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Resumo

Alimentos funcionais probidticos sdo alvo constante de estudos, visto a
significancia de seus beneficios a satde humana e dos animais domésticos.
Entretanto, a necessidade de se relacionar os respectivos efeitos benéficos a
viabilidade celular destes microrganismos tem sido questionada, surgindo entéao
novos termos como 0s para-probidticos e pos-bidticos. Sabe-se ainda que a
matriz lactea é a mais promissora para o0 desenvolvimento de alimentos
probiéticos, como leites fermentados, iogurtes, queijos e até mesmo colostro.
Porém novas matrizes nao-lacteas tém sido exploradas como os derivados
carneos e vegetais, propiciando a geragao de alimentos probiéticos adequados
a populacdo que ndo pode consumir alimentos de origem lactea,
especificamente aqueles individuos que apresentam intolerancia a lactose ou
alergia a proteina do leite de vaca, bem como os veganos, entre outros. Assim,
uma vasta gama de alimentos tem sido desenvolvida em diferentes matrizes
tendo como um dos desafios a manutencdo da viabilidade celular das
respectivas cepas com vistas a se atingir a concentracdo celular minima
preconizada pela legislacdo a fim de se observar os respectivos efeitos a saude
do hospedeiro. Neste contexto, a técnica de microencapsulacdo apresenta-se
como alternativa para contornar tais desafios. Assim, a escolha da técnica, bem
como 0s materiais encapsulantes sdo essenciais para 0 sucesso deste
desenvolvimento.

Palavras-chave: alimentos funcionais ndo convencionais, lacteos, ndo lacteos,
probiéticos, microencapsulacao.

1. Introducéo
De acordo com a FAO/WHO (2002) probiéticos séo considerados como
"microrganismos vivos que, quando administrados em quantidades adequadas,

conferem beneficios a saude do hospedeiro”. Tal definicdo foi referendada e
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mantida, em 2013, por nutricionistas, microbiologistas e fisiologistas, membros
da Associacdo Cientifica Internacional para Probioticos e Prebioticos (ISAPP),
gue também reavaliaram os termos prebiotico em 2017 (GIBSON et al., 2017) e
simbidticos em 2020 (SWANSON et al., 2020), assim como, o termo prebidtico,
que € considerado como “um composto que é utilizado seletivamente por
microrganismos hospedeiros que conferem beneficios a saude”. Neste contexto,
simbidtico foi definido como “uma mistura compreendendo microrganismos vivos
e substrato(s) seletivamente utilizados por microrganismos hospedeiros que
conferem um beneficio a salde do hospedeiro”, o que equivale a uma
associacao de probioticos e prebioticos (SWANSON et al. 2020).

Entretanto, os avancos da ciéncia associados as novas descobertas,
trouxeram a tona novos termos como “paraprobidticos ou probidticos inativados”,
bem como “probiodticos fantasmas”, os quais foram definidos por Taverniti;
Guglielmetti (2011) como “células microbianas nao viaveis (intactas ou rompidas)
ou extratos celulares brutos (com composicdo quimica complexa), que quando
administrados (oralmente ou topicamente) em quantidades adequadas,
conferem beneficios ao consumidor humano ou animal”, quebrando, assim, o
paradigma que apenas celulas vivas eram capazes de exercer efeito benéfico
sobre o hospedeiro. Neste contexto, surgiu o termo “pds-bidticos” que
correspondem aos metabolitos resultantes da atividade metabodlica desses
microrganismos. O termo posbiéticos foi cunhado por Tsilingiri et al. (2012) e
Tsilingiri; Rescigno (2013) como “Metabdlitos solaveis produzidos por
microrganismos probidticos capazes de beneficiar a saude independentemente
da presencga de células viaveis”. J4& o termo psicobibtico proposto por Dinan;
Stanton; Cryan (2013), corresponde a “micro-organismos vivos que quando
ingeridos em quantidades adequadas produzem beneficios a salde de pacientes
acometidos por doencas psiquiatricas”, sendo considerado como uma
subcategoria de probidticos. Adicionalmente, o termo “psicobidtico” relaciona os
respectivos beneficios a metabdlitos neuroativos como &cido gama-
aminobutirico (GABA) e serotonina produzidos pelos microrganismos probioticos
viaveis no TGI, os quais interferem positivamente no funcionamento do eixo
intestino-cérebro (DINAN, STANTON e CRYAN, 2013; LI et al., 2009; TAKEDA
et al., 2011; BISWAS et al.,, 2013; HSIEH et al., 2016; JANG et al., 2018;
MAEHATA et al.,, 2021; TRAN et al., 2022). Apés anos de discussdo na
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comunidade cientifica em torno desta terminologia, Salminen et al. (2021a) em
conjunto com membros da ISAPP (International Scientific Association of
Probiotics and Prebiotics) propuseram a jungdo dos termos “paraprobioticos”,
‘probidticos  fantasmas”,  “metabidticos”,  “lisados  bacterianos”, e
“parapsicobidticos” em um unico termo, “pdsbidticos”, com objetivo de se evitar
0 emprego de numero excessivo de terminologias para produtos essencialmente
similares. Enfatizaram ainda que estes termos deveriam consistir de
preparacdes complexas compostas de células inativadas e/ou seus
componentes e metabdlitos, e ndo de metabdlitos solaveis purificados, sem a
presenca de biomassa celular como alcoois, proteinas, cetonas, acidos
organicos, exopolissacarideos e compostos quimicamente sintetizados. Para
estes metabdlitos, purificados ou parcialmente modificados, deveria se adotar a
nomenclatura de substancias quimicas envolvidas e, entdo, removidos da
categoria dos “posbidticos”. Outra alteragdo proposta pelos autores, consiste na
eliminacdo do requisito referente a necessidade de que o0s respectivos
fragmentos ou componentes celulares fossem originarios de cepas
reconhecidamente probidticas.

A evolugdo nos conhecimentos sobre os efeitos da microbiota na satde
do hospedeiro estd sustentada principalmente no processo de fermentacdo
espontanea, que desde a antiguidade era amplamente utilizado, a principio, para
a conservacao de alimentos. Para atingir este objetivo, as condicdes fisico-
quimicas dos alimentos eram empiricamente modificadas (atividade de agua,
anaerobiose, temperatura, adicdo de sal, entre outras) para que espécies
microbianas naturalmente presentes nos mesmos se desenvolvem numa
sequéncia natural de crescimento, que por sua vez promoviam novas
modifica¢des fisico quimicas tornando o alimento um meio progressivamente
seletivo. Estas modificagbes realizadas pela microbiota eram resultantes da
producdo de acidos organicos, peroxido de hidrogénio, bacteriocinas e outras
substéancias, garantindo a extensao do periodo de conservacao destes alimentos
ao inibir o crescimento de microrganismos indesejaveis.

Dentre os alimentos de origem vegetal destacam-se chucrute, picles,
kimchi, kombucha, natto, kvass, kefir de agua, cerveja, vinho, dentre outros. Em
relacdo aos alimentos de origem animal encontram-se kefir de leite, coalhada

“natural”, queijos artesanais, hidromel, salame entre outros. (DIMIDI et al., 2019).
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Estes alimentos se enquadram na categoria dos alimentos funcionais, os quais,
além do seu valor nutricional desempenham papel fundamental na promoc¢éao da
saude do consumidor. Esta propriedade esta sustentada na diversidade de
espécies microbianas, principalmente bactérias e leveduras, presentes nos
alimentos in natura, que se encontram em equilibrio e por meio dos seus
metabolitos interferem no desenvolvimento das espécies patogénicas e/ou
oportunistas. Assim, dentre as espécies benéficas encontram-se aquelas
consideradas probidticas, as quais, se consumidas em quantidades adequadas
e com frequéncia conferem beneficios a saude incluindo a melhoria do
funcionamento do organismo e a prevencao de diversas doencgas, tendo como
consequéncia a melhoria na qualidade de vida. Sustentada nestes
conhecimentos, a Biotecnologia tem contribuido para o desenvolvimento de
novas formulacdes de produtos probidticos, bem como para a descoberta e
avaliacdo de novas cepas microbianas.

