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RESUMO

Introducdo: O leite possui em sua composi¢do nutrientes essenciais para a saude humana,
como lipidios, carboidratos, proteinas, vitaminas e minerais, por possuir muitos nutrientes, ele
é considerado uma excelente matriz para as bactérias lacticas. As bactérias lacticas sdo
responsaveis por realizar o processo de fermentacdo, esse processo também é de grande
interesse para as industrias alimenticias, pois por meio dele é possivel aumentar o tempo de
prateleira dos produtos e protegé-los contra patdgenos. Os probidticos sdo benéficos a salde
humana, pois eles modificam a flora intestinal, fortalecem o sistema imunologico, exercem
protecdo contra microrganismos patogénicos e ainda melhoram valor nutricional aos produtos
que foram inseridos. Para que uma bactéria lactica seja considerada probidtica é necessario
que ela seja segura, apresente resisténcia a passagem pelo trato gastrointestinal (TGI),
apresente atividade antimicrobiana e capacidade de aderir ao epitélio intestinal. As matrizes
lacteas tambem sdo excelentes matrizes, pois aumentam a resisténcia e protegem o0s
probidticos durante a passagem pelo TGI. Apesar de apresentar alta toleréncia ao TGlI, o L.
plantarum ndo consegue se desenvolver adequadamente no leite, pois ndo utiliza de forma
eficiente os substratos presentes no leite, como a caseina e lactose. Uma forma de aumentar a
viabilidade do L. plantarum no leite é fornecer substratos necessarios por meio de
suplementacGes com fontes de amino&cidos. A farinha de gréo-de-bico é fonte de proteina,
aminodacidos esséncias, minerais e carboidratos. Objetivo: Avaliar as caracteristicas fisico-
quimicas e microbiolégicas do leite fermentado com duas bactérias potencialmente
probidticas, L. plantarum S180.7 ou L. plantarum SBR64.7, enriquecido ou ndo, com 4,5 %
de farinha de grdo-de-bico. Metodologia: Para elaboracdo das formulacdes foi utilizado leite
desnatado reconstituido (LDR) a 10%, sacarose e farinha de grdo-de-bico. Quatro
formulacdes foram elaboradas: (i) (FC1) LDR a 10% (100%) + 10% de sacarose + L.
plantarum S180.7 8 log UFC/mL; (ii) (FT1) LDR 10% (95,5%) + 10% de sacarose + L.
plantarum S180.7 8 log UFC/mL + farinha de grdo-de-bico (4,5%); (iii) (FC2) LDR a 10%
(100%) + 10% de sacarose + L. plantarum SBR64.7 8 log UFC /mL; (iv) (FT2) LDR 10%
(95,5%) + 10% de sacarose + L. plantarum SBR64.7 8 log UFC /mL + farinha de gréo-de-
bico (4,5%). As caracteristicas fisico-quimicas (pH, acidez titulavel, sélidos sollveis totais,
estabilidade durante o armazenamento, capacidade de retencdo de agua, fendlicos totais e
atividade antioxidante) e microbiologicas (viabilidade e simulacdo in vitro) foram avaliadas
em todas as formulacdes. Resultados: A formulacéo teste com a adigédo de 4,5% de farinha de
grdo-de-bico (FT1) apresentou valores significativamente menores (P<0,05) de pH e valores
significativamente maiores (P<0,05) de acidez titulavel durante a fermentacdo de 24 horas em
relacdo as formulagcdes controle (FC1). O mesmo foi observado na formulacdo FT2 em
ralacdo ao controle (FC2). Ndo houve diferenca significativa (P<0,05) entre as formulactes
em relacdo ao teor de proteina, ja em relacdo aos teores de carboidratos e cinzas, as
formulacdes FT1 e FT2 (independente da estirpe), com a adi¢do de 4,5 % de farinha de gréo-
de-bico apresentaram teores significativamente (P<0,05) maiores. Durante o armazenamento
refrigerado, as formulagbes FT1 e FT2 (independente da estirpe), com adicdo de 4,5 % de
farinha de grdo-de-bico apresentaram valores significativamente menores (P<0,05) de pH e
SST e valores significativamente maiores de (P<0,05) de acidez titulavel e viabilidade dos
potenciais probioticos L. plantarum S180.7 e SBR64.7, em relacdo as formulacGes controles
FC1 e FC2 (independente da estirpe). Além disso, as formulacbes FT1 e FT2 (independente
da estirpe), com a adigdo de 4,5 % de farinha de grdo-de-bico apresentaram uma melhor
estabilidade durante armazenamento (mL) no 28° dia de armazenamento, em relacdo as
formulagdes controle FC1 e FC2 (independente da estirpe). Ndo houve diferenga significativa
(P<0,05) em relacdo a sobrevivéncia dos potenciais probidticos L. plantarum S180.7 e
SBR64.7 sob condigdes simuladas in vitro do TGl nas diferentes formulagdes. As



formulagdes FT1 e FT2 (independente da estirpe), com a adi¢do de 4,5 % de farinha de gréo-
de-bico apresentaram valores significativamente maiores (P<0.05) de fendlicos totais, durante
a fermentacdo (24 horas) e armazenamento (0 e 28 dias), em relagdo as formulagdes controle
FC1 e FC2 (independente da estirpe). Conclusdo: A adicdo de 4,5 % de farinha de gréo-de-
bico aumentou a viabilidade dos potenciais probidticos L. plantarum S180.7 e SBR64.7
durante o armazenamento de 28 dias, reduziu a sinérese durante armazenamento e aumentou o
teor de fendlicos totais durante a fermentacdo (24 horas) e armazenamento (0 e 28 dias).

Palavras-chave: Leite; bactérias lacticas; farinha de grdo-de-bico; viabilidade; potencial
probidtico.



ABSTRACT

Introduction: Milk contains essential nutrients for human health, such as lipids,
carbohydrates, proteins, vitamins and minerals. As it has many nutrients, it is considered an
excellent matrix for lactic acid bacteria. Lactic acid bacteria are responsible for carrying out
the fermentation process, this process is also of great interest to the food industry, as it makes
it possible to increase the shelf life of products and protect them against pathogens. Probiotics
are beneficial to human health, as they modify the intestinal flora, strengthen the immune
system, provide protection against pathogenic microorganisms and also improve the
nutritional value of the products that were inserted. For a lactic acid bacteria to be considered
a probiotic, it must be safe, resistant to passage through the gastrointestinal tract (GIT), have
antimicrobial activity and the ability to adhere to the intestinal epithelium. Dairy matrices are
also excellent matrices, as they increase resistance and protect probiotics during passage
through the GIT. Despite having high tolerance to the GIT, L. plantarum cannot develop
properly in milk, as it does not efficiently use the substrates present in milk, such as casein
and lactose. One way to increase the viability of L. plantarum in milk is to provide necessary
substrates through supplementation with amino acid sources. Chickpea flour is a source of
protein, essential amino acids, minerals and carbohydrates. Objective: To evaluate the
physicochemical and microbiological characteristics of milk fermented with two potentially
probiotic bacteria, L. plantarum S180.7 or L. plantarum SBR64.7, enriched or not, with 4.5%
chickpea flour. Methodology: 10% reconstituted skimmed milk (LDR), sucrose and chickpea
flour were used to prepare the formulations. Four formulations were developed: (i) (FC1)
10% LDR (100%) + 10% sucrose + L. plantarum S180.7 8 log CFU/ mL ; (ii ) (FT1) LDR
10% (95.5%) + 10% sucrose + L. plantarum S180.7 8 log CFU/ mL + chickpea flour (4.5%);
(iii) (FC2) 10% LDR (100%) + 10% sucrose + L. plantarum SBR64.7 8 log CFU/ mL ; (iv)
(FT2) LDR 10% (95.5%) + 10% sucrose + L. plantarum SBR64.7 8 log CFU/ mL + chickpea
flour (4.5%). The physicochemical (pH, titratable acidity, total soluble solids, stability during
storage, water retention capacity, total phenolics and antioxidant activity) and microbiological
(viability and in vitro simulation ) characteristics were evaluated in all formulations. Results:
The test formulation with the addition of 4.5% chickpea flour (FT1) presented significantly
lower values (P <0.05) of pH and significantly higher values (P <0.05) of acidity titratable
during the 24-hour fermentation in relation to the control formulations (FC1). The same was
observed in the FT2 formulation in relation to the control (FC2). There was no significant
difference (P <0.05) between the formulations in relation to protein content, in relation to
carbohydrate and ash content, the FT1 and FT2 formulations (regardless of the strain), with
the addition of 4.5% of chickpea flour presented significantly (P <0.05) higher levels. During
refrigerated storage, formulations FT1 and FT2 (regardless of strain), with the addition of
4.5% chickpea flour showed significantly lower values (P <0.05) of pH and TSS and
significantly higher values (P <0.05) of titratable acidity and viability of the potential
probiotics L. plantarum S180.7 and SBR64.7, in relation to the control formulations FC1 and
FC2 (regardless of the strain). Furthermore, the FT1 and FT2 formulations (regardless of the
strain), with the addition of 4.5% chickpea flour, showed better stability during storage ( mL )
on the 28th day of storage, compared to the control formulations. FC1 and FC2 (independent
of strain). There was no significant difference (P <0.05) in relation to the survival of the
potential probiotics L. plantarum S180.7 and SBR64.7 under simulated in vitro conditions of
the GIT in the different formulations. Formulations FT1 and FT2 (regardless of strain), with
the addition of 4.5% chickpea flour, showed significantly higher values (P <0.05) of total
phenolics during fermentation (24 hours) and storage (0O and 28 days), in relation to the
control formulations FC1 and FC2 (regardless of the strain). Conclusion: The addition of
4.5% chickpea flour increased the viability of the potential probiotics L. plantarum S180.7



and SBR64.7 during 28-day storage, reduced syneresis during storage and increased the
content of total phenolics during fermentation (24 hours) and storage (0 and 28 days).

Keywords: Milk; lactic acid bacteria; chickpea flour; viability; probiotic potential.
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ANVISA - Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria
AT - Acidez titulavel

BAL - Bactérias laticas

DSRC - Capacidade relativa de eliminac¢do do radical DPPHe
DPPH - 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl

FRAP - Potencial antioxidante redutor do Fe

FAO — Food and Agriculture Organization

FRAP - Fluorescence Recovery After Photo bleaching
HCI — Acido cloridrico

H3BO3 — Acido bérico

H2S04 — Acido sulfdrico

MRS - Man Rogosa and Sharpe

NaOH — Hidrdxido de sodio

NaCl — Cloreto de Sédio

OMS - Organizacdo Mundial da Saude

UFC - Unidades formadoras de colbnias

SST — Solidos Soluveis Totais

MAPA - Ministério da Agricultura e Pecuéria

GRAS - Generally Recognized as Safe

CO? - Didxido de carbono

TGI — Trato gastrointestinal
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO

O leite é proveniente de uma ordenha completa e sem interrupcGes, com vacas sadias,
devidamente alimentadas e descansadas (MAPA, 2002). O leite possui nutrientes essenciais,
tais como lipidios, carboidratos, proteinas, vitaminas e minerais (FOROUTAN et al., 2019).
Em sua composicdo quimica, o leite possui cerca de 3,5 % de proteina, 3,7 % de gordura e
cerca de 4,9 % de lactose (OLATUNJI et al.,, 2012). A proteina predominante no leite
(caseina), possui 0s nove aminoacidos essenciais ao organismo humano. (HUTH et al., 2006;
JAVAID et al., 2009). Os minerais encontrados no leite (célcio, fésforo, magnésio, zinco e
selénio) possuem funcdo de formacao Ossea e de transporte de oxigénio. Enquanto a lactose, o
acucar encontrado no leite e a fracdo lipidica sdo excelentes fontes de energia, as vitaminas

agem como antioxidantes (ABERRA et al., 2013).

As bactérias lacticas (BALs) sdo formadas por um grupo gram-positivo, catalase e
oxidase negativa. Geralmente estdo presentes no solo, silagem, leite, vegetais e carnes. Estas,
também sdo utilizadas por industrias para proteger produtos alimenticios contra acdo de
microrganismos patogénicos (LUNARDI et al., 2021; COSTA et al., 2019). As BALs podem
ser classificadas em homofermentativas (produz somente 4cido latico) e heterofermentativas
(além do acido latico sdo capazes de sintetizar acido acético ou etanol e CO2) (SILVA, 2022).
A partir do processo de fermentacdo, as BALs proporcionam aumento da vida de prateleira
dos alimentos. Isso ocorre devido a hidrolise de carboidratos e concomitante aumento do
acido lactico, que ocasiona a queda de pH, dificultando assim a proliferacdo de patdgenos
(PEREIRA, 2020; SILVA et al., 2020).

Os probidticos sdo microrganismos vivos que, quando administrados em quantidades
adequadas, proporcionam beneficios a satde do hospedeiro (FAO/WHO, 2002). Para que uma
bactéria lactica seja considerada probiotica, ela deve ser segura (auséncia de viruléncia e
genes transferiveis de resisténcia a antibidticos), ser resistente as situacdes adversas do trato
gastrointestinal, e além disso possuir atividade antimicrobiana e capacidade de aderéncia ao
epitélio intestinal (SHOKRYAZDAN et al., 2017; COSTA et al., 2019). Os probioticos sao
benéficos, pois modificam a flora intestinal, oferecem protecdo contra patdgenos, fortalecem
0 sistema imunoldgico e agregam valor nutricional aos alimentos (COSTA et al., 2013;
TRIPATHI, 2014).
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O Lactobacillus plantarum é uma bactéria lactica (BAL) gram-positiva,
heterofermentativa facultativa e com morfologia de bastonete. Possui diversas cepas, isoladas
dos mais diversos nichos ecoldgicos, como por exemplo: vegetais, carne, frutas, leite, silagem
e trato gastrointestinal de humanos e animais (TODOROQOV, 2010; SOUZA et al., 2013). Os
compostos produzidos durante a fermentagéo realizada pelo L. plantarum contribuem para as
caracteristicas organolépticas dos alimentos, tais como, sabor, aroma e textura (SOUZA et al.,
2013; LIU, 2018).

Além dessas caracteristicas, o L. plantarum também possui resisténcia a condigdes
adversas enfrentadas durante a passagem pelo trato gastrointestinal (HAMEED et al., 2021).
Para conseguir colonizar o c6lon, é necessario que os probidticos resistam ao pH baixo do
estomago (entre 2,5 e 3,5), sais biliares e acdo de enzimas (lipase, amilase, pepsina, lactase
entre outras). As matrizes lacteas sdo ricas em aminodcidos, assim agem aumentando a
resisténcia e protegendo os probioticos durante a passagem pelo trato gastrointestinal. O leite
possui acdo tamponante, devido a presenca de lipidios em sua composicdo. Ele age
aumentando a tolerdncia dos probioticos ao pH baixo encontrado no estdmago
(KHORSHIDIANA, 2020).

Apesar de conseguir resistir a passagem pelo TGI, o L. plantarum ndo consegue se
desenvolver adequadamente no leite, pois, ndo utiliza de forma eficiente substratos como
proteinas e os agUcares presentes no leite (caseina e as demais proteinas do leite, e a lactose,
respectivamente). Assim, o L. plantarum ndo secreta enzimas proteoliticas e, portanto, nao
consegue hidrolizar as proteinas e utilizar os aminoacidos do leite. Portanto, uma forma de
aumentar a viabilidade do L. plantarum é realizar suplementacdo com fontes ricas em
aminodcidos livres na matriz lactea, como por exemplo, o grdo-de-bico (MA et al., 2016;
HANG et al., 2020; NATH et al., 2020).

A farinha de gréo-de-bico por sua vez, é rica em proteinas fontes de aminoacidos
essenciais, aminoacidos livres (arginina), minerais, fibras e carboidratos (monossacarideos,
dissacarideos e oligossacarideos) (RACHWA-ROSIAK, 2015; MARGIER et al., 2018). O
grdo-de-bico possui em sua composicao fibras, que sdo consideradas prebidticas, capazes de
elevar o crescimento bacteriano e agregar valor nutricional as bebidas fermentadas (ZARE et
al., 2012).
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2 JUSTIFICATIVA

A partir do pressuposto de que o L. plantarum ndo consegue se desenvolver e se
manter vidvel no leite, realizar a suplementacdo com a farinha de grdo-de-bico rica em
aminoacidos, pode fornecer os substratos necessarios para o L. plantarum se desenvolver

adequadamente e se manter viavel durante o armazenamento.
2.1 Objetivo geral

Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas do leite fermentado com
dois potenciais probidticos, L. plantarum S180.7 ou L. plantarum SBR64.7, enriquecido ou

ndo, com 4,5 % de farinha de gréo-de-bico.
2.2 Objetivos especificos

« Avaliar a cinética de crescimento, bem como os parametros indicadores (pH, acidez
titulavel, solidos soliveis totais e viabilidade) do leite fermentado por os potenciais
probidticos L. plantarum S180.7 ou SBR64.7, enriquecido ou ndo, com 4,5 % de farinha de

gréo-de-bico.

 Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas e microbiologicas (pH, acidez titulavel,
solidos soluveis totais, estabilidade durante o armazenamento, capacidade de retencdo de dgua
e viabilidade) do leite fermentado por os potenciais probioticos L. plantarum S180.7 ou
SBR64.7, enriquecido ou ndo, com 4,5 % de farinha de grdo-de-bico durante o periodo de 28

dias de armazenamento (a cada 7 dias).

« Avaliar a sobrevivéncia dos potenciais probidticos L. plantarum S180.7 e SBR64.7
no leite fermentado enriquecido ou ndo, com 4,5 % de farinha de gréo-de-bico, apos

exposicdo as condicdes simuladas in vitro do trato gastrointestinal.

« Avaliar a concentracdo de fendlicos totais e atividade antioxidante do leite
fermentado por os potenciais probioticos L. plantarum S180.7 ou SBR64.7, enriquecido ou

ndo, com 4,5 % de farinha de grdo-de-bico.
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 Leite

O leite é oriundo da ordenha completa e ininterrupta, em condic6es de higiene, com
vacas sadias, bem alimentadas e descansadas. O leite também deve ser denominado de acordo
com a espécie que ele procede (MAPA, 2002). As glandulas mamarias sdo responsaveis por
produzir o leite, que em sua composi¢cdo possui nutrientes (lipidios, carboidratos, vitaminas,
proteinas e minerais) que atendem as necessidades para o desenvolvimento da saide humana.
Ele também € importante na nutri¢do, hidratacdo, estabelecimento da flora intestinal e sistema
imunolégico. Normalmente o leite é consumido por mamiferos jovens, porém, os humanos
s80 uma espécie que consomem o leite até a fase adulta. Em relagdo a producéo global, ha
cinco especies principais: 83% da producéo total de leite advém de vacas, 13% bufalas, 2%
cabras, 1% ovelhas e 0,4% camelas (FOROUTAN et al., 2019).

Um dos principais produtos do agronegocio brasileiro € o leite, é esperado que a sua
producdo cresca cerca de 20,9 % entre 2021 (36,3 bilhdes de litros) e 2030 (43,9 bilhdes de
litros). A producéo do leite bovino tem bastante representatividade e desempenha um papel de
extrema importancia, fornecendo cerca de 37,3% de proteinas consumidas por humanos. O
leite bovino € o terceiro principal produto da pecuaria brasileira, tendo uma grande relevancia
para 0 agronegocio, sendo assim, o leite é responsavel por 5% do valor bruto da producao de
toda a agricultura do pais (CARRA et al., 2022; BACCHI, 2022).

Em relacdo a producdo mundial, a Europa e a Asia produzem dois tercos do leite
mundial. J& os Estados Unidos é o pais com a maior produtividade (9000 kg de
leite/vaca/ano). A producdo mundial de leite é de 798 mil toneladas, sendo a Asia o continente
com maior volume. A india lidera o ranking, com 170 mil toneladas por ano, seguida dos
Estados Unidos com 92,2 mil toneladas por ano. A producdo leiteira no Brasil, atualmente,
passa de 35 bilhdes de litros por ano (HENRIQUE, 2020).

Na alimentacdo humana, o leite de vaca é o mais utilizado, arquedlogos encontraram
evidéncias da extracdo e utilizacdo do leite 9.000 a.C. Os povos sumérios foram os primeiros
a criar gado e utilizavam o leite para alimentacdo e fabricacdo de manteigas. (PELLEGRINI
et al.,, 2012). A capacidade de extrair o leite e consumi-lo até a fase adulta teve papel
importantissimo para a evolucdo da agricultura, estabelecimento e sobrevivéncia de povos e
desenvolvimento de produtos secundarios. Essa capacidade foi essencial para a salde,

crescimento, migracdo e sucesso dos humanos nos ultimos 10.000 anos (FOROUTAN et al.,
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2019). Com a revolugdo industrial, em meados do seculo XIX, houve um aperfeicoamento das
técnicas, assim fortalecendo a inddstria de laticinios. Com essa modernizagdo, surgiu o
processo de pasteurizacdo em 1864, esse processo foi e é importante para que as indUstrias

fornecam um produto mais seguro microbiologicamente (HENRIQUE, 2020).

Em relacdo a sua composicdo quimica, o leite € composto por aproximadamente
87,2% de agua, 3,7% de gorduras, 3,5% de proteinas, 4,9% de lactose, 0,7% de cinzas e
possui pH 6,8 (OLATUNJI et al., 2012). Essa composi¢do pode variar de acordo com a raca,
periodo de lactacdo, alimentacdo, idade e clima (SILVA et al., 2019). A composi¢cdo quimica
do leite o torna um substrato excelente para o crescimento de microrganismos contaminantes
que podem vir do interior do Ubere, superficies externas do animal, equipamentos de

manipulacdo do leite e outras fontes (WORKU et al., 2012).

Ja no ponto de vista nutricional, o leite € uma excelente fonte de proteina, gorduras,
carboidratos, vitaminas e minerais. A proteina do leite contém os nove aminoacidos essenciais
para crescimento e desenvolvimento dos seres humanos. Os nove aminoacidos essenciais sao
histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, treonina, triptofano e valina
(HUTH et al., 2006). As proteinas do leite sdo necessarias ao organismo humano para
construir e reparar tecidos, e também para auxiliar na producao de anticorpos que circulam no
sangue (JAVAID et al., 2009).

Alguns minerais encontrados no leite incluem célcio, magnésio, fosforo, potassio,
selénio, zinco, cobre, ferro, manganés e sddio. Os minerais do leite sdo utilizados no
metabolismo humano de varias formas: cofator enzimaticos, formacdo Ossea, equilibrio
hidrico e manutencdo do corpo e transporte de oxigénio. Ja a lactose e a gordura do leite séo
boas fontes de energia, enquanto as vitaminas do leite desempenham muitas funcGes no
organismo humano que incluem como cofatores do metabolismo, precursores de horménios e
antioxidantes (ABERRA et al., 2013).

A partir do leite, € possivel que haja utilizacdo em agroinddstrias alimenticias, ou até
mesmo na culinéria industrial. E possivel produzir derivados lacteos, como por exemplo:
gueijo, manteiga, sorvete, iogurte, leite fermentado, leite condensado, creme de leite, leite em
po e doce de leite (HENRIQUE, 2020).

3.2 Bactérias laticas
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As bactérias laticas (BALS) séo caracterizadas como Gram-positivas, ndo esporuladas,
catalase e oxidase negativa, anaerdbia facultativa e apresentam metabolismo fermentativo.
Essas bactérias sdo detentoras de um grande potencial em relacdo a biopreservacdo de
produtos alimenticios, podem ser encontradas no solo, na &gua, silagem, nas superficies de
plantas, no trato digestorio, respiratorio, boca e pele de animais e humanos, e também estdo
presentes no leite, vegetais e carnes. A grande maioria das BALs possuem status GRAS
(Generally Recognized as Safe), por esse motivo, elas sdo bastante utilizadas por industrias
alimenticias, pois sdo seguras para consumo (LUNARDI et al., 2021; COSTA et al., 2019;
KONIG, 2017).

As BALs sdo pertencentes ao filo Firmicutes e sdo representadas pela Ordem
Lactobacillales, sendo esta Ordem dividida em 6 Familias: Aerococcaceae,
Carnobacteriaceae, Enterococcaceae, Lactobacillaceae, Leuconostocaceae e
Streptococcaceae. Estas familias s@o divididas em 6 géneros: Enterococcus, Lactobacillus,
Pediococcus, Leuconostoc, Lactococcus e Estreptococo. Entretanto, os géneros Lactobacillus,
Leuconostoc, Pediococcus, Lactococcus e Streptococcus sdo os mais conhecidos e utilizados
pela industria de alimentos. O filo Actinobacteria também contém representantes bacterianos
que tambeém apresentam capacidade de sintetizar o acido lactico. Tais bactérias sao
representadas pelos géneros Aerococcus, Microbacterium, Propionibacterium e
Bifidobacterium (SAUER et al., 2017).

Recentemente, o género Lactobacillus precisou ser reclassificado, devido a extensdo
da diversidade do género original, com isso, se tornou dificil classificar, nomear e distinguir
os diferentes Lactobacilos. Os novos 23 géneros sdo Lactobacillus, Paralactobacillus sdo os
sequintes:  Amylolactobacillus, Acetilactobacillus, Agrilactobacillus, Apilactobacillus,
Bombilactobacillus, Companilactobacillus, Dellaglioa, Fructilactobacillus,
Furfurilactobacillus, Holzapfelia, Lacticaseibacillus, Lactiplantibacillus, Lapidilactobacillus,
Latilactobacillus, Lentilactobacillus, Levilactobacillus, Ligilactobacillus,
Limosilactobacillus, Liquorilactobacillus, Loigolactobacilus, Paucilactobacillus,
Schleiferilactobacillus e Secundilactobacillus (AY1VI et al., 2020).

