localizacdo geografica. A
celulose e minerais s&o 0s maiores componentes da casca do arroz (DORS; PINTO; BADIEALE-
FURLONG, 2009).

O farelo de arroz possue fitoquimicos, esses por sua vez possuem atividades antioxidantes
que protegem os tecidos animais de doencgas degenerativas provindas de radicais livres e
envelhecimento (HEIDTMANN-BEMVENUTI; NORA; BADIALE-FURLONG, 2012). Esse
farelo possui altos niveis de proteinas, lipideos, teor de fibras elevados e baixo valor comercial. E
muito usado para extracdo de 0leos, na alimentacdo animal e também como fertilizante organico
(GARCIA et al., 2012; OLIVEIRA, 2012).

A composicdo quimica do farelo de arroz depende de fatores como processos de moagem

e também da composi¢do quimica dos grdos. Muitos estudos vém sendo feitos utilizando esse
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componente, por causa de seu baixo custo e alto valor nutricional. Quando estabilizado possui uma
vida util de aproximadamente seis meses, em temperaturas abaixo de 30° C (OLIVEIRA, 2012).

Demirci et al. (2017), estudou o efeito do farelo de arroz como prebiotico, e L. casei
probidtico em amostras de iogurtes, tendo em vista que esse farelo € rico em nutrientes, e gera
beneficios a satude humana.

A fibra do farelo de arroz possui alta capacidade de absorcéo de &gua e 6leo, o que pode
levar ao desenvolvimento de diversos produtos processados que requerem tais propriedades
(GARCIA et al., 2012).

3.7 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

A Microscopia Eletronica de Varredura, tem como base a quantificacdo de elétrons
secundérios emitidos, sendo que a medida de elétrons secundarios permite difinir de forma
qualitativa a morfologia e a topografia amostral (AMADUCI, 2007).

A MEV, produz um novo conceito para estudos de morfologia, produzindo imagens em alta
resolucdo e ampliacdo. As imagens sdo formadas atrdves de um monitor que codifica os sinais
gerados pelas interacdes entre elétron e amostra (AZEVEDO, 2010).

As amostras dos biocatalizadores foram avaliadas através do método de MEV, dessa
forma foi possivel observar e certificar a imobilizagdo das células de L.rhamnosus no farelo de
trigo sem tratamento alcalino (FTST), no farelo de arroz sem tratamento alcalino (FAST), no farelo
de trigo deslignizado (FTD), farelo de arroz deslignizado (FAD), e nos imobilizados, sendo esses
0 biocatalizador de trigo (BT) e o biocatalizador de arroz (BA).

Para a coleta das amostras, foi utilizado fita dupla face de carbono sobre suporte de
aluminio — stubs. Apds metalizacdo, os stubs foram visualizados em microscopio eletronico de
varredura (JEOL - JSM-6701F), com tensdo de aceleragdo de 15 Kv. O aumento aplicado foi de
850x [4].

3.8 PERFIL DE TEXTURA

A textura de um alimento, afeta ativamente a aceitacdo de um produto no mercado pois esse

¢ um atributo sensorial. Entende-se por textura a manifestacdo sensorial e funcional das
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propriedades de um alimento, tal manifestacdo pode ser sentida pela visao, audicdo, tato e medidas
cinéticas (SZCZESNIAK, 2002). Através de avaliagcdes de textura instrumental e da aceitacdo
sensorial é possivel determinar a textura ideal de um alimento ou produto. Aparéncia, sabor e
textura sdo algumas das qualidades de um alimento que fazem com que ele seja bem aceito pelo
consumidor (GAUCHE, 2007; SOUZA et al, 2011).

A textura dos alimentos pode ser determinada pelos teores de umidade e gorduras, também
pelos tipos e quantidades de carboidratos estruturais, sendo esses celulose, amidos e outros,
também pode ser determinada pelas proteinas presentes. A perda de umidade ou gordura, formacéo
ou a quebra de emulsdes e géis, assim como a hidrolise de carboidratos pode causar a alteracao da
textura (FELLOWS, 2006).

Existem diversos estudos para avaliar a melhoria nutricional do iogurte, isso pode ser
conduzido através da fortificacdo da proteina ou da fibra. Propriedades que envolvem a textura de
iogurtes sdo indicativos da qualidade do mesmo (MUDGIL; BARAK; KHATKAR, 2017).

A adicdo de solidos e o tratamento térmico sdo dois fatores relevantes que possuem grande
influéncia nas caracteristicas de textura de iogurtes. Ingredientes que possuem a adicao de leite
aumentam a firmeza do iogurte, entre esses ingredientes se tem o leite em pé integral ou desnatado,
pectina, gelatina, soro, amido modificado e gomas (LIMA, 2011).

logurtes com baixo teor de gordura, sdo associados a uma textura pobre. A gordura é
substituida normalmente por leite em p6 desnatado, caseinato de s6dio ou proteinas do soro do leite
(SANDOVAL-CASTILLA et al, 2004).

A partir da classificacdo de alimetos sélidos e semi-sélidos, se teve a origem da descricdo
do perfil de textura instrumental (TPA) (SZCZESNIAK, 2002). A Tabela 3 descreve os parametros

estabelecidos atraves do perfil de anélise instrumental para alimentos semi-solidos.

Tabela 7 - Pardmetros de textura instrumental de alimentos semi-sélidos e defini¢Ges
Parametro de textura Definigéo

- Forca necessaria para a primeira quebra (fratura)
Fraturabilidade o
significativa da estrutura do produto.

) Forca maxima na primeira compressao, representa a
Firmeza . .
forca necessaria para obter a deformagéo resultante.

o Trabalho necessario para retirar a sonda do interior do
Adesividade ) . ) o
produto, obtido pela area negativa do primeiro ciclo.
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Representa a forca das ligacGes internas do produto,
Coesividade obtida dividindo a &rea positiva do segundo ciclo pela

area positiva do primeiro ciclo.

Corresponde a recuperacdo da condicdo original do

produto ap6s a sua deformacédo, obtida dividindo a altura

Elasticidade ]
recuperada pelo produto do segundo ciclo pela altura
obtida no primeiro ciclo.
] Forca necessaria para desintegrar um alimento semi-
Gomosidade

solido, definido pelo produto da firmeza x coesividade.

o Trabalho necessario para mastigar um alimento solido,
Mastigabilidade o ] .
definido pelo produto da gomosidade x elasticidade.

Fonte: Gauche, 2007.