No tocante aos alimentos carneos probibticos, observa-se que estes
ainda sdo pouco explorados, tendo em vista as dificuldades de se conciliar
guestdes tecnoldgicas, como equipamentos e protocolos de processamento, aos
parametros de qualidade, seguranca e funcionalidade do alimento formulado.
Assim, a manutencdo da viabilidade dos microrganismos probidticos em um
produto carneo ao longo das etapas de processamento e armazenamento exige
0 emprego de técnicas especificas, como a imobilizacdo ou encapsulamento dos
mesmos em diferentes matrizes. Destaca-se ainda a necessidade de se
conhecer o comportamento dos microrganismos probiéticos em meios contendo
diferentes concentracdes de sal, nitrato, nitrito, condimentos, entre outros
(TRABELSI et al. 2019). Assim, o desenvolvimento de novos produtos carneos
probiéticos tem se destacado no segmento dos alimentos funcionais, com énfase
para a inoculacdo de cepas de Lactobacillus sp na fabricacdo de salsichas com
a funcao de inibir espécies patogénicas como Salmonella sp e Listeria sp. Neste
caso, enzimas redutases sintetizadas pela referida cepa probiética auxiliam na
degradacé&o do nitrito sem alterar as condi¢cdes de conservagao deste alimento.
Dessa forma, a inoculacdo de microrganismos probioticos, especialmente na
forma encapsulada, no processamento de produtos carneos € uma inovacao

relevante no campo dos alimentos funcionais.
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Atualmente o mercado de alimentos probidticos € representado
principalmente por produtos lacteos, sendo que 36,6% é ocupado pelos leites
fermentados, tendo em vista suas caracteristicas como elevada aceitacao
sensorial, valor nutritivo e a possibilidade de veicular microrganismos com
propriedades especificas (MARKETS AND MARKETS, 2022) Neste contexto, o
leite e seus derivados, devido as suas caracteristicas fisico quimicas, séo
considerados meios adequados para o desenvolvimento de novas formulagdes
de alimentos funcionais. Ademais, a composicado destes meios contribui para a
sobrevivéncia dos microrganismos probidticos na presenca do suco gastrico,
particularmente por seu efeito tamponante e protetor, além de auxiliar a
colonizagdo das cepas probidticas no trato gastrointestinal do hospedeiro.

Dentre as diversas inovacdes avaliadas neste segmento, destaca-se a
técnica de microencapsulacéo de cepas probidticas, que consiste em revestir as
células em material protetor com o objetivo de manter a viabilidade celular
exigida para que um alimento seja caracterizado como probiético durante o
periodo de validade do produto. Esta inovacdo permite criar condicfes de
protecdo destes microrganismos quando sujeitos a condicbes adversas
observadas nas diferentes etapas do processamento, bem como durante o
armazenamento e a passagem pelo trato gastrointestinal. Assim, a selecéo dos
materiais para compor a matriz € dependente da técnica de encapsulacao
empregada, bem como o tamanho das capsulas, os quais sédo fatores que
interferem no nivel de protecdo da cepa probidtica (NUNES et al. 2018;
ROSOLEN et al.2019).

2. Probidticos em diferentes matrizes
2.1. Matriz lactea

Na antiguidade, o excedente da producdo diaria de leite era
submetido a algum tipo de processamento para gerar derivados com maior vida
de prateleira. Além disso, o leite € um alimento acessivel a maior parte da
populacdo e € um meio propicio para o crescimento de micro-organismos em
geral devido as suas caracteristicas nutricionais diversificadas. Estas
caracteristicas favorecem a elaboracdo de formulacdes de derivados lacteos
enriguecidos com microrganismos probidticos, como iogurtes, leites

fermentados, queijos, requeijdo, dentre outros.
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De acordo com Fox et al. (2017), queijo € o termo genérico atribuido a um
grupo de produtos fermentados de leite, obtidos apds a coagulacdo (4cida ou
enzimatica), precipitacdo e separacdo da principal proteina do leite, a caseina.
Este composto tem como origem etimoldgica a palavra “caseu”, que significa
queijo em latim. Historicamente estes alimentos foram produzidos de maneira
acidental na tentativa de reduzir o excesso de umidade de leites fermentados e
assim preservar seus nutrientes por mais tempo. Os primeiros queijos que se
tem evidéncia eram produzidos por coagulacéo acida, obtidos a partir do leite
fermentado de forma espontdnea ou natural. Neste processo a microbiota
autoctone metaboliza a lactose gerando acidos organicos, em especial acido
latico, resultando no abaixamento do pH até atingir o ponto isoelétrico da caseina
tendo como consequéncia sua coagulacdo. Na sequéncia, com a continuidade
do abaixamento do pH, observa-se a precipitacdo da caseina que,
posteriormente, sera separada do soro, dando origem a massa de caseina que,
devidamente processada, dara origem aos diferentes tipos de queijos.

Tendo em vista inovagdes tecnoldgicas implementadas nas ultimas
décadas, na atualidade é dispensavel a utilizacdo de microrganismos para
promover a coagulagdo da caseina, uma vez que este fenébmeno € resultante da
utilizacdo de enzimas e acidos organicos, adicionados ao leite pasteurizado, 0s
quais sao produzidos por processos fermentativos. Assim, cepas especificas de
microrganismos, adquiridas na forma de culturas pré-ativadas (“starter”), séo
empregadas com vistas a conferir caracteristicas sensoriais especificas, obtidas
ao longo do processo de maturacdo. Neste contexto, destaca-se ainda a
utilizacao da técnica de "backslapping", também conhecida como soro fermento,
pingo ou fermento endégeno, que consiste na utilizacdo do soro no processo de
fabricacao de queijo do dia anterior, o qual € constituido de cepas especificas de
microrganismos naturalmente selecionadas, bem como a utilizacdo da “rala”
(porcao de queijos maturados “que deram certo” ralados e adicionados ao leite
no inicio do processo) (OLIVEIRA et al., 2018). Destaca-se que esta técnica &
comumente empregada na fabricacéo dos diferentes tipos de queijos artesanais,
0S quais sao produzidos a partir de leite cru em conformidade com as legislacdes
regionais pertinentes. Assim, essa microbiota natural, ao longo do processo de
maturagdo, por meio de inUmeras reac¢des bioquimicas, gera compostos que

conferem caracteristicas sensoriais especificas de cada tipo de queijo. Ademais,
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criam condi¢cbes que conferem estabilidade microbiologica e sao inadequadas
para o crescimento de cepas de microrganismos deteriorantes, toxigénicos e
patogénicos, garantido a seguranca do consumidor (FOX et al.2015).

Alimentos fermentados tradicionais, como kefir e queijos artesanais,
podem ser considerados como reservatorios naturais de espécies de
microrganismos que apresentam propriedades probidticas. O isolamento e
caracterizacdo destas espécies, a partir destes alimentos, reduz a necessidade
de extensivas avaliagdes no que se refere a seguranca alimentar, tendo em vista
gue estes alimentos tém sido utilizados na alimentacdo humana ha muitos anos
sem prejuizos a saude do consumidor. Neste contexto, diversas pesquisas
(ZAGO et al., 2011; JERONYMO-CENEVIVA et al., 2014; JABBARI et al., 2017;
CASAROTTI et al., 2017; ZHANG et al., 2020; MARGALHO et al., 2021) tém sido
realizadas com sucesso tendo como objetivo isolar cepas de microrganismos
que apresentam propriedades probidticas a partir de diferentes tipos de queijo
artesanal. Este procedimento demonstra que queijos artesanais consistem de
uma matriz adequada para o crescimento de microrganismos probiéticos,
podendo ser, portanto, utilizados como veiculo para espécies probidticas
isoladas de outras fontes.