Pelo fato das BALs apresentarem metabolismo fermentativo sdo consideradas de
grande importancia para a industria de alimentos fermentados. Tais bactérias podem ser
classificadas como homofermentativas e heterofermentativas. As homofermentativas
apresentam a capacidade de converter a glicose exclusivamente em acido lactico, sendo este o

Unico produto final. Ja as heterofermentativas, além do &cido lactico sdo capazes de sintetizar
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também 4&cido acético ou etanol e CO2. As BALs homofermentativas, tais como, as
pertencentes aos géneros Lactobacillus e Streptococcus sdo utilizadas como culturas
iniciadoras da fermentacdo na producdo de alimentos, pelo fato de produzir o &cido lactico
como Unico produto final da fermentacdo. Neste caso, garante-se uma fermentacdo mais
rapida e consequentemente diminui o risco de contaminacdo. Ja as culturas
heterofermentativas, sdo utilizadas como culturas adjuntas. Por sintetizar compostos como
diacetil e acetil, sdo importantes no desenvolvimento de flavor do produto. O diacetil tem um
grande potencial aromatico e de flavor que conferem caracteristicas sensoriais aos alimentos
(SILVA, 2022).

Algumas BALSs séo responsaveis por converter agucares, acidos organicos, proteinas e
gorduras em componentes que irdo conferir qualidade nas caracteristicas organolépticas. Elas
também séo bastante utilizadas como fermento lactico na producéo de queijos, pois conferem
caracteristicas organolépticas (cor, sabor, aroma e textura) e agregam valor ao produto final
(LUNARDI et al., 2021). Para que tenha efeito das BALs na qualidade do produto final é
necessario que elas se mantenham viaveis, sua viabilidade pode ser afetada por fatores como
condicbes de fermentacdo, temperatura de armazenamento, método de conservacdo e
caracteristicas inerentes da espécie utilizada. Essas condi¢cdes sdo de extrema importancia

para que elas desempenhem suas fungdes (MOTTA, 2015).

As BALs geralmente sdo seguras para consumo humano (GRAS) e possuem uma
dupla funcdo na fermentacdo dos alimentos. Elas também séo responsaveis por aumentar a
vida Util dos produtos por meio da metabolizagcdo dos carboidratos, resultando em decréscimo
do pH que cria um ambiente desfavoravel para proliferacdo de microrganismos deterioradores
e patogénicos. As BALs e as bacteriocinas, sdo responsaveis por conservar os alimentos,
antagonizando pat6genos e microrganismos deteriorantes, como S. aureus (PEREIRA, 2020;
SILVA et al., 2020).

As bacteriocinas sao pequenos peptideos que foram sintetizados pelo ribossomo, e que
possuem propriedades antimicrobianas. Elas sdo produzidas pelas BALs, com a finalidade de
atacar outras bactérias Gram-positivas. Algumas bacteriocinas como a nisina e a pediocina
sdo usadas como conservantes em alimentos, pois conseguem inibir o crescimento de
microrganismos deteriorantes e patogénicos. Essas bacteriocinas também auxiliam na
competitividade das células produtoras, isso é importante para BALS que sdo utilizadas como

culturas iniciadoras em produtos fermentados. O mecanismo de agédo das bacteriocinas, assim
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como a nisina, se da por meio da ruptura da membrana celular, mediante a formacéo de poros
ou de um efeito detergente. (MORA-VILLALOBOS et al., 2020).

As BALs homofermentativas, mais utilizadas pelas industrias na producdo de
alimentos sdo as do género Lactobacillus e Streptococcus, pois o acido latico que é produzido
por elas é usado como flavorizante, acidulante, tamponante e inibidor de bactérias
deteriorantes em produtos lacteos. J& as bactérias heterofermentativas mais utilizadas séo as
do género Weissella spp. e Leuconostoc spp., pois o acido que é produzido por elas tem
funcdo aromatizante, e é utilizado em industrias de laticinios como flavorizante, ela também é

utilizada para fornecer uma melhor textura e sabor para os alimentos (LUNARDI et al., 2021).

As culturas laticas tambem podem ser divididas em acido-laticas starter ou iniciadoras,
por serem capazes de metabolizar lactose, e culturas non starter, que também s&o conhecidas
como adjuntas (LUNARDI et al.,, 2021). As culturas iniciadoras sdo microrganismos que
serdo adicionados na matéria-prima para que, por meio de suas atividades metabolicas,
consigam realizar o processo de fermentacdo, tendo como resultado um produto final
(GIRAFA, 2010).

Normalmente as culturas iniciadoras sdo utilizadas para a producédo de &cido latico a
partir da lactose, isso ira auxiliar na coagulacéo da proteina do leite, assim causando queda no
pH. As BALSs iniciadoras podem influenciar o sabor e textura dos produtos em que elas foram
adicionadas, por meio da quebra de proteinas e gorduras, ja a diminuicdo do pH certamente
ird inibir microrganismos deteriorantes e patdgenos. Em inddstrias, quando € necessario
realizar a fermentacéo, as cepas selecionadas sdo cultivadas em larga escala e incorporadas a

matéria-prima. Essas culturas sdo denominadas culturas iniciadoras (GIRAFA, 2010).

As culturas iniciadoras mais utilizadas sdo do género: Lactococcus, Lactobacillus,
Streptococcus, Leuconostoc e Enterococcus (SILVA et al., 2020). Além da fermentacdo da
lactose, as culturas iniciadoras também sdo fundamentais para a degradacdo da caseina em
peptideos e em aminoacidos livres. Ela é responsavel pela biotransformacdo desses
aminodcidos livres em uma diversidade muito grande de compostos aromaticos (LUNARDI
et al., 2021).

As culturas non starter ou adjuntas, ndo fazem parte das culturas iniciadoras utilizadas
pelas indlstrias de laticinios, geralmente sdo encontradas no leite cru e sem algum
processamento. Elas sdo representadas por espécies heterofermentativas de lactobacilos

mesofilicos como Lactobacillus casei spp., L. paracasei spp., L. rhamnosus spp e L.
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plantarum spp. Também podem ser formadas por outros géneros, como: Pediococcus spp.,

Leuconostoc spp. e Micrococcus spp (PEREIRA, 2020).

Para as indUstrias lacteas as BALs sdo de extrema importancia, pois contribuem
aumentando a vida de prateleira dos produtos (PEREIRA, 2020). Essas bactérias também sdo
importantes pelo seu papel antimicrobiano, pois ao iniciar o processo de fermentacdo da
lactose produz substancias como &cido latico, diacetil e bacteriocinas que possuem fungédo
profilatica, assim retardando e/ou inibindo os patégenos, logo, ird oferecer uma segurancga aos
alimentos (SILVA, 2022).

3.3 Bactérias laticas probioticas

A palavra probiodtico deriva da lingua grega e significa “para vida", ou seja, € um
organismo que confere saide ao hospedeiro. Os probiodticos sdo microrganismos vivos que,
quando administrados em quantidades adequadas, proporcionam beneficios a saude do
hospedeiro (FAO/WHO, 2002; ZENBEBOODI et al., 2020). As BALSs probidticas podem ser
oriundas de diversas fontes, como por exemplo: alimentos fermentados, animais e humanos.
Todavia, para que a cepa probiotica seja julgada para uso humano, ela deve ser isolada do
sistema da microflora humana, e com uma alta capacidade de se aderir as paredes intestinais
humanas. Além disso, ela deve ser segura e ndo apresentar riscos ao hospedeiro (AYIVI et al.,
2020).

O conceito de probioticos foi mencionado primeiramente em 1908, quando o ganhador
do Prémio Nobel, Elie Metchnikoff propds que a longevidade dos camponeses balgaros era
resultante do consumo de produtos lacteos fermentados. Em 1917 em meio a Primeira Guerra
Mundial, Alfred Nissle fez o isolamento de uma cepa de Escherichia coli, ndo patogénica das
fezes de um dos soldados que ndo teria desenvolvido enterocolite durante o surto de
Shigelose. Esta estirpe foi intitulada E. coli Nissle 1917, e ap0s isso foi utilizada no
tratamento de salmonelose gastrointestinal e shigelose. Minoru Shirota, acreditava no
potencial terapéutico das bactérias na modulacdo da microflora intestinal. Em 1930, ele isolou
e cultivou uma cepa de Lactobacillus que foi capaz de sobreviver a passagem pelo TGI. Essa

bactéria foi nomeada Lactobacillus casei cepa shirota (A.MIZOCK et al., 2015).

O termo “probiodtico” foi utilizado pela primeira vez por Lilly e Stillwell, (1965), eles
descreveram como substancias secretadas por um organismo que estimula o crescimento de
outro. Parker, (1974) descreveu 0s probi6ticos como organismos que contribuem para que

haja um balango da microbiota intestinal e Fuller, (1989) caracterizou os probidticos como
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suplementos alimentares microbianos vivos que sdo benéficos ao hospedeiro e contribuem

para a melhora de sua microbiota.

Em 1899, Henry Tissier (Instituto Pasteur, na Franga) fez o isolamento de
bifidobactérias presentes em fezes de bebés amamentados, e pode perceber que essas bactérias
eram componentes predominantemente da microflora intestinal humana. Assim, ele propds
que fosse administrado bifidobactérias a criangas com o diagnostico de diarreia, pois ele
acreditava que as bifidobactérias iriam deslocar as bactérias proteoliticas e se restabeleceram

como microrganismos intestinais dominantes (AY1VI et al., 2020).

Mais tarde, EI-Soud et al., (2015) confirmou a recomendacdo de Tissier. Em seu
estudo, EI-Soud complementou a formula lactea com Bifidobacterium lactis para criancas
diagnosticadas com diarreia aguda. Foi comprovado que a terapia reduziu de modo
significativo a frequéncia e duracdo da doenca, e diminuiu também o periodo de

hospitalizacao das criancas.

Pesquisas realizadas pela empresa Ganeden (referéncia mundial de produtos
probidticos) mostraram que a estimativa de crescimento do mercado global de probioticos
serd de $69 bilhdes com uma taxa anual de 7% até o ano de 2023. A América Latina é a
regido que demonstrou maior consumo de produtos com probioticos, em destaque o Brasil,
que representa 52% do mercado latino-americano, seguido pelo México com 28%. O Brasil é
0 maior mercado e tem o maior potencial de expanséo, cerca de 11% até 2022 (HILACHUK,
2022).

Os probioticos autorizados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA
para uso em suplementos alimentares em adolescentes e adultos, exceto para lactentes (0 a 12

meses) ou criancas de primeira infancia (1 a 3 anos) sao:



PROBIOTICOS

LIMITES MINIMOS DEVEM SER
FORNECIDOS PELOS SUPLEMENTOS
ALIMENTARES NA RECOMENDACAOQ

DIARIA DE CONSUMO = 190 ANOS

Bifidobacterium animalis subsp. lactis 1x10° UFC
BB12 (D5M 15954)

Bifidobacterium animalis subsp. lactis 2x10°UFC
HNO019 (ATCC 5D3674)

Lactobacillus acidophilus NCFM (ATCC 1 x10°UFC
SD5221)

Lactobacillus gasseri BNER17 (KCTC 1 x 100 UFC
10902BF}

Lactobacillus rhamnosus HNO01 (ATCC -
SD3673)

Lactobacillus  rhamnosus GG (ATCC 1 x 100 UFC
53103)

Lactobacillus  rhamnosus GG (DSM 1 x 100 UFC
33158)

Limosilactobacillus reuter] D5M 17938 1 x103UFC

Associacio de Lactobacillus rhamnosus
RO011 (CNCMI-17207 e de Lactobacilius
helveticus RO052 (CNCM I-1722)

8 x 10°UFC, sendo 7.6 x 10° UFC de L.
rhamnosus e 4 x 108 UFC de L. helveticus

Associacio de Laciobacillus helveticus
RO052 (CNCM I-1722) e de
Bifidobacterium longum R0175 (CNCM
I-3470)

3x 10°UFC, sendo 2,7 x 10° UFC de L.
helveficus e 3 x
103 UFC de B. longum

Associacio de Bifidobacterium lactiz BI-
07 (ATCC SD5220), de Lactobacilius
acidophilus NCFM (ATCC SD3221), de
Bifidobacterium lactis BI-04 (ATCC
SD5219) e de Laciobacillus paracasei
Lpc-37 (ATCC 5D5275)

1.7 x 10 UFC, sendo 4.25 x 10° UFC para
cada linhagem

Fonte: Adaptado ANVISA, (2020).

Figura 1 Probidticos autorizados pela ANVISA para adolescentes e adultos
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J& os indicados para lactentes (0 a 12 meses) ou criangas de primeira infancia (1 a 3

anos) sdo os:

PROBIOTICOS LIMITES MINIMOS DEVEM SER
FORNECIDOS PELOS
SUPLEMENTOS ALIMENTARES
NA RECOMENDACAO DIARIA DE
CONSUMO
Bifidobacterium animalis subsp. lactis 1x108UFC
BBE12 (DSM 15934
Bifidobacterium [actis NCC 2818 1x10°UFC
Lactobacillus  rhamnosus GG (ATCC 1 x 10" UFC
53103)
Lactobacillus  rhamnosus GG (DSM 1x 10 UFC
33156)
Lactobacillus rhamnosus HN001 (ATCC 6 x 10°UFC
SD5675)
Limosilactobacillus reuteri DSM 17938 1x108UFC

Figura 2 Probidticos autorizados pela ANVISA para lactentes (0 a 12 meses) ou criancas de
primeira infancia (1 a 3 anos).

Fonte: Adaptado ANVISA, (2020).

A maioria dos probidticos disponiveis para comercializacdo sao pertencentes ao grupo
das BALs, principalmente os géneros Lactobacillus e Bifidobacterium, devido ao seu
historico de seguranca (PACHECO et al., 2010).

Para uma bactéria lactica ser considerada probiotica, é necessario ter status GRAS
(Generally Recognized as Safe), apresentar tolerancia as condicGes de estresse do trato
gastrointestinal, como, por exemplo, o pH &cido do suco gastrico, a pepsina, a protease
duodenal e os sais biliares. Também deve apresentar capacidade de aderir ao epitélio
intestinal e apresentar atividade antimicrobiana. Além disso, € importante que ele seja
resistente a antibioticos e ndo possua efeitos adversos a saude (SHOKRYAZDAN et al.,
2017; COSTA et al., 2019).

A RDC N° 241, de 26 de julho de 2018, relata que para ser considerado um probidtico
ele deve ter: historico de uso seguro, auséncia de registros de eventos adversos relevantes,

devem ser obtidos a partir de estudos clinicos ou vigilancia pds-uso, auséncia de fatores de
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viruléncia e patogenicidade relevantes para a salde humana, auséncia de producdo de
substancias ou metabolitos que representem risco a salde humana, auséncia de resisténcia
potencialmente transferivel a antibiéticos relevantes para a satide humana e susceptibilidade a,
pelo menos, dois antibidticos ( ANVISA, 2018).

De acordo com a FAO/OMS, para ser considerado um probidtico, é necessario que o
microrganismo tenha identificacdo internacionalmente conhecida; resista a acidez do
estdmago e bile; seja benéfico ao hospedeiro (com resultados obtidos in vivo e in vitro); tenha
seguranca comprovada e que se mantenha vidvel até o consumo. Ja o teor de células viéveis e
vivas na porcdo do alimento recomendado para consumo diéario deve ser de 10° UFC/porcio

diaria até o fim do prazo de validade do produto, com incerteza de 0,5 log (FAO/OMS, 2012).

Varios beneficios dos probioticos a saude tém sido relatados na literatura, tais como,
realizar a manutencdo da microflora intestinal, fornecer uma protecdo contra patdgenos,
reforcar o sistema imunologico, reduzir a pressdo arterial, e fornecer uma utilizacdo mais
eficiente dos nutrientes, assim, melhorando o valor nutricional dos alimentos. Além disso,
eles também sdo capazes de realizar a hidrélise da lactose, modulacdo da constipacdo,
atividade antimutagénica e anticarcinogénica, melhora do quadro de pacientes com diabetes
tipo 2 (resisténcia a insulina) e obesidade. E importante ressaltar que estes beneficios sdo
obtidos por linhagens probidticas especificas, e ndo por géneros especificos. Cada linhagem
estad relacionada a um beneficio, portanto, nenhuma cepa ira fornecer todos estes beneficios
(COSTA et al., 2013; TRIPATHI, 2014).

Zendeboodi et al., (2020) cita varios efeitos benéficos dos probioticos, entre eles, 0os
que se destacam sdo: agregar e aumentar o valor nutricional dos alimentos, controlar e reduzir
0 colesterol sérico, prevenir e retardar infecgdes intestinais, ceifar a diarreia associada a
antibiodticos, reduzir os sintomas que estdo associados a intolerancia a lactose, diminuir o risco
de cancer de célon e melhora na digestdo da gliadina. Em seu estudo, Han et al., (2021)
relatam que os probidticos sdo benéficos no tratamento e prevencdo de doencas cronicas,

infecciosas, autoimunes e pediatricas.

Para ser um microrganismo probidtico é necessario que ele seja de origem humana
(também sdo aceitos de diferentes nichos ecoldgicos), ndo patogénico, seja resistente ao
processamento, ser resistente a bile, ter adesdo as células epiteliais, capacidade de sobreviver
as condigdes do trato gastrointestinal e capacidade de estimular a atividade no local de ades&o

(trato gastrointestinal). A grande maioria dos estudos que abordam os probidticos e a sua
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utilizagdo estdo focados no trato gastrointestinal, pois, é I que os probi6ticos competem com
outros microrganismos para conseguir se aderir, eles também sdo capazes de produzir
compostos antimicrobianos, sendo esse processo denominado de “resisténcia a coloniza¢ido”

(PEREIRA, 2019).

Dentre 0os mecanismos de acdo dos probidticos pode-se citar a interagcdo com o epitélio
intestinal, producdo de &cidos organicos, exclusdo competitiva, producdo de moléculas que
possuem efeitos sistémicos e competicdo contra bactérias patogénicas. Além disso, eles
competem por nutrientes nos locais de adesdo, produzem metabdlitos antimicrobianos e
alteram as condi¢des ambientais. Os probidticos possuem, resumidamente, trés modos de
acdo: (I) eles conseguem modular o sistema imunoldgico inato e adquirido, assim, conseguem
agir na prevencdo de doencas infecciosas e inflamagGes cronicas do TGI. (I1) os probidticos
impactam diretamente 0s microrganismos patogénicos, com isso, consegue restituir o
equilibrio microbiano no intestino. (I11) os probioticos também podem estar ligados a
atividades que irdo afetar os produtos microbianos (toxinas e sais biliares), com isso, ocorrera
a inutilizacdo destas toxinas, levando a desintoxicacdo do intestino. Os probidticos também
inibem o crescimento de bactérias patogénicas, por meio da liberagdo de peptideos
antimicrobianos (bacteriocinas e reuterina) e secretam imunoglobina A que ird auxiliar na
imunidade humoral intestinal (SANDERS, 2018; AY1VI et al., 2020).

As BALSs sdo capazes de produzir &cidos graxos de cadeia curta e peroxidos que retardam
e até mesmo impedem o crescimento de patdgenos (por inibicdo competitiva) em produtos
lacteos. Essas bactérias também conseguem interagir com as células do epitélio intestinal e
células imunoldgicas, assim desencadeando sinais imunolégicos (GUPTA, 2009). O registro
na ANVISA ¢ obrigatério para substancias bioativas, probidticos e alimentos com
propriedades funcionais (ANVISA, 2000).

3.4 Lactobacillus plantarum

O Lactobacillus plantarum foi denominado inicialmente como Streptobacterium
plantarum por Orla-Jensen e Holland (1919), e descrito por Pederson (1901) como uma BalL
capaz de usar vegetais como substrato. O L. plantarum é um microrganismo Gram-positivo,
possui morfologia de bastonete, é anaerdbio e heterofermentativo facultativo. Essa espécie
tem status GRAS (Generally Recognized as Safe) e possui diversas cepas que foram isoladas
de diferentes nichos ecoldgicos (diferentes materiais vegetais, carne, peixe, frutas, legumes,

leite, silagem, produtos de cereais, nascente e dguas residuais, e no estbmago de humanos e
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animais). Devido a sua alta capacidade de adaptacdo em diferentes ambientes, o L. plantarum
tem sido nomeado como "némade”, pois ela consegue se transferir do ambiente para o homem
e vice-versa. A cepa L. plantarum é mesdfila, com crescimento em temperaturas a partir de
15°C até 45°C (TODOROV, 2010; SOUZA et al., 2013).

As espécies do género Lactobacillus sdo microrganismos dominantes, que podem ser
encontrados na nutricdo humana e também na microbiologia alimentar, principalmente, em
alimentos fermentados (BEHERA, 2018).

Dominio: Bactérias

Filo: Firmicutes

Classe: Bacilos

Ordem: Lactobacillales

Familia: Lactobacillaceae

Género: Lactobacillus

Espécie: Lb. plantarum

Figura 3 Classificacdo taxondmica de Lactobacillus plantarum

Fonte: Adaptado BEHERA, (2018).

A utilizacdo do L. plantarum tem sido feita em diversos produtos alimenticios, como
vegetais fermentados, cereais, carnes, peixes, laticinios e produtos de bebidas e alimentos
fermentados. Ele contribui com a formacéo das propriedades organolépticas (sabor e textura),
além disso, ele também produz &cido latico, acidos organicos (por exemplo, acido acético) e
algumas cepas apresentam capacidade de sintetizar compostos antimicrobianos como as
bacteriocinas, assim contribuindo para a seguranca dos alimentos. Entretanto, a ANVISA ndo
reconhece o L. plantarum como probi6tico, mesmo ele sendo utilizado em diversos outros
paises da Unido Europeia (Alemanha, Franga, Italia), e pelos Estados Unidos (SOUZA et al.,
2013; LIU, 2018; HANG et al., 2020).
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O microrganismo Lactobacillus plantarum é utilizado por industrias, pois, é tolerante
a acidez, sais biliares, consegue sobreviver a passagem pelo TGI e € seguro para consumo de
humanos e animais. Ele sobrevive ao pH &cido do estbmago e duodeno, resiste aos &cidos
biliares no intestino delgado e conseguem colonizar no TGI para poder aderir-se a mucosa.
Para ser considerado probidtico, sua taxa de sobrevivéncia ndo deve ser inferior a 10° UFC/g.
O L. plantarum é utilizado no tratamento da sindrome do intestino irritdvel, também auxilia
na distensdo abdominal e flatuléncia. Além disso, ha indicios que algumas cepas de L.
plantarum possuem efeito modulador do sistema imunoldgico (BIXQUERT, 2009;
SUNANLIGANON et al., 2012; MA et al., 2016; HAMEED et al., 2021).

Algumas cepas de L. plantarum possuem fungdes benéficas in vivo, como por
exemplo: regulagdo do sistema imunologico, melhora no quadro de intolerancia a lactose,
inibicdo de patdgenos intestinais, prevencdo de doencgas cardiovasculares, redugdo do
colesterol, controle de ganho de gordura corporal e reducdo de inflamacdo. Diante disso, €
notdrio que essas cepas possuem potencial para serem usadas como probidticos funcionais
(BIXQUERT, 2009; SUNANLIGANON et al., 2012; MA et al., 2016; HAMEED et al.,
2021).

Os produtos lacteos e o leite, em especifico, sdo adequados para o crescimento de
BAlIs, porém, as cepas de L. plantarum ndo conseguem se desenvolver de forma adequada no
leite sem suplementacdo. O seu crescimento é dependente de sua capacidade de usar oS
substratos no leite bovino, como caseina e lactose, porém, o L. plantarum ndo consegue
utilizar com eficiéncia estes ingredientes do leite. Diante do pressuposto, é importante realizar
a suplementacdo do leite fermentado com L. plantarum para obter resultados satisfatérios.
Estudos recentes vém tentando estimular o crescimento e acidificacdo do L. plantarum no
leite, por meio de suplementos promotores de crescimento. Fontes de vitaminas,
antioxidantes, compostos bioativos, minerais e aminoacidos conseguem auxiliar no
crescimento e rendimento do L. plantarum (MA et al., 2016; HANG et al., 2020; NATH et
al., 2020).

Em seu trabalho, Ma et al. (2016) citou os nutrientes essenciais necessarios para a
fermentacdo do leite por L. plantarum (L. plantarum ST-IIl, L. plantarum WCFS1 e L.
plantarum LPHS) e relatou que os L. plantarum ndo cresceram adequadamente no leite sem
suplementacdo. Para ele crescer adequadamente, é necessario fortificar o leite com seis
aminodacidos (isoleucina, leucina, valina, tirosina, metionina e fenilalanina) e adenina. As

contagens viaveis de L. plantarum no leite fermentado suplementado com 0,1 g/L de adenina
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e 0,2 g/L de aminoacidos foram 8,34 e 9,18 UFC/g em 24 e 48 h de fermentagdo. Ja o
tratamento controle foram apenas 7,65 e 7,59 UFC/g em 24 e 48 h, respectivamente. Estudos
revelaram que o leite fermentado age como matriz carreadora das cepas de L. plantarum,
desta forma, ha uma maior carga bacteriana probiotica na hora do consumo. Porém, ha uma
reducéo dessa carga durante a passagem pelo TGl, logo, a dose diaria recomendada é de 108 a
10° UFC/g (HANG et al., 2020; NATH et al., 2020).

