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RESUMO

Com a mudancga de cenério na alimentacao
nas Ultimas décadas, o consumo de
alimentos com propriedades funcionais
tornou-se uma tendéncia como estratégia
para proporcionar beneficios a saude a

longo prazo, sendo aqueles contendo
probidticos os mais consumidos. Assim,
objetivou-se determinar a resisténcia
gastrointestinal simulada in vitro de
Lacticaseibacillus casei BGP93 adicionado
em iogurtes contendo preparado de folhas
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de ora-pro-nébis e preparado de polpa de

abacaxi. Foram elaborados dois
tratamentos contendo essa bactéria
probidtica e os preparados, sendo eles,
iogurte tradicional (T1l) e iogurte
delactosado (T2). Posteriormente, foi
avaliada a resisténcia de L. casei BGP93
as condicdes gastrointestinais simuladas in
vitro. Constatou-se que a bactéria
probidtica resistiu a simulacéo in vitro do
trato gastrointestinal apresentando
contagens acima 5,60 log UFC/g, o que
demonstra o potencial probidtico desses
iogurtes. Portanto, a adicdo de ora-pro-
nébis e de L. casei BGP93 no iogurte é
promissora por agregar valor nutricional e
funcional ao produto, além de contribuir
para 0 uso e consumo da hortalica nédo
convencional.
Palavras-chave: Leite
Hidrolise. Alimento funcional.

fermentado.

ABSTRACT

With the changing food scene in recent
decades, the consumption of foods with
functional properties has become a trend
as a strategy to provide long-term health
benefits, with those containing probiotics
being the most consumed. Thus, the
objective was to determine the simulated in
vitro  gastrointestinal  resistance  of
Lacticaseibacillus casei BGP93 added to
yogurts containing ora-pro-nébis leaf
preparation and pineapple pulp
preparation. Two treatments containing this
probiotic bacterium and the preparations
were developed, been traditional yogurt
(T1) and lactose free yogurt (T2).
Subsequently, the resistance of L. casei
BGP93 to simulated in vitro gastrointestinal
conditions was evaluated. It was found that
the probiotic bacteria resisted the in vitro
simulation of the gastrointestinal tract,
presenting counts above 5.60 log CFU/qg,
which demonstrates the probiotic potential
of these yogurts. Therefore, the addition of
ora-pro-nébis and L. casei BGP93 to yogurt
is promising as it adds nutritional and
functional value to the product, in addition
to contributing to the use and consumption
of the unconventional vegetable.
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1 INTRODUGCAO

Com a mudanca nos padroes
alimentares, as doengas cronicas nao
transmissiveis tornaram-se mais
prevalentes, incentivando o consumo de
alimentos funcionais para promover
beneficios a saude a longo prazo (Safraid
2022).

nutrientes, esses alimentos podem ajudar

et al., Além de fornecerem
na prevencdo e no tratamento destas

doencas, especialmente guando
consumidos como parte de uma dieta
equilibrada (Flores; Santos, 2022; Neves et
al., 2021).

Os probiédticos, definidos como
microrganismos vivos que beneficiam a
saude do hospedeiro, sdo um exemplo de
alimentos funcionais e, quando ingeridos
em (quantidades adequadas, provocam

potenciais efeitos imunoldgicos,
gastrointestinais e enddécrinos (Rabélo et
al., 2022; Brasil, 2018).

Produtos lacteos, como o iogurte,
sdo veiculos populares para probidticos,
atendendo a um publico que busca
2019;

De acordo com a

alimentos funcionais (Gallina et al.,
Milkpoint, 2019).
legislacdo brasileira, iogurte é definido
como produto da fermentacéo do leite com
culturas de Lactobacillus delbrueckii subsp.

bulgaricus e Streptococcus salivarius
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incluir

subsp.

thermophilus, podendo
culturas adjuntas (Brasil, 2007).

A intolerancia a lactose, que
compromete a qualidade de vida da
populacdo afetada, exige tratamento para
minimizar  sintomas  gastrointestinais
decorrentes da deficiéncia da enzima
lactase (Cornélio et al., 2022; Decker et al.,
2022). Nos ultimos anos, a oferta de
lacteos lactose tem

produtos sem

aumentado, destacando-se leites

fermentados, queijos e iogurtes como
alternativas para os intolerantes (Dantas;
Verruck; Prudencio, 2019).