De acorco com Mantovani et al (2012), solidos ndo gordurosos devem estar nas faixas de
8,5 % e 10% para o iogurte batido, o produto tradicional possui uma textura mais firme com cerca
de 12% de sélidos ndo gordurosos. Portanto, quanto maior for a porcentagem de solidos havera

uma maior firmeza no gel, obtendo um produto mais firme.

3.9 SINERESE

A formacdo de gel, consiste na unido de micelas de pectina, as forcas de Van der Waals
permitem que o gel possua uma rede tridimensional sélida, e dessa forma retenha na malha uma
fase liquida, mas se houverem perturbacdes e alteragdes no equilibrio ocorre a exclusdo de agua, e
essa denomina-se sinérese (LICODIEDOFF, 2008).

A sinérese € algo indesejavel durante a vida Util de um produto, pois ocorre a formacéo de
uma camada de soro superficial em iogurtes, dessa forma ocasionando a rejeicdo por parte dos
consumidores (HATANAKA, 2009).

A sinérese é um defeito comum em iogurtes e leites, para prevencdo dessa separagdo, 0s
fabricantes procuram adicionar mais solidos, submetendo o leite a tratamentos térmicos e adi¢ao
de estabilizantes. O produto da contragdo de um gel é conhecido como sinérese espontanea, onde
ndo h& aplicagdo de uma forga externa, mas existe a instabilidade da rede do gel. Portanto, resulta

na ndo retencdo da fase aquosa. J& na sinérese por centrifugacéo, existe uma forca aplicada que
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mede o0 soro que sai do iogurte, relacionada com a capacidade que o gel tem em reter a agua
(BEZERRA, 2010).

Em alguns tipos de iogurtes, gomas e gelatina sdo usados para conferir um produto com
textura mais consistente, dessa forma se tem a reducéo da sinérese (COSTA et al, 2013). Tanto a
textura como a sinérese se modificam quando ocorre a adigdo de concentrado proteico de soro de
leite nos produtos, ocorrendo uma maior firmeza no produto e a diminuicéo da sinérese (LIMA et
al, 2011). De acordo com Moretti (2009), quanto maior for a sinérese, menos Vviscoso e mais
granuloso o produto sera.

Razdes para que a sinérese aconteca incluem altas temperaturas na fase de incubacéo,
concentracdes de proteinas do soro altas quando relacionadas com as caseinas, concentragdo de
solidos totais baixas, possiveis alteracdes no produto que podem ocorrer durante estocagem e
distribuicdo (GAUCHE, 2007).

O controle sobre as condigdes de fermentacdo e as operagdes de poOs-incubacdo
(resfriamento, bombeamento e armazenamento), sdo medidas que podem ser adotadas para que se
evite a sinérese durante a fabricacéo do iogurte (HATANAKA, 2009).

Diante dessa revisdo, o presente estudo se faz importante para que ocorrra o entendimento
sobre as interacOes entre probidtico e prebiotico, assim como a adi¢do de caseinas, e pela analise
compreender os beneficios que esses produtos podem oferecer a satide humana quando ingeridos
juntos e em quantidades adequadas.
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4 MATERIAIS E METODOS

Este item apresenta a metodologia utilizada no presente estudo em relacéo a elaboracao do
iogurte e imobilizacdo da cultura probidtica. As analises de microscopia eletronica de varredura,
fisico-quimicas, perfil de textura, sinérese e microbioldgicas considerando os processos de
simulacdo da digestdo, foram realizadas no Departamento de Engenharia de Alimentos e
Engenharia Quimica da Universidade do Estado de Santa Catarina — UDESC.

4.1 IMOBILIZACAO DA CULTURA PROBIOTICA

A cultura probidtica utilizada no presente estudo foi a do L. rhamnosus, gentilmente
fornecida pela empresa SACCO do Brasil. O farelo de trigo (Triticum aestivum) foi adquirido do
moinho Riqueza (Riqueza/SC) e o farelo de arroz (Oryza sativa) do Fumanence Alimentos (Morro
da Fumaga /SC). Os farelos foram utilizados como agentes prebioticos e também como matriz de
imobilizacdo do probiodtico buscando aumentar a sua estabilidade e sobrevivéncia durante o
processamento, armazenamento e processo digestivo.

Para a imobilizagdo da cultura probi6tica, o farelo de trigo e o farelo de arroz foram tratados
com solucdo alcalina de hidroxido de sodio 1% (m/v) para a deslignizacdo das fibras, buscando a
formacdo de nanotubos para posterior imobilizacdo das células do probidtico nestes espacos.
Assim, adicionou-se 500 mL de hidréxido de sédio em 200 gramas de farelo, sendo a mistura
mantida durante trés horas a temperatura de ebulicdo. Apds realizou-se a lavagem dos farelos com
agua destilada até ocorrer a neutralizacdo, verificada pela medida de pH. Os farelos foram
acondicionados em estufa com temperatura de 105 °C durante 12 horas (TERPOU et al, 2017b),
até valores de umidade para o farelo de trigo (0,003 £+ 0,001 %) e farelo de arroz (0,023 + 0,001
%) buscando avaliar a eficiéncia da secagem e garantindo um agente para imobilizacdo de
qualidade.

O L. rhamnosus foi inoculado em caldo MRS a 37 °C e propagada por trés geragdes, até a
concentragdo de 10 log Ufc.g™, sendo o caldo centrifugado a 5.000 rpm durante 10 min. para
separacdo das células para posterior imobilizacdo nos farelos (TERPOU et al, 2017a). Todos 0s
meios foram autoclavados a 120 ° C e a 1-1,5 atm por 15 minutos antes do uso.
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O processo de imobilizacdo ocorreu com a adi¢do das células 5 gramas de células em 25
gramas de farelo de trigo ou arroz deslignificados, homogeneizados em meio MRS onde
permaneceram incubados em shaker com agitacdo de 20 rpm, durante 48 horas a 37 °C de acordo
com TERPOU et al, (2017a) com modificacdes, ressaltando que as células livres foram removidas
do processo com lavagem sucessiva representando 20 % (v/v) do volume do meio, com solucéo
estéril de agua peptonada. Os biocatalizadores compostos do L. rhamnosus aprisionado
naturalmente a cada um dos farelos de trigo (BT) e arroz (BA) foram distribuidos em placas de
petry para congelamento em ultrafreezer a— 80 °C durante 24 horas e posterior liofilizacdo (ilShin®
America, série TFD). Os biocatalizadores foram armazenadas a -80°C para posterior adi¢do no

iogurte, sendo estes isentos de crioprotetores.