Li et al. (2017) estudaram sobre a influéncia do L. plantarum IMAUS80106,
IMAU10216 e IMAU70095 nas propriedades de fermentacdo do iogurte. Ele concluiu que o
leite fermentado é uma matriz carreadora adequada para o crescimento de L. plantarum
IMAU80106, IMAU10216 e IMAU70095. As contagens de probi6ticos viaveis estdo em
niveis adequados (pelo menos 10° UFC/g). Ja Souza et al. (2013) produziram um leite
fermentado com L. plantarum BG112 e avaliou-se seu comportamento microbiologico, fisico-
quimico e sensorial durante 70 dias de armazenamento. A contagem de L. plantarum BG112
variou de 10,1 a 8,9 log UFC mL-1, no inicio e final do armazenamento, sua viabilidade ficou
acima do minimo exigido pela legislacdo brasileira alimentar, que possui alegacbes de
propriedades funcionais e/ou sanitarias para que possa ser caracterizado como alimento
probidtico. O autor conclui que, o L. plantarum BG112 apresentou 6tima viabilidade em leite
fermentado, e que por mais que ele ndo seja considerado probidtico pela legislacéo brasileira,

ele é promissor na producdo de alimentos com propriedades funcionais e/ou sanitarias.

3.5 Leite fermentado probidtico

Desde os primordios, leites fermentados sdo conhecidos por serem saudaveis. O
processo de fermentacdo é bem antigo, foi desenvolvido a milhares de anos atras, os povos
antigos faziam isso a fim de conservar os alimentos para tempos de escassez. Os cientistas
Hipdcrates, acreditavam que o leite fermentado ndo era apenas um produto alimentar, mas era
também um medicamento. O leite fermentado era utilizado no tratamento e cura de distdrbios
do intestino e estbmago (BELL, 2017; AYIVI et al., 2020).

Para que ocorra a fermentacdo do leite € importante utilizar BALs que irdo liberar
peptideos potencialmente bioativos. Esse processo pode acontecer com BALs dos géneros
Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus e Lactobacillus. Bactérias dos
géneros Bifidobacterium e Enterococcus também séo utilizadas no processo de fermentacéo
do leite, pois contribuem para a saude dos consumidores, porém sao utilizadas em menor

escala, pois as Bifidobacterium apresentam crescimento lento e as Enterococcus possuem
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algumas estirpes com histdrico de patogenicidade (MORAES et al., 2022). O leite fermentado
é benéfico a salde e tem efeito anti-hipertensivo, antidiabético e anticancerigenos
(KHORSHIDIANA, 2020).

De acordo com a Instrucdo Normativa N° 46, de 23 de outubro de 2007 do
MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO - MAPA, entende-
se como leite fermentado produtos que podem ser adicionados ou ndo de outras substancias
alimenticias, obtidas a partir da coagulacdo e diminuicdo do pH do leite, ou reconstituido, e
pode ser adicionado ou ndo de outros produtos lacteos por acdo de microrganismos
especificos. O processo de fermentacdo pode ser realizado com um ou Vvarios dos seguintes
cultivos: Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Bifidobacterium sp, Streptococcus
salivarius subsp thermophilus e/ou outras BALS que, por sua atividade, contribuem para a

determinag&o das caracteristicas do produto final (MAPA, 2007).

De acordo com o conteudo de matéria gorda, os leites fermentados se classificam em:
Com creme (base lactea tenha um contetdo de matéria gorda minima de 6,09/1009); integrais
(base lactea tenha um contetdo de matéria gorda minima de 3,0g9/100g); parcialmente
desnatados (base lactea tenha um conteddo de matéria gorda maxima de 2,99/100g) e
desnatados (base lactea tenha um contetdo de matéria gorda maxima de 0,59/100g). Quando
hd a adicdo de ingredientes opcionais ndo lacteos (frutas, sucos, polpas e cereais), antes,
durante ou depois da fermentacdo, até um maximo de 30% m/m, classificam-se como leites
fermentados com adicGes. Para ser considerado leite fermentado probiotico, € necessario que
a estirpe bacteriana que resultou a fermentacéo seja probiotica. A contagem de BALS totais do
leite fermentado deve ser no minimo 10° UFC/g. Os microrganismos dos cultivos utilizados
devem ser viaveis, ativos, abundantes e estar em concentracdo igual ou superior aquela citada

anteriormente no produto final e durante seu prazo de validade (MAPA, 2007).

Santos et al. (2017) utilizou o extrato de bagaco de uva (15 e 17 g) no leite de cabra
fermentado por um periodo de 28 dias, contendo os probioticos L. acidophilus LA-5 e L.
rhamnosus HNOO1. O extrato demonstrou efeito protetor na viabilidade de L. acidophilus,
isso devido aos seus compostos polifendlicos com propriedades antioxidantes. No entanto,
apos 14 dias de armazenamento, as populacbes de L. acidophilus foram significativamente
menores quando comparadas as de L. rhamnosus, e, apenas 0 L. rhamnosus manteve sua

viabilidade acima de 7 log UFC mL -1 durante todo o periodo investigado.
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Em outro estudo, foi adicionado polpas de vérias espécies de Annona ao iogurte
probidtico por um periodo de 28 dias de armazenamento, a polpa ndo demonstrou efeitos
significativos em relacdo a contagem das bactérias, porém, ela manteve a viabilidade do
probiético B. animalis ssp. lactis Bb-12 (manteve o minimo terapéutico recomendado de 10°
UFC/ml ao longo de 28 dias de vida util) e aumentou significativamente a atividade
antioxidante do iogurte, que apresentou maiores atividades antioxidantes no primeiro dia de

armazenamento em relacéo ao controle (SENADEERA et al., 2018).

Em seu estudo, Abdel-Hamid et al. (2020) realizaram uma suplementacdo do iogurte
com extrato da fruta Siraitia grosvenorii (0,5%, 1% e 2%) e, puderam verificar que houve
aumento na contagem de L. casei (as contagens variaram de 7,84 log UFC/g a 8,88 log
UFC/g) e L. bulgaricus (as contagens variaram de 8,16 log UFC/g a 8,83 log UFC/g). Ja S.
thermophilus ndo houve diferenca significativa apos 1 dia de armazenamento. O iogurte

probidtico com 2% de extrato da fruta apresentou as maiores atividades antioxidantes.

Al-Hindi (2020) em seu trabalho, produziu uma a bebida lactea fermentada com 150
mg/L e 300mg/L de extrato de casca de roma suplementada com 0s potenciais probioticos L.
plantarum DMSZ 20079 e B. longum DSMZ 200707. Todas as cepas sobreviveram apoés 0, 7,
14, 21 e 30 dias de armazenamento. Em particular, a populacdo de L. plantarum DMSZ
20079 diminuiu ligeiramente de 9,33 log UFC/mL para 8,02 log UFC/mL (300 mg/L de
extrato de casca de romd). A densidade celular de Bifidobacterium longum subsp. longum
diminuiu de 9,40 log para 7,58 log UFC/mL. Os potenciais probioticos tinham o minimo

exigido de log 7,00 UFC/mL aos 30 dias de armazenamento.

As cepas de L. acidophilus e Bifidobacterium mantiveram-se viaveis (107 —108
UFC/mL) em iogurte probiotico contendo polpa de acai (3, 5 e 7%) com 1, 7, 14, 21 e 28 dias
de armazenamento (ALMEIDA et al., 2008). Ja Santo et al., (2010) adicionou 7% de polpa de
acai antes da fermentacdo e constatou que houve aumento na viabilidade dos probidticos L.
acidophilus L10 (7,65 log UFC/mL), B. animalis ssp. lactis BI04 (9,36 log UFC/mL) e
Bifidobacterium longum BIO05 (5,42 log UFC/mL) ao longo de 4 semanas de armazenamento.
Ja o leite fermentado suplementado com 1% fibra de liméo e laranja demonstrou aumento na
contagem dos probioticos L. acidophilus CECT 903 e L. casei CECT 475 (contagens de todas
as populacbes microbianas foram superiores a 6 log UFC/mL) todas as populagdes
aumentaram apos 30 dias de armazenamento refrigerado, porém com o probidtico B. bifidum
CECT 870 ndo houve diferenca significativa, isso se deve pela sua sensibilidade ao acido

ambiente. O autor relatou que a presenca de fibra citrica em leites fermentados elevou o
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crescimento bacteriano e a sobrevivéncia das bactérias probioticas testadas (SENDRA et al.,
2008).

3.6 Farinha de grao-de-bico

O gréo-de-bico (Cicer arietinum L.) € uma planta de producdo anual e advém da
familia Fabaceae. Ela é cultivada em regides temperadas e semiaridas (Asia, Europa,
Australia e América do Norte). Um dos principais paises produtores de gréo-de-bico é a india
(66%), logo em seguida, vem a Turquia (7,6%), Paquistdo (7%) e Ird (3,5%). Consumir graos
de leguminosas diminui os riscos de doencgas cardiovasculares e degenerativas. Ha duas
variedades de gréo de bico, Kabuli e Desi. A variedade Desi € cultivada em terras semiaridas
e possui graos pequenos, escuros e rugosos. Ja a variedade Kabuli é maior que a Desi, possui
uma fina cobertura e é cultivada em climas temperados. As diferencas entre elas e a
composicao nutricional, pode ser afetada por fatores como: regido de cultivo, condicdes de
cultivo e duracdo da estacdo de crescimento da planta (RACHWA-ROSIAK, 2015;
MARGIER et al., 2018).

Os grdos maduros podem ser utilizados para fabricacdo de farinha, ou como substituto
do café. Esses graos também podem ser cozidos e adicionados a saladas. Quando se compara
a farinha de trigo convencional e a farinha de grao-de-bico, nota-se, que a farinha de gréo-de-
bico possui maiores teores de proteina, gordura, cinzas e fibras. Ela também € rica em
minerais, como: potassio, calcio, sédio, magnésio, cobre, ferro e zinco. Em relacdo a
aminodacidos, 0s aminoacidos essenciais estdo em maior quantidade na farinha de grdo-de-

bico, do que na farinha de trigo (56,55 e 32,20 g/100g de proteina).

A proteina do grdo do gréo-de-bico possui cerca de 0,36 g/100g de isoleucina; 0,48
g9/100g de leucina; 0,91 g/100g de lisina; 0,12 ¢/100g de metionina; 0,42 g/100g de
fenilalanina; 0,06 g/100g treonina; 0,38 g/100g de valina e 0,19 g/100g de tirosina. Ja a
farinha de grdo-de-bico possui cerca de 4,25 g/100g de isoleucina; 6,96 g/100g de leucina;
2,14 g/100g de lisina; 2,00 g/100g de metionina; 1,33 g/100g de cisteina; 4,48 g/100g de
fenilalanina; 2,60 g/100g treonina; 4,94 ¢g/100g de valina e 3,50 g/100g de tirosina. Os
carboidratos monossacarideos, dissacarideos e oligossacarideos sdo abundantes na farinha de
grao-de-bico (RACHWA-ROSIAK, 2015; MARGIER et al., 2018).

A seguir, hd uma figura com a composicao quimica da farinha de trigo e gréo de bico.
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Componente Farinha de trigo Farinha de gréo-de-bico
Proteina 9,3-14,3 24,4254
Carboidrato 64,6 — 69,04 47,4 55,8
Fibra 0,9-1,8 3,9-11,2

Figura 4 Composicdo quimica da farinha de trigo e gréo-de-bico (%).

Fonte: Adaptado RACHWA-ROSIAK, (2015).

Em geral, as leguminosas possuem carboidratos, proteinas, minerais e vitaminas
indispensaveis para a dieta e salde humana, esses nutrientes também sdo de extrema
importancia para o crescimento de culturas probidticas. A suplementacdo do leite € um
método necessario para auxiliar o crescimento de culturas lacticas e probioticas no leite
fermentado, além de auxiliar no crescimento e de culturas, a fortificacdo do leite aumenta
propriedades nutricionais e pode ser feita com fontes alimentares como: frutas, nozes e gréos.
Leguminosas como o grdo-de-bico, podem constituir uma fonte excelente de componentes
prebidticos, para a suplementacdo em bebidas probidticas. As leguminosas também podem
melhorar a formulacdo do leite fermentando no ponto de vista nutricional, e aumentar o
crescimento bacteriano (ZARE et al., 2012).

O trabalho de Hussein et al. (2020) teve como objetivo analisar o efeito do gréo de
bico como agente prebidtico, antioxidante e espessante na viabilidade probidtica e
propriedades fisico-quimicas do bio-iogurte. Foi utilizado as culturas probioticas
Bifidobacterium bifidum DSM 20082 e uma mistura de Bifidobacterium animalis subsp. lactis
e Lactobacillus acidophilus (SACOO Lyofast (AB1)) com adicdo de farinha de grao de bico
(1, 2 e 3%) durante o periodo de armazenagem de 21 dias. A farinha estimulou e auxiliou o
crescimento dos probioticos, a contagem bacteriana foi de 8,28 log, 8,12 log, 8,04 log e 7,32
log UFC/g com 3, 2, 1% de farinha de gréo de bico e controle, respectivamente, aos 21 dias
de armazenamento. A farinha de grao de bico pode substituir o leite em pd, nas concentracdes
de 1 ou 2%. O autor concluiu que a farinha de grdo de bico aumentou a contagem dos
probidticos durante os 21 dias, assim mostrando que o grdo de bico é um importante para as
BALs, em produtos lacteos fermentados, pois, ele promove o aumento do crescimento de

bactérias probioticas e aumento da capacidade antioxidante.

Fu, (2013), produziu uma bebida acrescentada de extrato de grédo de bico e leite
reconstituido (1:1 v/v), as culturas utilizadas foram L. bulgaricus e S. thermophilus. Apéds a

fermentacdo a contagem bacteriana foi de 2,4 x 109 UFC/mL.
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3.7 Efeito protetor do leite fermentado a estirpes probiéticas durante a passagem pelo

trato gastrointestinal

As bactérias probioticas que estdo presentes nos alimentos sdo expostas as diversas
condicdes adversas durante a passagem pelo trato gastrointestinal (TGI), isso inclui a acidez
do estdbmago e agdo dos sais biliares que possuem agdo das enzimas enteroquinase, lipase,
amilase, lactase e sacarase. Essas bactérias probidticas precisam sobreviver principalmente a
alta acidez do estbmago para chegar ao c6lon em quantidades adequadas e viaveis, assim ira
conseguir se aderir ao epitélio intestinal, tornando-se benéfica para quem as consome. Para
isso ser possivel, € necessario que a matriz condutora exerca papel protetor e mantenha as
bactérias viaveis durante a passagem pelo TGl (CASAROTTI, 2015; NAZZARO et al.,
2012).

As matrizes lacteas sdo matrizes carreadoras que auxiliam no transporte e protecao dos
probidticos, pois, sdo fontes de aminoacidos e aumentam a resisténcia destes microrganismos
ao estresse que é a passagem pelo TGI. O leite também possui uma capacidade tampéo, isso
devido a sua quantidade de gordura. Isso faz com que o probidtico consiga tolerar as
condicdes adversas do TGl (KHORSHIDIANA, 2020). O leite fermentado é um excelente
veiculo de base alimentar, para fornecer protecdo as bactérias probidticas. Porém, ha alguns
fatores que sdo capazes de afetar a viabilidade dos probidticos, dentre esses fatores pode-se
citar: ingredientes que sdo utilizados na fabricacdo do produto, polpas de frutas, interacGes
entre as culturas iniciadoras e adjuntas, adicdo de leveduras e o pH do leite fermentado
(CASAROTTI, 2015).

E necessario avaliar a sobrevivéncia desses probi6ticos em condicdes desfavoraveis
que simulem o TGI, e avaliar também, sua viabilidade durante sua vida de prateleira.
Algumas alternativas estdo sendo utilizadas a fim de aumentar a sobrevivéncia dos
probidticos no TGI, como por exemplo: microencapsulacdo, suplementacdo do leite e uso de
uma matriz alimentar adequada com funcdo protetora (CASAROTTI, 2015). Para ser eficaz e
benéfico a salde é necessario que os probidticos sobrevivam a passagem pelo TGl (BURNS
et al., 2010). As bactérias probidticas devem resistir ao pH baixo no estdbmago (entre 2,5 e
3,5) e resistir a atividade antimicrobiana da pepsina, que € uma barreira contra a entrada de
bactérias no TGI. Para determinacdo da tolerncia acida in vitro de Lactobacillus e
Bifidobacterium séo utilizados normalmente valores de pH entre 1 e 5. J& os sais biliares entre
0,15% e 0,3%, isso é feito para selecionar as bactérias probiéticas para humanos (ARAUJO et
al., 2010).
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Para conseguirem sobreviver ao transito gastrointestinal e colonizarem no intestino, as
bactérias devem resistir aos sais biliares. Esses sais biliares sdo substancias biolégicas que séo
semelhantes a detergentes sintetizados no figado. As enzimas séo responsaveis por conjugar
os &cidos biliares livres recém-sintetizados no figado com o amino&cido taurina, isso ir4 gerar
sais biliares conjugados. Os sais biliares ficardo armazenados na vesicula biliar, e serdo
liberados no duodeno durante o processo de digestdo. Esses sais biliares possuem uma grande
atividade antimicrobiana, que desestrutura a membrana celular, por isso, é importante que as
bactérias desenvolvam mecanismos de defesa e consigam resistir aos sais biliares. Apesar de
sua importancia no processo de digestdo, a bile é tdxica para a maioria dos microrganismos, a
camada fosfolipidica presente na membrana das bactérias faz com ela se torne alvo da acéo da
bile. Ter tolerancia a bile € um dos critérios mais importantes, para que a bactéria tenha papel

funcional como probidtico (RUIZ, 2013).

Quando os probioticos sdo administrados via oral, esses passam por condi¢des
adversas como 0 &cido gastrico, sais biliares e algumas enzimas. Apds passarem por essas
condicdes, devem chegar viaveis no colon e conseguir se aderir e colonizar a mucosa. Assim
que sdo ingeridos, passam por um trajeto que vai da boca ate o colon, essa passagem pelo TGl
pode afetar a viabilidade dos probioticos. Na boca, os probidticos sdo expostos a saliva,
porém, a saliva ndo influencia significativamente a taxa de sobrevivéncia dos probidticos.
ApOs isso, 0s probidticos vdo para 0 estbmago e serdo expostos ao suco gastrico acido que é
letal para a maioria das bactérias. A passagem pelo estbmago pode durar de 5 minutos a 2
horas, e a exposicdo pode ser fatal para os probidticos. Além do suco gastrico, 0s probioticos

devem resistir a atividade enzimatica e agitacdo mecanica do estbmago (HAN et al., 2021).

O proximo local de passagem é o intestino delgado, onde ha presenca de suco
pancreatico e bile. Apesar do intestino delgado ter um pH neutro 6,0-7,0 ha a existéncia de
enzimas digestivas (lipase, protease e amilase) que podem afetar a viabilidade dos
probidticos, por meio da ruptura de sua membrana celular e danos ao DNA. Por ltimo, 0s
probidticos passam pelo colon onde ha a maior densidade bacteriana (10! a 102 UFC/ml) por
esse motivo, os probidticos terdo resisténcia a colonizacdo, onde irdo competir com a
microbiota do hospedeiro por nutrientes e locais de adesdo, para que, por fim, consigam se
aderir colonizar na mucosa. Essa resisténcia a colonizacdo faz com que boa parte dos

probidticos seja excretado para fora do célon com as fezes (HAN et al., 2021).

Em um estudo realizado por Casarotti (2015) foi avaliado o efeito da adicdo de farinha

de maca, banana e uva (1%) nas caracteristicas do leite fermentado. A suplementagdo com as
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farinhas melhorou a tolerdncia do Lactobacillus acidophilus La-5 a condigdes
gastrointestinais simuladas e apenas a farinha de banana apresentou efeito protetor sobre

Bifidobacterium animalis subsp.lactis BB-12 apds o periodo de armazenamento de 28 dias.

Araujo et al. (2010) realizaram um trabalho onde foi desenvolvido um queijo cottage
simbidtico contendo Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20 e inulina. O estudo tinha como
objetivo avaliar a sobrevivéncia desta bactéria quando o queijo for exposto a condicbes
simulando aquelas encontradas no trato gastrointestinal. Durante o periodo de prateleira as
células probioticas se mantiveram acima do recomendado, contendo 5% de inulina, e as
bactérias probioticas apresentaram boa sobrevivéncia as condi¢des simuladas do TGI (baixos

valores de pH e a altas concentracGes de sais biliares).

Leandro et al., (2021) relataram em seu estudo, que a cepa L. plantarum SBR64.7
obteve a menor reducdo de viabilidade, quando exposta ao suco gastrico (pH 2,0) e
pancreatico (1,0% de sais biliares), isso indica que a cepa é promissora e pode ser

caracterizada como potencial probiotico.

Valero-Cases. (2017) observou o efeito prebidtico com diferentes concentracGes de
inulina (0, 1 e 2%) no crescimento e sobrevivéncia de L. plantarum CECT 220, em sucos
fermentados adicionados de cenoura e laranja durante 30 dias de armazenamento. O L.
plantarum CECT 220 se manteve viavel apos digestdo in vitro em ambos tratamentos, porém,
0 suco fermentado com 2% de inulina no 30° dia de armazenamento se sobressaiu em relacéo
a sobrevivéncia e viabilidade da bactéria com 7,40 LOG UFC/mL. O suco de cenoura e
laranja fermentado pode ser uma boa matriz para a entrega de L. plantarum em altas

concentrages (maior que 106 UFC/mL) no cdlon.

Diniz-Silva et al. (2019), analisaram a sobrevivéncia do probiotico Lactobacillus
acidophilus LA-05 em queijo Minas frescal com éleo de orégano e alecrim. O Lactobacillus
acidophilus LA-05 se manteve viavel durante os 21 dias de armazenamento (7 LOG UFC/qg)
apos digestdo in vitro. Os Oleos apresentaram atividade antimicrobiana, isso interferiu de
forma negativa na viabilidade do probidtico, em contrapartida, a atividade de dgua do queijo

favoreceu a viabilidade do probidtico Lactobacillus acidophilus LA-05.

Furtado et al. (2019) avaliaram a viabilidade e a resisténcia das cepas Lactobacillus
acidophilus La-05, Lactobacillus plantarum LP299v e Lactobacillus rhamnosus GG, as
condicOes gastrointestinais simuladas in vitro em suco de manga tropical. As cepas de L.
rhamnosus GG (7,96 log UFC/mL?) e L. plantarum LP299v (7,74 log UFC/mL™)
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demonstraram viabilidade superior durante os 28 dias de armazenamento. Ja a cepa L.
acidophilus La-5 (3,81 log UFC/mL™) apresentou reducdo na viabilidade, apds 21 dias de
armazenamento. O teste de resisténcia do trato gastrointestinal in vitro mostrou que 6,76 log
UFC/mL™ de L. rhamnosus GG e 6,09 log UFC/mL™ de L. plantarum LP299V chegaram ao
estagio entérico. Os autores concluiram que, o suco de manga tropical ndo foi uma boa matriz
para transportar L. acidophilus La-05, entretanto, foi uma boa matriz carreadora para L.
rhamnosus GG e L. plantarum LP 299v, sendo bem aceito e, portanto, uma alternativa para

populacdes com restrigdes alimentares.

4 METODOLOGIA
4.1 Tipo de estudo

Trata-se de um estudo experimental quantitativo. Os experimentos foram realizados
com as bactérias L. plantarum S180.7 e SBR64.7. O estudo foi subdividido nas seguintes
etapas: (1) determinacdo da farinha que foi utilizada e sua respectiva quantidade. (2)
elaboracdo do leite desnatado reconstituido a 10%, enriquecido ou ndo com 4,5% de farinha
de gréo-de-bico e fermentado separadamente com as bacterias lacticas L. plantarum S180.7
ou SBR 64.7. (3) determinacéo da cinetica de crescimento das bactérias L. plantarum S180.7
e SBR 64.7 no leite enriquecido ou ndo, com 4,5% de farinha de grao-de-bico. (4) analise da
composicao centesimal do leite fermentado enriquecido ou nao, com 4,5% de farinha de gréo-
de-bico. (5) estabilidade fisico-quimica e microbioldgica do leite fermentado enriquecido ou
ndo, com 4,5% de farinha de gréo-de-bico durante o periodo de estocagem (6) determinacéo
da sobrevivéncia das estirpes L. plantarum S180.7 e SBR 64.7 no leite fermentado
enriquecido ou ndo, com 4,5% de farinha de grdo-de-bico apds exposicdo a condices de
estresse gastrointestinal in vitro. (7) analise de fenolicos totais e potencial antioxidante do
leite fermentado enriquecido ou ndo, com 4,5% de farinha de grdo-de-bico. (8) analise

estatistica dos resultados.

4.2 Preparo da cultura estoque

As culturas utilizadas foram L. plantarum S180.7 e L. plantarum SBR 64.7. Ambas
pertencem a colegdo de culturas do Laboratério de Higiene dos Alimentos, Departamento de
Nutricdo, Faculdade de Ciéncias da Saude da Universidade de Brasilia. Inicialmente, foi
retirado 100 pL das culturas que estavam estocadas no ultrafreezer a - 80° C (modelo MDF

U54VC, Sanyo, lllinois, Estados Unidos) e em seguida foram adicionadas em tubo de vidro
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contendo 5 mL de caldo De Man Rogosa Sharpe (MRS) (Acumedia-Neogen, Michigan,
EUA). Apos o respectivo tubo foi incubado em uma estufa bacteriolégica a 37°C por 24

horas.

