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RESUMO

BLUMBERG, Thayane Garcia. Potencial probiético, aspectos de seguranca
e aplicacao de Pediococcus pentosaceus P107 em matriz alimentar. 2021.
53f. Dissertacdo (Mestrado em Nutricdo e Alimentos) — Programa de POs-
Graduacdo em Nutricdo e Alimentos, Faculdade de Nutricdo, Universidade
Federal de Pelotas, 2021.

A crescente demanda por alimentos fermentados funcionais tem estimulado o
desenvolvimento de novos produtos e a aplicacdo de bactérias 4cido-lacticas
(BAL) com potencial probidtico tem sido vastamente estudada por cientistas de
alimentos. Dentre as BAL, Pediococcus pentosaceus, presente na microbiota
natural de mamiferos, tem apresentado potencial probiotico, quando avaliado in
vitro e in vivo. P. pentosaceus tem como principal funcdo promover a
fermentacdo dos produtos alimenticios, favorecer a acidificacdo do meio com
consequente aumento da vida util dos alimentos e, agregar valor como cultura
adjunta com potencial probidtico. Assim, este estudo teve por objetivo avaliar
as caracteristicas probioticas e aspectos de seguranca (food safety) do isolado
P. pentosaceus P107, bem como a passagem pelo trato gastrintestinal (TGI) e
viabilidade durante armazenamento em iogurte funcional. O potencial probiético
foi avaliado in vitro por meio da resisténcia a acidos, sais biliares e tolerancia
ao TGI; como aspectos de seguranca foram realizados os testes de gelatinase,
DNAse, hemolisina e susceptibilidade aos principais antimicrobianos de uso
clinico. Posteriormente, foi elaborado um iogurte, suplementado com P.
pentosaceus P107 (probiotico), para avaliacdo in situ. Na sequéncia, foi
avaliada a viabilidade de P. pentosaceus P107, pH e acidez, durante o
armazenamento do produto. De acordo com os resultados obtidos, o isolado
apresentou tolerancia em todas as faixas de pH (pH 2,0; 3,0 e 4,0) e em todas
as concentracdes de sais biliares (0,1 %, 0,3 %, 0,5 % e 1 % (m/v)) testadas.
Foi observado ainda que, o isolado P. pentosaceus P107 manteve-se viavel em
todos os tempos, quando analisada a tolerdncia ao suco intestinal simulado
(pancreatina e pancreatina + 0,5 % sais biliares). Em relacédo a tolerancia ao
suco gastrico simulado (pepsina e pepsina + leite integral), observou-se que,
guando analisada a tolerancia do isolado frente a adicdo de pepsina, o isolado
apresentou viabilidade apenas nos tempos de 0 h e 2 h. Porém, quando
testada a tolerancia do isolado frente a adicdo de pepsina + leite, o isolado
apresentou viabilidade semelhante em todos os tempos analisados (O h,2he 4
h), demonstrando que o alimento ofereceu protecdo ao isolado, mesmo apés 4
h de exposi¢cdo. Ainda, o isolado apresentou auséncia de viruléncia. Quando
realizada a determinacdo da populacdo estimada de BAL no iogurte foi
observada uma reducdo na contagem de células de aproximadamente 1 log,
apos 32 dias de armazenamento. Porém, quando analisada a viabilidade da
cultura probidtica observou-se um aumento na concentracdo, quando
comparados o 1° e 32° dia de armazenamento (6 log.UFC/mL e 6,8
log.UFC/mL, respectivamente). Quanto as analises de pH e acidez, observou-
se que o pH do iogurte 32 dias, apresentou uma variacao de pH 4,2 a 4,0. Da
mesma forma, quando analisada a acidez do iogurte observou-se constancia
entre as amostras quando comparados os dias 1 e 32. Por meio dos resultados
obtidos pode-se inferir que, P. pentosaceus P107 apresenta potencial



probiético e aspectos de seguranca in vitro, conferindo viabilidade quando
testado nas condi¢cbes do TGI simulado e, o isolado se manteve viavel e em
concentracbes adequadas durante o armazenamento do iogurte quando
adicionado na matriz alimentar (iogurte). Portanto, P. pentosaceus P107
apresenta potencial probiotico para aplicacdo em alimentos e o iogurte
funcional apresenta-se como um veiculo satisfatério para a incorporagao de
bactérias probidticas.

Palavras-chave: Fermentacdo; bactéria acido-lactica; iogurte; alimento
funcional.



ABSTRACT

BLUMBERG, Thayane Garcia. Probiotic potential, safety aspects and
application of Pediococcus pentosaceus P107 in food matrix. 2021. 53f.
Dissertacdo (Mestrado em NutricAo e Alimentos) — Programa de POs-
Graduacdo em Nutricdo e Alimentos, Faculdade de Nutrigdo, Universidade
Federal de Pelotas, 2021.

Given the growing demand for functional fermented foods, which has stimulated
the development of new products, the application of lactic acid bacteria (LAB)
with probiotic potential in foods has been widely studied. Among the BAL,
Pediococcus pentosaceus, present in the natural microbiota of mammals, has
shown probiotic potential when evaluated in vitro and in vivo. P. pentosaceus
has the main function of promoting the fermentation of food products, favoring
the acidification of the product, increasing the shelf life of the food, and as an
adjunct with probiotic potential. Given the above, this study aimed to evaluate
the probiotic characteristics and safety aspects (food safety) of the isolate P.
pentosaceus P107, as well as its passage through the gastrointestinal tract
(TGI) and its viability during storage in functional yoghurt. The probiotic potential
was evaluated in vitro through resistance to acids, bile salts and tolerance to the
GIT; as safety aspects, tests for gelatinase, DNAse, hemolysin and
susceptibility to the main antimicrobials in clinical use were performed.
Subsequently, probiotic yoghurt, supplemented with P. pentosaceus P107, was
prepared for in situ evaluation. Subsequently, the viability of P107, pH and
acidity was evaluated during product storage. According to the results obtained,
the isolate presented tolerance in all pH ranges (pH 2, 3 and 4) and in all bile
salt concentrations (0.1%, 0.3%, 0.5% and 1 % (m/v)) tested. It was also
observed that the isolate P. pentosaceus P107 remained viable at all times,
when the tolerance to simulated intestinal juice (pancreatin and pancreatin +
0.5% bile salts) was analyzed. Regarding tolerance to simulated gastric juice
(pepsin and pepsin + whole milk), it was observed that, when the tolerance of
the isolate against the addition of pepsin was analyzed, the isolate showed
viability only at times of 0 h and 2 h. However, when the tolerance of the isolate
against the addition of pepsin + milk was tested, the isolate showed similar
viability at all times analyzed (Oh, 2h and 4h), demonstrating that the food
offered protection to the isolate, even after 4h of exposure. Still, the isolate
showed absence of virulence for the analyzed tests. When the determination of
the estimated population of BAL in yogurt was performed, a cell count reduction
of approximately 1 log was observed after 32 days of storage.). However, when
analyzing the viability of the probiotic culture, an increase in concentration was
observed when comparing the 1st and 32" days of storage (6 log.UFC/mL and
6.8 log.UFC/mL, respectively). As for the pH and acidity analyses, it was
observed that the pH of the 32-day yoghurt presented a pH variation from 4.2 to
4.0. Likewise, when the acidity of yogurt was analyzed, consistency was
observed between the samples when comparing days 1 and 32. Through the
results obtained, it can be inferred that P. pentosaceus P107 has probiotic
potential and in vitro safety aspects, conferring viability when tested under the
conditions of the simulated GIT, and when added to the food matrix (yoghurt),
the isolate remained viable and at adequate concentrations during yogurt
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storage. Therefore, P. pentosaceus has potential for application in probiotic
foods and functional yoghurt presents itself as a satisfactory vehicle for the
incorporation of probiotic bacteria.

Keywords: Fermentation; lactic acid bacteria; yogurt; functional food.
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1. INTRODUCAO

Atualmente, a dieta da maioria da populacao, caracteriza-se por ser uma
dieta ocidental, com baixo teor de fibras, alto consumo de gorduras e produtos
ultra processados, caracteristicas estas que elevam a proliferacdo de bactérias
patogénicas na microbiota intestinal (JUMPERTZ et al., 2011). Em funcéo
disso, diversos produtos lacteos vém sendo estudados para que possam
atender as necessidades diarias de determinados micronutrientes, obtendo
assim, uma alimentacdo mais saudavel e natural. Entre os laticinios, incluem-
se produtos como queijos, kefir, iogurtes e outros produtos fermentados
(FERREIRA, 2003).

A maioria das bactérias probibticas pertence ao grupo de BAL. Estes
micro-organismos sao classificados como Gram-positivos, catalase negativa e,
geralmente, seguros para o consumo (DORES; SILVA, 2017). Os probioticos
Sao micro-organismos vivos que se administrados em quantidades suficientes,
podem proporcionar beneficios ao hospedeiro (FAO, 2002). ApGs a ingestao,
0S probidticos necessitam sobreviver as condicdes adversas do trato
gastrintestinal (TGI) como sais biliares, enzimas digestivas e suco gastrico,
além de conservarem sua atividade metabolica e viabilidade até adesdo ao
trato intestinal, promovendo efeito benéfico ao hospedeiro (SAAD, 2006;
ARAUJO, 2007).

A crescente demanda por alimentos fermentados funcionais tem
estimulado o desenvolvimento de novos produtos e a aplicacdo de bactérias
acido-laticas (BAL) com potencial probiotico tem sido vastamente estudada por
cientistas de alimentos. Os produtos funcionais apresentam caracteristicas
como promocao de saude e bem-estar, além da sua funcéo de nutrir (MEIRA et
al., 2012).

