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Resumo

Neste estudo foram aplicadas metodologias para avaliacdo da aptiddo probidtica de
estirpes de bactérias lacticas isoladas de processos de fermentagdo de azeitona da cultivar
Galega.

Das 156 estirpes de bactérias lacticas inicialmente isoladas 13 evidenciaram, em ensaios
preliminares, tolerdncia aos acidos e sais biliares do aparelho digestivo e mostraram ter um
potencial probiético. Nenhuma das estirpes mostrou capacidade hemolitica ou capacidade para
degradar a mucina. Todas as estirpes apresentaram capacidades de auto-agregacdo (3,77-
12,80%), co-agregacédo (8,38-45,70%) e aderéncia a células Caco-2 (0,83-15,3%). A atividade

antimicrobiana e a resisténcia ao processo de digestdo simulado foram também evidenciadas.

Dos 13 isolados estudados, foram selecionados dois Lactobacillus plantarum para
incorporagdo numa pasta de azeitona previamente preparada. Tendo em conta que a viabilidade
das bactérias probidticas num produto, no momento de consumo, € um aspeto importante a ter
em conta aquando da avaliagdo da sua eficacia e porque deve sobreviver durante o
processamento, a vida util do alimento, bem como tolerar as condi¢es extremas do estbmago e

do intestino optou-se por recorrer a técnica da microencapsulacao para protecao das células.

Os resultados demonstraram que a microencapsulacdo é uma técnica eficaz para a
sobrevivéncia das estirpes, ¢ dependente da temperatura de armazenamento e da estirpe, tendo
sido verificada uma maior viabilidade celular a temperatura de 4 °C. A microencapsulacdo
parece proteger as células de temperaturas elevadas, no entanto essa protecdo € dependente da
estirpe. Na pasta de azeitona o processo de microencapsulacdo ndo melhorou a sobrevivéncia
das bactérias durante o armazenamento. No entanto, a estirpe 33 apresentou uma viabilidade na
ordem de 10° UFC/g apds 30 dias de armazenamento, condigo esta necessaria para que possa

ser considerada uma estirpe probiotica.

Palavras-chave: Bactérias lacticas, fermentacdo, probidtico, pasta de azeitona,

microencapsulacao.






Abstract

In this study, we have applied methodologies for evaluation of probiotic capacity of

lactic acid bacteria strains, isolated from table olive fermentation process of cultivate Galega.

The 13 strains isolated out of 156, which initially showed acid and bile salts tolerance,
proved to have a probiotic potential. None of the strains showed hemolytic capacity or ability to
degrade mucin. All strains showed auto-agregation (3.77-12.80%) co-aggregation (8.38 to
45.70%) and adhesion to Caco-2 cells (0.83- 15.3%). The antimicrobial activity and resistance

to simulated gastrointestinal conditions process was also assessed.

Two Lactobacillus plantarum were selected from the 13 isolates studied for
incorporation in olive paste prepared beforehand. The viability of probiotic bacteria in a product
at the point of consumption is an important consideration for their efficiency, as they have to
survive during the processing and shelf life of food and gastrointestinal supplements, such
acidic conditions of the stomach, enzymes and bile salts in the small intestine, we used the

microencapsulation technique for protecting cells.

The results have demonstrated that microencapsulation is an effective technique for
strain survival. This technique has been shown to be dependent on storage temperature and
strain, the greater cell viability was found at 4 °C. Microencapsulation may protect cells from
high temperatures; however this protection is strains dependent. The microencapsulated strains
when incorporated in olive paste did not improve the bacterial survival during storage. Strain 33
has viability around 10° cfu/g after 30 days of storage, essential condition to be considered a

probiotic strain.

Keywords: Lactic acid bacteria, fermentation, probiotic, Lactobacillus plantarum, olive paste,

microencapsulation
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1. Enquadramento e objetivo

Nas ultimas décadas, o desenvolvimento e o consumo de alimentos probidticos
aumentou substancialmente devido ao reconhecimento dos seus efeitos benéficos na promocao
da satde (Salminen et al., 1998).

Os probioticos exercem varias fungBes, nomeadamente na prevencdo de diarreias
provocadas por certas bactérias patogénicas e virus, através da inibi¢cdo do seu crescimento e
aderéncia a parede gastrointestinal, reducdo do efeito nefasto do uso de antibidticos, estimulagdo
do sistema imunitario, reducdo do colesterol, reforco das propriedades anticarcinogénicas,
aumento da atividade da microbiota intestinal contra reacdes alérgicas (no caso da intolerancia a

lactose) e, também, protegdo do aparelho urinario (Salminen et al., 1998).

Tradicionalmente, as bactérias lacticas probidticas tém a sua origem no leite e nos
produtos lacteos fermentados. Como resultado da tendéncia natural para a diversificacdo de
produtos, a industria alimentar vem direcionando os seus interesses para os alimentos de origem
ndo lactica que possam também contribuir para o consumo frequente de probidticos,
principalmente por individuos com intolerancia a lactose (Prado et al., 2008). A introdugdo no
mercado de novos probidticos, incluidos em alimentos ou em preparagdes orais para uso clinico,
tem aumentado exponencialmente. Dai que, mais recentemente, as matrizes vegetais constituam
uma fonte alternativa de microrganismos pertencentes ao género Lactobacillus. Estudos
recentes indicam que a azeitona fermentada constitui um veiculo biol6gico de interesse para
estirpes lacticas com potencial probi6tico que resistem as condi¢cdes extremas do aparelho
gastrointestinal sendo mesmo capazes de coloniza-lo (Lavermicocca et al., 1998; Brito et al.,
2007).

A identificacdo de potenciais bactérias probidticas com origem na azeitona de mesa é
um aspeto relevante para a revalorizacdo da dieta mediterrnica e abre caminho para a
classificacdo da azeitona de mesa como alimento funcional constituindo, sem divida, uma saida
para novos produtos, cuja producdo complementara o mercado com produtos de valor
acrescentado. Por outro lado, sendo de origem vegetal, apresentam menor probabilidade de
contacto com animais e/ou humanos, pelo que se torna reduzida a probabilidade de aquisicdo de

genes de resisténcia a antibioticos a partir de bactérias comensais ou patogénicas.

Os produtos sdo selecionados por consumidores cada vez mais exigentes e mais
despertos para niveis de qualidade elevados. Por isso, importa produzir bem e produzir bens

diferencidveis com valor acrescentado.



Este estudo enquadra-se no projeto da Fundacdo para a Ciéncia e Tecnologia, NEW
PROTECTION: efeitos de estirpes probidticas nativas e selvagens em azeitonas (PTDC/AGR-
AL1/117658/2010).

Assentando no objetivo principal deste trabalho, producdo de uma pasta de azeitona
probidtica, sdo de considerar como objetivos especificos:

e Avaliacdo do potencial probitdtico de estirpes de Lactobacillus spp. isoladas de

azeitona fermentada da cultivar Galega;

e Microencapsulagdo de bactérias na pasta de azeitona e estudo da sua viabilidade

celular.

Neste sentido, esta tese é dividida em sete partes: Enquadramento e Objetivo, em que
é feito o enquadramento do trabalho e a sua estrutura, Introducéo, onde sdo introduzidos o0s
conceitos tedricos que fundamentam este trabalho, Material e Métodos, onde é descrita a
metodologia e 0 material usado neste estudo, Resultados e Discussdo, onde sdo apresentados 0s
resultados deste trabalho e respetiva discussdo, Conclusdo, onde resumidamente s&o
apresentadas as consideracfes importantes a reter deste estudo e Perspetivas Futuras onde se

referem os pontos relacionados com o tema a desenvolver futuramente.



2. Introducio
2.1 Probiéticos

2.1.1 Definicéo

A Organizacdo das NagOes Unidas para a Alimentacdo e Agricultura (FAO) e a
Organizacdo Mundial de Saide (WHO) (FAO/WHO, 2002) define probidticos como
“microrganismos vivos que, quando administrados em quantidades adequadas, conferem
beneficios & salde do hospedeiro”. Por outras palavras, os probidticos constituem um
suplemento alimentar rico em microrganismos vivos com efeito benéfico no

hospedeiro/consumidor, ao melhorar ou manter o balan¢o microbiano intestinal (Fuller, 1989).

O termo “probidtico” inclui uma ampla gama de bactérias lacticas (BL), do género
Lactobacillus (acidophilus, brevis, fermentun, gasseri, johnsonii, paracasaei, plantarum,
rhamnosus e salivarius), Bifidobacterium (adolescentis, animalis, bifidum, breve, infantis e
longum), Streptococcus (thermophilus e salivarius) e Enterococcus (faecium) (Sanders et al.,
2007). As BL sdo consideradas os microrganismos probiéticos mais importantes por terem um
efeito benéfico no trato gastrointestinal. Estas bactérias, ndo formadoras de esporos, assumem-
se como Gram-positivas, acido-tolerantes e catalase negativas (Holzapfel et al., 2001; Anal e
Singh, 2007).

Bactérias ndo lacticas como Escherichia coli e organismos ndo bacterianos como
leveduras, Saccharomyces cerevisiae, poderdo também ser descritas como microrganismos

probidticos (Sanders et al., 2007).

Relativamente aos efeitos benéficos na salde do consumidor, a International Dairy
Federation, recomenda que devem ser ingeridas pelo menos 10" UFC/g de células viaveis
diariamente (Ouwehand e Salminen, 1998). No entanto, a FAO/WHO (2003) sugere como
padrdo minimo de consumo em produtos lacteos probidticos o teor de 10° UFC/g de células

viaveis.
2.1.2 Lactobacillus e Bifidobacterium

As estirpes probidticas mais conhecidas pertencem ao género Lactobacillus e
Bifidobacterium (Rokka e Rantamaki, 2010). Tradicionalmente usadas em alimentos
fermentados, os Lactobacillus constituem um grupo heterogéneo de bactérias fermentativas
estritas, produtoras de &cido lactico (Rokka e Rantamaki, 2010; Anal e Singh, 2007). As

espécies mais comuns encontradas no intestino humano, sdo o Lactobacillus acidophilus,

3



Lactobacillus salivarius e Lactobacillus casei (Dunne et al., 1999). Devido a resisténcia ao
acido e a bilis, atividade antimicrobiana e sobrevivéncia no transito gastrointestinal, o
Lactobacillus acidophilus é o mais usado em prepara¢des probioticas (Dunne et al., 1999). O
Lactobacillus salivarius é conhecido pela sua resisténcia ao acido e a bilis mas também pela boa
capacidade de aderéncia as células epiteliais do trato gastrointestinal (Vuyst et al., 2004).

As Bifidobacterium residem geralmente no intestino grosso. Estritamente anaerdbias,
Gram-positivas, crescem em meios com pH de 4,5-8,5 (Rokka e Rantamaki, 2010). O produto
final da fermentacdo sdo o acido lactico e o 4&cido acético (Anal e Singh, 2007). As
Bifidobacterium longum, B. infantis e B. breve presentes no célon, sdo frequentemente usadas

como culturas probidticas (Vuyst et al., 2004).
2.1.3 Efeitos benéficos na saude

Embora nem sempre do conhecimento do consumidor, 0s probidticos sao
microrganismos considerados como seguros (GRAS) e estdo geralmente associados a produtos
lacteos fermentados (Wassenaar e Klein, 2008). logurtes e alguns tipos de leite (leite
fermentado) constituem os produtos mais comuns; também podem ser considerados como

probidticos outros alimentos como chucrute, pdo, salame, alguns sumos e bebidas de soja.

Os microrganismos probidticos desempenham um importante papel terapéutico ou
preventivo, quando ingeridos nas doses e no tempo adequado. S&o reconhecidos efeitos
benéficos (FAO/WHO, 2001; Marteau et al., 2001; Parvez et al., 2006) em:

\ Doengas associadas ao trato gastrointestinal
« prevencdo de diarreia causada por algumas bactérias patogénicas e virus
« controlo de infe¢Bes e complicacGes associadas a Helicobacter pylori (gastrite
tipo B, Ulcera péptica e cancro gastrico)
« tratamento de doencas inflamatorias do intestino (doenca de Crohn)
 prevencdo de alguns tipos de cancro (redugdo dos niveis de compostos
carcinogénicos)
« controlo da obstipacéo
- tratamento de doencas hepéticas
« aumento da tolerancia a lactose

v Imunidade da mucosa

\ Doengas alérgicas



+ Doenca cardiovascular (sindromes isquémicas do coracéo, diminuicdo do colesterol
sérico e hipertensdo

\ Disttrbios do trato urogenital (infecdes urinérias).
2.1.4 Mecanismos de acdo das bactérias probioticas

O sistema gastrointestinal humano constitui um ecossistema complexo, colonizado
geralmente por bactérias de vérias espécies. Este sistema permanece estéril até ao nascimento do
individuo ocorrendo a primeira colonizagdo aquando do contato com a vagina da mae,
microbiota fecal e meio ambiente (Alderbeth et al., 2000). Um epitélio intestinal saudavel é
constituido pela microbiota intestinal cuja fungdo passa por criar uma barreira contra a absor¢ado
de microrganismos patogénicos, bem como a de compostos nocivos através do Iumen do
intestino (Heyman et al., 1982; Holzapfel et al., 1998). A acdo dos probidticos baseia-se na
capacidade de degradar componentes alimentares, na producéo de certas vitaminas do tipo B, na
producdo de enzimas envolvidas no processo de digestdo de algumas substancias e ainda na

capacidade de metabolizar substancias cancerigenas (Holzapfel et al., 1998).

A perda de integridade da mucosa intestinal varia com os individuos estando associada
a idade, ao stress, a dieta e a certas terapias (Vinderola et al., 2011). A suplementagdo da dieta
com probidticos e prebidticos constitui uma alternativa a este problema, uma vez que permite
assegurar a manutencdo do equilibrio da microbiota intestinal. Quando ingeridos, estes
suplementos ajudam a estabilizar a microbiota intestinal através da aderéncia e da colonizagdo
da mucosa, 0 que contraria a possibilidade de producéo e de ligacdo de toxinas ou invaséo das
células epiteliais por bactérias patogénicas. Paralelamente, é sabido que o0s probidticos
competem com as bactérias indesejaveis ao hospedeiro, competem pelos nutrientes disponiveis
no nicho ecoldgico e ainda conseguem impedir a sua multiplicagdo através da producdo de
compostos antimicrobianos, nomeadamente as bacteriocinas. Os probi6ticos estimulam a
resposta imunitaria através da ativacdo de macrofagos, por aumento dos niveis de citocinas e
imunoglobulinas (Saad, 2006). No c6lon podem alterar favoravelmente a microbiota e podem
também melhorar a salde urogenital. Tém também a capacidade para contrariar o
desenvolvimento do carcinoma do célon por estimulo da resposta imunitaria do hospedeiro e
ligacdo a compostos com potencial carcinogénico, por inducdo de alteracBGes qualitativas e
quantitativas da microbiota intestinal envolvidas na produgdo de compostos cancerigenos, por
alteracdo das condicdes fisico-quimicas do c6lon e por efeitos na fisiologia do hospedeiro (Saad,
2006).



2.1.5 Critérios de selecao

No processo de selecdo de probidticos deve ser considerada a seguranca dos
microrganismos, bem como 0s seus aspetos funcionais e tecnoldgicos (Saarela et al., 2000;
FAO/WHO, 2001).

2.1.5.1 Critérios de seguranca

A seguranga constitui o primeiro passo na selecdo de estirpes probiéticas e inclui a
origem, a classificacdo (espécie e género) e a sua ndo viruléncia. A resisténcia aos antibidticos é
também uma das carateristicas que deve ser tida em conta; esta resisténcia pode ser intrinseca a
bactéria ou adquirida. A resisténcia intrinseca ocorre naturalmente e pode ser considerada como
uma carateristica da espécie, enquanto a resisténcia adquirida se deve a mutacGes genéticas ou a
aquisicdo de genes de outras bactérias. A ndo transmissdo destes genes constitui outro aspeto

importante a considerar em termos de seguranca (Saarela et al., 2000).

