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RESUMO
Tecnologias emergentes como o Ultrassom de Alta Intensidade (High-Intensity Ultrasound -
HIUS) tém sido aplicadas em alimentos para além de se atingir efeitos como a inativagdo
microbiana, mas também, em niveis subletais, para causar modificacbes no processo
fermentativo de micro-organismos, como as Bactérias Acido Laticas (BAL) e otimizar suas
atividades metabdlicas. Para se ter este efeito é preciso se compreender os fatores que podem
impactar na proporgdo tratamento HIUS em diferentes produtos, como as propriedades fisicas,
bioldgicas ou morfologicas de cada micro-organismo, bem como 0s parametros de processo e
tipo de matriz alimentar. Por isso, este estudo buscou avaliar o efeito do HIUS no tempo de
fermentacdo na viabilidade microbiana dos seguintes Leites Fermentados (LF): iogurte (s6 com
a cultura protossimbiética de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e Streptococcus
thermophilus), um leite fermentado contendo somente Lactobacillus acidophilus La 5, e um
terceiro produto em co-cultura do iogurte mais Lactobacillus acidophilus La 5. Trés diferentes
Densidades Energéticas (DE) foram utilizadas para sonicar cada produto no banho (0,08, 0,26
e 0,08 J.mL™ no banho e outras trés DE de 1600, 640 e 200 J.mL™ na sonda, em ambos
equipamentos com as amostras submersas em um banho de temperatura de 10 e 25°C. Todas
as amostras tratadas com o HIUS no banho ndo apresentaram efeitos significativos entre si e
comparadas ao controle. Mas utilizando-se a sonda, o LF s6 com a cultura do iogurte teve seu
tempo de fermentacéo reduzido com a densidade energética de 640 J.mL? enquanto o leite
fermentado contendo s6 Lactobacillus acidophilus La 5 com a sonda teve também seu tempo
final de fermentagdo reduzido usando-se a densidade energética de 200 J.mL™. Ja o LF
contendo a cultura do iogurte e a cultura probidtica teve seu tempo de fermentacdo final
aumentado nas amostras tratadas com o ultrassom. As temperaturas de aplicagdo de HIUS néo
apresentaram diferenca entre si, portanto, a temperatura de 25°C seria a mais indicada para o
tratamento com DE de 640 J.mL™ no LF s6 com a cultura tradicional do iogurte e com DE de
200 J.mL™? no LF com a cultura tradicional do iogurte e a cultura probidtica, por poupar mais
recursos energéticos para se ter uma rede de frio nesta etapa. Assim, a microbiologia preditiva
foi utilizada para avaliar o efeito do HIUS no metabolismo das BAL nos leites fermentados,
desta vez, utilizando s6 a sonda e a temperatura de sonicacdo de 25°C. A amostras que
desempenharam maior rapidez na fermentacdo apresentaram um aumento da taxa de
crescimento microbiano, nestes casos pode-se relacionar uma fase LAG (periodo de adaptagédo

do micro-organismo em horas) também aumentada. Contudo, o leite fermentado contendo a



cultura do iogurte e a cultura probioética demonstraram concentragcdes microbianas no inicio da
fermentacdo menores do que as amostras controle, indicando que o HIUS inativou algumas
células, que ndo conseguiram compensar e se sobressairem no metabolismo. Portanto, se torna
mais interessante aplicar o ultrassom separadamente nos leites fermentados s6 com culturas
tradicionais do iogurte ou s6é com Lactobacillus acidophilus La 5 utilizando as DE de 640 e 200

J.mL" respectivamente a 25°C na sonda.

Palavras-chave: densidade energética; sonda; banho ultrassénico; microbiologia preditiva.