Entre as BAL com potencial probiético, destaca-se Pediococcus
pentosaceus, um micro-organismo presente na microbiota natural de
mamiferos (FAO, 2002). Entretanto, este ja foi isolado de varios produtos
lacteos como leite iogurtes e queijos e, em produtos ndo lacteos, como por
exemplo, produtos carneos (principalmente embutidos), sorgo, pélen,
fermentacdo de bambu, entre outros (VIDHYASAGAR; JEEVARATNAM, 2012;
ELENA; MICHELA, 2013; BELHADJ et al., 2014).
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Pediococcus pentosaceus tem como principal fungdo promover a
fermentacdo dos produtos alimenticios, favorecer a acidificacdo e consequente
aumento da vida util dos alimentos e agregar valor como cultura adjunta
(probidtico). Desta forma, é empregado como cultura iniciadora no processo
fermentativo de alguns produtos carneos, como embutidos e produtos vegetais.
A producdo de outros metabdlitos como peptideos antimicrobianos que afetam
a proliferacdo de micro-organismos deteriorantes e patogénicos, € uma das
suas principais caracteristicas, que fazem com que seja amplamente utilizado.
Ainda, é aplicado como suplemento probiotico tanto para humanos como para
animais (PAPAGIANNI e ANASTASIADOU, 2009; VIDHYASAGAR e
JEEVARATNAM, 2012; PORTO et al., 2017; BORDINI, 2019).

Atualmente, o interesse no desenvolvimento de alimentos funcionais que
contenham probiéticos tem demonstrado grande potencial para promocdo da
saude humana e estes, podem ser facilmente disponibilizados aos
consumidores, incorporando-os em produtos lacteos, como o iogurte (AKIN;
OZCAN, 2017; FULLER; GIBSON 1998). O iogurte é um alimento amplamente
recomendando por conter propriedades nutricionais e sensoriais. E fonte de
minerais como calcio, fésforo, zinco e magnésio e rico em proteinas, contem
baixo teor de gordura dependendo do tipo de leite com o qual € produzido
(ROCHA et al., 2008).

A producédo de iogurte ocorre através da fermentacdo do leite por meio
do sinergismo entre as bactérias iniciadoras Streptococcus thermophilus e
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (SCHOINA et al., 2014), podendo
ainda conter, culturas adjuntas com potencial probioético (BRASIL, 2007).

Para serem consideradas como probiéticos, 0S micro-organismos
precisam responder a um extenso espectro de condi¢des, tais como viabilidade
e persisténcia no TGI, que comeca com a sobrevivéncia a acado das enzimas
salivares e do pH (MATTILA-SANDHOLM, 1998; MATTILA-SANDHOLOM,
2002; SAAD, 2006), condicbes acidas do estdbmago, aos sais biliares, as
enzimas pancreaticas no intestino, as e, ainda, aderir ao hospedeiro e se
multiplicarem (COOK et al., 2012; MARTIN et al., 2015).

Segundo a FAO/WHO (FAO 2002; 2006), a recomendac¢ao de ingestao
de probioticos para exercer um impacto benéfico a satde € um minimo de 10°

— 107 UFC.g! por dia. De acordo com Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria



15

(2017), a manutencédo da viabilidade de bactérias probibticas deve se manter
superior a 102 - 10° UFC até o consumo do alimento.

Em virtude do aumento da procura por alimentos mais saudaveis e
atrativos, o consumidor tem exigido uma diversidade de produtos inovadores
no mercado, para garantir que seus produtos sejam atrativos aos consumidores
e garantir a comercializacéo, a industria busca inovar com novos ingredientes,
outros sabores e benéficos a saude, principalmente quando se considera o0s
alimentos funcionais (SOARES, 2017). A aplicacdo de novos isolados
caracterizados com potencial probi6tico, como P. pentosaceus P107, em matriz
alimentar pode ser uma alternativa para o desenvolvimento de alimentos
funcionais que atendam as necessidades do consumidor, de maneira viavel e
segura. Assim, uma série de informacdes como o comportamento destes
micro-organismos em matrizes alimenticias, a influéncia destas na
sobrevivéncia e no comportamento de micro-organismos em condicdes
simuladas as condicbes gastrintestinais e seus efeitos potencialmente
benéficos a saude, ainda ndo foram completamente elucidados pela literatura.

Deste modo, ao utilizar uma matriz alimentar adequada (iogurte),
possibilita-se o desenvolvimento e a viabilidade da bactéria probidtica em
condicBes adversas do trato gastrintestinal e garante-se a protecdo do micro-
organismo para que alcance a mucosa intestinal e consiga coloniza-la. A
ingestdo constate deste micro-organismo irA promover efeitos benéficos a

salde do consumidor.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral
Avaliar as caracteristicas probiodticas e 0s aspectos de seguranca do
isolado P. pentosaceus P107, bem como passagem pelo TGI simulado e

viabilidade durante armazenamento em iogurte funcional.

2.2 Objetivos Especificos

° Avaliar o potencial probiético de P. pentosaceus P107 in vitro por
meio da resisténcia a acidos, sais biliares e tolerancia ao TGI;

° Avaliar os aspectos de seguranca como gelatinase, DNAse,

hemolisina in vitro.

° Analisar a susceptibilidade aos principais antimicrobianos de uso
clinico.

) Produzir iogurte suplementado com P. pentosaceus P107
(probidtico);

) Avaliar a viabilidade de P. pentosaceus P107 durante o

armazenamento sob refrigeragéo do iogurte.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Bactérias acido-lacticas

Bactérias acido-lacticas pertencem a um grupo de 11 géneros de
bactérias Gram-positivas, sendo elas: Propionibacterium, Enterococcus,
Pediococcus, Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus, Bifidobacterium,
Tetragenococcus, Vagococcus, Leuconostoc e Weissella (KAVITAKE et al.,
2018), com caracteristicas homofermentativa, oxidase-negativa e catalase
negativa (KITAHARA, 1974; IVANOVA et al., 2013; SHUKLA e GOYAL, 2013;
TEIXEIRA, 2018). Este grupo de bactérias ganham destague em processos
fermentativos por serem as culturas iniciadoras, capazes de produzirem acidos
organicos, sendo um dos seus principais produtos de fermentagdo do
metabolismo de hidratos de carbono, o acido latico, como também por terem
capacidade de formar aroma no produto (JAY, 2000). O acido latico tem como
funcdo prolongar a vida atil, aumentar os aspectos de seguranca do produto
final, além de promover melhoria as propriedades sensoriais do alimento (LEE
et al., 2017; ROSOLEN, 2020).

A maioria das BAL sdo reconhecidas como micro-organismos seguros
para o consumo humano e animal e, algumas, apresentam potencial probiético,
com inumeras aplicacdes em alimentos, o que as torna muito atraentes para a
producdo de alimentos funcionais e para a industria de alimentos (QUINTO et
al., 2014).

Cepas probidticas provenientes de BAL sao utilizadas para producéo de
laticinios, dentre os quais podemos citar iogurtes, leite fermentados, queijos e
sobremesas com base lactea (RIVERA-ESPINOZA e GALLARDO-NAVARRO,
2010; SOCCOL et al., 2010; CASAROTTI e PENNA, 2015). Nestes alimentos
se concentra a maior parte das aplicagcbes de micro-organismos probioticos,
pois ha uma grande familiarizacdo e aceitagdo do consumidor com laticinios os
quais identificam como produtos que trazem beneficios a saude por conterem
micro-organismos vivos. Outro ponto a ser considerado € que o leite propicia
um ambiente favoravel para desenvolvimento e multiplicagdo destes micro-
organismos, devido a elevada atividade de agua e fonte nutricional, fazendo

com que haja a fermentacdo do mesmo, promovendo melhorias na
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digestibilidade e das caracteristicas sensoriais dos derivados como textura,
sabor e aroma (FELICIO et al., 2016; CHR-HANSEN, 2017).

Dentre o grupo das BAL, encontra-se P. pentosaceus, presente na
microbiota de mamiferos (FOOD AND AGRICULTURE ORGANISATION OF
THE UNITED NATIONS AND WHO WORKING GROUP, 2002; PORTO et al.,
2017), entretanto, este ja foi isolado em diversos produtos fermentados
(queijos), ndo fermentados (leites) e principalmente em produtos carneos, 0s
quais apresentam diversas caracteristicas bioquimicas e fisiolégicas, conforme

descrito a seguir.

3.2 Pediococcus pentosaceus

Pediococcus pentosaceus € um micro-organismo utilizado em diversos
processos industriais associados a fermentacdo. Na sua utilizacdo como
probiotico, P. pentosaceus desempenha diversos beneficios como modulacao
da resposta imune do hospedeiro (JEEVARATNAM, 2012), reducdo dos niveis
séricos de colesterol (PORTO et al., 2017), normalizacdo da composicdo da
microbiota intestinal e alta atividade antimicrobiana contra patégenos
(PAPAGIANNI; ANASTASIADOU, 2009), isto porque, P. pentosaceus produz
bacteriocinas, como a pediocina, a qual apresenta significativa atividade sobre
as espécies patogénicas de Listeria sp. (BORDINI, 2019.)

Pediococcus pentosaceus é empregado como cultura iniciadora no
processo fermentativo de alguns produtos céarneos, salames e produtos
vegetais. A producdo de outros metabodlitos como peptideos antimicrobianos
que afetam a proliferacdo de micro-organismos deteriorantes e patogénicos, é
uma das suas principais caracteristicas, que fazem com que seja amplamente
utilizado. Ainda, é aplicado como suplemento probidtico tanto para humanos
como para animais (PAPAGIANNI e ANASTASIADOU, 2009; VIDHYASAGAR
e JEEVARATNAM, 2012; PORTO et al., 2017; BORDINI 2019).