2.1.5.2 Critérios de funcionalidade

Em termos funcionais devem ser considerados, a sobrevivéncia as condigdes
gastrointestinais, ou seja, a tolerancia ao acido, fluido gastrico e sais biliares. A sua persisténcia,
aderéncia as células epiteliais do intestino e subsequente colonizacéo, a atividade antagonista
frente a bactérias patogénicas e as propriedades antimutagénica e anticarcinogénica tém sido

também sugeridas como requisitos para acao probidtica (Saarela et al., 2000).

a) Toleréncia ao 4cido

Os microrganismos probidticos tém sido incorporados numa variedade de produtos
derivados do leite, iogurtes, queijos, gelados e sobremesas lacteas. No entanto, subsistem
problemas relativos a sua baixa viabilidade no sistema gastrointestinal e no prdprio alimento. O
baixo pH do suco gastrico constitui uma barreira eficaz contra bactérias no trato gastrointestinal
pelo efeito negativo na viabilidade celular e consequente prevencdo da colonizacdo bacteriana
no intestino delgado; assim, a sobrevivéncia dos microrganismos probidticos a passagem do
estdbmago e correspondente tolerancia ao acido é um requisito fundamental (Heatlry e Sobala,
1993).

b) Resisténcia a bilis
A bilis, solucdo aquosa constituida por acidos, colesterol, fosfolipidos e pigmentos,
desempenha um importante papel na emulsificacdo, solubilizacdo e digestdo dos lipidos.

Considerado um solvente biolégico, sdo reconhecidas as suas propriedades antimicrobianas,
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uma vez que as membranas das bactérias podem, por ela, ser dissolvidas (Hofmann e Roda,
1984; Begley et al., 2006). A hidrolise dos sais biliares tem sido identificada e caraterizada em
bactérias probioticas, assumindo-se como um dos critérios para selecdo de estirpes probioticas
(Begley et al., 2006).

c) Aderéncia as células epiteliais do intestino

A capacidade de aderéncia das estirpes probiéticas a superficie intestinal e subsequente
colonizagdo constitui um requisito importante para que se verifique uma acdo probidtica
(Tuomola e Salminen, 1998). Da aderéncia resulta uma interacdo entre a estirpe e a superficie
da mucosa intestinal, promovendo os efeitos imunolégicos e a exclusdo competitiva de bactérias

patogénicas (Saarela et al., 2000).

d) Propriedade antagonista frente a bactérias patogénicas
A atividade antagonista frente a bactérias patogénicas decorre da producédo, por parte
das BL, de substancias com propriedades antimicrobianas, como acidos gordos, &acidos

organicos, peroxido de hidrogénio, diacetilo, acetoina e bacteriocinas (Saarela, 2000).

A producdo de &cidos além de reduzir o pH funciona como permeabilizador da
membrana externa das bactérias Gram-negativas permitindo que outros compostos atuem de
forma sinérgica com os &cidos (Alakomi et al., 2000; Niku-Paavola et al., 1999). Os &cidos
organicos, penetram atraves da parede celular bacteriana e assim entram no citoplasma onde sdo
expostos a um valor de pH préximo da neutralidade, dissociando-se e libertando H* e anides.

Como resultado da acumulacéo de protdes, o pH interno diminui (Gauthier, 2002).

O peroxido de hidrogénio, produzido por BL, ao ser libertado para o meio ambiente,
pode oxidar o grupo SH das proteinas da membrana das bactérias Gram-negativas ao qual sdo

especialmente suscetiveis (Ray, 2004).

As bacteriocinas, proteinas geralmente de reduzida massa molecular, aumentam a
permeabilidade da membrana citoplasmatica das células alvo a uma variedade de catibes
monovalentes (Na*, K, Li*, Cs", Rb") o que conduz & destruicdo da forca motriz dos protdes,
dissipacdo do gradiente do pH transmembranar e eventualmente a morte celular (Oppegard,
2007; Simova et al., 2009).

Todas estas substancias conferem vantagens na competicdo com bactérias patogénicas
ao promoverem a exclusdo competitiva por parte das bactérias probidticas (Soomro et al., 2002;
Simova et al.,2009). Este mecanismo de acdo tem como principio a competicdo entre duas

espécies pelo mesmo nicho ecoldgico, em que uma espécie prevalece sob a outra (Viderola et



al., 2004). As bactérias probioticas aderentes podem impedir a ligagdo de bactérias patogénicas

e simultaneamente remové-las do trato intestinal (Vine et al., 2004).

A agregacdo entre microrganismos da mesma espécie (auto-agregacdo), ou entre
espécies diferentes (co-agregacdo), constitui uma propriedade importante dos microrganismos
probidticos. A auto-agregacdo aumenta o potencial de colonizagcdo dos microrganismos; através
da co-agregacao é formada uma barreira fisico-quimica que impede a colonizacéo de bactérias

patogénicas (Collado et al., 2007).

e) Propriedades antimutagénicas e anticarcinogénicas

As propriedades anticarcinogénicas associadas as bactérias probioticas sdo caraterizadas
pela producdo de compostos antimutagénicos, pela modulacdo de enzimas pré-carcinogénicas
no intestino e pela supressdo de tumores através de um mecanismo de resposta imunitéaria
(Saarela, 2000).

2.1.5.3 Critérios tecnoldgicos

Anteriormente a fase de colocagdo no mercado, as estirpes probidticas devem ser
testadas quanto a capacidade de resistir ao processamento industrial e de sobreviver e manter a
sua funcionalidade durante a fase de armazenamento. Paralelamente, a sua incorporagdo nos
alimentos ndo deve transmitir sabores estranhos ou mesmo alterar a textura dos alimentos
(Saarela, 2000).

2.2 Prebioticos

Os prebidticos sdo componentes alimentares ndo digeriveis que afetam beneficamente o
hospedeiro ao estimular a proliferacéo e a atividade de bactérias benéficas. A inulina, as fibras e
a oligofrutose sdo os prebidticos mais conhecidos; sdo resistentes a digestdo na parte superior do
trato intestinal, incluindo o intestino delgado, sendo subsequentemente fermentados no intestino
grosso pelas bactérias que colonizam o colon. Da fermentacdo das substancias prebidticas
resulta uma modulagdo da microbiota intestinal promovendo o predominio de bifidobactérias e
desempenhando, consequentemente, um papel primordial na fisiologia gastrointestinal
(Roberfroid, 2001, FAO/WHO, 2001).



2.3 Microencapsulacao

2.3.1 Definicao e objetivos

A microencapsulacdo consiste na imobilizacdo das células bacterianas no interior de
uma matriz encapsulante, formando uma cépsula que deverd ser capaz de manter a sua
integridade durante a passagem pelo trato gastrointestinal (Ding e Shah, 2009). Dependendo do
material e da tecnologia utilizados, a cépsula formada resulta numa membrana fina
semipermeavel e esférica, envolvendo um nudcleo com um didmetro que varia de poucos

micrometros a 1 mm.

Sao reconhecidas vérias aplicagcbes das microcapsulas na industria alimentar que
incluem a estabilizacdo do material do nucleo através do controlo de reagdes oxidativas que
podem degenerar no desenvolvimento de sabores, cores ou odores estranhos e também a
protecdo do mesmo material em ambientes adversos como temperatura, humidade, pressao
osmdtica, tensdo mecanica, atividade enzimatica, componentes quimicos e alteracbes de pH
(Anal e Singh, 2007; Mortazavian et al., 2007).

2.3.2 Materiais usados

Na tecnologia de microencapsulacdo sdo utilizados polimeros, tais como alginato,

carragenina, goma, quitosano, amido e proteinas do soro de leite.

Alginato

O alginato é um polissacarideo extraido de algas marinhas que apresenta vantagens,
nomeadamente facilidade de formar matrizes de gel em torno das células bacterianas, sua ndo
toxicidade, baixo custo e facilidade de manipulacéo (Burgain et al., 2011). Sabe-se ainda que as
matrizes elaboradas a partir de alginato originam capsulas com diametro de 1-3 um e com um
tamanho de poros na sua superficie que ndo excede os 7 nm. Sdo também conhecidas algumas
desvantagens que residem na suscetibilidade a ambientes &cidos e na dificuldade de aplicagdo

numa escala industrial (Mortazavian et al., 2007).

A ndo resisténcia das capsulas de alginato as condicfes gastricas pode ser compensada
pela mistura de alginato com outros compostos poliméricos, nomeadamente o amido, ou pela

aplicacdo de aditivos que permitam uma modificacdo a nivel estrutural (Burgain et al., 2011).



Carragenina

A carragenina ¢ um polissacarideo natural extraido de algas marinhas, sendo
normalmente utilizado como aditivo alimentar (Anal e Singh, 2007). Para dissolver este
polimero sdo necessarias temperaturas elevadas (60 - 80 °C) (Anal e Singh, 2007). Depois de
ser atingida a temperatura entre 40 e 50 °C sdo adicionadas as células ao que se segue a
gelificacdo a temperatura ambiente (Burgain et al., 2011). As capsulas formam-se quando em
contato com uma solugdo de cloreto de potassio (KCI) (Anal e Singh, 2007).

A encapsulacdo de microrganismos probidticos usando carragenina mantém as bactérias

viaveis; no entanto, os géis produzidos sdo frageis (Burgain et al., 2011).

Goma gelana e xantana

A goma gelana constitui um polissacarideo obtido a partir de Pseudomonas spp. Para
encapsular bactérias probiéticas usa-se uma mistura de goma gelana e xantana o que faz reforcar

a resisténcia das capsulas a condicGes acidas (Burgain et al., 2011).

Quitosano

O quitosano € um polissacarideo que pode ser isolado a partir de conchas de crustaceos,
cuticulas de insetos e membranas de fungos (Anal e Singh, 2007). E solGvel a pH inferior a 6,
sendo necessario a presencga de ides calcio para o seu adequado revestimento (Mortazavian et
al., 2007). Devido a sua ineficacia em aumentar a viabilidade das células encapsuladas é
essencialmente utilizado para o revestimento e ndo como material constituinte da capsula, sendo

também conhecidos os seus efeitos inibitorios sobre BL (Burgain et al., 2011).
Amido

O amido constitui um componente alimentar que desempenha um papel importante na
fisiologia e na funcionalidade do cdlon. O amido resistente, considerado um prebiético, ndo €
digerido no intestino delgado por acdo das amilases pancreaticas e atinge o c6lon onde sofre
uma fermentacdo por acdo da microbiota intestinal (Anal e Singh, 2007; Burgain et al., 2011). O

amido resistente pode ainda reduzir o risco de carcinoma do intestino (Mortazavian et al. 2007).

Proteinas do soro de leite

As proteinas de leite, além de propriedades estruturais e fisico-quimicas especificas,
apresentam boa capacidade de gelificacdo. Sao totalmente biodegradaveis e constituem um bom

componente para usar no processo de encapsulacgéo (Burgain et al., 2011; Ariful et al., 2010).
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2.3.3 Métodos de dispersao

Os métodos mais comuns usados para proteger as bactérias probioticas consistem na
microencapsulacdo e baseiam-se no aprisionamento das bactérias numa matriz de gel por
técnicas de extrusdo, emulsdo, secagem por atomizacdo e liofilizagdo (Champagne e Fustier,
2007).

Extrusdo

A extrusdo constitui a técnica mais comum para conversdo de hidrocol6ides em
microcapsulas (King, 1995). De um modo geral, trata-se de um método simples, barato e de

operacdes suaves com lesBes celulares minimas (Mortazavian et al., 2007).

Os microrganismos sdo adicionados a uma solucdo hidrocoloide e, de seguida, séo
incorporados em forma de goticulas numa solugdo de cloreto de célcio para endurecimento. O
tamanho das capsulas formadas depende da viscosidade da mistura, do didametro do orificio de
gotejamento e da distancia entre a sua saida e a solu¢do de endurecimento, podendo variar de
0,5-3 mm (Heidebach et al., 2012; Rokka e Rantamaki, 2010). No entanto, outros autores
sugerem que o diametro das capsulas originadas por este método pode variar de 2 a 4-5 mm
(Mortazavian et al., 2007; Rokka e Rantamaki, 2010). A composicdo do alginato também
influéncia o tamanho das capsulas (Krasaekoopt et al., 2003).

O material encapsulado € totalmente coberto e protegido por material encapsulante e o
material residual devera ser removido (Gibbs et al., 1999; Desai e Park, 2005). Este é um passo
importante a ter em conta pois a presenca de material residual nas capsulas pode conferir ao

alimento propriedades sensoriais indesejaveis.

Apesar da elevada viabilidade celular obtida, este método ndo pode ser utilizado em
producdo de larga escala devido ao elevado tempo para a formacao das capsulas (Mortazavian et
al., 2007).

Emulséo

O método de emulsdo tem sido aplicado com sucesso no processo de
microencapsulacdo de BL (Mortazavian et al., 2007). Consiste na emulsdo de uma solucéo
hidrocol6ide aquosa que constitui a fase descontinua, numa solu¢do de maior volume de 6leo
vegetal, ou fase continua. O endurecimento das cépsulas resulta da adicdo, sob agitacdo
magnética, de uma solugdo de cloreto de célcio (Heidebach et al., 2012). As capsulas sdo de

menor dimensdo, quando comparadas com as do método de extrusdo, sendo mais facil de
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dimensionar em termos industriais (Mortazavian et al., 2007). O tamanho das cépsulas depende
da homogeneizacdo e da velocidade de agitacdo, podendo variar de 20-25 pm a 2 mm
(Krasaekoopt et al., 2003; Rokka e Rantamaki, 2010). Em termos de custos, este método é mais
dispendioso pela necessidade do uso de 6leo vegetal em quantidades aprecidveis (Mortazavian
et al., 2007).

Secagem por atomizacao (spray-drying)

A secagem por atomizagdo € um processo muito utilizado na industria alimentar que
consiste na conversdo de liquidos em po6s secos, sendo utilizado ndo s6 para secagem mas
também para encapsulagéo de bactérias probioticas (Heidebach et al., 2012). A técnica consiste
em converter uma dispersdo liquida num produto seco através da aspersdo do liquido em
contato com o0 ar quente numa camara de secagem para abreviar a secagem (Conte et al., 1994).
Com este processo sdo produzidas capsulas de didmetro inferior a 100 um, a custos reduzidos.
Além da rapidez do procedimento, esta técnica € altamente reprodutivel e adequada para
aplicagdes industriais (Burgain et al., 2011). No entanto, a répida desidratacdo durante a
secagem conduz geralmente a uma alteracdo que resulta em perdas significativas de células

viaveis e numa menor resisténcia destas a condi¢fes desfavoraveis (Heidebach et al., 2012).
Liofilizacéo

A liofilizagdo é um processo alternativo para encapsular probidticos, uma vez que nao
requer baixas temperaturas durante o transporte ndo havendo também riscos associados a
descongelacdo. Esta técnica ndo sendo um processo continuo envolve, no entanto, um elevado
custo de operacdo. No congelamento pode haver lugar a formacdo de cristais de gelo que

danificam as membranas celulares das bactérias (Santivarangkna et al., 2007).

2.3.4 Aplicacao e vantagens da microencapsulacéo de probioticos

A microencapsulagéo é o processo que pode ser aplicado a culturas starter ou culturas
de arranque com manutencdo de viabilidade celular elevada e aumento, de forma eficiente, da
resisténcia dos probidticos a passagem pelo trato gastrointestinal (Krasaekoopt et al., 2004).
Quando incorporadas em produtos alimentares, na forma de microcépsulas, as bactérias
probidticas conservam a sua viabilidade até ao momento de consumo do produto. Por outro
lado, as células conseguem atingir a taxa de atividade metabdlica celular desejavel e mantém as
suas propriedades sensoriais permanecendo elevada e controldvel a viabilidade das bactérias na
fase final do processo de fermentacdo (Mortazavian et al., 2007). Como desvantagem, a

producdo de produtos fermentados usando bactérias encapsuladas implica custos mais elevados
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devido ao longo periodo de incubagdo que exige e a necessidade de uso de grandes quantidades
de in6culo (uma vez que nao ha células de multiplicacdo durante o processo de fermentagdo)
(Mortazavian et al., 2007).

Também é conhecida a sua aplicacdo em processos de fermentacdo. Os microrganismos
sdo protegidos do efeito nefasto de compostos quimicos e da possibilidade de sofrerem
mutagdes genéticas; alcancam uma boa rentabilidade na producéo de metabolitos especialmente
quando em agitacdo réapida, como o caso do fabrico do iogurte, queijo e produtos lacteos
congelados (Anal e Singh, 2007; Mortazavian et al., 2007). A microencapsulacdo de probioticos
ajuda a fixar e/fou melhorar as propriedades sensoriais do produto final sendo a acidez de um
produto fermentado por bactérias microencapsuladas mais moderada. A inativagdo do
metabolismo das bactérias encapsuladas conduz a fixacdo do sabor dos produtos ndo
influenciando, portanto, o seu perfil de sabores especialmente durante o periodo de

armazenamento (Mortazavian et al., 2007).

