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Resumo

AMES, Camila Waschburger. Lactobacillus casei CSL3: imobilizagao celular em
aveia e aplicacdo como cultura probiotica na producéo de iogurte. 2019. 67f.
Dissertacao (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos) — Programa de Pés-
Graduacédo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Departamento de Ciéncia e
Tecnologia Agroindustrial, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2019.

O grande interesse e consumo de alimentos contendo probioticos, deve-se aos
beneficios obtidos a salde, que podem ser facilmente fornecidos ao consumidor por
incorporagdo em produtos lacteos, como o iogurte. Para aumentar a viabilidade,
atividade e a funcionalidade celular de probiéticos no produto, técnicas de
imobilizagdo celular vem sendo utilizadas, através de diferentes tipos de
biocatalisadores. A utilizacdo de cereais como suportes para imobilizagcdo vem
aumentando, com isso destaca-se a aveia (Avena sativa L.) pela sua alta proporcéao
de fibras e compostos antioxidantes, tornando-a um potencial biocatalisador. Por
isso, 0 presente estudo teve como objetivo avaliar Lactobacillus casei CSL3, quanto
a viabilidade de imobilizacdo celular em aveia e como cultura probidtica na producéo
de iogurte. Para isso, imobilizou-se L. casei CSL3 utilizando flocos de aveia como
suporte e realizou-se microscopia eletronica de varredura do biocatalizador. A
viabilidade do biocatalisador e do biocatalisador liofilizado foi analisada através da
contagem de células viaveis nos tempos 0, 3, 7, 15, 30 e 60 dias de armazenamento
a 4 °C e -18 °C. A elaboracédo do iogurte consistiu de leite integral UHT, sacarose,
culturas iniciadoras e L. casei imobilizado em aveia (YCLI). Foram realizadas
analises de pH, acidez titulavel e viabilidade do probidtico nos tempos 0, 5, 10, 15,
20 e 25, simulacao in vitro do trato gastrointestinal (TGI), qualidade microbioldgica,
caracterizagdo quimica e avaliagdo sensorial do produto. O biocatalisador
armazenado a 4°C demonstrou melhor viabilidade durante os 60 dias de
armazenamento. O iogurte produzido apresentou decréscimo do pH ao longo do
tempo assim como o0 aumento da acidez durante o armazenamento do produto. O
iogurte YCLI manteve sua viabilidade (8,78log UFC.g?) durante o periodo de
armazenamento refrigerado a 4 °C por 25 dias. L. casei CSL3 e o iogurte YCLI foram
tolerantes a passagem pelo TGI. Os flocos de aveia demostraram ser bons suportes
para imobilizacdo celular, sendo que o produto probidtico foi aceito sensorialmente,
indicando potencial de comercializacdo. Portanto, L. casei CSL3 imobilizado em
flocos de aveia, possui alto potencial como cultura probidtica na producao de iogurte.

Palavras-chave: alimento funcional; bactéria acido-latica; biocatalisador; leite
fermentado



Abstract

Ames, Camila Waschburger. Lactobacillus casei CSL3: cellular immobilization in
oats and application as probiotic culture in the production of yogurt. 2019. 67f.
Dissertation (Master Degree in Food Science and Technology) - Programa de Pos-
Graduacédo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Departamento de Ciéncia e
Tecnologia Agroindustrial, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2019.

The great interest in the consumption of food containing probiotics is due to the
health benefits that can easily be provided to the consumer by incorporation into
dairy products such as yogurt. To increase the viability, activity and cellular
functionality of probiotics in the product, cell immobilization techniques have been
used, through different types of biocatalysts. The use of cereals as supports for
immobilization is increasing, with oats (Avena sativa L.) being highlighted due to its
high proportion of fibers and antioxidant compounds, making it a potential biocatalyst.
Therefore, the present study aimed to evaluate Lactobacillus casei CSL3, regarding
the feasibility of cellular immobilization in oats and as a probiotic culture in the
production of yogurt. For this, L. casei CSL3 was immobilized using oat flakes as
support and scanning electron microscopy of the biocatalyst was performed. The
viability of the biocatalyst and lyophilized biocatalyst was analyzed by counting viable
cells at times 0, 3, 7, 15, 30 and 60 days of storage at 4 °C and -18 °C. The yogurt
elaboration consisted of UHT whole milk, sucrose, starter cultures and L. casei
immobilized in oats (YCLI). Analyzes of pH, titratable acidity and probiotic viability at
0, 5, 10, 15, 20 and 25 times, in vitro simulation of the gastrointestinal tract (GIT),
microbiological quality, chemical characterization and sensorial evaluation of the
product were performed. The biocatalyst stored at 4 °C demonstrated better viability
during the 60 days of storage. The yogurt produced showed a decrease in pH over
time as well as an increase in acidity during storage of the product. YCLI yogurt
maintained its viability (8.78 log CFU.g?) during the refrigerated storage period at 4
°C for 25 days. L. casei CSL3 and YCLI yogurt were tolerant to GIT passage. The oat
flakes proved to be good supports for cellular immobilization, and the probiotic
product was sensorially accepted, indicating potential commercialization. Therefore,
L. casei CSL3 immobilized on oat flakes, has high potential as a probiotic culture in
the production of yogurt.

Key-words: biocatalyst; fermented milk; functional food; lactic acid bacteria
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1 Introducéo

O interesse pelo desenvolvimento de produtos alimenticios funcionais,
contendo micro-organismos probi6ticos combinados com ingredientes prebioticos,
demonstram um grande potencial na promo¢do da saude humana e, podem ser
facilmente fornecidos ao consumidor por incorporacdo em produtos lacteos, como o
iogurte (AKIN; OZCAN, 2017; FULLER; GIBSON 1998). O iogurte é produzido a
partir da fermentacao do leite pela acao sinérgica das bactérias acido-laticas (BAL),
como Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e Streptococcus thermophilus
(SCHOINA et al., 2014), que poderdo associar-se com culturas adjuntas com
potencial probiético.

S&o denominados probidticos 0s micro-organismos vivos que, quando
administrados em quantidades adequadas beneficiam a saude dos consumidores,
influenciando positivamente no equilibrio microbiano intestinal (FAO/WHO, 2001).
Além deste, outros beneficios sédo atribuidos as culturas probidticas como reducédo
dos niveis de colesterol; aumento dos niveis de anticorpos; bloqueio da adesao de
bactérias patogénicas nos tecidos epiteliais; tratamento para doencas inflamatorias
do intestino, como sindrome do cdlon irritado; reducdo de constipacdo e desconforto
intestinal; controle de infec¢Bes orais, entre outros (MARKOWIAK; SLIZEWSKA,
2017; VASILIEVIC; SHAH, 2008).

Para que esses beneficios a saude sejam obtidos, o produto probiético deve
apresentar um nimero de micro-organismos viaveis de, no minimo, 10°® a 10’
UFC.mL? ou g*! de alimento, at¢é o momento do consumo (FAO/WHO, 2002). A
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) preconiza ainda que a ingestao
dessa dose de probiéticos seja diaria, para a obtencdo maxima dos efeitos benéficos
desses micro-organismos (BRASIL, 2008).

No entanto, a incorporacdo de bactérias probidticas em uma matriz alimentar
apresenta desafios, ndo sO por causa de suas interacfes com outros constituintes,
mas também devido as condi¢cbes adversas (como pH, altas concentracdes de sais
e altas temperaturas) frequentemente empregadas durante o processamento e
armazenamento de alimentos, o que pode levar a reducdo na viabilidade do micro-
organismo. Para superar estas condi¢cdes, as técnicas de imobilizacdo sé&o

geralmente aplicadas para manter a viabilidade, atividade e funcionalidade celular
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(KOURKOUTAS et al.,, 2005; MATTILA-SANDHOLM et al., 2002; SIDIRA et al.,
2013).

A imobilizacdo celular (IC) consiste no confinamento fisico das células em
uma regido definida de espaco, na qual sdo mantidas suas atividades cataliticas em
processos de operacdo continua ou descontinua possibilitando a reutilizacdo das
mesmas (FREEMAN; LILLY, 1998; KRASNAN et al., 2016). Embora a maioria dos
processos fermentativos industriais convencionais utilizem células livres em
suspensao, o0 uso de micro-organismos imobilizados, em determinado suporte,
permitira um aumento da produtividade, devido a elevada concentracdo celular
(BOSNEA et al., 2009; KRISHNAN et al., 2001).

