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RESUMO

O propdsito da administracdo de produtos probidticos é resultar em uma microbiota
intestinal balanceada, a qual, por sua vez, tera um impacto favoravel sobre a saude
do consumidor. Os estudos e a crescente utilizacdo dos diversos produtos lacteos
probidticos, principalmente fermentados, e alguns néo lacteos, fizeram despertar em
todo o mundo uma preocupacdo com a sua eficacia, pois 0 processamento
inadequado dos produtos alimenticios podem ocasionar a degradacdo das estirpes
probibticas e consequente perda de suas atividades. Dessa forma, para que 0s
efeitos benéficos dos probidticos sejam alcancados faz-se necessario garantir a
sobrevivéncia dos micro-organismos probidticos durante a sua elaboracdo e o seu
armazenamento e também a passagem pelo trato gastrintestinal. Esses requisitos
representam desafios tecnoldgicos significativos, uma vez que muitas bactérias
probidticas s&o sensiveis a exposicdo ao oxigénio, ao calor e a &cidos,
apresentando diversos problemas em relacdo a viabilidade e a resisténcias das
estirpes. Entre as alternativas que podem ser utilizadas para preservar as
caracteristicas das culturas probioticas, destacam-se as tecnologias de fermentacao,
de secagem e de encapsulacdo em microparticulas. Os principais desafios
encontrados na manutencdo da viabilidade das culturas probidticas durante o
desenvolvimento e armazenamento de produtos alimenticios e formulacbes

probiéticas serdo discutidos na presente revisao bibliogréfica.

Palavras - chaves: Micro-organismos probidticos, Produtos probidticos, Aspectos

tecnologicos, Viabiliadade, Bifidobacterium, Lactobacillos, Encapsulagéo.



ABSTRACT

The purpose of the administration of probiotic products is result in a balanced
intestinal microbiota, which, in turn, will have a favorable impact on consumer health.
The studies and the increasing use of many probiotic dairy products, particularly
fermented milk and some do not, have wake worldwide concern for its effectiveness
since improper handling of food products and pharmaceutical formulations can cause
degradation of probiotic strains and consequent loss of their activities. Thus for the
beneficial effects of probiotics are achieved is - if necessary to ensure the survival of
probiotic microorganisms during its preparation and storage and also the passage
through the gastrointestinal tract. These conditions represent significant technological
challenges, since many probiotic bacteria are sensitive to exposure to oxygen, heat
and acids, with several issues regarding the feasibility and the resistance of the
strains. Among the alternatives that can be used to preserve the characteristics of
probiotic cultures, there are the technologies fermentation, drying and encapsulation
in the micro particles. The main challenges faced in maintaining the viability of
probiotic cultures during development and storage of food products and probiotic

formulations are discussed in this literature review.

Key words: Microorganisms probiotics, probiotic products, technological aspects,

Viability , Bifidobacterium , Lactobacillos, Encapsulation.
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1 INTRODUCAO

As modificacBes no estilo de vida da sociedade tém afetado a qualidade da
vida do homem atual e aumentado o interesse por novos conceitos da nutricdo da
vida moderna. A populagdo tém cada vez mais se conscientizado da importancia do
consumo de alimentos que além de saciar a fome contenham substancias que
auxiliam a promocdo da saude, melhorando o estado nutricional do consumidor.
Assim, o conceito de nutricdo vem sendo otimizado por alimentos funcionais, ou
seja, que além das func¢des nutritivas basicas, quando consumidos como parte da
dieta usual, produzem efeitos metabdlicos, fisioldgicos benéficos a saude, devendo
Ser seguros para consumo sem supervisdo médica (BADARO et al, 2009).

Esses alimentos possuem potencial para promover a saude através de
mecanismos n&o previstos na nutricdo convencional, entretanto o efeito obtido
restringe-se a promocéo da salude e ndo a cura de doencas. A incorporacao cada
vez mais frequente destes alimentos a dieta leva a um estilo de vida saudavel, o que
por sua vez tem levado a criacdo de um mercado para esses produtos (KOMATSU
et al, 2008).

Um importante grupo de alimentos funcionais € o dos probidticos, que sao
definidos como preparacdes contendo micro-organismos Vvivos, ou componentes
microbianos que quando ingeridos em quantidade adequada apresentam efeito
benéfico sobre a salde e bem-estar do hospedeiro, aumentando o valor nutricional e
terapéutico dos alimentos por garantir equilibrio no trato gastrointestinal. As espécies
de Lactobacillus e Bifidobacterium sdo os micro-organismos mais eficazes e mais
comumente usados como probioticos (HUNGRIA E LONGO, 2009).

As bactérias probidticas utilizadas em producéo de escala industrial devem
ser apropriadas para cada tipo de produto e manter-se com boa viabilidade durante
todo o processamento e armazenamento do produto. Esses pré-requisitos
representam desafios tecnoldgicos significantes, uma vez que muitas bactérias
probioticas sdo sensiveis a exposi¢cdo ao oxigénio, ao calor e a acidos. Dessa forma
para manter a sua funcionalidade uma preparacdo probidtica deve apresentar um

longo tempo de sobrevida nas condigcbes de armazenamento e comercializagéo,



assim como um numero adequado de células viaveis no produto original e a
capacidade de sobreviver no trato digestivo (KOMATSU et al, 2008).

Para garantir um efeito continuo no organismo humano, os probioticos devem
ser ingeridos diariamente. Alteracbes favoraveis na composicdo da microbiota
intestinal, capazes de garantir a manutencdo das concentracbes ativas
fisiologicamente (quantidade intestinal de 10° a 10’ UFC/g) in vivo, foram
observadas com doses de 100 g de produto alimenticio contendo 10% a 10° unidades
formadoras de coldnias (UFC) de micro-organismos probiéticos (10° a 10’ UFC/g de
bioproduto) (SAAD, 2006).

No Brasil, atualmente, a recomendacdo é que um alimento funcional
probidtico deve apresentar, tendo como base a porcdo diaria de micro-organismos
vidveis que devem ser ingeridos, uma concentracdo minima de 108 a 10° UFC/dia do
produto pronto para consumo, sendo ele sélido (10° a 10° UFC/g) ou liquido 10° a
10° UFC/ mL)(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2007).

A sobrevida, assim como a manutencdo dos niveis populacionais do micro-
organismo, sdo fatores fundamentais para atuacdo dos probiodticos visto que os
niveis do micro-organismo devem ser suficientemente elevados para ter um impacto
no local onde se espera que ele desenvolva a sua funcdo. Dessa forma, uma
selecdo adequada de estirpes deve ser conduzida para que 0 processamento e 0
armazenamento dos produtos probidticos ocorra de forma adequada, preservando
as estirpes selecionadas (KOMATSU et al, 2008).

Outro fator importante para atuacdo dos probidticos esta relacionado a
multiplicagdo dos micro-organismos selecionados. A multiplicacdo das estirpes
probidticas pode resultar em caracteristicas ndo peculiares ou mesmo indesejaveis
ao alimento, devido a producdo excessiva de acido acético e acido latico durante o
processo de fermentacdo. Estes metabolitos acabam por acarretar restricbes
sensoriais, influenciando no sabor e no aroma do produto final. Assim, a utilizacéo
de veiculos alimenticios apropriados para as estirpes probiéticas é fundamental,
bem como a verificagdo da compatibilidade e adaptabilidade entre as estirpes
selecionadas e os referidos veiculos (KOMATSU et al, 2008).

A selecéo de estirpes probioticas deve ser direcionada aos efeitos desejaveis
para o produto especifico ou para a populacdo-alvo do produto. Além da selegéo
adequada de estirpes, o método de sua preparacdo € de extrema importancia. Além

de boa viabilidade no intestino, as propriedades tecnoldgicas séo pré-requisitos para
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a utilizacdo potencial de culturas probidticas. Pouca atencao tem sido dispensada ao
efeito da tecnologia sobre os produtos probioticos. Assim, todos 0s aspectos
relacionados a capacidade de resisténcia dos micro-organismos probidticos ao
processamento industrial e & sua sobrevivéncia durante a fase de armazenamento
dos produtos probidticos alimenticios devem ser estudados cuidadosamente, uma
vez que as tecnologias de fermentacdo, de secagem e de microencapsulacédo das
culturas influenciam significativamente a funcionalidade dos probidticos (ALVES,
2013).
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

Essa revisao bibliografica busca apresentar os efeitos benéficos que a ingestdo de
probioticos pode oferecer a saude e avaliar a influéncia dos aspectos tecnolégicos
na elaboracdo de formulagBes probidticas, buscando descrever suas limitagbes e

alternativas.