Homayouni et al. (2020) afirmam que tanto queijos frescos quanto
maturados apresentam caracteristicas adequadas para atuarem como veiculos
para a administracdo de microrganismos probioticos. Os primeiros apresentam
caracteristicas fisico-quimicas que consistem, principalmente, de elevado teor
de umidade, pH entre 5.00 e 6.00 e reduzido teor de sal. Estas caracteristicas
favorecem sua utilizagcdo como veiculo para espécies probiéticas e,associado a
refrigeracao, retarda a producdo de metabdlitos oriundos da fermentacdo que
poderiam alterar negativamente as propriedades sensoriais do produto. Por
outro lado, devem ser produzidos a partir de leite pasteurizado, mantidos sob
refrigeracdo e apresentam vida de prateleira menor em relacdo aos queijos
maturados. No tocante aos queijos maturados, observa-se que estes
apresentam caracteristicas fisico-quimicas (menor atividade de agua, maior teor
de sal e pH entre 4.00 e 5.00) mais indspitas, que impedem o desenvolvimento
de espécies de microrganismos oportunistas, mas que também podem inibir o
desenvolvimento de algumas espécies de microrganismos probidticos. Desta

forma, estas caracteristicas devem ser consideradas dentre os critérios de
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selecéo de cepas probiodticas para que possam ser veiculadas neste alimento,
além de sua interferéncia nas propriedades sensoriais do produto (HOMAYOUNI
et al. 2020). Por outro lado, os queijos maturados apresentam vantagens como
maior vida de prateleira e por consistir de uma matriz que oferece maior protecao
aos microrganismos probidticos durante a passagem pelo TGI. Esta propriedade
se deve a presenca de substancias capazes de tamponar o pH estomacal, como
aminoacidos livres resultantes das reacdes de protedlise parcial observadas
durante as etapas de coagulacdo e maturacao.

Neste contexto, Stanton et al. (1998) demonstraram que queijo do tipo
cheddar com 35-36% de umidade, 1,7-1,8% NaCl e pH de 5,20, pode ser
manufaturado para carrear Lactobacillus paracasei NFBC 338, podendo
sustentar entre 107 e 108 UFC/g de queijo durante um periodo de maturacéo de
200 dias. Abbas et al. (2022) desenvolveram queijo cheddar probiético que
apresenta um pH relativamente elevado e alto teor de gordura, o que permite
observar um efeito tampéao, o qual interfere na acdo do &cido latico produzido
pelos micro-organismos probidticos, interferindo na viabilidade das respectivas
cepas. Leeuwendaal et al. (2022) avaliaram queijo cheddar e leite fermentado
(controle) como matriz para o desenvolvimento de uma cepa de Lactobacillus,
considerando como resposta a resisténcia da referida cepa ao trato
gastrointestinal simulado. Os resultados demonstraram que o queijo cheddar
conferiu protecdo a referida cepa resultando em valor de sobrevivéncia dez
vezes superior em relagdo ao controle, atingindo niveis que variaram entre 107 —
108 UFC/g de queijo. Este efeito foi atribuido a presenca dos referidos
aminodcidos livres resultantes da acao proteolitica da microbiota do leite, bem
como do agente coagulante.

Langa et al., (2021) avaliaram a incorporacédo de preparacfes probidticas
compostas por diferentes combina¢des de L. lactis INIA 650 pT1l-aFP, L.
paracasei INIA P272 e B. breve INIA PP734, em queijo de baixa umidade
elaborado a partir de leite de ovelha, avaliando como resposta a sobrevivéncia
das referidas cepas, bem como a producdo, in situ e in vitro, de nisina pela cepa
L. lactis INIA 650 pT1-aFP. Verificaram que as cepas avaliadas mantiveram
concentragGes acima de 10’ UFC/g durante os 28 dias de maturacdo, com
destaque para L. lactis (produtora de nisina) que apresentou uma populacao de

10° UFC/g durante este periodo. Observaram também a producdo de
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qguantidades significativas de nisina a partir de 24h da manufatura dos queijos
até o final da etapa de maturacao, assim como durante o periodo de exposicao
ao trato intestinal simulado. Estes resultados demonstraram a viabilidade técnica
de se produzir queijos probidticos contendo cepas bacteriocinogénicas, visando
a producdo da bacteriocina in situ, contribuindo para a estabilidade
microbiolégica do produto, tendo como consequéncia a seguranca do
consumidor, bem como favorecendo a modulagdo da microbiota intestinal.

O emprego de culturas probioticas na fabricacédo de queijos argentinos de
média umidade foi avaliado por Bergamini et al. (2005), sendo reportado que a
incorporacao de culturas probidticas na forma liofilizada no inicio do processo se
mostrou mais viavel quando comparado ao uso da cultura industrial ativada em
leite. Os resultados mostraram que as populacdes foram semelhantes apés a
etapa de maturacdo e, também, que o emprego da cultura industrial pré-cultivada
em leite resultou em queijos com pH mais baixo, de textura menos cremosa e
sabor mais &cido, resultando em menor aceitacao por parte dos provadores.

A presenca de microrganismos probidticos viaveis em queijos confere
protecdo e contribui para a conservacao destes alimentos, tendo em vista que
as condi¢cdes impostas por estas cepas interferem no desenvolvimento de
espécies patogénicas, toxigénicas e deteriorantes. Assim, Pehrson et al. (2020)
estudaram o efeito da inoculacédo de cepas probidticas no leite cru empregado
no processo de fabricacdo de queijo tipo parmesdo da mantiqueira (Minas
Gerais), tendo como controle o leite cru inoculado com fermento enddgeno
(pingo). Avaliaram ainda o efeito deste procedimento em trés estagbes do ano
considerando como indicador a composicao da microbiota dos queijos ao longo
de 45 dias de maturacao. Os resultados revelaram que a microbiota dos queijos
maturados apresentou populacdes significativamente menores de coliformes
termotolerantes viaveis, Staphylococcus aureus coagulase positiva e espécies
da familia Enterobacteriaceae quando o leite cru foi inoculado com as cepas
probidticas. Constataram ainda que os queijos com probiéticos apresentaram
parametros microbiolégicos compativeis com os padrdes estabelecidos pela
legislacdo desde o inicio do periodo de maturacdo. A carga microbiana de
Enterobacteriaceae variou nas diferentes estacbes do ano, aparentando estar

positivamente correlacionada as estacdes chuvosas e quentes, nas quais a



60

manutencao de condi¢cdes apropriadas de higiene é mais dificil em pequenas
propriedades rurais.

“Queijos tradicionais avangados” foram conceituados por Fusco et al.
(2019) que desenvolveram uma tecnologia de producdo de queijos maturados
que consistiu da inoculagcdo de cepas autoéctones, selecionadas dentre a
microbiota do in6culo enddgeno de queijos tradicionais italianos (Giuncata e
Caciotta Leccese). As cepas autdctones foram selecionadas considerando como
critérios positivos a producdo de exopolissacarideos, metabolismo de citrato
(associado a producdo de compostos de aroma), potencial de acidificacao,
atividades lipoliticas e proteoliticas, bem como e capacidade de inibir patégenos.
Dentre as espécies isoladas destacam-se Lactococcus lactis, Leuconostoc
mesenteroides,  Streptococcus thermophilus, Lactobacillus paracasei,
Lactobacillus delbrueckii e Streptococcus macedonicus a qual foi utilizada como
cultura starter para producdo do queijo. A segunda estratégia empregada foi o
enriguecimento destes queijos com a cepa probidtica Lacticaseibacillus
rhamnosus DSM 16605 (antes classificada como Lactobacillus rhamnosus)
isolada do trato gastrointestinal humano. Os resultados revelaram que a cepa
probiodtica (Lb. rhamnosus LRO04) foi capaz de sobreviver as condicbes das
diferentes etapas do processo de producdo, bem como a passagem pelo TGlI,
tendo sido recuperada nas fezes de voluntarios sadios apds uma semana de
consumo regular dos queijos. Adicionalmente, os autores concluiram que a
combinacdo da inoculacdo de cepas selecionadas do fermento enddgeno
associada a respectiva cepa probibtica contribuiu positivamente para as
caracteristicas sensoriais dos queijos. Os autores reportaram ainda que as
cepas autoctones selecionadas sobreviveram ao processo produtivo, bem como
ao periodo de maturacao de 60 dias e que a associacdo das cepas autoctones
selecionadas a cepa probidtica gerou melhorias nas caracteristicas sensoriais
dos queijos, sendo melhor avaliadas pelos provadores experientes.