No mercado brasileiro, ha uma
ampla variedade de iogurtes com sabores
diversos. Uma opc¢éo ainda ndo explorada
€ a adicdo de ora-pro-nobis, uma planta
alimenticia ndo convencional (PANC), de
baixo custo, facil cultivo, altamente
nutritiva, sendo rica em minerais, fibras e
proteinas. No entanto, suas caracteristicas
sensoriais limitam seu uso isolado em
iogurtes, exigindo a combinag&do com frutas
para melhorar o sabor (De Assis; Sabioni;
2021). O

abacaxi € uma excelente escolha para

De Oliveira, 2021; Panain et al.,
esse fim, pois possui caracteristicas
sensoriais agradaveis, alto valor nutritivo e
€ amplamente aceito pelos consumidores
2011; Paiva et al., 2015). A

adicdo de ora-pro-ndbis e abacaxi em

(Rosa et al.,

jogurtes pode, portanto, resultar em um
produto nutritivo e inovador com bom

potencial de aceitacdo no mercado.
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Assim, este estudo teve como

objetivo avaliar a resisténcia
gastrointestinal de Lacticaseibacillus casei
BGP93 em

delactosados, enriquecidos com ora-pro-

jogurtes tradicionais e
nobis e abacaxi, por meio de simulagéo in

vitro.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencao do preparado de folhas de
ora-pro-nobis trituradas em &gua e
aquisicdo do preparado de polpa de
abacaxi

As folhas de ora-pro-nébis foram
MG,

higienizadas, sanitizadas (100 ppm de

coletadas em Rio Pomba,
cloro ativo) e trituradas em processador
(Mondial M-08) com &gua em propor¢éo de
57,5% folhas e 42,5% agua. A mistura foi
envasada em frascos de vidro de 200 g e
submetida a tratamento térmico a 65 °C por
30 minutos em banho maria, resfriada a 25
°C e congelada a -18 °C para uso posterior
nos iogurtes probidticos. Foram obtidas
trés amostras para as repeticdbes do
experimento. Ja o preparado de abacaxi foi
doado pela empresa Prorregi Aditivos para
Alimentos localizada no distrito industrial
de Rio Pomba,

temperatura ambiente até o preparo dos

MG e mantido em

iogurtes.

2.2 Elaboracéao dos iogurtes

ISSN 2675-0260



-Ahmenfgl’

12

A producao dos iogurtes iniciou-se
com a adicdo de 11% de acUcar ao leite
integral, seguido de filtracdo e
pasteurizacdo a 85 °C por 10 minutos.
Apés resfriamento a 43 °C, foram
adicionadas as culturas laticas termofilicas
(L. delbrueckii subsp. bulgaricus e S.
salivarius subsp. thermophilus) e a cultura
probidtica L. casei BGP93 ambos da
empresa SACCO® (Y450B). A fermentacéo
ocorreu a 43 °C por cerca de 4 horas e 30
minutos, até atingir 0,60% de acidez
(Schimidt et al., 2012).

Nos iogurtes delactosados, a
enzima lactase, da empresa Docina
Nutricdo (Juiz de Fora, Minas Gerais,
Brasil), foi adicionada concomitantemente
a adicao das culturas lacteas, conforme a
recomendacao do fabricante.

Apoés atingir a acidez desejada, 0s
iogurtes foram resfriados e adicionados de
1,5% do preparado de ora-pro-nébis e
1,5% do preparado de abacaxi para obter
os tipos tradicional (T1) e delactosado (T2).
Em seguida, foram envasados em garrafas
de 1000 g sanitizadas (150 ppm de cloro

ativo) e armazenados a 6 °C para andlise.

2.2 Contagem de bactérias laticas nos
iogurtes

A andlise dos iogurtes foi realizada
nos tempos: 0, 15, 30 e 45 dias de
armazenamento a 6,0 °C. O preparo das
analises

amostras submetidas as

microbiologicas foi realizado de acordo

com o recomendado pela American Public

Health Association - APHA (Swanson;
Petran; Hanlin, 2001). A contagem de
bactérias laticas presentes nos iogurtes foi
feita utilizando-se 4gar de Man, Rogosa &
Sharpe - MRS (Merck, Darmstadt,
Alemanha) e agar M17 (Difco, Sdo Paulo,
Brasil). Apos a obtengéo dos resultados, foi
somado o valor das contagens do agar
MRS com o valor do agar M17, a fim de se
obter a contagem de bactérias laticas nos
iogurtes (RICHTER; VEDAMUTHU, 2001).