Na definicdo do material de suporte para imobilizacdo celular, € interessante
gue 0 mesmo se caracterize como um prebiotico. O uso combinado de probioticos e
prebioticos (simbioticos) em produtos alimentares tem se tornado, cada vez mais,
aplicavel dentre os alimentos funcionais. Além disso, os prebioticos auxiliam na
melhoria da viabilidade dos micro-organismos probidticos, atuando como fonte de
nutrientes e protetores contra as acdes mecanicas, as quais os probidticos possam
ser submetidos.

Diferentes tipos de materiais utilizados como suporte na imobilizacao celular
foram relatados, como bagaco de cana de aclcar (DOMINGUEZ et al., 2001),
pedacos de maca e pera (KOURKOUTAS et al.,, 2001; 2006), graos de cevada
(ALMEIDA et al., 2003), graos de trigo (BOSNEA et al., 2009; SIDIRA et al., 2014),
proteina de soro de leite (SIDIRA et al., 2017) e graos de soja (VITOLA et al., 2018).

Segundo Charalampopoulos et al. (2002), cereais podem aumentar as taxas
de sobrevivéncia e a estabilidade dos probidticos durante o processamento e
armazenamento, especialmente quando as células sdo usadas em um estado
imobilizado. A aveia (Avena sativa L.) se destaca pela sua elevada qualidade
proteica, componentes com propriedades antioxidantes e alta proporcao de fibras
alimentares, destacando-se as B-glucanas (CRESTANI et al., 2010; DAOU; ZHANG,
2012;). Por ser um cereal consumido, com determinada frequéncia, pela populacao,
flocos de aveia mostram-se bons candidatos a suportes para a imobilizacao celular e

aplicacado em iogurte.



15

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo geral

Avaliar Lactobacillus casei CSL3, quanto a viabilidade de imobilizagao celular

em aveia e como cultura probidtica na producéo de iogurte.

1.1.2 Objetivos especificos

e Imobilizar L. casei CSL3 em flocos de aveia;

e Avaliar a imobilizacdo celular de L. casei CSL3 em aveia através de
microscopia eletronica de varredura (MEV);

e Avaliar a viabilidade da bactéria probiotica imobilizada em aveia;

e Desenvolver iogurte probidtico adicionado de L. casei CSL3 imobilizado em
flocos de aveia;

e Avaliar a capacidade de L. casei CSL3 imobilizado em aveia tolerar o transito
gastrointestinal simulado quando adicionado em iogurte;

e Avaliar a viabilidade da bactéria probiotica imobilizada em aveia em iogurte;

e Determinar as caracteristicas do produto probiotico elaborado;

e Avaliar a aceitacao sensorial e intencédo de compra do iogurte probiotico.



2 Reviséo bibliografica

2.1 Bactérias acido-laticas

Bactérias acido-laticas (BAL) compreendem um grupo de micro-organismos
gue apresentam morfologia em forma de cocos ou bacilos, Gram-positiva, néo
esporulados, anaerobios facultativos e catalase negativa (AXELSSON, 1998). Essas
bactérias sdo caracterizadas principalmente pela producéo de acido latico a partir de
carboidratos, apresentando caracteristicas metabdlicas e fisiolégicas semelhantes
(FUGELSANG et al., 2007), bem como séo tolerantes a diferentes condi¢cdes em que
sdo submetidas, como altas concentracbes de sal, amplas faixas de pH e
temperatura (AXELSSON, 2004).

Os principais géneros pertencentes ao grupo de BAL sdo Streptococcus,
Lactobacillus, Leuconostoc, Lactococcus, Carnobacterium, Enterococcus,
Lactosphaera, Melissococcus, Oenococcus, Pediococcus, Tetragenococcus,
Vagococcus, Weissella, Bifidobacterium, Microbacterium e Propionibacterium
(HOLZAPFEL et al., 2001). Essas bactérias podem ser encontradas no solo, agua,
silagem, além de serem isoladas da cavidade oral, do trato gastrointestinal e genital,
onde podem afetar beneficamente a microbiota de seres humanos e animais
(MAKAROVA:; KOONIN, 2007).

Em alimentos, podem estar presentes como microbiota nativa ou aplicadas
como responsaveis em processos fermentativos. A aplicacdo de BAL como culturas
iniciadoras em alimentos, aumentam o periodo de conservacdo, provocando a
degradacdo dos carboidratos presentes na matéria-prima, 0 que consequentemente,
causa reducdo do pH, tornando o meio invidvel para a multiplicacdo de diversas
bactérias deteriorantes e patogénicas (MADEIRA et al., 2003). A atividade
antagonista promovida pelas BAL se da devido a producdo de compostos
antimicrobianos, como os acidos organicos, dioxido de carbono, diacetil, perdxido de
hidrogénio e/ou bacteriocinas (CASTELLANO et al., 2008).
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Ainda, podem apresentar propriedades que conferem beneficios a saude,
guando ingeridas vivas e em quantidades adequadas, sendo caracterizadas como
bactérias probioticas, as quais vém sendo estudadas na aplicacdo de alimentos, os
quais recebem a denominagédo de alimentos funcionais (DORELLA et al., 2003;
SOCCOL et al., 2010).

2.1.1 Probioticos

Entre as espécies de BAL, algumas destacam-se por apresentarem
caracteristicas probioticas. Probioticos sdo definidos como micro-organismos vivos
gue, quando administrados em quantidades adequadas, conferem beneficios a
saude do hospedeiro (FAO/WHO, 2001). Para ser considerado probidtico, o micro-
organismo deve ser identificado por métodos fenotipicos e genotipicos, ser seguro e
caracterizado funcionalmente por estudos in vitro e in vivo, além de ter sua eficacia
comprovada em humanos por estudos randomizados duplo-cego, controlados por
placebo (FAO/WHO, 2002).

Aspectos de seguranca incluem especificacdes da bactéria como sua origem
e ndo apresentar patogenicidade. Outro aspecto importante de seguranca € a
resisténcia a antimicrobianos de uso clinico, pois probioticos ndo devem ser capazes
de transferir essa resisténcia a outras bactérias da microbiota comensal ou
oportunistas em humanos (DEL PIANO et al., 2006).

Com relagdo as caracteristicas funcionais, as bactérias probioticas
necessitam atender a um amplo espectro de requisitos, como persisténcia e
viabilidade no trato gastrointestinal (TGI), que se inicia com a sobrevivéncia a acéo
do pH e das enzimas salivares (MATTILA-SANDHOLM, 1998; MATTILA-
SANDHOLM, 2002, SAAD, 2006), as condi¢des acidas do estbmago, os sais biliares
e enzimas pancreaticas no intestino, e, ainda, multiplicar-se e aderir no hospedeiro
(COOK et al., 2012; MARTIN et al., 2015).

O modo de acédo dos probioticos nédo foi ainda completamente elucidado,
embora ja tenham sido relatados varios processos como a modificacdo do pH
intestinal, a producdo de compostos antimicrobianos, competicdo com patégenos,
nutrientes e fatores de crescimento, modulacdo da resposta imune e producdo de
lactase (MARKOWIAK; SLIZEWSKA, 2017; PARVEZ et al., 2006).
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Entre os beneficios conferidos aos probidticos, destacam-se: reducdo dos
niveis de colesterol, aumento dos niveis de anticorpos, bloqueio da adesédo de
bactérias patogénicas ao epitélio intestinal, prevencdo e alivio dos sintomas de
doencas inflamatorias e do cancer intestinal, reducdo dos sintomas da intolerancia a
lactose, entre outros. Esses efeitos benéficos estdo relacionados a um ou mais
mecanismos, como modulacdo da microbiota intestinal, modulacdo da resposta
imune e competicdo por nutrientes (GOLDIN, 1998; FRANCO et al., 2006; SHORI,
2016).

A recomendacédo de ingestdo de probi6ticos € com base na por¢ao diaria de
micro-organismos viaveis que devem ser ingeridos, sendo o minimo estipulado de
106 — 10’ UFC.g* do produto (FAO/WHO, 2002; 2006). No Brasil, a legislacédo
recomenda 102 — 10° UFC/porcéo diaria, correspondendo 100 g do produto pronto
para consumo (BRASIL, 2008).

No entanto, diversos problemas sao relatados com relacdo a baixa viabilidade
das bactérias probioticas presentes nos alimentos, pois varios fatores podem afetar
a sobrevivéncia desses micro-organismos, como: valores baixos de pH, peroxido de
hidrogénio, concentracdo de oxigénio dissolvido, temperatura de armazenamento,
interagdo com outros micro-organismos contidos no produto, concentragdo de &cido
latico e acético e a concentracdo de proteinas (COOK et al., 2012; DE CASTRO-
CISLAGHI et al., 2012).