Posteriormente, foi confirmada a pureza das culturas. Para isso, foi realizada uma
estria para cada cultura, em placa de Petri contendo agar MRS. Em seguida, as placas foram
incubadas em estufa bacteriologica a 37°C por 48 horas. Apdés, foram realizados dois cortes
com a alga de repicagem nas placas de Petri, afim de selecionar col6nias isoladas. As colonias
selecionadas foram adicionadas em tubos de vidro contendo 5 mL de caldo MRS, e incubados
em estufa por 24 horas a 37°C. Uma aliquota de 600 pL das culturas ativas (indculo de 2%)
foi adicionada em tubos Falcon contendo 30 mL de caldo MRS, e os tubos foram incubados

em estufa bacteriolégica a 37°C por 24 horas.

ApoOs incubacdo os tubos contendo as culturas foram centrifugados a 5.000 rpm; 10
minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi lavado com 5 mL de salina 0,85%,
essa etapa foi realizada duas vezes. As culturas foram ressuspendidas em 4 mL de caldo MRS
20% glicerol e homogeneizadas em aparelho vortex. Quatro aliquotas de 1 mL de cada cultura
foram armazenadas imediatamente a -80° C (modelo MDF U54VC, Sanyo, lllinois, Estados

Unidos). Todos experimentos foram feitos a partir do estoque dessas culturas.

4.2.1 Ativacao dos micro-organismos e padronizacao das culturas L. plantarum S180.7 e
L. plantarum SBR 64.7

Aliquotas de 100 pL de cada uma das culturas estoque L. plantarum S180.7 e L.
plantarum SBR 64.7, foram adicionadas em tubos de vidro contendo 5 mL de caldo MRS, e
incubadas em uma estufa bacteriolégica a 37°C por 24 horas. Em seguida, as culturas foram
semeadas pela técnica de estriamento em placa de Petri, contendo o meio seletivo agar MRS.
As placas foram incubadas a 37°C por 48 horas. Posteriormente, foram feitos dois cortes em
cada placa de Petri contendo a cultura e, apés isso, foram adicionados em tubos de vidro
contendo 5 mL de caldo MRS, que foram imediatamente incubados a 37°C por 24 horas. 200
uL (in6culo de 2%) de cada cultura foram distribuidos em tubos Falcon contendo 10 mL de
caldo MRS, e incubados a 37°C por 48 horas, e centrifugados a 5.000 rpm, 5 minutos a 4°C.

Os sobrenadantes foram descartados e os pellets lavados em 5 mL de solugéo salina 0,85%.
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O procedimento de lavagem e centrifugacdo foi repetido duas vezes e as culturas
ressuspendidas em 10 mL de salina 0,85% e homogeneizadas. A padronizagdo das culturas foi
feita para 108 UFC, utilizando-se a escala 2 (6x10%) de Mac Farlend. Para padronizar as
culturas, foram adicionados 10 mL de solucéo salina 0,85% em dois tubos de vidro estéreis,
sendo um tubo para cada cultura. Utilizando a escala 2 de Mac Farlend como padréo, foi
colocado gota por gota de cada cultura no seu respectivo tubo com 10 mL de solucgdo salina
0,85% até que a turbidez estivesse idéntica a da escala de Mac Farlend. Posteriormente,

ambas as culturas foram inoculadas ao leite.

4.3 Elaboracéo das formulacdes a base de leite desnatado reconstituido enriquecido ou

nado com 4,5% de farinha de grao-de-bico

As formulagdes foram elaboradas a base de leite desnatado reconstituido (LDR) a 10%
adicionado de L. plantarum S180.7 ou L. plantarum SBR 64.7, e enriquecido ou ndo com 4,5

% de farinha de gréo-de-bico.

1. Formulacdo Controle 1 (FC1): leite desnatado reconstituido (LDR) a 10%
(100%) + 10% de sacarose + L. plantarum S180.7 8 log UFC/mL;

2. Formulacdo Teste 1 (FT1): LDR 10% (95,5%) + 10% de sacarose + L.
plantarum S180.7 8 log UFC /mL + farinha de gréo-de-bico (4,5%);

3. Formulacdo Controle 2 (FC2): leite deshatado reconstituido (LDR) a 10%
(100%) + 10% de sacarose + L. plantarum SBR 64.7 8 log UFC /mL;

4. Formulacdo Teste 2 (FT2): LDR 10% (95,5%) + 10% de sacarose + L.
plantarum SBR 64.7 8 log UFC /mL + farinha de grao-de-bico (4,5%).

No preparo das formulagbes FC1 e FC2 foi utilizado 100g de acucar cristal + 100g de
LDR 10%, reconstituido em 1000 mL de agua destilada. As formulagdes foram processadas
no liquidificador (Walita modelo R17630/22) em poténcia 1 por 30 segundos. Em seguida,
foram preparadas as formulacdes FT1 e FT2, contendo 95,5g desse LDR 10% + 4,5g de
farinha de gréo-de-bico. As formulac@es foram processadas, conforme descrito anteriormente.
Apos foram distribuidas em garrafas de vidro, previamente identificadas e autoclavadas a
121°C por 20 minutos. Apds, as garrafas de vidro contendo as formulagdes foram

armazenadas sob refrigeragéo a 4°C por 16 horas, para posterior inoculagéo das culturas.
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4.4 Determinacdo da cinética de crescimento dos micro-organismos L. plantarum S180.7

e L. plantarum SBR64.7 nas diferentes formulagdes

Os parametros cinéticos de crescimento avaliados foram: pH, acidez titulavel, s6lidos
soluveis totais e viabilidade microbiana. Imediatamente apds a inoculacdo de 1% de cada
cultura nas respectivas formulac6es, foram retiradas aliquotas correspondentes ao tempo 0
horas de fermentacdo. Em seguida, as formula¢des foram incubadas em estufa bacterioldgica
a 37°C e foram retiradas aliquotas correspondentes aos tempos 3, 6, 9, 12 e 24 horas de

fermentacao.
4.4.1 pH

A andlise de pH foi realizada utilizando pHmetro de bancada digital (modelo PHS —
3E) que foi devidamente calibrado com as solugdes tampéo de pH 4 e pH 6. Em béqueres de
vidro previamente identificados foram pesadas aliquotas de 10 g de cada uma das
formulagdes, o bulbo do pHmetro foi inserido diretamente nas amostras e apds a estabilizacéo

do aparelho, foram obtidos os valores de pH.
4.4.2 Acidez titulavel

A acidez titulavel foi determinada de acordo com a metodologia descrita pelo Instituto
Adolfo Lutz (IAL,2008). Aligquotas de 10 g de cada uma das formulagdes foram
homogeneizadas e adicionadas a 100 mL de agua destilada. A titulacéo realizada com solucéo
de NaOH 0,1 M utilizando fenolftaleina como indicador de viragem. A acidez titulavel total

foi expressa em g/100 g de &cido latico e determinada a partir da seguinte equacao:

VxFxMxPM

Acidez Titulavel= 10xPxn

Em que:

V = volume de solucdo NaOH gasto na titulagdo (mL);
F = fator da correcdo da solucdo de NaOH

M = molaridade da solucéo;

PM = peso molecular do acido lactico;

P = massa da amostra (Q);

n = namero de hidrogénios ionizaveis;
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4.4.3 Soélidos Sollveis Totais

Os soélidos soluveis totais foram determinados utilizando refratdmetro digital (Atago
modelo 1T), de acordo com o método 932.12 (AOAC 2005). Aliquotas de cada amostra
foram retiradas com pipetas Pasteur e depositadas no refratbmetro, os resultados foram

expressos em °Brix.
4.4.4 Viabilidade

A viabilidade das bactérias L. plantarum S180.7 e L. plantarum SBR 64.7 nas
formulacdes foi determinada a partir da técnica Drop plate (plagueamento por microgotas),
utilizando o meio de cultura MRS agar. O volume da microgota depositada na placa foi de 20
uL. As amostras foram diluidas de forma seriada em solugéo salina 0,85%, 102, 102, 10-3, 10"
4,10%, 10° e 107, em seguida plaqueadas em MRS &gar e incubadas em estufa bacteriologica
a 37°C por 48 horas. Posteriormente, foi determinado o nimero de Unidades Formadoras de
Colbnias (UFC) nas diluicdes que apresentaram entre 20 e 80 colonias. Os resultados foram
expressos em log UFC/mL de coldnias. O calculo de contagem de bactérias foi determinado

pela seguinte equacéo:
Viabilidade = UFC * Diluicdo / Vm
Em que:
UFC: Numero de coldnias (entre 20 e 80);
Diluicdo: A diluicdo que foi feita a contagem;

Volume microgota: volume da microgota depositada na placa (mL).

4.5 Determinacdo da composicdo quimica centesimal das formulagdes

Ao LDR 10% foi adicionado ou ndo, 4,5% da farinha de gréo-de-bico. Apds ser
autoclavado, foi inoculado 1% de cada uma das culturas de acordo com as formulacGes. As
garrafas de vidro foram incubadas em estufa bacteriolégica a 37°C por 24 horas, para que
acontecesse 0 processo de fermentacdo. Apds isso, as amostras foram congeladas a -20°C até

a realizagéo do respectivo experimento.
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4.5.1 Umidade

A umidade foi determinada de acordo com as Normas Analiticas do Instituto Adolfo
Lutz (2008). Cadinhos vazios foram pesados individualmente e identificados. Em seguida,
nos cadinhos foram pesadas 5g de cada formulagdo e os mesmos foram colocados em estufa a
105°C por 24 horas, até obtencdo de peso constante. ApGs esse periodo, as amostras foram
para o dessecador por 30 minutos para chegarem a temperatura ambiente e serem pesadas. A

umidade foi expressa em porcentagem de base Umida, utilizando a seguinte equagéo:
Matéria seca (%) = P3 —P1 * 100/ P2
Umidade (%) = 100 - % matéria seca

Em que:

P1 = peso cadinho seco (g).

P2 = peso inicial da amostra (g).

P3 = peso final amostra (com cadinho) (g).

4.5.2 Proteina

O teor de proteina total foi determinado utilizando o método de Kjeldahl 991.22
(AOAC, 2005). Aproximadamente 2 g de cada formulacdo foram adicionadas em tubos
digestores, contendo 1 g de mistura catalitica. Em seguida, foram adicionados 4 mL de H2SO4
e 0s tubos foram levados para bloco digestor a 450°C por aproximadamente 4 horas e 30
minutos. Apds as amostras atingirem temperatura ambiente, foram adicionados 10 mL de
agua destilada aos tubos para destilacdo do nitrogénio em destilador Tecnal (modelo TE —
036/1). Para cada amostra, aproximadamente 7,5 mL de H3BO3 (&cido bdrico) foram
adicionados em béqueres de vidro, com mais 4 gostas de azul de metileno + vermelho de
metila, usado como indicador de viragem. O béquer de vidro com acido borico foi acoplado
ao no destilador e 10,5 mL de NaOH 50% foram adicionados no copo medidor do aparelho e,
em seguida, foi iniciado o processo de destilacdo. A etapa de titulacdo foi realizada com HCI
0,1 M até que as amostras atingirem o ponto de viragem. A concentracdo de nitrogénio foi

expressa em porcentagem utilizando a seguinte equacao:
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%N=VxMxfx14x100/P
Em que:
V = volume gasto da solucéo de HCI na titulagdo (mL).
M = molaridade da solugéo de HCI.
f = fator de corregéo da solucdo de HCI.
P = peso da amostra (mg).

A quantidade de proteina presente nas formulacGes foi determinada a partir da
multiplicacdo do resultado do teor de nitrogénio (% N), pelo fator de conversao de nitrogénio

para amostras de leite (6,38), conforme a seguinte equacao:

% Proteina =% N x 6,38.

4.5.3 Lipidio

O teor lipidico total do das formulagdes foi determinado a partir método de extracao
Am 5-04, utilizando o extrator de lipidios (modelo ANKOM XT15 da Ankom Technology,
New York, United States of America) (AOCS, 2005). As amostras foram colocadas em estufa
a 60°C por 72 horas, para evaporacdo parcial da agua e concentracdo da matriz, em seguida
foi pesado aproximadamente 1,5 g de cada amostra em sachés de lipidios, que foram
identificados com grafite e selados. Os saches permaneceram na estufa a 105°C por 2 horas e
posteriormente foram para o dessecador por 30 minutos. Apos; as amostras foram colocadas
em cartuchos do extrator. Foram utilizados 300 mL de éter de petréleo como solvente para a
extracdo de lipideos, que durou cerca de 1 hora. Logo apds, as amostras foram inseridas em
estufa a 105°C por 1 hora, para evaporacdo do solvente, em seguida foram colocadas em

dissecador por 30 minutos e pesadas.

A concentracdo de lipidio foi determinada pela diferenca de massa antes e apos a
extracdo, utilizou-se a massa das amostras em base Umida, portanto o teor de lipidio foi

determinado pela seguinte equacao:

%Lipidio = (100 x gramas de lipideos extraidos) / gramas de amostra em base Umida.
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4.5.4 Residuo mineral (cinzas)

A anélise de residuo mineral (cinzas) foi realizada pelo método 945.45 (AOAC, 2005).
Apos serem pesadas, as amostras descritas no item “4.6.1” foram colocadas em mufla a 600°C
por 4 horas, e em seguida levadas ao dessecador por 30 minutos e depois pesadas. A

determinacg&o do percentual de cinzas foi obtida pela equagéo:
% Residuo mineral = P3 — P1 *100 / P2
Em que:
P1 = peso cadinho (g).
P2 = peso inicial da amostra (g).

P3 = peso da matéria mineral (g).

455 Fibra Bruta

A quantificacdo de fibra bruta das formulagdes foi determinada pela metodologia
978.10 da AOAC (2005) com algumas modificacdes. Inicialmente as amostras foram
colocadas em estufa a 60°C por 72 horas, para evaporacao parcial da agua e concentracdo da
matriz. 1,5 g de cada amostra foram pesadas em saches previamente identificados e selados, e
colocadas em estufa a 105°C por 2 horas. Apds permanecerem por 30 minutos no dissecador,
foi iniciado o processo de extracdo das fibras. Os sachés foram organizados em um
Erlenmeyer 1000 mL de uma solucdo acida de H2SO4 1,25 %, feita a partir de 16 mL de
H2S04 + 1000 mL de agua destilada. O Erlenmeyer com os sachés e a solucdo acida foram
autoclavados a 121 °C por 24 minutos. Em seguida, a solucdo 4cida foi descartada, e entdo
adicionou-se ao Erlenmeyer com os sachés 1000 mL de agua destilada e autoclavou-os

novamente sob as mesmas condicdes.

Apos serem autoclavados com agua destilada, essa agua foi descartada e o Erlenmeyer
foi preenchido com 1000 mL da solucédo basica de NaOH 1,25 %, preparada a partir de 25 mL
de NaOH e 1000 mL de agua destilada. Logo apds, o Erlenmeyer foi novamente autoclavado
sob as mesmas condi¢des, a solucdo basica foi descartada e adicionou-se 1000 mL de agua
destilada e autoclavou-os novamente sob as mesmas condi¢Ges. Posteriormente, 0s sachés
foram colocados em estufa a 105°C durante 2 horas, em seguida ficaram no dissecador por 30

minutos e entdo pesados novamente.
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O célculo utilizado para obtencéo de fibra bruta foi o seguinte:
% Fibras = (Pdg — Ps) / (m1 x 100)
Em que:
Pdg = Peso da amostra ap6s digestdo e estufa (com saché) (g).
Ps = Peso do saché vazio (g).

m1 = massa da amostra inicial (g).

45.6 Carboidrato

O teor de carboidratos totais presentes nas amostras foi determinado por diferenca,

com base no método 986.25 (AOAC, 2005) através da seguinte equacao:

%CHO = 100 - %Umidade - %Proteina - %Lipidio - %Cinzas.

4.6 Caracterizacdo fisico-quimica e microbiologica das formulacbes durante

armazenamento refrigerado a 4°C

Os parametros tecnoldgicos e a viabilidade do micro-organismo nas formulagdes
(FC1, FT1, FC2 e FT2) foram analisados durante o periodo de 0, 7, 14, 21 e 28 dias de
armazenamento a 4°C. Os seguintes parametros: pH, acidez titulavel, sélidos soluveis totais,
viabilidade e quantificacao de bolores e leveduras foram avaliados nos tempos 0, 7, 14, 21 e
28 dias de armazenamento a 4°C. J& os parametros de estabilidade durante armazenamento e

capacidade de retencdo de dgua foram avaliados no dia 0 e 28.

Os parametros tecnoldgicos pH, acidez titulavel e sélidos sollveis totais foram

determinados conforme descrito nos itens “4.4.1, 4.4.2 ¢ 4.4.3” respectivamente.

4.6.1 Estabilidade fisica

Para a analise de estabilidade fisica durante armazenamento, foram retiradas aliquotas
de 5 mL de cada formulacdo, adicionadas a tubos de vidro de 10 mL e armazenadas a 4°C por

0 e 28 dias. Nos dias 0 e 28 de armazenamento foi determinada a separagéo de fases
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(sobrenadante e pellet), através da determinacdo da altura do sobrenadante com uma régua, 0s
valores foram obtidos em mm, e foi feita uma regra de 3 para transformar os valores em mL
(ZAABOUL et al., 2019).

4.6.2 Capacidade de retencdo de agua

A capacidade de retencdo de &gua foi determinada a partir do método de Guzman-
Gonzalez et al., (1999), com modificacbes. Foram retiradas aliquotas de 25 mL de cada
tratamento, colocadas em tubos Falcon de 50 mL e o peso foi registrado. Os tubos foram
centrifugados a 500xg por 10 minutos em temperatura ambiente. Apds a centrifugacéo, o
sobrenadante foi retirado e pesado separadamente, seu peso foi registrado. Os resultados

foram expressos em porcentagem, obtido a partir da seguinte equacao:

WHC — (1 ﬂ) -100%
My

Em que:
WHC = capacidade de retengéo de 4gua da amostra;
ms = massa (g) sobrenadante apos a centrifugacéo;

my = massa (g) da formulacéo pesada inicialmente.

4.6.3 Viabilidade

A viabilidade das bactérias L. plantarum S180.7 e L. plantarum SBR64.7 nas
formulagdes (FC1, FT1, FC2 e FT2) durante o periodo de estocagem foi avaliado de acordo

com o0 procedimento descrito no item “4.4.4”.

4.7 Sobrevivéncia de L. plantarum S180.7 e SBR 64.7 ap06s exposicdo as condicdes

simuladas in vitro do trato gastrointestinal

A viabilidade das bactérias L. plantarum S180.7 e L. plantarum SBR64.7 foi

determinada: (i) antes da exposicéo ao suco gastrico e pancreético, (ii) apos exposicdo ao suco
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géstrico, (iii) apds exposicdo ao suco pancreatico e (iv) ap0s exposicdo ao suco gastrico e

pancreatico em condi¢des sucessivas.
(i) Viabilidade do leite fermentado antes da exposi¢do ao suco gastrico e pancreatico

Aliquotas de 100 puL de cada uma das formulagdes foram transferidas para microtubos
de capacidade de 1,5 mL, contendo 900 pL de salina 0,85% e foram entdo diluidas de forma
seriada de 10 até 10. A técnica Drop Plate (plaqueamento por microgotas) foi aplicada e
placas de Petri contendo meio de cultura &gar MRS foram utilizadas para plaqueamento. Ap6s
isso, as placas foram incubadas em estufa bacterioldgica a 37°C por 48 horas. A contagem de

UFC foi determinada ap6s o periodo de incubacéo e expressa em log UFC/mL de coldnias.
(ii) Digestéo gastrica simulada

O suco gastrico sintético foi produzido conforme protocolo de Bautista-Gallego et al.
(2013), com modificagdes. O tampdo foi preparado com NaCl (0,205 g/L), K:HPO4 (0,060
g/L), CaCl; (0,011 g/L), KCI (0,037 g/L) e 100 mL de agua destilada. O pH foi ajustado para
2,0 com HCI 1M e o tampéo foi autoclavado a 121° C por 21 minutos. No dia da realizacéo
do experimento, foram homogeneizados 5.640 mL de tampao gastrico com 360 uL da enzima
pepsina (0,6 %) (Dindmica®, Indaiatuba, SP, Brasil). Aliquotas de 200 pL de cada uma das
formulacdes foram transferidas para microtubos de capacidade de 1,5 mL, e logo apds,
adicionou- se 200 pL de suco gastrico. Os microtubos foram incubados em estufa

bacterioldgica a 37° C por 90 min (CALABUIG-JIMENEZ et al., 2019).

Apos as amostras foram centrifugadas a 5.000 rpm a 4° C por 5 minutos. Em seguida,
0 sobrenadante foi descartado e o pellet foi lavado com 400 uL solugdo salina 0,85%, e
homogeneizado em vortex. Novamente, as amostras foram centrifugadas e depois lavadas,
sob as mesmas condi¢bes. As amostras foram ressuspendidas em 400 pL de solugdo salina
0,85% e foram diluidas de forma seriada de 10-1 até 10-6. O plaqueamento foi realizado em
placas de Petri contendo o meio de cultura agar MRS e utilizou-se a técnica Drop Plate
(plagueamento por microgotas). Apoés, as placas foram incubadas em estufa bacterioldgica a
37°C por 48 horas. A contagem de UFC foi determinada ap06s o periodo de incubagdo e 0s

resultados foram expressos em log UFC/mL.
(iii) Digestdo pancreética simulada

O suco pancreatico foi produzido conforme protocolo de Bautista-Gallego et al.

(2013), com modificacdes. O tampdo pancreético foi preparado com fosfato de sodio bibasico
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heptahidratado (5,081 g/L), NaCl (0,85 g/L), sais biliares (0,3 g/L) (Sigma-Aldrich®) e 100
mL &gua destilada. O pH do tampédo pancreético foi ajustado para 8,0 com solucdo de HCI

1M. Posteriormente, o tampao foi autoclavado a 121° C por 21 minutos.

No dia da realizacdo do experimento, foram misturados 5.940 mL de tampéo
pancreatico com 60 pL da enzima pancreatina (0,1 %) (marca Sigma-Aldrich®). Aliquotas de
200 pL das formulagdes foram transferidas para microtubos de capacidade de 1,5 mL, apos,
adicionou- se 200 pL de suco pancreatico. Os microtubos foram incubados em estufa
bacterioldgica a 37° C por 90 min (CALABUIG-JIMENEZ et al., 2019). Posteriormente as
amostras foram centrifugados a 5.000 rpm a 4°C por 5 minutos. Em seguida, o sobrenadante
foi descartado e o pellet foi lavado com 400 pL solugao salina 0,85%, e homogeneizado em
vortex. Novamente, as amostras foram centrifugadas e depois lavadas, sob as mesmas

condi¢des mencionadas anteriormente.

As amostras foram ressuspendidas em 400 pL de solugdo salina 0,85% e diluidas de
forma seriada de 10-1 até 10-6. O plagueamento foi realizado em placas de Petri contendo o
meio de cultura agar MRS e utilizou-se a técnica Drop Plate (plagueamento por microgotas).
Apos, as placas foram incubadas em uma estufa bacteriologica a 37° C por 48 horas. A
contagem de UFC foi determinada apds o periodo de incubagdo e os resultados foram

expressos em log UFC/mL.
(iv) Exposigdo sucessiva aos sucos gastrico e pancreatico

O procedimento foi realizado de acordo com a metodologia descrita nos itens (ii) e
(iii). Porém, ap0s a exposicdo ao suco gastrico por 90 min, as amostras foram centrifugadas, o
sobrenadante foi descartado e adicionou-se 200 pL de suco pancreatico. Em seguida as
amostras foram incubadas a 37°C por 90 minutos. Apds, as amostras foram centrifugadas e
lavadas com solucdo salina 0,85% confome o item (iii). O plagueamento foi realizado em
placas de Petri contendo o meio de cultura agar MRS e utilizou-se a técnica Drop Plate
(plagueamento por microgotas) (CALABUIG-JIMENEZ et al., 2019). Os resultados foram

expressos em log UFC/mL.

4.7.1 Determinacdo da porcentagem de sobrevivéncia das bactérias L. plantarum S180.7
e L. plantarum SBR64.7
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A partir da obtencdo dos valores de log UFC/mL, antes e apds exposicao as condi¢des
gastrointestinais in vitro das bactérias L. plantarum S180.7 e L. plantarum SBR 64.7 nas
formulacbes, foi determinada a porcentagem de sobrevivéncia das bactérias L. plantarum
S180.7 e L. plantarum SBR 64.7, por meio da seguinte equagao:

Sobrevivéncia (%)= logN1/logNO0 x 100
Em que:

N1 = contagem (log UFC/mL) ap6s a exposicao as condicGes de estresse gastrointestinal in

vitro.

NO = contagem (log UFC/mL) antes da exposicdo as condicOes de estresse gastrointestinal in

vitro.

4.8 Concentragéo de fenolicos totais e atividade antioxidante das formulagdes

As andlises de fenolicos totais e atividade antioxidante foram realizadas com as
aliquotas das formulacdes, coletadas durante o experimento de cinética de crescimento (0, 3,

6, 9, 12 e 24 horas) e de armazenamento (0 e 28 dias).