2.3.5 Fatores que afetam a eficiéncia de probidticos microencapsulados

No processo de microencapsulacdo é fundamental selecionar o material adequado tendo
em conta 0 ambiente onde vao ser aplicadas as cépsulas. Por exemplo, o alginato deve ser
evitado em ambientes de elevada acidez e na presenca de agentes quelantes. Sabe-se ainda que o
aumento do diametro das capsulas confere maior protecdo contra fatores ambientais adversos;
para melhorar a eficacia da encapsulacdo é uma pratica comum proceder-se a alteracdes

quimicas dos materiais que formam as capsulas (Mortazavian et al., 2007).

Outros fatores, tais como a sequéncia/ordem da mistura dos constituintes durante o
processo de microencapsulacdo, a proporcdo da mistura e as tensdes mecénicas podem induzir

fraturas nas capsulas e afetar a eficacia do método (Mortazavian et al., 2007).

2.3.6 A microencapsulacado de probidticos e perspetivas

Sendo a selecéo dos produtos feita pelos consumidores, cada vez mais exigentes e mais
despertos para niveis de qualidade elevados, o seu comportamento é um dos aspetos importantes
a considerar. Deste modo, o desenvolvimento de novos alimentos funcionais torna-se um grande
desafio e as indUstrias e laboratorios devem dispor de tecnologias economicamente viaveis

passiveis de serem usadas a uma escala industrial.

A microencapsulacdo tem sido aplicada pela industria com o objetivo de melhorar a

resisténcia das células probidticas no trato gastrointestinal e prolongar a sua vida util em
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produtos alimentares. No entanto, a tecnologia de microencapsulacéo de probidticos tem ainda
de enfrentar muitos desafios para uma aplicacdo eficaz a escala industrial. Um dos desafios
passa pela reducdo do tamanho das capsulas, por forma a ndo afetar negativamente a textura e as
propriedades sensoriais do produto. No processo de emulsdo que utiliza 6leo vegetal, hd que
obviar a presenga de Oleo residual na superficie das cépsulas que prejudica a textura e as
propriedades sensoriais do produto; além de dificultar a sua incorporagdo na dieta alimentar
pode também tornar-se toxico para as bactérias probidticas.

2.4 Azeitona de mesa

2.4.1 A composicdo do fruto e os beneficios para a saide humana

A azeitona é um fruto rico em componentes nutritivos e saudaveis e, como
consequéncia da fermentacdo, € enriquecido noutros nutrientes, nomeadamente em

antioxidantes naturais de elevado valor biolégico.

No fruto maduro a polpa constitui cerca de 65-92% do peso total e a correspondente
composicdao média geral é, maioritariamente, agua (50-70%), gordura ou azeite (15-30%),
matéria azotada (2-5%), acUcares totais e redutores (4-10%), fibras (3-6%) e cinza ou matéria
mineral (1-3%). S&o estes componentes que servem de nutrientes aos microrganismos da

fermentacdo (Garrido-Fernandéz et al., 1997).

Na fracdo lipidica da azeitona de mesa, que é dependente da cultivar e do estado de
maturacgdo do fruto, predominam os acidos gordos monoinsaturados dos quais o0 &cido oleico é
maioritario (£ 80%). O teor em acidos gordos saturados ndo ultrapassa 15% do total de lipidos
(Sakoui et al., 2008). A nivel indicativo, a composi¢do do azeite monovarietal de frutos da
cultivar Galega vulgar é representada por cerca de 76,0% de acidos gordos monoinsaturados,
6,0% de &cidos gordos polinsaturados e 18,0% de &cidos gordos saturados. E ainda
caracterizado por elevados teores de esterois totais (1700 mg/kg), com predominio do B-
sitosterol (95%), seguido do avenasterol (7%) e do campesterol (3%); os restantes fitosterois
ndo excedem 1% e os &lcoois triterpénicos, eritrodiol e uvaol, apresentam teores medios de
1,2% (Pintado et al., 2006). O principal acucar livre presente na polpa é a glucose (1 a 3% do
peso da polpa), seguido da frutose (0,1 a 1,1%) e de pequenas concentracBes de xilose, sacarose
e manitol. O teor de acUcares sollveis reduz ao longo do processo de maturagdo do fruto e
constitui a principal fonte de energia e carbono para 0s microrganismos da fermentagdo da

azeitona (Garrido-Fernandez et al., 1997).
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Em relacdo ao valor calérico a azeitona de mesa fornece cerca de 250 Kcal/100g, o que
corresponde a cerca de metade do que € normal em batatas fritas (560 Kcal/100g) ou no
chocolate negro (534 Kcal/100 g) ou nos aperitivos agucarados. Constitui também uma
importante fonte de fibras, vitaminas E, B1 e C, carotenos ou pré-vitamina A e ferro (Reto et
al., 2006a; Reto et al., 2006b).

A azeitona é rica em compostos fendlicos constituidos por fendis livres e seus
glucosideos, que representam 1 a 3% da polpa, com propriedades antioxidantes de elevado valor
biolégico; apresenta um teor mais elevado do que o azeite e de muitos outros frutos (Silva et al.,
2006; Silva et al., 2007).

O processo de transformacdo da azeitona de mesa envolve necessariamente uma
fermentacdo que potencia algumas das carateristicas acima referidas, carateristicas evidenciadas
em estudos realizados com a cultivar Galega, onde se analisou a sua composic¢ao inicial e as

alteracfes promovidas por acdo microbiana (Oliveira et al.,2004).

A azeitona de mesa €, assim, um alimento muito nutritivo e equilibrado. A sua
promogdo como alimento saudavel é confirmada por resultados de estudos efetuados pelo

Instituto de La Grasa y Sus Derivados em Espanha (Garrido-Fernandez e Lopez-Lopez, 2008).

2.4.2 Fermentacao

A fermentacdo da azeitona ocorre, geralmente, em trés fases (Garrido-Fernandez et al.,
1997). Durante a primeira fase verifica-se a presenca de uma grande diversidade de
microrganismos proveniente do fruto, dos equipamentos e do meio ambiente. Nesta fase estdo
presentes algumas bactérias Gram-negativas pertencentes a familia Enterobacteriaceae, em
quantidades relativamente elevadas. Estas espécies predominam durante os primeiros dois dias
de fermentacéo e tendem a desaparecer com a progressiva reducdo dos valores de pH (Garrido-
Fernandez et al., 1997).

A segunda fase da fermentaco inicia-se a pH 6 que se reduz progressivamente. E nesta
etapa que as bactérias Gram-negativas tendem a desaparecer. Esta fase tem uma duracéo de 10 a
15 dias e é caraterizada pelo rdpido crescimento de bactérias do género Lactobacillus,
predominantemente Lactobacillus plantarum e, em menor propor¢édo, Lactobacillus pentosus e
algumas leveduras, como Torulaspora delbrueckii, Debaryomyces hansenii e Cryptococcus
laurentii (Oliveira et al., 2004); as leveduras complementam a capacidade dos lactobacilos para
degradar compostos poliaromaticos e sintetizar vitaminas e aminoécidos. A associacdo bactéria

e levedura promove uma alteracdo das vias metabdlicas individuais e, consequentemente, 0s
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correspondentes metabolitos por elas produzidos contribuindo para as peculiares carateristicas
organoléticas do produto final (Damiani et al., 1996).

A terceira fase da fermentacdo inicia-se quando a salmoura atinge um pH 4,5. Nesta
fase a microbiota € predominantemente constituida por Lactobacillus spp. e leveduras. Estas
produzem, entre outros compostos, etanol, acetaldeido e didxido de carbono que contribuem
para a caraterizacdo do sabor do produto final. O processo de fermentacdo termina com o
esgotamento dos agucares.

2.4.3 Cultivares portuguesas para preparacao de azeitona de mesa

De acordo com dados do Conselho Oleicola Internacional (C.O.1., 2008) as principais
cultivares de oliveira Portuguesas sdo, Azeiteira ou Azeitoneira, Bical de Castelo Branco,
Blanqueta, Borrenta, Carrasquenha, Cobrangosa, Coimbreira, Conserva de Elvas, Cordovil de
Castelo Branco, Cordovil de Serpa, Galega vulgar, Galega grada de Serpa, Lentisca,
Leucocarpa, Linguiceira, Maganilha Algarvia, Madural, Mora, Negrinha de Freixo, Negrita,
Redondal, Redondil, Santulhana, Verde Verdelho, Verdeal Alentejana e Verdeal Transmontana.
Tradicionalmente, a cultivar mais importante em Portugal é a Galega ( £ 80 %) que é utilizada
para a producéo tanto de azeite como de azeitona de mesa. Algumas cultivares estdo em declinio
e mesmo em risco de extin¢cdo como a Conserva de Elvas, devido ao nimero cada vez menor de

arvores existentes.

As variedades de azeitonas mais importantes em cada uma destas regifes produtoras séo
a Negrinha de Freixo, de Tras-os-Montes, Azeitoneira e Carrasquenha do Alentejo e a Cordovil
e Galega da Beira Interior (C.O.1., 2007).

As cultivares Azeitoneira, Negrinha de Freixo, Santulhana e Conserva de Elvas, devido
as suas propriedades estruturais, nomeadamente proporcdo polpa/caroco e facilidade de
separacao do caroco, volume e forma do fruto e textura da polpa, ttm como Unica finalidade a
sua utilizacdo para conserva, enquanto todas as cultivares de dupla aptiddo para além da

producdo de azeite podem também ser processadas como azeitona de mesa (Leitdo et al., 1986).
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2.4.4 Norma Portuguesa (NP-3034) aplicavel a azeitona de mesa

Definicdo, tipos de azeitona e preparacdes comerciais

Em Portugal vigora a Norma NP-3034 (2012) — Azeitonas de mesa. Definigéo,
classificacdo, carateristicas, acondicionamento e rotulagem. A norma define as diferentes

apresentacGes comerciais e estabelece as categorias de qualidade apropriadas.

A NP-3034 (2012) define azeitona de mesa como o produto preparado a partir de frutos
de variedades apropriadas de Olea europaea sativa Hoffg Link, em estado de maturacdo
adequado, submetidos a tratamentos e opera¢BGes que assegurem as suas carateristicas e a boa
conservacdo. De acordo com esta Norma, na escolha das variedades a utilizar deve ter-se em
conta o volume e a forma do fruto, carateristicas da polpa, nomeadamente sabor, firmeza e
facilidade de separacdo do carogo. Os frutos sdo tratados de modo a remover 0 seu amargor —
solucéo alcalina de hidroxido de sodio e/ou lavagens sucessivas com agua, e conservados por

fermentacdo natural ou por tratamento térmico.

Existem diferentes tipos ou classificacOes de azeitona de mesa que dependem sobretudo
do grau de maturacédo dos frutos, do processo de preparacdo das azeitonas e/ou da sua forma de
apresentacdo. A classificacdo da azeitona de mesa é feita, portanto, com base no estado de
maturacao dos frutos frescos, estado esse que define o tipo de preparagéo, tendo em conta a sua

cor: verde, mista e preta.

O tipo de preparagdo “azeitona curada” é preparado a partir de frutos no estado de
maturacdo verde, mista ou preta, submetidos a um tratamento alcalino e de seguida
acondicionadas em salmoura onde se desenvolve uma fermentacéo total ou parcial e finalmente

conservadas ou ndo por agentes acidificantes.

A ““azeitona ao natural” em salmoura verde, mista ou preta” & preparada a partir de
frutos no estado de maturacdo verde, frutos de maturagcdo intermédia (cor violacea). Sdo
posteriormente colocados em salmoura, onde sofrem um processo de fermentacéo parcial ou

total e finalmente conservadas ou ndo por agentes acidificantes.

A “azeitona desidratada” ¢é preparada a partir de azeitona verde, mista ou preta
submetidas ou ndo a tratamento alcalino, conservadas em salmoura ou desidratadas em sal seco

e/ou calor.

A “azeitona oxidada” ¢ preparada a partir de frutos geralmente em estado de maturagao

intermédia (mista) ou verde conservado em salmoura. O adogamento é feito por imersdo em
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solucéo diluida de hidroxido de sddio seguida de lavagens com agua na qual se faz passar uma
corrente de oxigénio. Este tipo de lavagem, em meio oxigenado, promove 0 enegrecimento dos
frutos, por oxidacdo. Podem ou ndo sofrer um processo de fermentacdo. O produto final é
conservado em recipientes herméticos fechados e submetidos a esterilizacdo. A coloragéo preta

dos frutos deve ser uniforme.

Para comercializacdo a Norma também define a azeitona de mesa de acordo com a sua
forma de apresentagdo: inteiras, britadas, retalhadas, descarogadas, em metades, em quartos,

laminadas, em rodelas, em pedacos, partidas, recheadas, pasta de azeitona e outras.

2.5 Pasta de Azeitona

A pasta de azeitona resulta de azeitona de mesa moida, previamente tratada nos
diferentes tipos anteriormente descritos. Podem ser produzidas de formas diferentes e utilizadas
para integrar a elaboracéo de diversos pratos culinarios.

De acordo com o C.O.l (1980), a pasta de azeitona tem por base polpa de azeitona
moida, na qual podem incorporar-se ingredientes e aditivos para valorizacdo e conservacao do
produto. Pelas suas propriedades particulares, os temperos e especiarias podem influenciar a
composicdo e a qualidade das pastas. Sendo o azeite um dos ingredientes adicionados para
lubrificagdo da polpa e para impedir a presenca de bolsas de ar previnindo a oxidacéo, este
ingrediente potencia a composicdo em compostos fendlicos conhecidos pela sua atividade
biolégica e beneficios na satide humana (Owen et al., 2000; Visioli e Galli, 2001; Menéndez et
al., 2007). Paralelamente reforca o sabor tornando a pasta menos amarga e menos &cida. O alho,
frequentemente utilizado, tem atividade biolégica antimicrobiana e antioxidante (Queiroz et al.,
2009; Hughes et al., 1991; Fujisawa et al., 2008; Tajkarimi et al., 2010; Aguirrezabal et al.,
2000; Bozin et al., 2008; Janoszka, 2010) e reduz a ocorréncia de doenga cardiaca e do cancro
(Thomson et al., 2006; Ngo et al., 2007; Omar e Al-Wabel, 2010).

O limdo possui componentes naturais como acido citrico, acido ascorbico, minerais,
flavonoides e 6leos essenciais (Vaio et al. 2010), o que ajuda na prevencdo de doencas (Van
Gils et al., 2005).

O louro, utilizado para fins medicinais na asma, doenca cardiaca e transtornos
digestivos (Loi et al., 2004; Dall'Acqua et al., 2006; Bruni et al., 1997) constitui uma fonte de
compostos fendlicos com atividade antioxidante relevante (Rice-Evans et al., 1996; Zheng e
Wang, 2001).
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Os orégdos tém compostos com propriedades antimicrobianas, antiflngicas e
antioxidantes (Elgayyar et al., 2001; Sokovic et al., 2002; Puertas-Mejia et al., 2002). Devido
aos seus efeitos bioldgicos podem ser utilizados no tratamento de disturbios digestivos,
perturbacdes menstruais e ainda infecdes respiratérias e da pele (Vale-Silva et al., 2012).

O pimentdo-doce contém compostos fendlicos e vitaminas C e E. Possui atividade
antioxidante, estimula o sistema imunolégico, previne doenca cardiovascular e retarda o
envelhecimento (Bae et al., 2012; Garcia-Closas et al., 2004; Podsedek, 2007; Chuah et al.,
2008).