Existem diversos estudos que comprovam a competéncia do P.
pentosaceus como probidtico e, este fato, deve-se a capacidade de se ligar as
células epiteliais do intestino, como também em resistir a passagem gastrica e
intestinal, demonstrando resultados benéficos por meio da avaliagdo de
seguranca quando aplicados em alimentos (VIDHYASAGAR e
JEEVARATNAM, 2012; PORTO et al., 2017; WEBER, 2019).
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De forma a disponibilizar aos consumidores alimentos contendo P.
pentosaceus como probidtico, estudos cientificos vém sendo realizados com o
intuito de observar sua viabilidade e seguranca.

Um estudo realizado por Teixeira (2018) com P. pentosaceus
demonstrou que o isolado manteve sua viabilidade sob armazenamento em
refrigeracdo por até 30 dias, utilizando gréos de arroz como o suporte para
imobilizagcdo, demonstrando caracteristica vantajosa para aplicacdo em
alimentos. Fernandes (2017) avaliou in vitro o potencial de seguranca,
probidtico e tecnoldgico de P. pentosaceus isolado de leite de ovelha, onde o
isolado se manteve seguro quanto a sua utilizacdo. Bordini (2019), utilizou a
microencapsulacdo de P. pentosaceus P107 utilizando como material de
parede soro de queijo, pectina e xantana e observou que a aplicacdo deste
micro-organismo microencapsulado pode ser uma alternativa positiva para uso

como probidtico.

3.3 Probidticos

O termo probiotico foi utilizado primeiramente em 1965 por Lily e
Stillwell, os quais definiram como substancias obtidas por meio da producao de
micro-organismos que incitavam o crescimento de outras bactérias. Por meio
deste, inUmeros estudos foram desenvolvidos com o objetivo de averiguar a
acdo probidtica de diferentes géneros, bem como espécies. Fuller (1989),
determinou que os probidticos sdo micro-organismos Vvivos que promovem
beneficios como o equilibrio da microbiota intestinal e saude do hospedeiro.
Anos mais tarde, Habenaar et al. (1992), completou a definicdo de Fuller
(1989), definindo probidticos como uma ou varias culturas de bactérias que
guando aplicadas em seres humanos ou em animais, auxiliam beneficamente o
hospedeiro, promovendo melhora na microbiota endégena (KURITIZA, 2014).

Ha muitas caracteristicas desejaveis ao se escolher uma linhagem
probidtica como a seguranca (fatores de viruléncia, origem, patogenicidade,
etc), critérios tecnologicos (viabilidade durante o armazenamento e o0
processamento, boa aceitabilidade sensorial, eficAcia antagonista contra
patégenos, etc), critérios funcionais (tolerancia a presenca e variacdes de
acidez e a sais biliares, competéncia de adesdo ao epitélio intestinal do

hospedeiro, etc), e ainda, demonstrar resisténcia frente as condi¢cdes do
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sistema gastrointestinal (baixo pH do estdmago, amilase da cavidade oral,
secrecOes biliares e suco pancreatico excretados na regido duodenal)
colonizando, desta forma, temporariamente o intestino (HERNANDEZ-
HERNANDEZ et al., 2012; RITA, 2014).

A acdo dos probibticos atualmente tem sido associada a diversos
beneficios para a saude, tais como reducdo da colonizacdo de bactérias
patogénicas, reducdo da inflamacao intestinal, reducéo dos niveis de colesterol
sanguineos (CHOTIKO e SATHIVEL, 2016), efeito antagbnico e imunoldgico,
resultando em um aumento da resisténcia contra patdgenos. Sendo assim, a
utilizacdo de culturas probidticas estimula o aumento de micro-organismos
benéficos, diminuindo a proliferacdo de micro-organismos potencialmente
prejudiciais a saude, substanciando mecanismos naturais de defesa do
hospedeiro (PUUPPONEN-PIMIA et al., 2002). A maior parte da aplicacdo de
probidticos em matriz alimentar € em produtos lacteos fermentados e em
alguns produtos ndo lacteos, como por exemplo, suco de frutas e sorvetes
(RIVERA ESPINOZA e GALLARDO NAVARO, 2010; PANGHAL et al., 2018).

Na literatura encontramos diversos beneficios oriundos da ingestao de
probioticos relacionados a saude humana. Alguns destes, estdo descritos a

sequir.

3.3.1 Sistema Imune e probidticos

Atualmente sabe-se que existem algumas espécies de bactérias
intestinais, como o Bifidobacterium e o Lactobacillus que estdo ligados a
melhora do sistema imunolégico, devido a proliferacdo de células T, producdo
de interferon, ativacdo dos macréfagos e aumento da producdo de anticorpos
(LODDI et al., 2002). Segundo Jin et al. (1997) o género Lactobacillus pode ser
significativo no progresso da imunocompeténcia, desempenhando assim
protecdo nas reacOes inflamatorias do intestino que sdo ocasionadas por

patogenos.

3.3.2 Resisténcia gastrintestinal e a colonizagdo de patégenos
A presenca de micro-organismos com propriedades probidticas no
intestino tem significativa importancia, pois apresentam efeito competitivo por

meio da producdo de compostos inibitorios, fazendo com que ndo ocorra a
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proliferacdo de patégenos demonstrando um efeito protetor contra infec¢des
gastrintestinais (GRANATO et al., 2012; UECKER, 2018). Os sitios de ligacéo
da mucosa intestinal sdo ocupados por bactérias com efeito probidtico,
conferindo assim, uma barreira fisica para defender a colonizacdo de
patégenos (FURLAN et al., 2004; UECKER, 2018). Loddi et al. (2002), relatam
gue esse bloqueio de ligacdo nos sitios da mucosa entérica, que ocorre pelas
bactérias do intestino, diminui a area onde ocorre a interagcdo no ceco pelos
patébgenos, sendo necessario aproximadamente 40 bactérias para que uma
célula intestinal seja recoberta. Sendo assim, os patdgenos seriam descartados
por competicdo (LODDI et al., 2002).

3.3.3 Probidticos e o alivio da constipacao

Gotteland et al. (2010) realizaram um estudo clinico com homens e
mulheres adultos, na faixa de 25 anos, os quais foram tratados com bebida
lactea simbibtica como tratamento para a constipacéo, este estudo demonstrou
resultados satisfatdrios para o controle da constipacdo. Matsumoto et al. (2006)
relata estudo semelhante, no qual observou reducdo da constipagdo em
individuos adultos que consumiram diariamente leite fermentado suplementado
com Lactobacillus casei durante um més, por meio de andlise dos movimentos
intestinais, consisténcia fecal, frequéncia de defecacdo e histérico de
constipacdo dos individuos. Entre as causas descobertas para a evolucédo da
constipacdo dos individuos em ambos estudos foram aumento no nimero de
bifidobactérias e de lactobacilos presentes no bolo fecal e aumento na
frequéncia dos movimentos intestinais, aumentando a formagéo do bolo fecal,

ocasionando, desta forma, um transito intestinal mais rapido.

3.3.4 Probidticos e a producao de vitaminas e minerais

Uma microbiota intestinal em desequilibrio provoca inUmeras perdas,
como por exemplo, competicdo pelas vitaminas ingeridas via alimentacdo e
diminuicdo da producéo de vitaminas ocasionando a inativacdo de enzimas.
Estas, entdo, ndo desempenham suas fungdes por completo, ocasionando uma
producdo de toxinas que destroem a mucosa do intestino, provocando uma
reducdo na absorcdo dos minerais (ALMEIDA et al., 2009). A nutricdo das
bactérias probioticas ocorre parcialmente por meio da degradacdo pelas
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enzimas adicionadas a dieta intencionalmente sendo o exemplo, os prebiéticos,
como também pela degradacdo das enzimas normais do sistema digestorio
(LODDI et al., 2002).

3.3.5. Probidticos e a relagdo com diminuicéo a alergias a proteinas
alimentares e intolerancia a lactose

Os micro-organismos probidticos estéo ligados a diminuicdo das alergias
a proteinas alimentares, isso ocorre devido a indug¢do da ruptura no TGl de
proteinas com potencial alergénico (MORAIS e JACOB, 2006). Em individuos
com intolerancia a lactose os sintomas indesejados podem ser reduzidos com a
introducd@o de probioticos, visto que estes digerem a lactose na luz intestinal,
pelo fato de possuirem a enzima B-D-galactosidase, responsavel pela
degradacdo da lactose. Em individuos com intolerancia a lactose, essa enzima
estd ausente ou em niveis muito baixo (UECKER, 2018). Desta forma, alguns
dos efeitos da intolerancia a lactose como, o desconforto abdominal e a diarreia
osmotica pelo excesso de lactose, podem ser minimizados (SAAD, 2006). No
estudo realizado por Fan et al. (2006), pacientes com sintomas da sindrome do
intestino irritado, ingeriram pelo periodo de um ano, micro-organismos
probiodticos dos géneros Enterococcus, Bifidobacterium e Lactobacillus e estes

verificaram uma redugéo de 73% dos sintomas nos pacientes estudados.

