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RESUMO

Atualmente existe uma intensa busca pela incorporagdo de microrganismos probidticos em
alimentos. O maior desafio técnico ¢ a adicao de cepas probidticas que garantam a viabilidade
desejada e sem alteracdes sensoriais no produto final. O chocolate, um alimento
nutricionalmente rico, foi escolhido para este estudo devido a escassez de dados na literatura,
bem como, a necessidade de um produto nacional com o apelo probidtico. O objetivo do
trabalho foi realizar a microencapsulacdo das cepas Lacticaseibacillus casei,
Lactiplantibacillus plantarum e Bacillus subtilis por gelificagdo i0nica, com posterior
caracterizagdo por microscopia das microcapsulas e acompanhamento da viabilidade das cepas.
Além disso, as cepas na forma livre e microencapsulada foram aplicadas em dois tipos de
chocolates comerciais: ao leite e 70% cacau vegano. Foram realizadas analises de viabilidade
das cepas por até 90 dias, assim como, a capacidade de resisténcia das cepas a simulagdo
gastrointestinal (TGI) e capacidade antioxidante durante a passagem pelo TGI. Os chocolates
também foram avaliados sensorialmente por 60 provadores ndo treinados para verificar sua
aceitacdo sensorial. Os resultados demonstraram que a sobrevivéncia durante os 90 dias ¢
dependente da cepa utilizada, sendo que nesse estudo o B. subtilis quando aplicado nas matrizes
chocolates, demonstrou melhor desempenho com contagens acima de 8,30 log UFC/g tanto na
forma livre como microencapsulada. Ja para o Lcb. Casei, na forma livre, apresentou diferentes
contagens para o chocolates ao leite (6,44 log UFC/g) e chocolate 70% (5,92 log UFC/g). Em
relacdo a andlise da simulacdo ao TGI, as cepas B. subtilis e Lch. casei apresentam relevante
sobrevivéncia durante todas as fases da digestdo, obtendo na fase intestinal valores acima de
7,9 log UFC/g, fator atribuido a protecdo proporcionada pela matriz de chocolate. Na
bioacessibilidade, os teores de fendlicos, flavonoides e antioxidantes foram maiores em todas
as amostras analisadas apods a passagem simulada no TGI, com destaque para as amostras de
chocolate 70% cacau que apresentaram as maiores quantificagdes. As notas obtidas na analise
sensorial foram acima de 7,0 na escala heddonica de 9 pontos. Os resultados de aceitacao do
produto, juntamente com a viabilidade das cepas livres na matriz alimenticia e o alto teor de
compostos antioxidantes encontrados neste estudo, indicam o potencial do chocolate probiotico
para a diversificacdo destes produtos no mercado. O somatdrio de resultados positivos, tanto
tecnologicos, como nutricionais, tornam estudos de escala produtiva industrial com
transferéncia da tecnologia para empresas interessadas na inovacdo uma perspectiva futura.

Palavras-chave: Viabilidade celular. Simula¢do gastrointestinal. Atividade antioxidante.

Analise sensorial.



ABSTRACT

Currently there is an intense search for the incorporation of probiotic microorganisms in foods.
The biggest technical challenge is an addition of probiotic strains that guarantee the desired
viability and without sensory changes in the final product. Chocolate, a nutritionally rich food,
was chosen for this study due to the scarcity of data in the literature, as well as the demand for
a national product with probiotic appeal. The objective of this work was to perform out the
microencapsulation of Lacticaseibacillus casei, Lactiplantibacillus plantarum and Bacillus
subtilis strains by ionic gelation, with subsequent microcapsule characterization and monitoring
of the viability of the strains. In addition, the free and microencapsulated strains were applied
in two types of commercial chocolates: milk and 70% cocoa, lactose-free. Viability analyzes of
the strains were carried out for 90 days, as well as the resistance capacity of the strains to
gastrointestinal simulation (GIT) and antioxidant capacity during passage through the GIT. The
chocolates were also sensorially evaluated by 60 untrained tasters to verify their sensorial
acceptance. The results show that survival during the 90 days is dependent on the strain used,
and in this study, B. subtilis, when applied to chocolate matrices, demonstrated better
performance with counts above 8.30 log CFU/g both in free and microencapsulated forms. Lcb.
casei in free form showed different counts for milk chocolate (6.44 log CFU/g) and 70%
chocolate (5.92 log CFU/g). Regarding the analysis of the simulation to GIT, the strains B.
subtilis and Lcb. casei showed good survival during all phases of digestion, obtaining values

above 7.9 log CFU/g in the intestinal phase, factor attributed to the protection provided by the
chocolate matrix. In terms of bioaccessibility, the levels of phenolics, flavonoids and
antioxidants were higher in all samples analyzed after the simulated passage through the GIT,
especially in the samples of 70% cocoa chocolate, which presented the highest quantifications.
The scores obtained in the sensory analysis were above 7.0 on the 9-point hedonic scale. The
results of acceptance of the product, together with the viability of free strains in the food matrix
and the high content of antioxidant compounds found in this study, indicate the potential of
probiotic chocolate for the diversification of these products in the market. The sum of positive
results, both technological and nutritional, make industrial production scale studies with
technology transfer to companies interested in innovation a future perspective.

Keywords: Cell viability. Gastrointestinal simulation. Antioxidant activity. Sensory analysis.
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1INTRODUCAO

Atualmente alimentos que promovem saude e/ou ajudam a melhorar o estado
nutricional geral do consumidor, t€ém se tornando cada vez mais atraentes no mercado mundial,
devido a conscientizagdo dos consumidores em relagdo a importancia da escolha dos alimentos
(BINDA et al., 2020). Sendo assim, alimentos probidticos, bem como prebioticos e simbidticos,
ganham destaque considerando seus potenciais funcionais (MIRANDA et al., 2021;
SILVEIRA, 2018).

O consumo de alimentos probiodticos ¢ impulsionado por efeitos a saude e promogao
do bem-estar (BINDA et al., 2020). Probioticos apresentam caracteristicas especificas, como:
estimular a multiplicacao de bactérias benéficas, refor¢ar os mecanismos naturais de defesa do
hospedeiro (FREIRE et al., 2021; NUNES; GARRIDO, 2019), além de auxiliar na barreira
protetora com a producdo de compostos que inibem o crescimento de microrganismos
patogénicos (FAO/WHO, 2001). Estes compostos produzidos incluem vitaminas do complexo
B, as quais apresentam importancia na protecao do figado. Outras propriedades dos probidticos
incluem a influéncia no transito intestinal, ajuda na absor¢do de nutrientes, aumento do valor
nutritivo de alimentos e reducdo na acidez durante armazenamento do produto final (FREIRE
et al.,2021; NUNES; GARRIDO, 2019).

O termo probidtico pode ser definido como “microrganismos vivos que quando
administrados em quantidades adequadas, conferem beneficios & satide do hospedeiro”
(FAO/WHO, 2001; HILL et al., 2014). De acordo com a Resolu¢cdo RDC n° 241 da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria — (BRASIL, 2018), probidticos sdo “microrganismos vivos
capazes de melhorar a microbiota intestinal trazendo beneficios a saude do individuo”. Entre os
principais beneficios desses microrganismos destacam-se a potencial manutenc¢ao saudavel da
microbiota saudavel (MARTIN et al., 2015).

Para que os probidticos possam sobreviver durante o processamento, estocagem e
processo digestivo existem diversas técnicas atualmente aceitas, sendo a microencapsulaciao
uma delas, a qual protege os microrganismos de condi¢des adversas do meio, e em alguns casos
essa tecnologia permite a liberagdo do microrganismo em condigdes especificas (ARSLAN-
TONTUL; ERBAS, 2017; VIANA et al., 2021; ZHANG; LOU; SCHUTYSER, 2018). Além
disso, a microencapsulagdo de probidticos ¢ considerada uma abordagem eficaz para a
sobrevivéncia destes sob condi¢des gastrointestinais e melhora a viabilidade durante o shelf life

(HUQ et al., 2017).
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Nos exemplos de alimentos probidticos disponiveis no mercado mundial destacam-se
os pioneiros produtos lacteos. No entanto, outros produtos vém conquistando espago, como € o
caso dos sucos de frutas, barras de cereais e creme de avela (SILVA et al., 2017). Uma tendéncia
de mercado ¢ conciliar os efeitos benéficos dos compostos fendlicos presentes em alguns
alimentos com os probioticos.

Seguindo esta tendéncia, o chocolate pode ser uma 6tima alternativa para amplificar a
variedade e o acesso desses produtos funcionais ao consumidor (HOSSAIN et al., 2020). Entre
as principais propriedades benéficas do chocolate estd a sua reconhecida capacidade
antioxidante proveniente da presenga de compostos fendlicos do cacau. Os compostos fendlicos
desempenham papel importante em retardar o processo oxidativo na matriz de suporte dos
probidticos, o que € uma das principais causas do declinio da populagdo desses microrganismos
em alimentos (TOKER et al., 2017). Estudos feitos com o chocolate ao leite e amargo
armazenados a temperaturas de refrigera¢do verificaram seu potencial como matriz alimentar
(KOBUS-CISOWSKA et al., 2019; KONAR et al., 2016; TOKER ef al.,2017).  No entanto,
sdo escassos trabalhos de verificagdo de viabilidade dos probidticos armazenados em
temperatura ambiente, que seria a condigdo ideal para que essa matriz possa ser mais facilmente
comercializada. Sao escassos também, estudos de sele¢do de espécies microbianas
potencialmente probidticas que possam ser utilizadas na matriz chocolate mantendo sua
viabilidade.

Atualmente existe uma intensa busca pela incorporagcdo destes microrganismos em
alimentos que fazem parte da dieta. O maior desafio técnico ¢ a adi¢do da cepa probiotica
mantendo a sua viabilidade e sem alteracdes sensoriais no produto final. O chocolate, um
alimento nutricionalmente rico, foi escolhido para este estudo, devido a escassez de dados no
estado da arte e por ndo haver um produto nacional com este apelo. Sendo assim, o objetivo
desta pesquisa foi avaliar a viabilidade das cepas potencialmente probidticas de
Lacticaseibacillus casei e Lactiplantibacillus plantarum e Bacillus subtilis na forma livre e
microencapsulada aplicadas em dois tipos de chocolates comerciais: ao leite e 70% cacau,
vegano. Além disso, a resisténcia a passagem gastrointestinal, o teor de fenolicos, de
flavonoides totais e atividade antioxidande durante a simulagdo gastrointestinal, bem como a
aceitacdo do consumidor foram avaliadas.

Neste estudo foram avaliadas trés diferentes cepas probidticas Lacticaseibacillus casei
e Lactiplantibacillus plantarum, pertencentes ao grupo das bactérias acido laticas (BAL), e
Bacillus subtilis, sendo aplicadas na forma livre e microencapsulada em dois tipos de chocolates

comerciais: ao leite e 70% cacau, vegano. O estudo aplicando B. subtilis em matriz chocolate
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¢ inédito no estado da arte. O escopo do trabalho foi verificar a viabilidade das cepas probioticas

durante o shelf life, avaliar também a resisténcia na passagem gastrointestinal das cepas que

apresentaram os melhores resultados de viabilidade. Avaliou-se também o teor de fenolicos

totais, de flavonoides totais e atividade antioxidande durante a simulagdo gastrointestinal das

amostras de chocolate. Por fim foi realizada a andlise sensorial com os produtos de melhores

resultados do estudo.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Avaliar a viabilidade das cepas potencialmente probidticas de Lacticaseibacillus casei,

Lactiplantibacillus plantarum e Bacillus subtilis livres e microencapsulados aplicados em

chocolates comerciais: ao leite e 70% cacau, vegano, durante o shelf life.

1.1.2 Objetivos Especificos

a)

b)
©)

d)

g)

h)

Microencapsular por geleificacdo 16nica as cepas de de Lacticaseibacillus casei,
Lactiplantibacillus plantarum e Bacillus subtilis,

Caracterizar as microparticulas formadas quanto a morfologia e tamanho;
Estudar a viabilidade dos microrganismos microencapsulados durante 90 dias em
temperatura ambiente;

Incorporar em chocolate convencional ao leite e 70% cacau, vegano as cepas
potencialmente probioticas livres e microencapsuladas em etapa de temperagem
do processamento do chocolate;

Estudar a viabilidade dos probioticos aplicados nas matrizes chocolates na forma
livre e microencapsulada durante shelf life de 90 dias em temperatura ambiente;
Analisar a resisténcia dos microrganismos livres e microencapsulados aplicados
ao chocolate em solugdes simulantes de diluidos gastrico e intestinal;

Avaliar flavonoides totais, fendlicos totais e capacidade antioxidante dos
chocolates pelos métodos DPPH, ABTS e FRAP durante passagem
gastrointestinal simulada;

Analisar sensorialmente as amostras de chocolates potencialmente probidticos
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que apresentaram melhor viabilidade em shelf life e melhor resisténcia a

simulagdo gastrointestinal.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 MICRORGANISMOS PROBIOTICOS

2.1.1 Definicao

Bactérias probioticas tém sido definidas de diferentes formas ao longo do tempo. Este
termo tem origem grega e significa “para vida”. Foi primeiramente definido como “compostos
ou extratos de tecidos capazes de estimular o crescimento microbiano” (CHEN; WALKER,
2005). O termo “probidtico” foi pela primeira vez usado em 1965 para designar microrganismos
que exerciam efeitos benéficos para a saude ao melhorar o equilibrio microbiano intestinal
(RAUD, 2008). Fuller (1989) definiu probidticos como “suplementos alimentares a base de
microrganismos vivos, que afetam beneficamente o hospedeiro, promovendo o equilibrio da
microbiota intestinal e melhorando suas fungdes fisiologicas” (CHEN; WALKER, 2005).

Na década de 90, foi apresentada uma definicdo mais especifica, a qual segue sendo
utilizada atualmente, onde probiodticos sdo “microrganismos vidveis, incluindo bactérias
lacticas e leveduras na forma de células liofilizadas ou de produto fermentado, que exibem um
efeito benéfico sobre a satide do hospedeiro, apds ingestdo, devido a melhoria das propriedades
da microflora nativa” (GOMES; MALCATA, 1999). Todas as defini¢des concordam em um
ponto principal: probiodticos devem conferir algum tipo de beneficio a satide do hospedeiro.

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), probidticos sdo “microrganismos
vivos que, administrados em quantidades adequadas, sdo capazes de promover beneficios ao
hospedeiro a partir da supressao de patégenos endogenos e exogenos, beneficiando a resposta
imune” (MIRANDA et al., 2021). No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria
(ANVISA) estabelece que a quantidade minima vidvel deve estar situada na faixa de 10% a 10°
unidade formadoras de colonia por ingestdo (UFC/ ingestdao), na recomendacdo diaria do
produto pronto para consumo, sendo que, valores menores podem ser aceitos se for comprovada
sua eficécia.

Atualmente, os probidticos tém sido amplamente estudados e propagados, com facil
aceitagdo na alimentagdo para auxiliar na regulagdo do microbioma intestinal (DOMINGO,
2017). Estes sdo um dos principais vetores para promover a agao de diferentes microrganismos
endogenos humanos, visando sempre a saude do hospedeiro (ZHU et al., 2015) e em alguns
casos podem também ser usados no tratamento adjuvante de algumas doencas. O histdrico de

utiliza¢do, bem como sua regulamentagao e seus ganhos sistémicos, encoraja o uso dessa terapia
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para diversas doengas associadas ou causadas por bactérias (CAMBIAGHI et al., 2013;
MIRANDA et al., 2021).

Os probidticos apresentam inumeras vantagens em relagao a saude humana. Sendo sua
principal o efeito sobre o desenvolvimento da microbiota que habita o organismo, garantindo
um equilibrio adequado entre os patogénicos e as bactérias para a fun¢do normal do organismo
(homeostase). Estudos moleculares e genéticos tornaram possivel determinar os efeitos
benéficos dos probioticos e dividir seus mecanismos de acao em quatro categorias, sendo estas:
antagonismo através da produgdo de substancias antimicrobianas; competicdo com patogénicos
pela adesdo ao epitélio e por nutrientes; imunomodulac¢ao do hospedeiro; e inibigdo da produgio
de toxinas bacterianas (KIOUSI et al., 2019).

Os principais microrganismos probioticos aplicados em alimentos sdo dos géneros
Lactobacillus e Bifidobacterium (SAAD, 2006). Contudo, o género Lactobacillus ¢
predominante na lista de probidticos aprovados, além disso, representando um papel
multifuncional para a produgdo de alimentos, como culturas starter de produtos lacteos e

probidticos (SILVA, 2016).

2.1.2 Mecanismos de a¢ao

O mecanismo de a¢do dos probidticos ndo estd totalmente estabelecido. Para que o
probiodtico promova seu beneficio, este deve estar viavel quando consumido, permanecer vivo
apds contato com o suco gastrico e a bile, aderir-se 2 mucosa intestinal e competir com
microrganismos patogénicos, promovendo sua acao satisfatoria na modulagdo de inflamacao e
imunidade (MARQUES et al., 2020; MORALIS; JACOB, 2006; NOGUEIRA; GONCALVES,
2011).

Como citado anteriormente, os probioticos podem ser divididos em quatro categorias
de acordo com os mecanismos de acdo, sendo: 1. Antagonismo através da producdo de
substancias antimicrobianas; 2. Competicdo com patogénicos pela adesdo ao epitélio e por
nutrientes; 3. Imunomodulagdo do hospedeiro; 4. Inibi¢do da produgdo de toxinas bacterianas
(KIOUSI et al., 2019).

Explicando de maneira detalhada, podemos dizer que os dois primeiros mecanismos
citados estdo diretamente relacionados ao efeito em outros microrganismos. Sao importantes na
profilaxia, no tratamento de infe¢des e na manutengado do equilibrio da microbiota intestinal do

hospedeiro. A capacidade das estirpes probidticas se associarem, pode conduzir a formacao de
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uma barreira protetora impedindo assim a colonizagdo de bactérias patogénicas no epitélio
(MARKOWIAK; SLIZEWSKA, 2017).

As bactérias probidticas podem manifestar capacidades de adesdo as células epiteliais
bloqueando patdgenos. Este mecanismo exerce importante efeito sobre a condi¢ao de satide do
hospedeiro. Além do mais, a adesdo dos probioticos as células epiteliais pode desencadear uma
cascata de sinalizagdo, levando a modula¢do imunoldgica. Alternativamente, a libertacdo de
alguns componentes soluveis, pode causar uma ativagao direta ou indireta (através de células
epiteliais) de células imunologicas. Esse efeito desempenha um papel importante na prevengao
e tratamento de doengas contagiosas, bem como na inflamagao cronica do trato gastrointestinal
ou da pele (KIOUSI et al., 2019).

O terceiro mecanismo de acdo; o efeito imunomodulador da microbiota intestinal,
baseia-se em trés fendmenos aparentemente contraditorios (MARKOWIAK; SLIZEWSKA,
2017): 1. Indicagdo e manutencao do estado de tolerancia imunologica a antigenos ambientais
(nutricionais e inalatorios); 2. Indugdo e controle de reagcdes imunoldgicas contra patdogenos de
origem bacteriana e viral; 3. Inibi¢do de reagdes autoagressivas e alérgicas.

A Figura 1 esquematiza os mecanismos de a¢do dos probioticos e os seus efeitos

Figura 1- Critérios de seleg¢dao dos probioticos e suas propriedades.

Resisténcia & Supressao de
colonizagio patogénicos
__|Alteragdes na microbiota Apoiar e melhorar o
intestinal processo digestivo
Melhorar o desempenho

do processo digestivo

Diminuigao dos valores
de toxinas no organismo

Melhorar a digetdo da
lactose

— Efeitos metabdlicos

Probidticos

Desconjugacio e
secregdo de sais biliares

Fornecer nutrientes

Harmonizagdo da
resposta imune

~ Imunomodulagio

Prevengio de doengas
respiratorias

Fonte: MARKOWIAK & SLIZEWSKA, (2017).
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Os probidticos apresentam a capacidade de melhorar a barreira epitelial promovendo
a secrecdo de muco. Além disso, algumas cepas probidticas liberam peptideos ativos,
conhecidos como bacteriocinas, que agem contra bactérias, fungos e virus, e apresentam a
capacidade de estabilizar a barreira intestinal. Outras substancias antimicrobianas também sao
produzidas pelos probidticos, como os acidos latico e acético que apresentam efeito inibitdrio
em bactérias Gram-negativas. Dessa forma, os probidticos atuam de diversas maneiras
interferindo na adesdo dos patogenos na mucosa intestinal (BERMUDEZ-BRITO et al., 2012;
MARQUES et al., 2020; SILVA, 2016).

As bactérias probidticas ocupam locais de adesdo na mucosa intestinal formando uma
espécie de barreira fisica que impede a ligacao das bactérias patogénicas. Assim, estas bactérias
ndo conseguem se ligar a estes receptores e consequentemente sdo excluidas pela competicao
(MONTEIRO, 2012; VARAVALLO; THOME; TESHIMA, 2008). E a escassez de nutrientes
disponiveis para as bactérias patogénicas ¢ um fator limitante de colonizag@o. No intestino, os
microrganismos probidticos se nutrem de ingredientes que foram parcialmente degradados
pelas enzimas digestivas ou que foram intencionalmente adicionados a dieta, tornando-os
indisponiveis aos patdgenos, e por consequéncia, impedindo a proliferagdo (THEOPHILO;
GUIMARAES, 2008).

Outro mecanismo de acao dos probidticos € a produgdo de 4cidos organicos como o
propidnico, o acético, o butirico e o latico, além do perdxido de hidrogénio, que reduzem o pH
intestinal, e retardam o crescimento de bactérias patogénicas sensiveis a estes compostos
(MONTEIRO, 2012; VARAVALLO; THOME; TESHIMA, 2008). Os probioticos também tem
demonstrado papel na sintese de vitaminas K, B1, B2, B6, acidos pantoténico e nicotinico
(MONTEIRO, 2012). Estes principais mecanismos de acdo dos probidticos estdo apresentados

na Figura 2.

Figura 2- Principais mecanismos de a¢cdo dos probioticos.
Inibicio da adesao Exclusio competitiva

dos patogenos dos patdgenos

Melhora da barreira epitelial S‘ublstancllas
antimicrobianas Patégenos
' Muco - i

Adesao a mucosa
intestinal

Fonte: DA SILVA, 2016.
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Alguns estudos ainda sugerem que os probidticos podem estimular o sistema imune.
Acredita-se que estes efeitos sejam mediados pela ativagdo de macréfagos, proliferacao de
células T, produgdo de anticorpos e producdo de interferon, entre outros. Ressaltando ainda,
que estes efeitos positivos dos probidticos sobre o sistema imunoldgico ocorrem sem o
desencadeamento de uma resposta inflamatdria prejudicial (MONTEIRO, 2012; THEOPHILO;
GUIMARAES, 2008).

Lactobacillus e Bifidobacterium sdo capazes de promover lise de proteinas com
potencial alergénico no trato gastrintestinal. Este processo pode contribuir para a redugao da
alergenicidade das proteinas, minimizando o risco de alergia alimentar (MORAIS; JACOB,
2006; NOGUEIRA; GONCALVES, 2011). Algumas cepas de Lactobacillus e Bifidobacterium
sintetizam lactato e acidos graxos como produto final da fermentagdo de carboidratos. Estes
aderem aos enterocitos quem possuem agdo protetora dos velos e das superficies absortivas
contra toxinas produzidas por patégenos, acarretando em regeneracdo da mucosa. Assim 0s
probidtico auxiliam na manutengdo da superficie absortiva de nutrientes (KIOUSI et al., 2019).