Na formulagdo das pastas de azeitona devem ser considerados varios aspetos por forma
a obter-se um produto agradavel que atenda as exigéncias do consumidor. Face a um
consumidor mais exigente, torna-se importante que as empresas prestem ainda mais atencéo a
avaliagdo de atributos como cor, sabor, textura e aparéncia. Dai a importancia do recurso a
andlise sensorial para percecdo das suas carateristicas organoléticas, bem como aceitabilidade e
preferéncia (Abdullah e Cheng, 2001). Também devem ser consideradas a avaliacdo da

seguranca e da qualidade nutricional dos produtos (Moskowitz et al., 2005).
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3. Material e métodos

3.1 Avaliacéo do potencial probiotico das estirpes de bactérias lacticas
3.1.1 Estirpes bacterianas e linha celular Caco-2

Para avaliacgdo in vitro do potencial probidtico das estirpes foram inicialmente isoladas
156 estirpes de bactérias lacticas de processos de fermentacdo de azeitona de mesa preta ao
natural, cultivar Galega. Estas estirpes do género Lactobacillus spp. foram previamente
identificadas por métodos convencionais de microbiologia e métodos moleculares e foram
avaliadas quanto a sua tolerancia ao acido e sais biliares. As estirpes que revelaram elevada
tolerancia a estes dois pardmetros foram selecionadas para este estudo. A identificagdo a espécie
foi feita nos laboratérios da UNITO, em Mildo, Italia pelo método multiplex-PCR recA Gene-
derivered usando primers especificos para as espécies L. pentosus, L. plantarum e L.
paraplantarum (Torriani et al.,2001). Desta primeira selegdo resultaram 13 estirpes. Na tabela

3.1 apresentam-se as 13 estirpes que resultaram da primeira selecgdo.

A atividade antagonista das bactérias lacticas selecionadas foi avaliada recorrendo a

colecéo de culturas do Laboratério Food Microbial Technology do ITQB (Tabela 3.2):

Tabela 3.1 Estirpes selecionadas para avaliacéo do potencial probidtico.

Estirpe Identificacdo
17.2b Lactobacillus plantarum
B13 Lactobacillus paraplantarum

K L.paraplantarum
B95 L. plantarum
01 L. paraplantarum
69B Lactobacillus pentosus
607 L. plantarum

P L. plantarum
FF28 L. plantarum
33 L. plantarum
Al L. paraplantarum
614 L. plantarum
B96 L. pentosus
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Tabela 3.2 Estirpes patogénicas selecionadas para avaliagdo antagonista.

Estirpe Referéncia

Listeria monocytogenes ATCC 7644
Escherichia coli ATCC 8739
Staphylococcus aureus ATCC 6538
Salmonella thyphimurium ATCC 14028

A linha celular Caco-2 de adenocarcinoma do colon humano ACC169 (Colecdo DSMZ,
Alemanha) utilizada nos ensaios de aderéncia foi cedida pelo laboratério de Tecnologia de

Células Animais (IBET, Oeiras, Portugal).

Em todos os ensaios foi usada, como estirpe probidtica de referéncia, o Lactobacillus
casei Shirota (LCS) (ACA-DC 6002) (Yakult, Singapore, Japdo) gentilmente cedida pelo
Laboratério de Microbiology and Biotechnology da Food da Agricultural University of Athens

(lera Odos, Greece).

3.1.2 Condicdes de cultura
3.1.2.1 Bactérias lacticas

As estirpes selecionadas, conservadas em glicerol a 40% (wi/v), a temperatura de -20 °C,
foram previamente repicadas (1% de indculo, v/v) duas vezes (20 e 16 horas) para caldo MRS
(Merck, Darmstadt, Alemanha), cultivadas em aerobiose a 37 °C. Apds o segundo periodo de
incubacéo, na fase final de crescimento exponencial as células encontram-se numa concentracao
de 10° UFC/mI. A composigdo do meio MRS consiste (g/l) em: 10,0 g peptona de caseina, 8,0 g
extrato de carne, 4,0 g extrato de levedura, 20,0 g glucose, 2,0 g hidrogenofosfato dipotassico,
1,0 ml Tween 80, 2,0 g citrato de hidrogénio diamoénico, 5,0 g acetato de sodio, 0,2 g sulfato de

magnésio, 0,04 g sulfato de manganés, pH 6,2.
3.1.2.2 Bactérias patogénicas

Todas as bactérias patogénicas foram cultivadas em meio liquido, TSB (Merck), com
1% de in6culo (v/v) para 20 e 16 horas, e incubadas em aerobiose a 37 °C. A composicao do
meio TSB consiste (g/l) em: 2,5 g glucose, 5,0 g cloreto de sodio, 2,5 g fosfato de potassio

dibasico, 3,0 g farelo de soja, 17,0 g caseina.
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3.1.2.3 Linha celular Caco-2

Os ensaios de aderéncia foram realizados com células diferenciadas entre as passagens
n°® 40-70, cultivadas em meio RPMI-1640 Glutamax (Gibco-BRL, Paisley, Inglaterra)
suplementado com 10% (v/v) de soro fetal bovino (Gibco-BRL) e 1% (v/v) de PenStrep (Gibco-
BRL), mantidas a 37 °C em atmosfera de 5% de CO, e 95% de ar (Galaxy 170S, New

Brunswick, EUA). O meio foi removido e substituido cada 48 h.

Apos 90% de confluéncia, a concentragdo das células Caco-2 em monocamada foi
determinada apoés tripsinizacdo com uma solucdo de 0,05% (v/v) de Tripsina-EDTA (Gibco-
BRL), a 37 °C, durante 10 minutos.

3.1.2.4 Viabilidade celular

Para determinar a viabilidade celular das bactérias lacticas procedeu-se, em cada ensaio,
ao plagueamento por incorporacdo de MRS Agar (Merck) da respetiva diluicdo e incubacéo a 37
°C, durante 48 horas.

A constituicdo do meio usado consiste (g/l) em: 10,0 g peptona de caseina, 10,0 g
extrato de carne, 4,0 g extrato de levedura, 20,0 g glucose, 2,0 g hidrogenofosfato dipotéssico,
1,0 ml Tween 80, 2,0 g citrato de hidrogénio diamdnico, 5,0 g acetato de sédio, 0,2 g sulfato de

magnésio, 0,04 g sulfato de manganés, 14,0 g agar.

A viabilidade celular da linha Caco-2 foi determinada recorrendo ao corante de azul de
triptano (Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo, EUA). A 20 pl de suspensdo celular adicionou-se 100
pl de uma solucdo a 1% (v/v) de azul de triptano. A suspensdo corada foi colocada em
hemacitometro ou cdmara de Neubauer, com profundidade de 0,200 mm e resolucdo de 0,0625
mm? (Fuchs-Rosenthal, Paul Marienfeld GmbH &. Co., Lauda-Kénigshofen, Alemanha) e

observada em microscépio invertido (Motic AE31, BC, Canada).

3.1.3 Critérios de seguranca para selecdo de estirpes probioticas
3.1.3.1 Atividade hemolitica e mucinolitica

As estirpes de Lactobacillus spp. foram testadas quanto a sua capacidade hemolitica,
por incubacdo em placas de meio Columbia Agar - 5% (v/v) adicionado de sangue de cavalo

(BioMérieux, Marcy I'Etoile, Franca), a 37 °C, durante 24 horas. O Staphylococcus aureus
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ATCC 6538 e o L. casei Shirota foram usados como controlo positivo e negativo,

respetivamente.

Para testar a capacidade mucinolitica, segundo o método de Fumiaki et al. (2010)
modificado, foi inicialmente preparado um meio base suplementado com 1,5% (w/v) de agar
(Becton Dickinson, NJ, EUA), 0,3% (w/v) de mucina gastrica de porco (HGM - type IlI, Sigma
Chemical Co., St Louis, MO, EUA) e 1% (w/v) de glucose.

Em cada placa foram inoculados 2 pl de cada cultura bacteriana em estudo. As placas
foram incubadas em anaerobiose a 37 °C, durante 72 horas. Terminado o periodo de incubacéo,
foi-lhe adicionado 0,1% (w/v) de uma solucgdo de preto de amido (Merck) preparado em &cido
acético 1,2 M, ap06s repouso durante 30 minutos. Numa fase final efetuou-se uma lavagem com
acido acético 1,2 M. Os ensaios foram realizados usando como controlos positivos Echerichia
coli ATCC 8739 e Salmonella typhimurium ATCC 14028. O L. casei Shirota (LCS) foi incluido

nas placas como controlo negativo.

3.1.4 Critérios de funcionalidade para selecdo de estirpes probidticas

3.1.4.1 Resisténcia ao processo de digestdo simulada (Adaptado de Palencia et al.,
2008)

Para simulagdo das condicGes gastrointestinais humanas foi definido um sistema
continuo e sequencial no qual as estirpes ensaiadas foram submetidas a diferentes valores de pH
e a acdo de varias enzimas e ao efeito de sais biliares na concentracdo e em periodos de tempo

similares ao da digestdo humana (Figura 3.1).

As estirpes em estudo foram inoculadas em 150 ml de caldo MRS (pH 6,2) (Merck).
Apos incubagdo foram feitas quatro réplicas independentes de 25 ml cada. Apds centrifugacao
em Eppendorf 5430 R (Alemanha), a 5000 x g, 10 °C, durante 10 minutos, procedeu-se a duas
lavagens das células com PBS (0,5M; pH 7; Merck), por adicdo de 35 ml de uma solucédo
eletrolitica contendo 6,2 g/l de NaCl, 2,2 g/l de KCI, 0,22 g/l de CaCl, e 1,2 g/l de NaHCO3;, pH
6,2 (G1). Seguidamente foram adicionados 100 pl da mesma solucdo eletrolitica contendo

0,01% (w/v; concentracdo final) de Lisozima (Sigma-Aldrich) (G2).

Para simular o ambiente géstrico foram adicionados, a cada réplica, 3 ml de solucéo

eletrolitica de pH 5 contendo 0,3% (w/v; concentracgdo final) de pepsina (Sigma-Aldrich).
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A curva de pH no estomago foi reproduzida por adi¢éo, a cada amostra, de HCI 1M, por
forma a acertar-se o pH a 5,0, 4,1, 3,0, 2,1 e 1,8. Aliquotas de cada solugdo foram recolhidas
apos incubagdo sucessiva em banho termostatizado com agitacdo (P-Selecta, Unitronic-or,
Espanha) a 37 °C, durante 20 minutos (G3, G4, G5, G6 e G7).

Para simular o ambiente intestinal, as amostras G3, G4 e G5 foram ajustadas a pH 6,5
com uma solucdo 1M de NaHCO; e posteriormente foram adicionados 4 ml de solucdo
eletrolitica (5 g/l de NaCl, 0,6 g/l de KCI e 0,3 g/l de CaCl, com pH 8,0) contendo 0,45% de
sais biliares e 0,1% (w/v; concentracdo final) de pancreatina (Sigma-Aldrich). Simulando as
condicBes do duodeno, apds incubagdo a 37 °C, durante 120 minutos, foram retiradas aliquotas
das respetivas amostras (Gi3, Gi4 e Gi5). Em cada etapa da digestio monitorizou-se a

viabilidade celular por plagueamento em MRS agar.
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Figura 3.1 Representagdo esquematica do ensaio in vitro para simulacdo das condi¢Bes gastrointestinais
humanas.
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3.1.4.2 Atividade antimicrobiana frente a bactérias patogénicas

A atividade antimicrobiana das bactérias lacticas em estudo foi avaliada de acordo com
0s métodos adaptados de Gu et al. (2008) e Guo et al. (2010). Ap6s crescimento das estirpes em
10 ml de meio procedeu-se a centrifugacdo (5000 x g, 4 °C, 15 minutos). O sobrenadante isento
de células foi concentrado por liofilizagdo e posteriormente ressuspendido em 2 ml de PBS, a
pH 7 (de modo a excluir o efeito de inibicdo por acidos organicos). Antes da sua utilizacdo, 0s
sobrenadantes foram esterilizados por filtragdo (membranas de filtro 0,2 um) (Bioline Global,

Narellan, Austrélia) e conservados a -20 °C.

Paralelamente, apds crescimento das bactérias patogénicas procedeu-se a sua
recuperacdo por centrifugacdo e duas lavagens com PBS. Para acerto da densidade oOtica
(DOgoonm) para 0,5 (aproximadamente 7x10® UFC/ml) foram posteriormente ressuspendidas em
PBS e feitas as leituras em espectrofotémetro UV/VIS (Jasco V-530, Japdo). Uma aliquota 1%
(v/v) de suspensdo bacteriana foi inoculada em 10 ml de meio semi-sélido de Mueler-Hinton
(Oxoid, Hampshire, Inglaterra) com 0,8 % (w/v) de agar (Merck), permanecendo em repouso a
temperatura ambiente, durante 15 minutos. Apdés solidificacdo do meio, foram colocados nas
placas discos de papel (6,0 mm, Oxoid) em posicdes previamente definidas sobre as quais se
inocularam 8 pl do sobrenadante das bactérias lacticas a testar. Ap6s incubacéo a 37 °C durante
24 horas, procedeu-se a medicdo dos halos de inibicdo recorrendo a um paquimetro (150 mm,

Tajima, Japao).

3.1.4.3 Capacidades de auto-agregacao e de co-agregacao

Recorrendo aos métodos adaptados de Ifiiguez-Palomares et al. (2007) e Del Re et al.
(2000) foi feita a avaliacdo da capacidade de auto-agregacgdo das estirpes por inoculacdo em 5
ml de MRS liquido (pH 6.2). Apds incubagdo a 37 °C, as estirpes foram centrifugadas (5000 x
g, 10 °C, 5 minutos) e foi retirado o sobrenadante para posterior utilizacdo. As células foram
submetidas a duas lavagens com PBS, sendo posteriormente ressuspendidas neste mesmo
tampdo para acerto da DOgonm @ 0,5. Para o teste de auto-agregacéo, foram centrifugados 5 ml
de cada suspensdo celular em PBS, foi eliminado o sobrenadante e as células foram
ressuspendidas novamente no meio original. Apés incubagdo a 37 °C, durante 2 horas, foi
retirado da parte superior o volume de 1 ml e medida a DOgpnm (DO cultura). Apoés agitacéo, foi
feita uma nova medicdo das respetivas DO (DO Total). A percentagem de auto-agregacdo foi

calculada segundo a equacéo (Eg. 1):

A (%) = [1- (DO cultura / DO total)] x 100 (Ea. 1)
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Para testar a capacidade de co-agregacdo das estirpes recorrendo aos métodos adaptados
de EI-Naggar (2004), Handley et al. (1987) e Taheri et al. (2009), apds crescimento em 5 ml de
meio de cultura apropriado, as bactérias lacticas e as bactérias patogénicas (Escherichia coli
ATCC 8739, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Salmonella thyphimurium ATCC 14028 e
Listeria monocytogenes ATCC 7644) foram recuperadas por centrifugacéo, subsequentemente
lavadas duas vezes com PBS e ajustadas a uma DOgponm de 0,5. Posteriormente procedeu-se a
mistura de 0,5 ml de cada uma das culturas de bactérias lacticas com 0,5 ml de cultura de cada
uma das bactérias patogénicas. Para controlo, utilizou-se 1 ml de suspensdo de cada uma das
espécies. Apds homogeneizacao por agitacdo em vortex durante 10 segundos e incubacdo a 37
°C, durante 4 horas, foi feita uma leitura da DO da mistura bacteriana (DOc), dos controlos
lacticos (DOa) e dos controlos patogénicos (DOb). A % de co-agregacdo foi calculada segundo

a equacéo (Eq. 2):

COA (%) = ([(DOa+DOb) / 2-DOc] / [(Doa + DOb)/2]) x 100 (Eq. 2)

3.1.4.4 Aderéncia a células Caco-2 (Adaptado de Anderson et al., 2010)

No ensaio de aderéncia, ap6s as 16 horas de crescimento, as bactérias lacticas foram
submetidas a centrifugacdo (5000 x g, 4 °C, 10 minutos) e duas lavagens com solucdo PBS. O
pellet foi diluido adequadamente em meio RPMI-1640 (isento de soro fetal de bovino e de

antibidticos) de modo a obter-se uma concentracao celular de 10° UFC/m.

Aliquotas de 2 ml contendo 1x10* células/ml foram inoculadas em placas de tecidos
com 6 pocos (9,5 cm?) (Falcon Microtest ™, Becton Dickinson, Franklin Lakes NJ, EUA) e

incubadas durante 2 semanas, até formacgao de uma monocamada completa de células.