4.8.1 Preparo das amostras

As amostras foram clarificadas a partir da metodologia descritas por Carrez., (1909) e
Acker et al.,, (1967) com modificacdes. Os reagentes utilizados para a clarificacdo das
amostras foram Carrez | - Ferrocianeto de Potéassio thihidratado (KsFe(CN)s x 3H20) e Carrez
Il — Sulfato de Zinco heptahidratado (ZnSO4 x 7H20). Para preparar a solugdo Carrez | foi
necessario pesar 15g de KsFe(CN)s x 3H20 e completar o volume para 100 mL com &agua
Mili-Q. Ja para preparar a solucdo de Carrez I, foi preciso pesar 30g de ZnSO4 x 7H20 e
completar o volume para 100 mL com agua Mili-Q. Para realizar a clarificacdo, foi preciso
aliquotar 500 puL de cada uma das formulagdes e adiciona-las em microtubos previamente
identificados. Logo apds, adicionou-se 10 uL da solugdo Carrez | e homogeneizou-se por 60
segundos no vortex. O mesmo processo foi repetido com a solugdo Carrez Il. Apos serem
homogeneizados, o volume dos microtubos com as amostras foi completado para 1 mL, com
480 uL de agua Mili-Q e homogeneizados no vortex por 60 segundos. Logo apds, os tubos

com as amostras foram centrifugados a 7.800xg por 15 minutos a 5°C. O sobrenadante foi
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reservado para dar-se prosseguimento aos experimentos quantitativos e o pellet foi
descartado. As amostras foram armazenadas a -80 °C (modelo MDF U54VC, Sanyo, Illinois,

Estados Unidos) para posterior determinac@o do potencial antioxidante.

4.8.2 Fenolicos Totais

A analise de fendlicos totais foi determinada a partir do protocolo estabelecido por
Singleton e Rossi., (1965). Inicialmente, foi realizada uma curva padrdo de acido galico nas
concentragdes de 0, 30, 100, 150, 200, 500, 750 e 1.000 umol/L para servir de parametro para
as amostras. O experimento foi realizado em microplacas de 96 pogos, onde foram
adicionados 20 uL das amostras clarificadas, 100 uL da solugdo de Folin-Ciocalteu (1/10) e
80 uL de solucao de Na2CO3 7,5%.

Como branco especifico, foi considerado (20 pL. das amostras clarificadas + 100 puL de
agua Mili-Q + 80 uL de Na2COs 7,5%), branco total da agua (20 pL de agua Mili-Q + 100 puL
da solugéo de Folin-Ciocalteu (1/10) + 80 uL de Na,COz3 7,5%), branco total Carrez (20 puL de
solu¢do Carrez + 100 pL da solu¢dao de Folin-Ciocalteu (1/10) + 80 uL de Na,COz 7,5%) e
controle acido galico (20 pL acido galico + 100 pL da solugdo de Folin-Ciocalteu (1/10) + 80
uL de Na,COs 7,5%)

A solu¢ao Carrez foi feita de acordo com o item “4.9.1”, porém nao foi utilizada
amostra, somente solucdo Carrez I, 1l e agua Mili-Q. Para realizar o controle acido gélico, foi
utilizado o ponto 150 umol/L da curva padrdo. A microplaca com as amostras foi incubada a
temperatura ambiente por 1 hora, sob protecdo de luz. A leitura da absorbancia foi
determinada a 765 nm no espectrofluorimetro (SpectraMax M Serie Multi- Mode Microplate
Readers, San Jose, California). A concentracdo de fendlicos totais do leite fermentado foi

expressa umol acido gélico/L leite fermentado.

4.8.3 Potencial antioxidante redutor do Fe (FRAP)

O potencial antioxidante redutor do Fe foi determinado a partir da metodologia descrita
por Benzie e Strain., (1996). Uma curva padrdo de hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchromane-2-
carboxylic acid (TROLOX, Sigma- Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) nas concentracdes de
0, 50, 100, 200, 500, 1.000 e 1.500 umol/L foi construida para ser comparada com as
amostras. O reagente FRAP foi preparado a partir de: 15 mL de Tamp&o Acetato 0,3 mol/L
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(pH 3,6) + 1,5 mL de solucdo de 2,4,6-Tris(2-Pyridyl)-S-Triazine 10 mmol/L (TPTZ, Sigma-
Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) em HCI 40 mmol/L + 1,5 mL de solugdo cloreto férrico
FeCI3 20 mmol/L (Sigma Aldrich, Sdo Paulo, Brasil). O FRAP foi armazenado em frasco

ambar e aquecido a 37°C por 30 minutos.

O experimento foi realizado em microplacas que continham 4 pL de 4gua Mili-Q, 20 uL.
de amostra ¢ 180 puL do reagente FRAP, e a leitura da absorbancia foi feita a 593 nm a cada
30 segundos, por 10 min em espectrofluorimetro (SpectraMax M Serie Multi-Mode
Microplate Readers, San Jose, California). Considerou-se como branco especifico (20 uL de
amostra + 184 ulL de agua Mili-Q) e controle TROLOX (4 uL de agua Mili-Q + 20 pL de
TROLOX + 180 uL do reagente FRAP). Para realizar o controle TROLOX, foi utilizado o
ponto 200 umol/LL da curva padrdo. Os resultados do potencial antioxidante das amostras

foram expressos em pmol TROLOX / L leite fermentado.

4.8.4 Capacidade de eliminacdo de radicais livres (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
(DPPH?)

A capacidade de eliminacdo de radicais livres foi determinada de acordo com a
metodologia descrita por Cheng et al., (2006). As amostras foram analisadas em cinco
concentragdes diferentes (5, 10, 20, 30 e 40 uL), sendo que o volume final foi de 100 pL, para
isso foi completado com agua Mili-Q (95, 90, 80, 70 e 60 uL). Ap6s serem postas nas placas
as quantidades de amostra e agua Mili-Q citadas anteriormente, foi acrescento 100 pL do
reagente DPPH+0,208 mmol/L. Na mesma placa, foi feito branco especifico, onde o reagente
DPPH+ 0,208 mmol/L foi substituido por 100 pL de etanol absoluto. Também foi feito
controle positivo (100 pL etanol absoluto + 100 puL do reagente DPPH<0,208 mmol/L) e
branco total (200 puL de etanol absoluto). A absorbancia foi determinada a 515 nm a cada 30

segundos por 30 minutos.

Uma curva padrdo de hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchromane-2-carboxylic acid
(TROLOX, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) com as concentracdes de 0, 5, 10, 20,
30, 40 e 50 pmol/L foi realizada e o potencial antioxidante das amostras foi calculado

mediante a formula descrita abaixo:

AUC Sample Sample pL
DRSC= DL LSampre L]
AUC TROLOX [TROLOX uL]

Onde:



DSRC = capacidade relativa de eliminagao do radical DPPHe
AUC = area abaixo da curva, que ¢ calculada a partir das variaveis “tempo de reagdo”

X % DPPHe “eliminado”.

4.9 Analise estatistica dos resultados

O trabalho foi realizado a partir do Delineamento Inteiramente Casualizado em
Esquema Fatorial 4 x 6 x 5, sendo 4 formulagdes (FC1, FT1, FC2 e FT2), 6 tempos em
horas (0, 3, 6, 9, 12 e 24) e 5 tempos em dias (0, 7, 14, 21 e 28). O desenho
experimental do estudo é formado por quatro formulacdes a base de leite desnatado
reconstituido (LDR) a 10% adicionado de L. plantarum S180.7 ou L. plantarum SBR
64.7, e enriquecido ou ndo com 4,5 % de farinha de gréo-de-bico. Sendo seis medidas
(horas) em diferentes de intervalos de tempo para cinética de crescimento e cinco
medidas (dias) diferentes de intervalos de tempo de armazenamento (exceto para
analise de composicdo centesimal e sobrevivéncia em condigBes gastrointestinais in
Vitro).

Todos os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados foram
apresentados como média + desvio padrdo. Andlise de variancia (ANOVA) e o teste
Scott-Knott foram utilizados para calcular diferencas significativas em P < 0,05. Os
dados analisados nos intervalos de tempo de fermentacdo e cinética de crescimento
foram submetidos a analise de regressdo. As analises estatisticas foram realizadas
utilizando o software SISVAR (versdo 5.6). O software SigmaPlot versdo 14.0 foi

utilizado para obtencéo das equacdes e construcao dos graficos.
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Artigo original

Efeito da adicédo de farinha de gréo-de-bico (Cicer arietinum L.) no leite, fermentado por

potenciais probioticos
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Resumo

Introducdo: O leite possui em sua composi¢do nutrientes essenciais para a saude humana,
como lipidios, carboidratos, proteinas, vitaminas e minerais, por possuir muitos nutrientes, ele
é considerado uma excelente matriz para as bactérias lacticas. As bactérias lacticas sdo
responsaveis por realizar o processo de fermentacdo, esse processo também é de grande
interesse para as industrias alimenticias, pois por meio dele é possivel aumentar o tempo de
prateleira dos produtos e protegé-los contra patdgenos. Os probidticos sdo benéficos a salde
humana, pois eles modificam a flora intestinal, fortalecem o sistema imunoldgico, exercem
protecdo contra microrganismos patogénicos e ainda melhoram valor nutricional aos produtos
que foram inseridos. Para que uma bactéria lactica seja considerada probidtica é necessario
que ela seja segura, apresente resisténcia a passagem pelo trato gastrointestinal (TGI),
apresente atividade antimicrobiana e capacidade de aderir ao epitélio intestinal. As matrizes
lacteas tambem sdo excelentes matrizes, pois aumentam a resisténcia e protegem o0s
probidticos durante a passagem pelo TGI. Apesar de apresentar alta tolerancia ao TGI, o L.
plantarum ndo consegue se desenvolver adequadamente no leite, pois ndo utiliza de forma
eficiente os substratos presentes no leite, como a caseina e lactose. Uma forma de aumentar a
viabilidade do L. plantarum no leite € fornecer substratos necessarios por meio de
suplementacGes com fontes de aminoacidos. A farinha de gréo-de-bico é fonte de proteina,
aminodacidos esséncias, minerais e carboidratos. Objetivo: Avaliar as caracteristicas fisico-
quimicas e microbiolégicas do leite fermentado com duas bactérias potencialmente
probidticas, L. plantarum S180.7 ou L. plantarum SBR64.7, enriquecido ou ndo, com 4,5 %
de farinha de grao-de-bico. Metodologia: Para elaboracdo das formulacdes foi utilizado leite
desnatado reconstituido (LDR) a 10%, sacarose e farinha de grdo-de-bico. Quatro
formulacdes foram elaboradas: (i) (FC1) LDR a 10% (100%) + 10% de sacarose + L.
plantarum S180.7 8 log UFC/mL; (ii) (FT1) LDR 10% (95,5%) + 10% de sacarose + L.
plantarum S180.7 8 log UFC/mL + farinha de grdo-de-bico (4,5%); (iii) (FC2) LDR a 10%
(100%) + 10% de sacarose + L. plantarum SBR64.7 8 log UFC /mL; (iv) (FT2) LDR 10%
(95,5%) + 10% de sacarose + L. plantarum SBR64.7 8 log UFC /mL + farinha de grdo-de-
bico (4,5%). As caracteristicas fisico-quimicas (pH, acidez titulavel, sélidos sollveis totais,
estabilidade durante o armazenamento, capacidade de retencdo de agua, fendlicos totais e
atividade antioxidante) e microbiologicas (viabilidade e simulacdo in vitro) foram avaliadas
em todas as formulagdes. Resultados: A formulacgéo teste com a adigéo de 4,5% de farinha de
gréo-de-bico (FT1) apresentou valores significativamente menores (P<0,05) de pH e valores

significativamente maiores (P<0,05) de acidez titulavel durante a fermentacdo de 24 horas em
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relacdo as formulagdes controle (FC1). O mesmo foi observado na formulacdo FT2 em
ralacdo ao controle (FC2). N&o houve diferenca significativa (P<0,05) entre as formulacGes
em relacdo ao teor de proteina, ja em relacdo aos teores de carboidratos e cinzas, as
formulagdes FT1 e FT2 (independente da estirpe), com a adi¢do de 4,5 % de farinha de gréo-
de-bico apresentaram teores significativamente (P<0,05) maiores. Durante 0 armazenamento
refrigerado, as formulagbes FT1 e FT2 (independente da estirpe), com adicdo de 4,5 % de
farinha de gréo-de-bico apresentaram valores significativamente menores (P<0,05) de pH e
SST e valores significativamente maiores de (P<0,05) de acidez titulavel e viabilidade dos
potenciais probidticos L. plantarum S180.7 e SBR64.7, em relacdo as formulagfes controles
FC1 e FC2 (independente da estirpe). Além disso, as formulacbes FT1 e FT2 (independente
da estirpe), com a adicdo de 4,5 % de farinha de grdo-de-bico apresentaram uma melhor
estabilidade durante armazenamento (mL) no 28° dia de armazenamento, em relacdo as
formulagdes controle FC1 e FC2 (independente da estirpe). Ndo houve diferenca significativa
(P<0,05) em relacdo a sobrevivéncia dos potenciais probidticos L. plantarum S180.7 e
SBR64.7 sob condigdes simuladas in vitro do TGI nas diferentes formulagdes. As
formulacdes FT1 e FT2 (independente da estirpe), com a adi¢do de 4,5 % de farinha de gréo-
de-bico apresentaram valores significativamente maiores (P<0.05) de fendlicos totais, durante
a fermentacdo (24 horas) e armazenamento (0 e 28 dias), em relacdo as formulagdes controle
FC1 e FC2 (independente da estirpe). Conclusdo: A adicdo de 4,5 % de farinha de gréo-de-
bico aumentou a viabilidade dos potenciais probioticos L. plantarum S180.7 e SBR64.7
durante o armazenamento de 28 dias, reduziu a sinérese durante armazenamento e aumentou o

teor de fendlicos totais durante a fermentacdo (24 horas) e armazenamento (0 e 28 dias).

Palavras-chave: Leite; bactérias lacticas; farinha de grdo-de-bico; viabilidade; potencial

probidtico.
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1 Introdugéo

Atualmente, a procura por alimentos saudéveis e funcionais estdo cada vez maiores, 0
consumidor estd em busca de produtos benéficos a saude. O leite fermentado € considerado
um alimento funcional, pois além de auxiliar na nutricdo bésica, é benéfico a satde devido a
presenca de bactérias lacticas e metabdlitos oriundos do processo de fermentagdo. Portanto, o
processo de fermentacdo além de melhorar caracteristicas como sabor e aroma, também é
capaz de agregar valor nutricional ao produto (SILVA, 2020; OLIVEIRA, 2011; LIANG et
al., 2024).

Considera-se leite fermentado, produtos acrescentados ou ndo de outras substancias
alimenticias, obtidas por coagulacéo e reducéo do pH do leite, ou reconstituido, adicionado ou
ndo de outros produtos lacteos, por fermentacdo latica a partir acdo de cultivos de
microrganismos especificos. Estes micro-organismos especificos necessitam ser viaveis,

ativos e abundantes no produto final durante seu prazo de validade (MAPA, 2007).

As bactérias lacticas (BALs) apresentam metabolismo fermentativo e s&o
caracterizadas como Gram-positivas, ndo esporuladas, catalase negativa, anaerdbias
facultativas (LUNARDI et al.,, 2021). Essas bactérias lacticas podem ser divididas em
homofermentativas (converte a glicose unicamente em acido lactico) e heterofermentativas
(além do &cido lactico, também sintetizam acido acético ou etanol e CO2) (SILVA, 2022). A
grande maioria das BALs possuem status GRAS (Generally Recognized as Safe), por esse
motivo sdo utilizadas em industrias alimenticias. No processo de fermentacdo, as BALs ao
metabolizarem os carboidratos promovem a queda no pH, criando um ambiente inadequado
para o crescimento de micro-organismos deterioradores e patogénicos (PEREIRA, 2020;
SILVA et al., 2020).

Os probidticos sdo microrganismos vivos que, quando administrados em quantidades
adequadas, proporcionam beneficios a saude do hospedeiro (FAO/WHO, 2002). Para uma
bactéria lactica ser considerada probiotica, é preciso que ela tenha status GRAS (Generally
Recognized as Safe), apresentar resisténcia as condicdes adversas do trato gastrointestinal,
como, por exemplo, o pH &cido do suco gastrico, acdo de enzimas (pepsina e protease) e acao
dos sais biliares. E necessario apresentar também atividade antimicrobiana e capacidade de
aderéncia ao epitélio intestinal, mantendo-se viavel (sobrevivéncia ndo deve ser inferior a 10°
UFC/g). Além disso, é importante que ela tenha resisténcia a antibioticos e ndo possua efeitos

adversos a saude (COSTA et al, 2019). Os probidticos sdo benéficos a salde, pois,
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maximizam o valor nutricional dos alimentos, sdo capazes de reduzir o colesterol sérico,
prevenir e retardar infecgdes intestinais, diminuir os sintomas que estdo associados a

intolerancia a lactose e o risco de cancer de colon (ZENDEBOODI et al., 2020).

O Lactobacillus plantarum é uma bactéria lactica (BAL) gram-positiva, anaerdbia,
mesoéfila e heterofermentativa facultativa. Possui status GRAS (Generally Recognized as
Safe) e pode ser isolado de diversos nichos ecoldgicos, dente eles: carne, frutas, legumes,
leite, silagem e estdbmago de humanos e animais) (TODOROV, 2010; SOUZA et al., 2013). O
L. plantarum pode ser utilizado em diversos produtos alimenticios (cereais, carne, vegetais e
bebidas fermentados e laticinios), sendo capaz de favorecer a formacdo das caracteristicas
sensoriais dos produtos (sabor e textura) devido a sintese de &cido latico e outros acidos
organicos (acido acético) por exemplo. Além disso, algumas cepas sdo capazes de sintetizar
compostos antimicrobianos (bacteriocinas) contribuindo para a seguranca do alimento e
preservando-o por mais tempo (SOUZA et al., 2013; LIU, 2018; HANG et al., 2020).

O microrganismo L. plantarum tambeém apresenta tolerancia a acidez do estémago,
enzimas e sais biliares, conseguindo se manter viavel e aderir-se ao epitélio intestinal. Além
disso, os efeitos benéficos do L. plantarum, destacam-se: regulacdo do sistema imunologico,
auxilio em casos de intolerancia & lactose, inibicdo do crescimento de patdgenos e prevencao
de doencas cardiovasculares (SUNANLIGANON et al., 2012; HAMEED et al., 2021).

Apesar do leite ser uma matriz adequada para o crescimento de bactérias lacticas, o L.
plantarum ndo consegue se desenvolver e se manter adequadamente viavel no leite sem
qualquer suplementacdo. Isso ocorre, pois, o L. plantarum apresenta uma baixa capacidade
proteolitica, e, portanto, ndo consegue hidrolisar e utilizar de maneira eficiente a caseina do
leite. Portanto, o desenvolvimento do L. plantarum no leite depende da suplementacdo do
leite com fontes de vitaminas, compostos bioativos, minerais e aminoacidos livres (MA et al.,
2016; HANG et al., 2020; NATH et al., 2020).

Por isso a, farinha de grdo-de-bico pode contribuir por ser fonte de fibras, carboidratos
(monossacarideos, dissacarideos e oligossacarideos), minerais (potassio, calcio, sodio,
magnésio, cobre, ferro e zinco), vitaminas, aminoacidos essenciais e compostos fitoquimicos
(carotenoides, fenolicos e isoflavonas) (FERNANDES et al., 2022; RACHWA-ROSIAK,
2015; MARGIER et al., 2018). O grdo-de-bico possui em sua composi¢do, componentes

prebiodticos, importantes para a suplementacdo em bebidas probidticas. As leguminosas, como
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0 gréo-de-bico podem agregar valor nutricional ao leite e auxiliar no crescimento bacteriano
(ZARE et al., 2012).

Portanto, o objetivo do presente estudo é avaliar as caracteristicas fisico-quimicas e
microbioldgicas do leite fermentado com os potenciais probi6ticos Lactobacillus plantarum
S180.7 ou Lactobacillus plantarum SBR64.7, enriquecidos ou ndo, com 4,5 % de farinha de

gréo-de-bico.
2 Materiais e métodos

2.1 Preparo da cultura estoque dos micro-organismos L. plantarum S180.7 e L.
plantarum SBR64.7

As culturas utilizadas foram L. plantarum S180.7 e L. plantarum SBR64.7, as quais
pertencem a colecdo de culturas do Laboratério de Higiene dos Alimentos, Departamento de
Nutricdo, Faculdade de Ciéncias da Saude da Universidade de Brasilia. Para ativagdo das
culturas, 100 puL da cultura estoque armazenada a - 80° C (modelo MDF U54VC, Sanyo,
Illinois, Estados Unidos) foram adicionados em um tubo de vidro contendo 5 mL de caldo De
Man Rogosa Sharpe (MRS) (Acumedia-Neogen, Michigan, EUA) e incubadas em estufa
bacteriolégica (Ethik Technolgy, Vargem Grande, SP) a 37°C por 24 horas. Em seguida as
culturas foram ressuspendidas em caldo MRS contendo 20% glicerol e armazenadas a -80°C
(ultra freezer modelo MDF U54VC, Sanyo, lllinois, Estados Unidos). Todos 0s experimentos
foram realizados a partir da cultura estoque (MESQUITA et al., 2020).

2.1.1 Ativacdo dos micro-organismos e padronizacdo das culturas L. plantarum S180.7 e
L. plantarum SBR64.7

Aliquotas de 100 puL de cada uma das culturas estoque, L. plantarum S180.7 e L.
plantarum SBR64.7, foram ativadas em 5 mL de caldo De Man Rogosa Sharpe (MRS)
(Acumedia-Neogen, Michigan, EUA) e incubadas em estufa bacterioldgica (Ethik Technolgy,
Vargem Grande, SP) a 37°C por 24 horas. Aliquotas de 200 pL (inoculo de 2%) de cada
cultura estoque, previamente ativada, foram adicionadas em tubos contendo 10 mL de caldo
MRS, e incubadas a 37°C por 24 horas. Os tubos foram centrifugados a 4°C, 5.000 rpm / 5
minutos e o pellet obtido foi lavado duas vezes com solugéo salina 0,85%. Posteriormente, a

cultura ativa foi inoculada (inoculo de 1,0 %, contendo aproximadamente 6 x 108 UFC/mL)
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em frascos contendo 100 mL das formulagOes (controle e teste), e incubadas a 37°C por 24

horas em estufa bacterioldgica.

2.2 Elaboracao das formulacGes a base de leite desnatado reconstituido e enriquecido ou
ndo com farinha de grdo-de-bico, e adicionadas dos potenciais probioticos

Lactobacillus plantarum S180.7 ou Lactobacillus plantarum SBR64.7
Foram elaboradas quatro formulagdes:

1. Formulacdo Controle 1 (FC1): leite desnatado reconstituido (LDR) a 10%
(100%) + 10% de sacarose + L. plantarum S180.7 8 log UFC/mL;

2. Formulagdo Teste 1 (FT1): LDR 10% (95,5%) + 10% de sacarose + L.
plantarum S180.7 8 log UFC/mL + farinha de gréo-de-bico (4,5%);

3. Formulacdo Controle 2 (FC2): leite desnatado reconstituido (LDR) a 10%
(100%) + 10% de sacarose + L. plantarum SBR64.7 8 log UFC/mL,;

4. Formulacdo Teste 2 (FT2): LDR 10% (95,5%) + 10% de sacarose + L.
plantarum SBR64.7 8 log UFC/mL + farinha de grdo-de-bico (4,5%).

Todas as formulacbes foram homogeneizadas em liquidificador (Walita modelo
R17630/22) em poténcia 1 por 30 segundos, e autoclavadas a 121°C por 20 minutos. Em
seguida foram armazenados sob refrigeracdo a 4°C por 16 horas, e entdo inoculadas com as

culturas.

2.3 Determinacédo da cinética de crescimento dos micro-organismos L. plantarum S180.7

e L. plantarum SBR64.7 nas diferentes formulacdes

Os parametros avaliados foram: pH, acidez titulavel, solidos sollveis totais e
viabilidade microbiana. As analises foram feitas em intervalos de 0, 3, 6, 9, 12 e 24 horas de

fermentacao.

2.3.1 pH, Acidez e Sélidos solluveis totais
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O pH das formulagdes (FC1, FT1, FC2 e FT2) foi mensurado em pHmetro digital
(PHS - 3E, Birigui, Araucéria-PR, Brasil), utilizando 10 g de cada formulacgéo, de acordo com
as Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz (2008). Para a analise de acidez titulavel,
aliquotas de 10 g de cada formulacdo foram homogeneizadas em 100 mL de &gua destilada e

em seguida tituladas com NaOH 0,1 mol/L contendo solucéo de fenolftaleina (IAL,2008).
Acidez titulavel = V x F x M x 100/P

Onde:

V = volume da solugdo NaOH 0,1 mol/L usado na titulagdo (mL)

M = molaridade da solu¢édo de NaOH

P = quantidade de amostra (g)

F = Fator de correcéo da solu¢do de NaOH

Os solidos solaveis totais foram quantificados utilizando aparelho refratdmetro digital
(ATAGO®, modelo 1 T), de acordo com o metodo 932.12 (AOAC, 2005). Os resultados

foram expressos em °Brix.

2.3.2 Viabilidade

A viabilidade das bactérias L. plantarum S180.7 e L. plantarum SBR64.7 nas
diferentes formulacdes foi determinada a partir da técnica Drop plate. As amostras foram
submetidas a diluicdes seriadas em solucdo salina (NaCl 0,85% m/v) e plaqueadas em placas
de Petri, contendo o meio de cultura MRS agar. Logo apds, foram incubadas em estufa
bacteriolégica a 37°C por 48 horas. Apds, foi determinado o nimero de Unidades Formadoras
de Colbnias (UFC) e os resultados foram expressos em log UFC/mL (MESQUITA et al.,
2020).