ABSTRACT
Emerging technologies such as High-Intensity Ultrasound (HIUS) have been applied to foods,
in addition to achieving effects such as microbial inactivation, but also, at sublethal levels, to
cause changes in the fermentation process of microorganisms, such as Lactic Acid Bacteria.
(BAL) and optimize your metabolic activities. To have this effect, it is necessary to understand
the factors that can impact the proportion of HIUS treatment in different products, such as the
physical, biological or morphological properties of each microorganism, as well as the process
parameters and type of food matrix. Therefore, this study sought to evaluate the effect of HIUS
on fermentation time on the microbial viability of the following Fermented Milks (LF): yogurt
(only with the protosymbiotic culture of Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus and
Streptococcus thermophilus), a fermented milk containing only Lactobacillus acidophilus La
5, and a third yoghurt co-culture product plus Lactobacillus acidophilus La 5. Three different
Energy Densities (DE) were used to sonicate each product in the bath (0.08, 0.26 and 0.08 J.mL"
L in the bath and another three DE of 1600, 640 and 200 J.mL™ in the probe, in both equipment
with the samples submerged in a temperature bath of 10 and 25°C. All samples treated with
HIUS in the bath did not show significant effects between them and compared to the control.
But using the probe, the LF with the yogurt culture alone had its fermentation time reduced
with the energy density of 640 J.mL™* while fermented milk containing only Lactobacillus
acidophilus La 5 with the probe also had its final fermentation time reduced using the energy
density of 200 J.mL%. The LF containing the yogurt culture and the probiotic culture had its
final fermentation time increased in the samples treated with ultrasound. The HIUS application
temperatures did not differ, therefore, the temperature of 25°C would be the most indicated for
the treatment with DE of 640 J.mL"! in the LF only with the traditional culture of yogurt and
with DE of 200 J.mL™ in the LF with the culture traditional yogurt and probiotic culture, for
saving more energy resources to have a cold chain at this stage. Thus, predictive microbiology
was used to evaluate the effect of HIUS on LAB metabolism in fermented milks, this time using
only the probe and sonication temperature of 25°C. The samples that performed faster in the
fermentation showed an increase in the microbial growth rate, in these cases it can be related to
an increased LAG (adaptation period of the microorganism in hours) phase. However, the
fermented milk containing the yogurt culture and the probiotic culture showed lower microbial
concentrations at the beginning of fermentation than the control samples, indicating that HIUS

inactivated some cells, which were unable to compensate and excel in metabolism. Therefore,



it becomes more interesting to apply the ultrasound separately to fermented milks only with
traditional yogurt cultures or only with Lactobacillus Acidophilus La 5 using the DE of 640 and
200 J.mL" respectively at 25°C in the probe.

Keywords: energy density; probe; ultrasonic bath; predictive microbiology.
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INTRODUCAO GERAL

Dentre os leites fermentados, o iogurte é considerado o mais popular e a sua aceitacdo pelos
consumidores de diferentes faixas etarias pode ser atribuida a seu expressivo valor nutricional
e ao seu sabor caracteristico (ZHANG et al., 2020). O processo fermentativo desse produto
ocorre mediante a acdo combinada no leite dos micro-organismos Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus e Streptococcus thermophilus, sendo o L. bulgaricus fundamental para
acidificacdo do meio e o S. thermophilus é, principalmente, responsavel pelo sabor, pelo aroma

e pela textura do iogurte (GU et al., 2020).

A combinacdo entre a cultura iniciadora do iogurte e culturas de micro-organismos com
alegacdes probioticas pode dar o conceito de alimento funcional a este produto lacteo.
Geralmente, Bactérias Acido Laticas (BAL) especificas do género Lactobacillus sio utilizadas
como probidticos em leites fermentados. Embora ndo seja muito comum realizar a fermentacao
com apenas uma cultura probidtica, associa-las a outras culturas iniciadoras, como a cultura
tradicional de iogurte, € uma possibilidade de compensar essa desvantagem (MITUNIEWICZ-
MALEK et al., 2017).

Os probidticos sdo micro-organismos pertencentes a diferentes géneros e espécies, tanto
bactérias como leveduras, que proporcionam beneficios a satide se consumidos em quantidades
e condicdes adequadas. E para se definir qual cepa probiética a ser utilizada no produto, é
necessario conhecimento sobre a sua caracteristica sensorial, seguranca, funcionalidade e
capacidade de sobreviver durante a producéo e o armazenamento (OLIVEIRA, DENIZE et al.,
2017).

