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RESUMO

O desenvolvimento de produtos alimenticios saudaveis tem tomado grandes proporcdes,
e 0 sorvete possui diversas caracteristicas inerentes que podem contribuir para a sobrevivéncia
das culturas probidticas. Bifidobacterium ndo tolera alta acidez, assim como ambientes com
alto potencial redox. Para contornar problemas tecnoldgicos e aumentar a sobrevivéncia de
bifidobactérias em leites fermentados, tém sido utilizadas associa¢fes mutualistas com outras
bactérias, probioticas ou ndo. O grande desafio para os probidticos € a passagem pelo trato
gastrointestinal, o que reduz a viabilidade das culturas. Diante desse desafio, 0 mel, conhecido
como prebidtico, foi adicionado a formulagao do sorvete. O objetivo desta pesquisa foi avaliar
a sobrevivéncia de Bifidobacterium animalis subsp. lactis associada ou ndo a Lacticaseibacillus
rhamnosus em sorvete adocado com mel comparado ao produto adogado com frutose, glicose
e sacarose nas proporcdes encontradas no mel. O sorvete também foi avaliado quanto as
caracteristicas reoldgicas, sensoriais. Verificou-se que ndo houve reducdo na viabilidade de
ambas as culturas, associadas ou nao, nos dois tipos de sorvete ao longo do periodo de 49 dias
de armazenamento. Aos 60 dias houve reducdo de apenas 1 ciclo logaritmico em todas as
amostras, com contagens em torno de 10’ UFC/g. Em relagdo a viabilidade apds simular a
passagem pelo trato gastrointestinal, verificou-se que as cepas associadas tendem a estabilidade
na perda de viabilidade quando comparadas a cultura axénica de L. rhamnosus. O mel néo
apresentou efeito prebidtico para L. rhamnosus. No entanto, Bifidobacterium manteve sua

viabilidade na presenca de mel.

Palavras-chaves: Lactobacilos, Prebiotico, Aditivos Naturais,



ABSTRACT

Healthy food product development has taken on great proportions, and ice cream has
several inherent characteristics that can contribute to the survival of probiotic cultures.
Bifidobacterium does not tolerate high acidity, as well as environments with high redox
potential. To circumvent technological problems and increase the survival of bifidobacteria in
fermented milks, mutualist associations with other bacteria, probiotics or not, have been used.
The major challenge for probiotics is the passage through the gastrointestinal tract, which
reduces the viability of cultures. In view of this challenge, honey, known to be prebiotic was
added to the ice-cream formulation. The objective of this research was to evaluate the survival
of Bifidobacterium animalis subsp. lactis associated or not with Lacticaseibacillus rhamnosus
in ice cream sweetened with honey compared to the product sweetened with fructose.glucose
and sucrose in the proportions found in honey. Ice cream was also evaluated regarding the
rheological, sensory characteristics It was verified that there was no reduction in the viability
of both cultures, associated or not, in the two types of ice cream over the period of 49 days of
storage. At 60 days there was a reduction of only 1 log cycle in all samples, with counts around
10" CFU/g. Regarding the viability after simulating the passage through the gastrointestinal
tract, it was found that the associated strains tend towards stability in the loss of viability when
compared to the axenic culture of L. rhamnosus. Honey did not have a prebiotic effect for L.

rhamnosus. In contrast, Bifidobacterium maintained its viability in the presence of honey.

Key words: Lactobacillus, Prebiotic, Natural Additives
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1 Introducgéao

Nos ultimos anos, tem havido uma tendéncia em torno do desenvolvimento de produtos
funcionais. Assim sendo, o setor alimenticio, em geral, vem aplicando esfor¢os a fim de
consolidar essa demanda e desenvolver alimentos funcionais, que colaborem com a saltde do
consumidor (VILLALVA; CRAVERO BRUNERI; VINDEROLA; GONCALVEZ DE
OLIVEIRA et al., 2017). Nessa classificacdo, 0 consumo de produtos lacteos é promissor, pois
tém a capacidade de fornecimento de muitos micro e macronutrientes (ASTRUP, 2014),
considerados benéficos a saide (THORNING; BERTRAM; BONJOUR; DE GROOT et al.,
2017) exceto em casos de pessoas com restricao.

Os alimentos lacteos congelados sdo classificados pelo envolvimento de leite e
materiais secos, frutas, podendo ainda ser acrescido de gordura do leite e ar ou ndo, sendo o
sorvete de leite 0 mais consumido nessa classe de produtos (GOFF; HARTEL, 2013). Ele pode
ser um alimento de notavel agregacao a alimentacéo, pois uma formulacao adicionada de frutas,
especiarias, leites, prebioticos e probioticos, podem fornecer micronutrientes e colaborar para
uma condi¢do mais saudavel para o organismo do consumidor, e assim se vem ocorrendo
diversos estudos a fim ligar propriedades funcionais a algumas formulacdes de
sorvetes(ERKAYA; DAGDEMIR; SENGUL, 2012; SUN-WATERHOUSE; EDMONDS;
WADHWA; WIBISONO, 2013). Além das propriedades funcionais que podem ser agregadas,
também ha a possibilidades de desenvolvimento de produtos sem a utilizacdo de aditivos
sintéticos, por meio do uso de pigmentos naturais, compostos bioativos, e compostos estruturais
do produto a partir de frutas e hortalicas, reduzindo teor de gorduras e aglcares (SUN-
WATERHOUSE, 2011; VAN KLEEF; VAN TRIJP; LUNING; JONGEN, 2002).

O sorvete contém caracteristicas intrinsecas, que podem colaborar com a sobrevivéncia
de culturas probidticas no produto e apds a passagem pelo trato gastrointestinal, visto que
contém uma grande guantidade de macronutrientes que podem facilitar esse processo, como as
proteinas do leite e do soro do leite, gorduras que atuam como crioprotetores, lactose que
aumentam a quantidade de solidos presentes, os micronutrientes presentes em frutas e outros
vegetais utilizados além de um pH proximo da neutralidade (DA SILVA; DE FATIMA
BEZERRA; DOS SANTOS; CORREIA, 2015; DI CRISCIO; FRATIANNI; MIGNOGNA,;
CINQUANTA et al., 2010; EL-SAYED; SALAMA,; EL-SAYED, 2014).

Nos estudos que envolvem produtos lacteos probidticos, cepas dos géneros
Lactobacillus e Bfidobacterium sdo as mais utilizadas, (SAXELIN; TYNKKYNEN;



MATTILA-SANDHOLM; DE VOS, 2005), sendo que produtos formulados com lactobacilos
respondem por um crescimento nos Gltimos dez anos, de cerca de 1000%. No caso das bifidos
também é alto o crescimento no numero desses estudos, assim como o estudo do
condicionamento das duas cepas. Lactobacilos s&o mais resistentes a presencga de oxigénio que
bifidos, permitindo uma maior utilizacdo e adaptacdo da bactéria ao sorvete, visto que o
produto tem uma etapa fundamental no processo de sua fabricacdo que € a de incorporacédo de
ar (GIBSON; PROBERT; VAN LOO; RASTALL et al.,, 2004) ). Ultimamente, fibras
alimentares e oligossacarideos tém sido utilizados como ingredientes prebiéticos na
formulagdes de sorvete (DI CRISCIO; FRATIANNI; MIGNOGNA; CINQUANTA et al.,
2010; EL-SAYED; SALAMA,; EL-SAYED, 2014). O trato gastrointestinal humano, é formado
por um grande e complexo nimero de microrganismos, que pode chegar a trilhdes, que sdo
denominados de microbiota intestinal (THURSBY; JUGE, 2017). Ela é responsavel por
diversas fungdes metabolicas do organismo do hospedeiro (NAGPAL; MAINALI; AHMADI,
WANG et al., 2018). E por este motivo, com o intuito de beneficiar a microbiota benéfica
intestinal, a adicdo de fibras alimentares e oligossacarideos (prebidtico) em formulagdes de
sorvete (DI CRISCIO; FRATIANNI; MIGNOGNA; CINQUANTA et al., 2010; EL-SAYED;
SALAMA; EL-SAYED, 2014), vém sendo utilizada como estratégia nutricional e
biotecnoldgica.

Probioticos, sdo microrganismos vivos,que, quando administrados em quantidades
adequadas, conferem beneficio a saude do hospedeiro (OMS/FAO, 2002; ISAPP, 2014)
Inicialmente, para ser considerado probi6tico o produto deveria conter cerca de 10’UFC/mL de
concentracdo minima para atingir esse status segundo a Federacdo Internacional de Laticinios
(FIL/IDF) (CHAMPAGNE; GARDNER; ROY, 2005). Atualmente, entretanto, valores
menores podem ser aceitos, desde que a empresa comprove sua eficacia. A documentacao
referente a comprovacao da eficacia deve incluir relatério de analise do produto que comprove
a gquantidade minima viavel do microrganismo até o final do prazo de validade e teste de
resisténcia da cultura utilizada no produto a acidez gastrica e sais biliares. No Brasil, 0 uso de
probidticos em alimentos requer prévia avaliagdo da Anvisa, segundo requisitos da Resolucédo
RDC Anvisa n° 241, de 27 de julho de 2018. A avaliacdo efetuada contempla trés elementos
principais: comprovacao inequivoca da identidade da linhagem do micro-organismo, de sua
seguranga e de seu efeito benéfico.