2.2 Objetivos especificos

e Definir os alimentos probidticos e apresentar os principais grupos compostos

por estes micro-organismos.

e Descrever os beneficios dos probiéticos a salude, bem como a sua aplicacéo

na industria alimenticia, e a legislacéo pertinente.

e Informar e esclarecer os conceitos, as aplicagdes e as influéncias dos
aspectos tecnolégicos sobre as caracteristicas e a viabilidade das culturas

probidticas durante o seu processamento na industria alimenticia.

e Avaliar a sobrevivéncia dos probidticos frente a acidez, ou seja, em condigdes

similares as do estdbmago, e frente a presenca de oxigénio.

e Avaliar a resisténcia dos micro-organismos probidticos durante 0s processos

tecnologicos de Microencapsulacao.
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3 JUSTIFICATIVA

Atualmente, diversas pesquisas tém sido realizadas com a finalidade de
assegurar tanto o bem estar como a saude da populacdo. Dessa forma o
desenvolvimento e a producdo de alimentos que proporcionem ao consumidor um
risco cada vez menor de desenvolvimento de doengcas e ao mesmo tempo
fortalecam o0 seu organismo tem surgido como um desafio para as industrias
alimenticias. A utilizacdo dos probioticos tem sido apresentada como uma alternativa
para vencer estes desafios, uma vez que as propriedades e os efeitos destes
produtos beneficiam a promocdo da saude, através do equilibrio da microbiota
intestinal. Dessa forma estes produtos vém sendo cada vez mais ofertados e
consumidos, constituindo hoje prioridade de pesquisa em todo mundo. O atual
interesse da industria e do comércio e a importancia dos micro-organismos vivos na
alimentacdo humana justifica a realizacdo desse estudo, no qual a andlise da
viabilidade de bactérias probioticas serd avaliada levando — se em consideracdo os

aspectos tecnoldgicos e os seus efeitos sobre as culturas probidticas.
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4 METODOLOGIA

Foi realizada uma pesquisa bibliografica sobre os principais aspectos
tecnologicos atuais e potenciais de probidticos nos ultimos 10 anos, utilizando as
seguintes bases de dados: Scientific Electronic Library Online-SCIELO e Periodicos
Capes. Como palavras chaves foram utilizadas: Micro-organismos probioticos,
Produtos probibticos, Aspectos tecnolégicos, Viabiliadade, Bifidobacterium,
Lactobacillos.
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5 REFERENCIAL TEORICO

5.1 Alimentos probidticos: Definicdo, Composicao e Funcao

Diversas definicdes foram propostas para o termo probiéticos. FULLER! (1989
apud SAAD, 2006) classificou os probiéticos como suplementos alimentares
baseados em micro-organismos vivos que influenciavam positivamente o
hospedeiro, promovendo beneficios. HAVENAAR? et al. (1992 apud SANTOS, 2013)
optaram por classificar os probiéticos como culturas puras ou mistas de micro-
organismos vivos que quando aplicadas aos animais ou ao homem, proporcionam
beneficios, promovendo o balan¢o de sua microbiota intestinal.

Atualmente, a definicho mais aceita refere-se ao conceito dado pela
Organizacdo das Nacdes Unidas para a Alimentacdo e Agricultura (FAO) e a
Organizacdo Mundial de Saude (WHO) (FAO/WHO, 2002) de que probidticos sao
organismos vivos (bactérias ou leveduras) que conferem beneficios & saude do
hospedeiro quando administrados em quantidades adequadas, cuja ingestdo leva a
importantes mudancas fisiolégicas ao organismo, através do equilibrio da microbiota
intestinal.

Os principais critérios para um micro-organismo ser considerado probiético séo:
apresentar resisténcia a acidez gastrica e aos sais biliares (o baixo pH gastrico é um
dos primeiros mecanismos de defesa contra a ingestdo de micro-organismos);
apresentar capacidade de aderir nas células da mucosa intestinal para aumentar a
persisténcia e multiplicagdo dos micro-organismos no intestino (0 que promove
exclusdo competitiva de patdégenos potenciais da superficie intestinal); produzir
compostos antimicrobianos, como, principalmente, bacteriocinas, acidos organicos
volateis e peréxido de hidrogénio, uma vez que estas substancias atuam no combate
aos patdégenos intestinais, auxiliando assim na restauracdo da composicdo da
microbiota intestinal; devem ser seguros em alimentos e durante o uso clinico,
mesmo em individuos imunocomprometidos; apresentar capacidade de ser
produzido em grande escala e de forma viavel (também é importante que seja viavel
e ativo no produto que servira de veiculo); apresentar seguranca aprovada para o
consumo humano, através de meios cientificos e experiéncias baseadas no

consumo de alimentos por um grande nimero de consumidores; serem isolados do
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trato gastrintestinal humano, pois acredita-se que sao mais seguros e mais efetivos
na microbiota intestinal humana (ANAL E SINGH, 2007).

No Brasil, os probidticos atualmente regulamentados pela a Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria — ANVISA (Tabela 1), para aplicacdo em alimentos com
alegacdo de propriedades funcionais, sao Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
casei shirota, Lactobacillus casei variedade rhamnosus, Lactobacillus casei
variedade defensis, Lactobacillus paracasei, Lactococcus lactis, Bifidobacterium
bifidum, Bifidobacterium animallis (incluindo a subespécie B. lactis), Bifidobacterium

longum e Enterococcus faecium (BRASIL, 2008).

Tabela 1. Micro-organismos probiéticos regulamentados pela ANVISA

PROBIOTICOS

Lactobacilus acidophilus

Lactobacillus casei Shirota

Lactobacilus casei variedade rhamnosus

Lactobacilus casei variedade defensis

Lactobacillius paracasei

Lactobacillus lactis

Bifidobacterium bifidum

Bifidobacterium animallis (incluindo a subespécie B.lactis)
Bifidobacterium longum

Enterococcus faecium

Fonte: (BRASIL, 2008).

Bactérias ndo lacticas como Escherichia coli e organismos nao bacterianos
como leveduras, Saccharomyces cerevisiae, também sdo descritas como micro-
organismos probidticos (SANDERS et al., 2007).

Muitos estudos clinicos tém demonstrado a eficacia terapéutica e profilatica de
probidticos especificos contra gastrenterite viral aguda, diarréia associada a
antibioticos, infeccdo por Clostridium difficile e por Helicobacter pylori, doenca
intestinal inflamatdria e sindrome do intestino irritado. Os efeitos dos probidticos sao
estirpe-dependentes, desse modo, cada estirpe proporciona diferentes beneficios
para a saude do consumidor (CHEN E CHEN, 2007).
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5.2 Principais micro-organismos probioticos, seu papel na microbiota

intestinal e a sua influéncia sobre a satude

As estirpes probioticas mais conhecidas pertencem ao género Lactobacillus e
Bifidobacterium (ROKKA E RANTAMAKI, 2010). Estes micro-organismos Sao
considerados 0s micro-organismos probi6ticos mais importantes por terem um efeito
benéfico no trato gastrointestinal (ANAL E SINGH, 2007).

5.2.1 Lactobacillus e Bifidobacterium

Tradicionalmente usadas em alimentos fermentados, os Lactobacillus
constituem um grupo heterogéneo de bactérias fermentativas estritas, produtoras de
acido lactico. As espécies mais comuns encontradas no intestino humano sao o
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus salivarius e Lactobacillus casei (ROKKA E
RANTAMAKI, 2010).

Devido a resisténcia ao acido e a bilis, a sua atividade antimicrobiana e a sua
sobrevivéncia no transito gastrointestinal, o Lactobacillus acidophilus é o mais usado
em preparagfes probidticas. O Lactobacillus salivarius é conhecido pela sua
resisténcia ao acido e a bilis, e também pela boa capacidade de aderéncia as
células epiteliais do trato gastrointestinal. Dentro do género Lactobacillus destaca-se
também o L. casei. A obtencdo de células deste micro-organismo é em geral
realizada por cultivo em matriz liquida, no qual sdo empregados substratos de baixo
custo, tal como o soro de leite, viabilizando assim, a sua producdo em grandes
escalas. O conhecimento da fisiologia, metabolismo, utilizacdo de diferentes
nutrientes, temperatura e pH de crescimento permite obter um melhor controle do
processo (HUNGRIA; LONGO, 2009).

As Bifidobacterium residem geralmente no intestino grosso. Sao micro-
organismos gram-positivos, ndo formadores de esporos, desprovidos de flagelos,
catalase negativos e estritamente anaerdbios. Pode apresentar formas variadas que
incluem bacilos curtos e curvados e bacilos bifurcados, que crescem em meios com
pH de 4,5-8,5. O produto final da fermentacdo sédo o acido lactico e o acido acético
(ROKKA E RANTAMAKI, 2010).

O género Bifidobacterium ¢é de extrema importancia para o0 trato

gastrointestinal do ser humano e de outros mamiferos e inclui cerca de 30 espécies,
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10 das quais sao de origem humana, 17 de origem animal, 2 de 4guas residuais e 1
de leite fermentado. Estdo inseridas na ordem das actinomicetas, sendo organismos
heterofermentativos, que produzem acidos acético e lactico, sem producéo de CO,,
exceto durante a degradacdo do gluconato. As bifidobactérias, de origem humana,
sdo capazes de utilizar além do gluconato, a galactose, a lactose e a frutose como
fontes de energia (NOGUEIRA E GONCALVES, 2011).

Estdo amplamente distribuidos, sendo a razdo em que eles se encontram
dependente da idade e da dieta alimentar. As Bifidobacterium longum, B. infantis e
B. breve presentes no colon, sdo frequentemente usadas como culturas probidticas
(ROKKA E RANTAMAKI, 2010).