A viabilidade dos micro-organismos probidticos pode ser comprometida no processamento e
no armazenamento de produtos alimenticios, devido a fatores como acidez, pH, presenca de
peroxido de hidrogénio, concentracdo de oxigénio dissolvido, temperatura de armazenamento,
interacdo com outros micro-organismos e 0 lento metabolismo de bactérias no processo
fermentativo (POTOROKO et al., 2018). Estudos evidenciam alternativas para aumentar a
viabilidade probiotica em leites fermentados como imobilizacdo celular, encapsulamento,
adicao de prebidticos e o uso de tecnologias emergentes, como o ultrassom de alta intensidade
(high-intensity ultrasound - HIUS).
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A aplicacdo de ultrassom de alta intensidade propicia a formacao de um campo acustico que
leva a formacéo e subsequente colapso de microbolhas em um curto intervalo de tempo. Esse
fendmeno é conhecido como cavitacdo acustica. Desta forma, a energia ultrassom pode exercer
forcas de cisalhamentos, rupturas ou efeitos ndo destrutiveis, como a sonoporagdo
(KORZENDORFER et al., 2019).

Nesse sentido, esses efeitos nas celulas dos micro-organismos podem melhorar a
transferéncia de massa por meio da membrana célula. Além disso, facilitar as reagdes
enzimaticas com o aumento da taxa de transferéncia de massa dos reagentes para o sitio ativo
também contribui para a remocao de subprodutos de células metabolismo e, assim, melhorar o

crescimento com a reducao do tempo de fermentacdo (OJHA et al., 2017b).

Além disso, 0 uso de ultrassom pode aprimorar as caracteristicas sensoriais, como a
capacidade de retencdo de agua, o perfil de textura e a sinérese de géis de leite fermentados
(POTOROKO et al., 2018). O uso de ultrassom de alta intensidade também pode ser aplicado
como método alternativo a homogeneizacdo, pois reduz o tamanho de glébulos de gordura e
altera o comportamento reoldgico do iogurte (SFAKIANAKIS; TOPAKAS; TZIA, 2015).

Aplicando-se ultrassom de alta intensidade no leite antes da inoculacdo da cultura inicial
pode aumentar a capacidade de retencdo de agua, a viscosidade e diminuir a sinérese. Em
contrapartida, o uso do HIUS apdés a inoculagdo demonstrou ndo ter efeito na sinérese, mas
ocasionou a reducdo no tempo de fermentacdo (OJHA et al., 2017a).

O aprimoramento das caracteristicas tecnoldgicas do produto devido a aplica¢do do HIUS,
como os de modulagdo microbiana ainda requerem mais clareza sobre os mecanismos causados
pelo HIUS, que dependem dos tipos de matriz alimentar e dos parametros de aplicacdo
(HUANG et al., 2017).

Assim, considerando a escassez de estudos que avaliam o uso de HIUS como uma ferramenta
para a melhoria de processos fermentativos em produtos lacteos, esta pesquisa, tem como
objetivo avaliar o efeito do HIUS em leites fermentados com a presenca de culturas iniciadoras
tradicionais do iogurte e probidticos. Além disso, intenta avaliar o efeito de diferentes
configuragbes de equipamentos de ultrassom e pardmetros de processo de sonicagcdo na

viabilidade microbiana, considerando a influéncia desses aspectos na vida util do produto.
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OBJETIVOS

1.1 Geral
O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia de diferentes condi¢des de processo de

sonicacdo e configuracdo do equipamento de ultrassom sobre a carga microbiana e nas
propriedades fisico-quimicas apds a fermentacdo dos diferentes leites fermentados e com
28 dias de estocagem. Além disso, uma pesquisa utilizando a modelagem preditiva sobre o
metabolismo de S. thermophilus e L. bulgaricus em co-cultivo com L. acidophilus sob efeito
da tecnologia HIUS seria uma oportunidade de trazer mais clareza para quais os melhores

parametros e condi¢fes do desenvolvimento de leites fermentados.