O fato de o sorvete ser um produto que tem grande apelo da populacdo em questdo

sensorial, que além disso pode ser valorizado e possibilitar do ponto de vista tecnologico, um
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alimento que auxilie na melhoria da satde em funcdo da probioticidade, levou a escolhas desta
matriz como veiculo de culturas com potencial probiodtico. O desenvolvimento de um sorvete
onde sdo veiculadas as culturas Bifidobacterium animalis subsp. lactis em cultura axénica e
associada com Lacticaseibacillus rhamnosus DTA 72, propicia um aumento do valor agregado
pelo apelo funcional e de beneficio a salde, vindo de encontro a esta tendéncia.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Sorvete

Segundo a Portaria n° 379, de 26 de abril de 1999 a categoria de gelados comestiveis
agrupa uma diversidade de produtos, dentre eles pode-se subdividir em produtos de base latea,
como os sorvetes, e de base ndo lactea denominados de sorbet (Brasil, 1999). Estes produtos
sdo formados por uma emulsdo de agua e gordura, podendo conter nessa emulsao também ar.

Deve ser processado segundo as boas praticas de fabricagdo, para obter segurancga
microbiologica, desde sua cadeia produtiva até a comercializacdo nos pontos de vendas.
Concomitantemente, a legislacédo brasileira obriga a todos os gelados comestiveis que forem a
base de leite ou adicionados de derivados lacteos, de mesmo modo com ovos ou derivados de
ovos, a fazerem um tratamento térmico chamado de pasteurizacdo (BITTENCOURT, 2016).

O overrun € a taxa incorporacdo de ar ao sorvete, que é uma emulsdo de ar em 6leo e
agua, que torna o produto mais macio, leve e diminui sua resisténcia a mastigacio (ORDONEZ;
RODRIGUEZ; ALVAREZ; SANZ et al., 2005). Para que 0 overrun ocorra de forma satisfatoria
em sorbet e sorvete (densidade minima 475 g/litro sugerindo um overrun de 110%; (BRASIL,
2005) é necessario o uso de aditivos estabilizantes e emulsificantes para modificar capacidade
de ligacdo a agua, taxas de congelamento, formacdo de cristais de gelo e propriedades
reologicas, diferentemente do sorvete que tem um maior teor de gordura (ADAPA;
DINGELDEIN; SCHMIDT; HERALD, 2000; ARELLANO, 2013; REGAND; GOFF, 2003).

Dentre os estabilizantes, a carragena é o aditivo com maior uso e ajuda a prevenir a
separacdo da mistura de 6leo e &gua. Ja os emulsificantes compostos em sua maioria por
lecitina, mono e di-glicerideos de acidos graxos sdo substancias que contém uma porcao
hidrofilica e outra hidrofdbica, e se situam na interface entre a &gua e a gordura, ou entre a &gua
e o ar. Consequentemente, agem reduzindo a tensdo na interface tornando a mistura mais estavel
e facilitando a formacéo de emulsdes de espuma (ar em suspensdo) (MOSQUIM, 1999).

A proteina do leite € formada por albuminas, globulinas e, majoritariamente, por caseina.
Estes compostos proteicos tem diversas func¢des atreladas, como: aeragdo, emulsificacdo, menor
formacao de cristais de gelo, adesdo pelas partes hidrofobicas de gorduras que gera emulsdo e
estabilidade do sorvete (SOUZA; COSTA,; DE RENSIS; SIVIERI, 2010). As caseinas tém
capacidade de retencdo de agua em torno de 3g de &gua/g de caseina, ja as do soro tem a
capacidade de 1 g de agua/g de proteina, poréem essas funces podem ser melhoradas através de

processos térmicos que causam desnaturacdo da proteina do soro sobre a caseina formando um
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complexo proteico capaz de reter mais dgua do que as proteinas separadamente. Esta maior
capacidade de reter agua gera menor formacdo de cristais de gelo e melhores caracteristicas
emulsificantes pelo fato de essas proteinas aderirem melhor gorduras (GOFF; KINSELLA,
JORDAN, 1989; GOFF; JORDAN, 1989).

A presenca de gorduras em sorvete, geralmente com um teor de 8% a 20% (PEARSON,
1978) é o ingrediente de maior importancia e muda o seu teor de acordo com a qualidade do
produto final gerado (SOUZA; COSTA; DE RENSIS; SIVIERI, 2010). A melhor fonte de
gordura lactea é a do creme de leite, também podendo ser utilizada outras como manteiga. Além
disso, o teor de gordura tem funcgéo sensorial de gerar uma menor sensacao da baixa temperatura
do produto na boca, melhor sabor e mais cremosidade (SOUZA; COSTA; DE RENSIS;
SIVIERI, 2010).

A lactose é um dissacarideo, principal carboidrato presente no leite, composta por uma
glicose e uma galactose ligadas através uma de ligagao glicosidica f1 — 4 (SWAGERTY;
WALLING; KLEIN, 2002), muito presente na composicdo do sorvete, porém tem uma
debilidade relacionada a esse dissacarideo, sua solubilidade em agua é baixa em comparacéo
com a sacarose, 0 que leva a altas concentracGes da lactose gerarem grandes cristais,
consequentemente a textura arenosa ao produto (SOUZA; COSTA; DE RENSIS; SIVIERI,
2010). Independentemente de utilizar leite ou ndo em gelados comestiveis € comum a adi¢ao
de carboidratos como sacarose e xarope de glucose. Estudos apontam que a sacarose e as
gorduras influenciam diretamente na qualidade sensorial do sorvete, sendo assim, a falta ou o
uso demasiado interferem na palatabilidade do produto (SANTOS, 2009). O xarope de glucose
é um produto utilizado para adogar e dar mais viscosidade ao sorvete, de modo que a
necessidade de adocar ou dar corpo é analisada pelo numero de dextrose equivalente (DE)
desejado, sendo que quanto maior o0 DE mais hidrolisado € o polissacarideo, conferindo maior
dulcor, semelhante ao da sacarose. Entretanto se esse xarope usado for classificado com um DE
menor, se obtém um produto mais estruturado e menor sensa¢do de doce, pois a cadeia de

polissacarideo é menos hidrolisada.

A incorporacdo de bactérias probidticas ao sorvete pode ser interessante, ja que os gelados
apresentam caracteristicas adequadas para funcionar como veiculo desses organismos na dieta
humana. Pela relagdo com o seu pH neutro, presenca de gordutras e carboidratos e a boa
aceitacdo sensorial, o sorvete simbidtico esta se tornando um produto com caracteristicas
desejaveis. O pH proximo de 7 oferece possibilidade de melhorar a sobrevivéncia de bactérias
probidticas. Outros fatores que interferem na sobrevivéncia e eficiéncia dos probioticos € a
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qunatidade de células inoculadas, temperatura, tipo de produto lacteo e presenca de ar, além da
velocidade de congelamento que afeta dramaticamente a viabilidade das células probidticas. A
perda de viabilidade de organismos probioticos em sobremesas congeladas deve-se ao efeito da
operacdo de congelamento na parede celular ou a toxicidade do oxigénio (HOMAYOUNI,
AZIZ1; EHSANI; YARMAND et al., 2008).

2.2 Culturas probiéticas

Nas ultimas décadas, hd um grande avanco na pesquisa, e se alcangou um enorme ndmero
de evidéncias que sugerem atuacdo positiva da composi¢do da microbiota por acdo externa,
visto que hébitos alimentares podem se tornar interferentes, na selecdo e estabilidade dos
microrganismos (DOS SANTOS; VARAVALLO, 2011).

Os probioticos podem ser identificados por género, espécie e nivel de cepa, e em sua
maioria sdo Lactobacillus, Bifidobacterium e Sacharomyces. Os Lactobacillus e
Bifidobacterium sdo bactérias sacaroliticas pertencentes ao grupo das bactérias laticas, com
potencial fermentativo de carboidratos gerando acido latico (homofermentativas) ou principal
produto juntamente com &cido acético e CO2 (hetero-fermentativas e hetero-fermentativas
facultativas). Lactobacillus spp. estdo presentes no intestinos de individuos saudaveis
(MIZOCK, 2015).

Os lactobacilos sdo mais difundidos pela natureza, existem diversas cepas isoladas de
origem humana, que promovem grande adaptacdo a passagem do trato humano, mas também
se pode isolar de varias matrizes distintas, como material vegetal (CAMPANARO; TREU;
VENDRAMIN; BOVO et al., 2014), alimentos fermentados (POGACIC; SAMARZIJA;
CORICH; D’ANDREA et al., 2010; REZAC; KOK; HEERMANN; HUTKINS, 2018), solo
(KIM; LEE; LIM; KIM et al., 2018). A resisténcia e adaptacao as condi¢bes gastrointestinais
sdo importantes na escolha do microrganismo probidtico (OUWEHAND; SALMINEN;
ISOLAURI, 2013; SAARELA; MOGENSEN; FONDEN; MATTO et al., 2000) visto o alto
grau de estresse gerado pela passagem do mesmo pelo trato gastrointestinal (MILLETTE;
NGUYEN; AMINE; LACROIX, 2013).