5.2.2 Efeitos benéficos na salde

O sistema gastrointestinal humano constitui um ecossistema complexo, que é
colonizado por bactérias de varias espécies. Um epitélio intestinal saudavel é
constituido pela microbiota intestinal, cuja funcdo passa por criar uma barreira contra
a absorcdo de micro-organismos patogénicos, bem como a de compostos nocivos
através do limen do intestino (VARAVALLO, et al., 2008).

Ao serem ingeridos por meio dos alimentos, os probiéticos vdo para o
intestino e ali se somam a microbiota ja existente, sem se fixarem, equilibrando-a e,
com isso, auxiliam o trabalho de absor¢éo dos nutrientes (VARAVALLO et al., 2008).
Dessa forma o consumo de alimentos probidticos tem como funcdo o
estabelecimento de uma microbiota que contribui para a atividade saudavel do
intestino (HUNGRIA; LONGO, 2009).

Os micro-organismos probiéticos desempenham um importante papel
terapéutico, ou preventivo, quando ingeridos em dose e tempo adequado. Seus
efeitos benéficos sdo reconhecidos em diferentes areas como: nas doencas
associadas ao trato gastrointestinal, através da prevencdo de diarreia causada por
algumas bactérias patogénicas e virus; do controle de infecbes e complicagbes
associadas a Helicobacter pylori (gastrite tipo B, Ulcera péptica e cancer gastrico); do
tratamento de doencas inflamatérias do intestino (doenca de Crohn); da prevencao
de alguns tipos de cancer (reducdo dos niveis de compostos carcinogénicos); do
controle da constipacdo; do aumento da tolerancia a lactose; e da imunidade da

mucosa intestinal; no tratamento de doencas hepaticas; no tratamento de doencas
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alérgicas; no tratamento de doencas cardiovasculares, como, sindromes isquémicas
do coragdo, diminuicAo do colesterol sérico e hipertensdo; e até mesmo no
tratamento de disturbios do trato urogenital (infecdes urinarias) (HUNGRIA; LONGO,
2009).

5.2.3 Mecanismos de a¢ao das bactérias probioticas

Uma das teorias mais aceitas como mecanismo de atuacdo dos probioticos é a
teoria da exclusdo competitiva. De acordo com esta teoria, o probidtico compete
fisicamente com os possiveis patdogenos pelos nutrientes do nicho ecolégico e/ou pelos
sitios de adesao, impedindo assim a sua proliferacdo e formando uma barreira fisica na
mucosa. Barreira esta que justifica sua atividade moduladora de reacbes alérgicas
alimentares. Esta teoria confirma a necessidade de administracdo continuada dos
probidticos a fim de conferir seus beneficios. O conjunto de atividades dos probibticos
pode ser dividido em efeitos antimicrobianos, nutricionais e fisioldgicos. A utilizacéo
de culturas probidticas estimula a multiplicacdo de bactérias benéficas em
detrimento de bactérias potencialmente patoldgicas, reforcando os mecanismos
naturais de protecdo (KOMATSU; BURITI; SAAD, 2008).

Os probioticos facilitam a formacdo da chamada barreira probidtica no
intestino, impedindo, assim, a colonizacdo da microbiota por bactérias patogénicas.
Alguns dos mecanismos descritos para esse impedimento € a competicdo que
ocorre no intestino favorecendo as bactérias probidticas, o estimulo do sistema
imunologico facilitando a defesa do organismo, significativa redu¢do dos niveis de
colesterol total com diminuicdo do LDL colesterol, melhora da digestao de proteinas
e aumento da absorgéo de vitaminas e minerais (VARAVALLO et al., 2008).

A capacidade dos probiéticos de promover a protecdo da barreira epitelial se
deve basicamente a duas propriedades: Competicdo por nutrientes e/ou competicao
entre linhagens patogénicas e microrganismos probiéticos pelos mesmos sitios de
adesao (exclusdo competitiva), além da inducédo da sintese de defensinas e muco
(ALVIM, 2011).

As bactérias probibticas ocupam os sitios de ligagBes (receptores ou pontos
de ligagdo) na mucosa intestinal, formando um tipo de barreira fisica as bactérias

patogénicas. Assim, as bactérias patogénicas ndo conseguem se ligar a esses
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receptores e consequentemente sdo excluidas pela competicao por sitios de ligagédo
(VARAVALLO et al., 2008).

A aderéncia bacteriana ao epitélio intestinal envolve varios fatores, sendo que
0 processo inicial € baseado em interagdes fisico-quimicas, que estdo relacionadas
as cargas elétricas presentes e a hidrofobicidade da parede celular do
microrganismo. A ligacdo dos probioticos com células epiteliais do intestino como,
por exemplo, as células de Paneth e enterdcitos, estimulam a produgdo de
defensinas e muco, respectivamente, substancias importantes na protecdo das
superficies mucosas contra invaséo por patégenos (ALVIM, 2011).

A perda de integridade da mucosa intestinal varia com os individuos estando
associada a idade, ao stress, a dieta e a certas terapias. A suplementacao da dieta
com probidticos 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 invasdo das células epiteliais por bactérias patogénicas
(ALVES, 2013).

A sua acao também 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 (VARAVALLO et al., 2008).

O beneficio dos probidticos frente a diarreia € apresentado em diferentes
estudos, e esta relacionado a esta inibicdo da atividade de outros micro-organismos
patogénicos (BALLUS et al., 2010). A atividade antimicrobiana € uma das formas
empregadas pelas bactérias probidticas para excluir, competitivamente, ou inibir a
atividade das bactérias patogénicas no intestino. Assim varios microrganismos
probioticos apresentam atividade antagonista contra espécies patogénicas pela
sintese de bacteriocinas, peréxido de hidrogénio, acidos organicos volateis, acido
latico e acético (SILVA et al., 2007).

Geralmente, esses acidos organicos apresentam forte atividade inibitoria contra
bactérias Gram-negativas, pois a forma néo dissociada do acido organico penetra na
célula bacteriana e se dissocia no citoplasma. A eventual queda do pH interno ou a

bY

acumulacao intracelular da forma ionizada do acido organico conduz a morte do
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patbgeno. Sendo assim a producdo destes &cidos potencializa o efeito
antimicrobiano e consequentemente o equilibrio da microbiota intestinal (BALLUS et
al., 2010).

Os probidticos estimulam a resposta imunitaria através da ativacdo de
macrofagos, por aumento dos niveis de citocinas e imunoglobulinas. No célon
podem alterar favoravelmente a microbiota e podem também melhorar a saude
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 indugcdo de alteracdes qualitativas e
qguantitativas da microbiota intestinal envolvidas na produgdo de compostos
cancerigenos, por alteracdo das condicdes fisico-quimicas do célon e por efeitos na
fisiologia do hospedeiro (SANTOS, 2013).

Na maioria das vezes, 0s probiodticos sdo selecionados utilizando-se bactérias
da microbiota indigena, com a finalidade de se aumentar as chances de obtencgédo de
bactérias com melhor capacidade adaptativa as condi¢des intestinais do hospedeiro.
Assim, um probidtico é capaz de metabolizar de forma mais rapida e eficiente os
nutrientes, tornando-os indisponiveis aos patégenos e, consequentemente,
impedindo a proliferacdo destes (ALVIM, 2011).

Outro beneficio dos probiéticos em relacédo ao trato gastrointestinal € no auxilio
sintomético das codlicas abdominais, relacionadas com a motilidade anormal e a
sindrome de intestino irritAvel, onde os probidticos interferem na regulacdo dos
receptores opidides e canabibides das células epiteliais intestinais regulando a dor
visceral (WENDLING; WESCHENFELDER, 2013).

5.2.4 Metabolismo das bactérias probioticas

O termo “probidtico” inclui uma ampla gama de bactérias do &cido latico (BL).
As BAL sdo um grupo de bactérias que produzem &cido lactico como principal
metabolito através da fermentacdo de carboidratos. S&o heterotroficas e tém
necessidades nutricionais complexas (REDDY et al., 2008). Morfologicamente, as
bactérias lacticas podem estar distribuidas em cocos, bacilos ou bastdes regulares e
bacilos ou bastbes irregulares (MOZZI et. al, 2010).

De acordo com sua temperatura de crescimento as BAL podem ser

classificadas em mesofilicas e termofilicas. Sendo que as mesofilicas sdo aquelas
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que crescem a uma temperatura 6tima por volta de 30 °C e as termofilicas aquelas
gue crescem a uma temperatura 6tima de 42 °C (SYBESMA et. al, 2006).

As bactérias lacticas sobrevivem em presenca de um pH relativamente baixo
diferentemente de outros grupos microbianos com metabolismo respiratério. Esta
caracteristica é importante, pois capacita as BAL a eliminar competicdo da maioria
de outras bactérias em ambientes ricos em nutrientes. As bactérias lacticas possuem
ainda um sistema de transporte simultaneo de acido latico e protons para o exterior
celular, que contribuem para a homeostase do pH interno e originam energia
(BERNARDEAU et. al, 2008).

As bactérias lacticas possuem elevadas exigéncias nutricionais em rela¢do ao
substrato, possuindo metabolismo fermentativo estritamente sacarolitico. Com base
nos produtos finais da fermentacdo elas podem ser divididas em dois grupos: as
homofermentativas e as heterofermentativas. As homofermentativas produzem acido
lactico como o principal produto da fermentacdo da glicose, enquanto que as
heterofermentativas produzem, além de acido lactico, substancias como diéxido de
carbono, acido acético, etanol, aldeido e diacetil (GONCALVES, 2009).