Portanto, a pesquisa de isolados provenientes de alimentos esta relacionada
com a diversidade dos micro-organismos probidticos e seus metabdlitos, culminando
com a selecdo de micro-organismos capazes de permanecerem viaveis em matrizes

alimenticias, durante o periodo de armazenamento (SHORI, 2016).

2.1.2 Lactobacillus spp.

Os micro-organismos pertencentes ao género Lactobacillus sdo Gram-
positivos, microaerofilos, catalase negativa, ndo esporulados, ndo apresentam
motilidade e fermentam carboidratos, produzindo como principal produto, acido latico
(KANDLER; WEISS, 1986). Apresentam faixa de temperatura 6tima de 35 a 40 °C,
pH o6timo para o desenvolvimento situa-se na faixa de 5,5 a 6,0 e sdo capazes de
tolerar ambientes acidos de 0,3% a 1,9% de acidez titulavel (GOKTEPE et al., 2006;
GOMES; MALCATA, 1999).
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Este género é o mais diversificado do grupo de BAL, amplamente utilizado
devido a sua importancia para a saude e aplicacdo em alimentos (COUSIN et al.,
2015). Lactobacillus spp. apresentam status GRAS (grau-alimento) e séo
comumente utilizados como culturas iniciadoras em alimentos fermentados (AYENI
et al., 2011).

Entre as bactérias probidticas, Lactobacillus casei é a mais utilizada na
producao de leites fermentados, e de outros alimentos lacteos, devido ao seu poder
de sobrevivéncia e multiplicacdo no TGI apds sua ingestdo, garantindo efeito
benéfico ao consumidor (HUNGRIA & LONGO, 2009). Além disso, esses micro-
organismos podem também conferir aroma, sabor e textura aos alimentos, bem
como contribuir na bioconservacdo dos mesmos (BURITI; SAAD, 2007; SIDIRA et
al., 2014; VASQUEZ et al., 2006).

Kourkoutas et al. (2005), avaliaram a viabilidade de L. casei imobilizado em
pedacos de frutas, e 0 uso do biocatalisador na producado de &cido latico. Bosnea et
al. (2009), avaliaram a viabilidade e a atividade fermentativa de células de L. casei
ATCC 393 imobilizadas em graos de trigo, bem como o efeito de crioprotetores
durante a liofilizacdo do biocatalisador. Dimitrellou et al. (2014), avaliaram o uso de
L. casei ATCC 393 livre e imobilizado em proteina de soro como cultura iniciadora
na producdo de queijo tipo Feta probidtico. Vitola et al. (2018), avaliaram grdo de
Soja como novo suporte para a imobilizacdo de L. casei CSL3, além da viabilidade

do biocatalisador durante o armazenamento em temperatura de refrigeracao.

2.2 Imobilizacao celular

A imobilizag&o celular (IC) consiste no confinamento fisico ou quimico das
células em uma regido definida de espaco, na qual sdo mantidas suas atividades
cataliticas em processos de operacdo continua ou descontinua, possibilitando a
reutilizacdo das mesmas. A maioria dos processos fermentativos industriais
convencionais utiliza células livres em suspensao, porém o0 uso de micro-organismos
imobilizados permite um aumento
da produtividade devido a elevada concentragdo de células (COVIZZI et al., 2007,
FREEMAN; LILLY, 1998).

A IC pode ser empregada tanto na producdo de metabdlitos de interesse,

a partir do cultivo de micro-organismos, quanto no uso deles como biocatalisadores,
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em processos in situ (JUNTER; JOUENNE, 2004). A tecnologia de imobilizacdo é
efetiva no aumento da densidade celular, protecdo do micro-organismo imobilizado
durante o armazenamento e processamento, evita a resisténcia a contaminacao,
além de manter a estabilidade quimica e fisica das células (TRABELSI et al., 2014).
Como exemplos, podem ser citados a biodegradacdo de compostos xenobidticos e
processos de biotransformacdo. A caracteristica fundamental das células
imobilizadas para 0 uso nestes processos é a sua alta resisténcia a exposicao a
compostos toxicos e ambientes hostis (JUNTER; JOUENNE, 2004).

De acordo com Kosseva (2011), apesar das vantagens da imobilizagao
celular, o comportamento das células pode mudar (como sua fisiologia, morfologia,
mobilidade), gerando alteracdes na sua atividade. Isto pode ser atribuido a diversos
fatores, sendo os principais o efeito estérico ou conformacional, devido as interacdes
eletrostaticas e hidrofébicas entre o suporte e o meio, o efeito difusional, onde ha
resisténcia para a movimentacdo do substrato até este chegar a célula, e a
resisténcia para o produto chegar da célula até o meio.

As técnicas de imobilizacdo podem ser classificadas em naturais (formacéo
de biofilmes e adesé&o/adsorcdo microbiana em suportes sintéticos ou naturais) e
artificiais (encapsulacdo em matrizes como alginato de calcio ou uso de agentes
ligantes) (PILKINGTON,1998) (Figura 1).
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Figura 1. Diferentes métodos de imobilizagao celular: (a) imobilizacdo em superficie; (b)
aprisionamento em matriz porosa; (c) floculagédo natural (auto-agregacao) e floculacgéo artificial; (d)
encapsulacao.

Fonte: Adaptado de Kourkoutas et al. (2004).

A técnica de imobilizacéo por fixacdo em suporte sélido consiste na adsorcao
fisica ou ligacdo das células a superficie do material de suporte escolhido de forma
natural ou por meio de forcas eletrostaticas ou ligacées covalentes com a utilizacdo
de agentes ligantes, levando a formag¢ao de um biofilme (CANILHA; CARVALHO;
SILVA, 2006). A ligacao por meio de adsorcéo e/ou interacfes ibnicas € um método
simples e barato, facil manipulacdo e grande diversidade de suportes, sendo a
principal desvantagem a vulnerabilidade de perda dos biocatalisadores imobilizados
para o meio reacional. Para aumentar a massa de biocatalisadores imobilizados,
suportes porosos tém sido utilizados, permitindo a ligacdo do biocatalisador também
a estrutura interna (COVIZZI et al., 2007).
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A imobilizacdo por meio de ligacGes covalentes resulta em uma interagcéo
biocatalisador-suporte mais forte, sendo a principal desvantagem o risco de danos a
membrana celular, no caso de imobilizacdo de células (CANILHA; CARVALHO;
SILVA, 2006).

O método de imobilizacdo por encapsulamento, ocorre por meio de contencéo
por barreiras, envolvendo a utilizacdo de membranas pré-formadas ou a formacao in
situ da membrana em torno das células a serem imobilizadas. E utilizada como uma
tecnologia alternativa ao aprisionamento em matrizes porosas, por oferecer
vantagens como maior capacidade de contencdo de células e prevencdo das
mesmas para o meio de fermentacdo (BORZANI et al., 2001; COVIZZI et al, 2007).

O método de engaiolamento esta baseado na incluséao artificial das células,
gue ficam inseridas em uma malha rigida, ou semirrigida, que impede a difusao
destas para o meio de cultivo. Este aprisionamento do micro-organismo possibilita a
troca de nutrientes, metabdlitos, gases durante o processo fermentativo (KRISHNAN
et al., 2001).

A floculacdo é uma técnica em que promove a formacdo de agregados
celulares em suspensao, associada a uma rapida sedimentacdo de maneira natural
ou na presenca de agentes floculantes ou ligantes (COVIZZI et al., 2007,
FREEMAN; LILLY, 1998).

A auto-imobilizacdo consiste na formacao de agregados celulares que afetam
diretamente o metabolismo celular e a producdo de metabdlitos celulares, a qual é
influenciada pela quantidade de indculo, pelas forcas mecanicas empregadas
durante a fermentacdo, pelos componentes e pela tensdo superficial do meio de
cultivo, assim como pela presenca de O: dissolvido (COVIZZI et al., 2007; FENG et
al., 2003; ZINDARSIC; PAVKO, 2001).

2.2.1 Suportes sélidos para imobilizacdo em superficie

Varios tipos de materiais que podem ser utilizados como suporte para
imobilizagdo, sdo descritos na literatura. Esses materiais devem ser encontrados
facilmente e em abundancia, ter baixo custo, ser de facil operacéo, ndo ser toxico
para a célula que se pretende imobilizar e ter alta resisténcia mecéanica. Os suportes

comumente utilizados para imobilizacdo de células microbianas sdo de origem
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biolégica como alginato, &gar, carragena entre outros ou sintéticos como é o caso da
poliacrilamida e polivinil alcool (MENDES et al., 2011).