1.2 Especificos
Para atingir esses objetivos, buscou-se;

i. Avaliar o tempo de fermentacdo de leite fermentado produzido pela cultura
tradicional do iogurte (Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e
Streptococcus thermophilus) submetidas ou ndo ao tratamento de HIUS;

ii.  Avaliar o tempo de fermentacdo de leite fermentado produzido pela cultura
tradicional do iogurte adicionado da cultura probiotica de L. acidophilus La-5
submetidas ou ndo ao tratamento de HIUS;

iii.  Avaliar o tempo de fermentacdo de leite fermentado produzido somente pela
cultura probiotica de L. acidophilus La-5 submetida ou ndo ao tratamento de
HIUS;

iv.  Analisar o pH, a acidez e a concentracdo de bactérias &cido-laticas totais (S.
thermophilus, L. bulgaricus e L. acidophilus La-5), assim como da cultura
probiotica L. acidophilus La-5 logo apds a fermentacdo e apds 28 dias de
armazenamento das formulacOes de leites fermentados tratadas ou ndo com
HIUS;

v. Avaliar o desempenho microbiano durante o processo fermentativo de cada
formulacdo, com a modelagem preditiva.

vi.  Utilizar a modelagem preditiva para analisar a interacdo microbiana durante o
processo fermentativo da cultura tradicional do iogurte e da cultura probidtica.

vii.  Avaliar a variacdo de pH das diferentes formulacbes submetidas ou ndo ao

tratamento de HIUS durante a cinética microbiana.
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Leites fermentados
A fermentagéo se trata de uma da tecnologia milenar e pode ser considerada como um

importante método de processamento de alimentos. O precursor da microbiologia moderna,

Louis Pasteur, se referiu a técnica como “La vie sans l'air”, traduzido como “vida sem ar”

(KWOFIE et al., 2020).

A partir de entdo, a fermentacdo tem sido definida como o metabolismo de compostos
organicos por micro-organismos, via aerdbia ou anaerdbia. Mesmo sendo amplamente
estabelecida, a fermentacdo ainda é fonte de estudos, em detrimento do seu potencial de
conversdo de subprodutos agroindustriais de baixo custo em uma variedade de produtos
valiosos, como biomassa microbiana, metabdlitos microbianos primarios e secundarios
(PEREZ-ALVA et al., 2022).

A exemplo desse potencial, tem-se o leite fermentado, cuja origem advém de milhares de
anos, através de uma experiéncia acidental, pode-se observar que a fermentacdo poderia
prolongar a vida Util do leite, a pratica se consolidou. Dessa maneira tornou-se um produto de
importante papel nutricional na vida moderna e um alimento muito popular na dieta humana
(ZHONG et al., 2016).

O leite fermentado € resultado do processo de reducédo do teor de lactose e pH do leite por
meio do metabolismo de culturas microbianas especificas com consequente liberacdo de
metabdlitos e coagulacdo do meio e que conferem ao produto caracteristicas diferenciadas,
maior vida Gtil, além de um reduzido teor de lactose (SILVA, JAQUELINE FERREIRA, 2019).
E um produto que conserva a qualidade nutricional do leite, tal qual possibilita a disposicao de
uma pluralidade de componentes, como vitaminas resultantes do metabolismo do &cido latico,
enzimas e polipeptideos (SONG; FU; CHEN, 2021).

Em relagdo a essa qualidade nutricional, o leite fermentado é fonte de proteina de alta valor
bioldgico, célcio, fésforo, magnésio, zinco, niacina, vitamina B12 e riboflavina (PENG,
JIANGYING et al., 2022). Os leites fermentados podem ser classificados em iogurte, leite
fermentado ou cultivado, leite acidofilo ou acidofilado, kumys, kefir e coalhada (FIG. 1.1)
(BRASIL, 2007).
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Essa classificacdo vai depender dos micro-organismos que serdo adicionados, muitas vezes
na forma de culturas starters, visto que a microbiota natural do leite pode ser ineficiente,
incontrolavel ou inativada pelos tratamentos térmicos do leite. Assim, adi¢do de culturas
starters é uma possibilidade mais segura para se ter uma fermentacao controlada e previsivel.
Em alguns produtos, a diferenca da classificagdo também pode ser baseada nos diferentes tipos
de leite e do processo utilizado (NIAMSIRI; BATT, 2009).