4.2 CONTAGEM DE CELULAS PROBIOTICAS IMOBILIZADAS

Para contagem do L. rhamnosus imobilizado em farelo de trigo e arroz, 10 g de
biocatalisador (farelo imobilizado) foram misturados com 90 ml de solucdo de dgua peptonada, e
realizada a diluicéo seriada, plaqueando em &agar MRS e incubada a 37 °C por 48 horas (TERPOU
et al, 2017a). As contagens iniciais, dos farelos foram padronizadas a 9 log UFC/g de

biocatalizador.

4.3 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Para analisar a conformacdo dos farelos ap6s a deslignificacdo, bem como estes
deslignificados impregnados de células do probidtico foi utilizado a Microscopia Eletrénica de
Varredura (MEV). Assim, foram analizados o farelo de trigo deslignificado sem adicdo de
probidtico (FTSP), e no farelo de arroz (FASP) e nos imobilizados, sendo esses denominados de
biocatalizador de trigo (BT) e o biocatalizador de arroz (BA).

Para a coleta das amostras, foi utilizado fita dupla face de carbono sobre suporte de
aluminio — stubs. Os stubs montados com as amostras foram recobertos com ouro em evaporador
Sputtercoater Balzers SCD 004 (Bal-Tec, Alemanha). Apos metalizacdo, os stubs foram
visualizados em microscopio eletronico de varredura (JEOL - JSM-6701F), com tensdo de

aceleracdo de 15 Kv e aumento aplicado de x 850.
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4.4 ELABORACAO DO IOGURTE

A preparacao do iogurte padrdo (IP) foi realizada utilizando leite integral UHT da marca,
Aurora (3% de gordura; 3,0% proteina e 8,55 % de extrato seco desengordurado); 0,5% de acucar
cristal (Unido) e 4% de leite em pd integral (Aurora) de acordo com formulacdo descrita por
Ferreira, (2005) com modificac6es. O leite, aclcar e o leite em pd foram adicionados na Termomix
Vorwerk, sob agitaco (500 rpm) até atingir a temperatura de 90 ‘C, dividido em iguais porcdes de
500 mL em copos de becker estéreis, resfriados até a temperatura de 35 °C, para adi¢do da cultura
latica (0,003%) (Thermophilic Yoghurt Culturs-YFL811 da marca Chr Hansen), previamente
ativada, homogeneizados e acondicionamento em embalagens plasticas de polietileno com tampa
e capacidade para 100 gramas e incubados em estufa a 42 °C até atingir pH de 4,5+0,05, sendo
identificados de FPSP (formulacdo padrdo sem probidtico). As adicionadas de 0,5 (p/v) % de
células do probidtico livre (IPL) e/ou 0,5 (p/v) % do probidtico imobilizado em farelo de trigo
(IPBT) e/ou 0,5 % do probiotico imobilizado em farelo de arroz (IPBA), foram padronizadas
guanto a concentracdo de células viaveis do L. rhamnosus.

Além da formulacédo padrao (IP) com proteina oriunda do leite em p6, foram elaboradas da
mesma forma anteriormente descrita, as adicionadas de 3,7 % de caseina &cida (CA) e/ou caseina
globular (CG) (BEKAPLUS® BP 800), ambos fornecidos pela empresa ICL Foods. A composi¢ao
destes consiste para CA: 90% de proteina, 2% de gordura, 1% de lactose, 2,5 % de cinzas e valor
de pH médio de 4. Para CG: 80% de proteina, 2% de gordura, 15% de lactose, 8,5% de cinzas e
valor de pH médio de 7,0, resultando nas seguintes formulacdes e identificacdes:

a) iogurte padrédo (IP): com leite em p6 desnatado: sem adicdo de probidtico (IPSP), com
adicdo de probiotico livre (IPPL), com adicdo do biocatalizador de farelo de trigo (IPBT), com
biocatalizador de farelo de arroz (IPBA).

b) iogurte caseina acida (ICA): sem adi¢éo de probiotico (ICASP), com adigéo de probidtico
livre (ICAPL), com adicdo do biocatalizador de farelo de trigo (ICABT); com adicdo do
biocatalizador de farelo de arroz (ICABA).

c) iogurte caseina globular (ICG): sem adicdo de probiotico (ICGSP), com adi¢do de
probidtico livre (ICGPL), com adicéo do biocatalizador de farelo de trigo (ICGBT); com adicao
do biocatalizador de farelo de arroz (ICGBA).
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Ao final do processo fermentativo as amostras de iogurte foram armazenadas em um
refrigerador a temperatura de 4 + 2 °C. Neste processo foram realizadas analises do pH ao longo
da fermentacdo, fisico quimicas (textura, proteina, gordura, fibras e sinerése), analise de digestéo

simulada e avaliacdo microbiologica 24 horas apds a elaboracéo.

4.5 AVALIACAO MICROBIOLOGICA DOS IOGURTES

Foram coletadas amostras de 25 g de cada formulacdo de iogurte, para contagem de células
viaveis, sendo estas suspensas em 225 mL de solucdo de &gua peptonada, homogeneizadas
(Bagmixer 400 - VW, Interscience), diluidas em série (oito), e subsequentemente plaqueadas em
meios seletivos conforme descrito em (TERPOU et al, 2017a) com modificacBes. Para avaliacdo
da contagem do L. rhamnosus este foi inoculado em agar MRS (cdd. 69966 Sigma Aldrich)
contendo 50 mg/L de vancomicina (cdd. 75423 Sigma Aldrich) identificado como V-MRS e
incubado a 37 °C por 48 horas.

O Streptococcus thermophilus foi incubado em meio M17 (cdd. 63016 Sigma Aldrich)
com 1% de lactose a 45 °C durante 48 horas. O Lactobacillus bulgaricus foi quantificado em agar
MRS (c6d. 69966 Sigma Aldrich) com pH ajustado para 5,2 a 45 °C por 48 horas (ZAMBERLIN;
SAMARZIJA, 2017). A contagem de bactérias mesofilicas totais foi realizada em &gar PCA (cod.
70139 Sigma Aldrich) em placa ap6s incubacdo a 30 °C por 72 horas. As contagens de células

foram expressas em log UFC.g™.

4.6 ANALISES DE pH, GORDURA, PROTEINA E FIBRAS DOS IOGURTES

A determinacdo da fibra alimentar total, foi realizada nos farelos de trigo e arroz pelo
método AOAC 32-05 e AOAC 985.29. Neste, os farelos deslignificados secos foram submetidos
a acao da a-amilase em pH 6 para hidrélise dos amidos. Para que ocorresse a precipitacdo das fibras
soluveis foi adicionado solucdo de etanol (95%), sendo seco em estufa e pesado (BRASIL, 2011).
Com a determinacéo de fibras nos farelos foi possivel definir a quantidade adicionada em cada

formulacéo de iogurte.
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As formulagdes de iogurte foram avaliadas em relagdo ao pH através de um pHmetro de
bancada (TERPOU et al, 2017a), proteinas pelo método Kjeldahl (BRASIL, 2006), a gordura pelo
método de Gerber (BRASIL, 2006).