Com intuito de manter a viabilidade celular quando submetidas aos processos
industriais, inUmeras pesquisas em relacdo ao suporte para a imobilizacdo por
adsorcao para bactérias probidticas, vém sendo realizadas ao longo dos anos. O
emprego de materiais como pedacos de frutas (macé e pera) (KOURKOUTAS et al.,
2001; 2005), bagaco de cana de acucar (DOMINGUEZ et al., 2001), grdos de
cevada (ALMEIDA et al., 2003) graos de trigo (BOSNEA et al., 2009; SIDIRA et al.,
2014), whey protein (SIDIRA et al., 2017), graos de soja (VITOLA et al., 2018) entre
outros, tem-se mostrado boas alternativas.

A busca por novos materiais deve estar relacionada ao tipo de alimento que o
biocatalisador sera aplicado e aos habitos alimentares do consumidor. Desta forma,
um cereal muito consumido nas refeicdes e que agrega valor aos derivados lacteos,
€ a aveia. A aveia (Avena sativa L.) se destaca pela sua elevada qualidade proteica,
conteudo lipidico com predominancia de acidos graxos insaturados, componentes
com propriedades antioxidantes, conteudo adequado de carboidratos, e alta
proporcdo de fibras alimentares, destacando-se as (-glucanas (CRESTANI et al.,
2010; DAOU; ZHANG, 2012;). As fibras alimentares sdo as responsaveis pelos
efeitos benéficos a salde humana e estdo presentes na aveia em valores que
variam de 7,1 a 12,1%. A concentracao de fibra alimentar soltvel do gréo de aveia é
relativamente maior quando comparada aos demais cereais (FUJITA; FIGUEROA,
2003; WOOD, 2007).

Cereais como a aveia, possivelmente estimulam o crescimento e a
sobrevivéncia dos probidticos devidos aos seus compostos prebioticos (CHEN et al.,
2006; TERPOU et al.,, 2017). Por ser um cereal consumido com determinada
frequéncia pela populacéo, flocos de aveia corroboram ser bons suportes para a

imobilizac&o e aplicagdo em iogurte.

2.3 Leites fermentados - iogurte

Os produtos lacteos sdo amplamente utilizados como carreadores de micro-
organismos probioticos, o que é favorecido pela composicao fisico-quimica do leite,
formando uma matriz protetora que acaba auxiliando na sobrevivéncia dos mesmos
as condicdes adversas do trato gastrointestinal (KOMATSU et al., 2008; RITTER et
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al., 2009). O iogurte é um produto altamente recomendado pelas suas
caracteristicas sensoriais e nutricionais, por ser rico em proteinas, calcio e fosforo,
conter baixo teor de gorduras e fonte de minerais como zinco e magnésio. Seu valor
nutricional é superior ao do leite em conteudo de vitaminas do complexo B, sendo
mais facilmente aceito por individuos com intolerancia a lactose (ROCHA et al.,
2008).

A boa digestibilidade da lactose no iogurte € devido a estimulacdo da
atividade da lactase da mucosa intestinal; o tempo de transito intestinal € reduzido
para o iogurte quando comparado com o leite; e devido a acdo da B-galactosidase,
gue aumenta a digestdo da lactose e, assim, reduz os sintomas da intolerancia.
Estas funcbes sdo atribuidas a algumas bactérias probidticas, que produzem a
enzima [-galactosidase, auxiliando na quebra da lactose no intestino, sendo
capazes de aliviar os sintomas da intolerancia a lactose (SAAD et al., 2013).

Conforme o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Leites
Fermentados, definido pela Instrucdo Normativa n® 46, entende-se por iogurte o
produto resultante da fermentacdo do leite pasteurizado ou esterilizado, cuja
fermentacdo se realiza com cultivos simbidticos de Streptococcus salivarius subsp.
thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus aos quais se podem
acompanhar, de forma complementar, outras bactérias acido-laticas que, por sua
atividade, contribuem para a determinacdo das caracteristicas do produto final
(BRASIL, 2007).

O eficiente desenvolvimento durante o processo de fermentagé&o do leite, para
a producdo de iogurte, se deve, basicamente, a capacidade simbibtica de
Streptococcus salivarius subsp. thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus. A bactéria S. thermophilus promove o crescimento de L. bulgaricus
removendo o oxigénio e promovendo a liberagdo de substancias estimulantes como
acido formico, acido pirtvico e CO2. Por outro lado, L. bulgaricus também estimula o
desenvolvimento de S. thermophilus pela liberacdo de determinados aminoacidos
principalmente glicina e histidina, necessarias ao seu crescimento e que Sao
provenientes da degradacédo das proteinas do leite (TAMINE; ROBINSON, 2000).

No entanto, nas Ultimas décadas, a busca por alimentos funcionais aumentou
consideravelmente, uma vez que o0s alimentos passaram a ser vistos ndo somente
como uma fonte de nutrientes, mas também como promotores de bem-estar e

saude, devido a reducdo do risco de doencas (CRUZ et al., 2017). logurtes
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funcionais possuem grande aceitacdo pelo publico em geral e apresentam excelente
valor nutritivo, sendo considerados bons veiculos para a incorporacdo e 0 consumo
de probidticos (SAAD et al., 2011).

Bactérias pertencentes aos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium, sdo mais
frequentemente utilizadas como suplementos probiéticos para alimentos, uma vez
gue tém sido isoladas de todas as porcdes do TGl humano. O ileo terminal e o célon
parecem ser, respectivamente, o local de preferéncia para colonizacao intestinal dos
lactobacilos e bifidobactérias (HOLZAPFEL; SCHILLINGER, 2002).

No Brasil, sdo encontrados produtos lacteos probidticos comerciais
diversificados, como o leite fermentado Yakult adicionado de L. casei shirota
(Yakult®), iogurte Activia e leite fermentado Actimel adicionados de B. animalis e L.
casei defensis, respectivamente (Danone®), o iogurte Bio Fibras acrescido de L.
acidophilus e B. lactis (Batavo®), e queijo Minas Frescal SanBIOS com B. lactis
(Santa Clara®).

Devido ao aumento da demanda por alimentos funcionais, diversas pesquisas
vém sendo incentivadas para o desenvolvimento de novos produtos. Como a
incorporagdo de probiodticos em uma matriz alimentar representa um grande desafio,
técnicas de imobilizacdo celular representam uma alternativa para manter a

viabilidade celular no alimento.
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Resumo

O presente estudo teve como objetivo avaliar Lactobacillus casei CSL3,
guanto a viabilidade de imobilizacdo celular em aveia e como cultura probidtica na
producédo de iogurte. Flocos de aveia foram utilizados como suporte na imobilizag&o
celular de L. casei CSL3, onde foi avaliada a viabilidade do biocatalisador
armazenado a 4 °C e -18 °C durante 60 dias. Para o iogurte produzido com o
biocatalisador (YCLI), foram realizadas andlises fisico-quimicas e viabilidade celular
nos tempos 0, 5, 10, 15, 20 e 25, simulagéo do trato gastrointestinal (TGI), qualidade
microbiolégica, caracterizacdo quimica e aceitacdo sensorial do produto.
Demonstrou melhor resultado o biocatalisador armazenado a 4 °C, que manteve sua
viabilidade durante os 60 dias de armazenamento. Lactobacillus casei CSL3,
imobilizado em flocos de aveia, como cultura probiética na producdo de iogurte,
manteve sua viabilidade (8,78log UFC.g') durante o periodo de armazenamento
refrigerado a 4 °C por 25 dias. Os flocos de aveia demostraram ser bons suportes
para imobilizacdo celular e o produto probidtico foi aceito sensorialmente, indicando

potencial de comercializacéo.

Palavras-chave: alimento funcional; biocatalisador; leite fermentado, viabilidade

celular.

1 Introducéo

Com o aumento da expectativa de vida da populacdo, observa-se

transformacdes na incidéncia e prevaléncia das doencas cronicas. Diante disso, 0
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consumidor tem buscado, cada vez mais, produtos que além de propriedades
nutricionais, oferecam beneficios a sua saude (Brown et al., 2018; Terpou et al.,
2016).

Produtos lacteos representam um dos maiores segmentos de mercado entre
os alimentos funcionais, sendo propostos como os veiculos mais promissores para a
entrega de ingredientes funcionais, como probidticos, prebiodticos, proteinas,
vitaminas e minerais (Akin & Ozcan, 2017).

Probiodticos sdo definidos como micro-organismos vivos que, quando
administrados em quantidades adequadas, conferem beneficios a saude do
hospedeiro (FAO/WHO, 2001). Estes micro-organismos devem atender a requisitos
basicos para assim serem caracterizados como probidticos, como resistir as
condicOes do trato gastrointestinal;, possuir capacidade de adeséo e colonizacao as
células intestinais; produzir substancias antimicrobianas e serem metabolicamente
ativos no intestino (Markowiak & Slizewska, 2017).