Alguns Lactobacillus tém a capacidade de estimular secre¢do de mucina pelas células
intestinais e espessar a barreira intestinal contribuindo para uma diminui¢do de processos
alérgicos e cancerigenos, que podem ocorrer pelo contato de macromoléculas no sangue,
protegendo também contra infecgdo (MACK, 2003; MARQUES et al., 2020; NOGUEIRA;
GONCALVES, 2011). Alguns estudos ja demonstraram que a administragdo de
Lacticaseibacillus casei esta relacionada com a inducdo de uma resposta antitumoral mediada
por células T e a ativagdo de macrofagos , assim como a supressao da formagao de tumores de
colon em camundongos (KATO; ENDO; YOKOKURA, 1994) e a inibicdo de metastases
pulmonares (COPPOLA; GIL-TURNES, 2004; MATSUZAKI; SHIMIZU; YOKOKURA,
1990).

A ingestdo de Lactobacillus pode melhorar a resisténcia inespecifica do hospedeiro a
microrganismos patogénicos, facilitando desta maneira a exclusdo destes no intestino. Estudos
mostram que a administracao de Lcb. casei e Lactobacillus bulgaricus ativa a producao de
macrofagos. A ingestdo de Lch. casei e Lactobacillus acidophilus induz a fagocitose. A
fagocitose ¢ responsadvel pela ativagcdo precoce da resposta inflamatdria, mesmo antes da
producao de anticorpos. Os fagocitos liberam agentes toxicos, como espécies reativas de
oxigénio e enzimas liticas, em varias reagdes inflamatorias (COSTA; VARAVALLO, 2011;
KWON et al., 2010).

J& em relacdo ao Bacillus, algumas espécies e seus esporos ja foram bastante

caracterizados quanto ao seu potencial probidtico. A maioria dos estudos se concentrou em
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Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Bacillus clausii, Bacillus coagulans e Bacillus licheniformis.
E aceito que Bacillus podem estimular a imunidade inata, excluir competitivamente patogenos
potencialmente nocivos, secretar antimicrobianos e ter o potencial de produzir nutrientes
benéficos (ALMADA, 2017; CUTTING, 2011). Os esporos sao metabolicamente inativos e
altamente resistentes a condi¢cdes adversas, como altas temperaturas, radiacdo ionizante,
abrasdo mecanica, solventes quimicos, detergentes, enzimas hidroliticas, dessecagdo, pH
extremo e antibioticos As principais vantagens do esporo como probiotico sao: estes podem ser
armazenados a temperatura ambiente em condi¢des secas em forma dessecada sem qualquer
efeito deletério sobre a viabilidade, sobrevivem enquanto se movem através de um meio acido,
como o pH do estomago (ALMADA, 2017; ALVES et al., 2018; KOBUS-CISOWSKA et al.,
2019).

2.1.3 Caracteristicas

Uma cepa bacteriana ¢ considerada probiodtica apenas quando preenche alguns
critérios: exigéncias fisiologicas e de producgdo através dos quais as cepas bacterianas devem
sobreviver e apresentar-se em condigdes de realizar suas fungdes benéficas ao hospedeiro, como
diz sua defini¢do. Além disso, a cepa deve ser avaliada ndo apenas em relagdo as suas
caracteristicas benéficas, mas também em relacdo aos seus aspectos como seguranca €
funcionalidade (DOMINGQO, 2017; HILL et al., 2014; KIOUSI et al., 2019).

O microrganismo probiotico deve ser de origem humana, apresentar auséncia de
patogenicidade e resisténcia a antibidticos. Em relacdo a funcionalidade, deve apresentar
estabilidade frente ao meio acido e a bile, capacidade de aderir a mucosa intestinal e capacidade
de colonizar, mesmo que temporariamente, o trato gastrointestinal humano, capacidade de
produzir compostos antimicrobianos, além de ser metabolicamente ativo no intestino (BINDA
et al., 2020; FIJAN, 2014)

Ao considerar a sua aplicacdo em produtos, a cepa probidtica deve também possuir
facil adaptacdo aos diferentes tipos de estresses que venha a sofrer durante processamentos e
produzir caracteristicas sensoriais de aroma, sabor e textura, caso o produto final passe por
processo fermentativo. Sua viabilidade durante todo shelf life alegado na embalagem do produto
que a contém ¢ um fator de extrema importancia (PEREIRA; MACIEL; RODRIGUES, 2011;
SILVA et al., 2017).

A Tabela 1 apresenta as espécies de microrganismos atualmente consideradas

probidticas no Brasil, no entanto, esta lista estd em constante atualizagao.
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Tabela 1- Agentes probidticos definidos pela ANVISA.
Agentes probidticos
Bacillus clausii
Bacillus coagulans
Bacillus subtilis
Bifidobacterium animallis
Bifidobacterium lactis
Lactiplantibacillus plantarum
Lactobacillus acidophilus
Loigolactobacillus coryniformis
Lactobacillus gasseri
Limosilactobacillus reuteri
Lacticaseibacillus rhamnosus
Lacticaseibacillus casei
Lacticaseibacillus paracasei
Lactobacillus delbrueckii
Pediococcus acidilactici
Fonte: Autora (2022)

2.1.3.1Género Lactobacillus

Essas bactérias foram isoladas pela primeira vez a partir de fezes de neonatos
alimentados com leite materno. Estes microrganismos sao Gram-positivos, incapazes de formar
esporos, desprovidos de flagelos, apresentam forma bacilar ou cocobacilar e sdo aerotolerantes
ou anaerdbios (NOGUEIRA; GONCALVES, 2011).

As bactérias deste género, pertencentes a um amplo grupo conhecidas como bactérias
acido laticas (BAL), sdo microrganismos catalase-negativos, desprovidos de citocromos, 4cido-
tolerantes e estritamente fermentativos. Mesofilas ou termofilas, com temperatura 6tima para
crescimento, entre 30 °C a 37 °C e entre 42 °C a 50 °C, respectivamente, além do fato de a
maioria ser inativada a temperaturas superiores a 70 °C. O acido latico € o principal produto
final da fermentacao de agucares (FREIRE ef al., 2021).

As espécies de Lactobacillus sao largamente distribuidas na natureza e algumas delas
sdo conhecidas pela importancia na industria alimenticia e, como agentes probidticos, agem de
forma benéfica em seres humanos e animais (MATIAS et al., 2016). O maior foco de mercado
¢ a adicdo deste microrganismo em derivados de leite fermentados, sendo que a escolha depende
de uma série de fatores (SILVA, 2016).

Os Lactobacillus sdo amplamente utilizados em preparagdes probioticas devido as
qualidades de resisténcia em meios acidos e sais de bile, atividade antimicrobiana, e

sobrevivéncia durante a passagem gastrointestinal (FREIRE et al., 2021; REN et al., 2013).
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Até margo de 2020, o género Lactobacillus, que foi proposto em 1901 por Beijerinck,
contava com 261 espécies que diferenciavam muito entre si em aspectos genotipicos,
fenotipicos e ecoldgicos. Por isso, para manter agrupadas espécies que tenham mais afinidade
entre si, Zheng et al. (2020), propdés uma nova organizagdo taxondmica dessas espécies, “A
taxonomic note on the genus Lactobacillus: Description of 23 novel genera, emended
description of the genus Lactobacillus Beijerinck 1901, and union of Lactobacillaceae and
Leuconostocaceae”. O género Lactobacillus era classificada no filo Firmicutes, classe Bacilli,
ordem Lactobacillales e familia Lactobacillaceae, que continha os géneros Lactobacillus,
Paralactobacillus e Pediococcus.

No estudo, Zheng et al. (2020) avaliaram a taxonomia da familia Lactobacillaceae
baseado em suas sequéncias gendmicas completas. Assim, os pesquisadores propuseram a
reclassificacdo do género Lactobacillus em 25 géneros: Lactobacillus, Paralactobacillus e 23
outros novos géneros. Nos artigos, os autores propdem usar a familia Lactobacillaceae para
incluir todos os géneros que faziam parte das familias Lactobacillaceae ¢ Leuconostocaceae
anteriormente.

A divisdo classica dos Lactobacillus esta baseada em suas caracteristicas
fermentativas, sendo: 1. Obrigatoriamente homofermentativos; 2. Facultativamente
heterofermentativos; e 3. Obrigatoriamente heterofermentativos. Varios Lactobacillus
obrigatoriamente homofermentativos e facultativamente heterofermentativos e
alguns obrigatoriamente heterofermentativos sdo utilizados em alimentos fermentados. Porém,
esse ultimo grupo ¢ comumente associado a deterioragdo de alimentos (BURITI; SAAD, 2007;
VASQUEZ et al., 2005).

Os Lactobacillus obrigatoriamente homofermentativos incluem aqueles que
fermentam glicose exclusivamente em acido latico e ndo fermentam pentoses ou gliconato.
Exemplos desse grupo sdo: Lth. acidophilus, Ltb. gasseri, Lactobacillus crispatus,
Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii, Lactobacillus helveticus
e Ligilactobacillus salivarius (AXELSSON, 2004; BURITI; SAAD, 2007). Os
obrigatoriamente heterofermentativos incluem os Lactobacillus que fermentam hexoses em
acido latico, 4cido acético e/ou etanol e dioxido de carbono, sendo que a producdo de gés a
partir da glicose ¢ uma caracteristica marcante dessas bactérias. Sao exemplos desse grupo as
espécies Levilactobacillus  brevis,  Lentilactobacillus  buchneri  subsp.  buchneri,
Limosilactobacillus fermentum e Lim. reuteri (BURITI; SAAD, 2007).

As espécies Lch. casei possuem importante valor comercial para a industria

alimenticia, devido ao seu emprego na producdo de leites fermentados e como culturas
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iniciadoras de fermentacdo na fabricagdo de queijos para a melhoria de sua qualidade. Lact.
casei ¢ uma bactéria benéfica encontrada naturalmente na boca e intestinos de seres humanos.
Ele produz acido latico que ajuda a baixar os niveis de pH no sistema digestivo e impede o
crescimento de bactérias nocivas (PEREIRA et al., 2013).

O Lpb. plantarum € uma bactéria de acido lactica ndo produtora de géas que ¢
geralmente considerada segura (GRAS) com status de Presun¢do Qualificada de Seguranca
(QPS). Embora tradicionalmente usado para fermentagdo de laticinios, carnes e vegetais, Lpb.
plantarum estd ganhando cada vez mais importancia como probiotico (LIU; LIONG; TSAI,
2018). Com o recentemente aclamado eixo intestino-coragdo-cérebro, cepas de Lpb. plantarum
provaram ser uma espécie valiosa para o desenvolvimento de probiodticos, com varios efeitos
benéficos na saude do intestino, distirbios metabdlicos e saude cerebral (AHN et al., 2018;
LIU; LIONG; TSAI, 2018).

Esta bactéria também possui propriedades relevantes ndo apenas para a fabricacao de
uma variedade de alimentos e vinhos, mas também para a produgdo de vitaminas, bacteriocinas,
probidticos, antifingicos e potenciais agentes anticarie (AHN et al., 2018; EVANOVICH; DE
SOUZA MENDONCA MATTOS; GUERREIRO, 2019; NAMI et al., 2014).

2.1.3.2Género Bacillus

Algumas cepas de bactérias formadoras de esporos, tais como B. coagulans, B. subtilis,
Bacillus polyfermenticus e Bacillus pumilus t€m sido recentemente caracterizadas como
potencialmente probidticas. A principal vantagem das cepas probioticas de Bacillus, estd no
fato de sobreviverem melhor as condi¢des gastricas e intestinais adversas em animais em
virtude da formagdo de esporos (ALMADA, 2017).

Bacillus sdo microrganismos bastonetes Gram-positivos, catalase positiva, aerébios ou
anaerdbios facultativos, moveis e ubiquos. Apesar de serem frequentemente encontrados em
solo, sabe-se que estes microrganismos sao comensais do trato gastrointestinal, ja que tém sido
amplamente isolados do trato intestinal de humanos (CUTTING, 2011).

O B. subtilis ¢ uma bactéria Gram-positiva ndo patogénica, amplamente utilizada na
producdo de enzimas extracelulares em escala mundial. Esta bactéria recebeu o status GRAS
(Generally Recognizedas Safe) pelo Food and Drug Administration (FDA), ¢ uma das mais
estudadas, tendo seu genoma e caracteristicas bem elucidadas. As culturas dessa bactéria foram

muito populares mundialmente antes da introdug@o dos antibidticos, pois eram utilizadas como
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agentes imunoestimulantes para auxiliar em tratamentos do trato gastrointestinal em toda
América e Europa a partir de 1946 (ALVES et al., 2018).

O B. subtilis, quando submetido a um ambiente escasso em nutrientes, produz uma
c¢lula morfoldgica distinta chamada esporo (WANG; WANG; YANG, 2017). Esses esporos
possuem grande resisténcia, podendo sobreviver extremos de temperaturas (altas ou baixas),
além de outras condi¢des adversas. Ademais, B. subtilis tem um histérico de seguranga
incontestavel, pois seus esporos sao muito utilizados como probidticos para humanos e animais,
em algumas regides da Asia e da Africa, na qual existe um grande consumo de alimentos a base

de esporos (DE SOUZA et al., 2014).

2.1.4 Efeitos benéficos dos probiéticos e estudos clinicos

Os probidticos sdo substancias produzidos por microrganismos que promovem
o crescimento de outros microrganismos. Eles atuam como um suplemento nutricional
microbiano e afetam beneficamente a saude humana (NADERI et al., 2014; SAAD, 2006;
SOARES; NAVARRO, 2010).

Merece destaque o fato de que esses efeitos positivos dos probiodticos sobre o sistema
imunologico ocorrem sem o desencadeamento de uma resposta inflamatdria prejudicial
(OLIVEIRA, 2009). Assim, pesquisadores relatam que a regulagdo da resposta imune da
mucosa pelos probioticos, talvez, seja a chave para a manipula¢do da composi¢do da microbiota
e intervencdo bem-sucedida em ampla gama de doengas cronicas, incluindo cancer e diabetes
mellitus (MIRANDA et al., 2021).

Probidticos sdo uteis na prevencao de diarreias, causadas por antibidticos e rotavirus,
atualmente também tém sido utilizados em doencas atopicas, autoimunes e cancer, sobretudo,
devido aos inumeros trabalhos cientificos, que demonstram atividade benéfica destes
microrganismos para seu hospedeiro (WENDLING; WESCHENFELDER, 2013).

Em pesquisa realizada com 490 pacientes com neoplasia de célon que estavam em
tratamento com radioterapia mostrou que o grupo placebo apresentou mais episodios de diarreia
(51,8%) do que o grupo de recebeu um po liofilizado (31,8%) que continha Lcbh. casei, Lpb.
plantarum, Ltb. acidophilius, Ltb. delbrueckii subsp bulgaricus, Bifidobacterium longon,
Bifidobacterium breve, Bifidobacterium infantis e Streptococcus salivarius subsp thermophilus.
Concluiu-se que os probidticos, em questdo, apresentaram-se como um fator de protecdo e
seguranga aos pacientes, contribuindo para a reducdo dos episodios de diarreia (DELIA et al.,

2007)
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Estudos realizados em diferentes paises com um total de 4844 pacientes concluiram
que o uso de uma combinagdo de suplementos a base de Ltb. acidophilus, Ltb. rhamnosus, Ltb.
bulgaricus e Saccharomyces boulardii reduziram o risco de diarreia associada a antibioticos em
52% (SAZAWAL et al., 2006).

Corréa et al. (2005) e Guarner et al. (2011), através de estudos também afirmaram que
o tratamento com Lactobacillus, bifidobactéria e Streptococcus reduziu a frequéncia de diarreia
associada ao uso de antibidticos. Sazawal et al. (2006) concluiram que o uso de uma
combinagdo de suplementos a base de Ltb. acidophilus, Ltb. rhamnosus, Ltb. bulgaricus e
Saccharomyces boulardii reduziram em 8% a diarreia do viajante, em 34% a diarreia oriunda
de causas diversas e em 57% a diarreia aguda em criangas, dentro do grupo estudado.

Outro beneficio dos probidticos em relagdo ao trato gastrointestinal ¢ no auxilio
sintomatico das colicas abdominais, relacionadas com a motilidade anormal e a sindrome de
intestino irritdvel, onde os probidticos interferem na regulagdo dos receptores opidides e
canabidides das células epiteliais intestinais regulando a dor visceral (CAMILLERI, 2006).

Takada et al. (2017) avaliou a qualidade do sono de alunos de medicina saudaveis
submetidos ao estresse do exame académico. Para isso, durante 8 semanas antes e 3 semanas
ap6s o exame, um total de 94 estudantes receberam a suplementacdo de Lcb. casei (10°
UFC/dia) ou placebo. Os pesquisadores verificaram que o consumo didrio de Lcb. casei foi
capaz de manter a qualidade do sono dos estudantes durante um periodo de estresse crescente.

Estudos clinicos com Lcb. casei demonstram sua eficiéncia na melhoria da constipagdo
e de seus sintomas. Em um estudo aberto com individuos constipados, a suplementagao de Lcb.
casei melhorou a constipacdo dos individuos, além de equilibrar a consisténcia das fezes,
sugerindo que a cepa probidtica proporcionou um efeito modulador da microbiota intestinal e
producdo de 4cidos graxos de cadeia curta (CHEN et al., 2019).

Beliavskaia et al. (2001) demonstraram que o B. subtilis recombinante evitou a
imunossupressao causada pelas vacinas replicantes contra Parvovirus e Cinomose, acelerando
a formagao de clones de memoria e aumentando a resposta imune especifica devido a ac¢ao do
interferon a2 secretado pela bactéria no interior do limen intestinal.

Estudos tem destacado que esporos de B. subtilis podem atuar como adjuvantes
vacinais, promovendo a elevacdo da resposta humoral sérica e de mucosa apods a
coadministragdo com antigenos tanto acoplados a superficie ou integrados na forma de esporos
recombinantes (DE SOUZA et al., 2014; ZHOU et al., 2015). Alguns antigenos foram testados
com sucesso em esporos de B. subtilis, como os antigenos de Rotavirus (LEE et al., 2010),

Helicobacter acinonychis (HINC et al., 2010), Escherichia coli (ISTICATO et al., 2013),
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Bacillus anthracis (DUC et al., 2007), tuberculose (DAS et al., 2016), Helicobacter pylori
(ZHOU et al., 2015), tétano (MAURIELLO et al., 2004) entre outros, indicando este sistema
como uma excelente metodologia de apresentagao vacinal (ALVES et al., 2018).

Lefevre et al. (2015) fizeram um estudo randomizado, duplo-cego, controlado por
placebo e de forma paralela, onde 100 individuos com idades entre 60 e 74 anos consumiram o
placebo ou o probidtico com esporo de B. subtilis diariamente por periodos de 10 dias, de
maneira intermitente, alternando com 18 dias de intervalo. Com isto, observaram que o
consumo de B. subtillis aumentou significativamente as concentragdoes de IgA secretoria nas
fezes e saliva em comparagao com o placebo. Uma analise post-hoc sobre este assunto mostrou
uma diminui¢do da frequéncia de infec¢des respiratorias no grupo probidtico em comparacao
com o grupo placebo. O estudo forneceu evidéncias de que a suplementagdo de B. subtilis
durante o inverno pode ser uma maneira segura e eficaz de estimular respostas imunes em
idosos.

Dound et al. (2017) realizaram um estudo aberto em 18 individuos aparentemente
saudaveis. B. subtilis foram administradas uma vez por dia por via oral durante 8 semanas. Ao
final da oitava semana observou-se reduc¢ao de IL-6 em torno de 45% ¢ TNF-a em 55%. O
probidtico B. subtilis foi bem tolerado clinicamente e considerado seguro de acordo com os
testes de funcao de 6rgdos em todos os individuos. Nenhum efeito adverso grave foi relatado
durante o periodo de terapia. Concluindo assim que a dose de 2 bilhdes de UFC/dia por 8
semanas foi bem tolerado e sem efeitos colaterais.

A partir dos estudos e comprovagdes cientificas dos beneficios proporcionados pelo
consumo de probioticos, fica evidente o crescente aumento no interesse por alimentos contendo
microrganismos probidticos. Uma vez que, o uso continuo desses microrganismos causa
equilibrio da microbiota intestinal, preven¢do de desordens intestinais, prevencdo doencas
digestivas, imunoldgicas, respiratorias e neuroldgicas (ALVES et al., 2018; SLYKERMAN et
al.,2017).

2.2 MERCADO E DESAFIOS ENVOLVENDO O USO DE PROBIOTICOS NA
INDUSTRIA DE ALIMENTOS

O avango nas areas de ciéncia e tecnologia de alimentos, nutricdo e microbiologia
contribuiram para o aumento na demanda por probidticos, contudo ¢ importante que o mercado
desenvolva produtos alimenticios ndo apenas funcionais, mas também com qualidade sensorial

e prego acessivel.
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Os consumidores estdo cada vez mais interessados em manter a saude por meio de
alimentos e suplementos alimentares. Buscando satisfazer os consumidores, um mercado cada
vez mais variado de alimentos e suplementos vem sendo desenvolvido, e os probioticos ganham
um destaque especial (BINDA et al., 2020; MIRANDA et al., 2021).Resultados positivos em
pesquisas com probidticos estimulam cada vez mais a fabricagdo de leites fermentados,
iogurtes, queijos, sobremesas, sorvetes, chocolates, cereais, sucos e produtos carneos
(MENESES et al., 2021).

O processamento de alimentos probidticos deve ser criterioso por meio do controle de
diversos fatores, como a escolha correta das culturas probidticas a serem utilizadas, o estagio
no processamento no qual a(s) cepa(s) serd inoculada e a concentracdo em que se insere este
in6culo, bem como o controle das condigdes de processo e das temperaturas de armazenamento
e transporte (MENESES et al., 2021; SILVA; ORLANDELLI, 2019)

Hoje os produtos lacteos fermentados probidticos sdo os dominantes em volume de
vendas e de produtos disponiveis nas prateleiras dos supermercados. Por outro lado, € crescente
o numero de pessoas intolerantes a lactose, alérgicas as proteinas do leite, adeptas ao
vegetarianismo e as que ndo ingerem produtos lacteos por questdes de habito ou cultura. Assim,
a introdu¢do dos probidticos em novas matrizes alimentares, nao lacteas, como frutas, produtos
carneos, cereais, chocolates funcionais, entre outros, busca permitir 0 consumo para esses
individuos (SOUZA et al., 2020b).

No Brasil no segmento de alimentos probidticos a predominancia ¢ dos produtos
lacteos, como leite fermentado, iogurte e queijo, devido a conveniéncia desses processamentos
para adicao dos probidticos. Uma tendéncia do mercado € conciliar os efeitos benéficos dos
compostos fenolicos presentes em alguns alimentos com os probioticos (SILVA et al., 2017).
A Figura 3 mostra exemplos de alimentos probioticos disponiveis no mercado mundial. Alguns
segmentos destacam-se como os produtos lacteos, representados pelo sorvete, iogurte, queijo e
margarina. Entretanto, devido a algumas dietas com restrigdes a lactose, outros produtos
conquistaram seu espago no mercado, como € o caso dos sucos de frutas, barras de cereais,

creme de avela.
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Figura 3 - Exemplos de alimentos probidticos disponiveis no mercado mundial.
a) margarina; b) queijo; c¢) barra de cereal; d) queijo minas frescal; e) creme de avela,
améndoa e amendoim; f) iogurte sabor morango; g) muffin; h) chocolate sem gltten; 1)
chocolate; j) sucos e dgua de coco; k) sorvete; 1) iogurte natural.

Fonte: Autoria propria.

No Brasil, apesar da diversidade de frutas, o segmento de alimentos probidticos ainda
gira em torno dos produtos lacteos, como leite fermentado, iogurte e queijo, devido a
conveniéncia desses processamentos para adi¢do dos probioticos.