3.4 Probidticos e aplicacdo em matriz alimentar

Os alimentos probidticos estdo sendo cada vez mais utilizados pela
populacdo, sendo conhecidos por suas propriedades funcionais, ou seja,
alimentos que trazem beneficios ao consumidor além de suas func¢des basicas
de nutricdo. Os probidticos estédo disponiveis em varias formas como produtos
farmacéuticos, formulagdo para animais, produtos para confeitaria, produtos
lacteos, carneos e fermentados (FERREIRA, 2003).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) instituiu em 2021 o
“Guia para instrucao processual de peticdo de avaliagao de probidticos para
uso em alimentos”. Este guia preconiza que a matriz alimentar utilizada, assim
como a dose avaliada em estudos, deve ser compativel com a dose e 0s

alimentos nos quais os probidticos serdo adicionados.
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Os micro-organismos probidticos conferem uma melhora no equilibrio da
microbiota intestinal dos individuos que fazem uso regularmente, pois devido a
capacidade de se manterem viaveis no produto e sobreviverem a passagem
pelo TGI, aderem-se assim no intestino e promovem seus efeitos benéficos
(BEHRENS et al., 2001). A ingestdo recomendéavel de alimentos probi6ticos no
dia a dia é variavel. Vinderola e Reinheimer (2000) descrevem que para que se
obtenha um efeito benéfico desejado é necessaria a ingestdo entre 108 e 10
UFC.mL?* ou UFC.g* variando entre a linhagem utilizada. Segundo Oliveira et
al. (2002) para que 0s micro-organismos se mantenham viaveis, em
guantidades apropriadas e desempenhem efeitos benéficos ao seu hospedeiro,
a amostra minima deve ser de 10’ UFC.mL* ou UFC.g! em uma area de acéo
especifica, como intestino grosso ou intestino delgado. Ja a Organizagdo para
a Alimentacédo e Agricultura (FAO) recomenda um minimo de 108 padronizar de
alimento, diariamente (FAO, 2002).

Matrizes alimentares sdo representadas como sendo um fator definitivo
para a atividade e a viabilidade de um micro-organismo. Toda cepa dispde de
alguma caracteristica, tornando-se de suma importancia o conhecimento de
sua vida atil no produto, a comecar pelo processo de producéo até a finalizacédo
em seu periodo de armazenamento (PADILHA, 2013).

Existem fatores que podem afetar a sobrevivéncia dos probidticos em
matrizes alimentares como a estirpe, matriz de entrega, etapas de fabricacao,
condicbes de armazenagem, etc (GOMAND et al., 2019); a sua alta
sensibilidade a fatores ambientais como pH, acidez, concentracdes, proteinas,
temperatura, presenca de oxigénio dissolvido, condi¢cdes de estocagem, pratica
de inoculacdo, interacbes entre as espécies e a presenca de substancias
inibidoras no meio (OLIVEIRA e DAMIN, 2003; RITA, 2014).

Assim, na aplicacdo da industria de alimentos os atributos funcionais das
proteinas tém suma importancia, pois sdo intermoleculares, interfasicas e
hidrofilicas fazendo com que haja interferéncia significativa na viabilidade dos
micro-organismos, atuando como um agente microencapsulante e auxiliando

na interagcdo do micro-organismos com a matriz alimentar (VIEIRA, 2007).

3.5 Produtos lacteos suplementados com probidticos
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Muitas vantagens estdo sendo atribuidas aos produtos alimenticios
suplementados com probidticos e, algumas destas, sdo a recolonizacdo da
microbiota intestinal, quando houver o0 uso de antimicrobianos clinicos,
possibilitando maior resisténcia gastrointestinal a acdo de micro-organismos
patégenos, devido a excrecdo de metabdlitos antimicrobianos como o &cido
acético, o acido latico e as bacteriocinas, contribuindo para a melhora do
sistema imune, diminuicdo da intolerancia a lactose e, ainda, promovendo
reducd@o nos niveis de colesterol sérico e pressédo sanguinea arterial (FULLER,
1989; LEVRI et al., 2005; SULLIVAN; NORD, 2005; RITA, 2014).

A selecdo de cepas que tenham como base a resisténcia a acidos
auxilia na aplicacéo probidtica e apresenta elevada sobrevivéncia, em produtos
alimentares e em condicdes ambientais em que o hospedeiro se encontra.
Produtos de origem alimentar como os laticinios auxiliam na sobrevivéncia dos
probidticos ao suco gastrico, principalmente por ter efeito protetor e
tamponante (ROSS, DESMOND, STANTON, 2005).

Entre as espécies e géneros incluidos com potencial probi6tico, ressalta-
se as BAL e, dentre estas, 0 género Lactobacillus, representado pelas espécies
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei shirota, Lactobacillus casei
rhamnosus, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus casei defensis e
Lactococcus lactis (BRASIL, 2018), tem sido vastamente utilizado na industria
alimenticia. Além dos Lactobacillus, outros micro-organismos estdo sendo
empregados na industria alimenticia, especialmente na producdo de queijos e
na fermentacdo de leite ou outras matérias primas, como o0 caso de
Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium animalis (incluindo a subespécie
Bifidobacterium lactis), Bifidobacterium longum e Enterococcus faecium
(BRASIL, 2018).

Um estudo feito por Rocha (2020) avaliou o efeito conservador de um
substancia (tipo bacteriocina) produzido por Pediococcus acidilactici em suco
de laranja, utilizando como micro-organismos indicadores a Listeria
monocytogenes e a Enterococcus faecium e conclui que a substancia tipo
bacteriocina produzida pelo Pediococcus acidilactici tem potencial para ser
aplicada na industria alimenticia, principalmente em alimentos refrigerados,
congelados e com pH acido, uma vez que esta apresentou estabilidade as

essas varias condi¢cdes de armazenamento.
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Machado (2007) descreve que as BAL, além de possuirem beneficios
nos seus atributos sensoriais (sabor e textura), também séao importantes devido
ao aumento do seu valor nutritivo, sendo utilizadas como bioconservadores
devido a producéo de bacteriocinas. As BAL tém suma importancia no ramo
alimenticio, devido a sua funcdo como conservador biolégico e por ndo
formarem compostos indesejaveis durante sua degradacdo, desempenhando
assim, uma funcao dupla, atuando como agentes fermentadores de alimentos,
e promovendo efeitos benéficos a satde do consumidor.

Alguns produtos fermentados com probiéticos sdo bem conhecidos para
a populacdo, entre estes, o iogurte, um produto feito com culturas iniciadoras
de BAL. Esse processo ocorre em um tempo minimo de 4 a 5 h de incubacao
com temperaturas entre 40 a 44 °C, alterando a consisténcia do leite, devido a
coagulacdo das proteinas. Quando o pH pretendido é alcancado, o leite
coagulado passa para o resfriamento rapido, para que ocorra a interrupcéo da
fermentacdo e mantido em refrigeracdo durante a vida util do produto (VAN DE
WATER, 2003).

E de suma importancia que haja novos estudos de bactérias com o
potencial probidtico para que assim possa se desenvolver novas alternativas
para a melhora da saude e da qualidade de vida da populacédo, bem como para
o fortalecimento do sistema imunolégico, principalmente em tempos como

estes que estamos passando.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Bactérias

No experimento, foi utilizado o isolado P. pentosaceus P107,
proveniente de presunto cozido fatiado (MARQUES, 2014), pertencente a
colecdo de bactérias probidticas e culturas iniciadoras do Laboratorio de
Microbiologia de Alimentos, do Departamento de Ciéncia e Tecnologia
Agroindustrial da Universidade Federal de Pelotas (UFPEL) e as culturas
iniciadoras comerciais: Streptococcus thermophilus e Lactobacillus delbruecki

subsp. bulgaricus (Chr. Hansen®).
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4.2 Caracterizacdo do potencial probiético in vitro

4.2.1 Tolerancia a condi¢cdes acidas

A resisténcia de P. pentosaceus P107 sob diversas condi¢des acidas foi
realizada de acordo com Erkkila & Petaja (2000), com algumas modificagdes.
Este foi inoculado em caldo De Man Rogosa and Sharpe (MRS) a 37 °C por 24
h e, posteriormente inoculado em caldo MRS (pH 7) ajustado com acido
cloridrico (HCL) concentrado a pH 2, 3 e 4, sendo que o pH 7 foi utilizado como
controle. Um mililitro (1 mL) da cultura foi adicionado aos tubos contendo 10 mL
de caldo MRS acidificado. Apds a exposi¢cdo as condi¢des acidas por0O h,2h e
4 h, diluicbes seriadas de cada tempo foram inoculadas em placas contendo
agar MRS e incubado a 37 °C por 24 h. ApGs este periodo, foi realizada a
contagem da sobrevivéncia das células, a qual foi expressa como valores de
log de Unidades Formadoras de Colonias por mL (log.UFC/mL). A
porcentagem de sobrevivéncia foi calculada com a seguinte equacao: % de
sobrevivéncia: contagem final (log.UFC/mL) / controle (log.UFC/mL) x 100. O

experimento foi realizado em triplicata.

4.2.2 Resisténcia aos sais biliares

ApoOs a incubacdo em caldo MRS a 37 °C por 24 h, células de
Pediococcus pentosaceus P107 foram coletadas por centrifugagao (10000 x g
por 15 min a 4 °C) e a avaliagdo da resisténcia bacteriana aos sais biliares foi
realizada utilizando 10 mL de caldo MRS, suplementado com uma mistura de
colato de sddio e desoxicolato de sodio (Sigma) na proporcéo de 1:1, obtendo
uma concentracao final de 0,1 %, 0,3 %, 0,5 % e 1 % (m/v). A contagem de
células viaveis foi determinada, quando expostas aos sais biliares por 0 h, 2 h,
e 4 h de incubacéo, em placas contendo agar MRS. Em cada periodo foram
realizadas diluicdes seriadas das amostras e incubadas a 37 °C por 24 h. Os
dados foram expressos como valores de log.UFC/mL (PERELMUTER et al.,
2008). O experimento foi realizado em triplicata.

