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RESUMO

Bactérias lacticas (BAL) possuem diversas aplicacfes na industria de alimentos
considerando o potencial tecnoldgico, o incremento de caracteristicas sensoriais a
produtos e capacidade probidtica de alguns isolados. O objetivo deste trabalho foi
prospectar a aplicacdo de bactéria lactica probidtica, Lacticaseibacillus rhamnosus
LB1.5 proveniente de leite de bdfala, visando o desenvolvimento de produto funcional,
bem como, avaliar o efeito de polissacarideo encapsulante (alginato de sédio) na
viabilidade de L. rhamnosus LB1.5 em sorvete de leite de bufala. Para isso, o0 sorvete
foi preparado e, posteriormente, foi adicionado a cultura probiética em forma livre e
microencapsulada. A viabilidade foi avaliada durante 60 dias, quando armazenadas a
-18°C. Além disso, foram avaliadas a capacidade de acidificacdo do produto, a
atividade antimicrobiana do isolado frente a indicadoras patogénicas e realizada
analise bromatologica de trés amostras de sorvete de leite de bufala com o probiotico
livre e microencapsulado. Os resultados do estudo demonstraram possibilidade de
associacdo da L. rhamnosus LB1.5 com culturas probidticas, capacidade de
acidificacdo e atividade antimicrobiana frente a indicadoras patogénicas: Listeria
monocytogenes ATCC 7644, Escherichia coli ATCC 10536, Salmonella Enteritidis
ATCC 13076, Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Corynebacterium fimi NCTC
7547. Foi demonstrada, ainda, a viabilidade do isolado em forma livre, cuja contagem
manteve-se compativel com a concentragdo probidtica (10° a 10° UFC/mL). Ja o
microencapsulado apresentou liberacgédo variavel, entre 10* UFC/mL e 10° UFC/mL. O
sorvete de leite de bufala desenvolvido demonstrou ser um excelente veiculo para

adicao de probidticos.

Palavras-chave: Bactéria acido-lactica. Inocuidade. Produto funcional. Sorvete

probiotico.



ABSTRACT

Lactic acid bacteria (LAB) have several applications in the food industry considering
the technological potential, the increase of sensory characteristics to products and the
probiotic capacity of some isolates. The objective of this work was to prospect the
application of probiotic lactic acid bacteria, Lacticaseibacillus rhamnosus LB1.5 from
buffalo milk, aiming at the development of a functional product, as well as to evaluate
the effect of encapsulating polysaccharide (sodium alginate) on the viability of L.
rhamnosus LB1.5 in buffalo milk ice cream. For this, the ice cream was reconstituted
and, later, it was added to the probiotic culture in free and microencapsulated form.
Viability was evaluated for 60 days when stored at -18°C. In addition, the acidification
capacity of the product, the antimicrobial activity of the isolate against pathogenic
indicators were evaluated and a bromatological analysis of three samples of buffalo
milk ice cream with the free and microencapsulated probiotic. The results of the study
demonstrated the possibility of association of BAL with probiotic cultures, acidification
capacity and antimicrobial activity against pathogenic indicators: Listeria
monocytogenes ATCC 7644, Escherichia coli ATCC 10536, Salmonella Enteritidis
ATCC 13076, Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Corynebacterium fimi NCTC
7547. It was also demonstrated the viability of the isolate in free form, whose count
remained compatible with the probiotic concentration. The microencapsulated one
presented variable release, between 10* and 10° CFU/mL. The buffalo milk ice cream

developed proved to be an excellent vehicle for adding probiotics.

Keywords: Functional product. Innocuity. Lactic acid bacteria. Probiotic ice cream.
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1 INTRODUCAO

Bactérias acido-lacticas (BAL) compreendem o grupo de bactérias gram-
positivas, bacilos, cocos ou cocobacilos, catalase negativa, ndo formadoras de
enddsporos produtoras de acido latico. Sdo amplamente empregadas em alimentos,
uma vez que apresentam caracteristicas tecnoldgicas, tais como fermentacdo de
lactose, atividade proteolitica e capacidade de acidificacdo do meio. Além disso,
muitas espécies apresentam capacidade probiética, que auxiliam no desenvolvimento
de novos produtos alimenticios funcionais (ALBUQUERQUE et al., 2021).

Probioticos sdo microrganismos vivos, bactérias ou leveduras néo patogénicos,
gue ao serem administrados ou consumidos em quantidades adequadas, conferem
efeito benéfico a saude do hospedeiro (FAO/WHO, 2002; HILL et al., 2014). Os
probidticos podem ser veiculados a dieta humana por meio de diversas matrizes
alimentares, com destaque para os produtos lacteos, como iogurte e bebidas lacteas.
Além disso, devido a atual demanda da populacdo por alimentos mais saudaveis,
funcionais e com alto valor nutricional, busca-se o desenvolvimento de novos
alimentos probiéticos (BERNAL-CASTRO et al., 2019; MARGALHO et al., 2020).

Nesse contexto, o leite de bufala ganha notoriedade por apresentar
propriedades vantajosas para o desenvolvimento de novos alimentos funcionais, uma
vez que proporciona maior rendimento de produgao se comparado com o leite bovino,
além de possuir elevada quantidade de proteina, lactose, vitaminas, minerais,
gordura, extrato seco e solidos totais (PINTO et al., 2018; BAILONE et al., 2017,
VERRUMA; SALGADO, 1994).

No ambito dos produtos lacteos, o sorvete pode ser uma alternativa para
incorporacgdo de probidticos, uma vez que, além de uma excelente fonte de nutrientes,
possui aceitabilidade por diferentes publicos e atende aos critérios de exigéncia de
mercado, cada vez mais competitivo.

Logo, esse trabalho visou prospectar a aplicacdo de microrganismo probidtico
L. rhamnosus LB1.5 em matriz lactica funcional, avaliando as propriedades

antimicrobianas e tecnoldgicas do isolado.
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1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo Geral

Explorar as propriedades de isolado probiotico, Lacticaseibacillus rhamnosus
LB1.5 proveniente de leite de bufala, visando o desenvolvimento de sorvete funcional

desta matéria-prima.

1.1.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a capacidade antimicrobiana de bactéria acido-lactica frente a
bactérias indicadoras patogénicas.

e Promover a microencapsulacdo de isolado probidtico com alginato de
sodio.

e Avaliar a viabilidade de Lacticaseibacillus rhamnosus LB1.5 em matriz

alimentar.



15

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Leite bubalino: caracteristicas e contexto microbiolégico

O leite de bufala representa aproximadamente 14 % da producdo mundial
de leite, com populacdo total de animais de 201,1 milhdes (FAO, 2018). Essa
populacdo esta concentrada no continente asiatico (96,9 %), sendo o leite mais
produzido, na india (CAVALI; PEREIRA, 2020).

No Brasil, a producdo de leite bubalino vem aumentando, haja vista o
interesse pelos consumidores em produtos com as vantagens nutricionais e
caracteristicas organolépticas marcantes presentes nos derivados desta matéria-
prima. A Associacédo Brasileira de Criadores de Bufalos (ABCB) projeta o aumento
anual de 10 % na producédo de carne e de leite bubalino, j& que os animais sao
caracterizados pela dupla aptidao (MIRANDA, 2021). A prospeccao do
desenvolvimento da bubalinocultura é justificada pela adaptabilidade e rusticidade
desses animais que, associado ao avang¢o zootécnico, possibilita o aumento
populacional a cada ano (LIMA et al., 2014; BARRETO et al., 2010).