2.4 Determinacdo da composicdo quimica centesimal das formulagtes

Foi realizada a determinacdo do teor de umidade, lipidios, cinza, fibra bruta,
carboidratos totais e proteinas das diferentes formulacdes (FC1, FT1, FC2 e FT2) foi

analisada. A umidade foi determinada de acordo com as Normas Analiticas do Instituto
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Adolfo Lutz (1AL, 2008). A concentracdo de proteina total foi determinada pelo método de
Kjeldahl 991.22 (AOAC, 2005).

A concentracdo de lipidio total das formulac6es foi determinada através do método de
extragdo Am 5-04, utilizando o extrator de lipidios (ANKOM XT15, Ankom Technology,
New York, United States of America) (AOCS, 2005). A analise de residuo mineral (cinzas)
foi realizada pelo método 945.45 (AOAC, 2005). A quantificacdo de fibra bruta das
formulagcdes foi determinada pela metodologia 978.10 da AOAC (2005). O teor de
carboidratos totais presentes nas formulacGes foi determinado por diferenca, subtraindo de
100 os valores de umidade, proteinas, lipidios e cinzas, com base no método 986.25 (AOAC,
2005).

2.5 Caracterizagdo fisico-quimica e microbioldgicas das formulagbes durante

armazenamento refrigerado

Os parametros tecnologicos pH, acidez titulavel e solidos sollveis totais e a
viabilidade dos micro-organismos das formulagdes foram analisados durante o periodo de
armazenamento (0, 7, 14, 21 e 28 dias) a 4°C. Os valores de pH, acidez titulavel, solidos
soluveis totais, viabilidade e bolores e leveduras foram avaliados nos tempos 0, 7, 14, 21 e 28
dias de armazenamento. Enquanto a estabilidade e a capacidade de retencdo de agua foram

avaliadas nos dias 0 e 28 de armazenamento.

Os parametros tecnoldgicos pH, acidez titulavel e sélidos sollveis totais foram

determinados conforme descrito no item “2.3.1”.

2.5.1 Estabilidade fisica

Para a analise de estabilidade fisica durante armazenamento, foram retiradas aliquotas
de 5 mL de cada formulacdo e armazenadas em tubos de vidro de 10 mL a 4°C por 0 e 28
dias. Nos dias 0 e 28 de armazenamento foi determinada a separacdo de fases (sobrenadante e
pellet), através da determinacdo da altura do sobrenadante com auxilio de escalimetro, os

valores foram obtidos em mm, e convertidos em mL (ZAABOUL et al., 2019).

2.5.2 Capacidade de retencdo de 4gua
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A capacidade de retencdo de &gua foi determinada a partir do método de Guzman-
Gonzalez et al. (1999), com algumas modifica¢fes. Aliquotas de 25 mL de cada formulacéo
foram centrifugadas a 500xg por 10 minutos em temperatura ambiente. Apds a centrifugacao,
0 sobrenadante foi retirado e pesado. A capacidade de retencdo de &gua foi estimada a partir

da seguinte equacéo:

WHC = (1 ﬁ) -100%
my
Em que:
WHC = capacidade de retengédo de 4gua da amostra;

ms = massa (g) sobrenadante apos a centrifugacéo;

my = massa (g) da formulacdo pesada inicialmente.

2.5.3 Viabilidade

A viabilidade das bactérias L. plantarum S180.7 e L. plantarum SBR64.7 durante o
periodo de armazenamento foi avaliada de acordo com o procedimento descrito no item
“2.3.27.

2.6 Sobrevivéncia de L. plantarum S180.7 e SBR64.7 nas formulacGes, apds exposi¢ao in

vitro as condi¢des simuladas do trato gastrointestinal

A viabilidade das bactérias L. plantarum S180.7 e L. plantarum SBR64.7 nas
diferentes formulagdes foi determinada: (i) antes da exposicdo ao suco gastrico e pancreatico,
(ii) apds exposicdo ao suco gastrico, (iii) apds exposicdo ao suco pancreatico e (iv) apds

exposicdo ao suco gastrico e pancreatico em condicdes sucessivas.

(1) Viabilidade das bactérias L. plantarum S180.7 e L. plantarum SBR64.7 antes da

exposicao ao suco gastrico e pancreético.

Aliquotas de 100 pL de cada formulagao foram transferidas para microtubos contendo

900 pL de salina 0,85% e em seguida foram realizadas diluicdes seriadas del10-! até 10-°. O
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plagueamento foi feito a partir da técnica Drop Plate, em placas de Petri contendo o meio de
cultura 4gar MRS. As placas foram incubadas em uma estufa bacteriologica a 37° C por 48
horas. A contagem de UFC foi determinada apds o periodo de incubacgdo e expressa em log
UFC/mL.

(ii) Viabilidade das bactérias L. plantarum S180.7 e L. plantarum SBR64.7 ap0s a

digestdo gastrica simulada.

O suco gastrico sintético foi produzido a partir do protocolo de Bautista-Gallego et al.
(2013), com modificagdes. O tampédo contendo NaCl (0,205 g/L), K2HPO4 (0,060 g/L),
CaCl2 (0,011 g/L), KCI (0,037 g/L) e 100 mL de &gua destilada, pH 2,0 foi autoclavado a
121° C por 21 minutos. Em seguida 360 pL da enzima pepsina (0,6 %) (Dindmica®,

Indaiatuba, SP, Brasil) foram adicionados a solugdo tampé&o autoclavada.

Aliquotas de 200 pL de cada uma das formulagdes foram transferidas para microtubos,
adicionou-se 200 pL de suco gastrico e foram incubadas em estufa bacteriologica a 37°C por
90 min. O tempo de exposicao foi estabelecido de acordo com a metodologia de Calabuig-
Jimeénez et al., (2019). Posteriormente, os tubos foram centrifugados a 5.000 rpm a 4° C por 5
minutos, o sobrenadante foi descartado e o pellet lavado com 400 pL solugdo salina 0,85%
por duas vezes. Diluicdes seriadas foram realizadas de 107 até 10° O plagqueamento foi
realizado por meio da técnica Drop Plate, em placas de Petri contendo meio de cultura agar
MRS. As placas foram incubadas em uma estufa bacteriologica a 37° C por 48 horas. A

contagem de UFC foi determinada ap0s o periodo de incubacdo, e expressa em log UFC/mL.

(iii) Viabilidade das bactérias L. plantarum S180.7 e L. plantarum SBR64.7 ap0s

digestdo pancredtica simulada.

O suco pancredtico foi produzido a partir do protocolo de Bautista-Gallego et al.
(2013), com algumas modificagdes. O tampdo pancreatico contendo K2H2P0O4.7H20 (5,081
g/L), NaCl (0,85 g/L), sais biliares (0,3 g/L) (Sigma-Aldrich®) e 100 mL &gua destilada, pH
8,0 foi autoclavado a 121° C por 21 minutos. 60 pL da enzima pancreatina (0,1 %) (marca

Sigma-Aldrich®) foram adicionados a solu¢do tampéo autoclavada.

Aliquotas de 200 pL de cada uma das formulagdes foram transferidas para microtubos,
adicionou- se 200 pL de suco pancreatico e as amostras foram incubadas em estufa
bacterioldgica a 37°C por 90 min. O tempo de exposicdo foi estabelecido de acordo com a

metodologia descrita por Calabuig-Jiménez et al. (2019). As etapas de centrifugacdo e
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plagueamento das amostras em agar MRS foram feitas de acordo com a metodologia descrita
no item (ii). A contagem de UFC foi realizada apds o periodo de incubacdo e expressa em log
UFC/mL

(iv) Exposicdo das bactérias L. plantarum S180.7 e L. plantarum SBR64.7 sucessiva

aos sucos gastrico e pancreatico.

O procedimento foi realizado de acordo com a metodologia descrita nos itens (ii) e
(iii), porém ap0s a exposicdo ao suco gastrico por 90 min, as amostras foram centrifugadas
(5.000 rpm a 4° C por 5 minutos), o sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido
em 200 uL de suco pancredtico, posteriormente incubado a 37°C por 90 minutos. Em seguida,
as amostras foram centrifugadas e levadas com solucdo salina 0,85%, como descrito no item

(ii) foi repetido. Os resultados foram expressos em log UFC/mL.

A porcentagem de sobrevivéncia das bactérias L. plantarum S180.7 e L. plantarum

SBR64.7, foi determinada por meio da seguinte equacao:
Sobrevivéncia (%)= logN1/logN0 x 100
Em que:

N1 = contagem (log UFC/mL) ap0s a exposicdo as condigdes de estresse gastrointestinal in

vitro.

NO = contagem (log UFC/mL) antes da exposicdo as condicOes de estresse gastrointestinal in

vitro.

2.7 Concentracdo de fendlicos totais e atividade antioxidante das formulacdes

As andlises de fenolicos totais e atividade antioxidante foram realizadas com as
aliquotas das formulacdes, coletadas durante o experimento de cinética de crescimento (0, 3,

6, 9, 12 e 24 horas) e de armazenamento (0 e 28 dias).

2.7.1 Preparo das amostras

As amostras foram clarificadas a partir da metodologia descritas por CARREZ. (1909)
e ACKER et al,, (1967) com modificagbes. Os reagentes utilizados para a clarificacdo das
amostras foram Carrez | - Ferrocianeto de Potassio thihidratado (159 KsFe(CN)s x 3H20/100
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mL agua Mili-Q) e Carrez Il — Sulfato de Zinco heptahidratado (30g ZnSO4 x 7H20/100 mL
agua Mili-Q).

500 pL de cada formulagdo foram adicionados a 10 pL da solugdo Carrez I (15%
KsFe(CN)s x 3H20) e 10 pL da solugdo Carrez 11 (30% ZnSO4 x 7H20), e o volume final de
reacdo completado para 1 mL com agua Mili-Q. Apds homogeneizagdo, 0os microtubos foram
centrifugados a 7.800xg por 15 minutos a 5°C. O sobrenadante foi retirado e armazenado a -

80 °C (modelo MDF U54VC, Sanyo, lllinois, Estados Unidos) para posterior analises.

2.7.2 Fenodlicos Totais

A analise de fenolicos totais foi determinada a partir do protocolo estabelecido por
SINGLETON e ROSSI (1965). Em microplacas de 96 pocos foram adicionados 20 pL das
amostras clarificadas, 100 pL da solu¢ao de Folin-Ciocalteu (diluida 1/10 v/v) e 80 pL de
solucdo de Na>COs 7,5%. Apds 60 minutos de incubagdo da reacdo sob protecéo da luz foi
determinada a absorbancia a 765 nm, em espectrofluorimetro (SpectraMax M Serie Multi-
Mode Microplate Readers, San Jose, California). Para quantificacdo foi utilizada uma curva
padrédo de acido galico nas concentra¢des de 0 a 1.000 umol/L e a concentragdo de fenolicos

totais das formulacdes foi expressa em pmol acido galico/L leite fermentado.

2.7.3 Potencial antioxidante redutor do Fe (FRAP)

A atividade antioxidante das formulacdes foi determinada pelo ensaio FRAP segundo
metodologia descrita por BENZIE e STRAIN (1996). O ensaio foi realizado em microplacas
utilizando 4 pL de 4gua Mili-Q, 20 pL de amostra clarificada e 180 pL do reagente FRAP. A
leitura da absorbancia foi determinada a 593 nm a cada 30 segundos, por 10 minutos em
espectrofluorimetro (SpectraMax M Serie Multi-Mode Microplate Readers, San Jose,
California). Uma curva padrdo de hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchromane-2-carboxylic acid
(TROLOX, Sigma- Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) nas concentracbes de 0 a 1.500

umol/L foi construida e os resultados expressos em pmol TROLOX / L leite fermentado.

2.7.4 Capacidade de eliminacdo de radicais livres (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
(DPPH?)
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A capacidade antioxidante das formulagdes foi determinada utilizando a metodologia
de eliminagédo de radicais livres segundo descrito por CHENG et al., (2006). As amostras
foram analisadas em cinco concentragdes diferentes (5, 10, 20, 30 e 40 uL), sendo que o
volume final foi de 100 pL, completado com agua Mili-Q. Em seguida 100 uL. do reagente
DPPHe 0,208 mmol/L foram adicionados a reagdo, ¢ a absorbancia determinada a 515 nm a
cada 30 segundos por 30 minutos em espectrofluorimetro (SpectraMax M Serie Multi-Mode

Microplate Readers, San Jose, California).

Uma curva padrdo de hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchromane-2-carboxylic acid
(TROLOX, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) nas concentra¢des de 0 a 50 umol/L
foi construida e o potencial antioxidante das amostras foi calculado mediante a formula
descrita abaixo:

AUC Sample Sample pL
DRSC= DL y Lampe i
AUC TROLOX [TROLOX pL]

Onde:

DSRC = capacidade relativa de eliminacédo do radical DPPHe

AUC = area abaixo da curva, que é calculada a partir das variaveis “tempo de rea¢do” x %
DPPHe “eliminado”.

2.8 Analise estatistica dos resultados

O trabalho foi realizado a partir do Delineamento Inteiramente Casualizado em
Esquema Fatorial 4 x 6 x 5, sendo 4 formulacdes (FC1, FT1, FC2 e FT2), 6 tempos em horas
(0, 3,6, 9, 12 e 24) e 5 tempos em dias (0, 7, 14, 21 e 28). O desenho experimental do estudo
foi formado por quatro formulacdes a base de leite desnatado reconstituido (LDR) a 10%
adicionado de L. plantarum S180.7 ou L. plantarum SBR 64.7, e enriquecido ou ndo com 4,5
% de farinha de grao-de-bico. Sendo seis medidas (horas) diferentes de intervalos de tempo
para cinética de crescimento e cinco medidas (dias) diferentes de intervalos de tempo de
armazenamento (exceto para analise de composicdo centesimal e sobrevivéncia em condicdes

gastrointestinais in vitro).

Todos os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados foram
apresentados como média + desvio padrdo. Analise de variancia (ANOVA) e o teste Scott-
Knott foram utilizados para calcular diferengas significativas em P < 0.05. Os dados

analisados nos intervalos de tempo de fermentacdo e cinética de crescimento foram
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submetidos a analise de regressdo. As analises estatisticas foram realizadas utilizando o
software SISVAR (verséo 5.6). O software SigmaPlot versdo 14.0 foi utilizado para obtencéo

das equacdes e construcao dos graficos.

3 Resultados e Discussao

3.1 Determinacao da cinética de crescimento dos micro-organismos L. plantarum S180.7
e L. plantarum SBR64.7 nas diferentes formulacdes

3.1.1 pH e Acidez titulavel.

Os valores de pH e a acidez titulavel das formulag6es, adicionadas ou ndo de 4,5 % de
farinha de gréo-de-bico, fermentadas pelas estirpes L. plantarum S180.7 ou L. plantarum
SBR64.7 nos tempos 0, 3, 6, 9, 12 e 24 horas, podem ser observados na Tabela 1. Declinio
nos valores de pH foram vistos em todas as formulacdes, durante e periodo de fermentacéo
(24 horas). Enquanto, os valores de acidez titulavel apresentaram aumento em todas as

formulacgdes, durante periodo de fermentacéo (24 horas) (Tabela 1).

Os valores de pH com 0 horas de fermentacdo foram de 6,35 + 0,01 (FC1); 6,36 = 0,01
(FT1); 6,28 £ 0,01 (FC2) e 6,32 £ 0,01 (FT2) e com 24 horas de fermentacdo os valores de pH
foram de 5,77 £ 0,01 (FC1); 4,55 + 0,01 (FT1); 5,76 + 0,01 (FC2) e 4,94 + 0,05 (FT2). Maior
queda nos valores de pH foi observada nas formulagcdes com a adicdo da farinha de gréo-de-
bico (FT1 e FT2), que apresentaram valores significativamente menores (P > 0,05), quando

comparadas as formulacdes controles FC1 e FC2 nos tempos 12 e 24 horas de fermentacao.

Em relacdo aos valores de acidez titulavel, com 0 horas de fermentacdo, os valores
foram de 0,16 + 0,00 (FC1); 0,19 + 0,01 (FT1); 0,17 £ 0,00 (FC2) e 0,21 £ 0,01 (FT2) (9/100
g de &cido latico) e com 24 horas de fermentacao os valores de acidez titulavel foram de 0,22
+ 0,01 (FC1); 0,49 + 0,02 (FT1); 0,22 + 0,01 (FC2) e 0,39 * 0,05 (FT2) (g/100 g de &cido
latico). As formulacdes FT1 e FT2 apresentaram valores significativamente maiores (P >

0,05), diferindo-se das formulacdes FC1 e FC2 nos tempos 12 e 24 horas de fermentacao.

Os principais metabdlitos provenientes do processo de fermentacdo das BALSs sdo 0s
acidos organicos. O pH mais baixo proporciona um ambiente favoravel para o crescimento
das BALs (ZHU et al., 2023). Por a sacarose ser fonte de carbono, as BALs podem usar a

sacarose como substrato para realizarem a fermentacdo, resultando no aumento de acido
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latico. Devido a farinha de gréo-de-bico ser rica em fibras, monossacarideos e dissacarideos,
quando adicionada ao leite, a farinha fornece quantidade maior de carboidratos, assim
potencializando o processo de fermentagédo (DAVOODI et al. 2016; MARGIER et al., 2018).

Resultados semelhantes foram observados no trabalho de Coman et al., 2013, no qual
a suplementacdo com farinha de trigo sarraceno e farelo de aveia no leite fermentado pelas
bactérias Lactobacillus rhamnosus IMC 501® e Lactobacillus paracasei IMC 502®

resultaram em um decréscimo de pH.

Tabela 1 pH e acidez titulavel (g/100 g de acido latico) das formulacdes a base de leite,
adicionadas de farinha de gréo-de-bico e fermentadas por as estirpes L. plantarum S180.7 ou
L. plantarum SBR64.7durante periodo de 24 horas..

Andlises FormulacGes

Tempo de fermentacdo (horas)

3 6 9 12 24

FC1 6,35+0,0LaA 6,36+0,0l1aA 6,33+0,02aA 6,13+0,01aB 6,13+0,03aB 5,77 +0,01 aC

FT1 6,36 £0,01aA 6,36+0,02aA 6,33+0,01aB 568+0,01aC 535+0,03bD 4,55 +0,01 bE

PH FC2 6,28 +0,01aA 6,20+0,02aC 6,23+0,01aB 6,13+0,01aC 6,08+0,01aD 576 +0,01 aE
FT2 6,32+0,01aA 6,22+0,01aB 6,17+0,01aC 5,65+0,02aD 542+0,01bE 494 +0,05 bF

FC1 0,16 +0,00aC 0,17+0,01aC 0,17+0,02aB 0,18+0,00aB 0,19 +0,01 bB 0,22 + 0,01 bA

Acidez FT1 0,19+0,01aE 0,19+0,00aE 0,22+0,01aD 0,29+0,00aC 0,34+0,02aB 0,49 + 0,02 aA
Titulavel FC2 0,17+0,00aC 0,17+0,01aC 0,18+0,00aC 0,20+0,01aB 0,19+0,00bB 0,22 + 0,01 bA
FT2 0,21+0,01aC 0,22+0,01aC 0,23+0,01aC 0,31+£0,02aB 0,35+0,01aB 0,39 + 0,05 aA

(FC1): leite desnatado reconstituido (LDR) + sacarose + L. plantarum S180.7; (FT1): LDR
(95,5%) + sacarose + L. plantarum S180.7 + farinha de grdo-de-bico (4,5%); (FC2): (LDR) +
sacarose + L. plantarum SBR64.7; (FT2): LDR (95,5%) + sacarose + L. plantarum SBR64.7
+ farinha de grdo-de-bico (4,5%). Letra minuscula representa diferenca estatistica entre
formulagdes em um mesmo tempo de fermentacdo (P > 0,05) e letra mailscula representa

diferenca estatistica ao longo do tempo (P > 0,05), de acordo com o teste Scott- Knott.
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Tabela 2 Equacdes de regressdo que descrevem os dados de sélidos solUveis totais, viabilidade,
fenolicos totais, FRAP e DPPH ao longo da cinética de crescimento das estirpes L. plantarum S180.7
ou L. plantarum SBR64.7.

Variaveis Experimento Equacgio de regressio R? SEM
Curva de Crescimento - FC1 Y =17.63 + 0.090x - 0,0054x2 0.77 0,53
SST Curva de Crescimento - FT1 Y =1970+0.145x - 0,0116x2 0,98 0,36
Curva de Crescimento - FC2 Y =1840-0,022x- 00018« 0.935 0,23
Curva de Crescimento - FT2 Y = 19,99 + 0.046x - 0,0068x2 0,99 0,13

2.1550
Viabilidade Curva de Crescimento ¥ = 58796 + 099 006

{
1+e \ L4s8a

Curva de Crescimento - FC1 e FC2 Y =690,43 - 5,324x + 0.,0992x2 0.86 18.85
Fendlicos Totais

Curva de Crescimento - FT1 e FT2 Y =119562 - 44 860x + 1.343x> 097 378

Curva de Crescimento - FC1 Y =131,08 - 5.945x + 0,1676x2 0,99 3,78

Curva de Crescimento - FT1 Y =123.16 - 8228 + 0.2605x% 0,98 5,98
FRAP

Curva de Crescimento - FC2 Y=12168-1.230x+ 0,0132x2 0,92 422

Curva de Crescimento - FT2 ¥ =128.56 - 6.905x + 0.2245x2 0.81 17.19

Curva de Crescimento - FC1 ¥ =218-0125x+ 0,0038x2 0,68 0,49

Curva de Crescimento - FT1 ¥ =219 -0,093x + 0,0037x2 0.37 0.76
DPPH

Curva de Crescimento - FC2 Y =217-0126x+ 0,0050x2 0,35 0,63

Curva de Crescimento - FT2 ¥ =1,81+0,028x-00019x2 041 0,59

SEM: erro padrio da média
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3.1.2 Sélidos soltiveis totais

Os valores de SST (°Brix) das formulacdes, adicionadas ou nao de 4,5 % de farinha de
gréo-de-bico, fermentadas pelas estirpes L. plantarum S180.7 ou L. plantarum SBR64.7 por
periodo de 24 horas, podem ser observados na Figura 1 A e B, Tabela 2. O comportamento
dos SST entre as formulages FC1 e FC2 foi semelhante. As formulagdes FT1 e FT2 também
tiveram comportamento semelhante. Todas as formulacdes apresentaram tendéncia de
declinio, com diferencas significativa (P > 0,05) entre as formulacdes e ao longo do tempo de

fermentacao.

Inicialmente, com 0 horas de fermentacdo as formulagbes FC1 e FT1 (Figura 1 A)
apresentaram valor de solidos solUveis totais de 18,10 + 0,44 e 19,77 = 0,55 °Brix
respectivamente, e ao final da fermentacdo, os valores de sélidos soliveis totais foram de
16,77 £ 0,45 e 16,50 + 0,40 °Brix, respectivamente. As formula¢ées FC2 e FT2 (Figura 1 B),
com 0 horas de fermentacdo apresentaram valor de solidos soluveis totais de 18,60 + 0,10 e
20,10 £ 0,26 °Brix respectivamente, e ao final da fermentacéao, os valores de sélidos soluveis
totais foram de 16,83 £ 0,72 e 17,17 + 0,57 °Brix, respectivamente.

Com 3 e 6 horas de fermentacdo (figura 1 A), a formulacdo FT1 apresentou valores de
solidos soluveis totais (19,69 £ 0,45 e 20,63 + 0.21 °Brix) significativamente maiores (P >
0,05), comparada a formulacdo FC1 (17.20 £ 0.17 e 18.43 £ 0.25 °Brix). A formulacédo FT2,
com 3 e 6 horas de fermentacdo (figura 1 B) apresentou valores de sélidos soliveis totais
(19,93 £ 0,12 e 20,00 £ 0,20 °Brix) significativamente maiores (P > 0,05), comparada a
formulacdo FC2 (18,10 £ 0,20 e 18,10 + 0,17 °Brix).

O gréao-de-bico é rico em oligossacarideos (rafinose e ciceritol), isso explica maiores
teores de SST. Para a realizacdo do processo de fermentacdo, tendo como um dos produtos
finais o acido latico, as BALSs hidrolisam acucares (fontes de carbono), isso causa queda
continua do teor de acucar soltvel durante a fermentacdo (HUSSEIN et al., 2020; ZHU et al.,
2023). Resultados similares foram relatados por Norberto et al., (2018), que observaram
diminuicdo dos SST em bebida de soja fermentada por gréos de kefir, devido ao consumo de

carboidratos ao longo do processo de fermentacéo.
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Figura 1 Solidos soluveis totais (°Brix) das formulagdes FC1, FT1 (A), FC2 e FT2 (B), ao
longo do tempo de fermentacdo. *Diferencas estatisticas (P > 0,05) comparando formulagéo
controle contra formulacédo teste com adicéo de farinha. Letra minuscula representa diferenca

estatistica ao longo do tempo (P > 0,05), de acordo com o teste Scott- Knott.

3.1.3 Viabilidade

Os valores de viabilidade das estirpes L. plantarum S180.7 e L. plantarum SBR64.7
nas formulacdes, adicionadas ou ndo de 4,5 % de farinha de grdo-de-bico e fermentadas por
periodo de 24 horas, podem ser observados na Figura 2, Tabela 2. O comportamento de
viabilidade ao longo do processo de fermentacdo de todas as formulacdes foi semelhante,
onde apresentaram tendéncia de aumento, independentemente da adi¢do ou nao da farinha de
grdo-de-bico (P > 0,05).