4.7 PERFIL DE TEXTURA

Para realizar a analise de textura dos iogurtes, foi utilizado um analisador de textura (CT-
3; Brookfield Engineering Laboratories, Inc.), este foi executado com distancia de penetracdo de
30 mm, usando uma sonda cilindrica de acrilico com didametro de 25,10 mm e 20 mm de altura. A
compresséo, o relaxamento das amostras e o disparo foi de 4,5 g. A velocidade fixada da sonda foi
de 1 mm/s. A amostra era cilindrica, possuindo 50 mm de diametro, 65 mm de altura e 100g. A
carga Trigger foi de 0,04 e a taxa de dados gerada foi de 50 pontos por segundo em dois ciclos.
Para avaliar a textura do iogurte, foram utilizados parametros como coeséo, adesividade e dureza.

As medidas de textura foram feitas em quintuplicata (WANG et al, 2015).

4.8 SINERESE

Determinou-se através da sinérese, analise realizada apds 24 do término da acidificacao,
nas formulagdes de iogurte, foi feita determinando o volume de soro desprendido de uma amostra
de 100 mL de iogurte, disposta sobre uma peneira de aco inox (Mesh 120), acoplada a um funil e
a uma proveta graduada de 50 mL a 6 °C durante 2 horas (HASSAN et al, 1996). A cada intervalo
o volume do soro foi separado da amostra que foi obtida, desta forma foi possivel estimar a taxa

inicial da sinérese. Todas as analises foram realizadas em triplicata.

4.9 ANALISE DO PROCESSO DE DIGESTAO

Apos a producdo dos iogurtes, foi feito o processo de digestdo simulada, in vitro, dessa
forma foi possivel simular o processo de mastigacdo com saliva contendo a-amilase, bicarbonato
de sodio e cloreto de célcio com agitacdo de 200 rpm durante dois minutos. Para a contagem
microbiologica na regido do estdmago, o pH foi alterado para dois e essa acidificacdo foi feita com

acido cloridrico, tratado com solugéo de pepsina durante 90 minutos com agitacdo de 130 rpm. No
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duodeno o pH foi modificado para 5 com adicéo de bicarbonato de sodio e ficou em agitacéo por
20 minutos a 45 rpm. Por fim, no ileo o pH foi aumentado para 6,5 também com bicarbonato de
sodio e ficou em agitacao durante 90 minutos com rotacdo de 45 rpm. A contagem microbioldgica
foi feitaem PCA, agar MRS, M17 e V-MRS (TERPOU et al, 2017a).

Para avaliagdo da taxa de sobrevivéncia do L. rhamnosus foi utilizado a Equagéo 1, com

base nas informacGes de Almeida (2016).
Taxa de sobrevivéncia (%): (M x 100 1)
log UFC NO

O numero total de células vidveis do probiotico apos a etapa de simulacéo gastrica em cada
etapa equivale a N1, e 0 nimero de células viaveis de L. rhamnosus inicial equivale ao No, sendo

anterior a simulacéo gastrica.
5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Nos tdpicos abaixo sdo apresentados e discutidos os resultados da pesquisa.
5.1 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

Os biocatalisadores impregnados de L. rhamnosus foram avaliados quanto ao processo de
imobilizacdo por MEV em relacdo aos farelos deslignificados, sendo apresentados na Figura 1 (a)
a superficie de amostras de farelo de trigo sem a adi¢do do probiético (FTSP) e com adicdo do L.
rhamnosus na Figura 1 (c), o biocatalizador (BT). A Figura 1 (b) demonstra a superficie das
amostras do farelo de arroz sem a adi¢éo do probiotico (FASP) e com o probiotico a Figura 1 (d),
biocatalizador (BA).
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Figura 1 —Imagens de microscopia eletronica de varredura das superficies dos farelo
deslignificados de trigo (a) e de arroz (b), bem como do biocatalizador trigo -BT (c) e
biocatalizador arroz -BA (d), com ampliacéo de x 850

@ (b)

(c) (d)

Fonte: Elaborada pelo autor, 2018.

Os dois farelos ap6s deslignificacdo (Fig 2a e Fig 2b), apresentaram esturura mais porosa,
0 que indica realmente ter ocorrido a exposi¢do da parede celular, assim com o observado por
TERPOU et al. (2017a), para o farelo de trigo com apliacéo de x 1000. Para o de arroz (Fig. 2 (b),
considerando que consistem em subprodutos obtidos apds a separacdo da camada externa do
endosperma amilaceo (incluindo o Pericarpo, Testa, Hialina e Aleurona) (Hemery et al., 2007). A
composi¢do em fibra bruta consiste em aproximadamente 10 % para farelo de trigo (NUNES et al.,
2001) e 13,2 % para farelo de arroz (DAL MORO et al., 2004; POMERANZ & ORY, 1982).
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Dias et al. (1994) encontrou, no farelo de arroz fresco, os seguintes teores de celulose,
hemicelulose e lignina, respectivamente: 2,64 g 100 g -1, 17,3 g 100 g-1 e 20,9 g 100 g-1 e Luh,
Barber e Barber (1991) encontraram valores de lignina de 7,70-13,11 g 100 g-1. Ja para o farelo de
trigo seriam as fracbes de celulose, lignina, arabinoxilanos (AX) e B-glucanos (Nordlund et al.,
2013). Ha relatos sobre o preparo de materiais ricos em celulose para desenvolvimento de
bioprocessos utilizando Trichoderma reesei para a deslignificacdo de celulose e preparo das
matrizes (CHEN et al, 2005). O maior conteddo em fibras no farelo de arroz em relacdo ao trigo,
bem como a presenca de hemicelulose possa estar relacionado a diferenca da formacgéo da nova
estrutura apos a deslignificacdo desta fracao.

Nas Figuras 2 (c) e 2 (d) é possivel verificar que houve o preenchimento das superficies
dos farelos, pelo L. rhamnosus sendo assim denominado de biocatalizadores, buscando realizar a
protecdo fisica da cultura probidtica perante o suco gastrico, e a prépria condi¢cdo do meio acido
do iogurte de acordo com o relatado em SOUKOULIS et al, (2007), TERPOU et al., (2019),
DOKOOHAKI et al.,(2019). Cabe ainda ressaltar que os cereais assim como, seus subprodutos,
podem estimular o crescimento e a sobrevivéncia das bactérias acido laticas (BAL) (TERPOU et
al, 2017a; VERRUCK, 2017).