4.2.3 Toleréncia ao trato gastrintestinal de forma simulada

A avaliagcdo de tolerancia ao TGl foi avaliada de forma simulada
conforme Huang & Adams (2004). Ap6s 24 h de incubacéo a 37 °C, as células
de P. pentosaceus P107 foram separadas por centrifugacdo (1200 x g por 5
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min), lavadas duas vezes com tampao fosfato salina (0,85%) (PBS, Laborclin®)
e ressuspendidas em solucédo salina a 0,5 %. Uma aliquota de 200 ul da
suspensao celular foi ministrada a 0,3 mL de solucédo salina e 1 mL de suco
gastrico ou intestinal simulado e incubados a 37 °C. A contagem de células
viaveis foi realizada no tempo 0 h, 2 h e 4 h para a tolerancia gastrica e para a
determinacao da tolerancia ao transito no intestino delgado. O suco gastrico
simulado consistiu em pepsina (3 mg.mL?1) e pH 2 com ou sem a adicdo de
leite integral; enquanto o suco intestinal simulado foi composto por pancreatina
(Img.mL1), pH 8 com ou sem adicdo de 0,5 % de sais biliares. O efeito da
presenca de um alimento na sobrevivéncia durante o transito gastrico em pH 2
foi avaliado da mesma forma, porém, substituindo a solugéo salina (0,85 %) por
0,3 mL de leite integral reconstituido a 10b % (m/v). A contagem do niamero de
células viaveis durante a simulacéo pelo trato gastrico e pelo trato intestinal foi
realizada nos tempos 0 h, 2 h e 4 h em placas de Petri contendo agar MRS. Os
dados serdo expressos como valores de log.UFC/mL. O experimento foi

realizado em triplicata.

4.3 Fatores de viruléncia

4.3.1 Gelatinase

A deteccdo da producdo de gelatinase foi realizada de acordo com
Marra et al. (2007). P. pentosaceus P107 foi inoculado em tubos contendo 4
mL de caldo MRS com 12 % de gelatina por 48 h a 37 °C. Ap0s a incubacéo,
0s tubos foram alocados em banho de gelo por 30 min, sem agitagédo. Foi
utilizado como controle positivo Staphylococcus aureus ATCC 25923. O
resultado foi interpretado como negativo: meio sélido ou, positivo: meio liquido.

O experimento foi realizado em duplicata em dois experimentos independentes.

4.3.2 DNAse

A atividade de DNAse foi testada como descrito por Bannerman (2003),
com adaptacdes, utilizando o agar DNAse (Oxoid, Sao Paulo, Brasil).
Pediococcus pentosaceus P107 foi estriado diretamente na placa com o agar
DNase e incubados por 24 h a 37 °C. Apos o tempo de incubacédo a placa foi
coberta com &cido cloridrico 1 N por 3 min. A formacéo de halo claro em torno

das coldnias foi considerada indicativo de resultado positivo. Como controle
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positivo foi utilizado Staphylococcus aureus ATCC 25923. O experimento foi

realizado em duplicata em dois experimentos independentes.

4 3.3 Atividade hemolitica

Pediococcus pentosaceus P107 foi testado quanto a atividade hemolitica
segundo Foulquié-Moreno et al. (2003), utilizando agar Sangue (suplementado
com 7 % v/v de sangue de cavalo) e incubado a 37 °C por 48 h. A interpretacéo
do resultado foi feita da seguinte forma: a-hemalise - linhagens que produziram
zonas verdes em torno das colbnias; y-hemdlise - ndo produziram qualquer
efeito sobre as placas de agar Sangue (sendo consideradas ndo hemoliticas).
A presenca de zona de lise ao redor das colonias foi classificada como
hemolitica (B-hemolise). O experimento foi realizado em duplicata em dois

experimentos independentes.

4.3.4 Avaliacdo da suscetibilidade a antimicrobianos

A suscetibilidade a antimicrobianos foi avaliada pelo teste de difusdo em
agar Mduller-Hinton (MH, Oxoid®), realizado de acordo com as normas do
documento M100-S22 do Clinical and Laboratory Stardards Institute (CLSI,
2020. Apo6s o cultivo em caldo MRS a 37 °C por 24 h, P. pentosaceus P107 foi
adicionado em solucdo salina estérii (0,85 %) e mensurado
espectrofotometricamente a 0,150 + 0,02 (Densidade Optica — DOsoonm). Em
seguida, com o auxilio de swab, a cultura foi semeada em agar MH e
adicionado discos impregnados com diferentes tipos de antimicrobianos. Foram
utilizados seis agentes antimicrobianos de uso clinico: clindamicina-2 pg (CLI),
cloranfenicol-30 pg (CLO), Meropen-10 pg (MER), Eritromicina-15 pg (ERI),
vancomicina-30 pg (VAN) e penicilina-10 pg (PEN) (Laborclin®). Apéds, as
placas foram incubadas a 37 °C por 24 h e os didmetros das zonas de inibicdo
foram mensurados utilizando-se paquimetro Digimess® e expressos em

milimetros. O experimento foi realizado em quadruplicata.

4.4 Caracterizagcdo da amostra

O presente estudo foi realizado no Laboratério de Microbiologia em
Alimentos, Laboratorio de Nutrigendmica e Laboratorio de Técnica Dietética da
Faculdade de Nutricdo, da UFPEL, Campus Porto, Rio Grande do Sul. A
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matéria-prima utilizada para a producdo do iogurte foi o leite UHT integral
(Elegé®) e acucar (Unido®). Ambos foram adquiridos de um comércio local da
cidade de Pelotas-RS, Brasil. Foram realizadas analises fisico-quimicas (acidez
(°Dornic) e pH) e microbioldgicas (viabilidade da cultura probidtica) que, por
meio de testes preliminares, todo o processo do iogurte foi definido, assim
como a quantidade dos componentes adicionados no mesmo. O iogurte foi
analisado nos dias 0, 1, 7, 14, 28 e 32 dias de estocagem em refrigeracéo
(periodo no qual foi estabelecido o tempo de armazenagem). As andlises foram
realizadas em triplicata.

4.5 Producéao de iogurte probidtico

A elaboracao do iogurte foi realizada em iogurteira com capacidade de 1
L. A base lactea utilizada para o experimento foi o leite UHT integral (Elege®)
com adicdo de 10 % de acucar (Uniao®) e 0,1 % de mix de fermentos lacteos
(Streptococcus thermophilus e Lactobacillus delbruecki subsp. bulgaricus). A
esta mistura foi aplicada tratamento térmico de 90 °C durante trés minutos e,
em seguida, promoveu-se seu resfriamento para 42 °C, temperatura ideal para
adicdo das culturas iniciadoras do iogurte. Apds a inoculagdo das culturas
lacticas, procedeu-se a homogeneizacao do leite, seguido de repouso.

Durante o periodo de incubacédo foram realizadas coletas de amostra
para o monitoramento do pH do iogurte, em intervalos de 30 minutos a partir da
terceira hora de fermentacédo, até quando o mesmo atingiu o valor de 4,6 (pH
final), sendo entdo a fermentacdo interrompida. Em seguida, o iogurte foi
resfriado e, ao atingir a temperatura de 5 °C, realizou-se a quebra do coagulo,
seguido da adicdo de bactéria probiética P107 (=10 UFC.mL1) e posterior

armazenamento em temperatura de 2 a 6 °C (Figura 1).
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Leite UHT Integral

| 10% de acucar

-

Tratamento térmico
90°C/3min

-

Resfriamento a 42°C
0,1% Culturas
iniciadoras

-

Incubacao em iogurteira

-

Obtencéao de gel
pH 4,6

-

Resfriamento a 5°C

-

Adigdo de (=107 UFC/mL) de [ Envase |, | Armazenamento
bactéria probidtica refrigeracéo

Figura 1. Fluxograma da producao de iogurte.

4.5.1 Analises microbiolégicas do iogurte

4.5.1.1 Determinacéo da populacao estimada de bactérias acido-
lacticas totais e viabilidade da cultura probiotica

A determinacdo da populagéo estimada de BAL totais e de culturas
probidticas foi realizada de acordo com a International Dairy Federation (1997)
no tempo inicial (0) 1°, 7°, 14°, 28° e 32° dias de armazenamento do produto.
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Um mililitro da amostra foi diluido em tubos contendo 9 mL de agua peptonada
0,1 % (p/v), seguido de homogeneizacdo em aparelho vortex. Em seguida,
diluicdes seriadas foram feitas utilizando-se o mesmo diluente, até a obtencéo
da diluicdo desejada para inoculagcdo nos meios seletivos.

Agar MRS e agar MRS suplementado com 0,02 % de Bile Bovina
(BILE-MRS) (Sigma-Aldrich) foram preparados de acordo com a metodologia
descrita por Zacarchenco (2004). Para a determinacdo da populacéo total de
BAL foi utilizada a técnica de semeadura em superficie (“spread plate”),
inoculando-se 1 mL de amostra, referente as diluicbes 104, 10, 10 e 107,
diretamente sobre a superficie de placas contendo agar MRS. Para a
contagem da cultura probidtica, P. pentosaceus P107, foi utilizada a técnica de
semeadura em superficie (“spread plate”), inoculando-se 1 mL de amostra,
referente as diluicbes 104, 10, 10° e 107, diretamente sobre a superficie de
placas contendo agar BILE-MRS (0,02%). Em seguida, as amostras foram
espalhadas com o auxilio da alca de drigalski até sua total absorcéo pelo meio.
As placas contendo agar MRS foram incubadas a 37 °C durante 48 h sob
condicdes aerobicas; ja as placas contendo agar BILE-MRS foram incubadas a
37 °C por 72 h em jarras de anaerobise. Os resultados obtidos foram expressos
em log.UFC/mL.