FIGURA 1.1 - Classificacao de leites fermentados

Tipos de leites fermentados

N .
X0 Kefir

== =]

X %ciB %t
Produto cuja fermentagdio se realiza com cultivos
protosimbidticos de Streptococcus salivarius subsp.

thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp.

logurte

Produto cuja fermentagéio se realiza com cultivos
acido-lacticos elaborados com gréos de Kefir,
Lactobacillus kefir, espécies dos géneros

Bulgaricus + outras bactérias dcido-lacticas que, por
sua atividade, contribuem para a determinagéio das
caracteristicas do produto final.

\”’T Leite Fermentado ou Cultivado g

Produto cuja fermentagdo se realiza um ou varios
dos seguintes cultivos: Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus casei, Bifidobacterium sp.,
Streptococus salivarius subsp. thermophilus + outras
bactérias dcido-lacticas que possam contribuir para
a determinagédio das caracteristicas do produto final.
¥ Kumys Sty
Produto incluido na definicdo de leites
fermentados, cuja fermentagdo se realiza com
cultivos de Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus e Kluyveromyces marxianus.

Leuconostoc, Lactococcus e Acetobacter com
produgdio de dcido ldctico, etanol e diéxido de
carbono.

:\?’\\_"”E Leite Acidéfilo ou Acidofilado  Fsfy

Produto incluido na defini¢@io de leites
fermentados, cuja fermentacdo se realiza
exclusivamente com cultivos de Lactobacillus
acidophilus.

N R~
X Coalhada %P
Produto incluido na definicéio de leites
fermentados, cuja fermentagdo se realiza por
cultivos individuais ou mistos de bactérias
mesofilicas produtoras de dcido lactico.

FONTE: BRASIL (2007), adaptada.

O principal grupo de bactérias utilizadas na fermentacao do leite é o das bactérias do acido
latico (BAL). Nesse caso, o metabolismo envolve desde a producdo de grande quantidade de
acido latico, a formacéo de biomoléculas livres, como amino&cidos livres, pequenos peptideos
e &cidos graxos a producdo de compostos de sabor a partir do metabolismo de carboidratos e
citrato, aminoacidos e acidos graxos (PENG, JIANGYING et al., 2022).
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Durante a fermentacdo de BAL, as proteases, lipases e f-galactosidases estdo envolvidas na
liberacdo enzimatica de compostos volateis responsaveis pelos perfis organolépticos e
sensoriais distintos dos produtos lacteos. Além disso, os exopolissacarideos (EPS) sdo
biomoléculas, também biossintetizadas pelas BAL durante a fermentacdo, que sdo capazes de
aumentar a viscosidade do produto, melhorando as suas propriedades reoldgicas, sensoriais e
também s&o capazes de atuar como prebidticos e/ou estimular uma resposta positiva no
hospedeiro (AGAGUNDUZ et al., 2022).

A demanda por produtos lacteos aumentou significativamente em muitos paises, resultando
na instalacdo de plantas de producdo em larga escala. A producdo global de leite ficou em
aproximadamente 906 milhdes de toneladas em 2020, liderada pela india, com uma producio
de cerca de 196 milhdes de toneladas. Na Unido Europeia, neste mesmo ano, a producao
aumentou 1,1% em comparacdo com 2019 para 160,1 milhdes de toneladas (FAO 2020;
QUALFOOD 2021; USMANI et al, 2022).

Dentre os produtos lacteos, os leites fermentados sdo alimentos amplamente consumidos
em todo o mundo que tém apresentado um aumento substancial de consumo nos Gltimos anos.
Estima-se que os consumidores geralmente tém uma percepcéao positiva do iogurte, inclusive
no Brasil, a producdo de iogurte é a segunda maior no setor alimenticio e 0 seu consumo per
capta atualmente é de, aproximadamente, 166,4L/habitante, sendo que as projecdes sdo de
crescimento, em funcdo das variedades de segmentacdo que o iogurte oferece e a sua
possibilidade de consumo em qualquer lugar (NIELSEN et al., 2022; STECCA et al., 2020).