Neste sentido, estes processos podem contribuir para a manutencao de culturas probidticas
em iogurte, as quais sdo amplamente reconhecidas pela ciéncia e pela industria (CUMMINGS;
MACFARLANE, 2002; TERPOU et al, 2017a; TERPOU et al, 2017b; PENNA; THAMER, 2006),
considerando que meio gastrico pode causar danos as células bacterianas, ressaltando a importancia
da utilizacdo matrizes para prote¢do (CHEN et al, 2005; TERPOU et al, 2017a). As contagens dos
biocatalizadores trigo e arroz apresentaram 9 log UFC/g.

5.2 PROCESSO DE FERMENTACAO

O tempo de fermentacdo dos iogurtes foi relacionado ao pH buscando monitorar a
desestabilizacdo do complexo de caseinas e as proteinas do soro quando o valor de pH chega ao
ponto isoelétrico (4,6 e 4,7), acarretando a formacdo do gel caracteristico aos iogurtes
(SOUKOQULIS, 2007), sendo que este processo pode ser evidenciado nas diferentes formulagoes

na Figura 3, assim como no Apendice A, considerano que o controle de pH é uma das maneiras
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de monitorar a producdo de iogurte, visto que este apresenta relacdo com a acidez e o
desenvolvimento microbioldgico (BETT et al. 2017).

O tempo de fermentacao do iogurte, até atingir o pH de 4,5 (TERPOU et al, 2017a) devido
a producdo de &cido latico pelas bactérias laticas, foi de 270 min., nas formulacdes elaboradas com
fonte de proteina do leite em pé (IP) (Fig. 3a), e com caseina globular (CG) (Fig. 3c), demonstrando
que estas fontes de proteina ndo influenciaram no desenvolvimento da cultura iniciadora, ja com
caseina acida (ICA) (Fig. 3b), observamos que o pH alvo foi atingido aos 240 min de processo,
possivelmente devido a condicdo de desenvolvimento da cultura iniciadora (tem as condicdes de
pH para agéo das iniciadoras, pode colocar aqui se tiver relagdo com o inicial quando adicionou a
caseina &cida pq ndo pode ser igual aos do leite e da globular).

De acordo com TERPOU et al (2017a), os baixos valores de pH podem estar relacionados
também ao desenvolvimento das células imobilizadas devido a acdo protetora do farelo, agindo
contra o efeito inibidor da concentragdo do &cido latico que é crescente durante a producédo. Ainda
segundo Bezerra (2010), pode ocorrer certa influéncia na coagulacéo devido a composicao do leite
ou suas misturas, modificando a atividade bacteriana. O teor de gordura ligado aos teores de sélidos
totais do leite, pode influénciar o crescimento de lactobacillus. A fase lag é maior quando se tem o
aumento do teor de solidos presentes, e a fase de crescimento logaritmo se torna mais curta.

As formulacBes com adicdo do probidtico imobilizado em farelo de arroz (IPBA)
apresentou maior queda do pH evidenciada ja em 60 min. de fermentacdo quando comparada as
demais (IPSP, IPPL, IPBT), o que pode estar associada a sua composicdo em fibra bruta (DAL
MORO et al., 2004; POMERANZ & ORY, 1982), comparando com IPSP sem probiético ou IPPL
probidtico livre. A protecdo L. rhamnosus pelo FA na formulagdo IPBA quando comparada ao
IPB, pode estar relacionada com a aparente maior formagéo de poros na Fig. (2b) em relagéo a
Fig. (2a) do FT deslignificado o que pode ter influenciado positivamente para protecdo das células
impregnadas conforme observado em TERPOU et al, (2017a), bem como pela acdo prebidticos
(HEIDTMANN-BEMVENUTI; NORA; BADIALE-FURLONG, 2012; DAL MORO et al., 2004,
DAS et al., 2019) criando um ambiente mais adequado para o L. rhamnosus.

Nas formulagGes quando a caseina &cida ou a caseina globular foram suplementadas ao

iogurte e adicionadas com BA n&o ocorreu diferenca entre as curvas de fermentacdo indicando


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0268005X18308579#bib35

39

que a cultura probidtica ndo influenciou o processo fermentativo, visto que as curvas na Figura 3
(@), (b), (c) sdo similares quando comparamos os iogurtes sem adi¢cdo de probidtico (SP) aos
adicionados deste na forma livre (PL) ou imobilizada (BT, BA), indicando que a diminui¢do do pH
é ocasionada pela cultura iniciadora ou influenciada pela caseina acida.

Os resultados indicaram que a cepa de L. rhamnosus realmente apresenta caracteristica de
baixa acidificacdo, sendo indicada para aplicagdo em formulagdes de iogurtes sem interferir no
processo, conforme ja indicado pelo fornecedor da cultura (SACCO, 2009), mesmo que a utilizacado
de diferentes cultivos bacterianos de cultura iniciadora, a composic¢do do leite assim como seu
processamento, a adicdo de soro, etapas de pds-fermentacdo e temperatura de armazenagem podem
influenciar o pH de produtos lacteos (COSTA et al, 2013).

Figura 2 - Perfil do valor de pH em iogurtes formulados com leite em pé definidos como iogurte
padrdo (IP) nas seguintes variacdes: (a) IPSP (sem probiotico), IPPL (probidtico livre),
IPBT (biocatalizador trigo), IPBA (biocatalizador arroz). Os iogurtes elaborados com
caseina caseina &cida (ICA) nas seguintes variacfes: (b) ICASP (sem probidtico),
ICAPL (probidtico livre), ICABT (biocatalizador trigo), ICABA (biocatalizador arroz).
Os iogurtes elaborados com caseina caseina globular (ICG) nas seguintes variacdes: (c)
ICGSP (sem probiédtico), ICGPL (probidtico livre), ICGBT (biocatalizador trigo),
ICGBA (biocatalizador arroz).
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2018.

5.3 ANALISE DE pH, GORDURA, PROTEINA E FIBRAS DOS IOGURTES

Na Tabela 4, pode-se visualizar as quantidades de proteinas, gorduras e fibras presentes nas
formulacdes de iogurtes elaboradas com diferentes fontes de proteina: leite em po6 (IP), caseina
acida (ICA) e caseina globular (ICG) avaliando sem adicéo de probidtico (SP), com probidtico
livre (PL) e probidtico imobilizado em biocatalizador farelo de trigo (BT) e biocatalizador farelo
de arroz (BA), sendo as formulagdes adicionadas dos biocatalizadores as que foram quantificadas
em termos de fibras, ICABT e ICGBT resultando em 0,37% e ainda as ICABA, ICGBA com
0,33%.