Cruxen et al. (2017), elaboraram um sorvete de butid, que além da boa aceitagdo
sensorial, manteve os compostos bioativos e a viabilidade dos probiodticos durante a estocagem
no estudo. Outro trabalho que explorou a interagdo entre compostos fenodlicos e probidticos € o
de Marinho (2016) que elaborou sorbets simbiodticos de jucara, atendendo uma demanda
crescente de dieta com restricdo caldrica e ao leite. Da Costa ef al. (2017) avaliou o suco de
laranja para a veiculacdo de probidticos obtendo contagens de até 6,0 log UFC/mL de células
vidveis durante 28 dias de estocagem. Além disso, o suco de laranja probidtico foi bem aceito

e manteve suas caracteristicas fisico-quimicas durante o periodo de armazenamento.



35

Silva et al. (2017) analisaram uma matriz alimenticia muito atrativa para os
consumidores, o chocolate meio amargo. Esse autor adicionou, a composi¢ao do chocolate,
Bifidobacterium animalis subsp. lactis (BLC1) e Ltb. acidophilus (LA3) nas formas livre ou
encapsulada. Os produtos foram avaliados sensorialmente por 100 provadores o obtiveram
>75% de inten¢do de compra.

Outros exemplos de produtos adicionados com cepas probidticas em chocolates, que
se mostram como tendéncia no mercado, podem ser observados nos trabalhos de Hossain ef al.,
(2020); Kobus-Cisowska et al. (2019); Marcial-Coba et al. (2019).

Marcial-Coba et al. (2019) no estudo relataram a manutengdo da viabilidade do Lcb.
casei durante o armazenamento e passagem gastrica in vitro quando aplicado em chocolate
amargo. A viabilidade de Lcb. casei permaneceu estavel durante 60 dias.

O estudo de Kobus-Cisowska et al. (2019) com o B. coagulans em chocolate amargo
evidenciou que além da boa viabilidade em shelf life, a adi¢ao de cepas probidticas ao chocolate
ndo afeta sua qualidade medida a partir da atividade hidrica, acidez e teor de polifenois. Os
resultados do estudo indicam que o chocolate escuro constitui uma matriz adequada para
bactérias probidticas B. coagulans, e as caracteristicas sensoriais do chocolate probidtico sdo
semelhantes as do produto tradicional.

Hossain ef al. (2020) fizeram uma revisao focando nos beneficios a satde humana
associados ao consumo de probioticos e prebidticos. Mostrando o interesse industrial no uso de
ambos em novos alimentos e produtos farmacéuticos. Além disso, os autores buscaram
trabalhos com énfase na matriz chocolate, que sdo um dos produtos mais atraentes entre a
maioria das pessoas e pode servir como um transportador adequado para entrega de probiodticos
no intestino humano, por possuir uma ampla gama de potentes antioxidantes e outros nutrientes

que podem afetar positivamente saude humana.

2.3 CHOCOLATE

Os padroes de identidade e qualidade de chocolate no Brasil sdo definidos pela
Resolugcdo RDC 264, de 22 de setembro de 2005, da ANVISA, essa norma estabelece que:
“Chocolate: ¢ o produto obtido a partir da mistura de derivados de cacau (Theobroma cacao
L.), massa (ou pasta ou liquor) de cacau, cacau em p6 e ou manteiga de cacau, com outros
ingredientes, contendo, no minimo, 25% (g/100g) de s6lidos totais de cacau. O produto pode

apresentar recheio, cobertura, formato e consisténcia variados” (BRASIL, 2005).
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Ainda segundo a ANVISA, Resolucdo da Comissdo Nacional de Normas e Padrdes
para Alimentos - CNNPA n° 12, de 1978, o chocolate ¢ classificado como (BRASIL, 1978):

a) chocolate em po: produto obtido pela mistura de cacau em p6 com agucar;

b) chocolate em pd parcialmente desengordurado e chocolate em po6 soluvel:
produto obtido pela mistura de cacau em p6 parcialmente desengordurado ou
cacau soluvel, com agtcar;

c¢) chocolate ao leite: produto preparado com pasta de cacau, agucar e leite, leite
em po evaporado ou condensado;

d) chocolate fantasia ou composto: produto preparado com mistura, em proporgdes
variaveis, de chocolate, adicionado ou ndo de leite e de outros ingredientes, tais
como améndoa, aveld, amendoim, nozes, mel e outras substancias alimenticias,
que caracterizam o produto; sua denominagdo estara condicionada ao
ingrediente com que foi preparado.

e) chocolate "fondant" e chocolate tipo suigo: produto contendo no minimo 30%
de gordura de cacau, o que abaixa o seu ponto de fusdo;

f) chocolate recheado moldado: produto contendo um recheio de substancias
comestiveis, completamente recoberto de chocolate. O recheio deve diferir
nitidamente da cobertura, em sua composi¢ao. No minimo 40% do peso total
do produto, devem consistir de chocolate. O produto deve ser denominado
chocolate com recheio, seguido da denominagdo recheio. Ex.: "chocolate com
recheio de geléia de frutas";

g) chocolate amargo (>70% cacau): produto preparado com cacau, pouco agucar
adicionado ou nao de leite;

h) chocolate cobertura: produto preparado com menor propor¢ao de aglicar e maior
propor¢ao de manteiga de cacau, empregado no revestimento de bombons e
outros produtos, de confeitaria.

Durante a fabricacdo do chocolate, sdo utilizados ingredientes obrigatorios como:
massa de cacau, manteiga de cacau e aglicar, podendo ou ndo conter leite. Para que o produto
final seja formado, ha cinco etapas deste processo: malaxacdo, refino, conchamento,
temperagem e modelagem. No processo de malaxacao ocorre a mistura dos ingredientes a fim
de homogeneizar formando a massa de cacau. Apds este processo, o chocolate passa pelos
cilindros de refinagdo com o objetivo de triturar as particulas de agucar para deixar a massa
mais lisa e uniforme. No conchamento, a massa recebe outra parte de manteiga de cacau, sdo

agitadas constantemente para reduzir a acidez e resultar em maior brilho, sabor e aroma. Apos
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esta etapa, o chocolate passa por mais dois processos os quais dardo a forma soélida
(BRAGANTE, 2010). A temperagem ¢ o processo mais importante para a estabilizagdo, brilho
e textura do chocolate. E quando o mesmo é aquecido a uma determinada temperatura de acordo
com a porcentagem de cacau, resfriado sem choques bruscos de temperatura e elevada a uma
temperatura padrdo ideal para manter a estabilidade. Para finalizar a operagdo, ¢ necessaria a
modelagem, onde o chocolate ganhard a forma desejada, sdo agitados na forma para perderem
as possiveis bolhas de ar, e resfriados em temperaturas ndo muito baixas, assim que sao
solidificados desprendem da forma. Em seguida, sdo embalados e se tornam aptos ao consumo
(BORGATO; MELLO, 2018).

Além do sabor agradavel, o chocolate ¢ um alimento nutritivo e bastante energético,
sua composi¢do ¢ dependente do tipo de chocolate e do processo de fabricacao. A Tabela 2
mostra comparagdo entre a composicao média de 3 diferentes tipos de chocolate: amargo, ao

leite e branco.

Tabela 2 - Comparag¢do entre os principais nutrientes dos chocolates: amargo, ao leite e

branco.
Amargo Ao leite Branco

Energia (Kcal) 530 518 553
Proteinas (g) 5 7 9
Carboidratos (g) 55 57 58
Gordura (g) 32 33 33
Calcio (mg) 32 224 272
Magnésio (mg) 90 59 27
Ferro (mg) 3 2 0,2

Fonte: BECKETT (2009).

Além de ser considerado um alimento nutritivo que e saboroso, o chocolate atua como
fonte de proteinas, gorduras, calcio, magnésio, ferro, zinco, vitaminas E, B1, B2, B3, B6, B12
e C. Os possiveis efeitos benéficos dependem, além da quantidade consumida, do contetido de
cacau e de outros componentes, principalmente a gordura e sacarose (DALLABRIDA, 2018).
Os efeitos mais nobres do chocolate estdo relacionados a substancias encontradas em
abundancia em alguns vegetais, que promovem o bom funcionamento dos vasos sanguineos,
que sao os flavanoides (SHAHANAS et al., 2019).

Os teores de flavonoides encontrados variam em cada chocolate, sendo o chocolate
amargo O que mais apresenta compostos com reconhecida atividade antioxidante
(DALLABRIDA, 2018). De acordo com alguns estudos, o consumo moderado de chocolate

esta associado a reducao dos niveis de pressdo sanguinea, producao de serotonina provocando
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sensacdes de prazer e bem-estar, estimulo do sistema nervoso central, coragdo, circulacdo e rins,
reduzindo o cansa¢o, melhorando a coordenagdo motora ¢ aumentando a atividade sensorial.
Podem apresentar também agdes antioxidantes, antihipercolesterolémicas, anti-inflamatorias,
anticancerigenas e neuroprotetoras analgésica e vasodilatadora (SOUZA et al., 2020a).
Considerando a busca por melhor qualidade de vida, a escolha por alimentos com propriedades
funcionais ¢ cada vez mais comum, recebendo destaque os alimentos com propriedades
antioxidantes, conferidas por compostos fenolicos, em especial, os flavandides (MEDEIROS et
al., 2015).

Devido a esses resultados obtidos em pesquisas cientificas, o cacau tem sido estudado
e considerado como sendo uma das maiores fontes de flavonoides, principalmente os da classe
dos flavanois, que podem se expor na forma monomérica (catequinas € epicatequinas) e
condensada, resultando na formagdao de procianidinas ¢ de proantocianidinas ou taninos
condensados, pela associacdo de varias unidades monoméricas com flavan-3-4-didis ou
leucoantocianidinas (SHAHANAS, PANJIKKARAN, ANEENA, SHARON, & REMYA,
2019)

A composicao precisa do chocolate varia em todo o mundo devido a tendéncias de
consumo regional e sua legislagdo, que se preocupa com as porcentagens de cacau e s6lidos do
leite adicionais e, quantidade e tipos de gorduras vegetais permitidas (GOMES &
NASCIMENTO, 2019; SHAHANAS, PANJIKKARAN, ANEENA, SHARON, & REMYA,
2019)

2.3.1 Compostos fenolicos

Compostos fenolicos sdo produtos do metabolismo secundéario de plantas e sdo
sintetizados a partir de duas principais vias primarias: via do chiquimato e via do acetato. Dentro
dessa classe estdo os flavonoides que sdo derivados da reagdo de condensagdo do &cido
cindmico com grupos malonil-CoA. Estes sdo classificados a partir do nivel de oxidacao
verificado em suas estruturas quimicas, sendo os principais: flavonas, flavanonas, flavonois,
flavandis (também chamados de flavan-3-6is), isoflavonas e antocianinas (GOMES;
NASCIMENTO, 2019). Os principais compostos fendlicos encontrados nas sementes de cacau
estdo dentro das classes dos taninos e dos flavanodides. Os flavandides presentes incluem
flavanois, flavonois, antocianinas, flavonas e flavanonas (ONELLI, 2021).

Os polifendis, ou compostos fendlicos, tém sido amplamente estudados em razao dos

efeitos benéficos que propiciam a satide. Dentre esses efeitos destaca-se sua potente atividade
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antioxidante na prevengdo de reacdes oxidativas e formagdo de radicais livre, o que resulta,
inclusive, na prote¢do contra danos ao DNA das células. Outros efeitos positivos dessas
estruturas para a saude s3o as propriedades anti-inflamatéria, anticarcinogénica,
antiaterogénica, antitrombotica, antimicrobiana, analgésica e vasodilatadora, comprovadas em
estudos cientificos (GOMES; NASCIMENTO, 2019).

Atualmente, ¢ crescente o nimero de pesquisas que buscam nos alimentos substancias
capazes de auxiliar o combate ao estresse oxidativo. O organismo encontra-se nessa situagao
quando ha desequilibrio entre a formacao de moléculas oxidantes e a presenca de antioxidantes
(enddgenos e exogenos) (SHAHANAS et al., 2019)

Esse dano oxidativo estd relacionado com a etiologia de varias doengas: como a
aterosclerose, as cardiopatias e até a diabetes mellitus. O excesso de radicais livres ¢ combatido
por antioxidantes produzidos pelo corpo ou absorvidos da dieta (BARREIROS; DAVID;
DAVID, 2006). Essas substancias agem como doador rapido de hidrogénio e elétrons e sua
estrutura quimica ¢ ideal para o sequestro dos radicais livres e quelacdo de ions de metais,
(BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

Os compostos fendlicos em alimentos, sdo responsaveis pela cor, adstringéncia, aroma
e estabilidade oxidativa. A atividade antioxidante dos compostos fenolicos depende da sua
estrutura, particularmente do numero e posi¢ao dos grupos hidroxila e da natureza das
substituigdes nos anéis aromaticos (GOMES; NASCIMENTO, 2019).

Sabe-se que o cacau fresco ¢ uma das mais altas fontes naturais de compostos
polifendlicos (principalmente epicatequina, catequina, procianidinas e antocianinas), além das
metilxantinas (por exemplo, teobromina e cafeina) que foram descritas como tendo papel
importante na preservacao da satide humana, entretanto, a biodisponibilidade desses compostos
pode variar de acordo com a variedade do cacau, bem como pelas condigdes climaticas, regiao
de cultivo e processo de torra (DJIKENG et al., 2018; MARTINI; CONTE; TAGLIAZUCCHI,
2017).

As epicatequinas e catequinas tém sido reportadas como os principais flavanodides
monoméricos do cacau, elas possuem diferentes caracteristicas; como atividade antioxidante,
capacidade sequestrante de espécies reativas de oxigénio, capacidade quelante de metais como
ferro e cobre, e potencial para producao de perdxido de hidrogénio na presenga de alguns metais
(SIM et al., 2016).

Estudos apontam que a funcionalidade dos probidticos pode ser potencializada quando

incorporados em matrizes ricas em compostos fendlicos, melhorando a absor¢ao desses, ao
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mesmo tempo em que os metabdlitos polifendlicos podem influenciar a multiplicagdo de
algumas espécies bacterianas (VALDES et al., 2015).

Em relagdo ao efeito antimicrobiano dos compostos fendlicos, foi verificado em
experimentos in vitro que o extrato de semente de uva contendo teor total de fendlicos entre
279 e 414 mg/g promoveu o crescimento de bactérias benéficas (Lactobacillus spp.) e diminuiu
as contagens de bactérias indesejaveis como Clostridium histolyticum (CUEVA et al., 2013).

O chocolate pode ser uma boa alternativa para amplificar a variedade e o acesso de
funcionais ao consumidor (GADHIYA; PATEL; PRAJAPATI, 2016; KOBUS-CISOWSKA et
al., 2019; SILVA et al., 2017; TOKER et al., 2017). Além disso, os compostos fenolicos do
chocolate também podem desempenhar um papel importante no retardo do estresse oxidativo
em probioticos, que ¢ uma das principais causas de morte de probidticos em alimentos, levando
a uma melhor viabilidade e shelf life (PEREIRA et al., 2013). Alguns estudos mostram também
que que a manteiga de cacau pode proteger os microrganismos probioticos da agua e fons H*
(SILVA et al., 2017).

Estudos feitos com o chocolate ao leite e amargo estocados a temperaturas de
refrigeragdo verificaram seu potencial como matriz alimentar (GADHIYA; PATEL;
PRAJAPATI, 2016). No entanto, sdo escassos trabalhos de verificagdo de viabilidade dos
probidticos estocados a temperatura ambiente, que seria a condi¢do ideal para que essa matriz
possa ser mais facilmente comercializada (SILVA et al., 2017). Sdo escassos ainda estudos para
selecionar espécies potencialmente probiodticas que possam ser utilizadas em matriz chocolate

mantendo a sua viabilidade.

2.4 DESAFIOS NA PRODUCAO DE UM ALIMENTO PROBIOTICO

Os microrganismos probidticos precisam sobreviver ao processamento dos alimentos,
ao shelf life e a passagem pelo trato gastrointestinal para que os seus beneficios sejam garantidos
ao consumidor, desafiando assim a industria de alimentos a encontrar novas alternativas para
incorpora-los aos alimentos.

Parametros como alta temperatura, variagdes de pH e oxigénio podem afetar a
sobrevivéncia do probidtico (FAVARO-TRINDADE, 2011; FREIRE et al., 2021; TRIPATHI;
GIRI, 2014). No intuito de proteger os microrganismos a microencapsulacao de probidticos €
considerada uma alternativa para a sua sobrevivéncia sob condi¢des gastrointestinais e por
melhorar a viabilidade durante o shelf life mantendo seus beneficios a satide do consumidor

(VANISKI; CORTI; DRUNKLER, 2017).
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2.5 MICROENCAPSULACAO

A microencapsulacdo ¢ uma tecnica relativamente recente, configura-se como uma
tecnologia que promove o revestimento fino de particulas solidas, gotas de liquidos,
microrganismos e dispersdes (BARROSO et al., 2021). E um processo de imobilizagio ou
compartimentalizagdo por capsulas cujo tamanho esta entre 1 pm e 1000 pm. E uma tecnologia
que vem sendo empregada na industria de cosméticos, produtos farmacéuticos, agrotoxicos e
alimentos e, nesta, ¢ usado em aromas, acidos, 6leos, vitaminas, microrganismos, entre outros
(MARTINS et al., 2017). Um possivel design comumente usado para o encapsulamento de
células microbianas envolve a microesfera, em que células vivas sdo incorporadas e
imobilizadas aleatoriamente em uma matriz continua. A microencapsulagdo ajuda a proteger a
célula microbiana do ambiente, melhorando assim sua estabilidade (BARROSO et al., 2021).
A estrutura formada pelo agente de microencapsulacao em torno do nicleo é composta por um
material semipermeédvel, ao mesmo tempo fino e relativamente forte (KAILASAPATHY,
2002). Além disso diminui as interagdes da substancia encapsulada em relagdo aos fatores
ambientais. Dessa forma preserva as caracteristicas sensoriais e nutricionais alimentos, facilita
a incorporacao da substancia encapsulada em diferentes tipos de matrizes (VIANA et al., 2021).

Na industria alimenticia, essa técnica tem solucionado limitacdes no emprego de
ingredientes, visto que pode suprimir ou atenuar flavors indesejaveis, reduzir a volatilidade e
aumentar a estabilidade destes em condi¢des ambientais adversas, como na presenca de luz,
oxigénio e pH extremos (BARROSO et al., 2021). Varios métodos de microencapsulamento
sdo estudados, e ha uma grande tendéncia de crescimento a medida que vao surgindo novos
materiais encapsulantes e principios ativos que requeiram processamentos especificos (FREIRE
etal., 2021; VIANA et al., 2021).

Vérios fatores determinam a sobrevivéncia dos microrganismos probiodticos
adicionados em alimentos, como as propriedades enddgenas da cepa, processamento,
caracteristicas fisico-quimicas do alimento, como atividade de 4gua, umidade, concentragao
dos ingredientes, presenca de oxigénio, além do processo digestivo (FREIRE et al., 2021).
Durante o processo digestivo ocorre uma sequéncia de condi¢gdes que podem causar injaria as
células bacterianas, como o meio 4cido do estdbmago, os sais biliares e enzimas pancreaticas no
intestino delgado. Os sais biliares apresentam natureza antimicrobiana, pois dissolvem a

membrana do micro-organismo (KLEEREBEZEM; VAUGHAN, 2009).
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A tecnologia de encapsulagao pode aumentar a sobrevivéncia do probidtico durante a
estocagem do alimento, assim como promover a entrega bem-sucedida de probidticos ao trato
gastrointestinal. E desejavel que a adi¢do das microcapsulas probidticas ndo altere as
caracteristicas sensoriais do alimento (FAVARO-TRINDADE; GROSSO, 2002; SILVA,
2016).

A encapsulagdo pode produzir dois tipos basicos de estruturas, sendo que em fungao
da distribuicdo do recheio recebem nomenclaturas diferentes. Quando a particula ¢
mononucleada, ou seja, o recheio ¢ envolvido por uma pelicula de parede, a microcépsula ¢
denominada do tipo “reservatorio”, mas se o recheio se distribui ao longo do material, a
microparticula ¢ denominada do tipo “esponja” ou matriz (SILVA et al., 2014; ZUIDAM;
SHIMONI, 2010).

As propriedades dos agentes encapsulantes determinam os mecanismos de liberagdo
dos probiodticos das particulas. Alguns exemplos de mecanismos de liberagao sdo: variagao do
pH e da temperatura, solubilidade do meio, ruptura mecanica e gradiente de concentragdo do
meio (FAVARO-TRINDADE, 2011). Portanto, a matriz de encapsulacdo ou carreador deve
oferecer boa protecao contra o meio acido melhorando a resisténcia do probiotico ao processo
digestivo (SILVA, 2016).

Existem diferentes métodos para a produgdo de microcdpsulas, que podem ser, em
geral, divididos em trés grupos: fisico-quimicos (coacervacao simples ou complexa (separagao
de fase aquosa), evaporacdo emulsdo solvente (separacdo por fase organica), emulsdo
solidificagdo e envolvimento lipossomico), métodos fisicos (spray drying, spray coating, spray
chilling, gelificagdo 10nica, leito fluidizado, extrusdo, centrifugagdo com multiplos orificios,
co-cristalizagdo e liofilizagdao) e os métodos quimicos (polimerizacao interfacial e inclusdao
molecular) (VANISKI; CORTIL; DRUNKLER, 2017).

A escolha do método de encapsulag@o para uma aplicagdo especifica depende de uma
série de fatores, como: tamanho de particulas requeridas, propriedades fisicas e quimicas do
nucleo e da parede, aplicagdo do produto final, mecanismos desejados de liberacao, escala de
producdo e custo. Dentre as principais técnicas empregadas para a encapsulagdo de probidticos
estdo a atomizagdo por spray-drying, spray-chilling, spray-coating, extrusdo, coacervacao e
emulsificagdo (HUQ et al., 2017; SILVA et al., 2014; VIANA et al., 2021). Neste trabalho a
técnica utilizada serd a da gelificagdo i6nica, como ferramenta para melhorar a prote¢ao das

cepas potencialmente probidticas estudadas.
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2.5.1 Métodos

2.5.1.1. Coacervagdo simples

Este ¢ o método de microencapsulagdo mais antigo, baseia-se na técnica de separagdo
de fases por coacervacao (SUAVE et al., 2006). A obtengdo de um sistema coloidal, a partir de
uma solugcdo contendo uma macromolécula dispersa, que apresenta duas fases liquidas
imisciveis. A fase mais concentrada no componente coloidal ¢ o coacervado e a outra fase ¢ a
solugdo de equilibrio. A fase coacervado apresenta-se no estado disperso com goticulas de
liquido amorfo, que acabam por coalescer, formando uma camada continua que se deposita a
volta do material a encapsular (ntcleo). Posteriormente, verifica-se a solidificagdo do
revestimento e o isolamento das microparticulas (DONG; BODMEIER, 2006). Na coacervacao
complexa, ocorre 0 mesmo processo da coacervacao simples, no entanto, envolve dois ou mais
coldides hidrofilos de cargas opostas (gelatina e goma acacia ou gelatina e polissacarideos)

(SUAVE et al., 20006).

2.5.1.2 Evaporagdo/emulsdo do solvente

A denominagdo de evaporagdo/emulsdo do solvente ¢ normalmente usada para
designar um conjunto de procedimentos laboratoriais nos quais ocorre a formacdo de uma
emulsdo que pode ser do tipo O/A, A/O, A/O/A e O/A/O. A fase interna, onde esta dissolvido
o agente encapsulante, ¢ um solvente organico que tem uma solubilidade limitada na fase
externa da emulsao, que corresponde ao meio nao-solvente (SUAVE et al., 2006).

A substancia a encapsular encontra-se dispersa ou dissolvida na fase interna, sendo
posteriormente emulsionada na fase externa, que possui um agente tensoativo. A presenga deste
composto tem como objetivo prevenir a coalescéncia ou a agregacao das particulas (SUAVE et
al., 2006). O solvente organico presente ¢ depois removido por evaporacdo sob agitacao
continua. As microparticulas formadas sdo posteriormente submetidas a operagdes
complementares, como a separagdo, a lavagem e a secagem (ZANETTI; SOLDI; LEMOS-
SENNA, 2002).