A incorporacdo de preparacOes probidticas na fabricacdo de queijos,
elaborados ou n&o com leite cru, representa um procedimento relevante no
segmento de alimentos funcionais. Essa técnica permite a agregacéo de valor,
além de conferir propriedades nutricionais e funcionais em um alimento que é
amplamente aceito e consumido em ambito mundial. Inova¢gdes neste segmento

consiste no desenvolvimento de procedimentos de bioprospecgcdo de novas
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cepas probidticas, entendimento dos respectivos mecanismos de acado e
conhecimento das caracteristicas fermentativas das cepas selecionadas.
Acrescenta-se ainda a adequacao de tecnologias de produgédo, bem como
divulgacdo dos potenciais beneficios do consumo regular de alimentos
probioticos para a saude, embasados em evidéncias cientificas. Além destas, o
emprego de cepas probidticas selecionadas como adjunto na fabricacdo de
gueijos artesanais pode contribuir para acelerar a estabilizagdo da microbiota
deste alimento evitando, assim, a formacao de off-flavours e assegurando o
atendimento aos padrées de qualidade, microbiologico e toxicologico,
estabelecidos na legislacdo como a Resolugcéo da Diretoria Colegiada (RDC)
331/2019 e a Instrugdo Normativa (IN) 60/2019.

Outros tipos de laticinios tém sido utilizados como matriz na confeccao de
alimentos funcionais como requeijdo cremoso, que consiste de um produto
genuinamente brasileiro com caracteristicas adequadas para veicular cepas de
microrganismos probiéticos. Neste contexto, Drunkler (2009) inovou com vistas
a producdo de uma formulacdo de requeijdo cremoso simbidtico por meio da
inoculacdo de Bifidobacterium animalis subsp. Lactis Bb-12 e compostos
prebidticos como inulina e oligofrutose. Os resultados revelaram uma populacéo
de células viaveis em torno de 10° UFC.g* ap6s 60 dias de armazenamento sob
refrigeracdo. Ainda neste segmento, Souza et al.,, (2020a), avaliaram o
desenvolvimento de formulacfes de requeijao cremoso probiético inoculando um
“pool” de espécies de lactobacillus (10'° a 103 UFC. g!) Os resultados revelaram
que apoés 65 dias a 5°C, as formulacdes avaliadas apresentaram reducao nos
niveis de células vidveis no maximo a trés ciclos logaritmicos, além de
apresentar caracteristicas fisico quimicas e microbiolégicas em conformidade
com os padrbes preconizados pela ANVISA (BRASIL, 2019). Resultados
semelhantes foram reportados por Speranza et al. (2018), em uma formulacéo
de cream cheese inoculada com Bifidobacterium. animalis subsp. lactis DSM
10140 e L. reuteri DSM 20016, armazenada por 28 dias sob refrigeracdo. De
forma similar, Teixeira (2012), estudando requeijdo cremoso inoculado com L.
acidophilus e B. bifidum, verificou que as cepas utilizadas mantiveram a
viabilidade celular estavel apos o periodo de armazenamento por 15 dias a 10

°C. Apos esse periodo, foi observada uma reducédo na viabilidade da populacdo
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de Lactobacillus equivalente a dois ciclos logaritmicos, atingindo uma populagéo
de 4,0 x 10’ UFC.g* e 2,0 x 108 UFC.g* de B. bifidum.

Estes resultados reforcam o potencial destes derivados lacteos como
matriz adequada para carrear microrganismos probioticos. Drunkler (2009) e
Souza et al., (2020a) demonstraram, por meio de caracterizagdes fisico quimicas
e sensoriais, que as alteragbes resultantes do metabolismo das cepas
probidticas ndo foram significativas o suficiente para descaracterizar as
formulacdes desenvolvidas, as quais se mantiveram em conformidade com os
padrdes de qualidade estabelecidos pela legislacdo em vigor (BRASIL, 2019).

Considerando outros tipos de alimentos, relata-se o desenvolvimento de
estudos envolvendo a incorporacdo de L. acidophilus e B. lactis, em sorvete
confeccionado com leite de cabra conforme reportado por Akalin et al., (2018),
bem como chocolates contendo L. paracasei e L. acidophilus acrescido de inulina
(KONAR et al., 2018); queijo Minas Frescal contendo L. acidophilus LA 14 e B.
longum BL 05 (LOLLO et al., 2015), “cream cheese” contendo B. animalis subsp.
Lactis DSM 10140 e L. reuteri DSM 20016 (SPERANZA et al., 2017). Konar et
al. (2018) estudaram como matriz chocolate branco sem agucar inoculado com
10° UFC.g! de uma cepa de L. paracasei na etapa final do processo de
fabricacdo e observaram nenhuma diminuicdo na viabilidade do probidtico
durante 90 dias de armazenamento. Nestes trabalhos, os autores destacaram os
respectivos alimentos como matrizes adequadas para incorporacdo e
manutencao das culturas probidticas.