O leite de bufala apresenta caracteristicas que o diferenciam do leite
produzido por outras espécies, uma vez que possui valor nutricional com elevado
teor de gordura (6,85 a 8,16 %), proteina (3,68 a 4,50 %), minerais (calcio 1,88 %,
ferro 0,12 mg, fosforo 0,09 a 1,2 %, magnésio 0,18 %), vitamina A (204,27 Ul),
concentracéo reduzida de colesterol (214 mg) e amino&cidos essenciais, com valor
elevado de &cido linoleico conjugado (CLA) (CAVALI; PEREIRA, 2020; VERRUMA,;
SALGADO, 1994). Em estudos realizados referentes a composicdo do leite
bubalino, ha variagcbes em suas concentracfes (Tabela 1), que podem ser
justificadas devido ao tipo de manejo empregado, condicdes ambientais e
individuais dos animais, como raca, idade e estagio de lactacdo (AMARAL et al.,
2005; AHMAD et al., 2013; LIMA et al., 2014; VARGAS-RAMELLA et al., 2021,
GODINHO et al., 2020).

Entre outros fatores, o leite de bufala produzido no Brasil, apresenta
crioscopia entre — 0,531 e - 0,548 °C, densidade entre 1,025 e 1,047 g/mL; pH entre
6,41 e 6, 47; acidez entre 14 e 20 °D (HUHN et al., 1991). Além disso, a quantidade
de caseina € maior quando comparado ao leite bovino, o que confere maiores

valores de acidez, tendo em vista que os aminoacidos anféteros constituintes dessa
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proteina, sao titulados como acidos, no processo de acidimetria Dornic (FURTADO,
1980; HUHN et al., 1991).

Tabela 1. Composi¢éo quimica do leite de bufala, por diferentes autores.

Autor Proteina (%) Gordura (%) Lactose (%) Sélidos Totais (%)
Amaral et al. (2004) 4,19 6,83 4,93 17,19
Coelho et al. (2004) 4,20 6,83 5,02 17,23
Godinho et al. (2020) 4,06 55 5,07 15,5
Hihn et al. (1982) 3,68 6,8 3,83 17,50
Lima et al. (2014) 4,24 5,44 4,77 15,42
Macedo et al. (2001) 4,13 6,59 - 17,01
Zanela et al. (2011) 4,02 5,81 4,90 15,97
Verruma e Salgado (1994) 4,5 8,16 - 17,0

As caracteristicas de composicédo conferem alto rendimento na producéo
de derivados como na elaboracéo de queijos, produtos fermentados, iogurte, doce
de leite e sorvete (NERES et al., 2013). Estudos relatam o alto rendimento em
gueijos produzidos com leite de bufala, gquando comparados com a rentabilidade de
produzidos com leite bovino: para a fabricacdo de 1 kg de queijo mucarela sédo
necessarios 5 a 8 L de leite bubalino ou 10 a 12 L de leite bovino (SILVA et al.,
2006); para produzir 1 kg de manteiga, sdo necessarios 14 L de leite de bufala ou
20 L de leite bovino (LIMA et al., 2014).

Quanto as caracteristicas organolépticas, essa matéria-prima apresenta
sabor adocicado e coloracdo branca, devido a auséncia de (B-caroteno em sua
composi¢cdo quimica, o que confere isso também aos produtos derivados
(VERRUMA; SALGADO, 1994).
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Apesar de diversos estudos quanto a composic¢ao fisico-quimica do leite de
bufala produzido no Brasil, até entdo, ndo ha legislacdo federal especifica que
regulamente tais parametros de referéncia (DI DOMENICO, 2019), semelhante ao
gue ocorre com o leite bovino, no Regulamento da Inspecgéo Industrial e Sanitaria
de Produtos de Origem Animal (RIISPOA). Porém, existe a Resolucdo da
Secretaria de Agricultura e Abastecimento n° 24, de 10 de janeiro de 2008, que
regulamenta alguns parametros de identidade de leite de bdfala produzido em Séo
Paulo, o qual considera normal a presenca de: 4,5 % de teor de gordura minima,
acidez entre 14 e 23 °D; pH entre 6,4 e 6,9; no minimo, 8,57 % de extrato seco
desengordurado; densidade entre 1,028 e 1,034 (a 15 °C) e indice crioscépico entre
-0,520 e -0,570 (SAO PAULO, 1994).

A importancia do consumo do leite de bufala fluido ou de seus derivados,
vai além da qualidade nutricional apresentada. Estudos demonstraram que
pessoas alérgicas ao leite bovino, ndo apresentam a mesma reacao inflamatéria
guando realizada a substituicdo pelo leite bubalino, o que é justificado pela
auséncia da proteina p-caseina Al, que € a responsavel pelo desencadeamento
de reacdes alérgicas (DE PAULA et al., 2021; MISHRA et al., 2009; SHEEHAN;
PHIPATANAKUL, 2009).

O leite de bufala cru, antes do processo de pasteurizacdo, contém uma
populacao bacteriana diversificada, pois 0 seu alto teor de nutrientes e o pH quase
neutro favorece o crescimento de muitas bactérias lacticas. Como ja mencionado,
bactérias acido-lacticas sdo o principal grupo de probidticos, sendo
Lacticaseibacillus e Bifidobacterias as mais conhecidas. Apesar de menos
prevalentes, Pseudomonas e Acinetobacter spp. também podem ser isolados
(VARGAS-RAMELLA et al., 2021). Inclusive, algumas bactérias lacticas isoladas
de leite bubalino tém demonstrado capacidade probiética, conforme demonstrado
em estudo por Breyer et al. (2021). Porém, ha poucos estudos publicados que
explorem o potencial microbiolégico de isolados desta matéria-prima (BREYER et
al., 2021; KURTZ et al., 2021; VARGAS-RAMELLA et al., 2021; GODINHO et al.,
2020; JERONYMO, 2013).

2.2 Funcionalidade de probidticos e matriz lactea
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Alimentos funcionais sao classificados como aqueles que, além de seu
valor nutricional, sdo capazes de promover efeitos benéficos a saude do
consumidor, desempenhando reducé&o ao risco de doencas degenerativas crbnicas,
como cancer, diabetes, entre outras. Dentre os principais produtos funcionais ja
estudados, encontram-se o0s produtos probidticos (MORAES; COLLA, 2006;
SOUZA et al., 2003).

A incorporacao de probioticos na alimentacéo visa atender a demanda de
consumidores que buscam uma vida mais saudavel, uma vez que muitos estudos
correlacionam o desequilibrio na dieta com o desenvolvimento de doencas cronicas
(ROLIM et al., 2020; MORAES; COLLA, 2006).

Bactérias acido-lacticas inoculadas em iogurte de leite de bufala
apresentaram melhores resultados relacionados a viabilidade celular, quando
comparadas ao iogurte produzido a partir de leite bovino, inclusive, manteve-se a
concentracdo correspondente a probidtico. Tal resultado demonstra a
potencialidade funcional de incorporacdo da matéria-prima leite de bufala para

desenvolvimento de produtos funcionais (SILVA et al., 2020).

2.2.1 Microrganismos probidticos e seus beneficios

Probioticos sdo uma importante categoria de alimentos funcionais, definidos
como “microrganismos vivos que, ao serem administrados em quantidades
adequadas, oferecem beneficios a saude do hospedeiro” (FAO/WHO, 2002).
Porém, para exercer tal efeito, devem tolerar o trato gastrointestinal e permanecer
viaveis ao final do prazo de validade do alimento em concentracdo entre 10° e 10°
Unidades Formadores de Colonia (UFC) por mL (GANGULY et al., 2019; HILL et
al., 2014). Conforme a FAO (2002), as bactérias com potencial probiético devem
também atender aos critérios de substancia segura GRAS (Generally Recognized
as Safe), ou seja, ter auséncia de fatores de viruléncia e patogenicidade, e serem
sensiveis a antimicrobianos.