A agregacdo entre cepas de Lactobacillus seria causada por um peptideo semelhante a
um feromonio, induzindo a ligacédo de proteinas na parede celular do outro, promovendo assim
a agregacdo, sendo de fundamental importancia na formacéo de biofilmes bacterianos em
superficies que impedem a adesdo de microrganismos indesejaveis (BORIS; SUAREZ;
BARBES, 1997)



Para que as células sejam agregadas sob a influéncia do fator promotor de agregacéo é
necessaria a presenca de acidos lipoteicdico ou teicoico que agiriam como receptores para a
proteina que promove a agregacao. Estes componentes da superficie da célula foram chamados
de substancia de uni&o e substancia de agregacéo (BORIS; SUAREZ; BARBES, 1997)

Assim esses &cidos sdo muitos importantes na resposta da interacdo entre 0s
microrganismos e na modulacdo da microbiota intestinal. No entanto, ha uma escassez de
informacdes a respeito da sua presenca na parede de alguns microrganismos como
Bifidobacterium (COLAGIORGI; TURRONI; MANCABELLI; SERAFINI et al., 2015).

Os acidos lipoicos e teicdicos, presentes na parede de bactérias Gram-positivas, também
protegem e ajudam na sobrevivéncia ao congelamento, com uma insercédo de 1% p/v, a taxa de
sobrevivéncia aumentou em 50%, porém as bactérias também podem utilizar sais, acidos
nucléicos e lipidios como agentes anticongelantes. O acido teicéico atua diminuindo a cinética
de cristalizacdo através de um mecanismo que mantém a agua liquida e assim aumenta bastante
a viabilidade bacteriana(DEMIRCI; AKTAS; SOZERI; OZTURK et al., 2017).

2.3 Beneficios dos probidticos

O uso de produtos fermentados remonta aos tempos antigos de Civilizagdes egipcia e do
Oriente Médio, quando a fermentacdo era um método de preservacdo de alimentos
(MCFARLAND, 2015), porém foi a partir do século 19, que bifidobactérias foram isoladas, e
comecaram estudos para o descobrimento da atuacdo de probioticidade, ainda sem essa
denominacdo (FULLER, 1994; MCFARLAND, 2015). Na decada de 1960, o termo foi
introduzido no universo académicos, visando as bactérias consideradas benéficas ao trato
gastrointestinal. No entanto, em 2001, a organiza¢do mundial da salde, definiu probidticos
como “microrganismos vivos que, quando administrados em quantidades adequadas, conferem
um beneficio a satide do hospedeiro”(JOINT, 2002).

Esse tema € de grande importancia, tem dominado por décadas o interesse cientifico, e
evidéncias de estudos em animais e humanos mostraram atividades benéficas na microbiota
(FERRARIO; TAVERNITI; MILANI; FIORE etal., 2014; IRWIN; KHALESI; COX; GRANT
et al., 2018); reduzindo sintomas associados a niveis e perfil lipidicos do sangue (GUO; LIU;
ZHANG,; SHEN et al., 2011; SUN; BUYS, 2015) na remoc¢éo de micotoxinas (NIKBAKHT
NASRABADI; JAMALUDDIN; ABDUL MUTALIB; KHAZA'Al et al., 2013); na reducéo da
pressdo arterial e hipertensdo (KHALESI; SUN; BUYS; JAYASINGHE, 2014); no controle de
diabetes e regulacdo de teor de aclcar no sangue (NIKBAKHT; KHALESI; SINGH,;
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WILLIAMS et al., 2018; SUN; BUYS, 2016); no aumento de func¢do cognitivas Laureano-
Melo et al., 2019) .

Estudos recente mostraram que certas bacterias intestinais, espécies de Lactobacillus e
Bifidobacterium, podem exercer diversas caracteristicas consideradas benéficas, inibindo
Streptococcus e Candida entre outros. Além disso podem produzir muitos compostos bioativos,
antimicrobianos de baixo peso molecular, como &cidos organicos entre outros compostos
(HOMAYOUNI; AZ1Z1; EHSANI; YARMAND et al., 2008).

2.4 Modulag&o de microbiota intestinal

As comunidades bacterianas se tornam estaveis no corpo humano, ap6s sofrerem diversos
estresses, Vvisto que sdo necessarios um desenvolvimento e uma adaptacdo a cada um dos
ambientes presentes no trato gastrointestinal. Sendo assim, essa microbiota pode ter influéncia
direta dos hébitos alimentares (DOS SANTOS; VARAVALLO, 2011).

O intestino é um érgdo com fungdes fundamentais, com uma microbiota muito rica, pois
pode conter cerca de 500 espécies incluindo as al6ctones (membros adquiridos do meio externo)
autoctones (membros permanentes) , que podem ser estaveis e assim geram um sistema de
células intestinais, nutrientes e a microbiota (BEDANI; ROSSI, 2009; BOURLIOUX;
KOLETZKO; GUARNER; BRAESCO, 2003; DOS SANTOS; VARAVALLO, 2011;
WAITZBERG, 2009). Essa microbiota exerce as mais variadas relacées, entre as quais pode se
destacar o mutualismo, que € a protecdo do organismo hospedeiro atraves da producdo de
nutrientes essenciais no desenvolvimento do sistema imunoldgico (MACHADO, 2008). Ainda
se considera que para a manutencao do equilibrio dessas populacgdes, é recomendada a ingestao
de probidticos, que sdo capazes de controlar a multiplicagdo dessas bactérias indesejaveis
(WAITZBERG, 2009). E para o equilibrio desses microrganismos, importante ressaltar fatores
como: competicdo por espago e nutriente, parasitismo, e atuacdo de metabolitos produzidos
(BEDANI; ROSSI, 2009). A funcéo antibacteriana € primordial no controle de patogénicos, e
essa imunomodulacdo permite uma resposta das defesas imunoldgicas aos microrganismos
patogénicos (MAIA; DE CERQUEIRA FIORIO; DA SILVA, 2018).

Alguns compostos considerados funcionais como os frutoligossacarideos e inulina sao
positivos para essa relacdo com o hospedeiro, visto que através da fermentacao seletiva pelos
probidticos produz acidos graxos de cadeia curta, que tem importancia na reducdo do pH do
célon. Esses compostos, atuam seletivamente no crescimento de bactérias da microbiota

intestinal, principalmente lactobacilos e bifidobactérias, e ndo obstante, podem inibir bactérias
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patogénicas, Escherichia coli, Streptococos faecalis, Clostridium perfringens entre outras
(DENIPOTE; TRINDADE; BURINI, 2010). Além de colaboracdo nutricional favorecida

através desse metabolismo.

2.5 Mel de Abelha

Dos produtos obtidos na colmeia, 0 mel é o mais importante, sendo o alvo do trabalho
apicola brasileira (OLIVEIRA, 2018). O produto tem uma representatividade alta trabalho e
renda para uma grande faixa de pequenos e médios produtores rurais do Brasil (SILVEIRA,
JESUS; VIANA,; SILVA, 2019).

O Brasil, como um grande produtor da agricultura que ¢é, tem um elevado potencial
apicola em diversas regides, visto a pluralidade da flora que ¢ cultivada em solo brasileiro, fato
esse que colabora para a manutencdo das colméias e também influenciam na vegetacdo
(MARQUES; MUNIZ; LOPES; SILVA, 2011). De acordo com MARTINEZ e SOARES
(2012)a atividade pode se expandir mais. O entrave a maior producéo, entretanto, é a qualidade
do mel ofertado ao mercado interno e externo (ROSSETO; PIRES; MELCHIOR; BOSQUESI
et al., 2015) que por vezes é muito abaixo do padrdo desejavel de micronutrientes e outros
compostos, ou mesmo, é descaracterizado por uma ma manipulacdo ou armazenamento.

A importancia do mel ¢é indicada, ha milénios, visto que é um dos alimentos com mais
histérico com o ser humano. Algumas pesquisas arqueoldgicas indicam que as abelhas sociais
ja produziam e estocavam o alimento ha 20 milhdes de anos, antes mesmo do surgimento do
homem na Terra, que ocorreu ha alguns milhares anos atras (CAMARGO; OLIVEIRA,;
BERTO, 2017). Inclusive, o mel se torna um alimento com uma caracteristica cultural muito
forte, visto que ha citagcdes do mel no Antigo Testamento da Biblia, bem como a sua relagdo
com um lado medicinal, e sua fartura de suas colheitas, incluiam o produto como presente.
Algumas sociedades antigas, também tiveram uma relacdo muito forte com este produto, a
Babildnia e na Grécia Antiga, com a finalidade de preservar corpos de pessoas da alta classe
social mortos em grandes batalhas (SABATINI; MARCAZZAN; CABONI; BOGDANOYV et
al., 2009).