Os teores de gordura das formulagdes ndo apresentaram diferenca significativa (p<0,05),

conforme descritos na Tabela 4. As proteinas apresentaram valores de 4,45 das formulacdes
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elaboradas com leite em po, 4,85 as com caseina globular e 6,30 com a caseina &cida. As diferengas
entre o contetdo proteico das caseinas comerciais justificam os resultados, sendo que a caseina

acida possui 90% de proteina, em comparac¢éo a 80% da caseina globular de acordo com o indicado

na ficha técnica dos suplementos fornecidos pela ICL FOODS.

Tabela 8 - Anélise da concentracdo de proteina e gordura presente nos iogurtes

logurte Proteina (%) Gordura (%) Fibras (%)
IPSP 4,33 £ 0,03? 3,10 + <0,012 SF*
IPPL 4,45 + 0,032 3,15+ 0,03? SF*
IPBT 4,50 £ 0,032 3,05 +0,03? 0,372
IPBA 4,50 + 0,022 3,15+ 0,03* 0,33?
ICASP 6,25 +0,03° 3,00 +<0,018 SF*
ICAPL 6,24 + 0,02° 3,15+ 0,032 SF*
ICABT 6,35 + <0,01° 3,10 + <0,018 0,372
ICABA 6,38 + 0,01° 3,05+0,022 0,33?
ICGSP 5,82 +0,02° 3,05+ 0,03% SF*
ICGPL 5,86 + 0,02° 3,10 + <0,018 SF*
ICGBT 5,96 + <0,01° 3,10 £ <0,01° 0,372
ICGBA 5,95 + 0,02° 3,10 £ 0,022 0,33?

Fonte: Elaborada pelo autor, 2018.

*Sem adicdo de farelo. Médias + desvio padrdo seguidas de letras mindsculas diferentes nas colunas, em cada
formulacio de iogurte adicionada de diferentes proteinas, diferem estatisticamente entre si (p<0,05) pelo teste de
Tukey.

5.4 PERFIL DE TEXTURA

A qualidade do iogurte e a aceitacdo do consumidor podem ser estabelecidas por parametros
analiticos, entre os principais esta a textura (Vieira et al., 2019). E um critério chave usado para
determinar a qualidade organoléptica dos produtos lacteos (Steele et al., 2015).

A Tabela 5 apresenta o perfil de textura apds 24 horas de elaboracdo das formulagfes. A
firmeza do iogurte estabelece a forga necessaria para atingir uma certa deformacdo (MUDGIL;
BARAK; KHATKAR, 2017). Pode ser observado na Tabela 5, que as avaliacGes de dureza foram
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impactadas pela adi¢do das caseinas apresentando maiores valores (ICA e ICG), possivelmente as
interacbes aumentaram com a adicdo das caseinas, resultando em iogurte mais consistentes
(WANG et al, 2015).

Os dados da Tabela 5 demonstram que nao houve diferenca estatistica entre a firmeza dos
iogurtes elaborados com o leite em p6 definidos como IP (IPSP, IPPL, IPBT, IPBA) (p<0,05),
assim como entre os suplementados com CA e CG. Contudo entre o sem suplementagdo IP com 0s
adicionados de CA e CG houve diferencga significativa (p<0,05), demonstrando que com a mesma
fonte de proteina ndo ocorre alteracdo da firmeza dos iogurtes, até nos adicionados de
biocatalizadores, indicando que a suplementacdo exerce influéncia sobre esta caracteristica em
relacdo ao elaborado somente com leite em po.

Os iogurtes gue possuiam probidticos na formulacdo, sendo este livre ou imobilizados (FA
e BA em sua composicdo apresentaram um aumento na firmeza, esse fator foi observado também
por Mudgil, Barak e Khatkar (2017) em trabalho utilizando fibra dietética em iogurtes. Em iogurtes
padrBes avaliados por Vieira et al., (2019) indicaram valores de firmeza de 0,40 N apds 1 dia de
estocagem em refrigeracdo, sendo este maior que os obtidos no presente estudo, mesmo dos
suplementados e adicionados de biocatalizadores, 0s quais apresentaram os maiores valores.

A adesividade, parametro que reproduz o tempo que o produto permanece na boca durante
a mastigacdo, mostrou que o biocatalizador elaborado com o arroz apresentou diferenca
significativa (p<0,05). Os tratamentos ndo demonstraram diferenca significativa (p<0,05) para as
avaliacdes de coesividade, elasticidade e gomosidade, tendo como pardmetro o experimento em

questdo. O Apéndice B, apresenta mais dados experimentais de TPA.
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Figura 3 - Perfil textura dos iogurtes formulados com diferentes fontes de proteina: leite em pé
(IP), caseina &cida (ICA) e caseina globular (ICG) avaliando sem adic&o de probidtico
(SP), com probidtico livre (PL) e probiotico imobilizado em biocatalizador farelo de
trigo (BT) e biocatalizador farelo de arroz (BA)
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2018.
*Médias + desvio padrdo seguidas de letras minusculas diferentes nas colunas, em cada formulacdo de iogurte, diferem
estatisticamente entre si (p<0,05) pelo teste de Tukey.
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2018.
*Meédias + desvio padrdo seguidas de letras minusculas diferentes nas colunas, em cada formulacdo de iogurte, diferem
estatisticamente entre si (p<0,05) pelo teste de Tukey.

5.5 SINERESE

A sinérese dos iogurtes formulados com leite em pé (IP), com caseina acida (ICA) e com
caseina globular (ICG), avaliandos sem adicdo de probiotico (SP), com probidtico livre (PL) e

probidtico imobilizado em biocatalizador trigo (BT) e biocatalizador arroz (BA) séo apresentadas
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na Figura 3, onde observou-se que os iogurtes elaborados com fonte proteica de leite em po

apresentaram as menores sinéreses.

Figura 4 - Sinérese dos iogurtes formulados com leite em p6 (IP), com caseina acida (ICA) e com
caseina globular (ICG), avaliados sem adi¢do de probiotico (SP), com probidtico livre
(PL) e probidtico imobilizado em biocatalizador trigo (BT) e biocatalizador arroz (BA)
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2018.