Estudos destacam o uso de probiético como aliado a saude humana e
animal, sendo as bactérias probiéticas amplamente empregadas, pertencentes aos
géneros Lacticaseibacillus, Enterococcus e Bifidobacterium (ROLIM et al., 2020;
MARTINS et al., 2019; HILL et al., 2014).
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O consumo regular de produtos probioticos promove a modulagcdo do
sistema imunologico, reducdo dos niveis de colesterol, regulacdo do sistema
digestorio, reduz episodios de rinite alérgica, tem efeitos benéficos associados a
prevencéo de cancer, entre outros (HILL et al., 2014; VARGAS-RAMELLA et al.,
2021; COELHO et al., 2016, VITETTA et al., 2017; PAITAN et al., 2019; SURYANI,
2015; HERNANDEZ-GONZALEZ et al., 2021). O sistema digestdrio é beneficiado
pelo equilibrio da microbiota “natural” e pela inibicdo de crescimento de bactérias
patogénicas, uma vez que probidticos podem exercer efeito antimicrobiano por
antagonismo ou interagdes competitivas (SHI et al., 2020). Sendo assim, €&
recomendada a incorporacdo de microrganismos benéficos, uma vez que
associados a nutricdo adequada, conferem eficiéncia biolégica aos sistemas
imunoldgico e digestorio (PATEL et al., 2015).

Os probidticos estédo disponiveis ao consumidor nos seguintes produtos:
iogurtes, leites fermentados, formulacdes infantis, leite em pd, sobremesa lactea,
incorporados a bebidas a base de soro de leite, sorvetes, queijos, cereais, sucos e
produtos carneos, entre outros (CRUZ et al., 2017; SIMEONI et al., 2014).

2.2.2 Sorvete funcional

A legislagéo brasileira, através da Portaria n° 379, de 29 de abril de 1999, da
Agéncia de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que trata do Regulamento Técnico para
Fixacdo de ldentidade e Qualidade de Gelados Comestiveis, Preparados, Pos para
o0 Preparo e Bases para Gelados Comestiveis, define que o sorvete € uma
sobremesa congelada elaborada basicamente com leite e/ou derivados lacteos,
acrescido ou ndo de outras matérias-primas de origem nédo lactea. Conforme em
seu Anexo 1, sorvete de leite tem a composi¢cdo minima de: 28 % de sélidos totais,
2,5 % de gordura lactea e 2,5 % de proteina de leite (BRASIL, 1999).

O Ministério da Saude, através da Resolucdo de Diretoria Colegiada (RDC)
n° 266, define de forma abrangente os gelados comestiveis como aqueles obtidos
pela emulsdo de gorduras e proteinas, ou aqueles elaborados a partir de agua e
acucares que apresentem densidade minima de 475 g/L (BRASIL, 2005).

Segundo a Cartilha de Boas Praticas de Fabricag¢do na Industria de Gelados
do Servico Brasileiro de Apoio as Micro e Pequenas Empresas (SEBRAE, 2011),

0s sorvetes podem ser classificados conforme o teor de gordura em: sorbet (0 %
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de gordura); sherbert (1 a 2 %), sorvete tradicional (6 a 10 %), sorvete premium (10
a 16 %) e sorvete superpremium (superior a 16 %). O teor de gordura esta
diretamente relacionado a cremosidade do produto.

O sorvete pode ser uma alternativa para incorporagédo de probiéticos, uma
vez que, além de uma excelente fonte de nutrientes, possui aceitabilidade por
diferentes publicos e atende aos critérios de exigéncia de mercado, cada vez mais
competitivo (AFZAAL et al., 2019, ROY et al., 2021).

2.3 Lacticaseibacillus rhamnosus

Bactérias acido-lacticas séo classificadas como bactérias gram-positivas,
catalase negativas, coco ou bacilos ndo-esporulados, anaerébicas facultativas ou
microaerdfilas, 4cido-tolerantes; crescem a temperatura entre 10 °C e 45 °C e pH
entre 4,0 e 4,5 (AHMED et al., 2021; TORTORA et al., 2017). Frequentemente séao
empregadas na indastria de alimentos, tendo em vista a incorporacdo de
propriedades organolépticas e atuarem como culturas starters ou probidticas
(MADERA et al., 2003; TORTORA et al., 2017).

Conforme a nova classificacdo taxondmica referentes as caracteristicas
genotipicas do género Lactobacillus, o qual 261 espécies foram subdivididas em 25
géneros, sendo 23 géneros novos, incluindo o género Lacticaseibacillus (ZHENG
et al., 2020; BRASIL, 2021). Sendo assim, os microrganismos classificados,
anteriormente ao ano da publicagdo, como Lactobacillaceae, poderdo continuar
utilizando o termo genérico “lactobacilos”, conforme Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitéria (BRASIL, 2021).

Cepas de Lacticaseibacillus rhamnosus sdo amplamente estudadas e
utilizadas como probibticos, por apresentarem capacidade de adesdo e
colonizagdo, fatores determinantes para modulacdo do sistema imunoldgico
(AHMED et al.,, 2021; CAPURSO, 2019). Além disso, exibem capacidade
antimicrobiana ao reduzirem a populacdo de bactérias indesejaveis, pela reducao
do pH ou pela producdo de metabdlitos como peroxido de hidrogénio, diacetil,
diéxido de carbono e bacteriocinas (JERONYMO, 2013; BROMBERG et al., 2006).
No entanto, pesquisas sao realizadas buscando-se aumentar a viabilidade destas

bactérias em matrizes alimentares, uma vez que L. rhamnosus sdo naturalmente
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sensiveis a variacdo de pH, enzimas, sais biliares e microbiota nativa (ALVAREZ
et al., 2022).

2.4 Microencapsulacéo

Microrganismos fastidiosos quando acrescidos em meios que
proporcionam condicfes desfavoraveis ao seu desenvolvimento, necessitam de
tecnologias que os protejam do ambiente externo, mas que o mantenham viaveis,
sendo a técnica de microencapsulacdo uma das mais empregadas (ETCHEPARE
et al., 2015).

Amplamente empregada na industria, a técnica de microencapsulacéao
consiste em aplicar um revestimento polimérico a particulas sélidas, goticulas
liguidas ou material gasoso, formando capsulas protetoras de tamanho reduzido
gue podem liberar o contetudo protegido de forma controlada ou sob condicdes
especificas (FAVARO-TRINDADE et al., 2008; ETCHEPARE et al., 2015). Dentre
0S materiais encapsulados, destacam-se 0s pigmentos, conservantes, enzimas,
acidulantes e microorganismos (KAREL; LANGER, 1988). Quanto aos
revestimentos que podem ser utilizados, ha os hidrocoloides (agar, alginato de
sbédio, carragena), carboidratos (dextrina e sacarose), derivados de celulose,
lipidios, materiais inorganicos (sulfato de calcio e silicatos); proteinas do gluten,
ceras hidrofilicas ou lipofilicas, que sao selecionados conforme as particularidades
do material a ser encapsulado (FAVARIN, 2014).

Alginato de sddio € um biopolimero, extraido de algas, utilizado como
agente encapsulador que retém células microbianas em uma matriz polimeérica,
tornando a estrutura semipermeavel, o que promove a liberagdo controlada do
conteudo (FAVARO-TRINDADE et al., 2008). Além de microrganismos, capsulas
comestiveis podem ser empregadas em enzimas, nutrientes, acidulantes,
pigmentos, aditivos de sabor, entre outros (FAVARIN, 2014). Dentre as vantagens
da utilizacdo do alginato como agente encapsulante, ressalta-se a néo toxicidade
do composto, a auséncia de interacdo com 0 microrganismo, baixo custo,
possibilidade de aplicacédo em escala industrial e aceitabilidade como aditivos de
alimentos (SHEU; MARSHALL, 1993).