Outra sociedade milenar que valorizava substancialmente o mel era o Egito, como um
fator medicinal importante, sendo um composto importante em boa parte dos remédios da
época. Além disso em todas essas sociedades, 0 mel sempre era tido como referéncia de fartura
para aquela determinada sociedade (RUSIG; NOGUEIRA-COUTO; COUTO, 2002). Um

exemplo disso é uma citacdo muito antiga, presente na biblia, que é uma fonte historica rica,
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em Exodo3:8
“Por esse motivo desci a fim de livra-los das maos dos egipcios e tira-los daqui para uma terra
boa e vasta, onde mana leite e mel ”.

Essa relacdo com o mel na biblia, tinha como objetivo se relacionar que a produgédo
agricola era boa, visto que assim era favorecida a producdo do mel.

O mel é um adocante natural, formado por um complexo de 60 a 85% carboidratos e 12
a 23% agua ), sendo que os monossacarideos representam cerca de 75% dos agucares, ja 0s
dissacarideos 10-15% e uma pequena parcela de outros acucares (MACHADO DE-MELO;
ALMEIDA-MURADIAN; SANCHO; PASCUAL-MATE, 2018). Esse mono e dissacarideos
sdo os principais influenciadores dos fatores, como valor energético, viscosidade,
higroscopicidade e granulacdo (KAMAL; KLEIN, 2011), alguns dos mais frequentemente
detectados foram: frutose e glicose, em maior propor¢do. A propor¢do média € de 38,5% de
frutose e 31,0% de glicose e sdo 0os compostos mais presentes no mel (DE LA FUENTE; RUIZ-
MATUTE; VALENCIA-BARRERA; SANZ et al, 2011, ESCUREDO; DOBRE;
FERNANDEZ-GONZALEZ; SEIJO, 2014; TORNUK; KARAMAN; OZTURK; TOKER et
al., 2013), e de acordo com o Codex Alimentarius (2001), a quantidade minima de agucares
redutores é de 60g/100g para mel (CODEX, 2001).

Outros agucares encontrados no mel sdo sacarose, ramnose, trealose, nigerobiose,
isomaltose, maltose, maltotetraose, maltotriose, maltulose, melezitose, melibiose, nigerose,
palatinose, rafinose e outros (DE LA FUENTE; RUIZ-MATUTE; VALENCIA-BARRERA,;
SANZ etal., 2011). A proporcdo de cada aglcar pode ser alterado no tempo de armazenamento,
visto que had grande quantidade de enzimas que podem hidrolisar aglcar aumentando a
proporcdo de glicose e frutose (RYBAK-CHMIELEWSKA, 2007). Essa degradacdo pode
culminar em alteracdo de cor por atuacdo de reacdo de Maillard gerando mais compostos de
aroma (MOREIRA; DE MARIA; PIETROLUONGO; TRUGO, 2010). A quantidade de
sacarose € um fator importante na avaliacdo da maturidade do mel, a, pois a seu teor é analisado,
visto que quanto mais maduro o mel existem atuagdes de enzimas endogenas e a clivagem da
sacarose, aumentando assim o teor de frutose e glicose, também como medida contra
adulteragdes (ESCUREDO; MIGUEZ; FERNANDEZ-GONZALEZ; SEIJO, 2013; PUSCAS;
HOSU; CIMPOIU, 2013; TORNUK; KARAMAN; OZTURK; TOKER et al., 2013), com
limite maximo de 5g em 100g de mel floral (CODEX, 2001).

O teor de proteinas do mel varia de acordo com espécies de abelhas e localidades de

producéo, podendo variar dentro de uma mesma espécie de 0,1 a 3,3% de proteina (WON; LI;
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KIM; RHEE, 2009). O grao do poélen € a principal fonte de proteina no mel, e 0s aminoacidos,
representam cerca de 1% (HERMOSIN; CHICON; CABEZUDO, 2003). O aminoacido em
maior proporcéo é a prolina (IGLESIAS; MARTIN-ALVAREZ; POLO; DE LORENZO et al.,
2006), mas varios outros também, &cido glutdmico, acido aspartico, glutamina, histidina,
glicina, treonina, B-alanina, arginina, a-alanina, y-aminobutirico , tirosina, valina, metionina,
cisteina, isoleucina, leucina, triptofano, fenilalanina, ornitina, lisina, serina, asparagina e
alanina (HERMOSiN; CHICON; CABEZUDO, 2003; KECKES; TRIFKOVIC; ANDRIC;
JOVETIC et al., 2013; REBANE; HERODES, 2010), sendo 0 mais comum o &cido glutamico,
alanina, fenilalanina, tirosina, leucina e isoleucina (DI GIROLAMO; D'AMATO; RIGHETTI,
2012).

Entre os constituintes em menor proporgéo, estao acidos organicos estdo presentes no mel
como &cidos: acido aspartico, butirico, citrico, acético, férmico, fumarico, galacturénico,
formico, glucénico, glutdmico, glutarico, butirico, glioxilico, 2-hidroxibutirico, a-
hidroxiglutarico, isocitrico, o-cetoglutarico, latico, malico, malbénico, metilmalénico, 2-
oxopentandico, propibnicos, piravicos, quininicos, shiquimicos, succinicos, tartaricos, oxalicos
e outros (CHERCHI; SPANEDDA; TUBEROSO; CABRAS, 1994; MATO; HUIDOBRO;
SIMAL-LOZANO; SANCHO, 2006; NOZAL; BERNAL; GOMEZ; HIGES et al., 2003).

Os minerais, como potassio, magnésio, célcio, ferro, fosforo, sddio, manganés, iodo,
zinco, litio, cobalto, niquel, cddmio, cobre, bario, cromo, selénio, arsénico e prata encontrada
em diversas producdes de mel (ALQARNI; OWAYSS; MAHMOUD; HANNAN, 2014).

As vitaminas presente no mel séo: tiamina (B1), riboflavina (B2), &cido nicotinico (B3),
acido pantoténico (B5), piridoxina (B6), biotina (B8H) e acido folico (B9). A vitamina C
também estd presente, e 0o pH baixo ajuda a manter a viabilidade delas (BONTE;
DESMOULIERE, 2013).

Enzimas sdo pequenas fracOes das proteinas presentes no mel , algumas delas séo:
invertase,a o ¢ a B-glucosidase, catalase, fosfatase acida, diastase e glicose oxidase (SAK-
BOSNAR; SAKAC, 2012; WON:; LEE; KO; KIM et al., 2008).

Além disso, os produtos da reacdo Maillard, compostos volateis e varias substancias
bioativas (fenois flavondides, entre outros), de grdos de polen também fazem parte da
composicdo de mel (MACHADO DE-MELO; ALMEIDA-MURADIAN; SANCHO;
PASCUAL-MATE, 2018) . Dentre esses compostos bioativos, ja foram detectados cafeina,
acido fenilatico, acido isoferulico, acido galico, acido hidrobenzoico entre outros.(ALVAREZ-
SUAREZ; GASPARRINI; FORBES-HERNANDEZ; MAZZONI et al., 2014) Com atividade
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de &gua entre 0,49 e 0,65, o mel esta em uma condicdes satisfatorias de acordo com a Codex
Alimentarius (2001). Essa composic¢do do mel, rica em aguUcares redutores e outros compostos
bioativos, reduz o potencial redox, e assim atua como protetor de algumas culturas microbianas
probidticas (FAVARIN; LAUREANO-MELO; LUCHESE, 2015).

Além de propriedades antimicrobianas, também se sabe que a 0os méis possuem forte
propriedades antioxidantes , que influenciam na modulacao de radicais livres, protegendo os
componentes celulares (ALZAHRANI; BOUKRAA; YUVA BELLIK; BAKHOTMAH et al.,
2012; HENRIQUES; JACKSON; COOPER; BURTON, 2006). Além das atividades
antimicrobianas e antioxidantes, tem sido atribuido ao mel potencial de reduzir o crescimento
de células cancerigenas, que pode acontecer por alguns meios como: apoptose de células através
da despolarizacdo mitocondrial, a inibicdo da ciclo-oxigenase pela presenca de alguns
constituintes, a liberacdo de peréxido de hidrogénio (H20;) citotoxico (FORBES-
HERNANDEZ; GIAMPIERI; GASPARRINI; MAZZONI et al., 2014).

Ele pode ser classificado quanto a sua origem, mel floral ou mel de melato (melato). O
mel floral é obtido dos néctares das flores, e ainda pode ser classificado em: mel unifloral ou
monofloral (quando o produto procede principalmente da origem de flores de uma mesma
familia, género ou espécie e possua caracteristicas sensoriais, fisico-quimicas e microscépicas
préprias) ou mel multifloral ou polifloral (obtido a partir de diferentes origens florais). O mel
de melato é formado principalmente a partir de secrecBes de partes vivas das plantas ou
de excrecGes de insetos sugadores de plantas que se encontram sobre elas(FORBES-
HERNANDEZ; GIAMPIERI; GASPARRINI; MAZZONI et al., 2014).