2.3 Determinacdo da resisténcia
gastrointestinal simulada in vitro de L.
casei BGP93 nos iogurtes

A avaliacdo da resisténcia
gastrointestinal de L. casei BGP93
veiculado nos iogurtes tradicionais (T1) ou
delactosado (T2), ambos contendo
preparado de folhas de ora-pro-nébis e
preparado de polpa de abacaxi foi
conduzida empregando-se um modelo in
vitro, por meio da simulagdo dos sucos
gastrico e entérico de acordo com
metodologia proposta por Bedani, Rossi e
Saad (2013).

Ao final de cada fase (gastrica,
entérica | e entérica 1), retiraram-se
aliquotas de 1 mL, que foram diluidas em
solucdo salina estéril (0,85% de NaCl) e
plaqueadas em &gar MRS, conforme
descrito no item 2.2, para avaliar a
sobrevivéncia de L. casei BGP93. A

contagem diferencial dessa estirpe
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baseou-se na morfologia das coldnias

tipicas, identificadas como cremosas,
redondas e brancas leitosas em agar MRS.
O numero de UFC/g foi calculado com base
nas col6nias tipicas e na diluicdo utilizada.
Uma cultura pura de L. casei BGP93
(SACCO®) serviu como controle positivo

para a identificac&o da estirpe.

2.4 Andlise estatistica

Para avaliacdo da viabilidade das
bactérias laticas dos iogurtes utilizou-se
esquema fatorial 2x4, sendo dois iogurtes
(tradicional e delactosado) e quatro tempos
(0, 15, 30 e 45 dias).

Utilizou-se esquema fatorial 3x2x3,
sendo trés fases (gastrica, entérica | e
entérica Il), dois tratamentos (T1 e T2) e
trés tempos (0, 25 e 45 dias) para avaliar a
resisténcia gastrointestinal simulada in
vitro de L. casei BGP93.

As andlises foram realizadas com
trés repeticbes em triplicata e os dados
foram avaliados utilizando-se a Analise de
Variancia (ANOVA) e teste Tukey para
comparacdes entre as médias, ao nivel de
5% de significancia. O software utilizado foi
0 R com auxilio do pacote ExpDes

(Ferreira; Cavalcanti; Nogueira, 2011).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Contagem de bactérias laticas nos
iogurtes

A contagem de bactérias laticas nas

amostras de iogurtes avaliadas foi superior
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a 8,0 log UFC/g durante 45 dias de
°C (Figura 1).

atenderam a

armazenamento a 6,0
Portanto, os produtos
legislacdo vigente que preconiza ho
minimo 107 UFC/g de bactérias laticas no
iogurte (Brasil, 2007).

Para os iogurtes dos tratamentos
(T1) e (T2)
contendo preparado de folhas de ora-pro-

tradicional delactosado
noébis e preparado de polpa de abacaxi,
constatou-se que nao houve interacdo
(p>0,05) entre tratamento e tempo (0, 15,
30 e 45), sendo os altos valores de
contagem de bactérias laticas (> 1,0 x 108
UFC/g) justificado pelo uso da cultura
probidtica de L. casei BGP93 em adicao as
bactérias da cultura starter usadas na
fabricagdo (Figura 1A).
Verificou-se também, ao comparar
dois
(p<0,05) da

bactérias laticas do tempo 30 para o tempo

esses tratamentos, que houve

reducéo contagem de
45 dias de armazenamento no iogurte
delactosado (Figura 1A), o que pode estar
relacionado a acidez do produto. Além
disso, o tempo foi significativo (p<0,05),
sendo os maiores valores de contagem de
bactérias laticas obtidos aos 30 dias de
estocagem desses iogurtes a 6,0 °C
(Figura 1B). Os tratamentos também foram
significativos (p<0,05), sendo a contagem
de bactérias laticas maior no iogurte
delactosado contendo preparado de folhas
de ora-pro-nébis e preparado de polpa de

abacaxi (Figura 1C).
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Figura 1 - Contagens médias de bactérias laticas (log UFC/g) em iogurtes probidticos delactosado

(DOPNA) e tradicional (TOPNA) adicionados de preparado de folhas de ora-pro-ndébis e preparado de
polpa de abacaxi.
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Em que, A: representacao grafica da contagem de bactérias laticas nos iogurtes tradicional (TOPNA) e
delactosado (DOPNA) ao longo do periodo de armazenamento; B: representacéo grafica da contagem
média de bactérias laticas dos dois iogurtes em cada tempo de armazenamento; C: contagem média
de bactérias laticas dos iogurtes tradicional (TOPNA) e delactosado (DOPNA).