A técnica de emulsao pode ser aplicada para a microencapsulacao de bactérias acido
laticas (BAL), as capsulas sdo formadas a partir de duas etapas: a dispersdo de uma fase aquosa,
contendo as células bacterianas e uma suspensao polimérica, dentro de uma fase organica, como

6leo, resultando em uma emulsao de 4gua em 6leo; e a solidificagdo das capsulas por um agente
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gelificante. A emulsificagdo normalmente resulta em capsulas de pequenos diametros, além de
ser facilmente aplicada em grande escala (MORTAZAVIAN et al., 2007), porém, pode
produzir microcapsulas com grandes variagdes de tamanho e forma (KENT; DOHERTY, 2014;
VANISKI; CORTI; DRUNKLER, 2017).

2.5.1.3 Spray-drying

A secagem por spray-dryer ¢ uma das predominantes na industria de alimenticias,
principalmente na industria de laticinios. Esse processo consiste na remog¢ao parcial da agua
contida no produto, viabilizando o armazenamento, conservacdo por periodos mais longos e
redugio de custos logisticos. E uma das técnicas mais amplamente utilizadas em funcio da
capacidade de uso de varios agentes encapsulantes, estabilidade do produto final, facil manuseio
do equipamento, rapida solubilidade da capsula, além do baixo custo (SILVA et al., 2014;
VIANA et al., 2021).

A microencapsulagdo por spray-drying envolve a dispersdo das células em uma
solugdo polimérica que ¢ atomizada na cadmara de secagem (SILVA, 2016). Isso leva a
evaporagio do solvente e, consequentemente, a formagdo das microcapsulas (MARTIN et al.,
2015; VIANA et al., 2021). Este processo pode ser operado continuamente, porém apresenta

como desvantagem, a temperatura usada no processo (MARTIN et al., 2015).

2.5.1.4 Spray-chilling

A microencapsulacao por spray-chilling, também conhecido como spray-cooling e
spray-congealing, ¢ uma técnica semelhante ao spray-drying. No entanto, fundamenta-se na
inje¢do de ar frio para permitir a solidificacdo da particula. As microparticulas sdo produzidas
por uma mistura contendo o ingrediente ativo (ou recheio) e o agente encapsulante na forma de
goticulas. Essa mistura ¢ pulverizada por um atomizador ou bico aspersor € entra em uma

camara, na qual o ar circula a baixa temperatura (CHAMPAGNE; FUSTIER, 2007).
2.5.1.5 Gelificagdo ionica
A gelificagdo i6nica ocorre por ligacdo de um hidrocoldide com ions, tipicamente

gelificagdo de polissacarideos negativamente carregados mediada por cétions, por exemplo,

entre alginato, carragena ou pectina com ions como o célcio (BUSIC et al., 2018).
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A gelificag@o i6nica ¢ uma técnica fisico-quimica de producao de esferas ou cépsulas,
que se baseia na interagao eletrostatica entre polimeros idnicos e ions de cargas opostas de modo
a formar uma rede tridimensional, promovendo assim a formacao de géis. Algumas de suas
vantagens em relagdo a outras técnicas estdo a simplicidade do método, a nao utilizacao de
solventes organicos € a temperatura ambiente para a producdo das particulas (ALMEIDA,
2019).

Esta ¢ uma técnica simples e eficaz, onde um composto ¢ encapsulado com uma fina
camada de material protetor, melhorando sua estabilidade, palatabilidade e proporcionando
contra interagdes ambientais ou quimicas (CARMO et al., 2015). Este método pode ser
realizado a temperatura ambiente, ndo necessita do uso de solventes e pH extremos. Estas
vantagens tém sido motivo de sua utiliza¢do crescente, principalmente na encapsulacido de
farmacos, células vivas imobilizadas e inclusdao de compostos de interesse em alimentos.
Ademais, este método permite encapsular compostos hidrofilicos e hidrofobicos
(MCCLEMENTS, 2017; SAMPAIO, 2018).

A gelificacdo i6nica ¢ conduzida primeiramente pela homogeneizagdo do composto
ativo com o polissacarideo. Em seguida, esta solucdo biopolimérica ¢ gotejada ou atomizada
sob uma solugdo i6nica contendo ions divalentes. As particulas sdo formadas imediatamente
apos o contato da solugdo polimérica com o banho gelificante, contendo um elevado teor de
agua. O endurecimento inicia da superficie externa para o interior das esferas, através da difusao
dos ions para cadeia do polissacarideo carregada negativamente, resultando em um rearranjo
estrutural tridimensional rigido devido a complexagdo (MCCLEMENTS, 2017). A rigidez e
resisténcia das particulas sdo influenciadas pelo tempo que elas ficam em contato com a solugao
gelificante contendo os ions divalentes, apos o gotejamento da solugdo polimérica (SAMPAIO,
2018). As Figuras 4 e 5 demonstram com mais detalhes a estrutura da molécula durante o
processo de gelificagdo idnica, utilizando o alginato, e a possivel disposi¢ao interna do material

do nucleo encapsulado em uma particula de gel de alginato, respectivamente.
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Figura 4 - Formacao da estrutura da molécula durante a gelificacdo idnica do alginato de
sodio.

Biopolimero de alginato de Estrutura em gel de
sodio nao gelificado alginato de célcio

Fonte: CHING; BANSAL; BHANDARI (2017).

Figura 5- Possivel disposi¢ao interna do material do nucleo encapsulado em uma particula de
gel de alginato.
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Fonte: CHING, BANSAL; BHANDARI (2017).

2.5.1.6 Leito fluidizado

A microencapsulacdo por leito fluidizado baseia-se em colocar os componentes da
formulag@o a preparar num reator de leito fluidizado, onde uma corrente de ar quente, em alta
velocidade, ¢ for¢ada a atravessar as particulas sélidas do agente a encapsular, formando o leito
fluidizado. No interior da camara de revestimento, as particulas sélidas do nucleo sao revestidas
por nebulizagdo de uma solucao, dispersdo ou emulsiao do agente encapsulante ou mesmo uma
massa fundida, com temperatura e humidade controladas (TEWES; BOURY; BENOIT, 2006).
Este método pode ser aplicado com agentes encapsulantes que fundam facilmente (e.g. 6leos
vegetais hidrogenados, acidos gordos, ceras) ou que sejam solaveis (e.g. amido, gomas e

maltodextrinas) (GOUIN, 2004).
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2.5.1.7 Extrusdo

Dentre as técnicas de microencapsulagao de probiodticos, a extrusdo ¢ a mais
popularmente empregada, devido ao baixo custo e simplicidade, além de ndo envolver altas
temperaturas (KENT; DOHERTY, 2014). No método o material do nticleo na forma liquida,
fundido ou em solucgao, ¢ langado através do orificio de um tubo fino ou seringa para formar
microgotas, cujo tamanho sera dependente do didmetro do orificio e da velocidade de saida do
material. As gotas contém o material de revestimento ou este ¢ adicionado quando as gotas
caem ou sdo injetadas. A solidificagdo do material de revestimento pode ocorrer por evaporacao
do solvente, difusdo do solvente ou reagao quimica (KRASAEKOOPT; BHANDARI; DEETH,
2003).

Na Tabela 3, temos descritas algumas das principais vantagens, desvantagens e
aplicagdes dos métodos mais utilizados para a microencapsulagdo na industria de alimentos, e

farmacos.
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Tabela 3- Principais vantagens, desvantagens e aplicagdes dos métodos de

microencapsulacao.
Método Vantagens Desvantagens Aplicagdes Referéncia
~ | Técnica versatil; ~ Industria de alimentos, | (JAMEKHORS
Coacervagao . Aglomeragdo das o . )
simples ou Maior controle do articulas: vitaminas, enzimas, HID;
con? lexa tamanho das % tiliza '210, de aldeido proteinas e SADRAMELI;
p particulas. ¢ " | medicamentos. FARID, 2014)
Evaporagdo Simples; Produgdo em escala (LL; ROUAUD;
emulsdo nples; 540 Industria de farmacos. PONCELET,
Baixo custo. laboratorial.
solvente 2008)
Microcapsulas com Utilizada na industria
. 1o ; (KENT;
Emulsao Pode ser usada em varia¢do de tamanho | de alimentos,
s . . " DOHERTY,
solidificagdo | escala industrial. ¢ forma; encapsulagdo de
L 2014)
Custo elevado. probidticos.
Baixo custo;
(enica scesive mindiiado | (KENT:
Produgdo em esc’ala Microcapsulas no alimentos DOHERTY,
Spray dryin indust(r;ial' uniformes; encaj sula’ a0 de 2014; MARTIN
pray aryms e Perda de materiais p H1agao L etal., 2015;
Solubilizacao A, probidticos, industria
. N sensiveis ao calor. R SILVA et al.,
instantanea; farmacéutica e 2014)
Estabilidade elevada quimica.
das capsulas.
Envolve baixas . .
Baixa capacidade de L .
temperaturas; encapsulacio e Industria de alimentos,
Spray Econdémico; psuiag . vitaminas, enzimas, (PEDROSO et
i D expulsdo do material oy
chilling Pode usar lipidios , probidticos e al.,2012)
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Fonte: VANISKI, CORTI & DRUNKLER (2017).

2.5.2 Agentes encapsulantes

Os agentes encapsulantes se enquadram na categoria de formadores de filmes, que

podem ser selecionados de uma ampla variedade de polimeros naturais e sintéticos

(ASSUNCAO et al., 2014; VANISKI; CORTI; DRUNKLER, 2017). A escolha do agente

encapsulante depende de uma série de fatores: a ndo reatividade com o material a ser
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encapsulado durante o processo e estocagem; o processo utilizado para a formagdo da
microcapsula; o mecanismo e liberagdo do material encapsulado; suas propriedades reologicas;
a habilidade de dispersar ou emulsificar; a capacidade de prover maxima prote¢do para o
material a ser encapsulado contra condi¢gdes desfavoraveis, como alimentos com alta atividade
de agua (WEINBRECK; BODNAR; MARCO, 2010), temperatura e presenga de oxigénio
atmosférico, (ANAL; SINGH, 2007) das condi¢des acidas do estdmago e os sucos biliares do
intestino delgado (KENT; DOHERTY, 2014), e ser economicamente viavel (ASSUNCAO et
al.,2014).

A utilizagdo de solventes organicos ¢ necessaria para alguns tipos de polimeros, o que
impede o seu uso na encapsulacdo de organismos vivos. Este inconveniente tem despertado o
interesse no desenvolvimento e utilizagdao de polimeros passiveis de serem utilizados em meio
aquoso, especialmente para a encapsulagio de microrganismos (FAVARO-TRINDADE;
GROSSO, 2002; VANISKI; CORTI; DRUNKLER, 2017). Muitos materiais podem ser
utilizados como cobertura para as microcapsulas com destaque aos carboidratos, proteinas e
lipidios. Polissacarideos tais como amido, carragena, alginato e goma gelana sdo os materiais
mais comumente empregados na microencapsulagdo de Bifidobactérias e Lactobaccilus (HUQ
etal.,2017; SILVA et al., 2014; TRIPATHI; GIRI, 2014; VIANA et al., 2021).

O alginato de calcio ¢ um biopolimero extraido de diferentes espécies de macroalgas,
principalmente algas marrons, tais como: Laminaria hyperborea, Ascophyllum nodosum e
Macrocystid  pyrifer (GOMBOTZ, 1998). E um material bastante utilizado na
microencapsulacao de células bacterianas por suas caracteristicas de formacgao de gel que ocorre
rapidamente na presenga de ions calcio, sem alteragdes drasticas de temperatura, pH e pressao
osmotica, sendo assim a viabilidade dos microrganismos microencapsulados podem ser
conservadas quando empregado este material (FAVARIN, 2014; TRIPATHI; GIRI, 2014;
VANISKI; CORTI; DRUNKLER, 2017).

Além disso, o alginato de célcio apresenta baixo custo, grande disponibilidade no
mercado, possibilidade de emprego em escala industrial e aceitagdo da substancia como aditivos

na produgdo de alimentos (CHING; BANSAL; BHANDARI, 2017).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAIS

Foram utilizadas as cepas indicadas na Tabela 1, sendo duas delas provenientes do
cépario do Laboratorio de Tecnologia de Alimentos e Bioprocessos da Universidade Federal de
Santa Catarina (UFSC) e uma comercial. As cepas de BAL foram mantidas sob congelamento
a -20 °C em tubos tipo eppendorf contendo caldo Man Rogosa Sharpe (MRS, Sigma-Aldrich,
St. Louis, Missouri, EUA) e glicerol (Quimibras AS, Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil)
33%. A cepa B. subtilis foi gentilmente cedida pela empresa italiana Synergia Life Sciences. A
empresa Nanovetores Group doou os materias polimericos e lipidicos utilizados na composi¢ao

das microparticulas.

Tabela 4 - Microrganismos utilizados no projeto.

Microrganismo Biotipo/ identifica¢do Fonte
Lpb. Plantarum LBP UFSC023 UFSC
Lcb. Casei LBP UFSCO019 UFSC
B. subtilis NCIBM 30283 Synergia

Fonte: Autora. (2022)

No estudo foram utilizadas duas matrizes de chocolate comercial: chocolate ao leite e
chocolate 70% cacau vegano. Suas composi¢des nutricionais estdo descritas na Tabela 5. O
chocolate 70% cacau vegano possui os seguintes ingredientes: cacau e manteiga de cacau
organicos, agucar de coco e lecitina de girassol. Enquanto o chocolate ao leite possui: actcar,
leite em pos integral, massa de cacau, manteiga de cacau, soro de leite em po, gordura vegetal,
gordura de manteiga desidratada, emulsificantes: lecitina de soja, poliglicerol polirricinoleato e

aromatizantes.
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Tabela 5- Informacao nutricional dos chocolates.

Porgio de 25g Chocolate ao leite Chocolate 70%
(CL) vegano (C70)
Valor energético 133kcal 139kcal
Carboidratos 15g 12g
Proteinas 1,6g 1,7g
Gorduras totais 7,2g 10g
Gorduras saturadas 4,2¢ 6,5g
Gorduras Trans Og Og
Fibra alimentar Og 4,2¢g
Sédio 46mg Omg

Fonte: Autora. (2022)

3.2 TRATAMENTOS

A microencapsulagdo foi realizada pela técnica de gelificagdo idnica, as concentragdes
das cepas foram previamente determinadas para a obtengdo de microparticulas com contagem
entre 9-10 log UFC/g. O arranjo dos tratamentos propostos pode ser observados nas Tabelas 6,

7e8.

Tabela 6- Tratamentos realizados com o Lactiplantibacillus plantarum (LP) referentes a
microencapsulacdo e incorporacdo na matriz chocolate.

Encapsulado por

geleificacio ionica

Amostras Livre

LP-L = livre X -
LP-ME = microencapsulado - X
LP-MEG = microencapsulado

. X
refrigerado
LP-CLL = Chocolate ao leite + cepa livre X -
LP-CLME = Chocolate ao leite + cepa
microencapsulada
LP-C70L = Chocolate 70% + cepa livre X -
LP-C70ME = Chocolate 70% + cepa i X

microencapsulada
Fonte: Autora. (2022)

=




52

Tabela 7- Tratamentos realizados com o Lacticaseibacillus casei (LC) referentes a
microencapsulacdo e incorporagdo na matriz chocolate.
Encapsulado por

Amostras Livre . ~ en .
geleificacdo ionica

LC-L =livre X -
LC-ME = microencapsulado - X
LC-MEG = microencapsulado refrigerado - X
LC-CLL = Chocolate ao leite + cepa livre X -
LC-CLME = Chocolate ao leite + cepa X
microencapsulada

LC-C70L = Chocolate 70% + cepa livre X -
LC-C70ME = Chocolate 70% + cepa i X
microencapsulada

Fonte: Autora. (2022)

Tabela 8- Tratamentos realizados com o Bacillus subtilis (BS) referentes a microencapsulagdo
e incorporacdo na matriz chocolate.

Encapsulado por

Amostras Livre . fen .
geleificagdo ionica
BS-L = livre X -
BS-ME = microencapsulado - X
BS-MEG = microencapsulado refrigerado - X

BS-CLL = Chocolate ao leite + cepa livre X -
BS-CLME = Chocolate ao leite + cepa

. X
microencapsulada
BS-C70L = Chocolate 70% + cepa livre X -
BS-C70ME = Chocolate 70% + cepa X
microencapsulada
Fonte: Autora. (2022)
3.3 METODOS

3.3.1 Preparo dos indculos microbianos

O procedimento de recuperacao do estoque congelado das cepas de Lpb plantarum e
Lcb. casei consistiu na reativacgao por trés vezes consecutivas em caldo MRS a 37 °C por 24 h,
em jarra de anaerobiose com sistema Anaerocult (Merck, Darmstadt, Hesse, Germany),

centrifugacdo a 5.000 x g por 5 min, lavados duas vezes em solucdo de ringer (Oxoid) e
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ressuspensas na mesma solugdo. Uma suspensdo bacteriana foi obtida com contagem final
superior a 9 log UFC/mL.

Os endoesporos de B. subtilis nao passaram por processo de reativagao anterior ao seu
microencapsulamento. A fim de garantir que a contagem incorporada estivesse acima de 9 log
UFC/mL foi realizado um controle inicial de viabilidade conforme descrito no item 4.3.2,

seguindo as orientagdes do fornecedor.

3.3.2 Enumeracao dos microrganismos

Para enumeracao das cepas de BAL e do B. subtilis livres ¢ microencapsulados foi
utilizada uma solugdo de 4gua peptonada a 0,1% (p/v); no caso das cepas microencapsuladas, a
solucao de foi aquecida previamente a temperatura de 40 °C. utilizou-se equipamento do tipo
stomacher (Marconi, modelo MA 440/CF, SP, Brasil) durante 15 min para viabilizar a completa
fusdo do material de parede, possibilitando a liberacdo total dos microrganismos. Apos
dilui¢des seriadas, aliquotas foram inoculadas em 4gar MRS para as cepas de BAL e agar
nutriente (Biokar, Beauvais, Franca) para B. subtilis, e incubados a 37 °C em jarras de
anaerobiose por 48 h e a 30 °C em aerobiose por 24 h, respectivamente, de acordo com Silva et
al. (2017), com adaptagdes. Os resultados foram expressos como log UFC/g. as anélises foram

realizadas em triplicata com duas repeti¢des independentes.

3.3.3 Microencapsulagio

A confecgdo das microparticulas foi realizada em parceria na empresa Nanovetores
Group. Foram utilizados sistemas encapsulantes que combinam polimeros e gorduras de grau
alimenticio. O método utilizado foi o de geleificacdo i6nica com adaptagdes. Esses sistemas sao

confidenciais protegidos por dominio da empresa parceira.

3.3.4 Caracterizacio morfolégica por microscopia optica e microscopia eletronica de

varredura (MEYV)

Para a avaliagdo da morfologia das microparticulas foi utilizado um microscépio
optico invertido Olympus CKX53 (BEL Photonics — Mildo, Itdlia), equipado com cdmera e
software BEL View v.62, as imagens foram feitas em aumento 40X- com contraste de fase. Para

a MEV foi utilizado um microscopio Tabletop Microscope Hitachi TM 300 (Téquio, Japao).
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As microparticulas foram fixadas em uma fita de carbono dupla face (Ted Pella, Inc. — Redding,

EUA) e adicionadas em uma base de aluminio.

3.3.5 Avalia¢ao da sobrevivéncia dos microrganismos aos processos de encapsulagao

Para a avaliagdo da resisténcia dos microrganismos ao processo de microencapsulacao
por geleificagdo i0nica, as células viaveis foram enumeradas antes do processo de encapsulagao,
como controle e apds o processo. As contagens foram executadas de acordo com o método

previamente citado na se¢do 4.3.2.

3.3.6 Viabilidade das cepas durante o armazenamento

Foram realizadas contagens dos microrganismos livres e encapsulados, durante o
periodo de armazenamento em temperatura ambiente e refrigerado, nos tempos de 0, 30, 60 e

90 dias. A enumeracao foi realizada como descrito no item 4.3.2.

3.3.7 Aplicacgao das cepas nos chocolates

Os probioticos foram reativados e propagados como descrito nos itens 4.3.1. ¢ 4.3.2,
respectivamente. A concentragdo das cepas foi ajustada para contagem de células viaveis de
aproximadamente 9,0 log UFC/mL. Posteriormente, 1% (m/v) da cultura microbiana foi
adicionada aos chocolates. A mesma propor¢do de 1% foi usada como indculo para os

probioticos microencapsulados.

3.3.8 Atividade de agua e pH das amostras de chocolate

As amostras de chocolates foram avaliadas em relacdo a sua atividade de 4gua (aw),
sendo medidas com o auxilio de um equipamento Aqualab (Decagon Devices, EUA). Os
valores obtidos foram expressos entre zero e um. Para medir o pH do chocolate foi pesado 5 g
da amostra, cortada em pequenos pedacos, e adicionada de 50 mL de dgua deionizada. A
mistura foi mantida sob agitacao pelo periodo de 20 minutos, em seguida sendo registrado o pH
da amostra com o auxilio de um potencidometro. Essas analises foram realizadas no tempo 0 e

90 dias.
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3.3.9 Viabilidade das cepas em amostras de chocolate durante o armazenamento

A viabilidade dos probioticos pode ser afetada durante a estocagem do chocolate,
assim a enumeracdo desses microrganismos ¢ essencial durante o armazenamento. Os
chocolates foram mantidos durante o shelf life em temperatura ambiente. Aproximadamente 5
g de cada amostra de chocolate foram diluidas em 45 mL em 4agua peptonada 0,1% (p/vol)
previamente aquecido a 40 °C. Apos a homogeneizacao por 15 min em stomacher, aliquotas de
1 mL foram coletadas, diluidas serialmente e inoculadas em agar MRS (Lactobacillus) e agar
nutriente (Bacillus). Em seguida, as placas inoculadas foram incubadas por 48 h a 37 °C em
jarras de anaerobiose (Lactobacillus) e 24 h a 30°C em aerobiose (Bacillus). Os resultados

foram expressos como log UFC/g de chocolate. Essa andlise foi realizada nos tempos 0, 15, 30,

60 e 90 dias.

3.3.10 Sobrevivéncia das cepas na forma livre e microencapsulada na matriz chocolate,

durante a simulacio gastrointestinal in vitro

Os chocolates adicionados das cepas que obtiveram os melhores resultados durante o
armazenamento foram analisados no ensaio de digestibilidade in vitro. Utilizou-se 5 g de cada
amostra de chocolate, logo apds o preparo, para avaliar a sobrevivéncia bacteriana ao longo das
fases oral, fase gastrica e fase intestinal, utilizando o protocolo descrito por Brodkorb et al.
(2019). Todo o ensaio foi conduzido a 37 °C, bem como foi utilizada agitacao orbital a fim de
simular a temperatura corporea e os movimentos peristalticos. Em detalhes, na fase oral a
amostra foi homogeneizada na propor¢ao 1:1 (m/m) com fluido salivar simulado (SSF) (Tabela
9). Esta mistura foi entdo adicionada de amilase salivar (75 U/mL) e agitada por 2 min a
150rpm. Na fase gastrica, o bolo oral foi adicionado de fluido géstrico simulado (SGF) (Tabela
9) até atingir uma propor¢ao final de 1:1 (v/v). Foi utilizada pepsina na concentragdao de 2000
U/mL, bem como o pH desta fase foi ajustado para 3,0 utilizando HCI 1 M. As amostras foram
incubadas por 2h com agitacdo de 45rpm. Na fase intestinal, o quimo gastrico foi adicionado
de fluido intestinal simulado (SIF) (Tabela 9) até atingir uma proporgao final de 1:1 (v/v). O
pH foi ajustado para 7,0 com solu¢do de NaOH 1 M, seguido da adi¢do da 10 mM. sais de bile
e pancreatina (100 U/mL baseada na atividade da tripsina). A incubacdo da fase intestinal levou
2h adicionais a 45 rpm. Apds cada etapa da simulacdo gastrointestinal, o volume resultante das

fases aumentou (assim como ocorre naturalmente), portanto, a diluigdo foi corrigida para a
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avalia¢do da concentragdo microbiana. A sobrevivéncia das cepas aplicadas nos chocolates foi

analisada conforme descrito item 4.3.2. em log UFC/g.