Além disso, é importante que, o produto probidtico apresente um numero de
micro-organismos viaveis de, no minimo, 10% a 10’ UFC.mL? ou g até o momento
do consumo (FAO/WHO, 2002). Dessa forma, tem sido sugerida a ingestdo minima
diaria de pelo menos 108 - 10° células viaveis em aproximadamente 100 g de
alimento, para fornecer um efeito probidtico ao consumidor (FAO/WHO, 2006).

Do ponto de vista tecnoldgico, a adicdo de bactérias probitticas em diferentes
matrizes alimentares apresenta desafios, ndo s6 devido as suas interacfes com
outros constituintes, mas também pelas condicbes adversas (como variacdo de
temperatura e pH) frequentemente empregadas durante o processamento e
armazenamento dos alimentos, o que pode levar a perdas na viabilidade do micro-

organismo. Para superar estas condicdes, técnicas de imobilizacdo vem sendo
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aplicadas para auxiliar na viabilidade, atividade e funcionalidade celular (Kourkoutas
et al., 2005; Mattila-Sandholm et al., 2002; Sidira et al., 2013).

A imobilizagdo celular consiste no confinamento fisico das células em uma
regido definida de espaco, na qual sdo mantidas suas atividades cataliticas em
processos de operacdo continua ou descontinua possibilitando a reutilizacdo das
mesmas (Krasrnan, Stloukal, Rosenberg, Rebros, 2016). A maioria dos processos
fermentativos industriais convencionais utiliza células livres em suspensdo, porém o
uso de micro-organismos imobilizados, permite um aumento da produtividade devido
a elevada concentragao celular (Bosnea et al., 2009; Krishnan et al., 2001).

Diferentes tipos de materiais utilizados como suporte na imobilizacao celular
foram relatados, como bagaco de cana de acucar (Dominguez et al., 2001), pedagos
de maca e pera (Kourkoutas et al., 2001; 2006), graos de cevada (Almeida et al.,
2003), gréaos de trigo (Bosnea et al., 2009; Sidira et al., 2014), proteina de soro de
leite (Sidira et al., 2017) e grédos de soja (Vitola et al., 2018). Segundo
Charalampopoulos et al. (2002), cereais podem aumentar a sobrevivéncia e a
estabilidade dos probidticos durante o processamento e armazenamento,
especialmente quando as células sdo usadas em um estado imobilizado.

A aveia (Avena sativa L.) se destaca pela sua elevada qualidade proteica,
componentes com propriedades antioxidantes e alta proporcdo de fibras
alimentares, destacando-se as B-glucanas (Crestani et al.,, 2010; Daou; Zhang,
2012;). Ainda, por ser um cereal consumido amplamente pela populacéo, flocos de
aveia corroboram ser bons suportes para a imobilizacdo celular e aplicacdo em
iogurte.

Diante do exposto, o presente estudo teve como objetivo avaliar a viabilidade

de Lactobacillus casei CSL3 em suporte de aveia e na aplicagdo em iogurte.
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2 Material e Métodos

2.1 Material

Como matéria-prima para a elaboracdo de iogurte e para a imobilizacdo
celular foram utilizados leite integral ultrapasteurizado (UHT, Santa Clara®), agucar
(Unido®) e aveia em flocos (Nestlé®). Todos os produtos foram adquiridos no

comeércio local em Pelotas/RS, Brasil.

2.2 Bactérias

Utilizou-se o isolado L. casei CSL3 proveniente de silagem de colostro e,
previamente caracterizado com potencial probiotico (Vitola et al., 2018), pertencente
a colecdo de bactérias probidticas e culturas iniciadoras do Laboratorio de
Microbiologia de Alimentos, do Departamento de Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial
da Universidade Federal de Pelotas (UFPel) e as culturas iniciadoras comerciais:
Streptococcus thermophilus e Lactobacillus delbruecki subsp. bulgaricus (Chr.

Hansen®).

2.3 Desenho experimental

O experimento foi completamente casualizado arranjado em esquema

trifatorial 2x2x6 (tipo de imobilizacdo, temperatura e tempo) para estudo da

viabilidade do isolado L. casei CSL3 imobilizado em aveia. Esquema bifatorial 2x3
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(formulacéo e etapas do trato gastrointestinal). Esquema unifatorial foi utilizado para

viabilidade do isolado L. casei CSL3 em iogurte e para analises de pH e acidez.

2.4 Imobilizacéo

A imobilizacdo do isolado L. casei CSL3 seguiu a metodologia proposta por
Bosnea et al. (2009), com adaptacdes. O isolado foi cultivado a 37 °C durante 24 h
em caldo De Man Rogosa and Sharpe (MRS, Acumedia®, Brasil), sob condi¢cdes de
anaerobiose. As células foram centrifugadas a 4.165 g durante 10 min a 4 °C,
lavadas com solucdo tampéao fosfato-salino (PBS) e centrifugadas novamente, nas
mesmas condi¢des. Flocos de aveia foram utilizados como suportes para as células.
A imobilizacdo foi realizada através da inoculacdo de 300 g de flocos de aveia
juntamente com 2,4 g (peso umido) das células em 600 mL de caldo MRS, e a
mistura foi incubada a 37 °C durante 48 h. A solucdo fermentada foi decantada e o
biocatalisador foi lavado trés vezes com PBS, com a finalidade de remocao de
células livres. Posteriormente, o biocatalisador foi dividido em duas porcdes para
armazenamento em diferentes temperaturas (4 °C e -18 °C) e para secagem por

liofilizacéo (Liotop, modelo L101).

2.4.1 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A visualizacdo da imobilizacdo das células de L. casei CSL3 em flocos de
aveia foi realizada através de MEV, utilizando o biocatalisador liofilizado e
magnetizado. A leitura foi realizada no Microscépio Eletrbnico de Varredura, em

modo alto e baixo vacuo, Jeol, JISM - 6610LV, com microssonda de EDS, no Centro
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de Microscopia Eletronica do Sul (CEME-SUL) da Universidade Federal do Rio

Grande (FURG).

2.4.2 Determinacdo da viabilidade de L. casei CSL3 com armazenamento em

diferentes temperaturas

Apos a imobilizacdo, a viabilidade de L. casei CSL3 foi avaliado através da
contagem de células viaveis dos biocatalisadores armazenados a 4 °C e -18 °C e
dos biocatalisadores liofilizados armazenados nas mesmas temperaturas. Para isso,
dez gramas de cada biocatalisador foram diluidos em 90 mL de &gua peptonada
0,1% (AP 0,1%, Acumedia® Brasil), submetidas a diluicdes decimais seriadas,
semeadas em agar MRS (Acumedia®, Brasil) e incubadas a 37 °C por 48 h, em
condicdes de anaerobiose. As contagens (UFC.g?) foram realizadas nos tempos 0,

3, 7, 15, 30 e 60 dias de armazenamento (APHA, 2002).

2.5 Producdo de iogurte probiético com bactériaimobilizada

A elaboracdo do iogurte consistiu de 1L de leite integral ultrapasteurizado
(UHT), 10% de acucar (sacarose), culturas iniciadoras (0,1%) e L. casei imobilizado
em aveia (35%) (Bosnea et al, 2016), denominado de YCLI.

Apos, a formulacéo foi fermentada em iogurteira (Fun Kitchen®) e incubada a
37 °C até atingir pH 4,6. O iogurte foi resfriado, envasado e mantido em refrigeracéo
(4 °C) até a execucdo das analises. Trés repeticbes foram realizadas para o

tratamento.
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2.5.1 pH e acidez

A determinagdo do valor de pH foi realizada em pHmetro digital AK151 -
AKSO®.

Foi realizada uma titulometria para determinar a acidez do produto, utilizando-
se NaOH 0,1N e fenolftaleina como indicador de viragem. Os resultados foram
expressos em percentual de acido latico presente na amostra.

As analises foram realizadas em triplicata nos tempos 0, 5, 10, 15, 20 e 25

dias de armazenamento do iogurte.

2.5.2 Viabilidade da cultura probidtica

A determinacado da viabilidade da cultura probidtica imobilizada foi realizada
através da contagem de células viaveis da amostra de iogurte realizada nos dias 0,
5, 10, 15, 20 e 25 de armazenamento do produto. Para determinacédo da contagem
de células viaveis, 10 g de amostra foram homogeneizadas em 90 mL de AP 0,1%,
seguida de diluicbes decimais seriadas. Apds, 0,1 mL da suspensdo em placas de
Petri contendo agar MRS suplementado com 0,02% de Bile Bovina (Sigma-Aldrich®)
foram inoculados. As placas foram colocadas sob condicbes anaerdbicas e

incubadas durante 48 h a 37 ° C (APHA, 2002).
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2.5.3 Avaliacéao in vitro da tolerancia de L. casei CSL3 ao trato gastrointestinal

(TGI) simulado

A simulacdo ao trato gastrointestinal (TGI) in vitro seguiu o método de
Madureira et al. (2011), com adaptacOes. A passagem pelo TGl foi realizada de
forma continua a 37 °C para simular a temperatura média corporal e, para simular 0s
movimentos peristalticos, utilizou-se agitacdo em shaker.