Existem diversas técnicas de protecdo as particulas (sélidas, liquidas ou

gasosas) como técnica da emulsdo, emulsificacdo em fase continua, leito
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fluidizado, coacervacéo, liofilizacdo, spray dryer, entre outras, que Ss&o
selecionadas de acordo com a particularidade do material. Porém, a Técnica de
Extrusdo é uma das mais empregadas, e consiste em ejetar por uma seringa
equipada com agulha, mistura de solucéo hidrocoloide (alginato de sédio) e solucao
de microrganismo, em solucdo desidratante (cloreto de calcio), para endurecimento
da cépsula (FAVARIN, 2014).

Conforme Afzaal et al. (2019), a encapsulacdo de probidticos com
biopolimeros, como alginato de sédio, além de favorecer a viabilidade da cultura
guando inserida a sorvete, aumenta a taxa de sobrevivéncia desta em condi¢oes
simuladas do trato gastrointestinal, 0 que incentiva o desenvolvimento de outros

produtos funcionais probiéticos.

3 METODOLOGIA

3.1 Microrganismos e condi¢cdes de cultivo

Bactérias lacticas foram isoladas de leite cru de bufala, proveniente de
tanque de refrigeracéo de laticinio localizado no municipio de Cassino, Rio Grande
do Sul, Brasil, entre os anos de 2007 e 2011. Lacticaseibacillus rhamnosus LB1.5
foi selecionada quanto a inocuidade e ao potencial probiético, haja vista a auséncia
de fatores de viruléncia e comprovada capacidade de adesdo, agregacdo e
toleréncia as condi¢des de simulagéo intestinal (BREYER et al., 2021). Este isolado
foi reativado em caldo de Man Rogosa Sharpe (MRS; Merck, Alemanha),
suplementado com Tween 80 (Dinamica, Brasil), a 37 °C, por 24 h e semeado em
agar MRS. Culturas comerciais foram empregadas neste estudo, tais como
Lacticaseibacillus rhamnosus FAGRON™, Lacticaseibacillus paracasei (isolado de
leite fermentado) e fermento comercial para preparo de iogurte (Biorich®, contendo
L. acidophilus LA-5®, Bifidobacterium BB-12® e Streptococcus thermophilus). Estes
isolados foram cultivados nas mesmas condi¢des citadas acima.

As culturas indicadoras Escherichia coli ATCC 10536, Listeria
monocytogenes ATCC 7644, Salmonella Enteritides ATCC 13076, Staphylococcus
aureus ATCC 25923 e Corynebacterium fimi NCTC 7547 foram reativadas em caldo

Brain Heart Infusion (BHI; Oxoid, Inglaterra) e incubadas a 37 °C, por 48 h.
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3.2 Leite de bufala

O leite de bufala utilizado neste estudo foi produzido pelo rebanho bubalino
da Estacdo Experimental Agronémica da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul (EEA-UFRGS), localizado em Eldorado do Sul/RS.

O leite foi transportado sob refrigeracdo até o Instituto de Ciéncias
Biol6gicas da Saude (ICBS), onde foi transferido para frascos estéreis de Schott e
aquecido a 110 °C, por 10 min, para esterilizacdo. Apos o resfriamento, com o
auxilio de alca de platina, foi realizada a inoculacdo em placa MRS e Plate Count
Agar (PCA; Kasvi, Italia), sendo incubadas a 37 °C, por 72h, para verificacdo da
eficiéncia do processo de esterilizacédo, pela auséncia de crescimento bacteriano.

O leite bubalino foi armazenado sob refrigeragéo, a 4 °C, por 48 h.

3.3 Capacidade de acidificacdo do meio por L. rhamnosus LB1.5

Para avaliacao do potencial hidrogeniénico (pH) de cultivo de L. rhamnosus
LB1.5, 50 pyL de pré-inéculo contendo a bactéria selecionada foi inoculado, em
triplicata, em potes de coleta estéril contendo 5 mL caldo MRS. Os inéculos foram
mantidos a 37 °C, por 48 h, e o pH foi avaliado nos tempos 0 h, 2 h, 6 h, 24 h e 48
h, por pHmetro digital (KASVI).

3.4 Coexisténcia entre L. rhamnosus LB1.5 e culturas comerciais

A avaliacdo de coexisténcia entre L. rhamnosus LB1.5 e as bactérias
comerciais Lacticaseibacillus paracasei LF e o fermento lactico Biorich® foi
realizada através do método da gota modificado, descrito por Motta et al. (2008).

Primeiramente, o isolado Lacticaseibacillus rhamnosus LB1.5 foi inoculado
em agar MRS, a 37 °C, por 48 h. Apoés o periodo de incubacéo, com auxilio de alca
de platina, retirou-se uma colonia deste cultivo para adi¢édo a tubo de vidro contendo
5 mL de solucdo salina 0,85 % Cloreto de Sédio (NaCl). A solucéo salina foi
padronizada, conforme grau de turbidez, em 0.5 de Densidade Optica (OD),
comparando com o grau de turbidez da escala de McFarland, que corresponde a
concentragdo de 108 UFC/mL. Essa solucéo foi espalhada, com o auxilio de suabe

estéril, por toda a superficie de placa de agar leite, em trés direcdes.
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As culturas comerciais utilizadas na avaliacdo de coexisténcia,
Lacticaseibacillus paracasei LF e o fermento lactico comercial Biorich®, foram
previamente inoculadas em 5 mL de caldo MRS, a 37 °C, por 48 h. A partir deste
cultivo, retirou-se uma aliquota de 100 pL e adicionou-se a 10 mL de caldo MRS, o
qgual foi mantido em estufa, & 37 °C, por 48 h, para obtencdo de concentracao
equivalente a 108 UFC/mL. Posterior ao periodo de incubagdo, 1 mL do cultivo
padronizado foi transferido para Eppendorf estéril, em triplicata, e submetido a
centrifugacéo a velocidade de 10.000 rpm, durante 15 min. Separou-se, entdo, 900
uL do sobrenadante livre de células (SLC) em novo Eppendorf estéril, realizando
etapa de mensuracédo de pH, com fita indicadora.

Uma aliquota de 20 pL de cada SLC de culturas comerciais foram
acrescidas, em triplicata, em &gar leite contendo Lacticaseibacillus rhamnosus
LB1.5 previamente inoculada em superficie.

A placa foi incubada a 37 °C e, ap0s 48 h, a capacidade de coexisténcia foi
avaliada (SABO et al., 2020). O resultado foi avaliado pela mensuracéo do diametro

da zona de inibicdo de crescimento (mm). O experimento foi realizado em triplicata.

3.5 Producéo de Exopolissacarideo (EPS)

Para verificacdo de producéo de exopolissacarideos (EPS), L. rhamnosus
LB1.5 foi inoculado por esgotamento, em agar Vermelho do Congo (CRA; 37 g/L
de caldo BHI, 50 g/L de sacarose, 10 g/L de agar e 0,8g de vermelho congo),
conforme descrito por Freeman et al. (1989), em triplicata, e incubada a 37 °C, por
72 h. Para controle positivo foi usado Staphylococcus aureus ATCC 25923 (forte
produtor de EPS) e cepa de Bacillus sp. (ndo produtora de EPS).

As cepas positivas para EPS produziram colbnias de cor preta, enquanto,
resultado negativo, apresentaram crescimento de colénias com coloracdo rosa
(FREEMAN et al., 1989).

3.6 Atividade antimicrobiana da L. rhamnosus LB 1.5
A avaliagdo da atividade antimicrobiana da bactéria &cido-lactica frente a

Listeria monocytogenes ATCC 7644, Escherichia coli ATCC 10536, Salmonella
Enteritidis ATCC 13076, Staphylococcus aureus ATCC 25923 Corynebacterium fimi
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NCTC 7547 foi avaliada por dois métodos: Método de Estria Radial modificado
(radial streak method) e pelo Método do Liquido Difuso modificado, ambos

descritos por Coman et al. (2014).