Anteriormente a utilizacdo das células Caco-2, foi-lhes retirado o meio de crescimento e
submetidas a duas lavagens com 3 ml de solucéo PBS (pH 7,4). De seguida foram colocadas a
incubar a 37 °C com 2 ml de RPMI-1640 (isento de soro fetal de bovino e de antibidticos),
durante 1 hora. Apos este periodo, a cada poco foi adicionado 1 ml de cada cultura bacteriana,
inicialmente ressuspendida em meio RPMI. A co-incubacdo ocorreu em estufa (5%CO, / 95%
ar) a 37 °C, durante 2 horas. No final da co-incubacéo, o meio foi retirado e a monocamada de
células submetida a trés lavagens com 1 ml de solugdo PBS. Depois de tripsinizar com uma
solugdo de 0,05% (w/v) de Tripsina-EDTA, a temperatura ambiente, durante 15 minutos, as

células foram removidas dos respetivos pocos. Para quantificar as células aderentes foram
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realizadas dilui¢des seriadas da suspensédo celular e respetivo plaqgueamento em MRS agar. Os

resultados foram expressos em % de aderéncia.

3.2 Microencapsulacéo de bactérias lacticas

Tendo em conta os resultados dos parametros acima analisados foram selecionadas duas

estirpes de L. plantarum que evidenciaram os melhores resultados (33 e 17.2b).

Para os ensaios de microencapsulacao recorreu-se aos métodos adaptados de Jayalalitha
et al. (2012) e Krasaekoft et al. (2004); apds crescimento as células foram centrifugadas (5000 x

g, 4 °C, 15 minutos) e lavadas por duas vezes com solugdo PBS.

Para formacdo de capsulas foram adicionados 20 ml da suspenséo celular a 60 ml de
uma solucdo contendo 2 % (w/v) de alginato de sddio e 0,5% (w/v) de amido de milho. A
mistura foi homogeneizada durante 5 minutos em placa de agitacdo (Agimatic-HS, P-Selecta) e,
posteriormente, foi adicionada a 100 ml CaCl, (0,1 M). Nesta fase, utilizou-se uma bomba
peristaltica (Easy-Lad Masterflex, modelo 7518-00) a uma velocidade de 200 rpm acoplada a
um tubo de 3 mm de diametro e colocado a uma altura de 30 cm. Ap6s 30 minutos de repouso,
procedeu-se a duas lavagens das cépsulas com &gua destilada estéril. Numa fase final, as
capsulas foram armazenadas a duas temperaturas, 22 e 4 °C, durante 30 dias; foi feita uma
amostragem a cada 3 dias para estudo da viabilidade celular. Para o efeito, foi adicionado 1g de
capsulas a 99 ml de solucéo citrato de sédio a 1% (w/v) e pH 6, deixando-se em repouso a 37
°C, durante 10 minutos. A despolimerizacdo foi feita num equipamento Stomacher (Seward,

Stomacher 400 circulator) a 360 rpm, durante 3 minutos.

3.3 Caraterizacao fisica das capsulas

Para determinar o diametro das capsulas foram selecionadas, ao acaso, 30 unidades e
medidas em microscopio invertido (objetiva 10x) através de um sistema de aquisi¢do de

imagem (Moticam 5.0 MP). Os resultados finais foram expressos em micrémetros (um).

3.4 Efeito do tratamento térmico

Para testar o efeito do tratamento térmico na viabilidade celular das bactérias
encapsuladas, seguiu-se 0 método descrito por Sabikhi et al. (2010). Foi inicialmente pesado,
para frascos de vidro estéreis, 1g de cada cultura encapsulada (Schott Duran 100 ml, Alemanha)

ao qual foram adicionados 10 ml de agua destilada estéril (pH 6,4). Com recurso a uma placa de

29



aquecimento (Agimatic-N, Barcelona) e a um termometro foi estudado o efeito na viabilidade
celular a trés temperaturas (72, 85 e 90 °C) durante 30 segundos. Terminado o tratamento
térmico procedeu-se a um arrefecimento rapido, através da colocacéo de cada frasco em banho
de gelo. Ap6s despolimerizacdo das capsulas foram efetuadas diluic@es seriadas seguindo-se e
respetivo plaqueamento para contagem de células viaveis, em meio MRS.

3.5 Producéo da pasta de azeitona

A pasta de azeitona foi elaborada a partir de frutos de azeitona da cultivar Azeiteira, tipo
verde ao natural. Depois de descarocada e mantida em agua durante 24 horas, as azeitonas
foram pesadas e colocadas em recipiente adequado. Ao fruto foi-lhe adicionado 15% (w/v)
azeite extra vigem, 5% (w/v) vinagre de vinho e 5% (w/v) de alho picado. A mistura foi
homogeneizada num misturador durante alguns segundos e aquecida até fervura, durante 20
minutos, sendo colocada imediatamente num banho de gelo. Apés o tratamento térmico e
arrefecimento, foram retiradas amostras de pasta para plagueamento em diferentes meios, LBS
(Merck), PCA (Merck) e MRS.

Garantida a inocuidade da pasta, adicionou-se um inéculo de 10% de bactérias (33 e
LCS) encapsuladas e livres, homogeneizando e conservando a 4 °C durante 30 dias. Foram
retiradas amostras a cada trés dias para estudo da viabilidade celular das estirpes inoculadas.
Paralelamente, para caraterizagdo da pasta, retiraram-se amostras antes da inoculacdo e no final

do periodo de armazenamento.

3.5.1 Caraterizacéo da pasta de azeitona

3.5.1.1 Determinacéo do pH e acidez

O valor de pH da pasta foi determinado recorrendo a um elétrodo de sélidos (Crison
5233, Espanha). O medidor de pH foi inicialmente padronizado com as solugdes tampéo de pH
7,0 e pH 4,0.

Para determinar a acidez, segundo a norma portuguesa NP-1421 (1977), com algumas
modificagdes, pesou-se 10 g de pasta de azeitona para um erlenmeyer e adicionou-se 50 ml de
uma solucéo de alcool e éter na proporcao de 1:1. Agitou-se a temperatura ambiente durante 30
minutos e filtrou-se a amostra para um baldo de 50 ml, perfez-se o volume do baldo com a
mesma solucdo. Do baldo mediu-se 10 ml de amostra, procedendo-se a uma titulagdo com uma

solucédo de 0,1 M de hidroxido de sédio (NaOH), usando a fenolftaleina como indicador.
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A acidez foi expressa em percentagem de &cido lactico e determinada pela equagéo (Eq.
3):

Acidez (%) = [(0,1 X V x 0,09)/20] x100 (Eq. 3)

Sendo que, V corresponde ao volume de NaOH gasto.

3.5.1.2 Determinacao dos parametros de cor

As alteragdes nos pardmetros de cor foram avaliadas no inicio e no fim do periodo de
armazenamento da pasta de azeitona conservada a temperatura de 4 °C, através de trés

coordenadas (L*, a*, b*).

Segundo Girolami et al. (2013), Alsfshari-Jouybari e Farahnaky (2011), Yam e
Papadakis (2004), Mendoza et al. (2006) para determinar as coordenadas (L*, a*, b*) utilizou-
se uma camara fotografica digital para obtencédo de imagem (Olympus Digital Camera model E-
510) e um software especifico para processamento e analise de imagem (Adobe Photoshop
CS6). Para o efeito foi construida uma camara escura em madeira, munida de iluminagdo no seu
interior, através do posicionamento paralelo e em angulo de 45° de 2 lampadas (temperatura
4000 K); a sua distancia & amostra a analisar é de 30 cm. Foi feita a configuragdo da camara
fotografica digital, também colocada a uma distancia de 30 cm da amostra como segue: Fpoint-
/8, tempo de exposicao - 1/50 s; velocidade ISSO - 800; exposicdo de compensacdo — 0 step;
distancia focal - 42 mm; abertura maxima - 3.61328125; tipo de medicdo- foco; programa de
exposicdo- aperture priority; saturacdo - elevada; balanco dos brancos- manual; dimensdo de
imagem - 3648x2736; resolucédo - 314 ppp; e profundidade - 24 bits. Apds obtengdo da imagem,
esta foi guardada em modo raw e foi usada uma placa com diferentes cores (Prodisk mini,
Modelo PD202) para calibracdo da imagem através do software. Posteriormente, foram
definidos alguns parédmetros: temperatura — 40 detalhe - 25; cor - 25; detalhe de cor - 50;
luminéncia: vermelhos - +20, verdes - 40, magentas - +7 e vermelhos saturados - +30, verdes -

+10, azuis -10; tons magenta - +50.

A diferenca total de cor no inicio e no fim do periodo de armazenamento da pasta nas

coordenadas L*, a*, b* foi determinada pela seguinte formula (Eq. 4):

(Eq.4)

AE Lab = J (AL)2 + (Aa)2 + (Ab)?
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Sendo que, AL ¢ dado pela diferenga do valor L, final e inicial, Aa pela diferenca do

valor de ‘@’, final e inicial e Ab pela diferenca do valor de ‘b’, final e inicial.

3.5.2 Avaliagéo sensorial da pasta de azeitona

Com esta prova pretendeu verificar-se o grau de aceitacdo da pasta azeitona, no final do

periodo de armazenamento. Neste sentido, recorreu-se ao método sensorial afetivo.

A prova decorreu numa sala com iluminagdo, temperatura e humidade adequadas. As
amostras foram codificadas com letras e a avaliacdo envolveu a participacdo de um painel de 9

provadores com experiéncia.

Durante a prova foram disponibilizadas as diferentes pastas, pedagos de maca

descascada, um copo com agua, guardanapos, a respetiva folha de prova e esferografica.

Foi solicitada a classificacdo da pasta de azeitona em termos de aceitagdo nos seguintes
pard@metros: Aparéncia, Cor, Sabor, Textura, Granulosidade, Cheiro, Apreciacdo Geral e
Intengdo de Compra. Para tal, foi apresentada uma escala hedénica de 9 pontos, onde 1 indica o
nivel minimo de aceitagdo, correspondente a ‘desgosto extremamente’ ¢ 9 o nivel maximo de
aceitagdo ‘gosto extremamente’. Cada amostra foi submetida a prova em triplicado, para cada

provador.

3.6 Analise estatistica

Os dados obtidos em todos os ensaios, foram analisados usando o software SPSS 20.0
(SPSS, Chicago, IL, EUA), através de uma andlise de variancia (one-way ANOVA). As
diferencas significativas (P < 0,05) entre as médias foram determinadas recorrendo ao teste
Tukey. Para cada estirpe foram realizados trés ensaios independentes (n = 3) com duas réplicas

cada.
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4. Resultados e discussao

4.1 Avaliacéo do potencial probiotico das estirpes de bactérias lacticas
4.1.1 Critérios de seguranca para selecdo de estirpes probioticas

4.1.1.1 Atividade hemolitica e mucinolitica

A atividade hemolitica resulta na capacidade destruicdo das hemaécias, por hemolisinas,
com libertacdo de hemoglobina no plasma e esta associada a patogenicidade de enterobactérias
(Takeshi et al., 1988).

A auséncia de halo em torno das col6nias evidencia atividade ndo hemolitica (Y-

hemolise); os eritrocitos permanecem integros, ndo ocorrendo a hemdlise. Por oposi¢do, a
presenca de um halo esverdeado (a-hemolise) ou transparente (B-hemolise) sugere a lise parcial

ou total das hemacias (Maragkoudakis et al., 2009; Argyri et al., 2013).

Figura 4.1 Atividade hemolitica dos isolados testados, usando
como controlo positivo o Staphylococcus aureus ATCC 6538
no centro de cada placa.
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Figura 4.2 Atividade mucinolitica dos isolados testados, usando

como controlo positivo as estirpes Escherichia coli ATCC8739 e
Salmonella typhimurium ATCC14028, com formacao de um halo
claro em torno das colénias.

Nenhuma das estirpes de Lactobacillus spp. ensaiadas evidenciou atividade o-
hemolitica ou B-hemolitica (Figura 4.1), quando crescidas em meio Columbia agar. Tendo em
conta que a auséncia da atividade hemolitica constitui um dos critérios para selecdo de estirpes
probidticas, estes resultados sugerem que as bactérias testadas ndo sdo virulentas, podendo ser
usadas como in6culo ou cultura de arranque em produtos alimentares (Anas, 2008; De Vuyst et
al., 2003; Mami et al., 2008). Estes resultados estdo de acordo com os descritos por Mami et al.
(2008), onde também foi evidenciada a auséncia de atividade hemolitica em estirpes de

Lactobacillus spp. isolados de leite de cabra cru.

A mucosa gastrointestinal (camada de muco que reveste a superficie do trato
gastrointestinal) desempenha um papel de barreira fisica importante para a prevencdo da invasdo
de agentes patogénicos em 6rgaos e tecidos. Qualquer alteragdo desta estrutura ird comprometer
as suas funcdes de barreira podendo originar doengas, como cancro do colon e do reto e polipos
com carater benigno. A producdo de enzimas que degradam a mucina é sugerida como um
critério de viruléncia e a sua auséncia constitui um marcador de seguranca para caraterizacdo de

novas estirpes potenciais probi6ticas (Zhou et al., 2001).

A atividade mucinolitica foi pesquisada através da formacdo de um halo claro em torno
das colonias, carateristico da degradacdo da mucina (Fumiaki et al., 2010). Nenhuma estirpe de
Lactobacillus spp. mostrou possuir capacidade para degradar a mucina in vitro, enquanto no
mesmo ensaio as estirpes Echerichia coli ATCC 8739 e Salmonella typhimurium ATCC 14028,

usadas como controlos positivos, evidenciaram um comportamento evidente de degradacdo da
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mucina (Figura 4.2). Estes resultados estdo de acordo com o0s encontrados por Zhou et al.
(2001), Fernandez et al. (2005) e Abe et al. (2010) em estirpes potenciais probidticas:
Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp. Lactis e
bifidobacteria  (Bifidobacterium  animalis  subsp. lactis, Bifidobacterium longum,
Bifidobacterium breve e Bifidobacterium infantis), em que néo foi observada a degradacéo da

mucina in vitro.

4.1.2 Critérios de funcionalidade para selecdo de estirpes probidticas
4.1.2.1 Resisténcia ao processo de digestdo simulada

Este estudo teve como objetivo avaliar a toleréncia das estirpes em estudo, as condigdes
do trato gastrointestinal humano, permanecendo em contato com solugdes com diferentes
valores de pH e enzimas digestivas. Considerando que as bactérias tém necessariamente de
chegar ao intestino do hospedeiro e coloniza-lo para poder exercer as suas fungbes terapéuticas,
a sobrevivéncia das estirpes a estas condi¢fes torna-se importante e constitui um dos critérios

para selecdo de potenciais estirpes probidticas (Del Re et al., 2000; Parvez et al., 2006).

Assim, foram considerados neste ensaio trés fatores, o efeito da lisozima, a influéncia
do pH &cido em conjugacgdo com a pepsina simulando o stress gastrico e a agao dos sais biliares

e da pancreatina, simulando o stress intestinal.

Da observagdo da Tabela 4.1, podemos constatar que a lisozima ndo teve um efeito
pronunciado na viabilidade das células bacterianas. Comparando o valor correspondente a G1
(contagem inicial) com o valor de G2 (ap6s adi¢do da lisozima) constata-se que todas as estirpes
se apresentam com o mesmo ciclo logaritmico, ndo se verificando diferencas significativas de

viabilidade.

Com a exposicdo a diferentes valores de pH (5,0; 4,1; e 3,0) e ap6s incubacéo a 37 °C,
durante 20 minutos, verificou-se uma pequena reducdo na viabilidade das estirpes. As estirpes
B95 e 607 mostraram menor tolerancia por redugdo de um ciclo logaritmico na sua viabilidade
na primeira etapa de reducdo do valor de pH, fase G3 - pH 5,0. Contrariamente, as estirpes P e
69B apenas evidenciaram a perda de viabilidade na fase G5, correspondendo ao valor de pH de
3,0. As restantes perderam viabilidade também nesta etapa, no entanto a perda nao foi
significativa. Quando o stress gastrico simulado atingiu o valor de pH 2,1 e 1,8 (fase G6 e G7),
todas as estirpes evidenciaram uma reducdo drastica. O controlo utilizado (LCS) mostrou ser o
mais sensivel as condi¢des gastricas mais acidas, perdendo viabilidade de 7 ciclos logaritmicos.

De um modo geral, os resultados indicam que condigdes gastricas com pH inferior a 3,0
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apresentam um efeito acentuado na reducédo da viabilidade celular. Tal como foi demonstrado
por Zhou et al. (2007) valores de pH 2,0 e 1,8 sdo considerados como criticos para selegdo de
potenciais probidticos.