Dessa forma duas principais vias de fermentacdo de acucar podem ser
distinguidas entre as BAL (FIGURA 1). As homofermentativas utilizam em seu
metabolismo a via glicolitica (via Embden-Meyerhof-Parnas) que resulta em &cido
lactico como produto final. J& as heterofermentativas realizam a fermentacéo via 6-
fosfogluconato/fosfoquetolase, que resulta em quantidades significativas de outros
produtos finais, como o etanol, acetato, e CO, em adicao ao 4cido lactico produzido
(GOMES, 2009).
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Lactato Etanol

Figura 1. Representacdo esquematica simplificada das vias do metabolismo homofermentativo e
heretofermentativo em bactérias laticas.
Fonte: GOMES, 2009

Na industria de alimentos, estas bactérias sdo de grande interesse pela
capacidade de diminuir tanto o contetdo de carboidratos dos alimentos que
fermentam quanto o pH. Um dos efeitos mais desejaveis do seu crescimento é este
processo de acidificacdo. O pH pode diminuir para um valor proximo de 4,0, valor
baixo o suficiente para inibir o crescimento de varias bactérias, incluindo os
patdgenos mais comuns, prolongando, assim, a vida de prateleira desses alimentos
No entanto, em algumas situacfes, as BAL também podem ser responsaveis pela
producdo de sabores e aromas indesejaveis. A producdo destes compostos
indesejaveis ocorre devido estas bactérias serem tolerantes a temperaturas
elevadas, ao baixo pH e por possuirem habilidade de crescimento extremamente
rapida (REDDY et al., 2008).

As bactérias lacticas tém sido utilizadas em todo o mundo em varias
fermentacdes de alimentos. Estas bactérias, ndo formam esporos, e assumem-se
como Gram-positivas, acido-tolerantes e catalase negativas (BALLUS et al., 2010).

As bactérias podem ser classificadas em dois grandes grupos: gram-positivas
ou gram-negativas devido a técnica de coloracédo de Gram que foi desenvolvida em
1884, pelo bacteriologista dinamarqués Hans Christi an Gram. As bactérias
denominadas Gram-negativas (Figura 2) sdo aquelas que possuem parede celular
mais complexa visto que possui uma maior quantidade de aminoacidos e de
lipideos, e se coram em rosa. As bactérias Gram-positivas sao aquelas que

possuem uma maior quantidade de peptideoglicanas e se coram em roxo, e
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possuem como por caracteristica os acidos teicdicos em sua estrutura (Figura 3)
(FREITAS, 2007).

o Lipopolissacarideo
Parede celular
Lipoproteina —
Peptidoglicano (mureina) —8
Membrana celular

Figura 2. Estrutura bésica da parede celular Gram — negativa.
Fonte: NOGUEIRA; MIGUEL, 2009.

Figura 3. Estrutura bésica da parede celular Gram — positiva.
Fonte: NOGUEIRA; MIGUEL, 2009.

A diferenca de coloracdo de Gram se deve as diferencas na estrutura da
parede celular de células gram-positivas e gram-negativas, que permitem que o
alcool descore as células gram-negativas, mas ndo as gram-positivas. Os diferentes
tipos de bactérias reagem de modo diferente a coloragdo de Gram, provavelmente
porque diferencas estruturais em suas paredes celulares afetam a retencdo ou
liberacdo de uma combinacéo de violeta de genciana e iodo, denominada complexo
violeta-iodo (CV-Il). Entre outras diferencas, as bactérias gram-positivas tém uma
parede celular mais espessa de peptideoglicano que as bactérias gram-negativas.
Além disso, as bactérias gram-negativas contém uma camada de lipopolissacarideo

como parte de sua parede celular, esta fracdo de LPS (lipopolissacaridio) externa é
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um fator de extrema importancia na determinacao da toxigenicidade e antigenicidade
destas bactérias (NOGUEIRA; MIGUEL, 2009).

Quando aplicada as células gram-positivas e gram-negativas, a violeta de
genciana e o iodo penetram facilmente nas células. Dentro das mesmas, a violeta de
genciana e o iodo se combinam para formar o CV-l. Este complexo € maior que a
molécula de violeta de genciana que penetrou na célula e, devido a seu tamanho,
nao pode ser removido da camada intacta de peptideoglicano das células gram-
positivas pelo alcool (FREITAS, 2007).

Consequentemente, as células gram-positivas retém a cor do corante violeta
de genciana. Nas células gram-negativas, contudo, a lavagem com alcool rompe a
camada externa de lipopolissacarideo, e os complexos CV-l sdo removidos através
da camada delgada de peptideoglicana. Como resultado, as células gram-negativas
permanecem incolores até serem contra coradas com safranina, quando adquirem a
cor rosa (FREITAS, 2007).

E sabido que os probiéticos competem com as bactérias indesejaveis ao
hospedeiro, pelos nutrientes disponiveis no nicho ecologico e ainda conseguem
impedir a sua multiplicacdo através da producdo de compostos antimicrobianos,
nomeadamente as bacteriocinas. As bacteriocinas séo definidas como substancias
produzidas por bactérias que sdo capazes de inibir a multiplicacdo de outras
bactérias, mesmo em baixas concentracdes. Atualmente, encontra-se na literatura
uma ampla gama de trabalhos que descrevem a acdo antagonista destas
substancias contra varios patdgenos, tais como Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae, Clostridium sporogenes,
Clostridium perfringens Staphylococcus aureus, Salmonella enteritidis, dentre outros
(NOGUEIRA; GONCALVES, 2011).

O perdxido de hidrogénio produzido pelos microrganismos probidticos € um
antagonista cujo espectro de agéo inclui a inibicdo do crescimento de bactérias
patogénicas Gram negativo, sendo importante para a manutencdo do equilibrio da
microbiota através do combate a bactérias patogénicas. Além disso, ele também
pode estar associado a capacidade de colonizacdo vaginal, impedindo o
estabelecimento de patdgenos nesta regido. A acdo bacteriostatica dos acido
formados é dependente do pH, sendo que quanto maior a reducdo deste, maior a
quantidade de acido e efeito antibacteriano mais intenso (NOGUEIRA,
GONGALVES, 2011).
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As bactérias acido lacticas produzem também nisina, diplococcina, lactocidina,
bulgaricina e reuterina. Essas substancias apresentam atividade inibitoria, tanto para
bactérias gram-negativas quanto para gram-postitivas (NOGUEIRA; GONCALVES,
2011).

Outra importante caracteristica funcional das bactérias probioticas € a
imunomodulagdo. A membrana que reveste o intestino € protegida por um sistema
imunolégico adaptativo. Alguns géneros de bactérias intestinais, como o
Lactobacillus e o Bifidobacterium estéo diretamente relacionados com o estimulo da
resposta imune por aumento da producdo de anticorpos, ativacdo de macrofagos,
proliferacdo de células T e producdo de interferon, entre outros (WENDLING;
WESCHENFELDER, 2013).

Para que os probioticos consigam influenciar na resposta imunoldgica, eles
precisam ativar este tecido linfoide, que sdo as placas de Peyer e as células
intestinais. Essas duas estimulam a comunicac¢do dos linfocitos B e T com outros
tecidos e sdo produtoras de imunoglobulina A (IgA). Dessa forma a resposta
imunologica gerada é diretamente dependente da linhagem probidtica ingerida e do
tipo celular ao qual ela se liga. A interacdo do microrganismo probidtico com as
células dendriticas € o fator que promove a producdo de citocinas, principais
moléculas do complexo de histocompatibilidade principal para apresentacdo de
antigenos, e moléculas co-estimulatérias que polarizam células T em células T
regulatorias e auxiliares tipo 1 e 2. Além disso, bactérias probidticas podem atingir o
tecido linfide associado ao intestino atravessando células intestinais especiais
(transcitose), chamadas células M, e interagir diretamente com as células
dendriticas, modulando a resposta imune. Outro aspecto importante € que uma vez
estabelecido no TGI, o probidtico promove o estimulo a proliferagdo de células T
regulatorias e imunoglobulinas, principalmente IgA, em neonatos, permitindo um
desenvolvimento normal do sistema imune por meio da inducdo da toleréncia a
antigenos luminais, auxiliando na prevengcdo de doengas autoimunes e alergias
alimentares (WENDLING; WESCHENFELDER, 2013).

Ao se aderir a mucosa estomacal e produzir substancias bactericidas o0s
probiéticos impedem a colonizacdo de Helicobacter pylori nas células epiteliais.

Também atuam no sistema imunoldgico que auxilia na reducao da inflamacgéo das
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células estomacais. Os probibticos ndo podem substituir o tratamento, mas podem
auxiliar o esquema terapéutico de Helicobacter pylori (GUARNER, 2011).