Também pode ser classificado pela caracteristica, de acordo com a instrucdo IN
11/2000 (2000), que regulamenta a identidade e qualidade do mel, as caracteristicas sensoriais
sdo: cor, sabor, aroma e consisténcia (viscosidade). A coloracéo, aroma e sabor do mel variam
de acordo com a sua origem floral, podendo ser quase incolor (oriundo de flores como o assa-
peixe), ambar (flores de laranjeiras), escuro (eucalipto, silvestre) e pardo escuro (trigo
sarraceno). Com a idade e conforme a temperatura de estocagem do mel observa-se
escurecimento. O superaquecimento e contamina¢do com metais também podem escurecer o
mel. De maneira geral, 0 mel escuro tem mais sais minerais do que o mel claro. Pesquisas
mostram que 0S mais escuros podem ter de quatro a seis vezes mais sais minerais que 0s
claros, com destaque para 0 manganés, potassio, sodio e ferro (RUSIG; NOGUEIRA-COUTO;
COUTO, 2002). Nos mercados mundiais o mel é avaliado por sua cor, sendo que méis
mais claros alcancam precos mais elevados(SOUZA; MARCHINI; DIAS; ODA-SOUZA et
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al., 2009). Méis de meliponineos caracterizam-se pela fluidez, devido ao alto teor de agua, o
que pode ser uma vantagem quando do envasamento e da decantacdo por menor
periodo(SOUZA; MARCHINI; DIAS; ODA-SOUZA et al., 2009).

Também quanto a fisico quimica, € comum encontrar variagdes na sua composi¢ao
fisica e quimica, tendo em vista que variados fatores interferem na sua qualidade, como
condi¢cbes climaticas, estadio de maturacdo,espécie de abelha, processamento e
armazenamento, além do tipo de florada (DA SILVA; DE OLIVEIRA; NOBRE, 2009). As
caracteristicas  fisico-quimicas observadas no mel proveniente da flor do cajueiro sdo
marcantes e permitem caracteriza-lo como um produto préprio das areas de cajucultura, sendo,
portanto, tipico da regido Nordeste do Brasil. Sua coloracdo escura, acidez total acentuada
e a quantidade de aminoacidos relativamente alta podem, juntamente com outros
pardmetros, como o polinico e sensorial, ser caracteristicas importantes na denominagao
da origem geografica deste mel, agregando assim valor a producdo regional (BENDINI;
SOUZA, 2008).

O mel das abelhas sem ferrdo (nativas) € um produto que tem apresentado uma
demanda crescente de mercado, pelo sabor peculiar e pelas propriedades terapéuticas a
ele atribuidas, obtendo  precos mais elevados que o das abelhas do género Apis em
diferentes regides do Brasil. Entretanto, ainda existem poucos estudos e producao no pais.

O mel, é um prebidtico com uma grande importancia causada pela sua riqueza em
compostos acidos que podem modular positivamente a microbiota e favorecer o sistema
imunolégico (DE MELO; MENEZES; DE SOUSA; DOS SANTOS LIMA et al., 2020;
MACEDO; LUCHESE; GUERRA; BARBOSA, 2008). A inulina é tida como um dos
compostos mais estudados nos ultimos dez anos, e 0 mel também tem papel importante pois
vem também com um numero expressivo de estudos abordando o tema (DE MELO;
MENEZES; DE SOUSA; DOS SANTOS LIMA et al., 2020).

O objetivo foi avaliar a sobrevivéncia de Bifidobacterium animalis subsp. lactis BLC1 e
de Lacticaseibacillus rhamnosus DTA 72 em associacdo ou ndo em sorvete com base lactea.
e Desenvolvimento de sorvete com base leite, adi¢cdo de mel ou agUcares, capaz de
manter a viabilidade de ambas as culturas em niveis aceitaveis.
e Avaliar diferenca de viabilidade das culturas no produto adicionado de mel em

comparagdo ao adocado com frutose, glicose e sacarose nas proporcgdes
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encontradas no mel antes e apds simulagdo processo de passagem pelo trato

gastrointestinal (teste in vitro).

e Avaliar sensorialmente o produto com apelos nutricionais pelos consumidores

pelo teste de aceitacéo.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Culturas probioticas

Utilizou-se na pesquisa a cultura comercial de Bifidobacterium animalis subsp. lactis
BLC1 obtida liofilizada tipo DVS da Sacco®, Brasil e a cepa de Lacticaseibacillus rhamnosus
(DTA 72) isolada de material fecal de recém-nascido com até duas semanas de idade, durante
o trabalho de doutorado de Oliveira (2011) e identificado por sequenciamento do 16S rDNA
usando RAPD-PCR conforme descrito por GUERRA; LEMOS JUNIOR; SANTOS;
ANDRIGHETTO et al. (2018).. Esta ultima cultura faz parte da colecdo do Laboratorio de
Microbiologia de Alimentos do Departamento de Tecnologia de Alimentos da UFRRJ,
Seropédica, Brasil, onde ¢ mantida congeladas a -20 °C em caldo MRS adicionado de glicerol
esteril (20%).

3.2 Liofilizacdo das culturas probioticos:

. A cultura de L. rhamnosus para utilizacdo no sorvete foi liofilizadas de modo a obter
culturas tipo DVS (Direct Vat Set).Para liofilizacdo a cultura congelada de L. rhamnosus foi
inicialmente ativada por meio de trés transferéncias sucessivas em caldo MRS comercial
Merck, Darmstadt, Alemanha ) e incubag&o aerdbica (crescimento estatico) a 36°C por 24 h.
Apos o terceiro subcultivo foi centrifugada a 3000 x g e o precipitado lavado com solucéo
tampéo fosfato (pH 7,0) e centrifugado novamente. A massa celular foi entdo suspensa em
solucdo de leite desnatado (Molico®,) reconstituido a 13%, previamente esterilizado a 121°C
por 10 minutos, e congeladas em tubos falcon em processo de congelamento rapido em etanol
a -32°C com agitacdo. Posteriormente foram liofilizadas (Liofilizador de bancada L101 da

Liotop®) e acondicionadas a -20 °C.

3.3 Planejamento experimental

Foram elaboradas duas formulagGes basicas de sorvete, uma contendo mel (mel
multifloral de Apis mellifera da regido de Jequitinhonha-MG, Brasil colhido em janeiro de
2021) e outra com glicose em po6 (C2 Alimentos™) e frutose em p6 (Lowgucar™) e sacarose

(Unido™) em quantidades semelhantes as encontradas no mel
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34 Elaboracéo do sorvete

Para a elaboracdo dos sorvetes, &s duas formulacOes basicas (A e M) (Tabela 1) foram
adicionados os demais ingredientes: leite UHT integral (leite Ninho, Nestlé, Brasil;); leite em
po integral (Primalato, Brasil); creme (Nestlé™); liga neutra 3G (goma xantana, goma guar ¢
carragena) (Doremus, Brasil); emulsificante mono e diglicerideo (Duas Rodas, Brasil);
aromatizante de creme (Duas Rodas, Brasil) (Tabela 2). Em cada uma dessas duas formulagdes
foram inoculadas culturas probiéticas de B. animalis subsp. lactis (B) e L. rhamnosus (L) em

culturas axénicas e associadas (LB), totalizando seis tratamentos.

Tabela 1: Porcentagem de acUcares de frutose, glicose e sacarose nas formulagdes A e
M

Formulagdes

A Sorvete adicionado de acucar (5,7%
frutose + 4,65% glicose + 0,3% sacarose,
totalizando 10,65%)

M Mel adicionado (15% Mel contendo

frutose + glicose + sacarose, totalizando
10,65%)

Tabela 2: Formulagdo das amostras de sorvete, A (Sorvete adicionado de agucar) e M

(Sorvete adicionado de mel).

Composigéo A M

Leite (mL) 2000 2000

Leite em po (Q) 150 150

Creme () 100 100

Liga neutra (g) 20 20

Emulsificante de 20 20
mono e diglicerideo (g)

Aromatizante de 40 40
creme (Q)

Mistura de frutose + 280 _
glicose + sacarose (Q)

Mel (g) _ 280

Apdbs misturar e homogeneizar os compostos formulados durante 10 min a temperatura
ambiente, a mistura resultante foi entdo pasteurizada a 85°C durante 10 min. A mistura de
sorvete foi resfriada até a temperatura de 20°C, e o mel ou a mistura de agUcar estavam se
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dissolvendo na mistura. A mistura foi maturada (Bertollo, Séo Carlos, SP, Brasil) a4 + 1°C por
2 h. Em seguida, o ar foi incorporado enquanto era batido/congelado em uma maquina de
sorvete com capacidade de 20 L (Bertollo, Sdo Carlos, SP, Brasil), na qual a temperatura do
sorvete diminuiu para —15 + 2°C. e a producdo continuou até aumentar o volume incorporando
60% de ar. Isso foi monitorado usando o grau de volume marcado na cAmara da sorveteira B.
animalis subsp. lactis (B) e L. rhamnosus (L) separadamente e associados (LB) foram
inoculados para obter cerca de 108 ufc/g de sorvete misturando usando um misturador de pas.
Foram preparados dois litros de sorvete para cada microrganismo ou associacdo de
microrganismo inoculado. O produto foi embalado em recipientes de poliestireno expandido e
armazenado a uma temperatura de —20 + 2°C. Os sorvetes foram envasados em aliquotas de
100mL para padronizacdo das analises futuras. O fluxograma de fabricacédo do sorvete, segue
com algumas adaptacdes, mas obedecendo as normas de fabricacdo de gelados comestiveis com
base lactea (Figura 1).