Fonte: Dados da pesquisa.

A hidrélise enzimatica da lactose galactose que sao prontamente
durante o processo de fabricacdo do assimilados pelas culturas lacteas com,
iogurte delactosado libera 0s consequente, economia de energia devido
monossacarideos como  glicose e a biossintese de lactase ndo ser essencial
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para 0 uso de lactose, uma vez que a

mesma encontra-se clivada e os

monossacarideos disponiveis para as
bactérias laticas, o)

que  pode,

provavelmente, ter contribuido para a
tendéncia de maior contagem de bactérias
laticas no iogurte delactosado.

Um dos principais parametros de
de

resisténcia e viabilidade das bactérias

qualidade jogurte  consiste na
laticas durante o periodo de vida util do
produto. Com isso, ao se estudar o uso de
aditivos e ingredientes e formular novos
sabores, deve-se avaliar a sua acédo
perante este grupo de microrganismos
(Fonseca et al., 2014). Assim, os iogurtes
dos tratamentos avaliados atenderam ao

preconizado em relacdo a contagem de

bactérias laticas (Brasil, 2007) e a adi¢céo
de preparado de folhas de ora-pro-nébis e
do preparado de polpa de abacaxi nao
influenciaram (p>0,05) a viabilidade dos

microrganismos.

3.2. da
gastrointestinal simulada in vitro de L.

Determinacdao resisténcia

casei BGP93 nos iogurtes

O menor valor de contagem de L.
casei BGP93 constatado no ensaio in vitro
foi de 5,60 log UFC/g e ocorreu na
simulagdo da fase entérica Il quando essa
bactéria probiodtica foi veiculada pelo
iogurte delactosado estocado por 25 dias a

6,0 °C (Figura 2).

Figura 2 - Sobrevivéncia de L. casei BGP93 ao trato gastrointestinal simulado in vitro quando veiculado

em iogurtes probidticos tradicional (TOPNA) e delactosado (DOPNA) contendo preparado de folhas de

ora-pro-nobis e preparado de polpa de abacaxi. FG (Fase gastrica), FE | (Fase entérica l), FE Il (Fase

entérica Il)

Fi4, 26=96,7 p=0,00001

i g
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Fonte: Dados da pesquisa
As culturas probidticas adicionadas em contagem elevada, desde sua

aos alimentos devem permanecer viaveis e

inoculacdo até o final da vida util do
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produto, sendo capazes de resistir as

condicbes do trato gastrointestinal,
tolerando as condi¢cdes acidas e os sais
biliares para que o alimento seja
considerado probidtico (Peres et al., 2014).
Madureira et al. (2011) consideram que no
minimo 10° a 10’ UFC/g ou mL de células
viaveis do probiotico devem atingir o célon
intestinal para que o alimento exerca efeito
terapéutico.

A capacidade de resistir ao
estresse  digestivo  é uma  das

caracteristicas mais relevantes dos
probidticos para serem adicionados com
sucesso em produtos alimenticios (Meira et
al., 2015). No presente estudo, constatou-
se contagens entre 5,60 e 6,61 logs UFC/g
no final da fase entérica Il. Assim, o
consumo de uma por¢éo minima de 100 ml
dos iogurtes dos tratamentos Tl e T2
oferecem no minimo 10’ UFC de células
dessa  bactéria

viaveis probidtica,

quantidade suficiente para promover

beneficios ao hospedeiro, conforme
Madureira et al. (2011) e Hussain et al.
(2016), além de comprovar a eficiéncia da
latica carreadora de

matriz como

probidticos.

4 CONCLUSAO
A adicd@o de ora-pro-nobis e L. casei
BGP93 no

agregar valor nutricional e funcional ao

jogurte é promissora por

produto, além de contribuir para o uso e

consumo dessa PANC, estimulando a

producdo da mesma, agregando valor ao

produto final e contribuindo para a nutricdo

da populacao.
Quando L.

veiculado nos

BGP93 foi

tradicional e

casei
iogurtes

delactosado adicionados de folhas de ora-
pro-ndbis trituradas em agua e preparado
de polpa de abacaxi, 0 mesmo resistiu a
simulacao in vitro do trato gastrointestinal
apresentando contagens acima 5,60 log
UFC/g,
probidtico desses iogurtes.

0 que demonstra o potencial
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