Dentre as principais cepas comerciais empregadas no desenvolvimento e
producdo de alimentos probidticos destacam-se espécies de bactérias lacticas
dos géneros Bifidobacterium e Lactobacillus, bem como espécies de leveduras
como Saccharomyces cerevisiae, oriundas dos processos de fermentacdo
alcodlica nas usinas alcooleiras e cervejarias, a qual tem sido explorada como
substituto de antibiéticos na confeccao de racado para as diferentes espécies de
animais domesticos. Em atencédo a Saccharomyces boulardii, originalmente
isolada de lichia e Kluyveromyces fragilis, com destaque para a cepa BO 399 -
Turval (TABANELLI et al. 2016), vale salientar suas propriedades funcionais
especificas, principalmente, no controle de diarreias, bem como no sistema
imunologico humano conforme reportado por Smith et al. (2016) e Homayouni-
Rad et al., (2020), que concluiram que K. marxianus pode ser considerada uma
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espécie probiodtica promissora para ser explorada na confeccao de preparacdes
comerciais com aplicagdes nas areas medica e alimenticia. Neste contexto,
varios suplementos, contendo esta cepa probidtica, estdo disponibilizados pela
Turval Laboratories (https://turval.com/company) nos mercados norte-
americanos e europeus, sendo algumas premiadas por inumeras instituicoes.
De acordo com Oliveira et al. (2022), os sorvetes sdo considerados um
alimento adequado para veicular cepas probioticas, tendo em vista suas
caracteristicas nutricionais aliadas a aceitacdo por parte da populacdo das
diferentes faixas etarias. Trabalhos envolvendo sorvetes probidticos tém sido
reportados. Abghari et al. (2011), avaliaram a formulacdo de um sorvete nao
fermentado contendo Lactobacillus acidophilus e Lactobacillus rhamnosus, cujos
resultados revelaram uma taxa de sobrevivéncia adequada das cepas avaliadas,
bem como propriedades fisico-quimicas aceitaveis. Demonstram ainda que as
propriedades probidticas das cepas avaliadas, como resisténcia a bile e acidos,
€ dependente das condi¢des de processamento e armazenamento do sorvete.
Prata et al., (2018) avaliaram a viabilidade celular de Lactobacillus casei
veiculadas em sorvetes a base de leite sem lactose, além da variacdo do pH,
proteina bruta e sdlidos soluveis, bem como avaliacdo sensorial, tendo como
controle sorvete sem inoculacdo. Os resultados revelaram que a contagem de
células se manteve constante em 5,49 USF/g apds os 45 dias de estocagem e
nao houve diferenca significativa nos demais parametros avaliados quando
comparados ao controle. A avaliagao sensorial revelou uma boa aceitagcéo tendo
como respostas “gostei muito” e “gostei moderadamente” comprovando que o
sorvete sem lactose apresenta potencial como veiculo de culturas probidticas.
Uma outra formulagéo de sorvete foi avaliada por Silva et al. (2020) onde
empregou-se como base leite fermentado com graos de kefir por 24 horas, sendo
incorporado na formulagcédo geleia de frutas e pectina como espessante. A
avaliacdo sensorial deste sorvete revelou que o emprego do kefir ndo conferiu
caracteristicas indesejaveis ao sorvete e que este pode ser comercializado como
sorvete com propriedades probidticas. Ainda neste segmento, Leite (2021)
avaliou a influéncia da matriz lactea para confeccéo de gelados comestiveis a
base de leite fermentado ou n&o, com ou sem lactose. As 4 formulagcbes
desenvolvidas foram inoculadas com a cultura ABT-5 (Lactobacillus acidophilus
La-5, Bifidobacterium animalis Bb-12 e Streptococcus thermophilus). Verificou-
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se que, nas formulac¢des avaliadas, a viabilidade celular se manteve acima de
6,0 log UFC/g para as cepas probiéticas durante o periodo de armazenamento.
No tocante a resisténcia ao trato gastrointestinal simulado, verificou-se que L.
acidophilus La-5 nao resistiu as condigcbes estudadas. Por outro lado,
Bifidobacterium animalis Bb-12 apresentou maior resisténcia nas formulagcdes
contendo lactose. Em relacéo a avaliagéo sensorial observou-se que nao houve
diferencas significativas entre as 4 formulagbes. Carneiro (2020) também
desenvolveu uma formulacao de sorvete probiético com a proposta de utilizar co-
produtos agroindustriais utilizando cascas do abacaxi, como ingrediente rico em
fibras, no desenvolvimento de sorvete contendo Lactobacillus rhamnosus ATCC
7469 como agente probidtico. Verificou-se que a populacdo de L. rhamnosus
apo6s 90 dias a -18° C foi de 108 log UFC/mL para a formulacéo controle e de 10°
log UFC/mL para a formulacdo contendo a farinha da casca de abacaxi,
demonstrando, assim, sua contribuicdo na manutencao da viabilidade celular. A
analise sensorial revelou niveis de aceitacdo correspondentes a “gostei muito” e
“‘gostei moderadamente”.

Um outro alimento com potencial probiético € o colostro bovino. O colostro
€ a primeira secrecdo produzida pelas glandulas maméarias ap6s o parto e
apresenta niveis nutricionais superiores em comparacdo aos encontrados no
leite (GOMES, 2021; MARTINS et al., 2021). Durante os primeiros dias apés o
parto, observa-se uma variacdo significativa na composicdo do colostro no
tocante ao valor nutritvo e propriedades funcionais. Este derivado é
caracterizado como “leite de transicdo” (GUIMARAES et al., 2018) e apresenta
alto teor de sdlidos ndo gordurosos como proteinas, carboidratos, vitaminas e
minerais (MARTINS et al.,, 2021). Entre os nutrientes do colostro, pode-se
destacar as imunoglobulinas, classe de proteinas que representa de 70 a 80%
das proteinas totais de sua composicdo. As imunoglobulinas atuam como
sinalizadores das células do sistema imunolégico e dessa forma, auxiliam no
combate as infeccbes e nas respostas inflamatorias. Outras proteinas
encontradas no colostro sado a lisozima, lactoferrina e lactoperoxidase, que
apresentam acao bactericida e bacteriostatica, com a finalidade de proteger o
trato gastrointestinal do neonato (PUPPEL et al., 2019). A inclusdo de colostro
bovino como suplemento na alimentacdo humana tem sido avaliada por Arslan

et al. (2021), com o objetivo de promover melhor desempenho de atletas, devido



65

a concentracdo elevada de imunoglobulinas. Outros possiveis beneficios,
segundo os autores, sdo a recuperagdo de quadros clinicos de enterocolites e
diarréia.

A utilizacdo de colostro bovino e do leite de transicdo na alimentacéo
humana é pouco explorada no Brasil devido a rapida deterioracdo de seus
nutrientes, a regulamentacdo e as dificuldades tecnolégicas no processo de
coleta e armazenamento (GALDINO, 2021). Nesse sentido, dentre as técnicas
de conservacdo que permitem a manutencdo de suas caracteristicas, esta a
“ensilagem” do colostro, que consiste na fermentagcdo espontanea do colostro
por 21 dias em temperatura ambiente, conforme descrito por Saafeld et al.
(2013). Este processo permite a obtencdo de um derivado rico em espécies de
Lactobacillus sp. viaveis, sendo algumas com propriedades probioticas,
mantendo os demais constituintes como proteinas, matéria seca e gordura
semelhantes as do colostro in natura. Tendo em vista a acdo da microbiota
presente naturalmente no colostro, observa-se queda do pH e consequente
inibicdo das espécies de microrganismos oportunistas (SAALFELD et al., 2016).
Para comprovar a ag¢ao anti-patogénica do colostro fermentado, os autores
inocularam o colostro bovino fresco com cepas patogénicas, a saber, B. abortus,
E. coli, L. interrogans, M. bovis, S. Enteritidis, S. Typhimurium e S. aureus.
Reportaram que o processo fermentativo ocorreu por 30 dias e que, apos 7 dias,
nao foi observado crescimento das cepas B. abortus, L. interrogans e M. bovis
e, apos 14 dias de fermentacado, nao foi verificado crescimento de E. coli, S.
aureus, S. enteritidis e S. Typhimurium. Relataram ainda que apés 30 dias de
fermentacao foi verificado o desenvolvimento de B. cereus e bactérias lacticas,
0 que demonstra a eficacia da fermentacdo espontdnea como técnica de
conservacgao das propriedades funcionais do colostro.

A partir do colostro bovino fermentado naturalmente Vitola et al. (2018)
isolaram e caracterizaram a cepa Lactobacillus casei CSL3, que posteriormente
teve seu desempenho avaliado quando imobilizada em grdos de soja. Os
resultados revelaram um aumento na populagéo da referida cepa de 6,23 log
UFC/g para 6,71 log UFC/g apds 30 dias de armazenamento a 25°C. Assim,
concluiram que a soja apresenta caracteristicas adequadas para ser utilizada

como suporte para imobilizacdo de células, bem como apresenta em sua
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composicao substancias com propriedades prebidticas, o que contribui para as
suas propriedades funcionais.

O colostro bovino submetido ao processo de fermentacéo espontanea,
pode ser utilizado para introduzir propriedades funcionais em derivados de leite.
Neste contexto, Cardoso et al. (2019), inovaram ao introduzir colostro
fermentado por 21 dias em 25°C no processo de fabricacdo de manteiga,
coalhada e ricota. A andlise sensorial destes derivados demonstrou boa
aceitacdo com notas acima de 7 para as caracteristicas de odor, textura e sabor.
A utilizacéo de colostro fermentado tem sido avaliada em outros alimentos como
biscoitos salgados (ALVES et al.,, 2013), queijos frescos e maturados
(BARBOSA, 2020), iogurte simbidtico (SOUZA, 2015a) e balas de goma
(BARTKIENE et al., 2018).