Ingredientes secos

Ingredientes Liquidos

Mistura P Homogeneizacdo F~P Pasteurizacio P Homogeneiza¢io

Incorporagdo de ar

Congelamento/Batimento Maturagio l Resfriamento

#— Inoculo dos Microrganismos

Embalagem Estocagem

Figura 1: Fluxograma de producéo do sorvete.
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35 Analises Fisicas

3.6 Teste de derretimento

O teste foi realizado de acordo com o procedimento, descrito por Granger et al. (2005)
com modificagdes. Amostras de 100 mL de sorvete foram colocadas em congelador (-20 °C)
por cerca de 24 h e apo0s isso, transferidas para tela metalica de abertura 0,5 cm, conforme
aparato experimental mostrado na Figura 2. A temperatura ambiente foi mantida a 25t1°C e o
volume de sorvete drenado registrado em uma balanca a cada 1 minuto. A partir dos dados
obtidos, foram construidos graficos do tempo em funcdo do volume derretido (p/p%). A
regressdo linear foi utilizada para determinar a taxa de fusdo (g/min) de cada sorvete.

| |

6
\\J} SUPORTE UNIVERSAL -1

TELA DE MALHA -2
FUNIL 3
BECKER -4
BALANCA ELETRONICA -5
SORVETE 6

Figura 2: Aparato utilizado para teste de derretimento de sorvete.

3.7 Microscopia

Todas as amostras de sorvete foram analisadas a uma temperatura de 25°C. Com a ponta
de uma espatula, as amostras foram coletadas em uma placa e visualizadas em microscopio
Optico com aumento de 1000x.

3.8 Analise de Overrun

Apdbs a mistura, foi feita a pesagem de um volume de 100 mL em um béquer de 100mL.
O mesmo procedimento foi repetido apds a etapa de batimento, com o mesmo béquer,
determinando-se o0 overrun apds o batimento através da seguinte formula:

(FIV - IMV) / IMV x 100,

onde FIV = volume de sorvete congelado e IMV = volume inicial de mistura
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Para verificar a conformidade com a legislacdo vigente (BRASIL, 2005) ) o overrun no

produto final foi confirmado pela medicéo da massa de 1 L de sorvete.

3.9 Anélises Microbioldgicas

A qualidade microbioldgica das amostras de sorvete foi avaliada visando atender a (IN
60/2019) para gelados comestiveis, que regulamenta a qualidade microbioldgica de produtos
alimenticios, de acordo com procedimentos estabelecidos pelas normas NBR-1SO: pesquisa de
Salmonella (NBR-1SO 6579-1, 2021), Estafilococos coagulase positiva (NBR-1SO 6888-1,
2019) e de Enterobacteriaceae (NBR-1SO 21528-2, 2017).

3.9.1 Sobrevivéncia dos probioticos no sorvete congelado antes e ap6s submeter as

condi¢bes que mimetizam o transito gastrointestinal (GIC)

A sobrevivéncia sob condigfes gastrointestinais in vitro foi testada como descrito
anteriormente por Favarin et al. (2015) com algumas modificagdes. O suco gastrointestinal base
(GBJ) foi formulado da seguinte da seguinte forma: cloreto de calcio (0,11 g / I); cloreto de
potassio (1,12 g/ ), cloreto de sédio (2,0 g/ I) e di-hidrogenofosfato de potassio (0,4 g /). Esta
solucdo foi esterilizada a 121 ° C por 15 minutos.

O suco gastrico artificial (AGJ) foi preparado no momento do uso adicionando ao GBJ,
3,5 g / | de mucina suina (Sigma-Aldrich, S. Louis, Mo, EUA) e 0,26 g / | de pepsina suina
(Sigma-Aldrich, S Louis, Mo, EUA). O pH foi ajustado para 2,0 com HCI (1 M). J& o suco
intestinal artificial (AlJ) foi obtido pela adicdo de 3,0 g / | de sal biliar esterilizado por filtracdo
(0,22 um) (FSL FARMA, Ipanema, BRASIL), 1,95 g / | de pancreatina e 0,1 g / I de clara de
ovo lisozima (Sigma-Aldrich, S. Louis, Mo, EUA

Aliquotas de sorvete probiético (100 ul) foram transferidas para o tubo Eppendorf com
900 pl de AGJ e incubadas em jarra de anaerobiose com atmosfera artificial gerada por saché
(Gaspak EZ, 15% de dioxido de carbono) a 36 ° C por 45 minutos, com agitacdo suave.
Posteriormente, o pH foi neutralizado com solugéo de bicarbonato de sédio (1 M) e um volume
igual de suco intestinal artificial (AlJ) serd adicionado ao AGJ.A digestdo intestinal simulada
continuard com incubagdo na camara anaerdbica a 36 ° C por mais 180 minutos, com agitacdo
suave.

Amostras controle foram preparadas (100 ul de sorvete probidtico e 1,9 mL de GBJ). A
sobrevivéncia das bactérias probidticas foi avaliada por contagem em agar MRS (Sigma-
Aldrich, S. Louis, Mo, EUA) adicionado de cisteina (0,05%) antes (amostras controle) e apés
GIC, incubado por 72 horas a 36 °C.
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Sorvete simbiotico com
Bifidobacterium H=20 s
animalis subsp. lactis 2 ; pH=70
(Sacco®).
O i3 i3
- Lisosima
Suco Gastrointestinal E;fsill?: Pancreatina
base 2 Suco Gastrico . Suco Intestinal
=>| Hcl > | Bile (-
NaHCO:z
<r g g
Sorvete simbidtico cotm
Bifidobacterium
animalis subsp. lactis t = 45 minutos .
(Sacco®) com cultura t= 180 minutos
associada a Lacro-
bacillus rhamnosus
DTA 72

Figura 3: Sobrevivéncia de Lacticaseibacillus rhamnosus DTA 72 e de Bifidobacterium

animalis subsp.lactis BLC1 em cultura axénica e associados em sorvete..

3.10 Andlise Sensorial

Foi realizado o teste de aceitacdo por um painel de 50 consumidores ndo treinados e
selecionados aleatoriamente. Sera utilizada uma escala de 9 pontos (1 = desgostei
extremamente, 2 = desgostei muito, 3 = desgostei regularmente, 4 = desgostei ligeiramente, 5
= ndo gostei nem desgostei, 6 = gostei ligeiramente, 7 = gostei regularmente, 8 = gostei muito,
9 = gostei extremamente), para 0s seguintes parametros: Aparéncia, Textura, Sabor,
Derretimento, Residual de Gordura, Dogura, Arenosidade, Avaliacdo Global. Para o parametro
intencdo de compra, (1 = certamente ndo compraria, 2 provavelmente ndo compraria, 3 poderia

ou ndo comprar, 4 provavelmente compraria; 5 = certamente compraria o produto).

3.11 Anélise Estatistica
Os dados foram tratados por analise de variancia (ANOVA) de uma via para comparacdes
com um Unico fator de variagdo. J& para grupos submetidos a interferéncia simultanea de dois
fatores de variagédo, os dados foram analisados por ANOVA de duas vias. O teste de Tukey a
um nivel de significancia de 5% (p < 0,05), foi utilizado para detectar diferencas significativas
entre os grupos. O software GraphPad Prism 8 (La Jolla, CA, EUA) foi utilizado em todas as

analises estatisticas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Viabilidade da cultura probidtica nos sorvetes e apds simulacdo da

passagem pelo trato gastrointestinal.

As contagens referentes a viabilidade das culturas estdo mostradas na Figura 4 Verificou
se que ndo houve reducdo da viabilidade de ambas as culturas, associadas ou ndo, nos dois tipos
de sorvete ao longo do periodo de 49 dias. Apds 60 dias houve reducdo de apenas 1 ciclo log
em todas as amostras, com contagens em torno de 10’ UFC/g. Entretanto, ha que se considerar
que ao final do prazo de validade dos produtos, os probidticos ainda precisam sobreviver a
passagem pelo trato gastrointestinal. Esta sobrevivéncia depende do tipo de matriz alimenticia,
da utilizacdo de células encapsuladas ou n&o.

Em relagéo ao tipo de fonte de carboidrato, a adigédo de mel ao sorvete reduz a perda de
viabilidade de Bifidobacterium animalis subsp. lactis BLC1 quando comparado ao sorvete
adicionado de acucar . Esse efeito protetor ndo foi observado na cultura axénica de

Lacticaseibacillus rhamnosus DTA 72 ou na associa¢ao de ambas as culturas probioticas.
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Figura 4: Viabilidade de Bifidobacterium animalis subsp. lactis BLC1 e
Lacticaseibacillus rhamnosus DTA 72 em cultura axénica (A e B) e associados (C) em mel
(circulo preto) ou agucar (circulo branco) adicionados de sorvete durante o armazenamento
congelado por até 60 dias. * representa p < 0,05.