Tabela 9 — Descri¢do da composicdo dos fluidos utilizados nas andlises gastro-intestinais.

Solugao de sal Concentracdes Concentracio Concentracio Concentracio
adicionada estoque final de SSF final de sal em final de sal em
(gL) M) -pH7 SGF -pH 3 SIF -pH 7
(mM) (mM) (mM)

KCl 373 0.5 15.1 69 6.8
KH,PO,4 68 0.5 3.7 0.9 0.8
NaHCO; 84 1 13.6 25 85
NaCl 117 2 - 47.2 38.4
MgCl(H,0)s 30.5 0.15 0.15 0,12 -
(NH4)2COs 48 0.5 0.06 0.5 -
HCl 6 1.1 15.6 8.4
CaCl;(Hz0), 44.1 0.3 1.5 0.15 0.6

Fonte: Autora (2022).

3.3.11 Analise dos compostos fendlicos e capacidade antioxidante das amostras de

chocolate contendo as cepas potencialmente probioticas livres e encapsuladas

3.3.11.1 Obtengao dos extratos/amostras

As analises de capacidade antioxidante in vitro foram feitas na matriz chocolate através
da extragdo aquosa, antes de ser submetido a disgestdo e depois de cada etapa do ensaio de
digestao in vitro. Foram analisadas as amostras de chocolate ao leite e chocolate 70% cacau, in
natura ¢ também adicionadas das cepas Lcb. casei e B. subtilis em sua forma livre e
encapsulada. As anélises foram realizadas em triplicata e os valores apresentados como a média

e desvio padrao.

3.3.11.2 Determinagdo da capacidade de redugdo de Folin-Ciocalteu das amostras de

chocolate

Para determinag¢do do teor de compostos fenolicos totais (TFT) dos extratos, foi
utilizada a metodologia descrita por Singleton; Rossi (1965), com adaptagdes. Na presenca de
agentes redutores como os compostos fenolicos, molibdénio e tungsténio, que estdo no estado
de oxidagdo 6+, reagem através da transferéncia de elétrons, e, em meio alcalino, formam um

complexo azul. A intensidade dessa cor varia com a quantidade de substincias redutoras
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presentes como: polifendis, acidos organicos (4cido ascorbico), aglcares (por exemplo a
frutose) e alguns aminoacidos. Uma aliquota de 500 pL da solugdo do extrato corretamente
diluida foi misturada a 2,5 mL de reagente de Folin-Ciocalteu a 0,2 M. Apds 5 minutos, foram
adicionados 2 mL de solucdo aquosa de carbonato de sddio (Na;CO3) 7,5%. A mistura foi
incubada a 25 °C em banho-maria por 1 hora e a absorbancia foi medida a 765 nm. Os resultados
foram expressos em mg de equivalente ao 4cido galico.100 g! de amostra obtidos de uma curva
padrdo, que foi construida a partir de uma solugdo de acido galico diluida em concentragdes

variando de 0-200 mg/L.

3.3.11.3 Quantificacado de flavonoides totais das amostras de chocolate

A quantificag@o do conteudo de flavonoides totais das amostras seguiu a metodologia
de Dewanto et al. (2002). Uma aliquota de 250 pL da solucao do extrato corretamente diluida
foi misturada com 1,25 mL de 4gua deionizada e com 75 pL de solucdo aquosa de NaNO; a
5% (m/v). Ap6s 6 minutos em temperatura ambiente, adicionou-se 150 pL de solugdo aquosa
de AICI5.6H2O a 10% (m/v) e esta mistura foi deixada em repouso por 5 minutos em
temperatura ambiente. Depois foram adicionados 500 pL de solugdo aquosa de NaOH 1 mol/L
e 2,5 mL de agua deionizada. A solucdo foi agitada e a absorbancia lida em em 510 nm. Os
resultados foram expressos em mg equivalente de catequina por grama de chocolate (mg EC g

! chocolate).

3.3.11.4 Capacidade sequestradora do radical DPPH das amostras de chocolate

Foi realizada de acordo com o método de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) descrito
por Brand-Williams; Cuvelier; Berset (1995), de modo a avaliar a capacidade dos antioxidantes
presentes nas amostras em sequestrar o radical DPPHe. Primeiramente uma aliquota de 100 uLL
da solugdo do extrato foi diluida e misturada a 3,9 mL de solu¢ao metanolica de DPPH 60 uM
(ajustado para abs de 0,9 e 1,0). A mistura foi entdo agitada e incubada a 25 °C por 30 minutos
em auséncia de luz. O decréscimo da absorbancia foi medido a 517 nm. A analise foi realizada
em triplicata para todas as amostras e o valor apresentado como a média (+ DP). Uma solucao
de Trolox foi usada como curva padrao (0,5 — 2,0 mM). Os resultados foram expressos como

mmol equivalente de Trolox (TEAC, mmol/1 Trolox).
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3.3.11.5 Capacidade antioxidante pelo método de redugdo do radical ABTS das amostras de

chocolate

A capacidade de sequestro do radical ABTSe+ [2,2"- azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-
acido sulfonico)] foi realizada conforme Re et al. (1999) com adaptacdes. O radical ABTSe+
foi gerado por uma reacdo do ABTS em solugdo aquosa a 7 mM/L com K>S>03 a 2,45 mM/L.
A mistura foi de 1:1 (v/v) das solugdes que foram agitadas e ficaram de repouso variando de 12
a 16 horas, ao abrigo da luz (escuro) em temperatura ambiente (30 °C), sendo ajustado a
absorbancia de 734 nm para 0,700 de etanol. Desta forma, o extrato foi diluido até ocorrer uma
inibi¢do entre 20-80% em relagdo ao branco. Entdo, 15 pL da solugdo da amostra foi misturada
com 1,485 mL da solugio de ABTS-" previamente preparada, a mistura foi agitada e
permaneceu em repouso por 1 minuto no escuro. Passado este tempo a absorbancia foi
imediatamente medida a 734 nm e isso ocorreu a cada 5 minutos até fechar um total de 40
minutos. A andlise foi realizada em triplicata para todas as amostras e o valor apresentado como
a média (= DP). Uma solucdo de Trolox foi usada como curva padrdo. Os resultados foram

expressos como mmol equivalente de Trolox (TEAC, mmol/1 Trolox).

3.3.11.6 Potencial antioxidante redutor férrico FRAP das amostras de chocolate

A habilidade de reducao de ferro das amostras foi determinada de acordo com o
método proposto por Benzie; Strain (1996), adaptado por Arnous; Makris; Kefalas (2002). Para
cada diluicao da amostra, uma aliquota de 100 pL de amostra foi misturada a 100 uL de solugdo
de cloreto férrico 3 mmol/L (preparado em acido citrico mmol/L). A mistura foi mantida em
banho a 37 °C ( 1) durante 30 minutos. Entdo 1,800 uL de TPTZ (2.,4,6-tripiridil-s-triazina)
10 mol/L foi adicionado e a mistura mantida a a 25 °C por mais 10 minutos, no escuro. A
absorbancia das amostras foi determinada em 620 nm. Os resultados foram expressos em pmol

equivalente de Trolox (TEAC, mmol/1 Trolox).

3.3.12 Analise sensorial das amostras de chocolate

O projeto de pesquisa com aplicagdo de andlise sensorial foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da UFSC sob o nimero de parecer 5.185.429, CAAE 49717421.9.0000.0121,
nimero do parecer 5.185.429. A participagdo dos voluntdrios na pesquisa ocorreu mediante a

assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) — ANEXO 1.
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Foi realizada a aceitagdo sensorial de trés amostras de chocolate de cada matrix estudada
(ao leite e 70% cacau). Para cada matriz, foram testadas as cepas Lcb. casei e B. subtilis, que
apresentaram os melhores resultados de viabilidade nos estudos realizados previamente, € uma
amostra pura, sem adicao de cepa (controle), para comparagao. Para tanto, foram recrutados 60
consumidores de chocolate que fizeram a avaliagdo em duas sessdes, uma sessdo para cada
matriz de chocolate. Trinta consumidores avaliaram as amostras da matriz ao leite na primeira
sessdo e, o restante, as amostras da matriz de chocolate 70% para evitar erros de tendéncia.
Entre uma sessdo e outra, foi dado um intervalo de, aproximadamente, 5 minutos. Em cada
sessdo as amostras foram servidas de forma balanceada, aleatéria e simultanea e juntamente
com um copo de dgua para que os consumidores pudessem limpar suas papilas gustativas entre
as avaliacOes. As amostras (aproximadamente 5 g), foram apresentadas em copos plésticos,
descartaveis e codificados com trés digitos aleatorios.

A avaliagdo foi realizada utilizando a escala hedénica de nove pontos, variando de
“desgostei extremamente” (nota 1) a “gostei extremamente (nota 9) para que os participantes
pudessem expressar sua aceitagdo com relacdo ao sabor, a textura e impressao global. Antes de
iniciar a analise sensorial, os participantes foram instruidos a preencher um questionario

(ANEXO 2) para obtencdo do perfil dos avaliadores e de seu habito de consumo de chocolate.

3.4 ANALISES ESTATISTICAS

Todos os experimentos foram realizados em triplicatas independentes, e os resultados
foram avaliados por andlise de varidncia (ANOVA), seguido por teste de Tukey (95% de
intervalo de confianga), usando o programa SAS v. 9.1.3 (Statistic Analysis Software, SAS

Institute Inc., USA). Os resultados foram expressos como média = DP.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 VIABILIDADE DOS MICRORGANISMOS APOS PROCESSO DE
MICROENCAPSULACAO

Para a avaliacao da resisténcia dos microrganismos ao processo de microencapsulagao,

as c¢lulas viaveis foram enumeradas antes e apds o processo, conforme mostra a Tabela 10.

Tabela 10- Viabilidade das cepas pré e pds microencapsulacao.

Amostra log UFC/g
LP-L 10,02+0,05¢
LP-ME 9,96+0,02 °
LC-L 11,00+0,032
LC-ME 10,98+0,05*
BS-L 10,72+0,05°
BS-ME 9,93+0,03 °

Meédias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, mintscula na coluna, pelo teste
de Tukey (p>0,05). LP: Lpb. plantarum; LC: Lcb. casei; BS: B. subtilis; L: cepa livre; ME: cepa
microencapsulada. Fonte: Autora (2022).

De acordo com a Tabela 10, antes da microencapsulagao por geleificagdo idnica, as
amostras contendo o Lcb. casei foram as que apresentaram melhor viabilidade, sendo
estatisticamente igual (p>0,05) as amostras do microrganismo microencapsulado (LC-ME). A
partir destes dados, € possivel inferir que o processo de microencapsulagdo do Lcb. casei nao
promoveu uma diminuicdo de viabilidade, indicando que a técnica empregada ¢ eficaz ao
preservar o numero de células viaveis. O mesmo pode ser observado para o Lpb. plantarum
livre (LP-L) e Lpb. plantarum microencapsulado (LP-ME). Chun; Kim; Cho (2014) também
observaram uma diminui¢do sem significancia na viabilidade de Lpb. plantarum comercial
microencapsulado por meio da técnica de geleificagdao id6nica quando comparado a sua forma
livre, indicando que a técnica empregada no estudo foi considerada adequada para o
encapsulamento desta espécie.

Em contrapartida, o processo de microencapsulamento do B. subtilis (BS-ME) resultou
em uma perda na viabilidade quando comparado a sua forma livre (BS-L). Este resultado se
assemelha ao que foi obtido por Bregni et al. (2000), ao realizarem o processo de
microencapsulacdo de B. subtilis utilizando alginato de so6dio. Os autores observaram que o

tempo de multiplicagdo das células encapsuladas foi significativamente maior do que o das
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cé¢lulas ndo encapsuladas, dando indicios de uma protecdo alcangada pelo processo de
encapsulagdo. E comum o microrganismo ser submetido a condi¢des deletérias durante este
processo, como, por exemplo, o estresse mecanico pela utilizagdo de agitadores mecanicos
durante a producao das microparticulas, ocasionando a redugdo das contagens das populacdes

de probidticos.

4.2 CARACTERIZACAO DAS MICROPARTICULAS PROBIOTICAS

Dentre os parametros de caracterizacdo a serem controlados durante o processo de
microencapsulacdo de probioticos para aplicagdo em produtos nutracéuticos, destaca-se as
propriedades de morfologia, tamanho, superficie e fisico-quimicos, na medida em que essas
caracteristicas sao capazes de afetar sua estabilidade e propriedades funcionais dos sistemas de
distribuicdo (REQUE; BRANDELLI, 2021). Além disso, a verificagdo do diametro das
microparticulas € essencial para selecionar sua aplicacdo em alimentos, porque esse parametro
pode causar alteragdes sensoriais no produto, o que nao ¢ desejavel especialmente se a textura
do alimento for um atributo diferenciado para o consumidor. Segundo Heurtault ef al. (2003),
varios fatores podem influenciar o tamanho das particulas obtidas, como a composi¢do do
lipidio utilizado, o composto que sera encapsulado, a propor¢do dos materiais € os parametros
de processo. A microscopia Optica das microparticulas pode ser observada nas Figuras 6, 7 e 8.
E possivel verificar o formato esférico, com contornos definidos, evidenciando que o processo

de encapsulacao foi eficiente.

Figura 6 - Microscopia Optica do Bacillus subtilis.

Fonte: Autora (2022).

As imagens obtidas a partir de microscopia oOptica com aumento de 40x para as
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particulas de B. subtilis indicam tamanho aproximado de 10 a 40 um com forma regular
esférica. Particulas maiores foram obtidas Lamas et al. (2001) utilizando uma técnica
similar de encapsulagdo do B. subtilis em alginato. Os autores constataram por meio da
microscopia optica que as particulas possuiam tamanho entre 50 e 300 um.

Figura 7 - Microscopia Optica do Lacticaseibacillus casei.
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Fonte: Autora (2022).

Conforme pode ser observado nas imagens obtidas a partir de microscopia dptica com
aumento de 40x, as particulas de Lcb. casei apresentam tamanho aproximado de 20 a 50 um
com forma regular que varia de esférica a oval. O tamanho e as caracteristicas das particulas
obtidas dependem diretamente da técnica utilizada para produzi-las e da sua composi¢do. Esta
influéncia pode ser constatada no estudo de Raddatz et al. (2022) que avaliaram a viabilidade e
a estabilidade de microparticulas probidticas contendo Lactobacillus casei LCO3 produzidas a
partir da geleificacdo i0nica externa, com e sem adi¢do de extrato de cebola vermelha na
composi¢do. Os pesquisadores determinaram o tamanho das particulas produzidas por meio da

microscopia optica, constatando um tamanho que variou de 149 a 167 um.
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Fonte: Autora 202).

As imagens obtidas a partir de microscopia Optica com aumento de 40x para_as
particulas de Lpb. plantarum indicam forma regular que varia de esférica a oval e uma baixa
polidispersdo de tamanho, com resultado aproximado de 20 a 60 pum. Estudos de encapsulacao
do Lactobacillus casei ATCC 39392 realizados por Zanjani et al. (2012) por meio da técnica
de emulsdo utilizando alginato e amido indicam maior polidispersdo no tamanho das particulas
obtidas, diferente do que foi observado neste trabalho. A morfologia ¢ o tamanho das
microcéapsulas obtidas pelos pesquisadores foram medidos por microscopia Optica e técnica de
microscopia eletronica de varredura. A analise de microscopia Optica utilizando aumento de

40x constatou que o tamanho das particulas variou de 70 a 500 pm.

As imagens captadas pelo MEV das microparticulas estdo ilustradas nas Figuras 9, 10
e 11. As microparticulas apresentaram formato esférico e oval, com didmetros variaveis (entre
5 e 70 um), superficie predominantemente lisa, além disso, foi verificado em alguns pontos da
micrografia que as microparticulas estavam aglomeradas. As imagens obtidas pelo MEV

também revelaram a auséncia de microrganismos livres.
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Figura 9 - Bacillus subtilis microencapsulado. Aumentos de 200, 500 e 100 vezes

-
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Fonte: Autora (2022).
As microparticulas de B. subtilis apresentaram tamanho médio aproximado entre 10 e
30 um, com formato predominantemente oval e pouco porosa. Vale ressaltar que as

caracteristicas das microparticulas dependem diretamente da técnica utilizada, do material que
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compde a capsula e do substrato que estd sendo encapsulado. Um exemplo disso pode ser
constatado no estudo de Lamas et al. (2001), que produziram esferas compostas de alginato
contendo B. subtilis microencapsulado. Apesar da similaridade com o que foi desenvolvido no
presente trabalho, o tamanho das esferas obtidas por Lamas et al. (2001) variou entre 50 a 300
um, com rugosidade superficial constatada por meio da técnica de microscopia eletronica de
varredura.

As imagens captadas pelo MEV das microparticulas de Lcb. casei estdo ilustradas na

Figura 10.

Figura 10 — Lacticaseibacillus casei microencapsulado. Aumentos de 200, 500 e 100 vezes.

X200 .100im

X500



66

15kV.  X1,000 :
Fonte:

tora (2022).

As microparticulas de Lcb. casei apresentaram tamanho médio aproximado entre 20 e
50 pm, com formato predominantemente oval e pouco porosa. Conforme destacado
anteriormente, o processo de encapsulagdo impacta diretamente no tamanho e na morfologia
das particulas obtidas. Poletto et al. (2019) realizaram a encapsulac¢do do Ltb. acidophilus em
microparticulas de alginato obtidas por gelificagdo seguida de liofilizagdo e a analise de
microscopia eletronica de varredura constatou que o tamanho das particulas obtidas variou de
127,5um a 234,6um. Na mesma direcdo, Li ef al. (2019) realizaram a encapsulagdo por meio
da liofilizagdo do Lcb. casei e avaliaram diferentes componentes de capsulas e o impacto das
caracteristicas das microcapsulas obtidas. além dos impactos nos tamanhos das particulas, que
variou de 1 a 1700 nm, também observaram variagdes na morfologia com o auxilio do MEV.
Os autores constataram agregacao de particulas, o que pode estar relacionado a presenga de
carbonilas na estrutura de alguns componentes de capsula utilizados.

As imagens captadas pelo MEV das microparticulas de Lpb. plantarum estdo ilustradas

na Figura 11.
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Figura 11- Lactiplantibacillus plantarum microencapsulado. Aumentos de 200, 500 e 100
vezes.

15kV X200 100pm

15kV X500  50um

*
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Fonte: Autora (2022).

As microparticulas de Lpb. plantarum apresentaram tamanho médio aproximado entre
30 e 40 um, com formato predominantemente esférico e pouco porosa. Estas caracteristicas se
assemelham aos observados no estudo de sobrevivéncia e efeito probidtico do Lpb. plantarum

LSS5 livre e encapsulado em alginato realizados por Hashemi et al. (2015) e aplicados em uma
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bebida tipica iraniana a base de leite fermentado. Os pesquisadores avaliaram o tamanho ¢ a
morfologia superficial das microcépsulas produzidas por meio das técnicas de microscopia
optica e microscopia eletronica de varredura, constatando tamanho médio de 20 um, com
formato esférico e aspecto poroso.

A avaliagdo das caracteristicas estruturais das particulas probidticas mostrou-se
satisfatoria e por este motivo fez-se necessario o estudo de viabilidade dos microrganismos
encapsulados durante a estocagem, com o objetivo de garantir a robustez das particulas

produzidas durante o seu shelf life.

4.3 AVALIACAO DA VIABILIDADE DOS MICRORGANISMOS LIVRES E
ENCAPSULADOS DURANTE A ESTOCAGEM

O presente trabalho avaliou a estocagem das microparticulas produzidas na condi¢ao
de temperatura refrigerada (5 °C) e a temperatura ambiente (23 °C), sem uso de atmosfera
modificada ou vacuo. A aplica¢ao das duas temperaturas permitiu simular as condigdes reais
de estocagem de diversos alimentos, pois as microparticulas foram produzidas com essa
finalidade de aplicagdo. A Tabela 10 apresenta a viabilidade dos microrganismos livres,

microencapsulados e microencapsulados refrigerado durante shelf life de 90 dias.

Tabela 10 - Viabilidade em log UFC/g dos microrganismos livres e microencapsulados em
temperatura ambiente (23 °C) e refrigerada (5 °C) durante o shelf life de 90 dias.

Amostra TO T15 T30 T60 T9I0

LP-L 10,02+0,05°*  2,97+0,02  <2,00+0,005¢ <2,00+00,0¢° <2,00+0,004P
LP-ME 9,96+0,02°4  9,00+0,03°®  8,37+0,04°C  7,87+0,02°°  7,35+0,05°
LP-MEG 9,96+0,02°  9,95+0,00°  9,70+0,05°®  9,28+0,032C  7,46+0,04<P
LC-L 11,00+£0,03**  3,08+0,10®  <2,00+0,005¢ <2,00+0,00¢° <2,00+0,004P
LC-ME 10,9840,05**  9,914+0,02°8  8,04+0,04  7,76+0,08°  7,64+0,05°P
LC-MEG 10,98+0,05** 10,36+0,04*® 9,97+0,022C  9,00+0,03"®  7,59+0,02"F
BS-L 10,7240,05%*  10,18+0,04°B  9,96+0,012¢  9,28+0,03®  8,91+0,03%F
BS-ME 9,93+0,03°  9,44+0,049®  9,40+0,0495C  9,3340,052C  8,84+0,01%°
BS-MEG  9,93+0,03°  9,86+0,03°“B  9,824+0,04®  9,374+0,032C  8,85+0,03*P

Meédias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, miniscula na coluna e maitscula na linha,
pelo teste de Tukey (p>0,05)). LP - Lpb. plantarum; LC — Lcb. casei; BS — B. subtilis. L — cepa livre; ME — cepa
microencapsulada; MEG — cepa microencapsulada refrigerada.
Fonte: Autora (2022).
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A viabilidade do Lpb. plantarum microencapsulado foi avaliada durante o periodo
de estocagem em condi¢des de temperatura a 5 °C (refrigeragdo) e 23 °C (temperatura
ambiente), permitindo um comparativo com a viabilidade em sua forma livre. Conforme pode
ser observado na Tabela 10, quando o Lpb. plantarum esta em sua forma livre, ha um
decréscimo na contagem de células vidveis, indo de 10 log UFC/g no TO para <2 log UFC/g a
partir do T30. Em contrapartida, nas mesmas condi¢des de temperatura, o Lpb. plantarum
microencapsulado apresentou viabilidade de 7 log UFC/g apos os 90 dias de shelf life, tendo
diminui¢do de apenas 2 log UFC/g quando comparado ao T0. O mesmo pode ser observado
quando se avalia os resultados de viabilidade para o Lpb. plantarum microencapsulado
acondicionado sob refrigeracdo de 5 °C. Resultados similares foram obtidos por Mahmoud et
al. (2020) ao avaliarem a viabilidade de Lpb. plantarum encapsulado usando material a base de
alginato combinado com diferentes biopolimeros. Os pesquisadores identificaram que o Lpb.
plantarum apresentou excelente viabilidade ap6s 4 semanas de estocagem a temperatura
aproximada de 6 °C, em alguns casos até sendo superior a contagem observada no TO. Vale
ressaltar que a similaridade entre a contagem celular obtida para o Lpb. plantarum em 5 °C e
25 °C evidencia que, além de manter os niveis de viabilidade necessarias para posterior
aplicagdo em alimento probidtico durante todo o estudo de shelf life, o insumo produzido no
presente trabalho tem versatilidade no que diz respeito a condi¢cdes de armazenagem.