3.6.1 Atividade antimicrobiana pelo Método de Estria Radial modificado

Na avaliacdo da atividade antimicrobiana pelo método da estria radial, uma
aliquota de 100 pL de Lacticaseibacillus rhamnosus LB1.5 foi inoculada em 10 mL
de caldo MRS, mantido em estufa, a 37 °C, por 48 h, para obtencdo de
concentragdo equivalente a 108 UFC/mL de cultivo. Posteriormente ao periodo de
incubacdo, o volume de 50 uL deste cultivo foi acrescido ao centro de placa
contendo agar M17 (Oxoid, Basingstoke, Inglaterra) e incubado a 37 °C, por 48 h,
em microaerofilia.

As bactérias indicadoras mencionadas foram cultivadas em placa agar
Tryptone Soya Broth (TSB; Oxoid, England), & 37 °C, por 24 h. Apos o periodo de
incubacado, foram realizadas suspensdes das culturas patogénicas em solucéo
salina 0,85 % de NaCl, conforme a Escala de McFarland de 0.5 (equivalente a 108
UFC/mL). Cada solucdo padronizada foi inoculada, com o auxilio de algca estéril
descartavel, de forma radial (da borda ao centro), conforme Figura 1, a placa

contendo a BAL previamente preparada.

IPB,

IPB,

Figura 1. Método de Estria Radial. L = L. rhamnosus LB1.5; IPB = bactérias patogénicas.

Fonte: Imagem retirada de Comann et al. (2014).
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As placas foram mantidas a 37 °C, em aerobiose, por 24 h. Posteriormente
ao periodo de incubacao, foram mensuradas as distancias entre as col6nias

formadas. Este experimento foi realizado em triplicata.

3.6.2 Atividade antimicrobiana pelo Método do liquido difuso modificado

No método do liquido difuso, as indicadoras Listeria monocytogenes ATCC
7644, Escherichia coli ATCC 10536, Salmonella Enteritidis ATCC 13076,
Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Corynebacterium fimi NCTC 7547 foram
cultivadas em placa agar TSB, a 37 °C, por 24 h. Apés o periodo de incubacao,
com o auxilio de alca de platina, uma colénia de cada foi acrescida a tubos
individuais de 5 mL de solucéo salina 0,85 % NaCl, Dessa solucéo padronizada (de
concentracdo equivalente a 108 UFC/mL), retirou-se uma aliquota de 100 pL que
foi acrescida a Eppendorf contendo 900 pL de solucéo salina, para obtencdo de
microdiluicdo correspondente a 10’ UFC/mL. Apés homogeneizacédo sob agitacéo,
em vortex, o processo foi repetido, para obtencédo da concentracdo desejada, 10°
UFC/mL.

Concluidas as etapas de diluicdo seriada, as solu¢des correspondentes a
108 UFC/mL e 10°% UFC/mL, de cada bactéria indicadora, foram inoculadas em
superficie em placa de agar Muller Hinton (MH; Difco™, Franca) em 4 direcdes,
objetivando a formacao de tapete.

Para preparacao de inéculo de BAL, foi acrescido 100 puL de pré-inéculo de
Lacticaseibacillus rhamnosus LB1.5 a 10 mL de caldo MRS, que por sua vez, foi
incubado a 37 °C, em microaerofilia, por 24 h. Apés, foi retirado 1 mL de cultivo, em
triplicata, o qual foi submetido a centrifugacgéo, a 10.000 rpm, por 15 min. O volume
de 900 pL de SLC, foi transferido para Eppendorf estéril e submetido a aquecimento
até 80 °C, por 10 min, conforme descrito por Jeronymo (2013). Também, foi retirado
uma aliquota de 100 pL do SLC para realizacao da contagem bacteriana, em PCA.

Uma aliquota de 20 pL de SLC de L. rhamnosus LB 1.5 foi acrescida em
triplicata ao agar Muller Hinton, de forma equidistante. Como controle, foi acrescido
uma gota de mesmo volume de solugéo de 0,85 % NaCl ao &gar.

As placas foram mantidas a 37 °C, em aerobiose, por 24 h. Posteriormente
ao periodo de incubacéo, foram mensurados os halos de inibicdo de crescimento

em mm de diametro.
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3.7 Desenvolvimento de sorvete probidético

3.7.1 Cultivo da L. rhamnosus LB1.5

A bactéria acido lactica selecionada, L. rhamnosus LB1.5, foi inoculada e
mantida em 5 mL caldo MRS, por 24 h, a 37 °C. Posteriormente, um volume de 500
pL do caldo MRS contendo a BAL foi adicionado a 50 mL de caldo MRS e mantido
por mais 48 h, a 37 °C, para obten¢do de in6culo de concentragdo equivalente a
108 UFC/mL. Esse inbculo foi transferido para falcon estéril e submetido a
centrifugacdo, em velocidade de 10.000 rpm, durante 15 min, para obtencdo de

pellet bacteriano para posterior aplicacdo em sorvete.

3.7.2 Microencapsulacao da L. rhamnosus LB1.5

A microencapsulagéo foi realizada conforme o método de Sheu et al. (1993),
onde um volume de 500 pL do caldo MRS contendo a BAL foi adicionado a 50 mL
de caldo MRS e mantido em estufa, a 37 °C, por 48 h. Esse indculo foi submetido
a centrifugacao, a 2.000 xg, durante 10 min, a 4 °C, o sobrenadante foi descartado,
sendo realizadas duas lavagens. Cada lavagem foi realizada com adi¢cao de 10 mL
de agua peptonada 0,1 % estéril, seguida de centrifugacéo (a 2.000 xg, 4 °C/10
min) e descarte do sobrenadante. O pellet bacteriano obtido foi ressuspendido em
25 mL de mesma solucdo.

O volume de 5 mL de suspenséao de célula de L. rhamnosus LB1.5 foi
adicionado a solucédo de Alginato de Sadio 2 %. Apos a homogeneizagcdo em vortex,
por 2 min, essa mistura foi transferida para seringa estéril e, lentamente, ejetada
através de agulha 0,45 mm, em 100 mL solucé&o estéril de Cloreto de Célcio (CaCly)
a 0,05 M, suplementado com Tween 80 0,1 %. Através deste procedimento, foram
obtidas microcapsulas de aproximadamente 1 mm de diametro contendo a BAL.

Apos repouso de 30 min, as particulas encapsuladas foram submetidas a
duas lavagens com &agua peptonada 0,1 % estéril. Por fim, mantiveram-se

armazenadas em 100 mL agua peptonada 0,1 % estéril, a 4 °C.

3.7.3 Preparo do sorvete
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Para a preparacdo do sorvete, 400 mL de leite de bufala esterilizado e
refrigerado foi transferido para recipiente plastico e incorporado a 150 g de
formulacdo comercial liofilizada de sorvete (Yoki®, sabor morango), por constante
agitacdo, com auxilio de batedeira, conforme instru¢cbes do fabricante, sob

condicBes assépticas.

3.7.4 Manutencéo de L. rhamnosus LB1.5 em sorvete funcional

O preparado foi dividido em trés grupos para avaliagdo da viabilidade
bacteriana: a amostra controle (G1) com 20 mL de sorvete; amostra G2, preparado
de sorvete e pellet bacteriano de L. rhamnosus LB1.5 (108 UFC/mL), obtido no item
3.7.1; a amostra G3 contém 20 mL de sorvete com L. rhamnosus LB1.5
microencapsulada, obtida conforme item 3.7.2.

As amostras foram subdivididas em microtubos, em triplicata, e submetidos

a congelamento lento, em freezer, a -18 °C.