Além disso, as formulacdes fermentadas por ambas as estirpes (L. plantarum S180.7 e
L. plantarum SBR64.7) ndo diferiram significativamente entre si e ao longo do periodo de
fermentacdo (24 horas) (P > 0,05). Logo, todas as formulac@es, independentemente da estirpe,
ou adicdo de farinha apresentaram tendéncia semelhante (Figura 2) de aumento do

crescimento até 9 h de fermentacg&o, e logo apos se estabilizaram.
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Com 0 horas de fermentacdo, o valor médio de viabilidade foi de 5,94 + 0,08 (Log
UFC mL ) (Figura 2). Ao final do processo de fermentacdo (24 horas) o valor médio de
viabilidade foi de 8,00 + 0,08 (Log UFC mL ).

As formulacdes obtiveram viabilidade das estirpes L. plantarum S180.7 e SBR64.7
acima da quantidade minima exigida para que um alimento seja considerado probidtico 10° a
108 UFC (SERTOVIC et al., 2019). Casarotti. (2014) investigou o efeito da suplementacio de
farinha de quinoa no leite fermentado. A farinha manteve os probi6ticos L. acidophilus La-5 e
B. animalis ssp. lactis BB-12 acima da dose minima recomendada que ¢é entre 10° e 108
UFC/mL, durante 28 dias de armazenamento. Chen et al., 2018 avaliou o efeito da adicdo de
farinha de grao de bico (1%, 2%, 3% ou 5%) no iogurte. Os resultados mostraram que a
adicdo de farinha de grdo-de-bico proporcionou um maior crescimento de bactérias durante a

fermentacao.

Segundo Ma et al., (2016) os nutrientes que auxiliam o Lactobacillus plantarum (L.
plantarum ST-11I, L. plantarum WCFS1 e L. plantarum LPHS) a realizar o processo de
fermentacdo no o leite sdo os aminoé&cidos isoleucina, leucina, valina, tirosina, metionina e
fenilalanina, e a adenina. As contagens vidveis de L. plantarum no leite fermentado
suplementado com 0,1 g/L de adenina e 0,2 g/L de aminoacidos foram 8,34 e 9,18 UFC/g em
24 e 48 h de fermentacdo comparado ao controle 7,65 e 7,59 UFC/g em 24 e 48 h,

respectivamente.
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Figura 2 Viabilidade (Log UFC mL -1) das bactérias L. plantarum S180.7 e L. plantarum
SBR64.7 nas formulagdes FC1, FT1, FC2 e FT2 ao longo do tempo de fermentacdo (0; 3; 6;
9; 12 e 24 horas), independente da adicdo ou ndo de farinha de grdo-de-bico. Letra minuscula
representa diferenca estatistica ao longo do tempo (P > 0,05), de acordo com o teste Scott-
Knott.
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3.1.4 Fendlicos Totais

A concentracdo de fendlicos totais (umol de acido galico /L de leite) das formulagdes,
adicionadas ou ndo de 4,5 % de farinha de gréo-de-bico, fermentadas pelas estirpes L.
plantarum S180.7 ou L. plantarum SBR64.7 por periodo de 24 horas, podem ser observados
na Figura 3 A e B, Tabela 2.

As formulagdes controle (FC1 e FC2) (Figura 3 A) demonstraram comportamento
semelhante, onde, ambas se mantiveram estaveis durante o processo de fermentacdo. N&o
foram observadas diferencas significativas (P > 0,05) ao longo do processo fermentativo.
Inicialmente, com 0 horas de fermentacdo as formulagbes controles sem a adicdo de farinha
de grédo-de-bico (FC1 e FC2) apresentaram media de teor de fendlicos totais de 680,25 +
29,49 umol de &cido galico /L de leite. Com 24 horas de fermentacdo, as mesmas formulacGes
apresentaram média de teor de fenolicos totais de 619,91 + 32,98 umol de &cido galico /L de

leite.

As formulacbes com a adicdo da farinha de grdo-de-bico (FT1 e FT2) (Figura 3 A),
apresentaram tendéncia de declinio durante o processo de fermentacdo. Diferencas
significativas (P > 0,05) foram observadas ao longo do processo fermentativo. Inicialmente,
com 0 horas de fermentacdo as formulacdes com a adicdo de farinha de grdo-de-bico (FT1 e
FT2) apresentaram média de teor de fendlicos totais de 1180,25 + 112,29 umol de &cido
galico /L de leite. Com 24 horas de fermentacdo, as mesmas formula¢fes apresentaram média

de teor de fenolicos totais de 892,24 + 37,14 umol de acido galico /L de leite.

As formulacdes FT1 e FT2 (Figura 3 B) apresentaram teores de fendlicos totais
significativamente maiores (P > 0,05) (965,69 * 24,51 e 997,17 + 33,86 umol de acido galico
/L de leite, respectivamente) quando comparadas as formulages FC1 e FC2 (623,76 + 16,69
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e 689,25 + 34,60 umol de &cido galico /L de leite, respectivamente), independentemente do

tempo de fermentagéo.

De acordo com Faridy et al., (2020); Zhu et al., (2023) o grdo-de-bico contém
quantidades significativas de polifendis, flavonoides, isoflavonas, carotenoides e fendlicos.
Também possuem biochanin A e formononetina (isoflavonas). A tendéncia de queda (Figura
5 A) pode ser explicada pelo fato do Lactobacillus consumir os fendlicos presentes na farinha

de gréo-de-bico, para garantir seu crescimento (ZHU et al., 2023).

Na pesquisa realizada por Zhu et al., (2023) é relatado que a fermentacdo realizada
pela bactéria Lactobacillus aumentou a composicdo de fendlicos do leite de grdo-de-bico,
resultando em um aumento no teor de fendlicos totais, polifendis totais e flavonoides totais.
Hussein et al., (2020) descreveram em seu trabalho, que a adicdo de 3% de farinha de grdo-
de-bico em iogurtes aumentou o teor de fenolicos totais durante a fermentacdo e
armazenamento. Além disso, 0s autores também relataram que o processo de fermentacéo

melhorou a atividade antioxidante do iogurte adicionado de farinha de grao-de-bico.

MENG et al., (2022) realizaram um estudo, onde os autores acoplaram a hidrolise de
proteinas e a fermentacdo de Lactobacillus plantarum para desenvolver bebidas de quinoa. Os
autores relataram que o uso combinado de hidrdlise de proteinas, juntamente com a
fermentacdo de L. plantarum, melhorou significativamente o teor de fendlicos da bebida de

quinoa.

A partir dos resultados, nota-se que a adicdo da farinha de grdo-de-bico ao leite
fermentado, resultou em teores de fendlicos totais elevados, em relacdo ao controle. Portanto,
observa-se que, a fermentacdo juntamente com a adi¢do de 4,5 % da farinha de gréo-de-bico
melhorou os teores de fendlicos do leite fermentados pelas estirpes L. plantarum S180.7 ou
SBR64.7.
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Figura 3 Teor de fendlicos totais das formulaces FC1, FT1, FC2 e FT2 ao longo do tempo de
fermentacdo (0; 3; 6; 9; 12 e 24 horas). Valores medios de fendlicos totais das formulacdes ao
longo do tempo de fermentacdo (A). Concentracdo de fendlicos totais das diferentes
formulacdes (B). Na figura (A) letra minuscula representa diferenca estatistica ao longo do
tempo (P > 0,05), e na figura (B) letra minuscula representa diferenca estatistica entre
formulacgdes (P > 0,05) de acordo com o teste Scott- Knott. (FC1): leite desnatado reconstituido
(LDR) + sacarose + L. plantarum S180.7; (FT1): LDR (95,5%) + sacarose + L. plantarum
S180.7 + farinha de grdo-de-bico (4,5%); (FC2): (LDR) + sacarose + L. plantarum SBR64.7;
(FT2): LDR (95,5%) + sacarose + L. plantarum SBR64.7 + farinha de grdo-de-bico (4,5%).

3.1.5 Potencial antioxidante redutor do Fe (FRAP) e Capacidade de eliminacdo de

radicais livres (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPHe¢)

A capacidade antioxidante (umol TROLOX /L de leite) das formulacdes, adicionadas
ou nao de 4,5 % de farinha de grdo-de-bico, fermentadas pelas estirpes L. plantarum S180.7
ou L. plantarum SBR64.7 por periodo de 24 horas, podem ser observados na Figura 4 A, B e
C Tabela 2 (FRAP) e Figura 5 A e B, Tabela 2 (DPPH).

Inicialmente, com 0 horas de fermentacdo, as formulagcbes FC1 e FT1 (Figura 4 A)
apresentaram teores de atividade antioxidante FRAP de 134,08 + 21,27 e 121,99 + 19,62
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pmol TROLOX /L de leite, respectivamente. Ao final da fermentacdo (24 horas)
apresentaram teores de atividade antioxidante de 84,33 + 7,34 e 75,40 £ 9,35 pmol TROLOX
/L de leite, respectivamente. Houveram diferencas significativas (P > 0,05) ao longo do tempo
de fermentacdo em ambas as formulagGes, no qual apresentaram tendéncia de declinio nos

teores de atividade antioxidante.

As formulagbes FC2 e FT2 (Figura 4 B), com 0 horas de fermentacdo apresentaram
teores de atividade antioxidante FRAP de 122,70 + 18,54 e 115,41 + 12,67 umol TROLOX /L
de leite, respectivamente. Ao final da fermentacdo (24 horas) apresentaram teores de
atividade antioxidante de 99,14 + 3,86 e 93,09 + 10,27 pumol TROLOX /L de leite,
respectivamente. Diferencas significativas (P > 0,05) ao longo do tempo de fermentacdo, com
tendéncia de declinio foram observadas na formulacdo FT2, entretanto que a formulagdo FC2
se manteve estavel e ndo apresentou diferencas significativas (P > 0,05) ao longo do processo

de fermentagéo.

Foi observado diferencas significativas (P > 0,05) entre as formulagdes,
independentemente do tempo de fermentacdo (Figura 4 C). As formulacdes FC1 e FT1
apresentaram diferencas significativas, onde a formulacdo FC1 apresentou atividade
antioxidante FRAP significativamente maior (P > 0,05) (101,20 + 5,92 umol TROLOX /L de
leite), comparada a formulacdo FT1 (85,84 + 552 umol TROLOX /L de leite). Ja as

formulacdes FC2 e FT2 ndo apresentaram diferencas significativas (P > 0,05).

A queda na e capacidade antioxidante (FRAP) durante a fermentacéo ocorre devido ao
Lactobacillus utilizar os fendlicos como fonte de energia para garantir seu crescimento e
manter-se viavel. A formulacdo FT1 (Figura 4 C) apresentou capacidade antioxidante
significativamente menor (P > 0,05), comparada a formulacdo FT2. Essa queda ocorre devido
ao Lactobacillus utilizar os fendlicos. O grao-de-bico possui compostos naturais (fenolicos)
gue atuam como fontes de energia suplementar e possuem atividade antioxidante (HUSSEIN
et al., 2020). Considerando que no grdo-de-bico sdo encontrados compostos bioativos, a
adicdo da farinha resultou aumento da capacidade antioxidante da formulacdo FT2 (ZHU et
al., 2023).

Inicialmente, com 0 horas de fermentacdo, as formulagbes FC1 e FT1 (Figura 5 A)
apresentaram teores de atividade antioxidante DPPH de 2,49 + 0,26 e 1,64 £ 0,45 pmol
TROLOX /L de leite, respectivamente, ao final da fermentagéo, com 24 horas apresentaram
teores de atividade antioxidante de 1,37 + 0,12 e 2,17 £+ 0,37 pmol TROLOX /L de leite,



95

respectivamente. Houveram diferencas significativas (P > 0,05) ao longo do tempo de
fermentacdo na formulagdo FC1, no qual foi observada tendéncia de declinio nos teores de
atividade antioxidante. A formulacdo FT1 se manteve estavel, sem diferencas significativas (P
> (0,05) ao longo do tempo de fermentacdo. Com 3 e 24 horas de fermentacdo (figura 5 A), a
formulagcdo FT1 apresentou teores de atividade antioxidante (2,70 £ 0,56 e 2,17 + 0,37 pmol
TROLOX /L de leite) significativamente maiores (P > 0,05), comparada a formulagdo FC1
(1,14 + 0,34 e 1,37 + 0,12 pmol TROLOX /L de leite).

As formulagbes FC2 e FT2 (Figura 5 B) com 0 horas de fermentagédo, apresentaram
teores de atividade antioxidante DPPH de 1,77 + 0,32 e 2,24 + 0,14 pmol TROLOX /L de
leite, respectivamente, ao final da fermentacdo, com 24 horas apresentaram teores de
atividade antioxidante de 2,11 + 0,43 e 1,29 + 0,69 pumol TROLOX /L de Ileite,
respectivamente. Houveram diferencgas significativas (P > 0,05) ao longo do tempo de
fermentacdo em ambas formulagcdes. Com 3 e 24 horas de fermentacdo (figura 5 B), a
formulacdo FC2 apresentou teores de atividade antioxidante (2,57 + 0,36 e 2,11 £ 0,43 pmol
TROLOX /L de leite) significativamente maiores (P > 0,05), quando comparada a formulagéo
FT2 (1,35 £ 0,51 e 1,29 + 0,69 pumol TROLOX /L de leite). Com 12 horas de fermentacéo
(figura 5 B), a formulacdo FT2 apresentou teor de atividade antioxidante (2,51 + 0,20
TROLOX /L de leite) significativamente maior (P > 0,05), comparada a formulacdo FC2
(0,96 + 0,56 pmol TROLOX /L de leite).

Pereira et al. (2018) mencionam que durante a fermentacdo, as bactérias probidticas
podem degradar e tornar biodisponiveis algumas moléculas funcionais, incluindo
antioxidantes, enzimas, acidos graxos de cadeia curta, peptideos, vitaminas e minerais. Essas
moléculas podem ser utilizadas pela bactéria para se manter viavel durante o processo de
fermentacdo. Esse estudo explica o fato da formulacdo FT1 apresentar teor significativamente
menor (P > 0,05) de capacidade antioxidante FRAP em relacdo a formulacdo FT2 (Figura 4
C). Possivelmente a bactéria da FT1 consumiu uma quantidade maior de compostos

antioxidantes durante a fermentacéo.

As diferencas entres as analises FRAP e DPPH podem estar relacionadas as diferencas
na reatividade de varios antioxidantes e nas reaces quimicas de cada um dos ensaios. O
método FRAP consiste na capacidade de reduzir complexo tripiridiltriazina férrico (Fe (111) -
TPTZ) em complexo ferroso azul (Fe (I1) -TPTZ) por meio da doacdo de elétrons, medindo

assim a reduc¢do do ferro férrico ion. O método DPPHe* consiste na elimina¢ao do 1,1-difenil-
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2-picrilhidrazil livre radical medindo-se assim, a capacidade de neutralizagdo radical dos
antioxidantes (KARADAG; OZCELIK; SANER, 2009).
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Figura 4 Atividade antioxidante determinada pelo ensaio FRAP nas formula¢bes FC1, FT1,
FC2 e FT2 ao longo do tempo de fermentacédo (0; 3; 6; 9; 12 e 24 horas). Comportamento
das formulacbes FC1 e FT1 (A), FC2 e FT2 (B) ao longo do tempo de fermentacdo. Valores
de atividade antioxidante das diferentes formulacGes (C). Na figura (A e B) letra mindscula
representa diferenca estatistica ao longo do tempo (P > 0,05), e na figura (C) letra mindscula
representa diferenca estatistica entre formulagbes (P > 0,05) de acordo com o teste Scott-
Knott. (FC1): leite desnatado reconstituido (LDR) + sacarose + L. plantarum S180.7; (FT1):
LDR (95,5%) + sacarose + L. plantarum S180.7 + farinha de gréo-de-bico (4,5%); (FC2):
(LDR) + sacarose + L. plantarum SBR64.7; (FT2): LDR (95,5%) + sacarose + L. plantarum
SBR64.7 + farinha de grdo-de-bico (4,5%).
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Figura 5 Atividade antioxidante determinada pelo ensaio DPPH nas formulagdes FC1, FT1, FC2 e
FT2 ao longo do tempo de fermentagédo (0; 3; 6; 9; 12 e 24 horas). Comportamento das
formulagdes FC1 e FT1 (A), FC2 e FT2 (B) ao longo do tempo de fermentagdo. *Diferencas
estatisticas (P > 0,05) comparando formulacdo controle contra formulacdo teste com adigcdo de
farinha. Letra minuscula representa diferenca estatistica ao longo do tempo (P > 0,05), de acordo
com o teste Scott- Knott. (FC1): leite desnatado reconstituido (LDR) + sacarose + L. plantarum
S180.7; (FT1): LDR (95,5%) + sacarose + L. plantarum S180.7 + farinha de gréo-de-bico (4,5%);
(FC2): (LDR) + sacarose + L. plantarum SBR64.7; (FT2): LDR (95,5%) + sacarose + L.
plantarum SBR64.7 + farinha de grdo-de-bico (4,5%).

3.2 Determinacdo da composic¢éo quimica centesimal das formulacgdes

Os teores de umidade, lipidios, carboidratos, cinzas, proteinas e fibra bruta das
formulacdes, adicionadas ou ndo de 4,5 % de farinha de gréo-de-bico, fermentadas pelas
estirpes L. plantarum S180.7 ou L. plantarum SBR64.7, podem ser observados na Tabela 3. O
teor de umidade das formulagdes FC1 (83,19 + 0,02 %) e FC2 (83,04 + 0,09 %) foram
significativamente maiores (P > 0,05) em relacéo as formulacbes FT1 (80,84 + 0,05 %) e FT2
(80,24 £ 0,01 %). Resultado similar foi obtido para o teor de lipidios, no qual as formulacdes
FC1 (2,26 + 0,04 %) e FC2 (1,95 £ 0,27 %) foram significamente maiores (P > 0,05) em
relacdo as formulacdes FT1 (0,85 £ 0,07 %) e FT2 (1,37 £ 0,10 %).

O teor de carboidratos das formulacdes FT1 (14,13 + 0,44 %) e FT2 (14,48 + 0,61 %)
foram significamente maiores (P > 0,05) em relacdo as formula¢ées FC1 (10,46 + 0,58 %) e
FC2 (11,40 £ 0,23 %). Resultado semelhante foi apresentado na andlise de cinzas, onde os das
formulagdes FT1 (0,87 + 0,01 %) e FT2 (0,89 + 0,02 %) foram significamente maiores (P >
0,05) em relacdo as formulagées FC1 (0,75 + 0,01 %) e FC2 (0,77 = 0,01 %). O teor de
proteina das formulacbes foi de 3,34 + 0,56 a 2,84 + 0,01 e ndo apresentou diferenca
significativa (P > 0,05). Teores de proteina encontrados no leite de vaca (3,39 ¢/100 g),
assemelham-se aos encontrados neste estudo (KATTAN, 2011). O teor de fibra ndo foi

detectado.

Devido ao grdo-de-bico possuir em sua composicdo carboidratos (monossacarideos,
dissacarideos e oligossacarideos), houve o aumento dos nos teores de SST, que

consequentemente levou a uma redugdo nos valores de umidade das formulagfes com a
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adicdo da farinha de grdo-de-bico. Ainda, por o gréo de bico ser fonte de carboidratos, os
teores deste componente foram maiores nas formulagdes com a adi¢do da farinha de grao-de-
bico, O mesmo comportamento foi observado nos teores de cinzas, onde as formulagdes com
a adicéo da farinha de grdo-de-bico demonstraram teores maiores devido ao grao-de-bico ser
rico em minerais (potassio, célcio, ferro e zinco). Ja os lipidios das formulagdes com a adi¢cdo
da farinha de grdo-de-bico apresentaram teores menores, isso ocorre em funcdo do aumento
de carboidratos quando adiciona-se a farinha de grdo-de-bico (HUSSEIN et al., 2020;
FERNANDES et al., 2022; RACHWA-ROSIAK, 2015; MARGIER et al., 2018).

Tabela 3 Composicéo centesimal das formulagdes (%).

N Analises
Formulagdes - - — - - -
Umidade (%) Proteina (%) Lipidio (%)  Carboidrato (%) Fibra (%) Cinzas (%)
FC1 83,19+0,02a 3,34+056a 2,26+0,04a 10,46+0,58b 0,75+0,01b
FT1 80,84 +0,05¢c 3,29+0,47a 0,85+ 0,07d 14,13+044a 0,87+0,01a
FC2 83,04+0,09b 284+0,01a 195+£027b 11,40+ 0,23b 0,77+0,01 b
FT2 80,24+0,01d 302+061la 137+0,10c 14,48 £ 0,61 a 0,89+0,02a

(FC1): leite desnatado reconstituido (LDR) + sacarose + L. plantarum S180.7; (FT1): LDR
(95,5%) + sacarose + L. plantarum S180.7 + farinha de grao-de-bico (4,5%); (FC2): (LDR) +
sacarose + L. plantarum SBR64.7; (FT2): LDR (95,5%) + sacarose + L. plantarum SBR64.7
+ farinha de grdo-de-bico (4,5%). Letra minuscula representa diferenca estatistica entre

formulacdes (P > 0,05) de acordo com o teste Scott- Knott.

3.3 Caracterizacdo fisico-quimica e microbiolégicas das formulacdes durante

armazenamento refrigerado a 4°C.

3.3.1 pH e Acidez titulavel.

Os valores de pH e a acidez titulavel das formula¢Ges, adicionadas ou ndo de 4,5 % de
farinha de grdo-de-bico, fermentadas pelas estirpes L. plantarum S180.7 ou L. plantarum
SBR64.7, e armazenadas por 28 dias podem ser observados na Tabela 4. Declinio nos valores
de pH foram observados em todas as formulacGes, durante todo o periodo de armazenamento
(28 dias). Enquanto, os valores de acidez titulavel apresentaram aumento em todas as

formulac6es, durante todo o periodo de armazenamento (28 dias) (Tabela 4).
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As formulagbes FT1 e FT2, apresentaram valores de pH significativamente menores
(P > 0,05) em relacéo as formulagdes FC1 e FC2 nos dias 14, 21 e 28 de armazenamento. O
pH e acidez titulavel sdo inversamente proporcionais, a medida que o pH diminuiu, os valores
de acidez titulavel (g/100 g de acido latico) aumentaram (apenas a partir do 14° dia). Valores
mais elevados de acidez titulavel foram apresentados pelas formulagdes FT1 e FT2,
apresentando assim, valores significativamente maiores (P > 0,05) em relagdo as formulagGes

FC1 e FC2 durante o0 14°, 21° e 28° dias de armazenamento.

Em um estudo realizado por Mani- L6pez, Palou, e Lopez-Malo (2014) foi observado
aumento da quantidade de &cido lactico em iogurte durante armazenamento a 5°C por 35 dias.
Casarotti et al., (2018) relataram que houve aumento da acidez titulavel em bebidas de aveia e
arroz fermentadas por L. casei Lc-1 e S. thermophilus TA040 durante estocagem refrigerada
4°C por 28 dias. Decréscimo no pH durante o armazenamento também foi observado na
elaboracdo de iogurte probiotico suplementado com fibras de limdo e de laranja, onde, apos
30 dias de estocagem a 4 °C, os valores de pH dos eram de 3,97 e 3,92, respectivamente
(SENDRA et al., 2008).

Senadeera et al., (2018)., produziram um iogurte probidtico adicionado de polpas de
varias espécies de Annona e observaram suas caracteristicas fisico-quimicas por um periodo
de 28 dias de armazenamento. Houve uma maior diminuicdo do pH e aumento da acidez
titulavel durante o armazenamento nas amostras com a adicdo da polpa, em relagdo ao
controle. Os autores explicam que esse fato ocorre devido a disponibilidade de carboidratos
das frutas. A adicdo de polpa de fruto também aumentou a atividade antioxidante dos

iogurtes.

HUSSEIN et al., (2020) avaliaram o efeito da adi¢cdo do grao-de-bico em iogurte. O
valor de pH das amostras sem a adi¢do de grdo-de-bico foi maior, comparando-se as amostras
com o grdo-de-bico. Durante o armazenamento (21 dias a 4°C), houve declinio no pH e
aumento na acidez titulavel de todas as amostras. Os autores explicam que a acidez aumenta
devido a fermentacdo da lactose pelas BALs. O mesmo comportamento foi observado neste
trabalho, onde os valores de pH das formulacdes sem a adicdo de farinha de grdo-de-bico
(FC1 e FC2) foram maiores.

3.3.2 Sélidos Soluveis Totais
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Os valores de SST (°Brix) das formulacgdes, adicionadas ou nao de 4,5 % de farinha de
gréo-de-bico, fermentadas pelas estirpes L. plantarum S180.7 ou L. plantarum SBR64.7, e
armazenadas por 28 dias podem ser observados na Tabela 4. No 21° dia de armazenamento, as
formulagbes FT1 (16,17 = 0,21 °Brix) e FT2 (16,40 = 0,26 °Brix) apresentaram valores
significativamente menores (P > 0,05) em relacdo as formulagdes FC1 (17,27 + 0,12 °Brix) e
FC2 (17,80 £ 0,10 °Brix).

Os solidos soluveis totais sdo substancias que podem ser dissolvidas em agua. O
decréscimo dos SST pode estar relacionado a reagdes quimicas que ocorrem durante a
fermentacdo e o armazenamento (BECKLES, 2012). Observa-se que, durante o periodo de
estocagem refrigerada, o crescimento do micro-organismo ocorreu de forma mais lenta, o que

resultou em uma estabilidade dos SST neste periodo.