Segundo GOMES e MALCATA (1999), os produtos fermentados, no momento do
consumo devem conter no minimo 10°UFC/mL de células probidticas viaveis, uma vez que a
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dose minima terapéutica diaria deve ser de 10%-10° células viaveis em 100 g do produto
fermentado. Entretanto, SANDERS (2008) acredita que a dose de probidticos deve basear-se
na eficacia demostrada em estudos com seres humanos, 10°UFC/mL ou grama, mas
recomendam 108 UFC/g para compensar a reducao por meio de passagem através do trato gastro
intestinal.

A legislacdo brasileira, por meio da Comissdo de Assessoramento Técnico-Cientifico
em Alimentos Funcionais e Novos Alimentos (CTCAF), recomenda uma porc¢do diéria de
micro-organismos probidticos viaveis que deve ser ingerida, sendo o minimo estipulado em 108
a 10° UFC de microrganismos por porcio diaria do produto. Valores menores podem ser
aceitos, desde que a empresa comprove sua eficacia. A documentacéo referente a comprovacao
de eficéacia deve incluir laudo de analise do produto que comprove a quantidade minima viavel
do micro-organismo até o final do prazo de validade e teste de resisténcia da cultura utilizada
no produto a acidez géastrica e aos sais biliares (BRASIL, 2008). Os padr@es de identidade e
qualidade para leites fermentados (instrucdo normativa 46 do MAPA, 2007), estabelece

contagem minima de 10° UFC de bifidobactérias/g.

Os resultados de viabilidade das culturas antes e apds simulago de passagem pelo trato
gastrointestinal por até 60 dias de armazenamento sao mostrados na Figura 5. Todas as amostras
apresentaram contagens acima de 10° UFC/g apds passagem simulada pelo trato
gastrointestinais, portanto, acima dos valores considerados adequados para um produto
probidtico, até o 60° dia de armazenamento. H& uma tendéncia de estabilidade na perda de
viabilidade na cultura associada quando comparada a cultura axénica de L. rhamnosus. Em
relacdo ao tipo de fonte de carboidrato, a adi¢do de mel ao sorvete também reduz a perda de
viabilidade de Bifidobacterium animalis subsp. lactis BLC1 quando comparado ao sorvete
adicionado de agUcares apos simulacao de passagem pelo trato gastrointestinal apos 45 dias de
armazenamento. Esse efeito protetor ndo foi observado na cultura axénica de Lacticaseibacillus
rhamnosus DTA 72 ou na associacdo de ambas as culturas probidticas.

O mel ndo exerceu efeito prebidtico, para L. rhamnosus. ndo havendo diferenca
significativa nas contagens do sorvete adicionado de agucar ou de mel (Figura 5).(CASTRO;
DA MOTA SILVA; PRUDENCIO DE SOUZA; GUERRA et al., 2021) reportaram auséncia
de efeito protetor frente a cepas de Lacticaseibacillus, especialmente a espécie L. rhamnosus,
do mel frente a adigdo de perdxido, que foi atribuido a presenca de Fe?* que ao reagir com H0
produz radicais hidroxila. Diferentemente, Bifidobacterium foi protegida pela presenca de mel

conforme mostrado na Figura 5. O comparativo entre os tratamentos com mel e com acUcar,
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mostra uma mudanca de perfil de decréscimo da viabilidade, sugerindo que o mel pode causar

uma mudanca significativa para a viabilidade da cultura de B. lactis.
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Figura 5: Sobrevivéncia de Bifidobacterium animalis subsp. lactis BLC1 e
Lacticaseibacillus rhamnosus DTA 72 em cultura axénica (A e B) e associados (C) em um
sorvete de mel (circulo preto) ou acucar (circulo branco) adicionado ap6s simulacdo de
passagem pelo trato gastrointestinal aos 30, 45 e 60 dias de armazenamento ** representa

diferenca significativa pelo teste de Turkey (P < 0,01).
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4.2 Qualidade higiénico -sanitaria dos sorvetes.

Os resultados obtidos nos ensaios de avaliagdo do perfil higiénico sanitario dos Sorvete
(A) e Sorvete (M) (Tabela 6.1) foram correlacionados com os padrdes pré-estabelecidos pela
legislacdo brasileira, e atendem os requisitos exigidos na BRASIL (2019)

Tabela 6.1 Resultado da analise microbioldgica do sorve sorvete de creme com mel

(M).te de creme com acUcar (glicose e frutose) (A).

sorvete de sorvete de Padréo
creme com acucar  cremecommel RDC 331, 2019
Anélises (A). (M).
2 2
Enterobacteriaceae/ g <1x10 <1 x 102 1x10
Salmonella sp em 25 g Ausente Ausente Ausente
2 2
Estafilococos coag. +/ g <1x10 <1 x 102 5x 10
Coliformes a 45°C/g 7,0 4,0 Nao

referenciado

UFC= Unidades formadoras de coldnia.
A presenca de coliformes, termotolerantes e totais, em graus inaceitaveis € um forte

indicio de uma condicdo deficiente higiénico-sanitaria dos alimentos e que os locais utilizados
para a preparacdo e/ou acondicionamento estdo com controle deficitario. Esse é um problema
constante no manuseamento de alimentos preparados e por consequéncia isso influencia na sua
vida util e qualidade (SILVEIRA, 2009).

4.3 Analise sensorial

Com uma anélise sensorial feita com 50 participantes da regido de Dugue de Caxias,
foram obtidos resultados positivos e significativos de aceitacdo dos sorvetes (Tabela 6.2).
Com relagdo ao quesito aparéncia, as amostras de sorvete com mel atingiram uma
classificacdo melhor que as processadas com acucar, visto que os provadores relataram aspecto
brilhoso nestas amostras. Textura, Derretimento e Arenosidade, também foram fatores
fundamentais no teste de aceitacdo para o sorvete com adi¢cdo de mel, visto que estas amostras

obtiveram notas maiores e com diferenca estatistica significativas.
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Tabela 6.2: Resultados da analise sensorial de cada quesito em relacdo as amostras de

sorvete com agucar e o sorvete com mel.

Sorvete com

Sorvete com

AcuUcar mel

APARENCIA 7,78° 8,83?
TEXTURA 6,88" 8,232
SABOR 8,452 7,91°
DERRETIMENTO 7,00° 8,55
RESIDUAL DE

GORDURA 7,892 7,642
DOCURA 8,452 7,86"
ARENOSIDADE 6,99 8,112
AVALIACAO

GLOBAL 8,012 8,23

*As letras diferentes indicam que hé diferenca entre as amostras pelo teste de Tukey a

5% de significancia

Em outros atributos como Sabor e Dogura, como esperado, o sorvete com agucar, teve

um resultado melhor, sugerindo que realmente o sorvete com mel, tem uma avaliagdo de ser

menos doce que o sorvete feito com agucar. Isso também é um resultado importante, visto que

pelo ponto de vista de saudabilidade, esse fator pode ser valorizado e muito explorado pelo

ponto de vista comercial, como um produto menos doce para 0s consumidores que se restringem

ao doce.
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Figura 6: Intencdo de compra de Sorvete de Creme com acucar e Sorvete de creme com mel.
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N&o houve diferenga significativa entre o sorvete produzido com mel e com os principais
acucares do mel. Além disso o sorvete com mel foi considerado menos doce, portanto, com
uma percepcao menor de dogura. Porém mesmo assim, se manteve com intencdo de compras
positiva. 1sso pode sugerir uma mudanca no padrdo de consumo brasileiro que era sempre
relacionado a produtos doces, ou mesmo, pode estar relacionado ao fato do produto em estudo
comunicar um apelo a satde com propriedades funcionais e maior valor nutricional, e assim as

pessoas esperam que seja um produto menos doce.
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Analises fisicas

4.4 Teste de derretimento

Os testes foram efetuados de maneira equivalente, e com base no ensaio efetuado, foi
montada uma tabela de comparacao de derretimento entre as amostras dos sorvetes formulados.

A Figura 7 apresenta a curva de derretimento do sorvete com agUcar (A) e do sorvete
com mel (M) no qual é possivel observar que o derretimento inicial ocorre em 5 minutos para
o0 sorvete (A) e 6 minutos para o sorvete (M) a 25° C. Ha uma diferenga minima no derretimento
do sorvete (M) em relacdo ao sorvete (A) mesmo com uma diferenca na formulagédo causada
pela substituicdo do acucar pelo mel. A maior quantidade de solidos, muitas vezes
representados pela sacarose, causa um abaixamento no ponto de fusdo da agua, conferindo uma
textura mais macia e menor formacéo de cristais de gelo no produto, gerando um produto mais
sensivel a troca térmica (SANTQOS, 2009).