3.7.5 Avaliacdo da viabilidade da BAL em sorvete funcional

A viabilidade de L. rhamnosus LB1.5 foi determinada durante a vida de
prateleira do sorvete através de contagem de células viaveis pela técnica de
microdiluicdo em PCA e MRS. Para tanto, cada amostra de sorvete (G1, G2 e G3)
foi mantida em temperatura ambiente por 30 min e homogeneizada em vértex, por
1 min. Posteriormente, 100 uL de cada amostra foi retirada para a realizacéo de
microdiluicGes seriadas até 108, em 900 pL de solucéo salina 0,85 % NaCl estéril.
Apo6s homogeneizagédo, 20 pL de cada microdiluicdo foi inoculada em 4gar MRS e
agar PCA. Apo6s 48 h de permanéncia das placas em estufa, a 37 °C, foram
realizadas as contagens de UFC (GUERRA et al., 2016). A avaliacéo da viabilidade
foi realizada em triplicata e as amostras de sorvete foram analisadas antes do
congelamento e nos tempos 10, 20, 30, 40, 50 e 60 dias. O pH foi avaliado por fita

indicadora de pH (escala 0-14, Merck®).

3.8 Eficiéncia de Encapsulacéao (EE)



29

Para a avaliacdo de eficiéncia de encapsulacdo, 1 g da microcdpsula foi
acrescentado em tubo contendo 9 mL de solucdo despolimerizadora (28 mL de
solugdo fosfato monossodico (NaH2POgs) (0,2 M) e 72 mL de solucéo fosfato
dissodico (NazHPO4) (0,2 M), com ajuste de volume para 200 mL), para a liberacao
total da bactéria contida na cdpsula, conforme descrito por Sheu e Marshall (1993).
Apés homogeneizacdo em vortex, foi realizada a microdiluicdo seriada para
contagem (em UFC/ mL), 20 uL de cada diluicdo foi semeada em agar MRS e PCA.
A contagem foi realizada em triplicata e as placas foram incubadas a 37 °C, por 48
h.

O grau de eficiéncia foi obtido através da aplicacdo da Formula 01, em que
N € o numero de células viaveis liberadas da capsula e NO € o numero de células

livres acrescidas ao biopolimero (MARTIN et al., 2013).
a L . N
Eficiéncia de encapsulacio (EE) = (m) x 100 (01)

3.1 Avaliacdo de pH do leite de bufala com L. rhamnosus LB 1.5 (livre e

microencapsulada)

Para avaliacdo quanto a variagdo do pH do leite de bufala, 1 g de
microcapsulas contendo L. rhamnosus LB1.5 ou 1 mL de pellet bacteriano de L.
rhamnosus LB1.5 foi adicionado a coletor universal estéril contendo 9 mL de leite
de bufala esterilizado, em triplicata. As amostras foram mantidas a -18 °C, por 20
dias. O volume de 10 mL de leite de bufala esterilizado foi mantido sob as mesmas
condicbes de armazenamento, como amostra controle. A afericdo da acidificacao
foi realizada por pHmetro digital portatil (KASVI™) previamente calibrado.

3.2 Analise bromatoldgica do sorvete funcional

Para a realizacao de analise bromatoldgica do sorvete produzido, o volume
aproximado de 30 mL de cada amostra (G1, G2 e G3), foi armazenado a -18 °C,
em duplicata, e encaminhado sob refrigeracdo ao Instituto de Ciéncia e Tecnologia
de Alimentos da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (ICTA-UFRGS). Sendo

assim, as amostras foram, inicialmente, pesadas e submetidas as analises de:
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determinacdo de matéria seca, por termogravimetria; analise de teor de gordura
total, pelo Método de Bligh e Dyer (1959); e concentracdo de proteina, pelo Método
de Kjeldahl.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Capacidade de acidificacdo do meio por L. rhamnosus LB1.5
Durante o periodo de 48 h, foi observada a reducéo gradual do pH em que
L. rhamnosus LB1.5 foi inoculada, em caldo MRS, a 37°C, por 48 h. Conforme
observa-se na Figura 2, o pH inicial era de 5,6, mas houve uma reducéo significativa
de pH (4,2) em 24 h e, ap6s 48 h de incubacéo, o valor minimo de pH foi observado

(3,6).

6,0

5,0
4,5
40
3,5
3,0
2,5

2,0
Oh 2h 6 h 24 h 48 h

Tempo de armazenamento

Figura 2. Média dos resultados de pH de caldo MRS, com L. rhamnosus LB1.5, incubado a 37 °C,
por 48 h.

A capacidade de acidificacdo deste isolado mostrou-se superior ao
apresentado por Leonarski et al. (2016), em que os isolados alcangcaram pH 4,6,
nas primeiras 24 h. Porém, Giazzi (2017) ao estudar diferentes BAL, demonstrou
gue isolados de L. rhamnosus apresentaram maior capacidade de acidificacao,
com valores de pH proximos a 3,9. A adicdo de BAL a meios nutrientes, confere

degradacdo de acucares, principalmente a lactose, em &cido latico, o que reduz o



31

pH do meio que é empregado, influenciando nas caracteristicas organolépticas e
tecnoldgicas do produto (LUNARDI et al. 2021).

4.2 Coexisténcia entre as bactérias lacticas selecionadas

O isolado L. rhamnosus LB1.5 demonstrou capacidade de associacdo com
as bactérias lacticas de uso comercial, haja vista a auséncia de halo de inibicdo de
crescimento (Figura 3a e 3b), tal resultado € desejavel, uma vez que possibilita a
aplicacé@o conjunta de culturas com funcionalidades tecnologicas (L. paracasei LF

e fermento Biorich®) e caracteristicas probiéticas (L. rhamnosus LB1.5).

Figura 3. Capacidade de coexisténcia entre L. rhamnosus LB1.5 e bactérias comerciais (L.
paracasei LF e fermento Biorich®), demonstrando auséncia de inibicao de crescimento (sem halo),
em agar leite. Frente (a) e verso (b).

Camara (2012), demonstrou, por inoculacdo cruzada, a capacidade de
coexisténcia entre Lactococcus lactis ssp. lactis L1IC1R5 e dois isolados (L.
paracasei ssp. paracasei L1A1E3 e L. plantarum L1C1EG6), o que permitiu avaliar a
ocorréncia de predominancia de culturas adjuntas.

Ressalta-se que culturas probidticas sdo frequentemente associadas a
outras estirpes comerciais, para interacdo de proto-cooperacdo entre
microrganismos com o objetivo de acrescentar caracteristicas tecnoldgicas,
nutricionais ou terapéuticas ao produto (SACCARO, 2008). A exemplo disso, temos
0s iogurtes que sdo obtidos através do processo fermentativo de duas culturas
starters empregadas de forma associada (Streptococcus thermophilus e



32

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus). Porém, para a fabricacdo de iogurte
probiotico, ha a necessidade de adicdo de cultura probiotica, uma vez que ambas
as culturas starters sdo suscetiveis ao suco gastrico (SANTOS, 2012; SAARELA et
al., 2002).

4.3 Producao de exopolissacarideo (EPS)
O isolado L. rhamnosus LB1.5 demonstrou producédo de EPS, através da

metodologia de Freeman et al. (1989), com crescimento de colbnias de coloragéo

preta (Figura 4).

Figura 4. Avaliagdo de producgdo de EPS, em agar Vermelho do Congo: resultado positivo de L.
rhamnosus LB1.5.

Bactérias acido-lacticas, como L. mesenteroides LB10.4 e trés isolados de
L. lactis (LB10.3, L4A8 e L4AN1), apresentaram resultados positivos para a
producdo de EPS, conforme ensaio realizado por Breyer (2020). Entretanto, nem
todas as BAL expressam essa propriedade, conforme demonstrado por Mokhbi et
al. (2009).

Conforme Bajpai et al. (2016), a investigacao de producédo de EPS por BAL
tem sua importancia na industria, devido ao melhoramento de textura de alimentos,

0 aumento da estabilidade do microrganismo quando submetido ao congelamento
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e a possibilidade de aplicacdo como espessante. Além disso, isolados de Weissella
spp. demonstraram propriedades funcionais e tecnoldgicas associadas a producao
de EPS, que possibilitaram o melhoramento de caracteristicas sensoriais de
produtos alimenticios (FESSARD; REMIZE, 2017). Apesar do mecanismo de
atuacao nao estar totalmente esclarecido, sabe-se que a presenca deste polimero,
promove efeito protetor as células hospedeiras que contribuem para a expresséo
de propriedades probiodticas (KORCZ; VARGA, 2021).