3.3.3 Viabilidade

Os valores de viabilidade das estirpes L. plantarum S180.7 e L. plantarum SBR64.7
nas formulacbes fermentadas, adicionadas ou ndo de 4,5 % de farinha de gréo-de-bico e
armazenadas por 28 dias, podem ser observados na Tabela 4.Ao observar a viabilidade das
estirpes L. plantarum S 180.7 e L. plantarum SBR 64.7 durante 28 dias de armazenamento a
4°C, nota-se que houve diferencas significativas (P > 0,05) entre as formulac6es, entretanto
ndo houve diferencas significativas durante periodo de armazenamento. As formulagdes FT1
e FT2 apresentaram viabilidade acima de 8,0 log UFC/mL, significativamente maior (P >
0,05), quando comparadas as formulaces FC1 e FC2 que apresentaram viabilidade acima de

7,0 log UFC/mL significativamente menor (P > 0,05).

Resultados semelhantes puderam ser vistos no iogurte de soja fermentado por L.
rhamnosus K4E e L. helveticus K14, onde a viabilidade foi semelhante (8,68 Log UFC/mL)
no 10° dia de armazenamento (MISHRA et al. 2019). No leite a presenca de aminoacidos
livres e bastante limitada, é necessario que as BALs realizem a hidrélise da proteina para
terem fonte de carbono. Entretanto o grdo-de-bico é rico em arginina livre, que é utilizada
como substrato pelas BALs para realizarem a fermentacdo. Devido ao grdo-de-bico possuir
aminodacidos livres (arginina, acido glutdmico, &cido aspartico, leucina e triptofano) a
suplementacdo com a farinha de gréo-de-bico foi capaz de proporcionar um crescimento mais
acelerado das BALs (BINTSIS, 2018; CORTES-GIRALDO et al., 2016).
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Chen et al. (2018) relataram que os prebidticos, como galacto-oligossacarideo (GOS)
existentes no grao-de-bico, favoreceram o crescimento do L. delbrueckii ssp. bulgaricus YO-
MIX 883. Skrzypczak et al. (2019) relataram que durante a fermentacdo, as proteinas
presentes em leguminosas também podem ser hidrolisadas por enzimas proteoliticas dos
microrganismos, tornando-se biodisponiveis. E possivel que as estirpes L. plantarum S180.7 e
SBR64.7 tenha exercido atividade proteolitica, o que favoreceu sua viabilidade e crescimento
nas formulagdes. O fato da estirpe L. plantarum SBR64.7 ser de origem vegetal (silagem)

pode explicar sua facilidade em degradar a proteina vegetal.

Souza et al. (2013) avaliaram o comportamento microbioldgico, fisico-quimico e
sensorial do leite fermentado com L. plantarum BG112 durante 70 dias de armazenamento. A
contagem de L. plantarum BG112 variou de 10,1 a 8,9 log UFC mL-1, no inicio e final do
armazenamento, sua viabilidade ficou acima do minimo exigido para possuir alegacdes de
propriedades funcionais e para que possa ser caracterizado como alimento probiotico. Os
autores concluiram que, o L. plantarum BG112 apresentou étima viabilidade em leite
fermentado, e que por mais que nao seja considerado probidtico pela legislacdo brasileira, as
estirpes de L. plantarum sdo bastante promissoras na producdo de alimentos com

propriedades funcionais.

Ao analisar o efeito do grdo de bico em um bio-iogurte, utilizando as culturas
probidticas (Bifidobacterium bifidum DSM 20082 e uma mistura de Bifidobacterium animalis
subsp. lactis e Lactobacillus acidophilus (SACOO Lyofast (AB1)) a farinha de gréo-de-bico
estimulou o crescimento dos probidticos, a contagem bacteriana foi de 8,28 Log, 8,12 Log,
8,04 Log e 7,32 Log UFC/g com 3, 2, 1% de farinha de grdo de bico e controle,

respectivamente, aos 21 dias de armazenamento (HUSSEIN et al., 2020).

A suplementacédo de farinha de quinoa no leite fermentado resultou em uma populacéo
maior de L. acidophilus La-5 e B. animalis ssp. lactis BB-12 em comparacdo com 0
tratamento controle aos 28 dias de armazenamento (CASAROTTI, 2014). Hussein et al.,
(2020) afirmaram em seu trabalho que os polissacarideos encontrados na ervilha (também no
grdo-de-bico) aumentaram o crescimento das bactérias probidticas no iogurte. Portanto, nota-

se 0 grao-de-bico foi importante para manter a viabilidade dos potenciais probioticos.
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Tabela 4 pH, acidez titulavel (g/100 g de &cido latico), sélidos soluveis totais (°Brix) e

viabilidade (Log UFC mL -1) das formulagdes ao longo do armazenamento.

Tempo de armazenamento (dias)

Anélises Formulacdes
0 7 14 21 28

FC1 5,68 + 0,06 aA 5,27 + 0,04 aB 539+0,0laC  5,19+0,03aD 5,14 + 0,04 aD

oH FT1 4,75 +£0,05aA 4,00 £0,03aB  3,75+0,04bC  3,71+0,01bC 3,33+0,04 bD
FC2 5,76 £0,04 aA 5,27 £0,06 aC 5,61+0,03aB 5,30 £0,04 aC 5,29 + 0,03 aC

FT2 4,76 +0,04 aA 4,10 £0,05aB 3,92 £0,03bC 3,95+£0,02 bC 3,68 + 0,03 bD

FC1 0,24 £0,00aD 0,26 + 0,00 aC 0,29+0,01bB  0,30+£0,01 bB 0,31 + 0,00 bA

Acidez FT1 0,44 +£0,02 aE 0,54 £ 0,01 aD 0,65+0,01aC 0,71+0,01 aB 0,74 + 0,02 aA
Titulavel FC2 023 £0,00aD  0,25+0,01aC  0,27+0,01bB  0,29+0,01bA 029 +0,01 bA
FT2 0,44 +0,01 aE 0,50 £ 0,00 aD 0,58 £0,01aC 0,63 +£0,02 aB 0,68 +£0,02 aA
FC1 1790+0,35aA 17,33 £0,70aA 16,63+0,15aA 17,27+0,12aA 1750 + 0,50 aA
Sﬁ;gggfs FT1 17,00 £0,36 aA 17,33 £0,15aA 16,37 +0,35aB 16,17 +0,21bB 16,63 + 0,57 aB
Totais FC2 18,23 +0,60aA 17,87 £0,23aA 17,37+0,31aA 17,80+0,10aA 17,63 +0,46 aA
FT2 1760+046aA 17,10 +0,17aB 16,80+0,00aC 16,40+0,26 bC 16,47 +0,12 aC

FC1 8,34 £0,32 aA 7,76 £0,22 bB 7,85+0,12 bB 7,79 £0,04 bB 7,96 +0,01 bB

Viabilidade FT1 8,56 + 0,04 aA 8,49 £ 0,05 aA 8,62+0,06aA  8,49+0,08aA 8,51 + 0,08 aA
FC2 7,66 + 0,04 bA 759+0,08bA 7,77+0,16 bA 7,54 +£0,11 bA 7,65 + 0,03 bA

FT2 8,47 +0,11 aA 8,31 £0,05 aA 8,43 £0,07 aA 8,36 £ 0,07 aA 8,39 + 0,02 aA

(FC1): leite desnatado reconstituido (LDR) + sacarose + L. plantarum S180.7; (FT1): LDR
(95,5%) + sacarose + L. plantarum S180.7 + farinha de grao-de-bico (4,5%); (FC2): (LDR) +
sacarose + L. plantarum SBR64.7; (FT2): LDR (95,5%) + sacarose + L. plantarum SBR64.7
+ farinha de grdo-de-bico (4,5%). Letra minuscula representa diferenca estatistica entre
formulagdes em um mesmo tempo de fermentacdo (P > 0,05) e letra mailscula representa

diferenca estatistica ao longo do tempo (P > 0,05), de acordo com o teste Scott- Knott.

3.3.4 Estabilidade fisica e capacidade de retencéo de agua

Os valores de estabilidade fisica e capacidade de retencdo de agua das formulacGes,
adicionadas ou ndo de 4,5 % de farinha de grdo-de-bico, fermentadas pelas estirpes L.
plantarum S180.7 ou L. plantarum SBR 64.7, e armazenadas por 28 dias podem ser

observados na Tabela 5.

Ao observar os valores de estabilidade fisica, no 28° dia de armazenamento a 4°C

(Tabela 5), nota-se que as formulagdes FT1 e FT2 apresentaram valores significativamente
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menores de liberacdo de &gua (P > 0,05), em relacdo as formulagdes FC1 e FC2. Indicando
que estas formulacdes FT1 e FT2 mantiveram-se mais estaveis duramente o armazenamento
com menor liberacdo de &gua. O mesmo comportamento foi observado na andlise de
capacidade de retencdo de &gua (Tabela 5), onde no 28° dia de armazenamento a 4°C, as
formulagdes FT1 e FT2 apresentaram valores significativamente maiores (P > 0,05) em
relacdo as formulagdes FC1 e FC2. Indicando que estas formulacGes FT1 e FT2 reteram maior

quantidade de agua.

A sinérese é um fendmeno relacionado a firmeza do produto, que deve ser adequada,
de modo a evitar a separacdo do soro (PENNA, 1994). O grao-de-bico é fonte de
polissacarideos e oligossacarideos, estes compostos apresentam propriedades capazes de reter
moléculas de agua e tambem possuem funcdo de agentes espessantes e gelificantes
(HUSSEIN et al., 2020). Resultados semelhantes foram descritos por Ozcan, (2017), onde a
adicdo de farinha de castanha reduziu os valores de sinérese ao longo do armazenamento. 1sso
ocorreu devido os oligossacarideos possuirem alta ligagdo com molécula de éagua e,

consequentemente, capacidade de reducédo da agua livre.

Vogado et al., (2018) descreveram em seu trabalho que a polpa de banana verde, foi
responsavel por diminuir a sinérese do leite fermentado, devido seu alto teor de carboidratos.
Os autores ressaltam que em produtos lacteos, como leites fermentados independentemente da
adicdo de fontes de amido, a sinérese pode ser observada durante o armazenamento
refrigerado, isso acontece devido a acidez e mudangas na ligacdo as proteinas. Entretanto, no
atual trabalho houve diminuicdo da sinérese, ou seja, as formulacdes com adicdo de farinha de

grdo-de-bico (FT1 e FT2) ficaram mais estaveis no 28° dia de armazenamento



105

Tabela 5 Estabilidade fisica (mL) e capacidade de retengdo de &gua (%) das formulagdes ao

longo do armazenamento.

Andlises
Capacidade de retencdo de agua
Estabilidade fisica (mL) (%)
~ Tempo de armazenamento (dias)
Formulagdes
28 0 28

FC1 029+005aB 058+005aA 4,06+235aA 3,57 +134bA
FT1 0,09+0,00aA 0,12+0,05bA 2750+4,53aB 57,89 +1,88aA
FC2 0,18+0,00aB 0,58+0,05aA 7,74%+153aA 2,10+0,44bB
FT2 0,09+0,00aB 0,27 +0,00bA 20,63 +8,21aB 50,15+ 4,19 aA

(FC1): leite desnatado reconstituido (LDR) + sacarose + L. plantarum S180.7; (FT1): LDR
(95,5%) + sacarose + L. plantarum S180.7 + farinha de grdo-de-bico (4,5%); (FC2): (LDR) +
sacarose + L. plantarum SBR64.7; (FT2): LDR (95,5%) + sacarose + L. plantarum SBR64.7
+ farinha de grdo-de-bico (4,5%). Letra minuscula representa diferenca estatistica entre
formulagdes em um mesmo tempo de fermentacdo (P > 0,05) e letra maiuscula representa

diferenca estatistica ao longo do tempo (P > 0,05), de acordo com o teste Scott- Knott.

3.3.5 Fendlicos Totais

A concentracdo de fendlicos totais das formulagdes, adicionadas ou ndo de 4,5 % de
farinha de gréo-de-bico, fermentadas pelas estirpes L. plantarum S180.7 ou L. plantarum

SBR64.7 e armazenadas por periodo de 28 dias, podem ser observados na Tabela 6.

As formulacbes com a adicdo de farinha de grdo-de-bico (FT1 e FT2) (Tabela 6)
apresentaram teores de fenolicos totais significativamente maiores (P > 0,05) nos dias 0 e 28
de armazenamento. Todas as formulacBes mantiveram-se estaveis durante o periodo de
armazenamento (0 e 28 dias) e ndo apresentaram diferencas significativas (P > 0,05) ao longo
do tempo. Durante os dias 0 e 28 de armazenamento as formula¢Ges FT1 (1171,80 + 184,19 e
1118,47 + 97,00 umol de &cido galico /L de leite, respectivamente) e FT2 (1274,02 + 100,19
e 1202,91 + 56,39 umol de &acido galico /L de leite, respectivamente) apresentaram médias
significativamente maiores (P > 0,05) quando comparadas as formulacdes FC1 (809,13 *
25,62 e 718,13 + 88,30 umol de &cido gélico /L de leite, respectivamente) e FC2 (828,47 +
52,12 e 850,69 + 56,49 umol de acido galico /L de leite, respectivamente).
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Em um estudo feito por Senadeera et al., (2018), foi observado que a adi¢do de polpas
de vérias espécies de Annona ao iogurte probidtico por um periodo de 28 dias de
armazenamento, aumentou significativamente a atividade antioxidante do iogurte, que
apresentou maiores atividades antioxidantes no primeiro dia de armazenamento em relagéo ao
controle (SENADEERA et al., 2018).

Em seu estudo, Abdel-Hamid et al. (2020) realizaram uma suplementagdo do iogurte
com extrato da fruta Siraitia grosvenorii (0,5%, 1% e 2%) e, puderam verificar que o iogurte
probidtico com 2% de extrato da fruta apresentou as maiores atividades antioxidantes. De
acordo com o trabalho realizado por Hussein et al., (2020) a adi¢cdo de 3% de farinha de gréo-
de-bico em bio-iogurte foi capaz de elevar e o crescimento de bactérias probidticas e

aumentar a capacidade antioxidante.

Zhu et al., 2023 relata em seu estudo que a fermentagdo por Lactobacillus provocou
quebra da estrutura da parede celular do gréo-de-bico, assim ocasionando liberacdo de
compostos fendlicos. Esse estudo explica o fato dos tratamentos com a adi¢do de farinha de
gréo-de-bico apresentarem maiores quantidades de fendlicos totais durante o armazenamento.
A adicéo da farinha de grdo-de-bico ocasionou teores elevados de fendlicos totais, devido ao
gréo-de-bico possuir fendlicos em sua composicdo. Apesar das formulacGes ndo apresentarem
diferencas ao longo do tempo, houve diferenca no mesmo periodo de tempo entre as

formulacgdes.

3.3.6 Potencial antioxidante redutor do Fe (FRAP) e capacidade de eliminacdo de

radicais livres (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPHe¢)

A capacidade antioxidante das formulagdes, adicionadas ou ndo de 4,5 % de farinha de
grdo-de-bico, fermentadas pelas estirpes L. plantarum S180.7 ou L. plantarum SBR64.7 e

armazenadas por periodo de 28 dias, podem ser observados na Tabela 6.

Os valores de capacidade de reducdo férrica (FRAP) ndo apresentaram diferencas
significativas (P > 0,05) entre as formulacGes (Tabela 6). Entretanto, foram observadas
diferencas significativas (P > 0,05) ao longo do tempo de armazenamento. As formulacdes
FC1 e FC2 apresentaram valores de capacidade de reducdo férrica significativamente menores

(P > 0,05) no 28° dia de armazenamento. O mesmo comportamento de queda foi observado na
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formulacdo FT2. Enquanto, a formulacdo FT1 se manteve estavel e ndo apresentou diferencas

significativas (P > 0,05) ao longo do tempo de armazenamento.

Inicialmente, com 0 dias de armazenamento a formulacdo FC2 apresentou teor de
atividade antioxidante (DPPH) (2,52 + 0,12 pmol TROLOX /L de leite), significativamente
maior (P > 0,05), comparado a formulagdo FT2 (1,36 £ 0,16 pmol TROLOX /L de leite). As
formulagdes FC1 e FT1 ndo apresentaram diferencas significativas (P > 0,05). No 28° dia de
armazenamento, a formulacdo FC1 apresentou atividade antioxidante (2,83 + 0,42 pmol
TROLOX /L de leite), significativamente maior (P > 0,05), comparado a formulacdo FT1
(1,49 + 0,30 pmol TROLOX /L de leite). As formulacbes FC2 e FT2 ndo apresentaram
diferencas significativas (P > 0,05). As formulagbes FT1 e FT2 mantiveram-se estaveis
durante o periodo de armazenamento (0 e 28 dias) e ndo apresentaram diferencas
significativas (P > 0,05) ao longo do tempo. A formulacdo FC1 apresentou diferencas
significativas (P > 0,05) ao longo do tempo de armazenamento, com valor de atividade
antioxidante significativamente maior (P > 0,05) no 28° dia de armazenamento. Enquanto a
formulacdo FC2 apresentou diferencas significativas (P > 0,05) ao longo do tempo de
armazenamento, com valor de atividade antioxidante significativamente menor (P > 0,05) no

28° dia de armazenamento.

Parte dos fendlicos estdo presentes na matriz da parece celular, juntamente com
macromoléculas (pectina, celulose e proteinas estruturais) que sdao mais dificeis de serem
utilizadas pelos microrganismos do que os fendlicos livres. O processo de fermentacdo é
responsavel por melhorar a biodisponibilidade dessas substancias, assim maximizando o
potencial antioxidante. Algumas cepas de Lactobacillus sdo capazes biotransformar substratos
vegetais, assim aumentando o contetdo de fendlicos, ao mesmo tempo que degradam

proteinas em aminoacidos (ZHU et al., 2023).

Zhang et al., (2022) observou que o L. plantarum conseguiu realizar a liberacdo de
flavonoides e fendlicos durante a fermentacdo a partir da producdo de enzimas ou acidos,
assim aumentando a capacidade antioxidante do leite de grdo-de-bico. Em seu trabalho,
Bontsidis et al., 2021 relatam que a fermentacdo realizada pela bactéria latica Lactobacillus

Paracasei aumentou os teores de fendlicos totais.

A hidrélise dos componentes presentes no grdo-de-bico durante a fermentagdo, faz
com que as bactérias probiodticas degradem tornem biodisponiveis algumas moléculas

funcionais, como por exemplo, antioxidantes, enzimas, acidos graxos de cadeia curta e
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peptideos. Estes por sua vez, serdo utilizados por essa mesma bactéria para garantir seu
crescimento e manter-se viavel (PEREIRA et al., 2018; BONTSIDIS et al., 2021). Esse
estudo explica o fato da formulacdo FC2 apresentar teor de atividade antioxidante
significativamente maior (P > 0,05), comparado a formulagdo FT2, com 0 dias de
armazenamento. J& com 28 dias de armazenamento, a formulacdo FC1 apresentou teor de
atividade antioxidante, significativamente maior (P > 0,05), comparado a formulacdo FT1. A
hipotese para As formulagdes com a adi¢do de 4,5 % de farinha de gréo-de-bico apresentem
menor atividade antioxidante, pode ser explicada por ambas tornarem  biodisponiveis
algumas moléculas funcionais presentes no grdo-de-bico,consumindo-as para se manterem

viavel..

Tabela 6 Teor de fendlicos totais, capacidade antioxidante FRAP e DPPH das formula¢des ao

longo do armazenamento.

Tempo de armazenamento (dias)

Analises Formulagdes
0 28
Fc1 809,13 + 25,62 bA 718,13 + 88,30 bA
Fenolicos Totais FT1 1171,80 + 184,19 aA 1118,47 + 97,00 aA
(ol afé?tz)ga“w/ L FC2 828,47 + 52,12 bA 850,69 + 56,49 bA
ET2 1274,02 + 100,19 aA 1202,91 + 56,39 aA
FC1 120,49 + 11,31 aA 82,73+ 11,63 aB
FRAP (umol FT1 102,42 + 8,63 aA 93,60 + 6,56 aA
TROLOXIL leite) FC2 137,63 + 6,35 aA 108,02 + 4,77 aB
T2 114,78 + 6,49 aA 102,28 + 0,91 aB
FC1 1,43+ 0,27 bB 2.83 0,42 aA
DPPH RDSC (umol ET1 1,76 0,51 bA 1,49 + 0,30 bA
TROLOXIL leite) FC2 252 +0,12 aA 2,09 +0,20 bB
£T2 1,36 + 0,16 bA 1,54 + 0,54 bA

(FC1): leite desnatado reconstituido (LDR) + sacarose + L. plantarum S180.7; (FT1): LDR
(95,5%) + sacarose + L. plantarum S180.7 + farinha de grao-de-bico (4,5%); (FC2): (LDR) +
sacarose + L. plantarum SBR64.7; (FT2): LDR (95,5%) + sacarose + L. plantarum SBR64.7
+ farinha de grdo-de-bico (4,5%). Letra minuscula representa diferenca estatistica entre
formulagdes em um mesmo tempo de fermentacdo (P > 0,05) e letra mailUscula representa

diferenca estatistica ao longo do tempo (P > 0,05), de acordo com o teste Scott- Knott.

3.4 Sobrevivéncia de L. plantarum S180.7 e SBR64.7 nas formulagdes, ap0s exposi¢ao in

vitro as condigdes simuladas do trato gastrointestinal
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Os valores de sobrevivéncia das estirpes L. plantarum S180.7 e L. plantarum SBR64.7
nas formulagdes fermentadas, adicionadas ou ndo de 4,5 % de farinha de gréo-de-bico, podem

ser obhservados na Tabela 7.

Observou-se que as formulagbes FC1, FT1, FC2 e FT2 nédo apresentaram diferenga
significativa (P > 0,05) quando expostos a diferentes condi¢des simuladas in vitro. Portanto, a
adicdo de farinha de grdo-de-bico ndo influenciou a sobrevivéncia dos potenciais probioticos
L. Plantarum S180.7 e SBR 64.7.

As matrizes lacteas, incluindo o leite fermentado sdo carreadoras e auxiliam na
protecdo dos probidticos durante a passagem pelo trato gastrointestinal, nota-se, que as
formulagbes apresentaram sobrevivéncia dos potenciais probioticos L. Plantarum S180.7 e
SBR64.7 superior a 90%. O leite devido a sua quantidade de gordura, € capaz proteger 0s
probidticos das condicOes adversas enfrentadas durante a passagem pelo trato gastrointestinal
(KHORSHIDIANA, 2020).

Li et al. (2017) realizaram um estudo sobre a influéncia do L. plantarum IMAU80106,
IMAU10216 e IMAU70095 nas propriedades de fermentacdo do iogurte e concluiram que o
leite fermentado € uma excelente matriz carreadora para o crescimento de L. plantarum
IMAU80106, IMAU10216 e IMAU70095. Os autores concluiram que as contagens de
probidticos mantiveram-se viaveis e acima da dose minima recomendada (pelo menos 10°
UFC/qg).

Aradjo et al., (2010) ao desenvolverem um queijo cottage simbidtico contendo
Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20 observaram boa sobrevivéncia as condi¢des simuladas
do TGI (baixos valores de pH e a altas concentracdes de sais biliares) das bactérias
probidticas. Além disso, algumas estirpes de bactérias lacticas possuem mecanismos de defesa
que sdo ativados durante a passagem pelo TGI. Entre eles estdo: bomba de prétons, producao
de substancias alcalinas no citoplasma, alteracdes na membrana celular e protecdo de

macromoléculas.
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Tabela 7 Sobrevivéncia de L. plantarum S180.7 e L. plantarum SBR64.7 ap0s exposi¢ao as

condigdes simuladas in vitro do trato gastrointestinal.

- . Tratamentos
Analises FormulacGes — — .
Suco Gastrico Suco Pancreatico Sucessivo
FC1 94,70+ 2,10 a 96,23 +291 a 96,05+1,40 a
Sobrevivéncia FT1 96,80 £ 0,79 a 98,45+ 1,06 a 97,32+0,44 a
(%) FC2 96,44 + 0,93 a 97,29 + 0,65 a 96,13 +2,49 a
FT2 98,90 £ 0,85 a 98,98 + 0,57 a 98,33+1,16 a

(FC1): leite desnatado reconstituido (LDR) + sacarose + L. plantarum S180.7; (FT1): LDR
(95,5%) + sacarose + L. plantarum S180.7 + farinha de grdo-de-bico (4,5%); (FC2): (LDR) +
sacarose + L. plantarum SBR64.7; (FT2): LDR (95,5%) + sacarose + L. plantarum SBR64.7
+ farinha de grdo-de-bico (4,5%). Letra minuscula representa diferenca estatistica entre

formulagdes (P > 0.05), de acordo com o teste Scott- Knott.

Conclusao

A farinha de grdo-de-bico aumentou a viabilidade dos potenciais probidticos
Lactobacillus plantarum S180.7 e Lactobacillus plantarum SBR64.7, mantendo-0s vidveis
durante 28 dias de armazenamento. Embora sejam necessarios testes in vivo, do ponto de vista
da contagem obtida, essas estirpes possuem alto potencial para serem consideradas
probidticas. A adicdo da farinha de grdo-de-bico torna o leite fermentado um alimento com
alto poder antioxidante e maior teor de fenolicos, tornando-o um produto com alto potencial

de promocé&o a saude.

O aumento da viabilidade dos potenciais probidticos Lactobacillus plantarum S180.7
e Lactobacillus plantarum SBR64.7 e 0 consequente aumento da vida de prateleira do leite
fermentado, pode ser considerado um beneficio de suma importancia para 0 processo
industrial, bem como, para o consumidor final, com o aumento dos nutrientes e compostos

bioativos.
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