4.5.2 Andlises de pH e acidez do iogurte

4.5.2.1 pH

A determinacdo do valor do pH foi realizada em pHmetro digital
AKI151-AKSO. As andlises foram realizadas em triplicata nos tempos 1, 7, 14,

21, 28 e 32 dias de armazenamento do iogurte.

4.5.2.2 Acidez

A partir de uma solucdo alcalina de concentracdo conhecida, foi
realizada uma titulometria para determinar a acidez do produto, utilizando-se
NaOH 0,1 N e fenolftaleina como indicador de viragem. Os resultados foram
expressos em percentual de acido latico presente na amostra. As analises

foram realizadas em triplicata a partir dos tempos 1, 7, 14, 21, 28 e 32 dias.
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5. Resultados e Discussao

Os resultados das analises de tolerancia éacida, sais biliares e
tolerancia ao TGl simulado do isolado P. pentosaceus P107 s&o descritos a

sequir.

5.1 Tolerancia a condicdes acidas

De acordo com os resultados obtidos (Tabela 1), observa-se que o
isolado P. pentosaceus P107 apresentou viabilidade em todos os tratamentos e
tempos testados, sendo que no tempo de 4 h além de se manter viavel,
demonstrou aumento de + 2 log.UFC/mL. Este resultado demonstra que o
isolado apresenta capacidade de sobrevivéncia em pH acido, mesmo apos 4 h
de incubacdo em todos os pH testados, apresentando resisténcia a condi¢céo

acida estomacal simulada.

Tabela 1. Simulacdo das condi¢cbes acidas in vitro do isolado Pediococcus

pentosaceus P107".

Tolerancia a acidos

0 horas 2 horas 4 horas
---- log.UFC/mL + desvio padréo ----
Controle 7,48 £0,12 7,48 £ 0,16 10,67 £ 0,09
pH2 7,30+ 0,00 7,47 + 0,09 10,41 + 0,03
pH3 7,30 £ 0,00 7,48 + 0,09 9,95+ 0,25
pH4 7,30+0,12 7,32 +0,05 10,67 + 0,02

“Resultados expressos em log.UFC/mL +* desvio padréo.

A capacidade de sobreviver no ambiente no qual ira agir € essencial
para a escolha de um micro-organismo probiético (MARAGKOUDKIS et al.,
2006). Os micro-organismos precisam tolerar ao baixo pH do estémago, o qual
apresenta uma variacéo de 2,5 a 3,5, mas que pode ser inferior a 1,5 durante o
periodo de jejum ou 4,5 no periodo pos-prandial, para que estes consigam
sobreviver e colonizar o intestino. Ressalta-se que, a natureza do alimento
afeta o tempo de transito, sendo que os alimentos sélidos geralmente
permanecem no estbmago entre 2 h e 4 h (HUANG & ADAMS, 2004).

Diferente do encontrado no presente estudo, Fernandes (2017)
evidenciou uma reducédo expressiva da concentracdo de culturas de P.

pentosaceus em pH 3,0 e pH 5,0. Ja no estudo realizado por Meira (2011) foi
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avaliada a capacidade de sobrevivéncia de BAL isoladas de leite e queijos de
ovelha, quando expostas as diferentes condi¢cdes acidas apés 4 h de
incubacédo. Foi observado que quando expostas as condi¢cbes de pH 3,0 e pH
4,0 com até 4 h de incubacado, as linhagens de Lactobacillus apresentaram
resisténcia. Hwanhlem et al. (2010), encontrou resultados semelhantes, onde
linhagens de Lactobacillus quando expostos a condi¢ces acidas com pH entre
2,5 e 4,0 apresentaram viabilidade. Para Argyri e colaboradores (2013), os
quais utilizaram cinco culturas de Lactobacillus plantarum, estes micro-
organismos apresentaram resisténcia ao pH 2,5 apds 3 h de incubacédo. Estes
corroboram com os resultados encontrados no presente estudo.

Esses resultados demonstram que somente bactérias com potencial
probidtico sobrevivem em pH baixo, fazendo com que seja uma caracteristica
de suma importancia, pois o acido do estbmago humano apresenta valores de
pH entre 0,9 e 3,0 na presenca de alimentos, sendo um dos obstaculos que as
bactérias encontram no TGI (ERKKILA & PETAJA, 2000). Devido a este fato,
um micro-organismo probiético deve sobreviver no minimo 90 minutos quando
exposto ao um pH 3,0 (BERNARDEAU; VERNOUX; GUEGUEN, 2001).

5.2 Resisténcia aos sais biliares

De acordo com os resultados apresentados (Tabela 2), observa-se
que no tempo 0 h houve pequena variacdo logaritmica entre as concentracfes
testadas. Ja nos tempos de 2 e 4 h pode-se observar que com o0 aumento do
tempo, houve aumento da concentracdo do isolado, com excecdo na
concentracéo de 1% de sais biliares, provavelmente, demonstrando adaptacéo
do isolado ao meio e, consequentemente, caracteristica probiotica.

Tabela 2. Simulagdo da presenca de sais biliares in vitro do isolado

Pediococcus pentosaceus P107".

Tolerancia aos sais biliares

0 horas 2 horas 4 horas
---- log.UFC/mL + desvio padréo ----
0,1% 7,90 £ 0,09 9,70 £ 0,24 10,69 + 0,01
0,3% 7,48 £ 0,09 10,11 £ 0,10 10,25 + 0,15
0,5% 7,48 £0,12 9,95 + 0,09 10,20 + 0,04
1,0% 7,30 £ 0,00 9,70+ 0,24 9,70 £ 0,29

Controle 7,48 £ 012 7,48 £ 0,16 10,67 + 0,09
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*Resultados expressos em log.UFC/mL * desvio padrédo

A eliminacdo de bactérias patogénicas presentes no TGI, ocorre
também pela presenca dos sais biliares. Estes sdo capazes de solubilizar a
membrana plasmatica dos patogénicos, devido a sua acdo de degradar
substancias lipidicas. Porém, este mecanismo nao atinge somente as bactérias
patogénicas, assim, 0s micro-organismos probioticos precisam, todavia, serem
tolerantes a esses sais biliares, para que possam desempenhar no hospedeiro
efeitos benéficos (BALLUS et al., 2010).

A enzima hidrolase de sais biliares (BSH) é sintetizada por alguns
micro-organismos, esta possui capacidade de hidrolisar os sais biliares e
diminuir o seu efeito como detergente (ERKKILA & PETAJA, 2000). As
bactérias que sintetizam a enzima BSH s&do capazes de promover uma acao
benéfica na diminuicAo dos niveis de colesterol circulante, pois com a
desconjugacdo dos sais biliares no intestino, ocorre a reducdo da presencga
deste no intestino, provocando a producdo de bile a partir do colesterol
(REDONDO, 2008).

Segundo Begley et al. (2006), a bile € composta principalmente por
sais biliares, estes possuem capacidade de desorganizar a estrutura das
membranas celulares, fazendo com que sejam téxicos as células vivas. Por
meio deste, solubilizam os lipideos, demonstrando ac¢do antimicrobiana,
dissolvendo a membrana bacteriana, sendo fundamentais no processo de
digestao de gorduras.

No presente estudo houve, provavelmente uma adaptacdo de P.
pentosaceus P107 as concentracfes de sais biliares, jA no estudo de
Fernandes (2017) cepas de P. pentosaceus quando analisadas nas
concentragdes de 0,1 %; 0,3 %; 0,6 % e 1 % n&o ocorreu sua multiplicagédo nas
12 horas de experimento.

Um estudo realizado por Tavakoli et al. (2017), analisou isolados a
partir de um queijo tradicional iraniano “Koozeh Paneer”, os quais
apresentaram tolerancia aos sais biliares, sendo que oito isolados se
mantiveram viaveis nas concentracdes de 0,3 e 0,5 %; seis isolados na
concentracdo de 1,0 % e trés isolados apresentaram resisténcia quando

testados na concentracdo de 2,0 % de sais biliares.
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Segundo Huang & Adams (2004), quando ha resisténcia dos micro-
organismos avaliados a concentracdo de sais biliares entre 0,1 e 0,3 % em a
avaliacao in vitro da passagem pelo intestino delgado, estes sdo considerados
como potencialmente probidticos. Portanto, obteve-se o6timos resultados e
comprovou-se que 0S outros micro-organismos avaliados, que também
sobreviveram a menor concentracdo de sais biliares (0,1 %), dispdem da

mesma forma, potencial para serem utilizados como probioéticos.

5.3 Tolerancia ao trato gastrintestinal simulado

De acordo com os resultados obtidos (Tabela 3), pode-se observar
que, o isolado P. pentosaceus P107, manteve-se viavel em todos 0s tempos,
quando analisada a tolerdncia ao suco intestinal simulado (pancreatina e
pancreatina + 0,5 % sais biliares). Em relacdo a tolerancia ao suco gastrico
simulado (pepsina e pepsina + leite integral), observa-se que, quando
analisada a tolerancia do isolado frente a adicdo de pepsina, o isolado
apresentou viabilidade apenas nos tempos de 0 h e 2 h. Porém, quando
testada a toleréncia do isolado frente a adicdo de pepsina + leite, o isolado
apresentou viabilidade semelhante em todos os tempos analisados,
demonstrando que o alimento ofereceu protecédo ao isolado, mesmo apds 4 h
de exposicao.