4.4 Atividade antimicrobiana da L. rhamnosus LB1.5

Os probidticos sédo capazes de produzir substancias que possuem efeito
inibitério frente a bactérias patogénicas e deteriorantes de alimentos, tais como
bacteriocinas, peroxidos de hidrogénio e acidos organicos, como o acido latico e o
acido acético, que reduzem o pH intestinal, ou desfavorecem o crescimento
bacteriano, por exclusdo competitiva (COSTA et al., 2012; ARAGON-ALEGRO et
al.,, 2021). Devido a sua importancia, a inibicdo de bactérias patogénicas e
deteriorantes de alimentos é uma das principais propriedades investigadas em
culturas probiédticas (LECLERCQ et al., 2017; COSTA et al., 2012).

Neste estudo, a atividade antimicrobiana da L. rhamnosus LB1.5 avaliada
através do método da estria radial modificado, demonstrou a capacidade
antimicrobiana frente as cinco indicadoras testadas (Tabela 2), apresentando
atividade bio-protetora frente a S. aureus ATCC 25923 e Corynebacterium fimi
NCTC 7547, com distancia média entre a indicadora e o isolado igual a 12 mm.
Também foi observado atividade inibitéria para as linhagens patogénicas testadas,
L. monocytogenes ATCC 7644, E. coli ATCC 10536 e S. Enteritidis ATCC 13076,
cuja média da distancia foi de 8 mm.

Resultados semelhantes foram apresentados por Coman et al. (2014), em
gue L. rhamnosus IMC 501, demonstrou inibicdo frente a diversas indicadoras
gram-positivas e gram-negativas, incluindo: Listeria monocytogenes 306, S. aureus
ATCC 25923, E. coli DSM 1103, E. coli EPEC IMV1, Salmonella Enteritidis DSM
14221.

Entretanto, na avaliacdo pelo Método do liquido difuso modificado, foi
observada a presenca de halo de inibicdo de crescimento somente para a
indicadora Corynebacterium fimi NCTC 7547 (108 UFC/mL), com valor médio de 4
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mm de didmetro. Foi observado efeito bacteriostatico frente as indicadoras L.
monocytogenes ATCC 7644 e Corynebacterium fimi NCTC 7547, na concentracao
de 108 UFC/mL, uma vez que houve reducdo do crescimento de colGnias na

presenca de BAL, conforme Figura 5 (A) e (B).

Tabela 2. Capacidade antimicrobiana da L. rhamnosus LB1.5 frente a indicadoras

patogénicas.

Indicadoras Método Estria Radial Método do Liquido Difuso

distancia média
108 UFC/mL 108 UFC/mL

Corynebacterium fimi NCTC 7547 12 mm N.O* 4

Escherichia coli ATCC 10536 8 mm N.O N.O
L. monocytogenes ATCC 7644 8 mm N.O* N.O
Salmonella Enteritidis ATCC 13076 8 mm N.O N.O
S. aureus ATCC 25923 12 mm N.O N.O

Legenda 1. Sem presencga de halo de inibicdo de crescimento (N.O); * presenca de efeito bacteriostatico
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Figura 5. Atividade antimicrobiana pelo método do liquido difuso, demonstrando efeito
bacteriostatico para as indicadoras (A) L. monocytogenes ATCC 7644 (108 UFC/mL) e (B)
Corynebacterium fimi NCTC 7547 (108 UFC/mL).

Efeitos inibitorios, semelhantes ao observado através do método do liquido
difuso, foram demonstrados em diversos estudos que investigaram a capacidade
antagonista de bactérias lacticas frente a cepas patogénicas. Por exemplo, Mirkovic
et al. (2020) demonstraram o potencial antimicrobiano de Lactococcus lactis subsp.
Lactis frente a cepas de L. monocytogenes e S. aureus, em queijo frescal. Enquanto
isso, Rotta et al. (2020) relataram o efeito inibitério de L. paracasei 2.9 e L. casei
2.11 a espécies de E. faecium, S. aureus e E. coli; j4, resultados obtidos por
Salehizadeh et al. (2020), demonstraram o efeito antagbnico de cepas de
Lactobacillus frente a indicadoras E. coli e S. typhimurium, com formacao de halo
de inibicdo de crescimento superiores a 10 mm. Cabe ressaltar que a maioria dos
estudos demonstram a atividade inibitéria de bactérias lacticas frente a gram-
positivas, tendo em vista que essas sao mais sensiveis as bacteriocinas produzidas
por BAL, devido a formacao de poros nas membranas citoplasmaticas, que levam
a violacao celular (ONDA et al., 2003; AMMOURI; REKIK, 2019).

A aplicacéo de diferentes métodos de avaliagdo de atividade antagonista
permite a observacdo de mecanismos antimicrobianos distintos (COMAN et al.,
2014). Sabe-se que BAL expostas a ambientes com diferentes concentracdes de

oxigénio (aerobiose, anaerobiose ou microaerofilia) respondem utilizando
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diferentes rotas metabdlicas, o que influencia no indice de inibicdo (COSTA et al.,
2012; CONDON, 1987). Estudos dirigidos por Sakamoto e Komagata (1996)
demonstraram que ha maior producéo de lactato quando as BAL séo cultivadas em
anaerobiose, entretanto, na presenca de oxigénio, ocorre maior producédo de
acetato. Além disso, fatores como alta temperatura estdo relacionados com a
producao de bacteriocinas pela ativacdo de proteases, devido ao estresse térmico
provocado (MESSENS et al., 2003).

45 Viabilidade celular de L. rhamnosus LB1.5 no sorvete funcional

A viabilidade da cultura probiética foi determinada durante a vida de
prateleira do sorvete, ao longo de 60 dias. Para tanto, foram realizadas contagens
de células viaveis de Lacticaseibacillus rhamnosus LB1.5 a cada 10 dias em agar
MRS. A qualidade higiénico-sanitaria de preparacdo do sorvete foi determinada
pela técnica de contagem, em agar PCA, e os resultados sdo apresentados na
Tabela 3.

Tabela 3. Viabilidade celular de Lacticaseibacillus rhamnosus LB 1.5 em sorvete

comercial, a — 18°C, por 60 dias.

Tempo (dias) MRS (UFC/mL) PCA (UFC/mL)

Gl 0 0 0

10 0 0

20 0 0

30 0 0

40 0 0

50 0 0

60 0 0
G2 0 1,51 x 108 1,68 x 108

10 9,33 x 107 1,26 x 108
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20 4,92 x 107 4.4 x 107
30 1,2 x 107 1,48 x 107
40 1,09 x 107 1,74 x 107
50 1,1 x 107 3,3 x 107
60 1,4 x 107 1,8 x 107
G3 0 2,1x10* 2,2 x104
10 7,1 x 10° 4,2 x 10*
20 2,7 x10° 2,0x10°
30 2,6 x 10° 1,9 x 10°
40 1,1x10° 8,6 x 10*
50 6,0 x 10* 6,0 x 104
60 1,1 x10° 1,1 x10°

Legenda 2. Amostra de sorvete contendo L. rhamnosus LB1.5 livre (G2); amostra de sorvete contendo L.
rhamnosus LB1.5 microencapsulado (G3).

Conforme os resultados obtidos, a contagem de células viaveis de amostra
contendo L. rhamnosus LB1.5 em forma livre, realizada antes do congelamento, foi
de 1,51 x 108 UFC/mL, em meio de cultivo seletivo (Agar MRS). Os valores deste
probiético em alimento lacteo mantiveram-se com concentragdo média de 10’
UFC/mL, para os 60 dias observados. Essa concentracao esta de acordo com a
legislacdo brasileira, que recomenda a concentracdo média de probidticos entre
10° e 10° UFC/mL (BRASIL, 2018).