Para avaliar a tolerancia as condi¢fes ambientais do duodeno, foram estudadas aliquotas
recolhidas da fase G3, G4 e G5, adicionadas de sais biliares e pancreatina. Tem sido
demonstrado que valores baixos de pH podem tornar as células mais suscetiveis a a¢do da bilis
na fase intestinal (Callegari et al. 2006). Neste sentido, na fase Gi3 e Gi4, aliquotas que advém
da fase G3 e G4 com pH de 5,0 e 4,1, a viabilidade celular mantem-se ou perde-se (maximo 1 -
2 ciclos logaritmicos). J& na fase Gi5, aliquotas com um pH 3,0 proveniente da fase gastrica G5,
verificou-se uma perda de viabilidade celular maior (4 ciclos logaritmicos). As estirpes B96 e
FF28 mostraram ser as menos tolerantes, com perda de 4 e 3 ciclos logaritmicos,
respetivamente. De um modo geral, os resultados mostram que as estirpes 17.2b, K, 69B, 33,

614 e LCS, apresentaram uma elevada tolerancia ao ambiente gastrico e intestinal.

Os resultados demonstram que as estirpes estudadas poderiam ser usadas como

potenciais probioticas.
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Tabela 4.1 Viabilidade (Log10 (UFC/mI)) das estirpes de Lactobacillus spp. ap6s exposicao a condi¢cdes simuladas do estdmago e intestino.

Viabilidade das estirpes de Lactobacillus spp em todas as etapas da digestdo sequencial Log10 (UFC/ml)

Estirpe Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7 Gi3 Gi4 Gi5

17.2b 9,77 £0,14 9,83 0,17 9,84 £ 0,10 9,88 £ 0,08 9,82 £ 0,09 6,29 + 0,02 4,02 £0,17 9,67 £0,01 9,53 £ 0,06 9,12 £ 0,02
aAB,C aAB a,AB a,AD a,AC aAC b,AC aA a,A aA
B13 9,63 + 0,62 9,36 + 0,56 9,35+ 0,58 9,17 £0,78 9,09 +£0,84 9,27 £0,01 6,55+ 0,01 9,18 £ 0,07 9,10 £ 0,03 8,99 £ 0,03
a,AB.C a,AB,C a,AB,CDE a,AB,.CD aAB a,A b,A a,B,D a,AB a,AC
K 9,64 £0,10 9,49 £0,10 9,53 £0,07 9,57+0,11 9,61 = 0,06 7,21 0,00 3,82+0,10 8,68 £ 0,03 9,43 +£0,07 9,10 £0,10
a,AB,C a,AB,C a,ABE a,AD a,AC b,A cAC d,CF e, AB eAC
B95 10,10 £ 0,10 9,83 £ 0,06 9,77+£0,12 9,69+012 10,10+0,01 7,44+0,02 6,00 = 0,00 8,81 +£0,02 8,64 + 0,06 8,80 £ 0,02
aA b,AB b,A,B b,A,D a,A cA dAC e,C,G e,B,D eAC
o1 9,93 £ 0,09 9,69 = 0,08 9,69 + 0,08 9,82+0,11 9,61 +0,04 6,57 £0,22 5,56 £ 0,12 8,96 + 0,08 8,92+0,14  9,37+0,03
a,AB aeABC a,e,AB,E a,AD aeAC bAC cAC d,C,D,G d,ABD eA
69B 9,82+0,11 9,63 = 0,06 9,67 0,09 9,60 = 0,03 9,59 £ 0,02 6,83 = 0,00 4,74 £0,01 9,02 £0,03 9,14+0,00 9,24 +0,05
a,AB.C abAB.C a,b,AB,E abAD b,AC cAC dAC e,D,G eAB eA
607 9,36 + 0,06 9,45 +0,14 8,73 0,07 8,33 £ 0,66 8,21 £ 0,02 6,15 + 0,05 3,75+0,39 6,87 £ 0,02 6,74 £ 0,00 6,24 £ 0,01
a,B,C a,AB,C b,C,.D b,B,C b,B c,AC d,AB,C c,E c,C c,B
P 9,85+ 0,08 9,88 = 0,06 9,79 £0,09 9,63 £0,01 9,51 + 0,05 5,78 £ 0,07 4,58 +0,15 8,38 £ 0,05 8,98+0,00 8,61+0,31
a,b,AB,C a,AB a,b,AB a,b,AD b,AC c,AC dAC eF f,ABD efAC
FF28 10,10 i 0,14 10,00 = 0,09 10,00 i 0,10 9,98 +0,00 9,92 £0,03 7,46 £0,01 5,87 0,08 8,42 +0,17 8,13 £ 0,02 5,73 £0,05
a,A a,A aAC bA cAC d,F d,D cB
33 9,37 £0,02 9,34 0,08 8,66 + 0,68 8,10 i 0,33 9,04 0,02 5,99 £ 0,02 3,53 +£0,08 9,34 0,00 9,30+0,04 9,05+0,01
a,B,C a,AB,.C a,b,D a,b,AB,C cAC d,AB,C a,B,H a,AB abAC
Al 10,10+ 0,48 9,90 £0,81 9,49 + 0,07 9, 47 0,07 9,50 £ 0,00 7,51 +0,02 0,00 £ 0,00 9,58 + 0,04 9,50 + 0,02 9,39 £ 0,03
a,A a,AB a,AB,.C, A, D a,AC b,A c,B a,AH A a,A
614 9,22 +0,48 9,14 + 0,47 9,10 + 0,56 8,8 O 72 8,79 £ 0,58 9,09 + 0,01 5,81 +£0,47 9,13+0,01 9,11+ 0,01 9,05 + 0,02
a,CD aB,C a,B,C,D, aB D a,B,C aA b,AC a,B,D a,AB a,AC
B96 9,24+0,1 9,43 +£0,12 9,38 £0,07 9, 8 0,07 9,15+0,00 0,00 0,00 5,65 = 0,06 6,81 £ 0,15 6,62 = 0,03 6,49 £ 0,08
a,C,D a,AB,C a,AB,CDE a,A,B,D a,AB,C bBC cAC c.E c¢C cB
LCS 8, 58 O 8,85+0,13 8,85 +0,13 8,94 £ 0,08 9,17 £ 0,42 1,89 + 3,28 1,63+2,83 8,79 0,09 8,26 £ 0,57 8,23 0,61
aC a,CD,E a,AB,C, a,AB,C bB ¢,B,C a,C,G a,D aC

Os resultados sdo expressos em média + desvio padrdo de trés ensaios independentes para cada estirpe (n = 3). Valores com letras minusculas sobescritas
iguais indicam que ndo existem diferencas estatisticas entre etapas da digestdo, para cada estirpe, e letras mailsculas sobrescritas iguais indicam que ndo
existem diferencas significativas entre estirpes, para cada etapa da digestéo (P > 0,05).



4.1.2.2 Atividade antimicrobiana frente a bactérias patogénicas

A atividade antimicrobiana constitui uma das propriedades a ter em conta na sele¢do dos
microrganismos probidticos. O papel protetor frente a microrganismos patogénicos do trato
gastrointestinal bem como o0s mecanismos subjacentes tem recebido especial atencdo,

constituindo um critério para sele¢do de novos probioticos para uso humano (Soccol et al., 2010).

Tabela 4.2 Atividade antimicrobiana das estirpes de Lactobacillus spp. frente a bactérias Gram-negativas e
Gram-positivas.

Espécies Bactérias Lacticas

Bactérias 172b B13 K B9% Ol 69B 607 P FF28 33 Al 614 B9% LCS
patogénicas

Listeria + + ++ + + + ++ + + + + + - -
monocytogenes

ATCC 7644
Escherichia coli ++ ++ o+ + + ++ o+t ++
ATCC 8739

Salmonella ++ + ++  ++ - + ++  ++ ++ + 4+ + + +
typhimurium

ATCC 14028
Staphylococcus + + + + + + + + + + + + - -
aureus ATCC

6538

(-) Auséncia de halo de inibig&o; (+) halo de inibicdo de 1-3 mm; (++) halo de inibigdo superior a 3 mm.

A atividade antimicrobiana das estirpes de Lactobacillus spp. foi avaliada em placas de
meio agar através da medicdo de halos de inibicdo (Material e métodos). Foram estudadas duas
bactérias patogénicas Gram-negativas e duas Gram-positivas. Da observacdo da Tabela 4.2,
verifica-se que o sobrenadante das estirpes, isento de células, exibiram halos de inibicdo de
diferente dimensdo, incluindo auséncia total nalguns casos, em funcdo do agente patogénico e das

estirpes em estudo.

De um modo geral, as bactérias Gram-negativas (Escherichia coli ATCC 8739 e
Salmonella typhimurium ATCC 14028) mostraram ser as mais sensiveis, exibindo um halo de
inibico com dimensé&o superior a 3 mm. As estirpes B96 e o controlo LCS néo evidenciaram
atividade antimicrobiana frente a Listeria monocytogenes ATCC 7644 e Staphylococcus aureus
ATCC 6538. Estes resultados concordam com 0s registados por Obadina et al. (2006) em estirpes
de L. plantarum isoladas de processos de fermentacédo. Estas estirpes também mostraram inibicao

frente a S. typhimurium e E. coli.

Estes resultados sugerem que as estirpes de Lactobacillus spp. testadas podem ter um
papel importante na reducdo da incidéncia deste tipo de bactérias patogénicas, atuando

diretamente no alimento ou apds a sua passagem no intestino.
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4.1.2.3 Capacidade de auto-agregacao e co-agregacao

As bactérias probidticas devem exibir outras propriedades relacionadas com a sua maior
ou menor capacidade de colonizacdo da parede intestinal fundamentalmente para que os efeitos
benéficos esperados se fagam sentir (Tuomola et al., 2001). A auto-agregacdo é a capacidade das
bactérias agregarem entre si de uma forma n&o especifica e é reconhecida como um pré-requisito
para a sua colonizacdo gastrointestinal (Del Re et al., 2000). A co-agregacdo é a capacidade das
bactérias agregarem a bactérias de espécies diferentes (Roos et al.,1999). A capacidade para
formar biofilmes, como mecanismo que protege o hospedeiro da colonizacdo de patogénicos,
reforca a importancia terapéutica que estas bactérias podem ter no trato gastrointestinal (Dunne et
al., 2001; Todorov et al., 2008).
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Figura 4.3 Capacidade de auto-agregacdo (%) das estirpes de Lactobacillus spp. Os resultados s&o
expressos em média + desvio padrdo de trés ensaios independentes para cada estirpe (n = 3). Barras com
letras sobescritas iguais, indica que néo existe diferencas estatisticas entre as estirpes (P > 0,05).
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Tabela 4.3 Capacidade de co-agregacdo (%) das estirpes de Lactobacillus spp com potenciais patogénicos

intestinais.
Espécies Co-agregacéo (%0)
Bactérias Escherichia coli Staphylococcus Salmonella Listeria
Lacticas ATCC 8739 aureus ATCC typhimurium ATCC monocytogenes
6538 14028 ATCC 7644
17.2b 18,30 + 0,99 43,00 + 0,07 ** 16,10 + 1,74 *~BP 16,30 + 0,83 **BPEF
B13 22,30+ 0,04 *B 41,00 + 0,42 PBE 24,30 + 4,62 *AE 19,10 + 5,95 *ABEF
K 18,90 + 0,27 A 34,70 £ 0,36 ¢ 13,10 + 1,64 ¢BP 12,20 + 0,76 “BPEF
B95 37,20 + 0,03 &€ 53,70 + 0,18 P 42,10 + 2,33 3¢¢ 45,70 + 2,98 ©¢
01 16,30 + 0,12 2PE 39,20 + 0,91 PEC 13,70 + 4,24 28D 16,10 + 2,85 #ABDEF
69B 15,70 + 0,03 2PE 20,30 £ 0,16 *F 11,50 + 2,63 PeP 8,380 + 0,13 P
607 18,90+ 0,82 > 40,70 + 0,42 "BEC 14,70 + 0,05 ¢BP 13,20 + 1,49 ©BPEF
P 15,90 + 0,40 2PE 39,10 + 0,46 ™© 10,40 + 2,41 &P 9,140 + 1,24 *PF
FF28 15,40 + 0,48 *E 31,00 + 0,00 ®H 13,20 + 1,06 2BP 14,20 + 1,82 @BDEF
33 14,90 + 0,65 2F 33,00 + 1,08 € 26,60 + 1,69 P°E 22,00 + 3,25 CAB
Al 22,10 + 0,06 *B 42,20 + 0,00 ®AB 26,60 + 0,31 °F 25,70 + 1,87 24
614 15,20 + 0,42 2“E 33,90 + 0,68 € 21,00 + 1,06 *ABE 10,60 + 4,10 ©PEF
B96 15,90 + 0,14 *PE 40,60 + 0,13 "BEC 9,930 + 0,35P 20,40 + 1,99 ¢ABE
LCS 17,70 + 0,30 AP 33,20 £ 0,27 € 12,80 + 1,16 ¢BP 9,570 + 0,91 “PF

Média + desvio padrdo com letras minulsculas sobrescritas iguais indicam que ndo existem diferencas
significativas entre as bactérias patogénicas, testadas para cada bactéria lactica e letras mailsculas
sobrescritas iguais indicam que ndo existem diferencgas significativas entre as bactérias lacticas estudadas,
para cada patogénica (P > 0,05).

Da observacdo da Figura 4.3, verifica-se que as estirpes testadas mostraram um
comportamento varidvel apresentando diferentes percentagens de auto-agregacdo, ou seja, esta
capacidade parece ser estirpe-dependente. Os valores variaram de 3,72 % a 12,8 %, sendo que a
estirpe 69B foi aquela que mostrou uma maior capacidade para aderir a estirpes da mesma espécie
com a consequente maior capacidade para colonizar. De um modo geral, os valores apresentados
sdo considerados baixos quando comparados com os indicados como aceitaveis (> 40%) para
estirpes probidticas, tal como referido por Del Re et al. (1998). No entanto, apesar dos valores
baixos apresentados - com excecao das estirpes FF28 e 614, todas mostraram ter uma capacidade
de auto-agregagéo superior ao controlo (LCS) (4,75%). Os resultados diferem dos reportados por
Todorov et al. (2008) para outros Lactobacillus, espécies plantarum, paracasei, rhamnosus e
pentosus, cujas percentagens de auto-agregacao variaram de 67 a 99% sendo espécie-dependente.
As percentagens de auto-agregacdo registadas nas estirpes de Lactobacillus spp. em estudo,
poderdo estar relacionadas com componentes especificos da superficie celular, dependendo estes

da origem da estirpe (Klayraung et al., 2008).

Da observagdo da Tabela 4.3, verifica-se que todas as estirpes apresentaram capacidade
de co-agregar com as quatro bactérias patogénicas testadas. Os valores obtidos variaram de 8,38%
a 45,7%, o que sugere que esta capacidade depende das carateristicas da bactéria, tal como foi

previamente sugerido por Collado et al. (2008). A estirpe B95 demonstrou melhor capacidade de
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co-agregacdo com todas as patogénicas (> 37%). De um modo geral, Staphylococcus aureus
apresenta um elevado nivel de co-agregagdo com todas as bactérias lacticas estudadas (20-53%).
Niveis mais baixos foram observados em Listeria monocytogens (8-45%). Escherichia coli e

Salmonella typhimurium apresentaram um comportamento semelhante.

Em resumo, estes resultados sugerem que existe uma grande variabilidade entre as
estirpes de Lactobacillus spp. pressupondo também variabilidade na capacidade de aderéncia as
celulas intestinais.

4.1.2.4 Aderéncia a células Caco-2

A capacidade das bactérias para aderir ao epitélio intestinal é importante na colonizacao
do trato gastrointestinal. A maior ou menor capacidade de aderéncia condiciona a sua expulsdo
pelos movimentos peristalticos dificultando-a mais ou menos e podendo constituir, assim, uma
vantagem competitiva no ecossistema (Del Re et al., 2000).

Embora tenham sido observados diferentes niveis de aderéncia, todas as estirpes
estudadas mostraram ter capacidade para aderir a linha celular Caco-2 (Figura 4.4). A capacidade
de aderéncia variou de 0,83% e 15,2 %, sendo que a estirpes 33, 607 e 17.2b mostraram melhor
capacidade para aderir (15,2; 9,80; e 12,9 %, respetivamente). Valores mais baixos foram
registados nas estirpes Al, K, O1, B96 e 614 (3,59; 3,51; 3,49, 3,42; e 0,83%, respetivamente), e
no controlo (LCS) com 4,05%.
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Figura 4.4 Capacidade de adeséo a células Caco-2 (%) das estirpes de Lactobacillus spp. Os resultados sdo
expressos em média * desvio padrdo de trés ensaios independentes para cada estirpe (n = 3). Barras com
letras sobescritas iguais, indica que ndo existem diferencas significativas entre as estirpes (P > 0,05).