O sorvete é um produto que abrange diversas fases, no qual bolhas de ar, gloébulos de
gordura parcialmente aglutinadas e cristais de gelo estdo dispersos em uma solugdo viscosa
((KOXHOLT; EISENMANN; HINRICHS, 2001)). Eles formam uma estrutura responsavel
pela cremosidade do sorvete. Alguns aditivos, emulsificantes (mono e di-glicerideos),
estabilizantes (goma xantana, carragena, goma agar) e até mesmo xarope de glucose, também
sdo responsaveis por favorecer essas ligacdes, e estabilidade do produto. Durante esse
derretimento, dois eventos devem ser evidenciados: o derretimento dos cristais de gelo e a
quebra da estrutura emulsionada entre gordura e ar. O derretimento é gerido por diversos
fatores, entre eles o overrun, a taxa de incorporacdo de ar da mistura ligacGes e pontos de fusdo
lipidicos, tipo e concentracdo de emulsificante(GOFF, 2018), além do diametro dos glébulos
de gordura ((EVERETT; OLSON, 2003; KOXHOLT; EISENMANN; HINRICHS, 2001).

Ademais, o sorvete com mel, obteve uma aceitacdo melhor que o sorvete com agucar,
e isso pode ter sido causado por conta dos micronutrientes e compostos presentes no mel,
favorecendo uma menor taxa de reciclo de cristais de gelo, e uma taxa de derretimento mais
tardia que um sorvete contendo apenas 0s principais actcares do mel.. 1sso é muito interessante
no produto desenvolvido, pelo fato o de ser inoculado com bactérias probiéticas, cujo estresse
por conta da baixa temperatura do sorvete (-20 °C), sera menor se o produto estiver mais
estavel,, Assim sendo pode-se concluir que estas bactérias devam sofrer menos estresse causado
por reciclo no tempo de armazenamento, fator esse muito importante na vida de prateleira dos

produtos probidticos.
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Figura 7 : Grafico de derretimento dos dois tipos de sorvete fabricado.

4.5 Overrun

Foram formulados os sorvetes com agucares e com méis, nos niveis de 40%, 60%, 80%
e 100% de overrun. Overrun de 60% foi o escolhido para o desenvolvimento do sorvete
probidtico por apresentar melhor a homogeneizacdo do produto em pré-testes.

O overrun de 60%, nas duas formulacdes sorvete(A) e sorvete(M), e de acordo com a
cartilha de sorvete do (SEBRAE, 2014) utilizada comercialmente no Brasil, caracteriza o
produto como sorvete premium.

Ressaltando também que na etapa de fabricacdo denominada mistura, a incorporacao de
ar alcancou apenas em torno de 20%. Em contrapartida, quando adentrou a etapa de maturacéo
e de batimento, o sorvete alcangou facilmente a faixa dos 60%, colaborando para uma estrutura
de sorvete mais cremosa, e mais leve, suavizando a sensagéo sensorial de frio.

No entanto, a formulacdo com 40% de aeracdo, além de muito densa, e sem uma
suavidade adequada, resultou em sensacdo de arenosidade muito rapidamente, quesito que esta
intrinsecamente ligado a um defeito. Adicionalmente, acarretaria uma situacdo de maior
estresse para as bactérias probioticas.

Os niveis de 80% e 100% de incorporacgdo de ar, que por muitas vezes se mostram muito

interessantes pelo lado comercial, propriamente pelo aumento de rendimento de producéo, se
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mostraram muito susceptiveis, a separagdo de fase com uma oscilacdo de temperatura, e por
conta desse fator se mostrou dificultosa, visto que uma separacdo de fase, reduzira a
homogeneidade, agredindo arduamente os indculos. Isto em decorréncia do fato que uma das
fases teria densidade extremamente elevada, desfavorecendo a viabilidade pela presséo
osmotica, podendo atingir a parede celular das culturas, e também causar estresse oxidativo
por causa da caracteristica anaerdbica das culturas..

Ja a formulacdo de 60%, se mostrou economicamente viavel, pelo custo de producdo
ndo tdo elevado, e com uma caracteristica de emulsdo mais estavel, isso pode ser ocasionado
por conta da formulacdo do sorvete, ndo ter como objetivo ser rica em proteina, que sdo bons
compostos emulsionantes, e possivelmente por conta desse fator a formulagdo com 60% de ar
se mostrou mais estavel que a mesma formulacdo com 80% e 100% de overrun.

Portanto a formulacdo com 60% de overrun foi a determinada como o padréo para todos

as amostras do presente trabalho.

4.6 Microscopia

Figura 8: Microscopia de amostras dos produtos inoculados , sorvete de creme com

acucares frutose, glicose e sacarose simulando quantidades encontradas no mel (A) e sorvete

de creme com mel (B).

Uma caracteristica observada a partir da microscopia do produto, é que 0s sorvetes, com
mesmo balango de formulagdo e procedimento fabril, geraram produtos com algumas
diferencas fisicas. Uma delas € a conformacéo das bolhas de ar nas imagens A (sorvete de creme
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com agucar) e B (sorvete de creme com mel). Pode-se observar a presenca de bolhas com
didmetro maior em todas as capturas de imagens microscopicas do sorvete com acucar,
enguanto o sorvete com mel (B), por mais que contenha algumas formacdes de bolhas maiores,
nos varios ensaios, foi constatada uma uniformidade maior.

Posteriormente em um pré-teste de formac&o de bola do sorvete, o sorvete com base de
mel mostrou uma emulsdo aparentemente mais uniforme, com um boleamento mais brilhoso e

menos quebradico, o que € um indicio de uma emulsdo mais estruturada.

A) Microscopy of Lactobacillus rhamnosus DTA 72 B) Microscopy of Lactobacillus rhamnosus DTA 72 in C) : Microscopy of Bifidobacterium animalis
with axenic culture and associated with Bifidobacterium probiotic ice cream (OWN 2022) subsp.lactis (Sacco®) in probiotic ice creams.(OWN
animalis subsp lactis (Sacco®) in probiotic ice 2022)
creams.(PROPRIO 2022)

Figura 9: Microscopia das amostras de sorvetes inoculados com Bifidobacterium
animalis subsp.lactis (Sacco®), Lactobacillus rhamnosus DTA 72 e Bifidobacterium animalis

subsp.lactis (Sacco®) associado a Lactobacillus rhamnosus DTA 72.
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4.7 Potencialidades do produto para sua migracdo da academia para o mercado

consumidor

O projeto comercia consiste de uma implantacdo no processo fabril padrdo ja existente.
Sera interessante o uso de um misturador com pas grandes, no entanto de baixa rotacdo, focando
em uma baixa tens@o de cisalhamento empregada sobre as culturas, para mistura a cultura na
mistura, minimizando a perda de viabilidade, aumentando a homogeneidade e sem perder o
rendimento, visto que 0 overrrun se mostrou muito importante na viabilidade da bactéria em
pré testes.

Outro fator importante a ser considerado, é que segundo a empresa parceira de producao
das nossas amostras 0 aumento no custo pelo uso do mel, girou em torno de 15% de aumento
por conta da matéria prima. Ja na implementacéao da etapa de mistura da cultura na base pronta,
por necessitar de um equipamento com agitador com area de contato grande e baixa rotacéo,
além de sistema de refrigeracdo para a manutencéo da temperatura do produto. O custo ficaria
em torno de 12% maior na da produgéo inicial.

Além disso existe o custo das culturas, entdo o custo geral de producao desse sorvete em
relacdo ao sorvete tradicional que ja é comercializado no pais, seria aumentado em cerca de
27%, fora o custo da cultura, logo a forma de exposicao seria escolhida uma condi¢édo de porcao
unitéria visando uma facilitacdo da barreira de entrada dos consumidos que se mostras com
possibilidades de compra, que sdo consumidores presentes na fatia do mercado segundo o teste
de intencdo de compras, mas gque tem uma grande possibilidade de aceitacéo.

Esse resultado mostra a grande oportunidade de estudo do custo e da viabilidade do uso
de microencapsulacao das culturas nessa matriz, visto que pode significar a reducao dessa etapa
a mais, e por consequéncia uma reducao de 12% ao menos do custo de producéo.

Todos esses fatores tém o potencial de serem explorados com a alta de produtos light,
inclusive de gelados comestiveis, que podem ser interligados a outros produtos, como cereais e

frutas, para o0 aumento de saudabilidade do consumidor.
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5 CONCLUSAO

O presente trabalho teve éxito no avanco do estudo e manipulacdo de probidticos em
sorvetes, com o resultado positivo de alcancar elevada manutencao da sobrevivéncia das cepas
de Bifidobacterium animalis subsp. lactis e Lacticaseibacillus rhamnosus DTA 72 mesmo apds
passagem simulada pelo trato gastrointestinal,.

Outro fator importante é a escolha das cepas para as diferentes matrizes alimenticias e
possiveis interacdes mutualistas entre elas. Neste estudo o mel exerceu efeito protetor para a

cultura de B. animalis subsp. lactis, mas ndo em relagéo a L. rhamnosus.
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