Foram elaborados os seguintes tratamentos: L. casei livre em caldo MRS
(CL) e iogurte com L. casei imobilizado em aveia (YCLI). Foram adicionados 10 mL
de amostra ao suco gastrico, o qual foi constituido por 90 mL de agua destilada, pH
2,5 ajustado com HCI 1M e adicionado 5% de pepsina (Sigma®) na concentracdo de
3 g mL*? preparada em solucdo de HCI 0,1M (Synth®). Apés a adicdo de pepsina, o
pH foi monitorado novamente e a mistura foi ajustada para pH 2. O tempo de
incubacao para a fase gastrica foi de 90 min a 130 rpm em shaker. A simulacdo da
porcao intestinal inferior (duodeno) ocorreu através da adicdo de 12,5% de solugao
contendo 2 g mL* de pancreatina (Sigma®) e de 12,5% de solugdo contendo 5 g mL"
! de sais biliares (Sigma®). Ambas solucdes foram preparadas em NaHCO3 0,1 M
(Synth®), e ajustadas para pH 5,0. A solucéo foi incubada em shaker por 20 min a 50
rpm. A simulacdo da porcao intestinal inferior (ileo) foi realizada pelo aumento do pH
para 6,5 usando NaHCO3 0,1 M e a solugéo foi incubada em shaker por 90 min a 50
rpm.

Para a enumeracédo das células viaveis, foi removido 1g de cada tratamento
ao final de cada etapa do TGl e diluicdes decimais seriadas foram realizadas. Para a
contagem de L. casei CSL3 imobilizado em aveia foi necessario, agitagcdo em Vortex

por 1 min para liberacdo das células imobilizadas.
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A simulacgéo foi continua, portanto, as contagens de células viaveis referem-
se ao volume atual de cada etapa do TGI, expressando resultados subestimados.
Para eliminar esse efeito foi necessario multiplicar os resultados obtidos em cada
etapa do TGI por um fator de correcdo (FC). Para se obter o fator de correcéo foi
necessério: (1) absoluto controle do volume das solu¢cdes que entraram em cada

etapa do TGl e (2) utilizacao da formula abaixo:

0,1
FC = Volume de amostra utilizado
Volume final de solugéo )

Onde FC corresponde ao fator de multiplicacéo e 0,1 corresponde ao valor de uma

diluicdo decimal.

2.6 Caracterizacdo do iogurte probiético com L. casei CSL3 imobilizado em

aveia

A caracterizagéo do iogurte (YCLI) ocorreu no 15° dia de armazenamento sob
refrigeracdo, onde foram realizadas andlises de gorduras, proteinas, umidade,

cinzas, textura, cor, analises microbioldgicas e avaliacado sensorial.

2.6.1 Gordura

O percentual de gordura foi determinado através do método Gerber, conforme

descrito por Atherton & Newlander (1977).
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2.6.2 Umidade e cinzas

O percentual de umidade foi determinado pelo método de secagem em estufa
a 105 °C e o percentual de cinzas foi determinado pelo método de incineracdo em

forno mufla a 550 °C (AOAC, 1995).

2.6.3 Proteinas e carboidratos

A analise de proteinas foi realizada através da determinacdo do teor de
nitrogénio total pelo método de Kjeldahl e convertido em proteina bruta pelo fator
6,38 (AOAC, 1995). Ja a andlise de carboidratos foi realizada por diferenga (AOAC,

1995).

2.6.4 Textura e cor

A textura foi avaliada utilizando um analisador de textura (TA-XT Plus, Stable
Micro Systems, Surrey, Reino Unido). As amostras foram analisadas imediatamente
apos a remocao do armazenamento refrigerado e adicionadas em um contéiner de
extrusdo de fundo padréo (50 mm de diametro) até 75% de sua capacidade. As
amostras foram comprimidas a 30% da altura original com disco de células de
extrusdo posterior (A/BE) (diametro de 40 mm, distancia de 30 mm da amostra;
velocidade de 1,0 mm/s) de acordo com o software de expoente de textura.
Parametros de firmeza (g), consisténcia (g/s) e coesividade (g) foram determinados.
Na avaliacdo da cor as amostras foram medidas para os valores CIE L* a*, b*

usando um colorimetro (Minolta Camera Ltda, Japao).
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2.6.5 Qualidade microbioldgica do iogurte

Quanto ao aspecto de seguranca dos produtos, foi analisado a presenca de
Salmonella spp. e a enumeracédo de coliformes termotolerantes, segundo APHA

(2002).

2.6.6 Avaliacéo sensorial

Para avaliacdo da aceitabilidade do iogurte probiético com L. casei CSL3
imobilizado em aveia (YCLI), foi realizada a andlise sensorial (ISO, 2014) com 100
avaliadores nao treinados, através do teste de aceitacdo avaliando os atributos de
sabor, aroma, cor, textura e aspecto global, utilizando-se uma escala hedbnica
estruturada de 9 pontos, com variacdo de desgostei muitissimo (1 ponto) a gostei
muitissimo (9 pontos). A avaliagdo foi realizada em cabines individuais, sob luz
fluorescente, umidade relativa 68% + 2 e temperatura 22 °C = 1. A intencdo de
compra também foi avaliada, através de uma escala de 5 pontos, com variacdo de
certamente compraria (1 ponto) para certamente ndo compraria (5 pontos). O projeto
foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Faculdade

de Medicina da UFPel, sob registro N°89945118.9.0000.5317.

2.7 Andlise estatistica

Os dados foram avaliados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro-wilk e

a homogeneidade da variancia pelo teste de Hartley. Apds, os dados foram

submetidos a analise de variancia ANOVA e, no caso de diferenca significativa, os
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fatores de tratamentos qualitativos com dois niveis foram comparados pelo teste t
(p<0,05) e com trés niveis comparados pelo teste de Tukey (p<0,05). Os esquemas
unifatoriais foram demonstrados graficamente com aplicacdo do intervalo de

confianca a 95% de probabilidade.

3 Resultados e discussao

3.1 Viabilidade de L. casei CSL3 imobilizado em aveia

O esquema fatorial 2x2x6 (imobilizacdo, temperatura e tempo) apresentou

efeito significativo para interacdo (p<0,05). As comparacbes das variaveis

gualitativas podem ser observadas na tabela 1. A viabilidade de L. casei CSL3 ao

longo do tempo pode ser observado na Fig 2.

Tabela 1. Viabilidade de Lactobacillus casei CSL3 (log UFC.gt) em diferentes

formas de imobilizacdo em aveia e em diferentes temperaturas de armazenamento

Tempo Imobilizado Imobilizado/liofilizado

(dias) -18 °C 4°C - 18°C 4°C

0 794 +046 aA 7,77+032 aA 7,40x0,31 aA 7,46%0,22 aA
3 751+043 aA 8,06+0,33 aA 6,87+0,15 bA 7,26+ 0,41 bA
7 749+0,34 aA 7,76+0,12 aA 7,34%+0,32 aA 7,65%0,14 aA
15 7,48+0,25 aA 8,00+0,16 aA 7,02+054 aA 7,06+0,43 bB
30 7,19+0,23 aA 754+049 aA 7,20+0,31 aA 7,04+0,32 aA
60 592+0,48 bB 6,88+0,23 aA 7,28+0,37 aA 6,94 +0,66 aA

C.V. (%) 4,96
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Letras minusculas diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa pelo teste T (p<0,05) na
forma de imobilizacéo, fixando os fatores de tratamento temperatura e tempo pelo teste T. Letras
maiusculas diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa pelo teste T (p<0,05) entre as

temperaturas, fixando os fatores de tratamento forma de imobilizacdo e tempo. Resultados em log

UFC.g™.

85
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S_~ 751 S S .
1 '@ O i.\ T T T .
g o 0] A== N L. casei (IMO a 4°C)
25 45 Y ———a—— L. casei (IMO a-18°C)
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5~ % — —o — L. casei (IMO/LIO a -18°C)
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0 0/{ IC 0,05 = 0,72

037 15 30 60
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Fig 2. Viabilidade de L. casei CSL3 em diferentes condi¢des de imobilizacdo em
aveia e de temperatura de estocagem. Barras verticais indicam o intervalo de

confianca a 95% de probabilidade.