41



Vérios estudos, envolvendo diferentes estirpes de Lactobacillus e células Caco-2,
apresentaram sempre niveis de aderéncia ligeiramente baixos. Letho e Salminen (1997)
mostraram niveis de aderéncia a células Caco-2 de 10-12% em Lactobacillus GG e Lactobacillus
rhamnosus LC-705, semelhantes aos encontrados neste estudo. Paralelamente, o estudo efetuado
por Tuomola e Salminen (1998) em 12 estirpes diferentes de Lactobacillus com uma linha celular
Caco-2 mostrou que as quatro estirpes [L. casei (Fyos®), L. acidophilus 1 (LC1®), L. rhamnosus
LC-705 e Lactobacillus GG (ATCC 53103)] evidenciaram uma maior capacidade de aderéncia,
variando esta de 9-14%.

A maioria dos modelos utilizados por diferentes autores para avaliar a capacidade de
aderéncia das estirpes in vitro pretende representar condi¢des mais simplificadas dos modelos in
vivo. No entanto, deve ter-se especial atencdo aquando da extrapolacdo de resultados obtidos
recorrendo a um ou outro modelo, uma vez que a aderéncia e colonizagdo por probidticos devem
ser determinadas em modelos in vivo. Tém sido desenvolvidos ensaios em animais com o objetivo
de ser estabelecida a correlacdo entre os modelos in vivo e in vitro. A aderéncia in vitro de
bactérias probidticas ndo é evidente em humanos dados os resultados da sua persisténcia em fezes
(Zarate et al., 2002). Em relacéo a este aspeto, a caraterizagdo bioquimica da superficie bacteriana

envolvida na capacidade de aderéncia da estirpe é fundamental.

4.2 Microencapsulacdo de bactérias lacticas

A temperatura constitui um importante fator na sobrevivéncia das bactérias encapsuladas
durante o periodo de armazenamento. De modo a elucidar este efeito foram selecionadas, apds a
realizacdo dos ensaios anteriores, as duas estirpes 33 e 17.2b (L. plantarum) que mostraram ter
um melhor potencial probiético. Partindo de uma mesma concentracdo de indculo inicial, 10°
UFC/g, foram estudadas duas temperaturas de armazenamento, 4 °C e 22 °C, durante 30 dias.
Paralelamente, para cada estirpe, foi realizado um ensaio em branco (designado por ensaio
controlo - NP). Este ensaio decorreu nas mesmas condi¢cBes que o anterior, diferenciando-se
apenas na fase final, em que néo foi adicionado o cloreto de célcio que confere a estrutura final

das capsulas.

A temperatura de 4 °C, ap6s os 30 dias de armazenamento (Figura 4.5), a sobrevivéncia
das estirpes manteve-se ou apenas reduziu 1 a 2 ciclos logaritmicos. A maior perda verificou-se
na estirpe LCS NP (10° UFC/g), tendo-se verificado um decréscimo mais acentuado a partir dos
12 dias de armazenamento. No final do periodo de armazenamento, as estirpes 33 (10° UFC/g) e
LCS (10° UFC/g) comparadas com o respetivo controlo - NP, 33 NP (10° UFC/g) e LCS NP (10°

UFC/qg), mostraram diferencas significativas na viabilidade celular das mesmas (P < 0,05). Ap6s
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os 30 dias de armazenamento, as estirpes 17.2b (10° UFC/g) e 17.2b NP (10° UFC/g) ndo

mostraram diferencas significativas na viabilidade celular (P > 0,05).
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Figura 4.5 Sobrevivéncia das estirpes durante o periodo de armazenamento a temperatura de 4 °C, ap6s
microencapsulacdo pelo método de extrusdo. P- células protegidas/encapsuladas; NP- células ndo
protegidas/ células livres Os dados sdo expressos em média + desvio padrdo de trés ensaios independentes,
para cada estirpe (n = 3).
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Figura 4.6 Sobrevivéncia das estirpes durante o periodo de armazenamento a temperatura de 22 °C, ap6s
microencapsulacdo pelo método de extrusdo. P- células protegidas/encapsuladas; NP- células ndo
protegidas/células livres. Os dados sdo expressos em média + desvio padrdo de trés ensaios independentes,
para cada estirpe (n = 3).
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Figura 4.7 Selecdo da estirpe e temperatura, apds 30 dias de armazenamento das bactérias encapsuladas
pelo método de extrusdo a 4 °C e 22 °C.
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A temperatura de 22 ° C (Figura 4.6) verificou-se que, ap6s 6 dias de armazenamento, a
viabilidade celular decresceu, tanto das estirpes encapsuladas (P) como no controlo. Esta perda
celular é constante até ao final do periodo de armazenamento, perdendo 2 a 5 ciclos logaritmicos
na estirpe 17.2b e 17.2b NP, respetivamente. Ap6s os 30 dias, as estirpes 33 (10° UFC/g) e 17.2b
(10" UFC/g) quando comparadas com o correspondente controlo - NP (33 NP - 10* UFC/g e
17.2b NP — 10° UFC/g) apresentaram diferencas significativas na viabilidade celular (P < 0,05). O
mesmo comportamento ndo se verificou nas estirpes LCS e LCS NP, que reduziram, nas duas

situacOes, o corresponde a 4 ciclos logaritmicos.

Segundo Mortazavian et al. (2007), a mistura de alginato com amido de milho da origem
a cépsulas que proporcionam uma melhor protecdo as células conferindo-lhes uma elevada
viabilidade celular. Isto deve-se a estrutura, bem como ao efeito prebidtico do composto de amido

de milho.

Assim, dos resultados do controlo feito a cada estirpe, em ambos as condi¢cdes
(temperaturas de 4 e 22 °C), podera inferir-se que a formacdo das capsulas com a solucéo de
cloreto de calcio desempenhou um papel importante na protecdo das células. Segundo Capela et
al. (2007), quando o alginato de sédio é combinado com cloreto de calcio forma-se uma matriz de

gel, revestida por uma capa exterior, que protege os organismos probidticos mais sensiveis.

Estes resultados concordam com os demonstrados previamente por Teixeira et al. (1995),
Champagne et al. (1996), Eun et al. (2007) e Mortazavian et al. (2008) nos quais as temperaturas
baixas promovem um efeito benéfico na manutencdo das bactérias lacticas encapsuladas quando

comparado com a temperatura de 22 °C.

Da observacdo da Figura 4.7, verificou-se que, apés os 30 dias de armazenamento a
temperatura de 4 °C, a estirpe 33 P apresentou maior viabilidade celular (1,6x10° UFC/g) quando
comparada com a estirpe 17.2b também encapsulada/protegida (P) (7,8x10° UFC/g). Tendo em
conta a concentragdo do indculo inicial (10° UFC/g), verificou-se que a estirpe 33 nas condicdes
de armazenamento estudadas € a Unica estirpe que consegue manter-se no mesmo ciclo
logaritmico. Assim, considerando que os alimentos com propriedades funcionais devem conter
estirpes probi6ticas numa concentragdo de 10°10" UFC/ml no final do periodo de vida util
(Saarela et al., 2000; Guimaraes et al., 2013), optou-se por selecionar a estirpe 33 e a temperatura
de 4 °C para posterior aplicacdo e armazenamento em pasta de azeitona incorporada com
probioticos. Os resultados mostraram, tal como sugerido por Guimaraes et al. (2013), que as
capsulas armazenadas sob refrigeracdo, durante 30 dias, poderdo ser ingeridas mantendo estas

uma viabilidade adequada. Para que os efeitos benéficos na salide do hospedeiro se verifiquem,
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seria recomendada a ingestdo de aproximadamente 1g de capsulas, o que equivale a 100 g de um
iogurte probidtico (Charalampopoulos et al., 2002).

4.3 Caraterizacao fisica das capsulas

O tamanho das cépsulas é um parametro importante a considerar quando da sua aplicacao
em produtos alimentares, uma vez que a textura destes pode ser afetada. Estas devem ser
suficientemente pequenas para evitar o impato negativo nas propriedades sensoriais do produto
alimentar (Heidebach et al., 2012). Tem sido sugerido que capsulas com um diametro superior a
determinado limite (> 100 pum, particularmente superior a 1 mm) afetam a aparéncia e a

granulosidade de produtos lateos, como leite e iogurte (Mortazavian et al., 2007).

Figura 4.8 Cépsulas preparadas com alginato de sodio e amido.

200 pm

Figura 4.9 Morfologia externa das capsulas preparadas com alginato de sédio e amido.
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As cépsulas formadas a partir de amido de milho e alginato de sddio, utilizadas neste
estudo, evidenciaram uma forma esférica e uniforme com um raio de aproximadamente 208 + 37
pum (Figura 4.8 e 4.9). Ainsley-Reid et al. (2005) explica a vantagem do uso de capsulas esféricas
preparadas pelo método de extrusdo, quando em contato com o Ca*". A superficie lisa e compata
confere maior resisténcia a diferentes condi¢cbes ambientais, garantindo, a0 mesmo tempo, a
conservacdo das células no seu interior. Vidhyalakshmi et al. (2009) considera ainda que o
método anterior é excelente para a formacdo de capsulas com didmetro compreendido entre 400 -
2000 pm. Outros estudos demonstraram que a aplicagdio do método de extrusdo em
microencapsulacdo, usando 2% de alginato de sodio, origina capsulas com um tamanho de 1,62
mm (Rokka e Rantamaki, 2010). Sabe-se ainda que o tamanho das capsulas depende da
viscosidade da mistura células- hidrocoldide, do didmetro do orificio por onde é expulsa a
mesma, bem como da distancia entre a sua saida e a solugdo de endurecimento (Heidebach et al.,
2012).

4.4 Efeito do tratamento térmico

A microencapsulagdo tem como objetivo proteger as células em ambientes adversos. O
tratamento térmico aplicado durante o processamento de alimentos pode provocar a morte ou
lesdo celular; dai, ser pertinente o desenvolvimento de microcépsulas estaveis ao calor. Por outro
lado, o desenvolvimento de microcapsulas termicamente estaveis pode também ser Gtil aquando
do aquecimento de produtos alimentares com carateristicas funcionais, tais como bolos e salsichas
(Ding e Shah, 2007).

O objetivo deste ensaio consiste na avaliacdo da sobrevivéncia da estirpe 33 encapsulada,
apos exposicao a temperaturas elevadas. Assim, as células na forma livre (controlo do ensaio) e as
células encapsuladas foram sujeitas a trés temperaturas diferentes (72, 85 e 90 °C), durante 30

segundos.
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Figura 4.10 Viabilidade das células livres e encapsuladas apds diferentes tratamentos térmicos. P- células
protegidas/encapsuladas; NP- células ndo protegidas/ células livres; ci- contagem inicial. Os resultados sdo
expressos em média + desvio padrdo de trés ensaios independentes para cada estirpe (n = 3). Barras com
letras mindsculas sobescritas iguais, indica que ndo existe diferengas significativas entre a contagem inicial
e os diferentes tratamentos térmicos para cada estirpe, enquanto as letras mailsculas sobrescritas iguais
indica que ndo ha diferencas significativas entre estirpes para cada tratamento (P > 0,05).

Da observagdo da Figura 4.10, verifica-se que a estirpe 33 na forma livre evidenciou
maior sensibilidade ao choque térmico, reduzindo 4 e 6 ciclos logaritmos, quando submetida a
temperatura de 72 °C e 85 °C, respetivamente. Quando exposta a temperatura de 90 °C nao foi
registada viabilidade celular o que leva a assumir que esta temperatura é letal para esta estirpe.
Estes resultados concordam com os demonstrados por Sabikhi et al. (2010), onde L. acidophilus
LAL na forma livre, quando exposto a temperaturas elevadas mostrou perda de viabilidade, ndo se
registando crescimento, a temperatura de 90 °C. A estirpe 33 na forma encapsulada mostrou

maior resisténcia ao stress térmico, reduzindo a viabilidade em 2 e 3 ciclos logaritmicos.

Face a concentracdo do indculo inicial, as duas estirpes (33 e LCS), em cada condi¢édo
(livre e encapsulada) e em cada temperatura (72, 85 e 90 °C), foram registadas diferencas
significativas na viabilidade celular (P < 0,05). No entanto, comparando as trés temperaturas entre
si, independentemente da estirpe e da condicdo, ndo foram registadas diferencas significativas na
viabilidade celular (P > 0,05).
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Comparando a estirpe 33 nas formas livre e encapsulada, para cada temperatura,
registaram-se diferencas significativas na viabilidade celular (P < 0,05). Tendo em conta a maior
capacidade de sobrevivéncia da estirpe 33 encapsulada, podera inferir-se que o encapsulamento é
essencial para esta estirpe. A maior resisténcia poderé ser explicada pela protegdo adicional do
amido de milho, tal como descrito por Mandal et al. (2006). Estes resultados concordam com 0s
demonstrados por Kim et al. (2008) nos quais foi comprovada uma menor perda de viabilidade
celular da estirpe Lactobacillus acidophilus ATCC 43121 encapsulada, quando comparada com a
ndo encapsulada a temperatura elevada. Por outro lado, a estirpe 33 nas temperaturas mais
elevadas de 85 e 90 °C manteve os teores de células 10° UFC/ml, valor indicado como minimo da
concentracdo de probidticos em alimentos funcionais (Doleyres e Lacroix, 2005). A estirpe LCS
(controlo) revelou um comportamento diferente, ndo mostrando resisténcia as trés temperaturas

quer na forma livre, quer na forma encapsulada.

4.5 Producéo da pasta de azeitona

Este trabalho teve como objetivo estudar a sobrevivéncia da estirpe L. plantarum 33
incorporada na pasta de azeitona durante 30 dias de armazenamento, a temperatura de 4 °C. Em
paralelo decorreu um ensaio no qual foi usada a estirpe controlo (LCS).

Figura 4.11 Pasta de azeitona.
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Partindo de um indculo inicial de 10° UFC/g, foram adicionados 10 % (w/w) de cada
estirpe nas formas encapsulada e livre a pasta de azeitona previamente preparada (Figura 4.11).

As amostras retiradas da pasta de azeitona, antes da adi¢ao das estirpes, ndo evidenciaram
crescimento ap6s plagueamento em MRS agar, LBS e PCA, o que sugere que o tratamento
térmico efetuado quando da preparagdo da pasta foi eficaz para a sua estabilizacdo bioldgica.

{1 o —8—33P
—e—33NP
—e—|CSP
—— LCS NP
10°

10

Sobrevivéncia (UFC/g;

100

1 1 ] 1 ] 1 ]
0 5 10 15 20 25 30

Tempo (dias)

Figura 4.12 Viabilidade celular da estirpe 33 nas formas encapsulada e livre incorporada na pasta de
azeitona durante 30 dias de armazenamento. P- células protegidas/encapsuladas; NP- células néo
protegidas/células livres. Os resultados sdo expressos em média + desvio padrdo de trés ensaios
independentes para cada pasta (n = 3).

Da andlise da Figura 4.12 verifica-se que, ao longo do armazenamento, a viabilidade das
estirpes nas formas livre e encapsulada decresceu progressivamente até aos 30 dias. Durante 0s
primeiros 13 dias, as estirpes apresentaram um comportamento semelhante; a partir desta data e
até ao final do periodo de armazenamento (30 dias), a reducdo tornou-se mais acentuada e foi
mais evidente no controlo (LCS), pelo que a estirpe 33 (livre e encapsulada) evidenciou maior
resisténcia. Aos 30 dias de armazenamento ndo foram encontradas diferencas significativas (P >
0,05) na viabilidade celular das estirpes, nas duas formas de apresentacdo. Apesar de tratar-se de
uma matriz diferente, num estudo feito por Homayouni et al. (2008) em gelado conservado a -20

°C durante 180 dias, ficou demonstrado que as estirpes Lactobacillus casei (Lc-01) e
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Bifidobacterium lactis (Bb-12) adicionadas nas formas livre e encapsulada ndo apresentaram
diferencas de viabilidade, apds os 30 dias de armazenamento. Os resultados deste trabalho
concordam, assim, com os registados por aqueles autores; neste estudo foi utilizado o mesmo
material (alginato e amido) no processo de encapsulamento das bactérias. Face a concentracdo do
indculo inicial, foi observada uma perda de 2 ciclos logaritmicos na estirpe 33 (livre e
encapsulada) e 7 na estirpe LCS (livre e encapsulada) até ao final do tempo de armazenamento.