Durante o periodo de armazenamento, a contagem do probidtico
microencapsulado manteve-se entre 2,1 x 10*UFC/mL e 7,1 x 10° UFC/mL, apesar
de mostrar-se abaixo das doses recomendadas, ao término desta avaliagdo, foi
realizada nova contagem com método de liberagéo por solugcéo despolimerizadora,
0 que comprovou a Eficacia de Encapsulacéo (EE), com contagem final igual a 2,12
x 107 UFC/mL. J& no grupo controle (amostra contendo sorvete) ndo foi observado
crescimento bacteriano no periodo avaliado.

Quanto a avaliagdo de acidificacdo, antes do congelamento, e durante os 60

dias de experimento, o pH manteve-se igual a 6 para todos os grupos, o que condiz
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com o método de conservacao e a matéria-prima utilizada, uma vez que o leite de
bufala cru esterilizado possui valor médio de pH igual a 6,65 (BORGES et al., 2009).
Sabe-se que bactérias lacticas, em condi¢cdes de incubacéo (a 37°C), demonstram
alta capacidade de acidificacao do leite, conforme demonstrado por Franciosi et al.
(2009). Porém, a conservagdo pelo método de congelamento é uma alternativa
para reducdo da atividade microbiana, uma vez que reduz a atividade metabdlica
de microrganismos e retarda reacdes quimicas e enzimaticas, 0 que proporciona
maior vida de prateleira de produtos alimenticios (SOLA et al. 2012;
VASCONCELOS; MELO, 2016)

4.6 Eficiéncia de microencapsulacéao

As contagens do numero de células de L. rhamnosus LB1.5 livre e apos a
microencapsulacdo com alginato de sédio 2 % foram de 1,62 x 108 UFC/mL e 2,12
X 107 UFC/mL, respectivamente. A taxa de EE obtida foi de 89,16 %, o que
demonstra que ndo houve prejuizo significativo de viabilidade da cultura ao final do
processo de microencapsulacdo. O resultado encontrado foi superior ao
encontrado por Kurtz et al. (2021), que em concentracdo semelhante de
biopolimero, obteve valor maximo de 87,32 % (L. rhamnosus) e que ao final do
processo de microencapsulacao, obteve valor de EE de 80,74 % para E. faecium
M7AN10. No entanto, a taxa de eficiéncia do presente estudo apresentou valor
semelhante ao encontrado por Favarin (2014), cujo maximo de EE foi préximo a 90
%, ao adicionar mel ao processo de microencapsulacao. Outro estudo, conduzido
por Rosa et al. (2013), utilizaram mistura de acido gélico e xantana, e obteve valor

maximo superior de EE, totalizando 91,07 % de eficiéncia.

4.7 Avaliacdo do pH do leite de buafala com L. rhamnosus LB 1.5 (livre e

microencapsulada)

As amostras de leite de bufala contendo L. rhamnosus LB 1.5 (livre e
microencapsulada), armazenadas a -18°C, por 20 dias, demonstraram durante o
periodo de observagédo, valor médio de pH igual a 7, bem como, a amostra controle
manteve pH semelhante, durante todo o periodo observado, tal resultado se

aproxima do valor encontrado por Hiuhn et al. (1982) e por Furtado (1980), cujo
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valor aproximava-se da neutralidade, entre 6,43 e 6,80. Além disso, a estabilidade
pode ser justificada pela condicdo de armazenamento (-18°C), uma vez que 0

congelamento € um método de conservagéo eficiente.

4.8 Analise bromatoldgica do sorvete funcional

As andlises de determinacdo de matéria seca, teor de gordura total e
concentracdo de proteina, foram realizadas nas trés amostras de sorvetes (G1, G2
e G3), em triplicata. Conforme resultados médios apresentados em Tabela 4, o
menor valor de proteina foi observado em G3 (2,24 %). J&, para as demais
amostras (G1 e G2), os valores de proteina foram semelhantes (3,3 %).

N&do ha estudos publicados que avaliem a composicao fisico-quimica de
sorvete de leite de bufala, no Brasil, que possibilitem uma ampla andlise
comparativa de resultados. Porém, o desenvolvimento de gelado comestivel a base
de leite de bufala, com diferentes concentracdes de linhaca e quitosina, conduzido
por Chinelate (2008) analisou a composicdo centesimal deste produto, tendo
valores medios de proteina superiores aos encontrados no presente experimento

(6,50 %), e valores aproximados referentes a umidade 70,21 % e gordura 4,83 %.

Tabela 4. Analise bromatologica do sorvete de leite de bufala em diferentes
amostras.

G1 G2 G3 Comercial
Gordura 6,00 % 4,23 % 3,28 % -
Umidade 68,27 % 68,89 % 80,83 % -
Gordura Extrato Seco 18,92 % 13,6 % 17,06 % 18 %
Proteina 3,33% 3,26 % 2,24 % 4,3%

Legenda 3. Amostra de sorvete sem probiético (G1); amostra contendo L. rhamnosus LB1.5 livre (G2); amostra
de sorvete contendo L. rhamnosus LB1.5 microencapsulado (G3); sorvete Buffalo Milk Ice Cream (Comercial).
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A producdo de derivados de leite de bufala encontra-se em
desenvolvimento no pais, sendo diferentes tipos de queijos os produtos mais
disponiveis no mercado. Ja, o sorvete de leite de bufala limita-se a producéo e
comercializagdo em escala reduzida e/ou familiar (CARRERA, 2019; GLOBO
REPORTER, 2022).

Em contrapartida, em outros paises como a Inglaterra, Nova Zelandia,
Filipinas e Estados Unidos, ha producédo comercial de sorvetes gourmet cuja base
€ o leite bubalino. Conforme apresentado na Tabela 4, o sorvete Buffalo Milk Ice
Cream, produzido e comercializado na Inglaterra, apresentou valor superior de
proteina, quando comparado as amostras G1, G2 e G3. Mas, quanto ao teor de
gordura, as amostras G1 e G3 apresentaram teores proximos ao descrito pelo
fabricante do sorvete comercial.

Destaca-se que os sorvetes analisados neste estudo, obtiveram resultado
de teor de gordura suficiente para a classificacdo como sorvete premium (SEBRAE,
2011) e atende a concentracdo minima de proteina atendendo ao determinado pela
Portaria n° 379, de 29 de abril de 1999, da ANVISA.
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5 CONCLUSAO

O sorvete demonstrou ser um bom veiculo para a adicdo de microrganismo
probidtico. Além disso, durante o periodo de armazenamento, constatou-se que a
cultura probidtica (L. rhamnosus LB1.5) manteve concentracdo adequada para a
sua funcionalidade ao longo dos 60 dias de experimento. Apesar de estudos
demonstrarem as vantagens de aplicacdo de métodos de microencapsulacdo com
alginato de sédio para o aumento da vida de prateleira de produtos, em decorréncia
do curto periodo de avaliacdo, ndo foram demonstradas tais vantagens, nas
condicGes experimentais estudadas.

L. rhamnosus LB1.5 apresentou efeito bioprotetor frente a indicadoras
patogénicas, o que demonstrou a importancia de incorporacao de probioticos para
auxiliar a biosseguranga alimentar. Bem como, foi demonstrada a capacidade de
producao de exopolissacarideo, por esse microrganismo.

Por fim, foi demonstrada a possibilidade de associacdo do L. rhamnosus
LB1.5 a culturas comerciais (starters) e alta capacidade de acidificacdo, o que
contribui para a realizacdo de novos estudos, tendo como finalidade a elaboracdo

de produtos fermentados lacteos com culturas proto-cooperativas.
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