Nao houve diferenca significativa (p<0,05), entre as diferentes formas de
imobilizacdo e diferentes temperaturas de armazenamento em 0, 7, e 30 dias. No 3°
dia houve diferenca significativa (p<0,05) na forma de imobilizacdo, porém, nédo
houve diferenca na temperatura de armazenamento.

Pode se observar uma reducdo de 2,02 log UFC.g' no biocatalisador
imobilizado armazenado a -18 °C no tempo 0 (7,94log UFC.g?) para o tempo de 60
dias (5,92log UFC.g?). A temperatura de congelamento utilizada no estudo (-18 °C),
reduziu a atividade metabdlica da bactéria e uma reducao da viabilidade do L. casei

CSL3 imobilizado. Isso se deve ao estresse mecanico e a cristalizacdo das
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estruturas celulares dos probitticos, de forma que quanto maior o tempo de
exposicdo as baixas temperaturas, menor sera a atividade celular (Tripathi; Giri,
2014).

No 15° dia de armazenamento, houve maior contagem de células viaveis de
L. casei CSL3 para a temperatura de 4 °C no biocatalisador imobilizado, sugerindo
uma multiplicacdo de L. casei CSL3. Kourkoutas et al. (2005), observaram que nao
houve perda de atividade celular apés promoverem sucessivas fermentacfes de L.
casei imobilizado em pedacos de frutas, apos longos periodos de armazenamento a
4 °C, fortalecendo a sobrevivéncia de L. casei imobilizado em biocatalisadores por
longos periodos de tempo.

Além disso, bactérias imobilizadas em biocatalisadores parecem ser mais
ativas do que as bactérias livres. As células imobilizadas combinam-se com
compostos dos biocatalisadores (proteinas, polissacarideos), produzindo um
material viscoso e elastico (biofilme). Os micro-organismos sofrem alteracdes
diversas durante o processo de imobilizacdo, portanto o biofilme protege os micro-
organismos das condicbes ambientais variaveis e assim, as células imobilizadas
apresentam maior produtividade, maior tolerancia a condicdes adversas e maior
resisténcia aos inibidores (Bosnea et al.,, 2016). De acordo com os resultados
obtidos, ndo se faz necessaria a liofilizacdo do biocatalisador para a aplicacdo em

iogurte, devido ao elevado custo, acarretando em um maior valor ao produto final.
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3.1.1 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A Microscopia Eletronica de Varredura permitiu observar a aderéncia das
células de L. casei CSL3 em flocos de aveia. A imobilizacdo celular de CSL3 em

flocos de aveia pode ser observada na Fig 3 A, B e C.

I
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CEME-Sul
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Fig 3. Microscopia eletronica de varredura (MEV) apos liofilizagdo do biocatalizador:
(A) L. casei imobilizadas na superficie da aveia (x 250); (B) L. casei imobilizadas na
superficie da aveia (x 500); (C) L. casei imobilizadas na superficie da aveia (x
1.000).

Resultado semelhante foi encontrado por Terpou et al. (2016) que utilizaram
bagas de espinheiro-maritimo (Hippophae rhamnoides L.) como suporte para a
imobilizacdo da cepa probiédtica L. casei ATCC 393, assim como Vitola et al. (2018)

gue avaliaram a viabilidade celular de L. casei CSL3 imobilizado em graos de soja.

3.2 Producéao de logurte probidtico

3.3.1 pH e acidez

Os valores de pH e acidez do iogurte imobilizado apresentaram efeito

significativo para o tempo (p<0,001). O efeito do tempo sobre acidez e pH pode ser

visualizado na Fig 4 A e B.

A B
5.0 1.0
4.7 | L . . . 0.9 -
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45 | % 0.8
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2 0.5 —&— L. casei CSL3imobilizado
3.8
{ IC 005 = 0,08 0-4/( IC 005 = 0,065
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Fig 4. pH (A) e acidez (B) de iogurte com adicdo de probidtico L. casei CSL3

imobilizado em aveia, armazenado a 4 °C. Barras verticais indicam o intervalo de
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confianga a 95% de probabilidade, sendo consideradas diferencas significativas

guando n&o houve sobreposicao entre as barras verticais.

Pode ser verificado que houve decréscimo significativo do pH, assim como
houve uma alta producao de &cido latico ao longo do tempo de armazenamento do
produto refrigerado a 4 °C. De acordo com Terpou et al. (2017), geralmente observa-
se uma maior producdo de &cido, tendéncia de menor pH, em produtos lacteos
contendo culturas probidticas adjuntas em comparacdo com produtos lacteos
comerciais. Além disso, uma maior producédo de acido durante a producao de iogurte
depende da multiplicacao, viabilidade e capacidade de L. casei CSL3 para fermentar
os carboidratos presentes no meio.

Bosnea et al. (2016) avaliaram a imobilizacdo de L. casei ATCC 393 em
macas frescas, uvas passas e graos de trigo como biocatalisadores em iogurte, bem
como um iogurte com células de L. casei livres. Ao contrario dos resultados desse
estudo, observaram valores de pH mais baixos para iogurtes com células de L. casei
livres. Até o 15° dia de armazenamento, o iogurte com L. casei livre apresentou o
valor de pH mais baixo (3,88), e no 30° dia de armazenamento todos os iogurtes
apresentaram valores de pH semelhantes sem diferenca significativa (p<0,05) e

variaram de 4,01 a 4,05.

3.2.2 Viabilidade da cultura probiética em iogurte

O efeito do tempo sobre a viabilidade da bactéria probiotica imobilizada foi

significativo (p=0,0134) (Fig 5).
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Fig 5. Viabilidade de Lactobacillus casei imobilizado em aveia em iogurte,
armazenado a 4 °C. Barras verticais indicam o intervalo de confianca a 95% de
probabilidade, sendo consideradas diferencas significativas quando n&o houve

sobreposicao entre as barras verticais.

Pode se observar que no tempo 5 houve uma reducdo na contagem do
probiotico em relacdo ao tempo zero. Também se verificou que a partir do 5° dia
houve multiplicacdo do micro-organismo, pois ndo foram observadas diferencas
significativas em relacéo ao tempo 0.

Durante todo o periodo de armazenamento, o iogurte com células probiéticas
imobilizadas apresentou altas taxas de sobrevivéncia (contagens acima de 8 log
UFC.gl), mantendo-se dentro dos niveis recomendados para probiéticos (acima de
7 log UFC.g1) até o 25° dia de armazenamento (FAO/WHO, 2002).

Os resultados encontrados no presente estudo corroboram com o de Sidira et
al. (2017), onde contagens de L. plantarum 2035 imobilizada em whey protein foram
detectadas em iogurtes probiéticos em niveis requeridos para conferir efeito

probiético (= 6 log UFC.g?), durante o armazenamento a 4 °C.
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Quando ingeridas, grande parte das bactérias, ndo resistem a passagem do
TGI, devido a acidez estomacal e a concentracdo dos sais biliares. Em vista disso, a
matriz alimenticia ideal para cepas probiéticas deve ter trés requisitos: apresentar
aspectos de seguranca, garantir a viabilidade das cepas durante a vida util do
produto e proteger o probiético durante a passagem pelo TGI, para que ele possa
colonizar o colon (Casarotti et al., 2015).

Diversas pesquisas tém demonstrado a protecdo e a viabilidade de culturas
probidticas durante a producdo, armazenamento e passagem pelo TGI. Através da
técnica de imobilizacdo celular, as culturas podem ser significativamente protegidas
em uma série de substratos, que incluem proteinas do leite a carboidratos
complexos (Ross et al., 2005; Sidira et al., 2015).

Produtos lacteos sdo considerados sistemas ideais para a veiculacdo de
micro-organismos probidticos, haja vista que contribuem para a manutencdo da
viabilidade do micro-organismo ao longo do TGI. Os probidticos apresentam
diversas vantagens durante a fabricacdo de um produto lacteo, como auxiliar na
conservacao do leite por meio da producdo de acido latico e de outros elementos
antimicrobianos, desenvolver caracteristicas sensoriais desejadas, aumentar 0s
valores nutricionais do produto, além de promover propriedades benéficas ao
organismo (Cruz et al., 2013).

Estudos vém sendo descritos, evidenciando a viabilidade celular de
probioticos imobilizados quando inseridos em produtos lacteos, como: pedacos de
frutas na producdo de queijo e leite fermentado (Kourkoutas et al., 2005; 2006),
farelo de trigo na producdo de leite azedo e iogurte (Terpou et al.,, 2016; 2017),

pedacos de maca fresca, passas secas e graos de trigo na producdo de iogurte
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(Bosnea et al., 2009; 2016), e whey protein na producédo de iogurte (Sidira et al.,
2017).