Huang et al. (2004), demonstraram que a adicdo de alimento,
aumenta o pH, fazendo com gque este, seja possivelmente um dos fatores que
contribuem para o aumento da viabilidade de linhagens testadas. Quando
tamponados por alimentos ou encapsuladas, as linhagens podem chegar ao
intestino em alta concentracdo, demonstrando assim efeitos benéficos ao
hospedeiro.

Tabela 3. Simulagédo das condi¢gbes do trato gastrintestinal in vitro do isolado

Pediococcus pentosaceus P107".

Tolerancia ao trato gastrintestinal simulado

0 horas 2 horas 4 horas
---- log.UFC/mL + desvio padréo ----
Pancreatina pH 8 + 8,20+ 0,12 8,18 £ 0,14 8,46 £ 0,13
sais biliares
Pancreatina pH 8 8,18 + 0,06 8,04 + 0,52 8,18 + 0,16
Pepsina pH 2 6,88 + 0,03 5,60 + 0,09 0,00 £ 0,00

PepsinapH 2 + leite 7,53 +0,17 7,64 £ 0,14 7,59+0,18
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*Resultados foram expressos em log.UFC/mL + desvio padrao.

No estudo de Silva (2016) foi avaliada a capacidade de resisténcia ao
TGI de cepas de Lactobacillus rhamnosus e Lactobacillus paracasei, estas
foram resistentes ao pH 2,0 e a acdo de pepsina apenas no inicio da
exposi¢cdo, porém, ao final de 4 h n&o haviam células viaveis e,
consequentemente, ndo foram resistentes a pancreatina.

Estudo realizado por Sehn (2015), avaliou a capacidade de
sobrevivéncia ao suco gastrico simulado do isolado Lactobacillus curvatus
(LC254), e observou que a linhagem néo obteve capacidade de sobreviver ao
suco gastrico simulado, quando em condicdes de pH 2,5 + 3 mg.mL? de
pepsina. Porém, quando exposto ao suco gastrico simulado inoculado
juntamente com leite integral, o isolado se manteve viavel entre 1 e 2 h,
demonstrando assim o efeito protetor do alimento, permitindo a sobrevivéncia
durante a passagem pelo estdmago o que corrobora com o presente estudo.

E de suma importancia que o alimento probidtico apresente um
nimero de micro-organismos viaveis, sendo o minimo de 10° a 10" UFC.mL*
ou g até o momento do consumo (FAO/WHO, 2002). Esses micro-organismos
depois de ingeridos devem ter a capacidade de sobreviver as condicdes
adversas do TGI, além de se manterem viaveis para exercerem assim efeitos
benéficos como atividade antimicrobiana, atividade antioxidante, melhoria no
metabolismo da lactose, propriedades anticarcinogénicas, propriedades
antidiarreicas, estimulacdo do sistema imune, melhoria da sindrome do
intestino irritAvel e supressdo de infec¢bes causadas por Helicobacter pylori
(TUOHY et al. 2003; SAAD, 2006; ARAUJO, 2007).

5.4 Fatores de viruléncia

A viruléncia de micro-organismos deve ser investigada para que se
possa preservar a seguranca do consumo destes, via alimento, mesmo para o
grupo de micro-organismo geralmente considerados seguros para 0 cConsumo
(status GRAS), como no caso de BAL (FAO / WHO, 2002). Os resultados das
analises de viruléncia para o isolado P. pentosaceus P107 estdo descritos a

sequir.
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5.4.1 Gelatinase

Observou-se que o isolado P. pentosaceus P107 apresentou
atividade da gelatinase negativa. A gelatinase esta associada a hidrolise de
uma série de peptideos bioldgicos, como por exemplo: gelatina, colageno,
hemoglobina e caseina (WANG et al., 2011).

Estudo de Fernandes (2017) utilizando P. pentosaceus evidenciou,
assim como no presente estudo, atividade da gelatinase negativa. Estudo
realizado por Moraes (2011) avaliou a atividade da gelatinase de BAL isoladas
de amostras de queijo e de leite cru, constatando que dos 43 Enterococcus
spp. avaliados, somente 11 demonstraram atividade de gelatinase. Mahasneh
et al. (2015) estudaram 17 isolados de Lactobacillus spp. oriundos de produtos
fermentados e com potencial probi6tico e constataram que estes apresentaram
atividade de gelatinase negativa. Resultados estes que corroboram com o0s

dados encontrados no presente estudo.

5.4.2 DNAse

O isolado P. pentosaceus P107 apresentou atividade DNAse
negativa, resultado este de suma importancia, levando em consideracdo que
este fator de viruléncia é utilizado como um dos critérios para a selecdo de
micro-organismos utilizados em alimentos.

A DNAse é capaz de degradar o &cido nucleico (DNA), por isso essa
enzima permite que ocorra a infeccdo do hospedeiro (UECKER, 2018).
Frequentemente, ndo se € observado esse fator de viruléncia em amostras
derivadas de alimentos quando comparadas com amostras clinicas (BARBOSA
et al., 2010). Pieniz et al. (2015) constataram DNAse negativa para o isolado
Enterococcus faecium LAB18s proveniente de queijo minas frescal. Em outro
estudo Moraes (2011), analisou isolados de BAL de queijo e leite cru,
observando resultado negativo para atividade de DNAse. Estes resultados sdo

semelhantes aos obtidos no presente estudo.

5.4.3 Atividade hemolitica

Na andlise de atividade hemolitica, o isolado foi considerado y-
hemolise, ndo produzindo qualquer efeito sobre as placas de agar Sangue
suplementado com sangue de cavalo (7%) (ndo hemolitico).
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Fernandes (2017) em seu estudo utilizando P. pentosaceus isolados
de leite de ovelha, evidenciou atividade hemolitica negativa para todos os
isolados. Além disso, estudos utilizando outros géneros de BALs apresentaram
atividade negativa, como no estudo de Pieniz et al. (2015) os quais verificaram
que o isolado Enterococcus faecium LAB18s proveniente de queijo minas
frescal, ndo apresentou qualquer atividade hemolitica (y-hemolise, a-hemdlise
e / ou RB-hemdlise) apds 48 h de incubacdo em placas de agar Sangue
suplementado com sangue de cavalo (7%). Ja no estudo de Uecker (2018), foi
encontrada atividade a-hemdlise, a qual € caracterizada por uma hemdlise
incompleta, sendo assim considerada ndo hemolitica. Contudo, esta falta de
atividade hemolitica ndo demonstra que o isolado ndo possua potencial de
viruléncia (BARBOSA et al., 2010).

5.4.4 Avaliacdo da suscetibilidade a antimicrobianos

O isolado P. pentosaceus P107 apresentou sensibilidade frente a
todos os antimicrobianos testados, de acordo com os padrdes CLSI, conforme
demonstrado na Tabela (4).

Ao testar P. pentosaceus isolados de leite de ovelha, Fernandes
(2017) avaliou a suscetibilidade a antimicrobianos e observou resisténcia a
oxaciclina, sulatrimetoprim e vancomicina e sensibilidade a clorafenicol e
tetraciclina. Pieniz et al. (2015) avaliaram o isolado Enterococcus faecium
LAB18s proveniente de queijo minas frescal, onde o0 mesmo demonstrou
sensibilidade para todos os antibioticos testados, comprovando assim,
seguranga guanto ao seu uso em alimentos.
Tabela 4. Suscetibilidade a antimicrobianos do isolado Pediococcus
pentosaceus P107, de acordo com a classificacdo CLSI (2018). Os resultados

foram expressos em mm + desvio padrao.

Antimicrobianos Zona de inibicao Classificacédo CLSI

(mm) (5%
Eritromicina 19,32 £ 0,99 14-22
Penicilina 20,91 +1,26 >2
Cloranfenicol 25,00 + 0,91 >16
Meropenen 29,16 + 0,55 > 16
Vancomicina 19,58 + 0,35 =217
Clindamicina 24,66 + 0,32 >8

*Sensivel
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Em um estudo realizado por Schittler (2012) avaliou 16 isolados de
Enterococcus faecium oriundo de leite in natura e constatou que 94% destes
isolados demonstraram sensibilidade a ampicilina, 100% a vancomicina e 81%
a tetracilina, antibiéticos com grande destaque clinico. No estudo de Uecker
(2018), no qual foram avaliadas BAL isoladas de produtos lacteos, os isolados
apresentaram sensibilidade a penicilina, vancomicina e cloranfenicol como no
presente estudo, porém alguns apresentaram resisténcia a meropenem.
Segundo a FAO/WHOO (2006), a susceptibilidade antimicrobiana demonstrada
por micro-organismos quando utilizados em alimentos é considerada um fator
de grande importancia, visto que esta ligada diretamente a seguranca dos
alimentos e deve ser realizada a investigacdo quando se tem a intencdo de
utilizar novas linhagens como culturas probioticas e/ou iniciadoras. Novas
linhagens de BAL podem demonstrar resisténcia frente aos diferentes tipos de
antimicrobianos, carregando genes de resisténcia que podem ser transmitidos
a outras bactérias e assim, elevando o potencial de viruléncia. Se presentes no
alimento ou no intestino humano, essas bactérias podem disseminar estes
genes de resisténcia ocasionando um risco para a saude humana (GIRAFFA,
2002).