De acordo com a Tabela 10, no tempo inicial (T0) as amostras de Lcb. casei livre (LC-
L), microencapsulado (LC-ME) e microencapsulado refrigerado (LC-MEG) ndo deferiram
estatisticamente entre si (p>0,05). No entanto, LC-L a partir de 30 dias de armazenamento
atingiu valores abaixo do nivel de deteccao (<2,00 log UFC/g), enquanto LC-ME resultou em
uma reducao de 3,34 log UFC/g em 90 dias de shelf life. O mesmo pode ser observado quando
se avalia os resultados de viabilidade para LC-MEG. A microencapsulagdo do Lcb. casei,
manteve sua viabilidade superior a 7,50 log UFC/g em 90 dias de shelf life, tanto em condi¢des
de temperatura ambiente, quanto em temperatura refrigerada, garantindo versatilidade no que
diz respeito a condigdes de armazenagem do insumo produzido.

O aumento na viabilidade celular apds a microencapsulagdo também foi constatado
por Yoo et al. (1996), que utilizaram trés férmulas contendo alginato para microencapsular Lcb.
casei, dentre elas a formulacao contendo alginato de calcio. Apesar de ndo apresentar o melhor
resultado comparado com as outras formulagdes estudadas quando em meio &cido, houve um
acréscimo na viabilidade celular. Mandal; Puniya; Singh (2006) também identificaram protegao

significativa as células apos a encapsulagdo com alginato de cdlcio a concentracdo de 4%,
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garantindo que a viabilidade do Lcb. casei NCDC-298 tivesse um decréscimo de apenas 2 log
UFC/g ap6s 3 horas de exposicdo em pH igual a 1,5.

A viabilidade do B. subtilis encapsulado foi avaliada durante o periodo de estocagem
em condicoes de temperatura a 5 °C e 23°C, permitindo um comparativo com a viabilidade em
sua forma livre. Conforme pode ser observado na Tabela 10, quando estd em sua forma livre
(BS-L), o B. subtilis apresenta viabilidade celular inicial maior ao ser comparado a forma
encapsulada (BS-ME e BS-MEG), mas ha um decréscimo de 2 log na contagem de células
vidveis, indo de 10,0 a 8,0 log UFC/g nos tempos 0 ¢ 90 dias de shelf life, respectivamente. Ao
ser encapsulado, o B. subtilis apresenta viabilidade inicial de 9,0 log UFC/g, tendo perda de
apenas 1,0 log UFC/g ap6s os 90 dias de shelf life.

De modo geral, os resultados referentes as trés espécies estudadas sdo promissoras no
que se refere a viabilidade ap6s a encapsulagdo, especialmente devido a baixa influéncia da

temperatura de armazenagem, garantindo maior versatilidade ao insumo produzido.

4.4 ATIVIDADE DE AGUA (AW) E PH DOS CHOCOLATES PROBIOTICOS DURANTE
A ESTOCAGEM

A Tabela 11 apresenta a aw das amostras de chocolate, inicial e apos a estocagem dos
produtos a temperatura ambiente por 90 dias. Todas as formulacdes de chocolate apresentaram
aumento da aw no decorrer dos 90 dias de estocagem, inclusive as amostras controle, sem
adicdo das cepas. A etapa de temperagem dos chocolates de alguma forma pode ter aumentado
a higroscopia das amostras. Apesar disto, todas as formulacdes apresentarem valores de
atividade de agua abaixo de 0,6, o que contribui para a seguranga microbiologica do chocolate
(SILVA, 2016). A amostra controle, quando comparada as amostras de chocolate adicionadas
de probidticos, apresentou aw inferior, pois nas amostras de chocolate inoculadas foram

utilizadas células bacterianas obtidas de uma suspensao aquosa.
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Tabela 11- Valores para atividade de 4gua (aw) das amostras de chocolate estocadas a
temperatura ambiente por 90 dias.

Amostra TO T90

LP-CLL 0,41+0,007°4B 0,46+0,003 A
LP-C70L 0,43+0,007°8 0,48+0,001°A

LP-CLME 0,53+0,0072B 0,560,004

LP-C70ME 0,51+0,00428 0,56+0,005%4

LC-CLL 0,37+0,029¢B 0,43+0,002"

LC-C70L 0,50+0,004%* 0,47+0,008°™®
LC-CLME 0,51+0,005°B 0,54+0,005%4
LC-C70ME 0,52+0,006°2 0,55+0,005%>4
BS-CLL 0,37+0,001°B 0,43+0,004"

BS-C70L 0,40+0,001°4B 0,45+0,0018*

BS-CLME 0,51+0,0082 0,54+0,006"*
BS-C70ME 0,50+0,012B 0,54+0,0014A

CL 0,39+0,0019B 0,42+0,003"

C70 0,43+0,002°B 0,47+0,005°*

Meédias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, mintiscula na coluna e maitscula na linha,
pelo teste de Tukey (p>0,05). LP - Lpb. plantarum, LC — Lcb. casei; BS — B. subtilis, CL — chocolate ao leite;
C70 — chocolate 70%; L — cepa livre; ME — cepa microencapsulada. Fonte: Autora (2022).

Outro parametro avaliado no presente estudo foi o pH das amostras de chocolate
avaliadas no tempo 0 e apos 90 dias de shelf life a temperatura ambiente (Tabela 12)
demonstrando que as cepas potencialmente probidticas, ndo alteraram significativamente
(p<0,05) o pH dos chocolates. Silva (2016) e Succi et al. (2017) também realizaram o
acompanhamento do pH de amostras de chocolate meio amargo e amargo, adicionadas de cepas
do género Lactobacillus, nao verificando alteracoes significativas durante armazenamento. Em
relagdo ao género Bacillus, um estudo realizado com o B. coagulans, por Kobus-Cisowska et
al. (2019), fez o acompanhamento do pH durante 24 meses, ndo apresentando variagdes

significativas durante o periodo de armazenamento.
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Tabela 12- Valores de pH das amostras de chocolate acondicionadas temperatura ambiente

por 90 dias.

Amostras TO T90
LP-CLL 6,00+0,01°4 5,96+0,01°8
LP-C70L 5,38+0,01¢4A 5,3540,03¢dA
LP-CLME 6,15+0,02°4 6,12+0,0134
LP-C70ME 5,38+0,03%4 5,354+0,01¢dA
LC-CLL 6,09+0,02204 6,08+0,02%4
LC-C70L 5,34+0,06%A 5,27+0,049¢A
LC-CLME 6,02+0,01%4 5,97+0,01°B
LC-C70ME 5,30+0,01¢4A 5,2240,02°4
BS-CLL 6,10+0,002°A 6,07+0,0134
BS-C70L 5,39+0,02¢4 5,37 £0,02°A
BS-CLME 6,10+0,05%04 6,13+0,02 24
BS-C70ME 5,26+0,039A 5,2240,03%A
CL 6,10+0,02204 6,10+0,03%A
C70 5,36+0,09¢4A 5,3540,07¢dA

Meédias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, mintiscula na coluna e maitscula na linha,
pelo teste de Tukey (p>0,05). LP - Lpb. plantarum, LC — Lcb. casei; BS — B. subtilis, CL — chocolate ao leite;
C70 — chocolate 70%; L — cepa livre; ME — cepa microencapsulada. Fonte: Autora (2022).

4.5 VIABILIDADE DOS PROBIOTICOS APLICADOS NAS DIFERENTES MATRIZES
DE CHOCOLATE DURANTE A ESTOCAGEM

A viabilidade dos probioticos nas amostras de chocolate foi avaliada durante 90 dias
de shel life em temperatura ambiente.

A Tabela 13 apresenta a viabilidade dos microrganismos livres e microencapsulados
incorporados nas matrizes chocolate ao leite e chocolate 70% durante o shelf life. Os resultados

estdo apresentados em log UFC/g.
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Tabela 13— Viabilidade celular das cepas potencialmente probioticas aplicadas em chocolate
na forma livre e microencapsulada durante 90 dias de shelf life a 23 °C

Amostra TO T15 T30 T60 T90

LP-CLL 7,84+0,5384  4,5740,03°®  3,26+0,03"°  <2,00+0,00°  <2,00+0,00™
LP-C70L 8,99+0,01°4 6,000,029  3.98+0,02¢C  3.26+0,03"°  2,04+0,04°F
LP-CLME  8,32+0,04™ 591+0,04®  3,11+0,54"C  <2,00+0,00° <2,00+0,00™
LP-C70ME  9,47+0,02°* 597+0,02®  4,97+0,03C  4,46+0,04P  2,01+0,02°F
LC-CLL 8,7240,03°A  8,60+0,04°®  8,47+0,02°C  7,924+0,04°  6,44+0,03°F
LC-C70L 8,85+0,049  841+0,04°®  7,87+0,03°C  6,88+0,089°  592+0,02F
LC-CLME  8,97+0,02° 8,46+0,01°®  7,96+0,02°% 4,01+0,062®  <2,00+0,00
LC-C70ME  9,02+0,04°* 8,60+0,03°  7,924+0,03°®  5,51+0,14°C  3,91+0,494P
BS-CLL 8,9840,04°*  8,66+0,05*®  8,4240,02°C  8,39+0,03°C  8,36+0,03C
BS-C70L 9,96+0,04**  8,53+0,07°B  8,514+0,02°%B  8.47+0,02°B  8,45+0,02%B
BS-CLME  9,50+0,02°* 8,97+0,03*®  8,92+0,02°B  8,70+0,05%¢  8,70+0,022C
BS-C70ME  8,98+0,05°* 8,98+0,02**  8,95+0,02**  8,66+0,02*®  8,65+0,04*8

Meédias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, mintiscula na coluna e maitscula na linha,
pelo teste de Tukey (p>0,05). LP - Lpb. plantarum, LC — Lcb. casei; BS — B. subtilis, CL — chocolate ao leite;
C70 — chocolate 70%; L — cepa livre; ME — cepa microencapsulada. Fonte: Autora (2022).

De acordo com os dados dispostos na Tabela 13, é possivel observar um decréscimo
na viabilidade do Lpb. plantarum livre (LP-CLL) e microencapsulado (LP-CLME) quando
aplicado na matriz chocolate ao leite, ndo sendo constatado contagem significativa a partir de
60 dias de shelf life. Em contrapartida, ainda foi possivel constatar viabilidade para o Lpb.
plantarum livre (LP-C70L) e microencapsulado (LP-C70ME) quando aplicados na matriz
chocolate 70% apos 60 dias de shelf life, este comportamento pode ser explicado devido uma
possivel protecdo da propria matriz a0 microrganismo. Apesar dos resultados de viabilidade
para o Lpb. plantarum nas matrizes selecionadas ndo serem tao interessantes do ponto de vista
comercial, ndo esta descartada a possibilidade de aplicacao desta espécie microencapsulada em
outras matrizes, uma vez que os resultados obtidos e discutidos no topico 5.3 deste trabalho
indicam que a microencapsulagdo conferiu maior viabilidade, sendo apenas necessario testar o
produto na potencial matriz a ser aplicado. Esta observagdo estd suportada pelos estudos
realizados por Mirkovi¢ et al. (2018) que demonstraram que as bactérias probidticas de Lpb.
plantarum encapsuladas e secas apresentaram uma viabilidade interessante em chocolate com
alto teor de cacau durante o periodo de armazenamento de 180 dias a 20 °C. Além disso, ¢
evidente que, com a expansao do mercado de alimentos probioticos, a busca por novos produtos
probidticos estimula a investigagao do comportamento dos microrganismos nas mais variadas
matrizes. Nesta direcdo, Shoaei ef al. (2022) avaliaram a sobrevivéncia do Lpb. plantarum
microencapsulado e aplicado em uma geleia de pétalas de rosa, produto muito consumido no

Ird e na India. Os autores observaram que a microencapsulacdo da espécie em cépsulas
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compostas de alginato e goma arabica resultaram em um incremento na viabilidade quando
comparada a sua forma livre.

Os estudos de viabilidade dos probidticos na matriz chocolate foram conduzidos com
Lcbh. casei na sua forma livre (LC-CLL e LC-C70L) e microencapsulada (LC-CLME e LC-
C70ME). De acordo com os resultados obtidos, € possivel constatar que a espécie em sua forma
livre apresentou viabilidade significativa decorridos os 90 dias de shelf life no chocolate ao leite
e no chocolate 70% cacau, expressando uma contagem de células viaveis de 6,44 ¢ 5,92 log,
respectivamente. Este resultado estd em concordancia com o obtido por Nebesny et al. (2007)
que, ao produzirem amostras de chocolate amargo probidtico com Lcbh. casei e
Lacticaseibacillus paracasei, observaram viabilidade entre 6-7 log UFC/g para as amostras
armazenadas nas temperaturas de 18 e 4 °C por um periodo de 12 meses.

Em contrapartida, os resultados de viabilidade para Lcbh. casei em sua forma
microencapsulada aplicada em chocolate ao leite e chocolate 70% indicam um decréscimo
significativo na contagem de células viaveis em 90 dias de shelf life, sendo que no chocolate ao
leite ndo houve detec¢do do microrganismo, enquanto para o chocolate 70% a contagem foi de
3,91 log UFC/g ao final do mesmo periodo. De maneira similar, Mandal et al. (2013)
microencapsularam Lcb. casei NCDC 298 utilizando alginato de sodio, em seguida as particulas
probiodticas foram adicionadas em chocolate ao leite, e como amostra controle foi adicionada a
mesma cepa nao encapsulada no chocolate. Durante a estocagem dos produtos a 7 °C por 60
dias, foi verificado que a microencapsulacdo ndo prolongou a viabilidade dos probidticos,
comparado ao tratamento controle. Esses resultados sdo similares ao presente trabalho, que
verificou que a microencapsulacao nao prolongou a viabilidade das células quando aplicados
em chocolate.

Kemsawasd; Chaikham; Rattanasena (2016) desenvolveram amostras de chocolate
amargo, ao leite e branco adicionados de probidticos encapsulados por spray drying. Os autores
estudaram a viabilidade de probioticos Lcb. casei 01 e Ltb. acidophilus LAS durante o
armazenamento das amostras de chocolate. Ambas as culturas apresentaram viabilidade > 6,0
log UFC/g até 60 dias de armazenamento quando armazenadas sob refrigeracdo de 4 °C, tendo
decaimento de apenas 2,0 log UFC/g quando comparado ao tempo inicial. Em contrapartida, a
viabilidade foi comprometida a partir de 40 dias de estocagem a 25 °C tendo decaimento de 6,0
log UFC/g em comparagdo com a viabilidade inicial, sendo similares aos resultados observados
no presente estudo.

A menor redu¢do de viabilidade do estudo ocorreu com o probidtico B. subtilis

presentes do chocolate ao leite e chocolate 70%, tanto no seu formato livre quanto
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microencapsulado. Ao final dos 90 dias de estocagem, ele apresentou a melhor viabilidade do
estudo, em relagdo aos outros microrganismos testados, com contagem superior a 8,3 log
UFC/g. Estes resultados eram esperados devido ao fato de que enddsporos bacterianos foram
usados para este microrganismo no estudo. Os esporos possuem grande resisténcia podendo
sobreviver a condi¢des extremas de temperatura, por exemplo. Esta capacidade foi observada
por Permpoonpattana et al. (2012) que constataram que os esporos de B. subtilis aplicados em
biscoitos integrais sdo capazes de sobreviver a temperatura de 235 °C por 8 minutos com
redugdo de apenas 1,0 log UFC/g de viabilidade. Isto torna o microrganismo de interessante
para aplicacdo em produtos probidticos devido a sua possivel resisténcia a processos
produtivos. Kobus-Cisowska et al. (2019) desenvolveram um chocolate probidtico com B.
coagulans, avaliando os aspectos sensoriais, os indices de polifendis e a bioacessbilidade. Os
autores constataram alta taxa de sobrevivéncia dos Bacillus no chocolate durante o
armazenamento. O chocolate contendo o probiotico liofilizado apresentou viabilidade entre 7-

8,0 log UFC/g ao longo de 24 meses de estocagem a 18 °C.

4.6 AVALIACAO DA RESISTENCIA DOS MICROORGANISMOS APLICADOS EM
CHOCOLATE DURANTE A SIMULACAO GASTROINTESTINAL

Matrizes alimentares podem conferir adicional prote¢do aos probidticos durante a
passagem pelo trato gastrointestinal (TGI) (RANADHEERA; BAINES; ADAMS, 2010).
Conforme pode ser observado na Tabela 14, os resultados obtidos na simulacao de passagem
pelo TGI para os probidticos livres e microencapsulados preparados em base chocolate
expressam dados promissores, uma vez que a viabilidade para ambas as espécies foi mantida
em niveis adequados nas etapas oral, gastrica e intestinal, tanto em condi¢do livre quanto

microencapsulada.

Tabela 14 - Viabilidade em log UFC/g dos microrganismos livres e microencapsulados em
base chocolate na simulagdo de passagem pelo trato-gastrointestinal (TGI).
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Amostra Inicial TGI — Oral TGI - TGI -
Gastrica Intestinal
LC-CLL 9,65+0,02°4 9,29:+0,13B 9,10+0,09°B 8,80+0,022C
LC-C70L 9,62+0,06** 8,99+0,04°°B 8,2840,06°°4C 8 53+0,432PBC
LC-CLME 9,49+0,1 1204 9,48+0,04%4 9,16+0,11°B 9,09+0,08%B
LC-C70ME  9,3140,15* 9,25+0,19%°AB 9 07+0,04%AB 8,62+0,44B
BS-CLL 8,65+0,10%44 8.26+0,08°F 8,24+0,06°48 8,50-£0,1720AB
BS-C70L 8,43+0,109A 8.26+0,04°AB 8,1140,139BC 7,96+0,04°C
BS-CLME 8,70+0,11A 8.68+0,129AB 8,50+0,03AB 8,47+0,022B
BS-C70ME  8,91+0,04°A 8.69+0,12¢4B 8,42+0,06°C 8,79+0,082AB

Meédias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, miniscula na coluna e maitscula na linha,
pelo teste de Tukey (p>0,05). LC — Lcb. casei; BS — B. subtilis; CL — chocolate ao leite; C70 — chocolate 70%;
L — cepa livre; ME — cepa microencapsulada. Fonte: Autora (2022).

O Lcb. casei apresentou viabilidade inicial de pouco mais de 9,0 log UFC/g, tanto em
sua forma livre quanto microencapsulada. Ao ser submetido nas condigdes da fase oral por 1
minuto, o decaimento foi menor que 1,0 log UFC/g. Este mesmo perfil se repetiu na etapa
gastrica, quando foi submetido a condi¢do de pH 3,0 por um periodo de 2 horas e na fase
intestinal, ao ser submetido a pH 7,0 por mais 2 horas. A viabilidade inicial do B. subtilis foi
menor quando comparada a outra espécie avaliada. Entretanto, os resultados obtidos nas etapas
oral, gastrica e intestinal sdo similares, pois houve redu¢do pouco significativa na viabilidade
quando comparada a inicial.

Devido a similaridade nos resultados de viabilidade obtidos para a forma livre e
microencapsulada para as espécies aplicadas no chocolate, pode-se inferir que a matriz
chocolate conferiu certa protecao as bactérias, gerando resisténcia as condigdes estressantes as
quais foram submetidas. Este resultado se assemelha ao obtido por Marcial-Coba ef al. (2019)
que avaliaram chocolate com altos teores de cacau como matriz para Akkermansia muciniphila
e Lcb. casei microencapsulados. De acordo com os resultados obtidos, os pesquisadores
atribuiram a melhoria na viabilidade ndo apenas ao revestimento da capsula, mas também a
matriz alimentar selecionada, especialmente devido a caracteristica tamponante observada,
permitindo uma passagem pelo pH acido do estdmago de forma facilitada.

De acordo com o que ¢ reportado na literatura, o encapsulamento de probidticos no
chocolate apresenta-se como uma alternativa muito eficaz em termos de manter sua viabilidade
durante a passagem pelo TGI. Silva er al. (2017) relataram que a sobrevivéncia de
Bifidobacterium animalis subsp lactis e Ltb. acidophilus incorporada ao chocolate ndo foi
significativamente afetada apos 120 dias de armazenamento a 25 °C e a digestao gastrointestinal
in vitro de chocolate probidtico ndo causou nenhuma redugdo significativa na contagem

probiotica. Ambos os casos relatados podem estar relacionados com o grande numero de
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antioxidantes naturais presentes no chocolate, que podem promover protecdo adicional aos
probidticos, caracterizando o chocolate como uma excelente matriz, sendo até melhor em
comparagao aos produtos lacteos (HOSSAIN et al., 2020).

Além disso, a manteiga de cacau foi apontada por apresentar um efeito protetor,
possivelmente bloqueando a exposicao das bactérias probidticas a agua e fatores de estresse
como enzimas 4cidas, biliares e digestivas (LAHTINEN et al., 2007). O teor de gordura
presente na matriz chocolate 70% cacau ¢ de 40%, maior do que no chocolate ao leite (28,8%).
No entanto a viabilidade das bactérias probioticas foram ligeiramente maiores no chocolate ao
leite, o que pode indicar um efeito sinérgico do teor de gordura e maior teor de proteinas e,
assim, a capacidade de tampao no chocolate ao leite proteger melhor as bactérias probioticas
contra o baixo pH do estdmago, em comparacdo com 70% de chocolate escuro. Esse fator foi
observado e relatado por Klindt-Toldam et al. (2016).

Apesar do reconhecido potencial probidtico do B. subtilis, ndo estdo disponiveis na
literatura estudos envolvendo B. subtilis aplicado em matriz chocolate. Kobus-Cisowska ef al.
(2019) desenvolveram um chocolate probidtico com B. coagulans, os autores constataram alta
taxa de sobrevivéncia das bactérias contidas no chocolate apds passar pelas condigdes
simuladas de digestdo do TGI. O chocolate contendo o probiotico liofilizado apresentou
viabilidade entre 6,0 e 10,0 log UFC/g ao longo da simulagado de digestao gastrointestinal, sendo

muito similar aos resultados obtidos no presente trabalho utilizando o B. subtilis.

4.7 ANALISE DOS COMPOSTOS FENOLICOS E CAPACIDADE ANTIOXIDANTE DAS
AMOSTRAS DE CHOCOLATE CONTENDO AS CEPAS POTENCIALMENTE
PROBIOTICAS LIVRES E ENCAPSULADAS

4.7.1 Determinacio do teor de fendlicos totais

Os compostos fendlicos presentes em alimentos conferem uma série de beneficios a
satde, estando relacionados a capacidade antioxidante e anti-inflamatoria. Essas caracteristicas
estdo associadas a capacidade de compostos fendlicos doarem hidrogénio ou elétrons para
radicais livres, que estabiliza as membranas celulares, oferece protecdo contra processos
oxidativos e inibe diferentes citocinas pro-inflamatorias (DE SOUZA et al., 2019). Esses
compostos interagem de forma bidirecional com os microrganismos presentes no intestino, pois
além de serem biotransformados pela microbiota intestinal, garantindo a absor¢ao e modulacao

da atividade bioldgica dos fenolicos, a interacdo da microbiota intestinal com os compostos
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fenolicos também pode potencializar a modulagdo da populacdo microbiana presente no TGI
(DE SOUZA et al., 2019; TOMAS-BARBERAN; SELMA; ESPIN, 2016).

O método de Folin-Ciocalteu (FC) ¢ muito utilizado para a determinagao de compostos
fendlicos totais, ¢ acabou se tornando um indicador quando utilizado para a determinagao de
compostos antioxidantes (RUFINO et al., 2006). Na presenga de agentes redutores como o0s
compostos fendlicos, molibdénio e tungsténio, que estdo no estado de oxidagdo 6+, reagem
através da transferéncia de elétrons, e, em meio alcalino, formam um complexo azul. A
intensidade dessa cor varia com a quantidade de substancias redutoras presentes como:
polifendis, acidos organicos (4cido ascorbico), agucares (por exemplo a frutose) e alguns
aminoacidos. Sendo assim, foi realizada a determinacdo do teor de compostos fenolicos totais
(TFT) dos extratos nas etapas da simulagdo de digestdo gastrointestinal utilizando a
metodologia descrita por Singleton; Rossi (1965) e os resultados obtidos estdo descritos na

Tabela 15.