A insercdo de bactérias probidticas na producdo de alimentos apresenta
desafios, ndo apenas pelas interaces com outros constituintes, mas também pelas
condicbes adversas empregadas durante o processamento e armazenamento de
alimentos, dificultando a viabilidade do micro-organismo (Sidira et al., 2015). Para
superar estas deficiéncias, a técnica de imobilizacdo celular demonstra ser uma
alternativa para manter a viabilidade celular, atividade e funcionalidade dos

probioticos em alimentos, assim como foi constatada nesse trabalho.

3.2.3 Simulacéo do trato gastrointestinal

O esquema fatorial apresentou interacdo entre os fatores de tratamento

(p<0,05). As comparacOes das variaveis qualitativas podem ser visualizadas na

tabela 2.

Tabela 2. Simulacéo do trato gastrointestinal in vitro de L. casei CSL3 livre em caldo

MRS e iogurte L. casei CSL3 imobilizado em aveia (log UFC.g?)

Etapas TGl CL YCLI
Concentracéo inicial 9,59 8,81
Gastrica 1,81 +0,61* aB 0,85+0,11 bB
Duodeno 3,68+0,11 aA 0,90+0,07 bB
fleo 3,08+0,36 aA 1,10+ 0,07 DbA

Concentracéo final 6,51 7,71
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*Médias + desvio padrdo referente a reducdo em log da etapa do TGl em relacdo a concentracao
inicial. Letras minasculas diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa pelo teste T
(p<0,05) e letras mailsculas diferentes na mesma coluna indicam significativa pelo teste de Tukey

(p<0,05). CL - L. casei livre em caldo MRS, YCLI - iogurte L. casei imobilizado.

Pode-se observar que houve maiores reducdes para a bactéria livre nas
etapas das fases gastrica, duodeno e ileo em comparacdo com a bactéria
imobilizada. Além disso, houve morte celular na fase gastrica e duodenal, ndo sendo
verificado decréscimo significativo entre ileo e duodeno para bactéria livre. A
bactéria imobilizada apresentou uma reducdo moderada na fase gastrica (0,85 log
UFC.g%) e ndo houve reducdo na fase duodenal, contudo na fase entérica do ileo
constatou-se reducdo significativa. E necesséario destacar que mesmo a bactéria
livre estando em maiores concentracdes iniciais, percebe-se uma concentracédo final
menor em comparacdo com a bactéria imobilizada, indicando que o processo de
imobilizacdo ajudou a proteger as células probidticas das condi¢cfes gastricas.

Segundo Li et al. (2011), para se observar os efeitos benéficos no hospedeiro,
a cepa probiodtica deve ser capaz de sobreviver a exposicdo aos sucos gastricos e
intestinais e atingir o intestino grosso em quantidades suficientes para que ocorra
sua colonizagéo e proliferagdo. Para um produto ser comercializado no Brasil com a
denominacéo de probiotico, € necesséario apresentar resultados que comprovem a
tolerdncia da cultura utilizada a essas barreiras do TGI (suco gastrico e sais biliares).
Além disso, considera-se essencial que 0 micro-organismo apresente uma
guantidade de células viaveis suficientes para desempenhar suas funcbes benéficas

ao organismo do consumidor ao atingir o intestino (Brasil, 2008).



48

3.3 Caracterizacdo do iogurte probidtico com L. casei CSL3 imobilizado em

aveia

A caracterizacdo do iogurte com células de L. casei CSL3 imobilizadas em
aveia ocorreu no 15° dia de armazenamento sob refrigeracao, onde foi determinada
o percentual de umidade, cinzas, proteina, gordura, carboidrato, textura, cor e
realizadas andlises microbioldgica e sensorial. A caracterizacdo do iogurte
imobilizado com células de L. casei CSL3 em flocos de aveia esta descrita na tabela

3.

Tabela 3. Caracterizacao de iogurte com adicdo de L. casei CSL3 imobilizado em

aveia (YCLI) refrigerado a 4 °C

Caracterizacao fisico-quimica YCLI

Umidade (%) 77,78 £ 0,97
Cinzas (%) 0,53+0,01
Caracterizacao quimica Proteina (%) 15,83 £1,38
Gordura (%) 2,27 £ 0,06
Carboidratos (%) 3,82+1,75
Firmeza (g) 38,66 + 3,46
Textura Consisténcia (g/s) 232,74 £ 29,83
Coesividade (g) -16,85 + 3,56
indice de viscosidade (g/s)  -8,71 + 1,06
L* 83,66 + 2,24
Cor ax -0,93 + 0,62
b* 8,79 £ 0,40

L*: determina a posi¢éo do ponto sobre o eixo vertical de luminosidade; a*: ponto sobre o eixo a* (-)
verde (+) vermelho; b*: ponto sobre o eixo b* (-) azul (+) amarelo

De acordo com a Instrucdo Normativa 46 do MAPA (BRASIL, 2007), ndo ha
recomendacBes minimas de umidade, cinzas e carboidratos para produtos lacteos
fermentados, como o iogurte. Para ser considerado um produto integral deve possuir

matéria gorda minima de 3,0 g e valor minimo de proteinas de 2,9 g (g/100g). O
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logurte elaborado nesse trabalho foi adicionado de 35% de aveia (biocatalisador),
por isso o valor de gordura encontrado nesse trabalho 2,27% ficou um pouco abaixo
do requerido pela legislagdo. Ao contrario das proteinas, onde o valor encontrado
15,83% foi bem superior ao da legislagdo. Portanto, podemos inferir que a aveia
influenciou diretamente nas caracteristicas do produto, diluindo o percentual de
gordura e aumentando o percentual de proteinas, obtendo-se um produto com alto
valor proteico.

Quanto ao aspecto de seguranca do produto, ndo foi observada a presenca
de Salmonella spp. e as contagens de coliformes termotolerantes foi <3 NMP/qg,
indicando que estdo de acordo com os padrdes microbiolégicos vigentes (Brasil,
2001).

A andlise sensorial resultou em uma média de aceitacdo de 7,36 no aspecto
global, correspondendo a gostei regularmente na escala hedoénica de 9 pontos. O
indice de aceitacao foi calculado a partir do aspecto global, resultando em 81,7% de
aceitacado do iogurte com adicao de L. casei CSL3 imobilizado em aveia. Em relacéo
a intencdo de compra, a meédia observada foi de 2,02 na escala de 5 pontos,
correspondendo a 76% dos avaliadores, estando entre certamente compraria e
possivelmente compraria, sendo um resultado bastante satisfatério, representando

potencial mercadoldgico para o produto (Fig 6 A e B).
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Fig 6. Andlise sensorial de iogurte com adicdo de L. casei CSL3 imobilizado em
aveia armazenado a 4 °C. Analise de frequéncia para aceitagdo sensorial (A) e para

intencdo de compra (B)

4 Conclusao

Os flocos de aveia demostraram ser bons suportes para imobilizagéo celular
de L. casei CSL3, evidenciando a viabilidade durante os 60 dias de armazenamento.
O isolado L. casei CSL3, imobilizado em flocos de aveia, como cultura probiética na
producéo de iogurte, manteve sua viabilidade (8,78log UFC.g') durante o periodo de
armazenamento refrigerado a 4 °C por 25 dias. Além disso, o produto probi6tico foi

aceito sensorialmente, indicando potencial de comercializacao.
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4 Consideracoes finais

- Os flocos de aveia demostraram ser bons suportes para imobilizacéo celular,
pois o biocatalisador auxiliou na manutencgéo da viabilidade do probiético, bem como
pode ter influenciado na sua multiplicacdo durante o armazenamento refrigerado do

iogurte.

- O biocatalisador demonstrou-se viavel durante os 60 dias analisados,
destacando o imobilizado armazenado a 4 °C que mostrou melhores resultados.

- O iogurte com L. casei CSL3 imobilizado em flocos de aveia (YCLI),
manteve sua viabilidade (8,78 log UFC.g!) durante o periodo de armazenamento

refrigerado a 4 °C por 25 dias.

- O isolado L. casei CSL3 foi tolerante ao trato gastrointestinal simulado,
assim como o iogurte com L. casei CSL3 na forma imobilizada (YCLI), com

concentracées de 6,50 e 7,71 log UFC.g}, respectivamente.

- O produto probidtico foi aceito sensorialmente, indicando um produto com

potencial para comercializacéo.

- Mais estudos s@o necessarios para determinar o potencial probiotico de L.

casei CSL3, utilizando critérios de selecao in vivo.
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