Nesse sentido, as tendéncias do mercado sugerem gue esse ainda ira aumentar, devido a um
crescente interesse do consumidor nos beneficios nutricionais e de salde oferecidos por esses
produtos, uma vez que que seu efeito sobre a microbiota bacteriana do intestino pode contribuir
para uma vida saudavel e para aumentar a expectativa de vida (GARCIA-BURGOS et al.,
2020).

Principalmente quando as culturas tradicionais sdo adicionadas de bactérias acido laticas
com alegacdo probidtica o iogurte pode contribuir para mudancas na composic¢ao da microbiota
intestinal comensal, desde que ministradas pela dieta (NIELSEN et al., 2022).

A correlagdo da microbiota intestinal com alimentos foi analisada pioneiramente pelo
Prémio Nobel Ilya Metchnikoff em 1908, que apontou beneficios de determinados produtos nos

micro-organismos intestinais e mecanismos de aprimorar seu metabolismo. Nesse sentido,
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diversos efeitos benéficos podem ser obtidos com o consumo de probidticos e, desde entdo, a
indUstria experimenta uma potencial insercdo desses ingredientes no mercado de alimentos
(LUZ et al., 2021).

Com a crescente necessidade comercial de micro-organismos probioticos na inddstria de
lacteos, uma grande variedade dessas cepas ja esta disponivel, isoladamente ou em co-culturas.
Sobretudo, o sucesso de novos alimentos funcionais depende ndo apenas do aumento do valor
nutricional, como de vitaminas e dos peptideos ativos, mas também das qualidades sensoriais

ideais que atendem as necessidades dos consumidores (LANG et al., 2022).

Apesar da associacdo de culturas iniciadoras na fermentacdo possibilitar a producdo de
alguns compostos de sabor volateis especiais durante o processo, 0 metabolismo microbiano, a
qualidade do leite fermentado e os graus de parametros de acidificacdo cinética podem ser
afetados pela adigcdo de probidticos no sistema de fermentacdo de co-cultura (LANG et al.,
2022; OLIVEIRA, RICARDO P.S. et al., 2009).

1.2 Probidticos
O termo probidtico significa “para vida” e se refere a micro-organismos de diferentes

géneros e espécies, como bactérias e leveduras, que sdo associados a efeitos benéficos para a
salde humana quando consumidos em condic¢des adequadas (BAGCHI, 2014; LI, HONGBO
et al., 2020Db).

Atualmente, existem outras denominacdes de categorias de probidticos, como o0s
paraprobidticos e pds-bioticos, sendo os primeiros células microbianas inativas que, quando
administradas em quantidades suficientes, conferem beneficios a satde dos consumidores, € 0s
pos-bidticos como metabolitos secretados por bactérias vivas ou liberados apo6s a lise celular,
que oferecem beneficios fisioldgicos para o hospedeiro (GUIMARAES e BALTHAZAR et al,
2019; KONSTANTINOQV et al, 2013).

Os exemplos de pds-bidticos incluem acidos graxos de cadeia curta, enzimas, peptideos,
acidos teicoicos, derivados de peptidoglicanos muropeptideos, endo- e exo-polissacarideos,
proteinas de superficie celular, vitaminas, plasmalogénios e &cidos organicos (TSILINGIRI,
RESCIGNO, 2013).

A legislagao brasileira concebe probidticos como “[...] micro-organismo vivo que, quando
administrado em quantidades adequadas, confere um beneficio a satde do individuo”. Portanto,

0s paraprobioticos e pos-biodticos ndo podem sem incluidos como probidticos (BRASIL, 2018).
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Atualmente, pode-se observar o aumento da alimentacdo consciente e, com isso, a
participacdo dos alimentos funcionais no mercado progrediu. Os alimentos funcionais nédo
apenas nos fornecem elementos que vao nutrir os consumidores, mas que também vao melhorar
aspectos fisicos e comportamentais das pessoas, por meio da modulacdo de varias funcoes
fisiologicas (LIU, ZHENBIN; BHANDARI; ZHANG, 2020).