Segundo Oliveira (2015a), o teor de solidos totais do leite, o resfriamento imediato, a
homogeinizacdo e a adicdo de hidrocoldides sdo fatores que podem auxiliar na prevencao da
sinérese, mas a queda de pH durante a acidificacdo pode corroborar com o aumento de sinérese,
que acontece porque as cadeias de caseina sofrem um rearranjo, tendo em vista que as maiores
sinéreses ocorreram quando os iogurtes foram elaborados com caseina acida (CA). A adicdo da
cultura probidtica livre ou nos biocatalizadores farelo de trigo (BT) e farelo de arroz (BA) parecem
ndo ter afetado a sinérese, considerando que resultaram em valores variados de acordo com a fonte
proteica utilizada. A formulacdo ICABT e ICABA resultaram em valores de 3,80 a 2,95 de sinéerese
em comparacéo a elaborado com leite em pod, IPBT e IPBA, com 0,80 e 0,85 respectivamente.

A precipitacdo de caseinas com pH equivalente a 4,6 relaciona-se com 0 processo de
separacdo do soro. A formacéo do gel é ligada ao rearranjo de proteinas, dando enfase as caseinas,
a sua forma de estruturacdo pode alterar a influéncia na consisténcia do coagulo que se formara
(BEZERRA, 2010).
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Estudos demonstram que 0 aumento da concentragdo da proteina diminuiria a sinérese,
considerando que aumentaria a quantidade de agua ligada e consequentemente, na firmeza do gel
resultante, contudo no presente estudo este comportamento néo foi observado para a suplementacao
de proteina pela caseina a&cida (MAHOMUD; KATSUNO; NISHIZU, 2017).

5.6 ANALISE DO PROCESSO DE DIGESTAO

A contagem microbiolégica em meios seletivos da digestdo simulada (in vitro) sdo
apresentadas na Figura 5, Mastigacdo (a), es6fago — estbmago (b), duodeno (c) e ileo (d), dos
iogurtes formulados com leite em p6 (IP) avaliando sem adi¢éo de probidtico (SP), com probiotico
livre (PL) e probiotico imobilizado em biocatalizador trigo (BT) e biocatalizador arroz (BA). No
Apéndice C é possivel observar dados da contagem microbioldgica da digestao simulada (in vitro).

Existe um conceito de que prebioticos se restringem apenas a ingredientes fermentaveis,
mas proteinas de leite como as caseinas quando sao aliadas aos probidticos, auxiliam na viabilidade
de micro-organismos em alimentos. Esse fato se deve ao nitrogénio que a caseina oferece aos

micro-organismos encontrados em aminoacgucares (ALMEIDA, 2016; TERPOU et al, 2018).

Figura 5 - Contagem microbioldégica em meios seletivos da digestdo simulada (in vitro):
Mastigacdo (a), es6fago — estdmago (b), duodeno (c) e ileo (d), dos iogurtes
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probiotico livre (PL) e probidtico imobilizado em biocatalizador trigo (BT) e
10

formulados com leite em pd (IP) avaliando sem adicdo de probidtico (SP), com
biocatalizador arroz (BA) (continua)
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formulados com leite em pd (IP) avaliando sem adicdo de probiotico (SP), com
probiotico livre (PL) e probidtico imobilizado em biocatalizador trigo (BT) e

Mastigacdo (a), eséfago — estdbmago (b), duodeno (c) e ileo (d), dos iogurtes
biocatalizador arroz (BA)

Figura 6 - Contagem microbioldgica em meios seletivos da digestdo simulada (in vitro):
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2018.
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A Figura 6 apresenta que os biocatalizadores de farelo de trigo e farelo de arroz
proporcionaram um aumento na viabilidade do probidtico L. rhamnosus, considerando as
contagens obtidas apds o processo de digestao (d), em meio V-MRS (especifico para probiotico L.
rhamnosus) apresentou contagem de 7,47 log UFC.g* e 7,11 log Ufc.g™? respectivamente, em
comparacdo ao livre 6,20 log Ufc.g?. Houve uma pequena diminuicdo da viabilidade celular no
momento (b), das células livres se comparado com as celulas imobilizadas.

Assim como observado no trabalho de Terpou et al (2017a), a imobilizacdo aumentou a
viabilidade do probidtico nas condicGes gastricas simuladas. Dessa forma fazendo com a
imobilizacdo dos farelos sejam utéis como forma de aumentar a viabilidade do L. rhamnosus,
fazendo com que sobreviva em nimeros elevados durante a fermentagdo e a passagem pelo trato
gastrointestinal.

Na Tabela 5, podem ser observados valores de taxa de sobrevivéncia do probidtico, atraves
desses valores é possivel compreender o comportamento do probidtico durante a passagem pelo

trato gastrointestinal in vitro.

Tabela 5 - Taxa de sobrevivéncia (%) da cultura latica na simulaco in vitro do trato gastrointestinal
no meio V-MRS especifico para L. rhamnosus, em logurte Padrdo com Probidtico Livre
(IPPL), logurte Padrdo com Biocatalizador de Trigo (IPBT) e logurte Padrdo com
Biocatalizador de Arroz (IPBA)

TAXA DE SOBREVIVENCIA (%)

MASTIGACAO (a) TEMPO 1D TEMPO 10D TEMPO 20D
IPPL 80,37+1,39  78,35+155  65,02+2,02
IPBT 70,41+0,77 57,45%¢220  51,09+1,20
IPBA 73,50£0,92  56,21+1,05  47,67+1,47
ESOFAGO-ESTOMAGO (b) TEMPO 1D TEMPO 10D TEMPO 20D
IPPL 88,01+1,39  64,35+1,08  55,87+1,07
IPBT 73,78+0,77 47,45%2,35  45,66+1,06
IPBA 74,67+0,92 45444166  40,05+2,10
DUODENO (c) TEMPO 1D TEMPO 10D TEMPO 20D
IPPL 88,16+0,14 66,35+2,51  35,06+1,45
IPBT 105,54+1,35 68,55+1,45  40,08+1,56
IPBA 97,65+1,37 69,46+2,66  33,77+2,10
ILEO (d) TEMPO 1D TEMPO 10D TEMPO 20D
IPPL 96,57+1,94  62,05+2,03  30,45+1,05
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IPBT 100,95+1,65 68,33+1,88  38,98+1,23
IPBA 92,82+0,70 69,09+2,10  25,45+1,68
Fonte: Elaborada pelo autor, 2018.