A pasta de azeitona incorporada com a estirpe 33 nas formas livre e encapsulada,
apresentou a concentragéo final de 10° UFC/g, limite para ser considerado um alimento funcional.
O mesmo nado se verificou na pasta contendo a estirpe LCS nas duas formas, cuja viabilidade

celular foi de 10" UFC/g, o que sugere que esta estirpe é afetada pelo tipo de matriz.

Comparando a viabilidade celular das estirpes 33 e LCS encapsuladas quando
incorporadas na pasta de azeitona e a viabilidade das mesmas observadas na auséncia da matriz a
mesma temperatura de 4 °C (ponto 4.2, capitulo 4.), verificou-se que a estirpe 33, quando em
contato com a pasta, perde 2 ciclos logaritmicos e na sua auséncia mantem a viabilidade celular
de 10° UFC/g. A estirpe LCS, quando incorporada na pasta, perde 7 ciclos logaritmicos e na sua
auséncia apenas perde 1. A estirpe 33 mostrou ser mais resistente que o controlo (LCS), o que

podera indicar ser uma estirpe com elevado potencial probi6tico.

Estd ainda descrito que capsulas produzidas com alginato apresentam algumas
desvantagens, tais como porosidade e suscetibilidade a ambientes &cidos. A rapida difusdo da
humidade e outros fluidos das capsulas alteram as suas propriedades afetando a fungdo de
barreira. Sabe-se ainda que os i6es monovalentes ou quelantes absorvem os ides calcio (como
fosfatos, lactatos e citratos) quando em contato com estes, fazendo com que as capsulas de

alginato formadas na presenca de ides calcio percam a sua integridade (Mortazavian et al., 2007).

As carateristicas do pH e da acidez da pasta de azeitona (ponto 5.1.1) associadas as
propriedades antimicrobianas dos ingredientes usados (vinagre e alho) e o tipo de material
encapsulante usado poderdo explicar as diferencas de viabilidade das estirpes nas formas livre e

encapsulada, apds os 30 dias de armazenamento (Arora e Kaur, 1999).
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4.5.1 Caracterizacao da pasta de azeitona

4.5.1.1 Determinacdo do pH e da acidez

Os parametros pH e acidez foram analisados em amostras de pasta de azeitona
incorporadas com as estirpes, livres e encapsuladas, antes e ap6s o periodo de armazenamento,

por forma a perceber-se eventuais altera¢bes ao longo do tempo.

Tabela 4.4 Valores de pH e acidez (expressa em % de acido lactico) determinados na pasta de azeitona.

Tempo (dias) Estirpe pH Acidez (%)
0 - 3,57 +0,01° 0,74 + 0,032
33 NP 3,50+ 0,05 %" 0,64 +0,03°
30 33P 3,49 +0,03°¢ 0,68 +0,01 2"
LCS NP 3,46 + 0,00 ¢ 0,69 + 0,01 2"
LCSP 3,42+0,00° 0,69 + 0,02 *°

Os resultados sdo expressos em média do pH e acidez + desvio padrdo de trés ensaios independentes para
cada estirpe. A acidez é expressa em % de &cido lactico. P corresponde as células protegidas/células
encapsuladas e NP as células ndo protegidas/células livres. Letras sobrescritas iguais indicam que ndo
existem diferengas significativas entre as estirpes estudadas, em cada parametro (pH e acidez) (P > 0,05).

Da observagéo da Tabela 4.4 verificou-se que o valor de pH, aos 30 dias, variou de 3,42 a
3,50 unidades. Tendo em conta o pH inicial da pasta, 3,57, registaram-se diferencas significativas
entre os 0 e 30 dias nas pastas inoculadas com a estirpe 33 encapsulada e LCS (livre e
encapsulada) (P < 0,05). A pasta contendo a estirpe 33 livre ndo registou diferencas significativas
no valor de pH (3,50) face ao valor inicial (P > 0,05). Alvarenga et al. (2012) registou valores de

pH semelhantes em pastas de azeitona tipo verde, oscilando os valores entre 3,24 e 3,76 unidades.

Em relacdo a acidez, aos 30 dias e a temperatura de 4 °C, registaram-se valores de 0,64 a
0,69% de acido lactico. Face ao valor inicial (0,74 %) e ao contrario do pH, foram registadas
diferencas significativas em termos de acidez na pasta incorporada com a estirpe 33 na forma
livre (0,64%) (P < 0,05). Por outro lado, aos 30 dias, ndo foram registadas diferencas
significativas em termos de acidez das pastas incorporadas com as estirpes nas formas livre e

encapsulada (P > 0,05).

De um modo geral, durante o armazenamento, os valores de pH e acidez da pasta de
azeitona ndo sofreram alteragdo, indicando que as estirpes quando incorporadas na forma livre

mantiveram uma atividade metabdlica muito reduzida ou mesmo nula.
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4.5.1.2 Determinagéao dos parametros de cor

A cor constitui um parametro de qualidade dos alimentos utilizado pelo consumidor como
indicador para aceitacdo ou rejeicdo de um produto (Afshari-Jouybarri e Farahnak, 2011). De
acordo com a Comisséo Internacional de Iluminagéo (CIE), a cor é medida pelas coordenadas L*
a* b*, em que: L* varia de 0 (preto) a 100 (branco), o valor a* positivo corresponde a cor
vermelha e 0 negativo a cor verde, o valor de b* positivo representa a cor amarela, enquanto o

negativo representa a cor azul (Girolami et al., 2013).

Figura 4.13 Determinagdo da cor na pasta de azeitona.

Tabela 4.5 Pardmetros de cor determinados na pasta de azeitona.

Tempo Estirpe L* a* b* AE
(dias)
0 - 84,60 + 1,66° 9,66 +1,15° 57,8 £0,23° -
33P 7860+0,70*  11,00+1,25%*  61,90+7,18*° 8,750+ 3,62°
33 NP 69,00 + 1,29°¢ 17,40 + 1,06° 78,30+235°  26,90+0,73"
30 LCSP 61,30 +4,00°  12,00+2,94%¢  63,60+4,00*¢ 2160+1,46°

LCS NP 70,50 +2,00%¢  1450+0,23°¢  7450+0,35°° 2240+1,04°

Os resultados sdo expressos em média de cada parametro + desvio padrdo de trés ensaios independentes
para cada estirpe. P corresponde as células protegidas/encapsuladas e NP as células ndo protegidas/células
livres. Letras sobrescritas iguais indicam que ndo existe diferencas significativas entre as estirpes estudadas
em cada coluna (P > 0,05).

Para determinar a diferenca total de cor das pastas inoculadas (Figura 4.13)

comparativamente com a pasta inicial (tempo 0 dias), foi calculado o valor de AE.

Os resultados (Tabela 4.5) mostram que o valor de L* reduziu ao longo do periodo de

armazenamento. Este decréscimo, verificado em todas as pastas com incorporacdo de células,
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sugere que apos os 30 dias de armazenamento a 4°C, a pasta de azeitona apresenta uma cor mais
escura. Face a pasta inicial, tempo 0 para o valor de L* (84,6), ndo foram registadas diferengas
significativas na pasta incorporada com estirpe 33 na forma encapsulada (P > 0,05). Ao contrario,
o0s valores de a* e b* aumentaram em todas as condi¢fes, 0 que nos indica que a pasta, com 0
tempo, desenvolveu uma cor mais vermelha - amarelada. N&o foram registadas diferengas
significativas para os dois parametros (a* e b*) entre a pasta inicial e as pastas incorporadas com
estirpes encapsuladas (P > 0,05). Estes resultados sugerem que as estirpes na forma encapsulada
foram mais eficazes que as estirpes incorporadas na forma livre, relativamente a preservagdo dos
pardmetros de cor da pasta de azeitona, o0 que podera ser explicado pelos resultados encontrados

para o pH e acidez.

Da avaliacdo do valor de AE, verificou-se que a diferenga total de cor foi superior em
pastas incorporadas com células livres, 26,90 e 22,40. A pasta contendo a estirpe 33 encapsulada
apresentou a menor diferenca total de cor, 8,75, parecendo ser a mais estavel. As restantes

modalidades n&o apresentaram diferencas significativas neste parametro (P > 0,05).

4.5.2 Avaliacdo sensorial da pasta de azeitona

Este estudo teve como objetivo avaliar sensorialmente a pasta de azeitona, nas diferentes
modalidades, tentar perceber se existe influéncia da incorporacdo das capsulas em termos

sensoriais, bem como a correspondente inten¢éo de compra.

Tabela 4. 6 Avaliagdo sensorial da pasta de azeitona ‘probidtica’.

Estirpe Lactobacillus

Parametros 33P 33 NP LCSP LCS NP
Aparéncia 7,00+ 0,06 6,80 + 0,33* 7,20+0,24% 7,00+0,16°
Cor 6,80 +0,16 * 6,80 +0,12* 6,80 +0,18* 6,90 +0,16 °
Sabor 540+0,23% 540+0,38° 5,70+0,27% 5,60 + 0,06 ?
Textura 6,50 +0,27 2 6,50 + 0,272 6,50+0,24% 6,50 +0,29?
Granulosidade 6,60+0,11% 6,20 + 0,39 6,60+0,10*% 6,40 + 0,06 ®
Cheiro 6,30 +0,57 % 6,10+0,99 % 6,30+0,48% 6,30 +0,57 2
Apreciagio geral  570+0,19%  580+0,51° 5,80 +0,32 2 6,20 +0,16
Intencdo de compra 5,20 +0,23 ° 530+0,11°% 550+0,39* 570+0,40°

Os resultados séo expressos em média + desvio padrao de trés provas independentes realizadas a cada pasta
de azeitona (n = 3). Letras sobescritas iguais, indica que ndo existe diferencas significativas entre as
estirpes, para cada parametro (P > 0,05). P- corresponde a pasta contendo a estirpe protegida/encapsulada;
NP- corresponde a pasta contendo a estirpe ndo protegida/livre.
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Figura 4.14 Parametros sensoriais da pasta de azeitona contendo bactérias encapsuladas (P) e ndo
encapsuladas (NP), ap6s 30 dias de armazenamento.

A avaliagdo sensorial da pasta de azeitona decorreu ap6s os 30 dias de armazenamento.
Da observacdo da Tabela 4.6 e Figura 4.14, verifica-se que numa escala hedonica de 9 pontos,
foram atribuidos pontuacdes que variaram de 5,20 a 7,20, o que nos leva a deduzir que, de um
modo geral, a pasta de azeitona foi bem aceite por este grupo de provadores. Tendo em conta a
mesma classificagdo (6 pontos) em termos de granulosidade e textura nas quatro modalidades,
pode ainda inferir-se que as capsulas ndo foram detetadas pelos provadores. Estes resultados
contrariam o0s apresentados por Kailasapathy (2006), onde foram encontradas diferencas em
termos de textura numa avaliacdo sensorial feita em iogurtes incorporados com bactérias nas
formas encapsulada e livre. A carateristica ndo homogénea da pasta, que resulta da moenda mais

ou menos grosseira da polpa da azeitona, podera explicar estes resultados.

O paramero intencdo de compra foi classificado em 5 pontos o que indica que podera ser
um produto a ser comercializado. O desvio padrdo baixo sugere ainda que as classificacfes
atribuidas pelos provadores a cada parametro nas trés provas realizadas com as mesmas pastas
foram consistentes. Para cada pardmetro em estudo, ndo foram encontradas diferencas
significativas nas quatro modalidades (P > 0,05), podendo deduzir-se que a estirpe, nas formas

livre ou encapsulada, em termos sensoriais ndo influencia as carateristicas da pasta de azeitona.
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5. Conclusao

Este estudo demonstrou que as treze estirpes inicialmente selecionadas apresentam
potenciais carateristicas probioticas, o que constitui uma mais valia para desenvolvimento de
novos alimentos funcionais. Em termos de seguranca e funcionalidade, as suas carateristicas
demostraram a ndo viruléncia das estirpes, a resisténcia as condi¢des gastrointestinais, a sua
colonizagdo e competicdo com agentes patogénicos no ambiente gastrointestinal, registando-se,
em alguns casos, resultados mais promissores que o respetivo controlo probidtico positivo, LCS.

A microencapsulacdo de Lactobacillus plantarum com alginato de sodio e amido de
milho constitui um método eficaz para manter a sobrevivéncia das células durante um més de
armazenamento a temperatura de 4 °C. Nestas condi¢des, as estirpes microencapsuladas mantém

viabilidade ou perdem apenas um ciclo logaritmico.

Em termos fisicos, as capsulas apresentam uma forma esférica e uniforme com um raio na

ordem dos micrémetros.

Quando submetidas a um stress térmico, as capsulas mostram melhor eficiéncia na

protecédo da estirpe 33, ndo se verificando diferengas e nas trés temperaturas testadas.

No entanto, quando incorporadas na pasta de azeitona, as células microencapsuladas
perdem viabilidade celular, mostrando 0 mesmo comportamento de células adicionadas na forma
livre. Ap6s 30 dias de armazenamento a temperatura de 4 °C, a estirpe 33 apresenta uma

viabilidade na ordem 10° UFC/g, padrdo minimo para ser considerado um alimento probiético.

Da avaliacdo dos parametros de cor, verifica-se que a estirpe 33 encapsulada, apés o
armazenamento e comparativamente com a pasta inicial apresenta menor diferenca de cor total,

parecendo que a estirpe é mais estavel relativamente aos parametros de cor.

A avaliacdo sensorial indica que as capsulas ndo foram detetadas pelos provadores
guando incorporadas nas pastas, ndo havendo registo de diferencas entre as pastas incorporadas

com células livres e encapsuladas.

De um modo geral, podemos deduzir que a estirpe 33 apresenta um grande potencial
probidtico em termos funcionais e de seguranca. Quando encapsulada, as suas propriedades
tecnoldgicas parecem manter-se. Quando incorporada na pasta de azeitona consegue garantir a

sua viabilidade dentro dos valores indicados para um alimento probidtico.
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6. Perspetivas futuras

Nos ensaios para avaliacdo do potencial probi6tico as estirpes selecionadas apresentaram
valores positivos nos testes in vitro recomendados pela Food and Agriculture Organization das
Nacbes Unidas e da Organizacdo Mundial de Satde (FAO/WHO, 2002). Apesar de candidatas
adequadas a probidticos, devem ser efetuados estudos in vivo para confirmacao dos resultados dos
testes in vitro, bem como estudos que complementem a sua funcionalidade e eficacia em termos
tecnoldgicos. E importante perceber se estas estirpes conseguem resistir ao processamento
industrial, sobreviver e manter a sua funcionalidade durante a fase de armazenamento e no

momento do consumo.

O uso de probidticos microencapsulados constitui uma alternativa promissora para a
solucdo dos grandes problemas ainda enfrentados pela industria de produgdo de alimentos
probiéticos. Considerando os resultados obtidos no presente estudo (perda de viabilidade celular),
aquando a incorporacdo das estirpes de Lactobacillus plantarum encapsuladas na pasta de
azeitona, torna-se importante perceber as razfes por forma a ultrapassa-las. Nesta perspetiva,

preconiza-se:

i) a elaboragdo de diferentes pastas de azeitonas cuja constituicdo passaria apenas por
azeitona moida e adicdo de cada um dos ingredientes, separadamente, as quais se incorporariam
bactérias encapsuladas. Esta metodologia possibilitaria uma melhor compreensdao do efeito

individual dos ingredientes, o que permitiria a otimizagdo da formulacéo;
ii) substituicdo do material encapsulante usado ou alteracéo da técnica aplicada;

iii) formag&o de uma dupla camada no material encapsulado o que conferiria uma maior

resisténcia com reducgéo da sua permeabilidade;

iv) estudo da evolucdo das carateristicas da pasta de azeitona ao longo do

armazenamento;

v) caraterizagdo mais detalhada da pasta de azeitona, nomeadamente atividade

antioxidante, determinacdo das cinzas, proteinas, glcidos, gordura total e atividade da agua;

vi) avaliacdo sensorial recorrendo a um maior nimero de provadores, mais diversificado
para consolidacdo dos resultados e incluir na prova um controlo (pasta sem incorporacdo de

bactérias).
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