Dessa forma, os probidticos apresentam-se como uma das classes mais rentaveis e em
constante crescimento, com uma projecao global de ganhos por volta de 78,3 bilhdes de dolares
em 2026 para a categoria de alimentos com alegacgéo de propriedade funcional (DIOSO et al,
2020; OLIVEIRA, Denize et al, 2016). Estima-se que o leite € matriz alimentar em que 0s
probidticos sdo mais aplicados no mercado de alimentos (LIU, ZHENBIN; BHANDARI,
ZHANG, 2020).

Os diversos efeitos benéficos que podem ser obtidos com os probidticos sdo extremamente
interessantes para o desenvolvimento de novos produtos. Os seus mecanismos de acdo séo
abordados na literatura cientifica por sua eficacia em tratamentos de distdrbios intestinais e
sistémicos, reducdo da intolerancia a lactose, manutencdo do nivel de colesterol sérico e
reducdo atividade carcinogénica, antimutagénica e anti-hipertensiva. Ademais, alguns micro-
HONGBO et al., 2020a).

Por conseguinte, as alegacdes probidticas devem ser especificas daquelas que tiveram
comprovacao de eficicia e baseadas em estudos cuidadosamente realizados e confiaveis, ou
seja, os efeitos fisioldgicos benéficos devem ser demonstrados por evidéncias cientificas aceitas
(CRUZ et al., 2010).

Além disso, os efeitos positivos sdo especificos de cada cepa apresenta beneficios
especificos, e esses ndo devem ser extrapolados para outra cepa se ndo forem cientificamente
comprovados. Assim, € de suma importancia informar a cepa utilizada em produtos probidticos,
ja que o beneficio s6 pode ser concedido a uma espécie se for comprovado para essa (DE
ALMADA et al., 2016; PIMENTEL et al., 2021).

Os leites e derivados, principalmente o leite fermentado, tém sido os veiculos mais
conhecidos para os probiéticos (OLIVEIRA, DENIZE et al., 2016). Grande parte das espécies
probidticas utilizadas para a producdo de alimentos pertence aos géneros Lactobacillus e
Bifidobacterium, sendo que as mais comuns séo L. acidophilus, L. casei, B. bifidum, B. infantis
e B. longum (CRUZ et al., 2010).
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A exemplo dos efeitos funcionais em produtos lacteos, pode-se observar que 0 consumo
diério de leite fermentado com L. casei 431 pode ser uma terapia potencial para aumentar a
resposta imune contra os virus da gripe, especialmente para individuos com imunidade
relativamente baixa (TRACHOOTHAM et al., 2017). Os ensaios clinicos randomizados em
humanos demonstram que o leite fermentado de L. acidophilus La-5 e B. lactis BB-12
apresentou potencial antidiabético ao diminuir, significativamente, os niveis de TNF-a,
resistina e frutosamina em pacientes diabéticos (BAGCHI, 2014; SAKANDAR; ZHANG,
2021).

1.2.1 Lactobacillus acidophillus
Um estudo avaliou a taxonomia do género Lactobacillus com base em sequéncias

genbmicas completas compreende 261 espécies que sdo extremamente diversas nos niveis
fenotipico, ecologico e genotipico, os autores propuseram a reclassificacdo do género
Lactobacillus em 25 géneros (ZHENG et al, 2020).

Cada um desses géneros pode ser segmentado em espécies, subespécies, variantes e cepas
(ANJUM et al., 2014). Uma das espécies do género Lactobacillus é o conhecido Lactobacillus
acidophillus, isolado pela primeira vez em 1900 por Moro, a partir de fezes infantis. Contudo
ele também pode ser encontrado no trato gastrointestinal humano e na vagina (PARVANEH,;
MARYAM, 2011).