Considerando as propriedades funcionais do colostro bovino, Pacini e
Ruggiero (2017) idealizaram uma formulacdo de leite fermentado a base de
culturas de kefir acrescentado de colostro. Neste processo verificaram a
formacdo de compostos bioativos, com destaque para GCcMAF (Glycoprotein
Macrophage Activating Factor), que apresenta propriedades funcionais
relevantes sobre o sistema imune em individuos acometidos por uma séria
anormalidade. Assim, o efeito positivo da acdo de GCMAF tem sido reportado em
diversas situagdes conforme descrito por Pacini et. al (2011), Albrachat (2022),
Pacini e Ruggiero (2019, 2020), Blythe e Pacini (2017). Considerando o sucesso
apresentado pela formulacdo de leite fermentado a base de kefir e colostro,
Pacini e Ruggiero criaram um kit que é comercializado como BRAVO.

Entretanto, desafios ainda sdo enfrentados pelo setor de lacteos
fermentados, onde o incremento da acidez ao longo da vida de prateleira destes
derivados é um fator limitante para estender a vida Uutil destes alimentos
funcionais. Nesse contexto, a inclusao de prebidticos pode ser uma alternativa,
conforme descrito por Buran et al. (2021), que avaliaram as caracteristicas
sensoriais e a viabilidade de Lactobacillus acidophillus e Bifidobacterium bifidum
em um produto simbidtico desenvolvido em meio a base de leite de vaca, cabra
e fruto-oligossacarideos (FOS). Os autores reportaram que a viabilidade das
referidas cepas apds 28 dias de armazenamento foi superior quando se

empregou leite de cabra e enfatizaram que a adicdo de FOS contribuiu de forma
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significativa sobre a consisténcia do produto, bem como na viabilidade das
referidas cepas.

Outro aspecto polémico consiste na necessidade destas cepas estarem
viaveis para propiciar beneficios a saude do consumidor. Neste contexto,
Vinderola; Sanders; Salminen (2022), tém demonstrado que a administracéo de
preparacdes constituidas por células inativas de microrganismos, bem como
alguns de seus constituintes celulares ou metabdlitos, € capaz de conferir
beneficios a saude do hospedeiro. Assim, destaca-se que preparacoes
probioticas disponiveis para consumo sao constituidas de metabdlitos, células
ativas e células mortas, sendo que algumas das células ativas serdo inativadas
qguando da passagem pelo TGI, desta forma, todos estes constituintes poderéo
conferir efeitos benéficos ao hospedeiro, 0os quais tém sido objeto de estudos
visando elucidar o0s respectivos mecanismos de acdo para explicar
fisiologicamente e em nivel humoral e celular a manifestagcéo destes efeitos.

Em atencao ao critério proposto por Salminen et al. (2021b) no tocante a
origem dos posbidticos, o estudo conduzido por Cardona et al. (2016) realizado
em ratos e o estudo de Montané et al., (2017) realizado em humanos,
demonstraram que a administragcdo por via oral de uma preparagdo composta
por células de Mycobacterium manresensis, térmicamente inativadas, conferiu
efeitos positivos no que se refere ao impedimento da progressao inflamatdria
precursora da tuberculose ativa. Ambos Cardona et al. (2016) Montané et al.,
(2017) verificaram que a administracao de células inativadas de M. manresensis
acarretou em aumento significativo nas populacdes de células T efetoras e de
memoria especificas no combate de Mycobacterium tuberculosis, tanto em

individuos acometidos por tuberculose latente quanto em individuos saudaveis.

2.2. Matrizes néo-lacteas

Conforme mencionado anteriormente, matrizes lacteas, sdo matrizes
adequadas para o desenvolvimento, bem como para incorporagcdo de cepas
probidticas, entretanto o mercado atual busca por alimentos funcionais
confeccionados a partir de matrizes de origem néao-lactea. Este comportamento
esta sustentado na crescente demanda por parte da populacdo que nao pode

consumir derivados lacteos, seja por intolerancias, alergias, estilo de vida
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(veganos) entre outros. Assim, destaca-se neste segmento o desenvolvimento
de formulacdes probidticas a partir de derivados carneos e vegetais.

Sustentados nos respectivos conhecimentos e nos beneficios conferidos
por preparacdes probioticas de base nédo lactea, principalmente no que se refere
aos efeitos imunomoduladores, anti inflamatério e anti cancer (Zamberi et al.,
2016), Pacini; Ruggiero (2017) apresentaram um novo conceito de probiético
com vistas a modulagdo do sistema imunoldégico e propuseram 0
desenvolvimento de uma formulacdo probidtica de base néo lactea, a qual
encontra-se disponibilizada no mercado Europeu. Esta formulacédo consistiu da
dissolugcédo de 5 gramas de Sulfato de Condroitina Sédica (grau alimentar) em
um litro de agua acrescido de maltodextrina (prebidtico), 18 g de sacarose
organica, 17 mL de suco de liméo e 15 g de ameixa seca. Este meio foi inoculado
com uma cultura de Bifidobacteria (80109 células) e cepas de Lactobacilos,
incluindo L. rhamnosus, seguido de incubacéo de 22°C por 24 h. Os resultados
demonstraram elevada concentracdo celular das cepas probidticas e leveduras
(Kluyveromyces marxianus) associada a uma populacéo de cepas patogénicas
em conformidade com os limites estabelecidos pela legislacdo. Assim, 0s
autores concluiram que esta bebida pode ser considerada como um novo
conceito de probidtico tendo em vista que as cepas empregadas normalmente
ndo sao encontradas em formulacdes ndo lacteas. Ressaltaram ainda o
potencial que glicosaminoglicano e sulfato de condroitina como suplemento
alimentar que, além de atuarem como prebidtico, apresentam propriedades
funcionais relevantes a satde humana.

Dentre os alimentos ndo-lacteos podemos destacar 0s carneos, visto que
as carnes cruas sao ricas em nutrientes e apresentam micro-organismos
naturalmente encontrados no ambiente e nos animais, incluindo micro-
organismos potencialmente patogénicos, como E. coli e Salmonella sp. Esses
micro-organismos migram da pele, linfonodos ou intestinos do animal abatido
durante o manuseio da carcaga no abatedouro ou entre as pegas nas “casas de
carne” (FELIX, 2020). Apesar dos cuidados e das boas praticas de manuseio e
fabricacdo, a carne crua ndo € um alimento biologicamente seguro. Por esse
motivo, o processo de fermentacdo de carnes foi empregado por diversas
culturas na conservagdo do alimento por meio da acidificacdo. A adicao de

probidticos no processamento de derivados carneos pode auxiliar na
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manutencdo da estabilidade fisico, quimica e microbiolégica durante o
armazenamento, conforme reportado por Trabelsi et al. (2019). Estes autores
inocularam cepas de L. plantarum a carne bovina moida e avaliaram a oxidacao
de lipidios e degradacdo de proteinas em amostras armazenadas durante 10
dias a 4 °C. Os resultados apontaram que a cepa probiética agiu como agente
bioprotetor, pois as amostras que receberam a cepa de L. plantarum
apresentaram textura e cor preservadas apos 10 dias de refrigeracao.

Dentre as técnicas de preparo e armazenamento de carnes destaca-se a
“‘marinada”, que consiste em manter a carne em uma solucdo contendo sal,
agente acidulante e condimentos, com vistas a melhorar as caracteristicas
sensoriais da carne. Neste sentido Gargi; Sengun (2021), avaliaram a influéncia
de cepas L. acidophilus, L. casei, L. rhamnosus sobre as propriedades sensoriais
de carne bovina marinada por 48 h a 4°C. Os resultados revelaram melhoras nas
propriedades sensoriais da carne, e reducdo de até 50% da viabilidade de
bactérias potencialmente patogénicas como Listeria monocytogenes e
Salmonella Typhimurium que comumente estéo presentes na carne crua. Estes
resultados se devem a acdo das cepas probidticas avaliadas por meio da
producédo de acidos orgéanicos, peroxido de hidrogénio e bacteriocinas.