Tabela 15- Teor de fendlicos total (TFT) das amostras de chocolate nas etapas da simulagao
de passagem pelo trato gastro-intestinal (TGI) (média + desvio padrao) expressos em
equivalente de 4cido géalico (mg/g).

Amostra Inicial TGI - Oral TGI - gastrica  TGI - Intestinal
LC-CLL 4,790+0,09®  3,99+0,04<C 1,70+0,23¢°P 12,95+0,23°*
LC-C70L 25,28+0,34°8  19,07+0,13°®  22,71+0,52%C 43,92+1,172A
LC-CLME 4,38+0,049B 4,84+0,08¢B 3,20+0,2198 14,62+1,64°A
LC-C70ME  2426+036°®  2473+121°®  17,08+0,33%C 27,38+1,02094
BS-CLL 1,43+0,05°C 2,12+0,3498 1,26+0,15¢¢ 6,15+0,1084
BS-C70L 24.32+0,61%AB  19,63+0,58°BC  15,50+0,42°C 27,1043,9294
BS-CLME 1,70+0,04°B¢  1,99+0,07B 1,4440,11°C 9,41+0,18A
BS-C70ME  18,45+0,60°®  18,94+0,22°®  15,06+0,98C 33,80+0,59°A
CL 1,89+0,03¢B 1,82+0,1198 1,2140,11€ 8,75+0,11%A
C70 22,39+1,05°B  24,02+0,76*®  23,51+0,55%B 31,39+0,5504

Meédias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, miniscula na coluna e maitscula na linha,
pelo teste de Tukey (p>0,05). LP - Lcb. plantarum; LC — Lpb. casei; BS — B. subtilis; CL — chocolate ao leite;
C70 — chocolate 70%; L — cepa livre; ME — cepa microencapsulada. Fonte: Autora (2022).

De acordo com os resultados encontrados (Tabela 15), a presenga de Lcb. casei livre e
microencapsulado aumenta o TFT nos chocolates ao leite e 70% no tempo inicial quando
comparado com os chocolates sem o probidtico na composic¢ao. Avaliando o TFT na etapa oral
da simulagdo gastrointestinal, algumas das formulagdes apresentam um decréscimo no teor
obtido. Esta caracteristica ¢ ainda mais expressiva na etapa gastrica, onde o teor decai

consideravelmente, tanto no chocolate com a adi¢do das cepas quanto no chocolate sem.



79

A bioatividade dos compostos fenolicos ¢ condicionada principalmente por sua
bioacessibilidade no TGI (MARTINI; CONTE; TAGLIAZUCCHI, 2018) e por este motivo ¢
oportuno conhecer o seu perfil em todas as etapas de digestdo. Durante a avaliagdo das
quantidades de compostos fenolicos de chocolate com altos teores de cacau bioacessiveis apos
a digestdo gastro-intestinal realizada por Martini; Conte; Tagliazucchi (2018), foi observado
que ao final da fase salivar, cerca de 8 a 10% dos compostos fendlicos totais foram liberados
das matrizes alimentares, quando comparado a extragdo quimica. A quantidade de compostos
fenolicos totais bioacessiveis aumentou de 20 a 30% apods duas horas de digestio gastrica. Neste
sentido, mesmo com a diminui¢do de TFT observada na etapa oral e gastro no presente trabalho,
destaca-se a capacidade do TGI em se comportar como um extrator, promovendo a libera¢ao
de compostos fenolicos da matriz alimentar.

Ao avaliar os resultados de TFT na etapa intestinal, ¢ possivel observar uma tendéncia
amplamente relatada na literatura, que consiste na recuperagao dos compostos fenolicos, uma
vez que existe uma relagdo bidirecional entre os microrganismos presentes no intestino € os
compostos fenodlicos. Isso contribui inclusive para a melhora na viabilidade dos probioticos,
pois os compostos fendlicos funcionam como substratos para os microrganismos (DE SOUZA
et al.,2019). Alguns estudos relatam que o intestino € o principal responsavel pela liberacao de
fendlicos. O efeito da digestdo sobre o teor fendlico e a atividade antioxidante de 33 frutas,
para liberagdo fendlica foi investigado por Chein et al. (2015). Cada estagio, especialmente a
digestao intestinal, foi responsavel aumentar o conteudo fenolico no fluido de digestao. Nos
estudos realizados por Martini; Conte; Tagliazucchi (2018) foi constatado que a quantidade de
compostos fenolicos totais bioacessiveis foi de 40 a 60% apds toda a etapa de digestdo do
chocolate com altos teores de cacau, demonstrando mais uma vez a capacidade extratora do
TGI e, consequentemente, o incremento na bioacessibilidade dos compostos fendlicos ao

chegarem ao intestino.

4.7.2 Quantificacio de flavonoides totais

Os flavonoides sao um grupo de polifendis que se destacam no ramo dos produtos
nutracéuticos devido aos beneficios que trazem para a satide. No entanto, um dos desafios diz
respeito a ma biodisponibilidade apos a ingestdo (GONZALES et al., 2015). Com o objetivo de
investigar quantitativamente a presenca de flavonoides totais nas amostras de chocolate,
realizou-se a quantificacdo a partir da metodologia de Dewanto et al. (2002) e os resultados

estao expressos na Tabela 16 em mg equivalente de catequina por grama de chocolate (mg EC



g-1 chocolate).

Tabela 16 - Quantificagdo de flavonoides totais das amostras de chocolate nas etapas da
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simulagdo de passagem pelo trato gastro-intestinal (TGI) (média + desvio padrdo) expressos

em mg equivalente de catequina por grama de chocolate (mg EC g-1 chocolate).

Amostra Inicial TGI — Oral TGI - Gastrico TGI - Intestinal
LC-CLL 7,54+0,87°8 5,3040,84°C 4,66+0,42°C 13,62+1,009¢
LC-C70L 13,70+0,84%8  13,06+1,34%B  13,14+2,42%8 27,70+4,56*
LC-CLME 8,50+0,55%B 6,66+1,08B 3,46+0,42°C 19,70+1,08°A
LC-C70ME  13,86+0,91*®  13,62+0,37%8  8,58+0,28°C 16,18+0,42°44
BS-CLL 6,1840,55°8  6,90+0,50°B 3,33+0,30C 10,26+0,60°%
BS-C70L 14,7442 36°8  13,70+0,732B  8,58+1,00°C 21,5440,50°4
BS-CLME 7,70+0,77°8 5,9440,28¢¢ 3,94+0,48P 14,7440,63%4
BS-C70ME  13,06+0,72°B  11,14+0,48°¢  8,58+0,37°° 20,9040,73bA
CL 7,13+0,558 6,50+0,27°B 4,42+0,24°C 9,46+0,86™
C70 13,210,498 1521+1,68%  12,41+0,27°8 21,7741,32b4

Meédias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, miniscula na coluna e maitscula na linha,
pelo teste de Tukey (p>0,05). LC — Lcb. casei; BS — B. subtilis, CL — chocolate ao leite; C70 — chocolate 70%;
L — cepa livre; ME — cepa microencapsulada. Fonte: Autora (2022).

Avaliando a quantidade de flavonoides na etapa oral da simulagdo gastrointestinal, a
maioria das formulagdes apresentam um decréscimo no teor obtido. Este resultado estd em
concordancia com o os estudos de Gonzales et al. (2015) que destacam que ha baixa
biodisponibilidade bucal dos flavonoides no processo de digestdo, especialmente devido a
interacao de alguns flavonoides especificos com a amilase. Esta caracteristica ¢ ainda mais
expressiva na etapa gastrica, onde o teor decai consideravelmente em algumas amostras, tanto
no chocolate com a adi¢do das cepas quanto no chocolate sem.

Ao analisar os dados obtidos para a etapa intestinal da simulagdo de digestao ¢ possivel
observar um aumento na quantificagdo de flavonoides, em ambos o0s casos sendo ainda maior
do que o resultado inicial. Em parte, esta tendéncia pode estar relacionada com a influéncia do
pH na solubilidade e consequente disponibilidade dos flavonoides para detec¢do. Alimentos
frequentemente sofrem alteracdes de pH durante sua produgdo e processamento e mudangas
ainda mais significativas de pH durante sua passagem através do canal alimentar. Por exemplo,
do pH 7,0 na cavidade oral ao pH 2,0 no estdmago, em seguida, pH 6,0-7,0 no intestino delgado,
em dire¢do do pH 7,0-8,0 do intestino grosso. Esta variacdo de pH impacta diretamente na
disponibilidade dos flavonoides ao longo do processo digestdrio, especialmente devido a
variacoes na solubilidade. Luo et al. (2012) avaliaram a solubilidade de alguns compostos
caracterizados como flavonoides e constataram que hd mudangas na solubilidade em fung¢ao do

pH. De acordo com os estudos, a rutina apresentou uma concentracao livre de aproximadamente
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55 uM em pH 2,0 enquanto este valor passou a 350,6 uM em pH 8,0. Sugere-se que esta
caracteristica pode estar relacionada com a mudanga estrutural que ocorre em diferentes pH’s,
uma vez que em meio acido muitos flavonoides podem estar em sua forma neutra, enquanto em
pH préximo a 7,0 a carga passa a ser negativa.

Além do pH, existem outras caracteristicas no intestino que permitem que a
biodisponibilidade dos flavonoides seja otimizada. De acordo com o estudo de Chandrasekara;
Shahidi (2012) em graos, flavonoides sdo liberados apds digestdo intestinal melhor do que
acidos fenolicos altamente polares. Essa caracteristica pode ser atribuida ao tempo de liberagao
mais longo e efeito de emulsificagdo da digestdo intestinal que ¢ indispensavel para flavonoides
relativamente hidrofobicos. Além das condigdes fisico-quimicas que beneficiam a
biodisponibilidade dos flavonoides no intestino, a microbiota desempenha um papel importante
no metabolismo dos flavonoides encontrados nos alimentos (MUROTA; NAKAMURA;
UEHARA, 2018).

4.7.3 Capacidade sequestradora do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH)

A capacidade antioxidante de um produto pode ser avaliada por uma variedade de
técnicas, dentre elas o método que consiste na determinacdo da capacidade sequestradora de
radical DPPHe. Nos estudos conduzidos, optou-se por seguir o método de DPPH descrito por
Brand-Williams; Cuvelier; Berset (1995), onde o radical sintético ¢ gerado e a capacidade da
amostra para neutralizad-lo ¢ monitorada através de um espectrofotometro UV/visivel. Nesta
reacdo, a solu¢do metandlica do DPPHe muda de roxo para amarelo claro e o grau de
descoloragdo, avaliado espectralmente a 517 nm, indica o potencial de limpeza de radical livre
do composto antioxidante (OLIVEIRA, 2015). Foi realizado o branco das cepas e do material
de capsula, para investigar a possivel interferéncia nos resultados obtidos, sendo observado que
os mesmos ndo inferiram significativamente nos resultados, os mesmos ndo foram incluidos na
discussdo do trabalho.

Os resultados obtidos podem ser observados na Tabela 17 sendo expressos como mmol

equivalente de Trolox (TEAC, umol /1 Trolox).
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Tabela 17- Determinagdo da capacidade sequestradora do radical DPPHe das amostras de
chocolate durante a simulagdo de passagem pelo trato gastro-intestinal (TGI) (média £+ desvio
padrdo) expressos em pmol TEAC/g.

Amostra Inicial TGI - Oral TGI - Gastrico TGI -
Intestinal

LC-CLL 69,02+2,31°B 65,42+1,45°8 68,12+0,52°8 85,2242,48A
LC-C70L 134,12+4,37°8¢  139,07+1,30°B 124,66+4,68%¢ 155,31+6,84%
LC-CLME 71,82+3,83¢B 73,07+0,69°B 67,22+2,22 B 88,97+3,15
LC-C70ME  133,37+4,37%B 153,47+0,26* 110,57+2,06%¢ 127,37+5,79°8
BS-CLL 62,42+0,45° 60,17+9,40™ 69,92+0,69 ®A 67,07+1,379
BS-C70L 127,52+45,632°BC 128 8743,19%4AB 122 4241 ,45C 138,51+6,20°
BS-CLME 64,37+0,69¢ 62,72+0,26°P 66,47+0,90 *B 77,27+0,45%4A
BS-C70ME 120,57+8,56"B 122,87+2,934B 125,7242,03%8 162,76+5,84%
CL 72,27+1,24°8 73,97+1,70¢8 73,22+2.51B 80,2740,26%4
C70 124,22+6,32%C 148,07+6,32%°B 137,2745,06%5¢  165,77+1,04*

Meédias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, miniscula na coluna e maitscula na linha,
pelo teste de Tukey (p>0,05). LC — Lcb. casei; BS — B. subtilis, CL — chocolate ao leite; C70 — chocolate 70%;
L — cepa livre; ME — cepa microencapsulada. Fonte: Autora (2022).

Conforme pode ser observado em ambos os casos o chocolate 70% (Tabela 18)
apresentou maior capacidade de captura do radical DPPHe, sendo de aproximadamente 120 a
135 pumol equivalente de Trolox/g de amostra. Comparativamente, Genovese; Lannes (2009)
avaliaram diferentes formas de chocolate no que diz respeito a sua capacidade antioxidante e
os resultados da captura do radical DPPHe para o chocolate em p6 foi de aproximadamente 80
umol equivalente Trolox/g de amostra enquanto que para o cacau em po foi de
aproximadamente 120 umol equivalente Trolox/g de amostra.

Além disso, em ambos os casos a capacidade de captura do radical DPPHe para as
amostras aumentou apos a etapa de digestdo intestinal quando comparado com a amostra no
tempo inicial, com exce¢do apenas da LC-C70ME. Jara-Palacios ef al. (2018) avaliaram o efeito
da digestdo gastrointestinal in vitro na composicao fenolica e antioxidante de diferentes
subprodutos da vinificagdo branca e observaram que para todos os extratos de subprodutos, a
atividade radical de limpeza, medida pelo método DPPH, diminuiu para as amostras que
passaram pela digestdo gastrointestinal quando comparadas as amostras ndo digeridas, sendo
de até 48% de decréscimo. As diferengas entre os resultados obtidos no presente trabalho podem
ser atribuidas ao tipo de produto utilizado e sua matriz. Um estudo relatou que a capacidade dos
extratos fenolicos para capturar o DPPH radical aumentou significativamente apos a fase
intestinal (entre 5-18%) em comparagdo com o observado na digestdo géstrica, e esta atividade

também foi maior em digestdes intestinais do que em amostras ndo digeridas (FAWOLE;
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OPARA, 2016). Vale ressaltar que ndo houve diferenca significativa entre os resultados obtidos
para o chocolate com e sem probidtico, mesmo nos casos em que foi realizado o processo de
microencapsulagao.

O método DPPH- ¢ bastante utilizado para avaliacao da capacidade antioxidante. No
entanto, para caracterizar completamente um composto como antioxidante, € necessario utilizar
outras metodologias, tais como o método ABTS<+ (4cido 2,2’-azinobis-3-etilbenzotiazolina6-

sulfonico) e FRAP (Ferric-Reducing Ability of Plasma) (OLIVEIRA, 2015).

4.7.4 Capacidade antioxidante pelo método de reducao do radical ABTS

A capacidade antioxidante foi avaliada pelo método descrito por Re et al. (1999) que
mensura a capacidade de sequestro do radical ABTSe" [2,2’- azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-
acido sulfonico)]. A base do ensaio ABTS/PP ¢ a interagdo entre um antioxidante e o radical
cationico ABTS«". A captura do radical pode ser facilmente detectada quantitativamente devido
ao branqueamento do espectro de absor¢ao caracteristica maxima em 414, 417, 645, 734 ¢ 815
nm, sendo o comprimento de 734 nm utilizado nos ensaios deste trabalho. Este comprimento
de onda ¢ recomendando devido a minimiza¢do de possiveis interferéncias causadas pelas
amostras, sendo comum em comprimentos de onda mais baixos. Utilizando o comprimento de
734 nm, um resultado de capacidade antioxidante subestimado ¢ evitado (ILYASOV et al.,
2020). Os resultados obtidos estdo dispostos na Tabela 18 e foram expressos como mmol

equivalente de Trolox (TEAC, umol/1 Trolox).

Tabela 18 - Determinag¢do da capacidade antioxidante pelo método de reducao do radical
ABTSe<+ das amostras de chocolate durante a simulagdo de passagem pelo trato gastro-
intestinal (TGI) (média + desvio padrao) expressos em pmol equivalente de Trolox.

Amostra Inicial TGI - Oral TGI - Gastrico TGI - Intestinal
LC-CLL 0,93+0,02°8 0,79+0,10°B 0,91+0,10 9B 13,24+1,56%A
LC-C70L 3,17+0,026°8  3,04+0,11°B 3,02+0,09°8 39,97+3,4220A
LC-CLME 1,0240,12°8  1,0240,15°B 0,88+0,109B 17,20+1,99 A
LC-C70ME  3,24+0,30%®  3,86+0,36%°®  2,56+0,19°® 33,5742,60°A
BS-CLL 0,70+0,10°®  1,01+0,10°B 0,16+0,04°8 9,73+0,67 A
BS-C70L 3,724+0,48%8  4,07+0,56 B 2,714+0,09 B 33,91+0,87%A
BS-CLME 0,97+0,13%8  0,96+0,33°B 0,10+0,02°B 10,67+2,22 ¢A
BS-C70ME  3,34+0,16*®  3,54+041%8 2 61+0,03°® 44.75+4,64%A
CL 1,25+0,03°®  1,34+0,10°P 1,17+0,0948 15,38+0,81°A
C70 3,660,268  4,19+0,40 2B 3,36+0,15%B 46,18+4,24*

M¢édias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, mintiscula na coluna e maitscula na linha,
pelo teste de Tukey (p>0,05). LC — Lcb. casei; BS — B. subtilis, CL — chocolate ao leite; C70 — chocolate 70%;
L — cepa livre; ME — cepa microencapsulada. Fonte: Autora (2022).
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Conforme pode ser observado, em ambos os casos, o chocolate 70% apresentou maior
capacidade antioxidante pelo método de redugcdo do radical ABTSe+, sendo de
aproximadamente 3 pmol equivalente de Trolox/g de amostra. J& o chocolate ao leite apresentou
cerca de 1 umol equivalente de Trolox/g de amostra. A diferenca na capacidade antioxidante
entre chocolate ao leite e chocolate 70% se assemelham ao que foi observado por Todorovic et
al. (2015) ao avaliarem a presenga de polifenodis e a capacidade antioxidante de diferentes
chocolates produzidos na Sérvia. Os resultados obtidos pelos pesquisadores indicam que os
chocolates ao leite avaliados resultaram em 14 a 24 uM de equivalente Trolox/g de amostra,
enquanto os chocolates com altos teores de cacau resultaram de 63 a 92 uM de equivalente
Trolox/g de amostra.

Além disso, ¢ possivel observar um aumento de aproximadamente 10 vezes na
capacidade antioxidante na fase intestinal quando comparada a etapa inicial da simulagdo. Este
resultado se assemelha ao obtido por Martini; Conte; Tagliazucchi (2018) ao avaliarem a
mudanga na atividade antioxidante do chocolate com altos teores de cacau ao longo do processo
de digestao gastrointestinal in vitro. Os pesquisadores observaram que o chocolate escuro
apresentou aproximadamente 2 mmol Trolox/100g de chocolate na fase salival, passando para
10 mmol Trolox/100g de chocolate na fase intestinal.

De modo geral, a capacidade antioxidante também foi satisfatoria para as amostras
produzidas com os probidticos microencapsulados especialmente apds a simulagdo da etapa

intestinal durante a digestao.

4.7.5 Potencial antioxidante redutor férrico FRAP

Para maior detalhamento do potencial antioxidante das amostras de chocolate
submetidas a digestdo gastrointestinal simulada, foi realizado o ensaio FRAP. O ensaio FRAP
¢ um método tipico baseado em reagdo de transferéncia de elétrons que mede a reducao do
complexo de Fe** para o complexo de Fe?" por antioxidantes em um meio 4cido. A atividade
antioxidante ¢ determinada em decorréncia do aumento da absorvancia no comprimento de
onda selecionado (ZHONG; SHAHIDI, 2015). Os ensaios foram conduzidos de acordo com o
método proposto por Benzie; Strain (1996) adaptado por Arnous; Makris; Kefalas (2002). As
absorbancias das amostras foram determinadas em 593 nm. Os resultados foram expressos em

umol equivalente de Trolox (TEAC, umol/1 Trolox) e podem ser verificados na Tabela 19.
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Tabela 19 - Determinagdo do potencial antioxidante redutor férrico (FRAP) das amostras de
chocolate durante a simulagdo de passagem pelo trato gastro-intestinal (TGI) (média £+ desvio
padrdo) expressos em pmol equivalente de Trolox.

Amostra Inicial TGI - Oral TGI - Gastrico TGI - Intestinal
LC-CLL 7,53+0,72¢4B 7,94+0,52°8 7,18+0,28¢dB 13,58+3,55%
LC-C70L 12,544+0,22°BC  10,84+1,45C  14,87+0,598 20,21£1,35%
LC-CLME 5,88+0,8948 5,04+0,57'® 4,50+0,75°8 14,70+1,81b¢A
LC-C70ME  14,91+0,34%8 14,570,328 12,92+0,1°C 17,33+1,00 2beA
BS-CLL 9,11+0,40°B 8,49+0,26%BC 8 214+0,32¢C 16,15+0,23 abeA
BS-C70L 9,08+1,23C 17,46+0,35*  15,02+0,24%8 18,53+0,712%4
BS-CLME 6,62+0,6498 6,66+0,35°® 6,52+0,3698 18,560,474
BS-C70ME  6,73+0,359 15,14+0,58°®  12,33+0,48°C 18,79+1,192°4
CL 6,50+0594¢ 10,30+0,68 4B 7.22+0,48°4C 15,94+0,71254
C70 15,66+1,44°8C  17,36+0,55*AB  15,07+0,322C 18,910,680

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, minuscula na coluna e maiuscula na linha,
pelo teste de Tukey (p>0,05). LC — Lcb. casei; BS — B. subtilis, CL — chocolate ao leite; C70 — chocolate 70%;
L — cepa livre; ME — cepa microencapsulada. Fonte: Autora (2022).

Conforme pode ser observado, ha um aumento significativo no potencial antioxidante
dos chocolates apos o processo de digestdo. Em avaliacdo dos indices de antioxidantes em
diversos alimentos apds a digestdo gastrointestinal simulada, Koehnlein et al. (2016)
identificaram que o chocolate antes da digestdo apresenta cerca de 3000 umol TE/100g de
amostra e apoOs a digestdo este valor sobre para quase 4000 umol TE/100g de amostra. De
acordo com os autores, os valores mais elevados da capacidade antioxidante total apos a
digestdo enzimatica in vitro podem ser atribuidos a hidrolise parcial de fenodlicos totais,
aumentando o seu contetdo.

Com base nos dados obtidos, no tempo inicial o chocolate 70% sem a adigcdo de
probidticos apresentou maior potencial antioxidante quando comparado ao chocolate ao leite.
A diferenca na capacidade antioxidante entre chocolate ao leite e chocolate 70% se assemelham
ao que foi observado por Todorovic et al. (2015). Os resultados obtidos pelos pesquisadores
indicam que os chocolates ao leite avaliados resultaram em 31 a 53 uM de equivalente Trolox/g
de amostra, enquanto os chocolates com altos teores de cacau resultaram de 130 a 151 pM de
equivalente Trolox/g de amostra. Este mesmo perfil foi observado nos chocolates contendo o
Lcb. casei livre e microencapsulado.