Durante o processo de fermentacdo do iogurte, as vitaminas nele presentes
fornecem substrato para o crescimento das bactérias laticas e assim produzem mais
vitaminas. As proteinas do leite sdo parcialmente pré-digeridas por acdo as bactérias
laticas permitindo assim uma melhor digestdo (VARAVALLO et al.,, 2008). As
bifidobactérias presentes nos leites fermentados atuam na sintese das vitaminas no
complexo B, vitamina K, acido nicotinico e félico, estimula o sistema imunoldgico e
ajudam a restabelecer a microbiota normal ap6s o uso de antibidticos (SANTOS et
al.,2008).

A intolerdncia a lactose se manifesta devido a auséncia da enzima -
galactosidade no intestino que impossibilita a degradacdo da lactose presente em
alimentos como o leite. Para as pessoas intolerantes a lactose os leites fermentados
sdo mais bem aceitos, pois a lactose presente no leite € reduzida durante a
fermentacado pelos lactobacilos e pelas bifidobactérias. Bactérias como Lactobacillus
acidophilus encontradas em leites fermentados, também produzem essa enzima, o
que possibilita que as moléculas de lactose presente no leite sejam clivadas em
moléculas menores, facilitando sua digestdo e beneficiando assim as pessoas com
intolerancia a lactose (WENDLING; WESCHENFELDER, 2013).

Considerando — se os efeitos benéficos na saude do consumidor, a ANVISA
determina a quantidade minima viavel para os probiéticos entre 108 e 10° Unidades
Formadoras de Col6nias (UFC) na recomendacédo diaria do produto pronto para o
consumo, conforme indicagao do fabricante. Essa informag&o deve ser declarada no
rétulo, proximo a alegacdo. Quanto a comprovacao de eficacia, a documentacgao
deve incluir o laudo de analise do produto que comprove a quantidade minima viavel
do micro-organismo até o final do prazo de validade e o teste de resisténcia da
cultura utilizada no produto a acidez gastrica e aos sais biliares (BRASIL, 2008).

Os probidticos sédo referidos como agentes bioterapéuticos e alimentos
funcionais, mas antes de declarar o valor clinico desses micro-organismos
disponiveis na industria alimenticia € necessario avaliar com rigor 0s seus
mecanismos de acdo. O alimento ou ingrediente que alegar propriedades funcionais
e/ou de saude, além de fungbes basicas, quando se tratar de nutriente, pode

produzir efeitos metabdlicos e/ou fisiolégicos e/ou benéficos a saude, devendo ser
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seguro para consumo sem a supervisdo meédica. Para tanto devem,

obrigatoriamente, ser registrados junto ao 6rgdo competente (PEDROSO, 2011).

5.3 Probidticos e formulag¢@es alimenticias disponiveis no mercado

O aumento na procura por alimentos funcionais, como leites fermentados com
culturas microbianas probidticas, elevou o interesse em pesquisas para manter estes
micro-organismos viaveis no produto. As maiores populacdes de micro-organismos
probidticos foram observadas nas bebidas com mais baixa acidez e elevado teor de
sélidos. Culturas probibticas estdo muitas vezes associadas a produtos lacteos
fermentados. logurtes e alguns tipos de leite (leite fermentado) constituem os
produtos mais comuns; Entretanto também podem ser considerados como
probiéticos outros alimentos como chucrute, pdo, salame, alguns sumos e bebidas
de soja (THAMER; PENNA, 2005).

Produtos a base de leite e dos seus derivados tem sido amplamente
comercializados e atuam, geralmente, como bons substratos alimentares para os
probidticos. Entretanto, o consumo destes alimentos tem sido limitado pela
crescente onda de vegetarianismo e do grande nimero de pessoas intolerantes a
lactose, alérgicas a proteina do leite ou que fazem dieta com restricdo ao colesterol.
O desenvolvimento de produtos ndo lacteos probioticos, incluindo matrizes
alimentares a base de frutas, legumes e cereais, tem sido amplamente estudado
como uma alternativa aos individuos e verificou-se que os alimentos fermentados
tradicionais podem conter micro-organismos probidticos viaveis (VASUDHA;
MISHRA, 2013).

Os alimentos probioticos sdo encontrados em varias apresentacdes: na forma
de p6 ou capsulas para serem diluidas, formulagbes para animais, produtos
farmacéuticos, alimentos de origem vegetal, produtos de confeitaria e produtos
lacteos fermentados ou ndo (FERREIRA, 2003). A tabela 2 traz os principais

produtos alimenticios comercializados no Brasil, contendo bactérias probidticas.
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Tabela 2 - Principais produtos alimenticios probiéticos comercializados no Brasil.

PRODUTO/ MARCA PROBIOTICOS MERCADO/GENERO APRESENTAGAO
REGISTRADA (MICRO - ORGANISMOS)
Yakult/Yakult® L.casei shirota Alimenticio Bebida fermentada
Sobremesa
Chamyto/Nest|é® L. jonhsonii Alimenticio Bebida fermentada
L. helveticus
Vigor Club-Pkemons® L.casei Alimenticio Bebida fermentada
L.acidophilus
Batativo® L.casei Alimenticio lorgute
LC1 Active Nestlé® S. thermophilus Alimenticio lorgute
L. bulgaricus
L. acidophilus NCC 208
logurte Biofobras® Bifidobacterium lactis Alimenticio lorgute
L. acidophilus

Fonte: Adaptado de OLIVEIRA, 2007.

5.4 Critérios utilizados na selecdo dos probidticos

Diversas culturas probioticas vem sendo isoladas e caracterizadas, bem como o
processo de fermentagdo passou a ser controlado e padronizado pelas indUstrias. A
adicdo de bactérias probidticas aos produtos probidticos exige uma série de
cuidados. Uma das principais dificuldades encontradas esta relacionada a
funcionalidade, visto que os produtos sdo produzidos com uma base igual aos
produtos ndo probidticos, para que nao haja descaracterizagdo e se assegure sua
funcionalidade (VARAVALLO et al., 2008).

Durante o processamento de alimentos probioticos e apos sua ingestdo, as
bactérias sdo submetidas a diversas condi¢des estressantes: presenca de acidos
organicos durante o cultivo (diminuicdo do pH), alta pressdo osmotica, diminui¢cdo da
atividade de agua, alta concentracdo de ions, flutuacdes de temperatura, vacuo,
liofilizacdo, exposicdo ao oxigénio durante estoque prolongado, deplecdo de
nutrientes, antagonismo entre linhagens, presenca de compostos antimicrobianos
(peroxido de hidrogénio e bacteriocinas), entre outros (VASIJEVIC & SHAH, 2008).

Dessa forma uma selecéo adequada de estirpes deve ser conduzida para que

0 processamento dos géneros classificados como probioticos ocorra de forma
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adequada. Essa sele¢cdo visa garantir a sobrevivéncia desses micro-organismos a
passagem pelo trato gastrintestinal - TGI, ap6s a manuten¢do de sua viabilidade no
préprio produto-alvo, durante a elaboracdo e o armazenamento, bem como conferir
propriedades tecnoldgicas adequadas a esse produto (KOMATSU et al., 2008).

Os principais critérios de selecdo de um micro-organismo como probidtico
para aplicagdo industrial sdo: sua capacidade de propiciar efeitos benéficos ao
hospedeiro; exercer atividade antagonista contra micro-organismos patogénicos;
possuir boas propriedades tecnolégicas de modo que possa ser produzido e
incorporado em produtos alimentares sem perder a viabilidade e funcionalidade ou
criar sabores e texturas desagradaveis, resistindo além de tudo durante sua
estocagem e transporte; sobreviver a passagem pelo trato gastrintestinal, chegarem
vivos e bioativos em seu local de acdo; aderirem e colonizarem o trato, tolerando o
baixo pH do suco gastrico, resistindo a acao da bile e das secrecfes pancredticas, e
mantendo-se ativos no intestino; possuir a capacidade de adesdo a superficie da
mucosa intestinal; apresentar distribuicdo uniforme na formulacdo dos alimentos; ter
a eficacia comprovada por estudos cientificos; ser de origem humana; né&o
apresentar histérico de patogenicidade, nem associacdo a doencas (SANTOS,
2013).

A escolha de um sistema carreador adequado é fator fundamental no
desenvolvimento de alimentos funcionais probidticos, pois a sobrevivéncia desses
micro-organismos € afetada pelas caracteristicas fisico-quimicas e fatores
intrinsecos dos alimentos transportadores. Além disso, em relagdo as perspectivas
de processamento de alimentos, € desejavel que as estirpes sejam apropriadas para
a producdo industrial em larga escala e resistam a todas as condi¢cdes de
processamento. Na producgéo de um alimento probiético, o produto final deve ter vida
média variando de 15 a 30 dias. E necesséario ainda que 0s micro-organismos
permanecam vidveis e em nimero elevado (>10° UFC/mL) durante a vida de
prateleira (KOMATSU; BURITI; SAAD, 2008).

No processo de selecdo de probidticos varios critérios devem ser observados
como, a segurancga dos micro-organismos, 0s seus aspetos funcionais e também os

seus aspectos tecnoldgicos (SAAD, 2006).
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5.4.1 Critérios de seguranca

A segurancga constitui o primeiro passo na selecao de estirpes probidticas e
inclui a origem, a classificacdo (espécie e género) e a sua nao viruléncia. A
resisténcia aos compostos antimicrobianos e as toxinas produzidas pelas bactérias
patogénicas presentes no intestino, assim como a resisténcia a substancias
utilizadas como antibioticos em formulagbes farmacéuticas representam também
carateristicas que devem ser consideras. 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 mutacBes genéticas ou a aquisicdo de genes de outras bactérias. A nao
transmissdo destes genes constitui também outro aspeto importante a considerar em
termos de seguranca (ALVES, 2013).