O pH e um fator importante e pode influénciar na sobrevivéncia de culturas probidticas nos
alimentos, sendo que a sobrevivéncia se torna limitada em valores de pH baixo (DUNNE et al,
2001; MADUREIRA et al, 2005). Na simulacgéo b, a taxa de sobrevivéncia dos probidticos obteve
um aumento nos iogurtes com biocatalizador se comparados os mesmos valores na etapa a
(MADUREIRA etal, 2011), indicando que o prebidtico cumpriu sua protecdo durante o baixo valor
de pH presente no estémago.

Na etapa c, onde o pH era 5, pode ser observado um aumento relevante de sobrevivéncia
do L. rhamnosus. Segundo Madureira et al (2011), esse aumento pode ser relacionado a
recuperacdo de células lesadas, ocorrido pelas estapas anteriores. Ja no ileo (d), ndo houveram
diferencas extremas, isso pode ser explicado pelo fato dessa parte do sistema possuir um pH mais
neutro, in vitro cerca de 6,5 dessa forma ainda poderia estar acontececendo a recuperacdo do
probidtico.

Através da Tabela 6, também € possivel observar que a taxa de sobrevivéncia do probiotico
foi maior utilizando o biocatalizador de trigo (c e d), e dessa forma sendo a melhor opcao para

utilizacdo em produtos lacteos, seguido do biocatalizador de arroz.
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6 CONCLUSAO

No presente estudo, a producéo de iogurte utilizando como probiotico cepa de L. rhamnosus
imobilizada em farelo de trigo e farelo de arroz, se mostrou eficiente, onde os resultados mostraram
que os biocatalizadores de trigo e arroz favoreceram a viabilidade das bactérias laticas apos
passarem pelo sistema géastrico. Os resultados obtidos na simulagéo gastrica confirmam o potencial
dos biocatalisadores liofilizados prontos para uso na producao de iogurte probidtico.

O enriquecimento proteico com caseina acida e caseina globular se mostrou eficiente, as
amostras que utilizaram o suplemento proteico atingiram um maior nivel proteico e essa elevacdo
da proteina total ndo trouxe maiores impactos do ponto de vista do perfil de textura e da avaliacdo
de sinérese.

O desenvolvimento deste trabalho demonstrou que é possivel desenvolver um produto que
possa ser uma fonte suplementar de proteina atendendo dietas especificas e agregando beneficio

ao consumidor no que diz respeito a propriedade probidtica.
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APENDICE

APENDICE A - TEMPO DE FERMENTACAO E O RESPECTIVO PH

A B C
Tempo pH Tempo pH Tempo pH
00:00 6,50 00:00 6,50 00:00 6,50
00:30 6,48 00:30 6,45 00:30 6,44
01:00 6,12 01:00 6,12 01:00 5,86
01:30 6,02 01:30 5,91 01:30 5,46
02:00 6,02 02:00 5,74 02:00 5,05
02:30 5,80 02:30 5,40 02:30 4,90
03:00 5,45 03:00 5,10 03:00 4,80
03:30 5,29 03:30 5,00 03:30 4,55
04:00 5,10 04:00 4,80 04:00 -
04:30 4,80 04:30 4,55 04:30 -
05:00 4,50 05:00 - 05:00 -

Fonte: Elaborada pelo autor.
*A: iogurte sem a adicdo do imobilizado; B: iogurte com biocatalizador de trigo; C: iogurte com biocatalizador de
arroz



APENDICE B - PONTOS EXPERIMENTAIS DO PERFIL DE TEXTURA (MEDIAS)

Amostra Dureza  Adesividade Coesividade Elasticidade Gomosida

(N) (mJ) (mm) de (N)
IPSP | 0,15+0,06®° 0,11+0,01®8 0,89+0,31% 20,06+1,00®8 0,16+0,03?
ICASP | 0,25+0,072 0,26+0,18% 0,70+0,23% 16,06+2,00® 0,17+0,05?
ICGSP | 0,16+0,058 0,14+0,092 0,82+0,48% 18,18+3,00® 0,15+0,05?
IPPL | 0,23+0,058 0,54+0,158  0,32+0,10® 12,33+4,60® 0,18+0,05?
ICAPL |0,39+0,05° 1,00+0,19° 1,00+0,19° 13,96+3,12% 0,27+0,04°
ICGPL |0,27+0,10° 0,16+0,09° 0,52+0,08° 12,38+3,00® 0,16+0,05"
IPBT | 0,18+0,058 0,14+0,21% 0,96+0,492 2570+500® 0,16+0,11%
ICABT |0,28+0,05° 0,58+0,30® 0,79+0,158 23,57+0,50® 0,24+0,04?
ICGBT |0,15+0,10° 0,16+0,068 0,60+0,50® 12,40+2,0®8 0,16+0,06?
IPBA | 0,21+0,05% 0,08+0,08% 0,79+0,11* 14,51+2.0*® 1,76+0,25%
ICABA | 0,42+0,10° 1,26+0,57° 0,69+0,128  15,50+5,0° 0,28+0,02°
ICGBA |0,19+0,07° 0,25+0,15° 1,02+0,06° 14,19+3,0° 0,23+0,02°

Fonte: Elaborada pelo autor, 2018.



APENDICE C - VALORES DAS CONTAGENS MICROBIOLOGICAS EM MEIOS
SELETIVOS DA DIGESTAO SIMULADA

MASTIGACAO

IPSP IPPL IPBT IPBA

PCA 802 827 868 888
MRS 6,6 725 861 8,28
M17 6,14 621 645 621
V-MRS 439 516 521 5,63

ESOFAGO - ESTOMAGO

IPSP IPPL IPBT IPBA

PCA 745 862 855 861
MRS 599 7,75 8,08 8,38
M17 529 625 6,27 6,48
V-MRS 3,8 565 546 572

DUODENO

IPSP IPPL IPBT IPBA
PCA 7,6 889 965 981
MRS 6,3 763 873 934
M17 5,33 6,2 6,74 6,73
V-MRS 432 566 781 748

ILEO

IPSP IPPL IPBT IPBA
PCA 868 886 951 987
MRS 762 784 88 913
M17 653 674 7,38 711
V-MRS 6,38 6,2 747 711

Fonte: Elaborada pelo autor, 2018.



ANEXOS

ANEXO 1- FLUXOGRAMA DA FABRICACAO DO IOGURTE BATIDO E DO
IOGURTE TIPO FIRME.
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Fonte: Moretti, (2009. p. 12).



ANEXO 2 - COMPORTAMENTO DE PROBIOTICOS E PREBIOTICOS COMO
INGREDIENTES ALIMENTARES NA MICROBIOTA INTESTINAL

Fonte: Saad, (2006, p. 2.)
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