Além disso, ao final do processo de digestdo gastrointestinal simulada dos chocolates
contendo Lcb. casei livre e encapsulado, foi observado um aumento entre 17 ¢ 150% no

potencial oxidante quando comparado com o tempo inicial. No entanto, ao avaliar os resultados
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de FRAP para o chocolate 70% sem o probidtico ao longo da digestao, observa-se um aumento
de apenas 20% apos a etapa intestinal quando comparado ao tempo inicial.

De modo geral, os resultados obtidos sao promissores do ponto de vista da avaliagao do
potencial antioxidante de chocolates acrescidos de probioticos, especialmente no que diz
respeito ao ineditismo dos estudos do processo de digestdo gastrointestinal simulada e seu

impacto nos indices de antioxidantes nas amostras.

4.8 ANALISE SENSORIAL DAS AMOSTRAS DE CHOCOLATE

As amostras de chocolate probiodtico selecionadas para avaliagdo da aceitabilidade
sensorial foram aquelas inoculadas com as cepas Lcb. casei € B. subtilis nos seus formatos livres
nas matrizes de chocolate ao leite e chocolate 70% cacau, pois elas apresentaram os melhores
resultados de viabilidade. Notou-se que neste estudo, para as matrizes chocolate utilizadas, a
etapa da microencapsulacdo ndo melhorou significativamente a viabilidade das cepas, durante
o periodo de armazenamento ou durante a analise da simulacdo gastrointestinal. Desta forma,
as amostras selecionadas para o teste de andlise sensorial foram as inoculadas com as cepas
Lcb. casei e B. subtilis nos seus formatos livres nas matrizes de chocolate ao leite e chocolate
70% cacau.

As respostas obtidas no questionario, referente ao perfil e habito de consumo de
chocolate dos participantes, estdo apresentadas na Figura 13. A equipe de participantes foi
composta, em sua maioria, pelo sexo feminino (74,54%). Isso aconteceu porque a andlise foi
realizada no centro de Ciéncia dos Alimentos da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC), que ¢ constituido majoritariamente por mulheres. As faixas etdrias predominantes
foram entre 26-35 anos, com 48% dos provadores, € 17-35 anos com 27%, ja que a maioria dos
participantes era alunos de graduacdo, mestrado e doutorado do curso de Ciéncia dos
Alimentos.

Com relagdo a preferéncia entre os chocolates, o ao leite se destacou em primeiro lugar
com 45% dos provadores, seguido do chocolate meio amargo 27% e amargo 25%. Com relagao
a frequéncia do consumo de chocolates, a resposta semanalmente predominou com 50% dos
consumidores, seguido de ocasionalmente 30% e diariamente 20%. Ja para a pergunta sobre o
consumo de alimentos funcionais, 38% dos provadores disseram consumir alimentos
funcionais, enquanto 37% alegaram que consomem, porém, consideram o prego para esse tipo

de alimento elevado, e 22% dos participantes consomem, mas consideram a variedade de
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produto funcionais disponiveis no mercado reduzida. A ultima pergunta estava relacionada se
o consumidor estaria disposto a consumir esse produto, sabendo da possibilidade de aliar
beneficios a satide por meio do consumo de chocolate, e as respostas positivas foram de 98%.
Esses resultados sdo promissores e vao ao encontro do objetivo desse trabalho, que ¢ contribuir
com o desenvolvimento de estudos que visam a aplicagdo de probidticos em chocolates de modo

a viabilizar um produto nacional com esse apelo e ainda inexistente no mercado nacional.

Figura 12— Perfil de preferéncias dos provadores das amostras de chocolates.
As porcentagens em cada quesito sdo referentes as respostas dadas pelos provadores em
relacdo ao nimero total de participantes.

Sexo Faixa etaria

0% 5%

m 17-25 anos
= 26-35 anos
= 36-45 anos

46-50 anos

= acima de 50 anos

= masculino

= feminino

Preferéncia de consumo Frequéncia de consumo
3% 0%

= amargo-70% cacau diari
. = diariamente
= meio amargo

= semanalmente

= a0 leite )
= ocasionalmente
branco
Taramente
= outros
Consumo de alimentos funcionais Aliar beneficios dos funcionais
3%, = sim 2%

= sim, mas faltam

opcoes no mercado = sim

. = ndo

= simm, mas nao com
muita frequencia pelo
custo

nao

Fonte: Autora (2022).

Os resultados obtidos no teste de aceitabilidade sensorial estdo apresentados na Tabela

20. E possivel observar que a adicdo das cepas probidticas ndo influenciou a aceitagdo das
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amostras de chocolate nas matrizes estudadas, pois ndo houve diferenca significativa entre as
amostras adicionadas das cepas em relagdo as amostras controle para os atributos avaliados,
exceto para textura e impressao global para a cepa Lcb. casei na matriz 70% cacau. Nesse caso,
o chocolate probidtico apresentou uma média significativamente maior que a controle,
indicando um impacto positivo da cepa da opinido do consumidor.

A escala hedonica utilizada pelos provadores para avaliar as amostras variou entre 1 e
9, onde “1” significou “desgostei extremamente”, enquanto “9” se referiu a “gostei
extremamente”. Todas as amostras apresentaram uma meédia alta de aceitacao para todos os
atributos avaliados, em sua maioria situada entre os termos “gostei moderadamente” e “gostei

muito”),

Tabela 20 - Analise sensorial das amostras de chocolate médias, atributos avaliados nas
amostras de chocolates. As notas foram dadas utilizando a escala hedonica de 9 pontos.

Matriz Amostra Sabor Textura Impressao Global
LC-CLL 7,70% 7,40% 7,70%
Leite BS-CLL 7,60% 7,50* 7,60%
CL 7,60% 7,50* 7,70%
LC-C70L 7,40% 7,60* 7,40%
70% cacau BS-C70L 7,30° 7,20% 7,10%
C70 6,90* 7,00° 6,80°

Médias seguidas por letras iguais na mesma coluna para cada matriz de chocolate ndo diferem significativamente
entre si pelo teste de Tukey (p>0,05). LC — Lcb. casei; BS — B. subtilis; CL — chocolate ao leite; C70 —
chocolate 70%; L — cepa livre. Fonte: Autora (2022).

Esses resultados vao ao encontro daqueles reportados no estudo realizado por Succi ef
al. (2017), em que foi avaliada a aplicacdo de cepas probioticas do género Lactobacillus em
chocolates com alto teor de cacau. No estudo, também foi utilizada a escala hedonica de 9
pontos para a avaliacdo dos chocolates e bons resultados foram obtidos, com notas que variaram
entre 7,85-8,02. Segundo Succi ef al. (2017), esse resultado pode estar relacionado ao fato de
que os chocolates com altas concentracdes de cacau (80%) e um sabor mais amargo, podem
mascarar qualquer sabor incomum associado aos probidticos adicionados. Klindt-Toldam et al.
(2016) também observaram que uma concentragdo de células probidticas de cerca de 8,0-9,0
log UFC/g ndo afetou, significativamente, as caracteristicas sensoriais de chocolates.

Nao foram encontrados estudos utilizando o B. subtilis como microrganismo
potencialmente probidtico, porém podemos encontrar outros trabalhos onde o género Bacillus
¢ aplicado em matrizes chocolates. Kobus-Cisowska et al. (2019) compararam chocolate
probiodtico com B. coagulans liofilizado, aplicado em uma matriz de chocolate amargo em 3

diferentes concentragoes (6,0, 7,0 e 8,0 log UFC/g), com o chocolate controle. As comparagdes
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foram realizadas por meio de um painel treinado, considerando os atributos sensoriais de cor,
aroma, odor, sabor ¢ consisténcia. Dentre os atributos avaliados, a variacdo do aroma na amostra
probiotica se apresentou quase indiscernivel pelos julgadores quando comparado com a amostra
controle. Pequenas alteragdes foram observadas nos perfis de odor, enquanto diferengas
significativas foram encontradas no sabor por apresentar uma sensacao “picante”. Nao houve
influéncia das bactérias probioticas na cor e consisténcia dos chocolates examinados.

No estudo realizado por Erdem et al. (2014) foram produzidas e caracterizadas
amostras de chocolate amargo contendo Bacillus indicus HU36 e fibras dietéticas. A amostra
controle apresentou como média de aceitagdo 8,5 na escala hedonica de 9 pontos. Entretanto,
as amostras de chocolate contendo as fibras ndo foram tdo bem aceitas, sendo a pior média de
aceitacdo de 1,2 para a amostra contendo carboximetilcelulose (CMC). O acréscimo de

ingredientes ndo usuais no chocolate pode ter impactado na avaliag@o sensorial.
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5 CONCLUSAO

A microencapsulacdo das cepas Lcb. casei, Lpb. plantarum e B. subtilis, através do
método da geleificagdo idnica, demonstrou-se eficaz para manutengao da viabilidade no tempo
quando comparadas as células livres. Uma oportuna viabilidade pode ser verificada, maior que
7,3 log UFC/g, tanto para as cepas microencapsuladas mantidas a temperatura ambiente, quanto
mantidas refrigeradas por 90 dias, ndo havendo diferenca significativa entre elas, o que ¢
positivo do ponto de vista tecnoldgico para aplicagao industrial em alimentos.

Em relagdo as matrizes estudadas, os chocolates apresentaram potencial aplicativo
para a cepa Lcb. casei no seu formato livre, mantendo uma viabilidade acima de 6,0 log UFC/g
(chocolate ao leite) apos 90 dias e acima de 5,9 log UFC/g para o chocolate 70% cacau.
Enquanto as amostras adicionadas das cepas microencapsuladas apresentaram perdas
significativas ficando abaixo de 4,0 log UFC/g para o chocolate 70% cacau e para o ao leite
abaixo do limite de deteccdo da analise. Os resultados para o B. subtilis foram ainda mais
promissores com a manutencao da viabilidade para ambos os chocolates e formatos de adi¢ao
da cepa, livre ou encapsulada, com viabilidades maiores que 8,3 log UFC/g. A aplicacdo dessa
cepa potencialmente probidtica em matriz chocolate € pioneira no setor e no estado da arte
cientifico.

Quando aplicada nos chocolates verificou-se a baixa viabilidade da cepa Lpb.
plantarum durante shelf life, o que justificou prosseguir os testes com apenas as cepas de Lcb.
casei e B. Subtilis. Estas foram analisadas quanto a simulacdo da passagem pelo TGI,
quantificagdo de fendlicos, flavondides, antioxidantes e analise sensorial.

Quanto a analise de sobrevivéncia das cepas aos fluidos gastrointestinais simulados,
foi encontrada uma excelente protecdo das matrizes chocolate as cepas. Os dados obtidos
expressaram dados promissores, acima de 7,9 log UFC/g, tanto para as cepas em condigdo livre
quanto microencapsulada aplicadas na matriz de chocolate ao leite e de chocolate 70% cacau,
o que demonstra o seu potencial para incorporagdo de probidticos. O alto teor de gordura e
também de compostos fenodlicos, principalmente no chocolate 70% cacau, propiciaram um
ambiente de manuten¢do das cepas potencialmente probidticas, que por outro lado nao
alteraram alguns dos parametros essenciais para o consumo do produto, como sabor e textura.

Para o género Lactobacillus, os compostos fenodlicos, flavonoides e antioxidantes,
presentes no chocolate, podem ter reduzido o stress oxidativo das células, prolongando a
viabilidade dos probioticos nas amostras durante a estocagem. Isto foi melhor observado quanto

a viabilidade para as cepas adicionadas as matrizes chocolate 70% cacau, rica em compostos
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fenolicos, flavonoides e antioxidantes. Ja para o género Bacillus ndo se observou uma relagao
direta na viabilidade em fung¢do da quantidade desses compostos na matriz.

A analise sensorial, realizada por 60 provadores nao treinados, as notas obtidas foram
acima de 7,0 na escala hedonica de 9 pontos. A boa aceitacao desses produtos, a manutengao
da viabilidade dos probidticos na matriz alimenticia, além do alto teor de compostos
antioxidantes encontrados no estudo, indicam o grande potencial do chocolate para a
diversificacao dos alimentos probidticos disponiveis atualmente no mercado.

Os resultados de aceitagao do produto, juntamente com a viabilidade das cepas livres
na matriz alimenticia e o alto teor de compostos antioxidantes encontrados neste estudo,
indicam o potencial do chocolate probidtico para a diversificagdo destes produtos no mercado.
O somatdrio de resultados positivos, tanto tecnoldgicos, como nutricionais, tornam estudos de
escala industrial com transferéncia da tecnologia para empresas interessadas na inovagdo uma

perspectiva futura.
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ANEXO A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS
DEPARTAMENTO DE CIENCIA E TECNOLOGIA DE ALIMENTOS

Pesquisador Responsavel: Juliano De Dea Lindner

Endereco: Rodovia Admar Gonzaga, 1346, bairro Itacorubi, Florianopolis, SC, 88034-001.
Fone: (48)3721-6183; (47)996492421

Email: juliano.lindner@ufsc.br

Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos — CEPSH - UFSC

Prédio Reitoria I, Rua Desembargador Vitor Lima, 222, sala 401, bairro Trindade, Floriandpolis, SC,
88.040-400.

Email: cep.propesq@contato.ufsc.br

Fone: (48) 3721-6094

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)
O Sr.(a) esta sendo convidado(a) como voluntario(a) a participar da pesquisa/estudo:

“VIABILIDADE DE CEPAS POTENCIALMENTE PROBIOTICAS APLICADAS EM
CHOCOLATE FUNCIONAL”

Vocé (provador) esta sendo convidado a participar, como voluntario, de uma pesquisa cientifica
associada ao Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal de Santa
Catarina. Abaixo seguem informacdes a respeito da pesquisa, vamos ler com ateng@o este documento
para que sua participag@o seja resultante de uma decisdo bem informada. Caso aceite fazer parte da
pesquisa, por favor, rubrique as paginas ¢ assine ao final deste documento (nas duas vias). Uma das vias
¢ sua (assinada pelos pesquisadores) e a outra via € do pesquisador responsavel.

1- DO OBJETIVO

Esse estudo tem por objetivo avaliar a aplicagdo de microrganismos potencialmente probidticos em
chocolate funcional 70% e chocolate ao leite. O chocolate foi escolhido por ser um produto muito
apreciado por consumidores de todas as faixas etarias, além disso, ndo temos no mercado brasileiro um
produto similar, sendo uma possibilidade de diversificagdo dos produtos probioticos ja comercializados
(na grande maioria iogurtes). Para tanto, sera realizada uma analise sensorial dos chocolates funcionais
e ao leite adicionados dos microrganismos probioticos para determinar se os produtos desenvolvidos sdo
aceitos pelos consumidores. A andlise sensorial ¢ uma ferramenta de suma importancia para o sucesso
na produgdo de novos produtos.

2- DA ANALISE

Sua participac@o nessa pesquisa consistira em provar as amostras de chocolate e preencher as perguntas
solicitadas na ficha de avaliacdo de acordo com sua opinido sobre o produto. Serdo testados (i)
chocolates comerciais sem adicdo de probiodticos (componentes da formulagdo: agucar, leite em po,
manteiga de cacau, massa de cacau, gordura vegetal, emulsificante lecitina de soja e aromatizante) e (ii)
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chocolate comercial, que além dos ingredientes citados anteriormente, terd a inclusdo (indculo) de
microrganismos probioticos do género Lactobacillus € Bacillus, ja utilizados pela indistria de alimentos
(de status GRAS ou QPS pela FDA ou EFSA, respectivamente) e comercializados em alimentos, como
por exemplo, iogurtes. Serdo recrutados 60 voluntarios para realizar os testes. A duracgdo do teste para
cada voluntario sera de, aproximadamente, 8 minutos. A inclusdo (indculo) dos microrganismos no
chocolate foi realizada de acordo com as normas de Boas Praticas de Fabricagdo em ambiente controlado
de produgdo de alimentos (Usina de Processamento de Alimentos do Departamento de Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos da UFSC). Andlises de qualidade e seguranga microbiolédgica, segundo a RDC
331 e IN 60 de 2019 da ANVISA, foram executadas previamente nos chocolates oferecidos.

3- DO TESTE

Os testes para avaliacdo sensorial dos chocolates probidticos serdo conduzidos pelo pesquisador
professor Juliano De Dea Lindner e pela mestranda do Programa de Pos-Graduagdo em Ciéncia dos
Alimentos da UFSC, Jocelane Zoldan. Caso o provador participante, por necessidade apos o estudo,
queira contatar os pesquisadores, podera entrar em contato direto através do telefone celular
(47)996492421 ou via e-mail: juliano.lindner@ufsc.br. Quaisquer outros esclarecimentos poderao ser
solicitados antes, durante e ap6s a pesquisa. Durante o teste sensorial, o provador sera esclarecido sobre

o estudo em qualquer aspecto que desejar e estara livre para participar ou recusar-se a participar.

4- DO RESSARCIMENTO DE DESPESAS
O referente estudo sera realizado de forma voluntaria nas dependéncias do Departamento de Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos da UFSC. Neste projeto nao estdo previstos gastos. Entretanto, caso vocé tenha

despesas comprovadamente referentes a este projeto, vocé sera ressarcido de acordo com a Resolugéo
CNS 466/12.

5- DO SIGILO E PRIVACIDADE

O provador que optar por participar da pesquisa de forma voluntaria, através do presente TERMO DE
CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE), podera se recusar a continuar com a avaliagao
e interromper a sua participagdo a qualquer momento. A sua participagdo ¢ voluntaria e a recusa em
participar ndo acarretara qualquer penalidade ou modificagdo na forma em que ¢ atendido pelos
pesquisadores. O pesquisador ira tratar a sua identidade com padrdes profissionais de sigilo e utilizara
os dados Unica e exclusivamente para os fins desta pesquisa, ndo sendo coletados, inclusive, dados
sensiveis e de ordem pessoal. Os resultados da pesquisa estardo a sua disposi¢ao quando finalizada. Os
dados desta pesquisa serdo guardados pelos pesquisadores por cinco anos.

Vocé poderd ou ndo autorizar, através de TERMO DE AUTORIZACAO DE USO DE IMAGEM E
DEPOIMENTOS, os pesquisadores (Juliano De Dea Lindner e Jocelane Zoldan) deste estudo a realizar
fotos e/ou videos e/ou seu depoimento sem quaisquer 6nus financeiros a nenhuma das partes. Ao mesmo
tempo, vocé podera ou ndo liberar a utilizacdo das fotos e/ou videos (suas respectivas copias) e/ou
depoimentos somente para fins cientificos e de estudos (livros, artigos e slides), em favor da pesquisa
aqui citada, sem ser identificado por nome ou qualquer outra forma. Seu nome ou o material que indique
sua participa¢do ndo serd liberado sem a sua permissdo. Este termo de consentimento encontra-se
impresso em duas vias, sendo que uma copia sera arquivada pelo pesquisador responsavel, a outra sera
fornecida a voce.

6- DOS RISCOS E DESCONFORTOS
Os riscos especificos decorrentes da ingestdo dos produtos da presente pesquisa sdo de ordem
gastrointestinal e alergénicos. Os participantes que, de alguma forma, apresentaram historico de alergia
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ou intolerancia a algum componente da formulagdo (agtcar, leite em p6, manteiga de cacau, massa de
cacau, gordura vegetal, emulsificante lecitina de soja, aromatizante e microrganismo probiodtico) ndo
devem participar da pesquisa. Os microrganismos embora sejam considerados popularmente como
“bactérias do bem”, podendo ajudar na regulagdo da flora intestinal, por exemplo, sdo contraindicados
para pessoas de grupos de risco como, por exemplo, individuos com historico de intolerancia ao uso de
alimentos probioticos, com sindrome do intestino curto, imunocomprometidos e idosos, dos quais serao
orientados e recomendados a ndo participarem da pesquisa. Com relagdo aos individuos alérgicos, o
chocolate usado nesta pesquisa apresenta as seguintes orientagdes quanto a alergénicos: ALERGICOS:
CONTEM LEITE, PODE CONTER CASTANHA DE CAJU E CASTANHA DO BRASIL. NAO
CONTEM GLUTEN.

7- DO RESSARCIMENTO

Caso o participante venha a observar algum desconforto, reagao alérgica, alteragao ou qualquer situagao
anomala fisiologica apods a ingestdo do chocolate, os pesquisadores encaminhardo as devidas condutas
para averiguacdo médica, assumindo todas as despesas decorrentes para deslocamento, exames e
medicamentos, se for o caso. Caso ocorram danos decorrentes da ingestdo dos produtos, sera garantido
o direito a indenizagdo para o reparo ao dano, seja ele material ou imaterial devidamente comprovado
que foi causado pela sua participacdo na pesquisa.

8- BENEFICIOS

O provador nao obtera beneficio direto com a pesquisa. Entretanto, esperamos que essa pesquisa forneca
ferramentas para o desenvolvimento de processos para produgdo de alimentos que sejam atraentes no
ponto de vista sensorial e nutricional aos consumidores de chocolates.

9- DAS NORMAS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos — CEPSH, CONEP —
Ministério da Satde. O Sistema CEP/CONEP ¢ integrado pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa
- CONEP/CNS/MS do Conselho Nacional de Saude e pelos Comités de Etica em Pesquisa — CEP,
compondo um sistema que utiliza mecanismos, ferramentas e instrumentos proprios de inter-relagéo,
num trabalho cooperativo que visa, especialmente, a prote¢ao dos participantes de pesquisa do Brasil,
de forma coordenada e descentralizada por meio de um processo de acreditacdo. A Resolugdo 466/2012,
do Conselho Nacional de Saude, que aprova as diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisas
envolvendo seres humanos foi seguida pelos pesquisadores. O participante pode reportar-se a ela caso
necessario durante o estudo.

10- DO CONSENTIMENTO
Os pesquisadores Juliano De Dea Lindner e Jocelane Zoldan declaram que cumprirdo os termos da
resolugdo 466/2012 e/ou 510.

Desta forma, concordo de maneira livre e esclarecida em participar da pesquisa: “VIABILIDADE DE
CEPAS POTENCIALMENTE PROBIOTICAS APLICADAS EM CHOCOLATE FUNCIONAL”.
Além de ter lido e entendido todas as informagdes fornecidas sobre minha participa¢do na pesquisa, tive
oportunidade de discuti-las e fazer perguntas. Todas as minhas duvidas foram esclarecidas
satisfatoriamente.
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Participante da pesquisa Pesquisador Responsavel

Florianodpolis, de 202

Observaciao: Este documento foi elaborado em duas vias, rubricadas e assinadas pelos
participantes da pesquisa e pesquisadores.
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ANEXO B - Questionario de Consumo

Nome:

Questionario de Consumo
Temos diversos tipos de chocolates nas prateleiras de supermercados, atendendo as
preferéncias de cada consumidor. Como parte de uma pesquisa de mestrado que envolve o
desenvolvimento de chocolate probidtico, gostariamos de conhecer voc€, sua opnido e
preferéncia de consumo.

1. Faixa etaria: ( )17-25 ( )26-35 ( )36-45 ( )46-50 ( )acimade 50

2. Vocé prefere qual tipo de chocolate?
( )Amargo, 70% cacau () Meio amargo ( ) Ao leite ( )Branco ( ) Outros

3. Qual a frequéncia que vocé consome chocolate?
() Diarimamente
() Semanalmente
() Ocasionalmente
() Raramente

4. Vocé costuma consumir alimentos funcionais, ou seja alimentos que contenham
ingredientes que sdo benéficos a satde?
() Sim
() Sim, mas faltam op¢des no mercado
() Sim, mas ndo com muita frequéncia pelo custo
() Nao, porque:

5. Se fosse possivel aliar beneficios a saide por meio do consumo de chocolate, vocé
estaria disposto a consumir esse produto?
( )Sim
() Nao, porque:

Obrigada!
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