5.4.2 Critérios de funcionalidade

Em termos funcionais devem ser considerados, a sobrevivéncia as condi¢des
gastrointestinais, ou seja, a tolerancia ao acido, fluido géastrico 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 probidticas (ALVES, 2013).

Os micro-organismos 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 proprio 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 colonizagdo bacteriana no intestino
delgado; assim, a sobrevivéncia dos micro-organismos probidticos a passagem do
estbmago e correspondente tolerancia ao éacido é um requisito fundamental
(MENEZES, et al, 2013).
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A bile, solucdo aquosa constituida por &cidos, colesterol, fosfolipidios e
pigmentos, desempenha um importante papel na emulsificacdo, solubilizacdo e
digestao dos lipideos. Considerado um solvente biologico, sdo reconhecidas as suas
propriedades antimicrobianas, uma vez que as membranas das bactérias podem,
por ela, ser dissolvidas. A hidrolise dos sais biliares tem sido identificada e
caraterizada em bactérias probidticas, assumindo-se como um dos critérios para
selecéo de estirpes probidticas (SOARES et al., 2011).

A capacidade de aderéncia das estirpes probioticas a superficie intestinal e
subsequente colonizagdo constitui um requisito importante para que se verifiqgue
uma acdo probidtica. Da aderéncia resulta uma interacdo entre a estirpe e a
superficie da mucosa intestinal, promovendo os efeitos imunoldgicos e a excluséo

competitiva de bactérias patogénicas (MENEZES, et al, 2013).

5.4.3 Critérios tecnoldgicos

Anteriormente a fase de colocacdo 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 incorporacdo nos alimentos ndo deve transmitir sabores

estranhos ou mesmo alterar a textura dos alimentos (SOARES et al., 2011).

5.5 Influéncias dos aspectos tecnoldgicos sobre as caracteristicas e a

viabilidade de culturas probiéticas

5.5.1 Tolerancia a acidez

A resisténcia a acidez e a tolerancia aos sais biliares sdo duas propriedades
fundamentais para que 0s micro-organismos sejam considerados probiéticos,
permitindo que sobrevivam as condi¢des &cidas do estbmago e a presenca dos sais
biliares no intestino delgado durante a passagem pelo trato gastrintestinal (BALLUS
et al., 2010).
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O pH final ideal é de aproximadamente 4,7. Esse pH deve ser alcancado em no
maximo 24h para garantir a seguran¢a microbiolégica do produto durante sua vida
atil e para evitar que o pH decresca a valores muito baixos durante o estagio de
armazenagem. As bactérias probidticas tém baixa capacidade de acidificacdo, sendo
utilizadas em associacdo com culturas bioajustadoras. Apesar do pH ndo ser o Unico
fator envolvido no crescimento das bactérias probibticas, sua dificuldade de
desenvolvimento em pH inferior a 4,5 limita a manufatura de produtos alimentares
(MAZO et al, 2009).

5.5.2 Presenca de oxigénio

O potencial de oxigénio é aumentado no intestino favorecendo o crescimento
de bactérias aerdbias e anaerobias facultativas, como enterobactérias, enterococos
e estafilococos, pois as bactérias anaerobias ndo podem crescer inicialmente. A
medida que as bactérias aerdbias e anaerdbias facultativas consomem o oxigénio, o
meio se torna favoravel ao crescimento das bactérias anaerdbias obrigatorias como
as Bifidobacteria, Bacteroides e Clostridia, que comecam a proliferar. Entdo os
aerébios e as bactérias facultativas diminuem, possivelmente devido a reducédo dos
nutrientes passiveis de serem utilizados em meio com baixo potencial de oxigénio
(MAZO et al, 2009).

Os micro-organismos probiéticos sdo considerados como altamente
susceptiveis ao oxigénio, embora essa tolerancia dependa da espécie. O oxigénio
pode afetar esses organismos pela sua toxicidade as células e pela producdo de
peréxido de hidrogénio (BALLUS et al, 2010).

Diversos micro-organismos probioticos sdo anaerObicos por natureza,
portanto elevado teor de oxigénio o pode afetar seu crescimento e viabilidade. O
acumulo de peréxido de hidrogénio é facilitada pelo fato de alguns micro-organismos
nao apresentarem a enzima catalase. O peroxido de hidrogénio pode reagir com
outros compostos e produzir substancias inibidoras. Os micro-organismos
estritamente anaerdbios, geralmente sdo considerados mais vulneraveis aos efeitos
deletérios do oxigénio. Para lidar com o problema da permeabilidade das
embalagens plasticas ao oxigénio, uma das op¢des é o emprego de embalagens de

vidro que sdo menos permeaveis (BALLUS et al, 2010).
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Contudo, considerando as dificuldades inerentes a essa estratégia pode-se
trabalhar com a adicdo de acido ascoérbico que atua como removedor de oxigénio.
Além do acido ascérbico, a adicdo de L-cisteina mostrou-se efetiva para o aumento
da viabilidade de micro-organismos. A cisteina, aminoacido sulfurado, também pode
servir como fonte de nitrogénio (fator de crescimento), bem como reduzir o potencial
redox do meio. A adicdo de soro de queijo em pé e de concentrado de proteinas do
soro pode afetar consideravelmente a viabilidade das bactérias, servindo como
fontes de peptideos e aminoacidos em funcdo do tratamento térmico do leite durante
0 processamento do iogurte. As proteinas do soro sdo ricas em aminoacidos
sulfurados, os quais séo liberados durante o tratamento térmico e, assim, poderao
diminuir o potencial redox do meio. As proteinas do soro também podem atuar como

sistema tampao, evitando mudancas bruscas no pH. (BALLUS et al, 2010).

5.5.3 Presenca de ingredientes e aditivos alimentares

Os aditivos alimentares séo indispensaveis na fabricacdo de bebidas e outros
derivados lacteos. Tornam-se parte do alimento a fim de estabelecer caracteristicas
sensoriais proprias e definidas, como sabor, aparéncia, consisténcia e vida atil. Ha
estudos que demonstram a influéncia de aditivos utilizados em produtos probidticos
no crescimento dos iniciadores &cido-lacticos e das bactérias probidticas.
Constataram que adocantes, compostos aromaticos, natamicina, agentes
flavorizantes e o flavorizante-corante de péssego nao influenciaram o crescimento
das estirpes nas concentracdes utilizadas pela industria. O efeito de outras
substéancias, especialmente agentes flavorizantes-corantes, mostrou-se dependente
da espécie bacteriana. (MAZO et al, 2009).

Alguns aditivos comumente utilizados pela industria de laticinios séo: sais,
acucares, frutas, adocantes, corantes, aromatizantes, nisina, natamicina e lisozima.
Em geral, as bactérias probidticas sdo mais resistentes aos aditivos do que as
culturas starters. Compostos como KCI, adocantes (acessulfame e aspartame),
compostos do aroma (diacetil, acetaldeido e acetoina), natamicina, aromatizantes
(esséncias de morango, baunilha, péssego e banana) e agentes corantes-
aromatizantes (péssego) nao influenciaram o crescimento das linhagens nas

concentracbes comumente utilizadas na industria de laticinios. A tolerancia das
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culturas starters e das bactérias probidticas aos aditivos deve constituir critério de
selecdo para possibilitar a melhor combinagdo de linhagens, melhorando o
desempenho no crescimento e a viabilidade celular durante o processo industrial e a
estocagem do produto (BALLUS et al, 2010).

5.5.4 Métodos de conservacao das linhagens

Os probidticos devem ser mantidos bem refrigerados, pois normalmente tém
pouco tempo de vida e acdo. Algumas estirpes mostram sensibilidade a acidez e
este problema é agravado pela pos-acidificacdo no armazenamento, promovido pela
B-galactosidase que ainda permanece ativa de 0°C a 5°C (SOARES et al., 2011).

A sobrevivéncia destes micro-organismos no trato gastrointestinal humano é
guestionavel, portanto a obtencéo de probidticos que resistam a passagem por essa
barreira é de grande interesse do ponto de vista nutricional e tecnoldgico. Condi¢cbes
extremamente &cidas como as encontradas no estdmago podem diminuir
significativamente o numero de células probidticas viaveis que chegariam ao
intestino (SANTOS, 2013).

A aplicacdo dos probioticos esbarra na dificuldade de elaboracdo de produtos
gue tenham boa resisténcia ao processamento e viabilidade durante a vida util do
produto, ja que algumas estirpes sdo extremamente sensiveis (OLIVEIRA, 2011).

As bactérias probibdticas possuem mecanismos de resposta ao estresse,
sendo capazes de acumular substancias compativeis inertes que protegem suas
enzimas contra a acdo do calor, frio, desidratacdo e exposicdo ao ambiente
gastrintestinal (VASIJEVIC & SHAH, 2008).