O nitrito € um aditivo responsavel por inibir o crescimento de patégenos e
conferir cor avermelhada aos derivados carneos embutidos. Sua adicdo €
regulada de forma rigida pois € uma substancia com potencial carcinogénico
(OLIVEIRA et al., 2021). Dessa forma, na busca por substitutos e considerando
a capacidade de L. plantarum de produzir as enzimas nitrato redutase e nitrito
redutase, Sirini et al. (2021) e Zhu; Guo; Yang (2020) avaliaram o desempenho
de cepas de L. plantarum em baixos niveis de nitrito na fabricacdo de salsichas
e outros embutidos e sugeriram que essas cepas probidticas podem ser
importantes ferramentas para o desenvolvimento de formulagdes com menores
niveis de nitrito.

Uma outra alternativa, no tocante as matrizes néo lacteas, consiste no
desenvolvimento de formulacbes probidticas em base vegetal. Assim, a
fermentacdo para conservagao de vegetais € uma pratica antiga e incorporada
por diversas culturas, gerando produtos como chucrute, picles, dentre outros. De
acordo com Campos et al. (2020), esses produtos sdo uma importante forma de

incorporar probidticos na alimentagdo humana, gragas a interacdo simbiética de
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microrganismos com as estruturas vegetais, especialmente com aquelas
denominadas prebibticos. Prebidticos sdo fibras que suportam o
desenvolvimento de microrganismos presentes no intestino, favorecendo a
atividade metabdlica dos mesmos. Segundo Cosme; Inés; Vilela (2021), os
prebioticos geralmente sdo carboidratos ndo digeriveis de baixa massa
molecular, intermediarios entre acgucares simples e polissacarideos. Os
Frutooligossacarideos (FOS) e Galacto-oligossacarideos (GOS) sdo o0s
principais prebidticos de origem vegetal; no entanto, alguns outros compostos
foram descritos como prebidticos, como o amido resistente, inulina e manano-
oligossacarideos (MOS), sendo este isolado da parede celular de leveduras.

As leveduras sdo amplamente utilizadas na fermentacdo de uma gama
enorme de bebidas, com énfase para cerveja. Assim, com o objetivo de produzir
cerveja probiotica, Mendonca (2021) descreveu a elaboracdo de cerveja
artesanal formulada com emprego da levedura Saccharomyces cerevisiae var.
boulardii. Observou-se que a fermentacdo ocorreu de forma mais lenta quando
comparada a fermentagdo convencional com S. pastorianus, no entanto, a
cerveja apresentou células viaveis de S. cerevisiae var. boulardii apés 20 dias
de estocagem sob refrigeracdo. Resultados semelhantes foram reportados por
De Paula et al. (2021), que observaram que, apos 60 dias de armazenamento
em 0°C, a cerveja apresentou uma populacdo de células viaveis equivalente a 6
milhdes UFC/mL. Concluiram que novos estudos sdo necessarios para otimizar
as condicOes de fermentacdo e armazenagem com a finalidade de garantir a
viabilidade das cepas probiéticas.

Com o objetivo de avaliar a agao de probidticos em cha, Wang et al. (2022)
inocularam cepas de S. boulardii e L. plantarum em infusdes da planta Camellia
sinensis, conhecida como “cha da india”. Apés dois dias de fermentagdo em
31°C, os autores descreveram que a bebida fermentada apresentou aromas
frutais e mentolados realgados, sugerindo que a interacdo entre a levedura e a
bactéria lactica produz compostos aromaticos capazes de conferir
caracteristicas agradaveis ao cha probidtico.

Outra linha de produtos de base nado-lactea consiste no desenvolvimento
de formulagcbes de sorvetes a base de extrato soluvel de soja. Neste contexto,
Fernandez (2015) desenvolveu formulagcdes de sorvete a base de extrato solluvel

de soja de diferentes origens, nas quais foram avaliadas as cepas Lactobacillus
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delbrueckii UFV H2B20, Lactobacillus acidophilus ATCC 4356, Lactobacillus
casei ATCC 7469, Lactobacillus fermentum ATCC 9338 e Lactobacillus
plantarum ATCC 8014. A formulacéo utilizando Lactobacillus delbrueckii UFV
H2B20 apresentou melhor desempenho na producao de acido lactica comparado
as demais cepas e em relacéo as células viaveis apresentou alta concentracéo
inicial (10° UFC/mL), a qual apresentou uma queda inferior a um ciclo logaritmico
apos 150 dias de armazenamento. Esta formulacdo também apresentou boa
aceitacdo por parte dos provadores. Estes resultados demonstram que
derivados de soja sdo uma opcao viavel para substituir o leite na confeccao de
alimentos como sorvetes e outros alimentos funcionais. Alves (2022) avaliou os
fatores que influenciam na escolha entre sorvete e picolé e concluiu que o
sorvete é o alimento gelado preferido pelos entrevistados, sendo, portanto, um
otimo veiculo para incorporar cepas probiéticas.

Entretanto, entre os desafios para se incorporar cepas probiéticas em
alimentos, especialmente aqueles de base ndo-lactea, consiste na manutencgao
da viabilidade celular para que o mesmo possa ser caracterizado como
probiotico. Desta forma, técnica como a encapsulacdo surge na area dos
probiéticos como uma alternativa para melhorar as suas caracteristicas no que
se refere a resisténcia a condigcbes adversas como passagem pelo trato
gastrintestinal, tempo de armazenamento, resisténcia térmica entre outros
(REQUE; BRANDELLI, 2021; RODRIGUES et al., 2020). Diversas técnicas sédo
utilizadas visando proteger estes microrganismos por meio do seu envolvimento
em um ou mais materiais encapsulantes também denominados de material de
parede. Estes permitem a formacdo de uma “capsula” capaz de proteger os
microrganismos contidos em seu interior, as condicdes estomacais, e promover
a sua liberacéo, no caso de probioticos, no intestino. O sucesso desta técnica
depende de fatores como o objetivo de protecao, presenca de estresse térmico,
longo tempo de armazenamento, bem como a passagem pelo trato
gastrointestinal. Assim, pode se variar tamanho da capsula (3 a 800um) ou até
mesmo nanocapsulas (10 a 1000 nm) e também seu poder protetor que vai
depender do tipo de material encapsulante e demais parametros técnicos
(REQUE; BRANDELLI, 2021; SARAO; ARORA, 2017).

Alguns autores classificam a técnica de microencapsulacdo em trés

categorias (extrusdo, emulsdo e desidratagdo), compreendendo trés etapas,
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sendo primeiramente a incorporacao do material ativo a ser encapsulado a uma
matriz sélida. Nesta etapa ocorrem fenbmenos como aglomerac¢ao ou adsorcao
e no caso de a incorporacdo ocorrer em matriz liquida observa-se a emulséo e
desidratacdo. Na segunda etapa esta matriz envolvendo o microrganismo e o
material encapsulante é pulverizada (matriz sdélida) ou dispersa (matriz liquida)
e por fim na terceira etapa ocorre a estabilizacdo do sistema por meio de um
processo podendo ser fisico (evaporagdo, solidificacdo ou coalescéncia) ou
quimico (polimerizacdo) ou ainda fisico-quimico (gelificacdo), (CASSANI;
GOMEZ-ZAVAGLIA; SIMAL-GANDARA, 2020; REQUE; BRANDELLI, 2021).