Embora no presente estudo P. pentosaceus P107 n&o tenha
apresentado resisténcia a nenhum antimicrobiano, € importante ressaltar que
em alguns casos, BAL probidticas podem apresentar resisténcia intrinseca a
espécie como em Lactobacillus que apresentam resisténcia a vancomicina,
sendo esta cromossémica, ou seja, ndo transferivel a outras espécies
(MORROW et al., 2012; ARGYRI et al., 2013).

5.5 logurte probiético

5.5.1 Determinacdo da populacédo estimada de bactérias acido-
lacticas e viabilidade da cultura probiotica

A populagéo de BAL viavel total foi determinada em agar MRS, apés
48 h, sob condi¢gBes aerbbicas (Figura 2). A contagem total de BAL em agar
MRS (controle) no tempo inicial (dia 0) foi de 107 log.UFC/mL e esta
apresentou reducdo de aproximadamente 1 log apos 32 dias de
armazenamento do produto (6,5 x 10 log.UFC/mL) (Figura 2A). Da mesma
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forma, quando analisada a viabilidade da cultura probiética em agar BILE-MRS,
observou-se reducdo de aproximadamente 1 log apds 32 dias de
armazenamento do produto (6,1 x 10 log.UFC/mL) (Figura 2B).

A viabilidade de micro-organismos probidticos encontrados em
iogurtes depende de diversos fatores tais como, as culturas iniciadoras
utilizadas, as bactérias probiodticas incorporadas, interacdo entre as espécies
presentes, tempo de fermentacéo, condi¢cdes da cultura e de armazenamento,
concentracdo de acUcar (pressdo osmotica), pH do iogurte (pds-acidificacao
durante o armazenamento), disponibilidade de nutrientes, teor de soélidos do
leite, entre outros (KAILASAPATHY et al., 2008). Um estudo feito por
Lankaputhra et al. (1996) demonstrou que iogurtes com o pH abaixo de 4,3
influenciam na viabilidade de bactérias probiodticas, como por exemplo, as
bifidobactérias que séo sensiveis ao pH de sucos de frutas (onde os pH estédo
entre 3,0 e 4,0). Contudo, os alimentos que possuem na sua hatureza acidos
organicos presentes, fazem com que haja desenvolvimento negativo dos
probiéticos. Kailasapathy et al. (2008), analisaram a adicdo de manga (5 g em
100 g) em iogurtes probidticos, no entanto, ndo constataram uma reducdo da
viabilidade destes micro-organismos, isso pode ter ocorrido pela menor

concentracdo da adicdo da fruta no iogurte.
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Figura 2. Contagem total de bactérias acido-lacticas (A) em agar MRS e da
cultura probiotica (B) em agar BILE-MRS presentes na amostra de iogurte
suplementado com Pediococcus pentosaceus P107. Os dados foram
expressos em log.UFC/mL.

Gallina et al. (2011), observaram contagens de bifidobactérias de 6
log.UFC/mL em iogurte probiotico adicionado de frutooligossacarideo (FOS) ao

longo de 28 dias de armazenamento refrigerado. Outro estudo feito por Gallina
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et al. (2012) verificaram que a viabilidade da cultura probiética de uma bebida
elaborada com uma mistura (50/50%) de polpa de goiaba e de leite fermentado
(com cultura de iogurte e biofidobactérias), com e sem a adicdo de FOS,
manteve-se com valores entre 10%e 107 log.UFC/mL, no decorrer de 30 dias de
armazenamento refrigerado, apesar de ndo apresentar acidez satisfatoria (pH
4,4). Diversos autores sugerem uma dose minima diaria da cultura probiotica
considerada terapéutica, de 108 a 10° UFC, o que equivale ao consumo de 100
g de produto contendo 10°® a 107 UFC/g (LOURENS-HATTINGH; VILJOEN,
2001; KAILASAPATHY et al. 2008; DIAS et al., 2013; KAUR et al.,, 2014).
Nesse estudo, apds aplicacdo em matriz alimentar, foi obtida a concentracao

minima considerada terapéutica de micro-organismos probidticos.

5.6 Analises pH e acidez do iogurte

O pH do iogurte foi analisado nos dias 1, 7, 14, 21, 28 e 32 (Figura 3).
Por meio dos resultados obtidos observou-se que o pH teve alteracdo ao longo
dos 32 dias, apresentando uma variagdo de pH 4,0 a 4,2, mesmo assim,
estando dentro da faixa (3,5 a 4,6) aceitavel pela legislacéo brasileira vigente
(BRASIL, 2007).

pH
4.25+
4,20
-
= 4,15
2
) 4.10-
o
o 4,054
—
4.004 I I I
3.954 T T LI 1
0 10 20 30 40

Figura 3. Valores de pH de amostras de iogurte suplementado com
Pediococcus pentosaceus P107 durante 32 dias. Os dados foram expressos
em log.UFC/mL.
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Os iogurtes estdo sujeitos ao decréscimo de pH e aumento da acidez
durante a estocagem refrigerada, isso ocorre devido a alta atividade das
bactérias durante a estocagem do produto. Gallina et al. (2011) encontrou
valores de pH similares em leites fermentados, com e sem adicdo de
probidticos e prebioticos, sendo estes 4,31 a 4,33 (pH inicial) e 4,05 a 4,12 (pH
final). O pH é um fator fortemente ligado a viabilidade dos micro-organismos e
da acidez. O seu valor acarreta na atividade metabolica das bactérias, sendo
capaz de favorecer um determinado grupo em desfavor de outro. Em
fermentacdes como no iogurte, bactérias do género Lactobacillus toleram e
crescem em valores de pH menores do que as que pertencem ao género
Streptococcus (RODAS et al., 2001). Akalin et al. (2004) encontraram valores
de pH inicial entre 4,51 e 4,48 para iogurtes distintos. Kailasapathy et al. (2008)
verificaram valores médios de pH entre 4,62 e 4,68 em iogurtes naturais e em
iogurte com frutas.

Com a finalidade de acompanhar a acidez do produto e seus efeitos
sobre os atributos de qualidade do iogurte, procedeu-se a titulagdo de amostras
de iogurte, uma vez que a acidez € um dos fatores que limita uma maior
aceitacdo do produto. Quanto a analise de acidez do iogurte observou-se
pequena variabilidade na porcentagem de &cido lactico entre as amostras
guando comparados os dias 1 e 32 (Tabela 5). Em termos gerais, os resultados
obtidos pela analise de acidez foi em torno de 0,70 %, resultado este
satisfatorio, visto que o desejavel é o iogurte apresentar uma acidez em torno
de 0,70 - 0,72 % de acido lactico (TAMIME & ROBINSON, 1991). Segundo a
Norma FIL 150 (1991), os iogurtes deverdo cumprir 0s requisitos fisico-
quimicos para acidez (g de acido lactico/100 g) entre 0,6 a 1,5.

Tabela 5. Valores de acidez de iogurte suplementado com Pediococcus
pentosaceus P107 durante 32 dias. Os dados foram expressos em % de acido
lactico * desvio padréo.

Acidez
Dia ---- % de acido lactico ----
1 0,76 £ 0,00
7 0,80 +£ 0,01
14 0,65+ 0,19
21 0,70+ 0,14

28 0,71+0,12
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32 0,81+ 0,00

Giese et al. (2010), destacam que mesmo que a acidez em certo grau
seja apetecivel no iogurte, a super acidificacdo do produto ndo o é, visto que
conduz a deterioracdo da sua consisténcia e viscosidade e também a
separacdo do soro. Segundo Figueredo & Porto (2002), uma alta acidez é
resultante da acidificacdo do leite que ocorre pelo desdobramento da lactose,
oriunda da acdo microbiologica. Esta tende a elevar significativamente se o
iogurte ndo for devidamente refrigerado e manipulado. Salinas (1986)
comprova isto, quando ao verificar a qualidade de iogurtes, demonstrou que o
aumento da acidez titulavel é diretamente proporcional ao tempo de
armazenamento.

O decréscimo do pH durante a estocagem refrigerada devido a
atividade metabdlica persistente da BAL faz com que ocorra uma pos-
acidificacdo no produto final. Essa poés-acidificagdo é mais acentuada na
primeira semana de producdo do iogurte devido a producéo de &cido lactico, a
alta atividade metabdlica da bactéria no periodo (BEAL et al., 1999).

Giese et al. (2010) observaram diferenca significativa em iogurtes
com relacdo a acidez (entre 0,835 e 1,069 g de acido lactico/100g), porém
essas matrizes analisadas néo tiveram diferenca com relacéo ao pH (entre 3,83
e 4,01). Contudo, Moreira et al. (1999), ao avaliar trés lotes de quatro marcas
comerciais de iogurtes, constatou que os resultados para acidez encontrados
(entre 0,57 e 1,20 g de &cido lactico/100g) ndo foram continuos nas diversas
amostras, devido aos lotes de fabricacdo, no entanto, estes estavam dentro

dos valores preconizados.

6. Concluséo

O isolado P. pentosaceus P107 apresentou potencial probidtico e
aspectos de seguranca quando analisado in vitro e, quando adicionado a matriz
alimentar, o isolado se manteve viavel e em concentragfes adequadas durante
0 armazenamento do iogurte.

Desta forma, os resultados apresentados nos permitem concluir que o
logurte se apresenta como um veiculo satisfatério para a incorporagédo de

bactéria probidtica garantindo a viabilidade de P. pentosaceus P107, durante o
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armazenamento sob refrigeracdo, em concentracbes estabelecidas pela
legislagdo. Assim, este estudo podera contribuir com o desenvolvimento de
novos produtos funcionais, pois o iogurte suplementado com P. pentosaceus

P107, apresenta potencial para uso na industria alimenticia.
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