Existem recursos tecnologicos para aumentar a viabilidade dos
microrganismos durante o processamento e estocagem. Dentre eles, destacam-se a
adicdo de crioproterores, prebioticos e 0 microencapsulamento das bactérias. A
adicdo de crioprotetores tem por objetivo diminuir a diferenca osmotica entre o
interior e exterior das células, diminuindo os danos causados pelo frio. Os
prebidticos contribuem para a viabilidade das bactérias uma vez que estimulam
especificamente o seu crescimento. O microencapsulamento, por sua vez, consiste

em envolver as bactérias probidticas em polimeros naturais, reduzindo as perdas
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celulares durante o processamento e estocagem dos produtos (CAPELA et al,
2006).

5.5.5 Microencapsulacao de probidticos

7z

A microencapsulagdo é uma tecnologia que permite recobrir particulas ou
pequenas gotas de material liquido ou gasoso, formando capsulas em miniatura, as
quais podem liberar seu conteddo em taxas controladas e/ou sob condicdes
especificas. Tais microcapsulas podem apresentar tamanho na faixa de fracbes de
micron até varios milimetros, possuindo diferentes formas, dependendo dos
materiais e métodos utilizados em sua preparacao. O material externo é denominado
agente encapsulante, enquanto ingrediente interno € o material ativo (MENEZES et

al., 2013). A figura 4 mostra a estrutura fisica de uma microcépsula.

Lieco ncleo Motz com o agente encapasanie ¢

vanos macleos desperros
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Figura 4. Representagéo da estrutura fisica de uma microcapsula.
Fonte: BURGAIN et al., 2011.

Este processo pode ser aplicado a culturas starter ou culturas de arranque
com manutengao de viabilidade celular elevada e aumento, de forma eficiente, da
resisténcia dos probiéticos a passagem pelo trato gastrointestinal. Quando
incorporadas em produtos alimentares, na forma de microcapsulas, as bactérias

probidticas conservam a sua viabilidade até ao momento de consumo do produto.
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Por outro lado, as células conseguem atingir a taxa de atividade metabdlica celular
desejavel e mantém as suas propriedades sensoriais permanecendo elevada e
controlavel a viabilidade das bactérias na fase final do processo de fermentacao.
Como desvantagem, a producdo de produtos fermentados usando bactérias
encapsuladas implica custos mais elevados, devido ao longo periodo de incubacgéo
que exige e a necessidade de uso de grandes quantidades de in6culo (uma vez que
nao ha células de multiplicacdo durante o processo de fermentacéo) (ALVES, 2013).

A sua aplicacdo também é conhecida em processos de fermentacdo. Os
micro-organismos sdo protegidos do efeito nefasto de compostos quimicos
alcancando uma boa rentabilidade na producdo de metabolitos durante o processo
fermentativo, como o caso do fabrico do iogurte, queijo e produtos lacteos
congelados (ANAL E SINGH, 2007).

A microencapsulagdo de probidticos ajuda a fixar e/ou melhorar as
propriedades sensoriais do produto final sendo a acidez de um produto fermentado
por bactérias micro encapsuladas mais moderada. A inativacdo 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 (ALVES, 2013). Na tecnologia de microencapsulacao sdo utilizados
polimeros, tais como alginato, carragenina, goma, quitosano, amido e proteinas do
soro de leite (SANTOS, 2013).

A microencapsulacdo tem sido aplicada pela indastria com o objetivo de
melhorar a resisténcia das células probioticas no trato gastrointestinal e prolongar a
sua vida atil em produtos alimentares. Enquanto o uso de crioprotetores e
prebidticos aumenta a viabilidade das bactérias probibticas por até quatro semanas
de estocagem a 4°C. O microencapsulamento desses microrganismos probiéticos
pode aumentar a viabilidade dos mesmos apds seis meses de estocagem a
temperaturas de 4 e 21°C (CAPELA et al, 2006).

No entanto, a tecnologia de microencapsulagdo de probioticos tem ainda de
enfrentar muitos desafios para uma aplicacdo eficaz a escala industrial. Um dos
desafios passa pela reducdo do tamanho das capsulas, de forma a néo afetar
negativamente a textura e as propriedades sensoriais do produto. No processo de
emulsdo que utiliza 6leo vegetal, ha que se observar a presenca de Oleo residual na

superficie das capsulas que prejudica a textura e as propriedades sensoriais do
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produto; além de dificultar a sua incorporacdo na dieta alimentar pode também
tornar-se toxico para as bactérias probidticas (SANTOS, 2013).

Diferentes técnicas podem ser usadas na microencapsulacéo de probioticos e
cada uma delas fornece microcapsulas com diferentes caracteristicas. A viabilidade
bacteriana no produto depende da sobrevivéncia do probidtico aos processos de
microencapsulacdo, do tipo e da concentragdo do material de revestimento, do
tamanho das particulas, do nimero de células bacterianas iniciais e da estirpe
bacteriana (CHEN; CHEN, 2007).

O tamanho das microcépsulas pode variar de microns até milimetros e parece
influenciar na sobrevivéncia dos micro-organismos. As caracteristicas ideais para um
probidtico microencapsulado apresentar-se seria nha forma de um po6 seco, de
armazenamento facil e de vida de prateleira longa ou, entdo, um gel umido com
estabilidade a longo prazo (SIMEONE et al, 2014).

A microencapsulagédo deve promover as seguintes caracteristicas mantendo a
sua eficiencia em relacdo ao meio externo: protecdo conta luz, temperatura,
umidade e oxigénio; liberacdo controlada e gradativa sob condicbes de pH;
facilidade de manuseio e estocagem organismos (SIMEONE, 2014).

Um dos principais fatores que influencia a estabilidade do composto
encapsulado € o tipo de agente encapsulante utilizado na microencapsulacdo. A
escolha do agente se baseia nas caracteristicas fisicas e quimicas do composto a
ser encapsulado, modulaveis a ponto de produzir particulas com as caracteristicas
desejadas, com tamanho, estrutura, carga, permeabilidade e estabilidade
adequadas para o tipo de aplicacdo pretendida (farmaco, aditivo alimentar,
fragrancia, pesticida) e no método de microencapsulacdo utilizado, além de
apresentarem um mecanismo de liberacdo satisfatério, serem atdxicos e nao

possuirem reatividade com o material a ser encapsulado (FERNANDES, 2013).

5.5.6 Principais técnicas utilizadas na encapsulagéo de culturas probiéticas

Diferentes técnicas podem ser usadas na microencapsulacéo de probioticos e
cada uma delas fornece microcapsulas com diferentes caracteristicas. A viabilidade
bacteriana no produto depende da sobrevivéncia do probidtico aos processos de

microencapsulagéo, do tipo e da concentragcdo do material de revestimento, do
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tamanho das particulas, do namero de células bacterianas iniciais e da estirpe
bacteriana (CHEN; CHEN, 2007).

O tamanho das microcéapsulas pode variar de microns até milimetros e parece
influenciar na sobrevivéncia dos micro-organismos. As caracteristicas ideais para um
probidtico microencapsulado apresentar-se seria na forma de um pé seco, de
armazenamento facil e de vida de prateleira longa ou, entdo, um gel Umido com
estabilidade a longo praz. Os métodos de microencapsulacao de probidticos seguem
quatro metodologias principais, que sao: atomizacao ou spray drying, emulsificacéo,
liofilizacdo e extrusao (SIMEONE et al, 2014).

Portanto, a microencapsulacdo é uma alternativa valida para a obtencédo de
microcapsulas de baixo custo nas industrias de alimentos. Dentre os diversos
métodos de microencapsulacdo, o encapsulamento por spray drying e a liofilizagéo
sdo as metodologias mais empregadas, devido a grande disponibilidade de
equipamentos, e a possibilidade de emprego de uma ampla variedade de agentes

encapsulantes com estabilidade do produto final (SANTOS, 2013).

5.5.6.1 Spray Drying

A atomizacao por spray drying s€ uma técnica relativamente barata, e a mais
utilizada pela indastria de alimentos. A técnica de spray drying tem como carac-
teristicas a producéo de grande quantidade de material. Porém, existe um alto indice
de perda de viabilidade dos micro-organismos, resultante da desidratacdo e
inativacdo térmica das culturas probidticas. Em resposta a essas limitacdes, a
técnica possui a vantagem de ser de alta viabilidade econdbmica e de alta
capacidade de maleabilidade na técnica para melhorar a estabilidade das culturas
probioticas (MENEZES, 2013). Na Figura 4 esta representado esquematicamente o

processo de spray drying.
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Figura 5. Representacédo esquemética do processo de spray drying.
Fonte: BURGIAN, et al, 2011.

A formacgdo das microcapsulas por spray drying € resultado da rapida perda
de umidade da goticula aspergida pelo atomizador e formacdo de uma matriz rigida
composta pelo agente encapsulante. O processo resulta em particulas esféricas
devido a suspensao livre das goticulas liquidas no meio gasoso. Por outro lado, a
eficiéncia na retenc@o do material ativo no nudcleo esta relacionada a parametros do
processo (temperatura de secagem e tamanho de goticula formada), caracteristicas
do agente encapsulante (tamanho das moléculas, solubilidade) e caracteristicas do
material ativo (polaridade, pressao de vapor, tamanho de molécula) (SOBRINHO,
2012).