A escolha da técnica € importante, mas a escolha dos materiais
encapsulantes tem total influéncia no sucesso do processo, pois ird interferir em
varias caracteristicas como tamanho de particula, nivel de protecdo oferecido
entre outros. Muitos estudos utilizam a combinacdo de varios materiais e até
mesmo utilizam técnicas de multicamadas combinados por um ou mais técnicas
diferentes envolvidos, por exemplo, emulsdo e spray drying (DE ARAUJO
ETCHEPARE et al., 2020; PITIGRAISORN et al., 2017). Sendo estas escolhas
pautadas no objetivo geral da microencapsulacéo de probidticos que € proteger
e propiciar viabilidade celular para que os beneficios sejam alcancados
(TRIPATHI; GIRI, 2014).

Tabela 1. Microencapsulacdo de cepas probidticas por diferentes técnicas e

material encapsulante para diferentes finalidades.

Técnica Material Finalidade
Cepa Referéncia
L. lactis R7 Spray drying Soro de queijo e Armazenamento, TGl e (ROSOLEN et
inulina térmico al., 2019)

L. acidophilus  Extrusdo/gelific  Alginato de célcioe  Armazenamento, TGle (DE ARAUJO

acao idnica proteinas do soro de térmico ETCHEPARE
externa queijo et al., 2020)
L. paracasei Eletrofiacao Alginato TGl (YILMAZ et al.,
KS-199 2020)
L. plantarum Extrusao Alginato de sédio e Térmico (PRAEPANITC
TISTR proteina isolada de HAl et al., 2019)

soja



L. acidophilus
NRRL B-
4495 e L.
plantarum

ATCC-14917

L. acidophilus
PTCC 1643 e
B. bifidum
PTCC 1644

L. acidophilus
La-5

L. plantarum
CECT 220

B. longum
BL-05

L. plantarum
PTCC
1896 ™

L. rhamnosus
HNOO1

L.
rhamnosus,
L. casei e L.

plantarum

L. delbrueckii
UFV H2B20

Emulsao

Gelificacéo
interna

Spray drying

Coacervacao
seguida de

spray drying

Extruséo e

gelificacéo
ibnica

Eletrospray

Spray drying

Spray drying

Emulsificagcéo
e gelificacéo
ionotrépica

Goma de tragacanto
e amido de sagu

Alginato de sédio

Inulina, hi-maize e
trealose

Proteina isolada de
soja

Proteina de soro e
pectina

Ca-
alginato/quitosana e
inulina ou amido
resistente

Goma arabica e
maltodextrina

Suco de acerola e
ceriguela

Alginato e farinhas
de banana verde,
maracuja, feijao
branco, macéa e
laranja

Cozimento e
armazenamento

Armazenamento

Armazenamento,
térmico e TGl

TGl

Armazenamento e TGl

Armazenamento

TGl

Eficiéncia de
encapsulacao

Eficiéncia de

encapsulacéo e TGl
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(GHASEMI et
al., 2022)

(MOKHTARI,
JAFARI,
KHOMEIRI,
2019)

(NUNES et al.,
2018)

(GONZALEZ-
FERRERO et
al., 2020)

(YASMIN et al.,
2019)

(ZAEIM et al.,
2020)

(BARAJAS-
ALVAREZ;
GONZALEZ-
AVILA:;
ESPINOSA-
ANDREWS,
2022)

(SOUZA et al.,
2020b)

(SOUZA,
2015b)

Dentre as técnicas utilizadas para a microencapsulacéo de probidticos, a

técnica de spray drying ou atomizacgao, que consiste em desidratar uma solucao

contendo a cepa probidtica e o material encapsulante. Esta por sua vez é

injetada no spray dryer, equipamento composto por uma camara principal com

temperatura de entrada, fluxo de ar e fluxo de injecdo da solucéo controlados.

Esta temperatura geralmente é de pelo menos 100°C para que ocorra a
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desidratacéo do produto em questao, levando a evaporacdo da agua e obtencao
dos sélidos em pé que sera coletado em uma segunda camara (NUNES;
MARQUES; HOLKEM, 2015). A principal vantagem da atomizacao € seu baixo
custo quando comparado a outras técnicas como a liofilizacdo e como
desvantagem pode-se citar o emprego de altas temperaturas, o qual pode levar
a morte do microrganismo (ECKERT et al., 2017; MARTIN et al., 2015).

A escolha do material de parede ou encapsulante é fundamental para
promover a protecédo desejada, pois pode proporcionar o acumulo de nutrientes
para 0 microrganismo como aminoacidos e carboidratos que compensam a
reducdo da atividade de agua e pressdo osmotica que ocorrem durante o
processo de secagem, minimizando os danos celulares (HUANG et al., 2017).
Rosolen et al. (2019) utilizaram a combinag&o de um material proteico (soro de
queijo) e prebidtico (inulina) para microencapsular células de Lactococcus lactis
subsp. lactis R7 por atomizacdo. A combinacdo do prebidtico e probidtico na
microcapsula rendeu o status de simbidtica a microcapsula produzida neste
estudo, que demonstrou 6timos resultados nos testes in vitro como passagem
simulada ao trato gastrointestinal, resisténcia térmica (60, 65 e 70°C),
armazenamento (180 dias) e uma eficiéncia de encapsulacdo de 94%. Os
autores relataram que a combinacgdo avaliada é adequada para aplicacdo em
alimentos. Assim, Rosolen et al. (2022) avaliaram a aplicacdo desta
microcapsula em trés diferentes matrizes alimentares (leite, creme de leite e suco
de mirtilo) observando que a viabilidade das células probiéticas foi mantida no
armazenamento por 28 dias em 4°C.

Independente da técnica, o parametro eficiéncia de encapsulacédo (EE%)
é fundamental e deve ser avaliado, pois se baseia na determinacdo da
viabilidade celular antes e ap6s o processo, demonstrando o grau de sucesso da
escolha de técnica/parametros/material. Souza (2015b) obteve 80% de eficiéncia
de encapsulacéo utilizando a técnica de emulsificacdo em alginato e diferentes
tipos de farinhas (banana verde, maracuja, feijao branco, maca e laranja) para
microencapsular Lactobacillus delbrueckii UFV H2B20. Entretanto, uma boa
eficiéncia ndo é garantia de sucesso nos testes como passagem pelo trato
gastrintestinal (TGI) ou ao armazenamento. Assim, embora o autor tenha obtido
80% de EE% com todas as farinhas avaliadas, obteve viabilidade minima

probidtica no teste relativo ao trato gastrointestinal simulado apenas quando
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utilizou as farinhas de maracuja e banana verde (>77% de sobrevivéncia) como
material encapsulante. Estas foram escolhidas para prosseguir a pesquisa sendo
combinadas a inulina, que por sua vez ndo demonstrou incremento da viabilidade
celular a passagem pelo trato gastrointestinal, mas propiciou sobrevivéncia
>90% quando armazenadas a 4°C e >96% quando adicionadas em sorvete (-
18°C).

A aplicacdo destas microcapsulas em alimentos deve atender a varios
critérios, como status GRAS (Geralmente Seguro para o Uso) do microrganismo
e dos materiais de parede, tamanho da microcapsula para que ndo ocorra
interferéncia negativa nas caracteristicas sensoriais do alimento, além do custo,
local de liberagéo direcionado e aplicabilidade (ABD EL KADER; ABU HASHISH,
2020; ILHA et al., 2015; ROSOLEN et al., 2019).

3. Concluséo

E sabido que a manutencdo de uma microbiota equilibrada é fator
preponderante para garantir uma qualidade de vida saudavel, tendo em vista os
diferentes mecanismos de acao das cepas probioticas. Neste contexto, destaca-
se a importancia destas espécies na manutencdo do sistema imunolégico, além
de desempenhar papel fundamental no eixo cérebro-intestino e demais funcées
gue conferem beneficios a saude do hospedeiro. Assim, para a manutencao de
uma microbiota equilibrada € fundamental o consumo de alimentos funcionais,
cujas inovacoes nas técnicas de obtencdo foram focadas neste capitulo, com

énfase para os alimentos funcionais nao convencionais.
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