Os agentes encapsulantes utilizados no método de spray drying devem
possuir alta solubilidade em agua, baixa viscosidade a altas concentragfes e serem
emulsionantes eficientes. Estes autores relatam ainda que a selecdo dos agentes
encapsulantes para microencapsulagcao por spray drying tem tradicionalmente
envolvido procedimentos de tentativa e erro. Assim, a medida que as microcapsulas
sao produzidas, avaliagbes do rendimento da microencapsulacéo, das propriedades
fisicas, da estabilidade ao longo do armazenamento e do comportamento de
liberacdo in vitro tornam-se necessarias (FERNANDES, 2013).
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Os polimeros encapsulantes mais utilizados nessa técnica sdo a goma
arabica e o amido, pelo fato que tendem a formar microparticulas esféricas durante o
processo de secagem. Em contrapartida, ha uma perda de viabilidade dos micro-
organismos bastante acentuada nesse processo, resultante da temperatura e da
desidratagdo, utilizadas na técnica. Para aumentar a viabilidade bacteriana podem
ser utilizados agentes termoprotetores como amido, fibra solGvel e trealose, que sao
adicionados no meio antes da secagem. Esse método € altamente reprodutivel e
apropriado para aplicacdes industriais (FERNANDES, 2013).

Devido a sua versatilidade e ao pequeno tempo de residéncia dos produtos na
camara de secagem, o spray drying tornou-se um importante método para a
microencapsulacdo de materiais que apresentam sensibilidade ao calor, como o0s
micro-organismos. Entretanto o controle da temperatura de saida das microcapsulas
da camara de secagem do equipamento é de extrema importancia, uma vez que
este € o parametro que mais influencia na taxa de sobrevivéncia dos micro-

organismos durante o processo (SOBRINHO, 2012).

5.5.6.2 Liofilizacao

A liofilizagdo também denominada por outras nomenclaturas como
criodesidratacdo ou criosecagem, € um processo diferenciado de desidratacdo de
produtos e vem sendo utilizada como um processo alternativo para encapsular
probiéticos, uma vez que ndo requer baixas temperaturas durante o transporte néo
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 formacéo de cristais de gelo que danificam as
membranas celulares das bactérias (ALVES, 2013).

A liofilizagcdo ocorre em condicbes especiais de pressdo e temperatura,
possibilitando que a agua previamente congelada (estado sélido) passe diretamente
ao estado gasoso (sem passar pelo estado liquido), ou seja, a mudanca de estado
fisico ocorre por sublimagéo. Dessa forma é utilizado com o fim de reduzir as perdas
dos componentes volateis ou termosensiveis. A liofilizacdo também pode ser

definida como sendo um processo de estabilizacdo, no qual a substéncia é
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primeiramente congelada e, depois, a quantidade de solvente é reduzida por
sublimacgéo seguida da dessorcao, com o objetivo de garantir que ndo ha apoio para
o crescimento biolégico ou rea¢des quimicas. E o mais nobre processo conhecido
de conservacéo de produtos biolégicos, porque reune os dois métodos mais viaveis
de conservacdo, a congelacéo e a desidratacéo (RIBEIRO, 2012). Na Figura 5 esta

representado esquematicamente o processo de spray drying.

| Camarz de yaxcoo

Condensador

7 | Compressor

I
| Placas de squecimemo

flombz de Vo

Figura 6. Representacdo esquemética do processo de micro-encapsulacdo pelo método de
liofilizacao.
Fonte: BURGIAN, et al, 2011.

Usualmente, na prética da liofilizacdo, a temperatura do produto congelado
deve ser mantida bem abaixo de 0 °C. Assim, para ser possivel a realiza¢cdo de uma
liofilizacdo é preciso que o produto esteja previamente congelado, haja uma fonte de
calor, camara de vacuo e que exista um sistema de condensacdo que opere a
temperaturas inferiores a do produto congelado (RIBEIRO, 2012).

E um processo caro, que necessita da aplicacdo de tratamentos prévios
adequados e consiste em duas etapas, a saber: Congelamento rapido do produto e
sublimacédo do gelo sob vacuo. Um processo de encapsulagdo pode ser realizado
por meio de liofiizagdo de uma emulsdo do material do nucleo com um
encapsulante. O método gera produtos de excelente qualidade, uma vez que
minimiza as alteracdes associadas a altas temperaturas (SIMEONE, 2014).

A encapsulacao por liofilizagcdo resulta em menor degradacdo de b-caroteno

durante o processo, quando comparada a atomizacdo por spray drying. Por outro
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lado, seu alto custo e longo tempo de processo prejudicam sua aplicabilidade
comercial (ALVES, 2013).

5.5.6.3 Emulsificacao

A emulsificacdo é um método quimico utilizado para encapsular bactérias
probidticas e utiliza como base as seguintes matrizes: hidrocoléides como alginato,
carragena e pectina (MENEZES et al., 2013).

O principio dessa técnica é baseado na relagdo entre a fase descontinua
(solucdo encapsulante com células probidticas) e a fase continua (6leo). Para
encapsulacdo em uma emulsdo, um emulsificante e um surfactante sdo necessarios,
além de um agente solidificante (cloreto de célcio) que é adicionado a emulsédo. A
mistura € homogeneizada para formar uma emulsdo agua em Oleo. Formada a
emulsado, o polimero solivel em agua deve ser insolubilizado para formar pequenas
particulas de gel dentro da fase de 6leo. As microcapsulas sdo recuperadas por
filtracdo ou centrifugacdo (SIMEONE, 2014).

A técnica de emulsificacédo é de facil realizacdo e apresenta uma alta taxa de
sobrevivéncia das células bacterianas. E possivel obter capsulas de diametro
reduzido, no entanto, a principal desvantagem dessa técnica é que ndo ha uma
padronizacao no tamanho e formato das microcapsulas. Fatores como velocidade de
agitacdo da emulséo, quantidade de agente solidificante usado e concentracdo do
surfactante também tém um efeito sobre o tamanho das goticulas da fase dispersa,
que, eventualmente, influenciam o tamanho das microcapsulas (CHEN; CHEN,
2007). Na Figura 6 esta representado o processo de microencapsulacdo por

emulsificagao.
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Figura 7. Representacédo esquematica do processo de microencapsulacdo por emulsificacéo.
Fonte: BURGIAN, et al, 2011.

5.5.6.4 Extrusao

s

A encapsulagdo por extrusdo € um método particularmente atil para
compostos termoldbeis, que envolve a dispersdo do material do ndcleo em uma
massa fundida de um carboidrato. Esta técnica se diferencia da técnica de
emulsificacdo por se tratar de um processo fisico e ndo quimico. Entretanto as duas
técnicas usam como base para encapsulacao de probiéticos as matrizes, hidrocoloi-
des, geralmente alginato, pectina e carragena. Tal técnica consiste em projetar esse
material através de um bocal de alta pressdo, que ira gotejar em uma solucéo
contendo cloreto de calcio, para que ocorra a solidificacdo por gelatinizagdo i6nica.
Nesse processo, o célcio difunde-se para o interior das gotas de alginato (MENEZES
et al., 2013).

A extrusdo é um processo que nao causa danos a&s células bacterianas,
conferindo maior viabilidade dos micro-organismos encapsulados em comparacao
ao método de spray drying. E uma técnica simples e barata, mas possui a
desvantagem de ser de dificil aplicacdo em grande escala industrial, devido a
formacdo das microcapsulas ser muito lenta (SIMEONE et al, 2014). Na Figura 7

esta representado o processo de microencapsulacéo pelo método de extruséo.
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Figura 8. Representacdo esquematica do processo de microencapsulagéo pelo método de extrusao.

Fonte: BURGIAN, et al, 2011.
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6 CONCLUSAO

Os probidticos sdo microrganismos que promovem melhoria a satde de quem
os utiliza, bem como, promovem prevencado de inUmeras doencas. A selecdo dos
produtos feita pelos consumidores tém sido cada vez mais exigente e mais desperta
para niveis de qualidade elevados, tornando o seu comportamento um dos aspetos
mais importantes a se considerar. Deste modo, o desenvolvimento de novos
alimentos funcionais tornou-se um grande desafio, que tem obrigado as industrias
alimenticias a dispor de tecnologias que sejam economicamente viaveis e passiveis
de serem utilizadas em escala industrial.

Dessa forma varios estudos tém sido centralizados nos processos utilizados
durante a industrializacdo dos produtos alimenticios, avaliando quesitos como o
prolongamento da viabilidade e a sobrevivéncia das culturas probidticas frente as
situacOes adversas, como, principalmente, em condi¢bes de baixo pH e elevadas
concentracbes de sais biliares, as quais 0s micro-organismos probioticos séo
expostos durante a sua producgdo, seu armazenamento e/ou a sua passagem pelo
trato gastrintestinal.

A utilizacdo dos processos de microencapsulacao de probibticos através das
técnicas de liofilizacdo e Spray-drying tém sido as principais alternativas utilizadas
para solucionar o0s problemas que esses micro-organismos encontram no
processamento de alimentos. Contudo, existem diversos desafios a serem
enfrentados na utilizacdo dessas tecnologias. Sendo de extrema importancia que
sejam estudados o efeito dos alimentos probiéticos, e ndo apenas o efeito das

bactérias probidticas isoladamente.
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