Trata-se de um micro-organismo Gram-positivo que possui aproximadamente de 2 a 10
um de tamanho, temperatura e pH 6timo de 30-45°C e de 4 a 5, respectivamente. Também
dispde de uma morfologia de bastonetes, metabolismo anaerébio, homofermentativo, que pode
seguir a glicolise ou a via Embden-Meyerhof-Parnas para fermentar hexoses e produzir d e (-
acido lactico (ANJUM et al., 2014).

O Lactobacillus acidophilus é uma cepa probiotica que estimula respostas imunologicas
por meio de peptideos antimicrobianos e produtos organicos gerados pelo metabolismo. A
Tabela 1.1 ilustra os diferentes efeitos probidticos das espécies de Lactobacillus acidophilus.
A cepa de L. acidophilus IDCC 3302 foi relatada como estimuladora de respostas bioldgicas
epiteliais, por meio de efeitos antifotodanos da pele (IM et al., 2018; LIM et al., 2020).
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TABELA 1.1- Efeito probiotico de diferentes cepas de Lactobacillus acidophillus
Cepa Efeito probittico Referéncia

L. acidophilus IDCC  Prevencdo do fotoenvelhecimento da pele e a

3302 formagéo de rugas (IMetal., 2018)

L. acidophilus DDS- Modulacdo da microbiota intestinal (SERGEEV etal,
1 2020)
. . ) (GOMES;
L audogt;llus LA Tratamento de obesidade HOFFMANN;
MOTA, 2020)
L. acidophilus LA- Tratamento de artrite reumatoide (CANNARELLA et
14 al., 2021)
L. acidophilus LA-5 Tratamento de pneumonia (TSILZI(I)(ZAZ\)et al.
L. acidophilus LA-5 Tratamento de diabetes mellitus tipo 2 (TONUCC etal,

2017)

(HAJIFARAJI et al.,

L. acidophilus LA-5 Tratamento de diabetes mellitus gestacional 2018)

Fonte: dados da pesquisa.

Outras implicagdes benéficas causadas por cepas de L. acidophilus foram: a modulacéo
da microbiota intestinal humana com o aumento de espécies microbianas benéficas apds uma
intervencdo de 3 meses com L. acidophilus DDS-1 e outras cepas probidticas (SERGEEV et
al., 2020). Relatos da aplicacéo de L. acidophilus LA-5 apontam que sdo causadores da variagdo
na composicdo filogenética da microbiota intestinal em mulheres obesas e na reducdo de
leucdcitos e citocinas inflamatdrias em pessoas com artrite reumatoide (CANNARELLA et al.,
2021; GOMES; HOFFMANN; MOTA, 2020).

Nesse sentido, o L. acidophilus LA-5 apresenta diferentes efeitos na literatura cientifica,
que incluem a reducéo da incidéncia de pneumonia associada a ventilacdo, sepse e tempo de
permanéncia em unidade de terapia intensiva em pacientes multi-traumaticos sujeitos a

ventilagdo mecénica e aumento do controle glicémico em individuos com diabetes mellitus tipo
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2 (TONUCCI et al., 2017; TSILIKA et al., 2022), bem como na melhora de marcadores de
estresse oxidativo e inflamac&o em mulheres com diabetes mellitus gestacional (HAJIFARAJI
etal., 2018).

Esses beneficios associados ao L. acidophilus podem ser relacionados aos alimentos,
visto que essa espécie € aplicavel na fermentacdo de muitas matrizes alimenticias,
especialmente em produtos lacteos, quando sua atividade metabdlica resulta na producéo de
sabor e aroma que causam propriedades organolépticas especiais, inibem bactérias
deterioradoras de alimentos e também h& relatos do efeito antagonista a patdgenos
(PARVANEH; MARYAM, 2011). Na Tabela 1.2 ha exemplos de aplicacdo de L. acidophilus
em diferentes matrizes de alimentos, como suco de fruta, barra de cerais, arroz integral

germinado fermentado, pdo e iogurtes de leite caprino e bovino.

TABELA 1.2 - Aplicagdes de L. acidophilus em alimentos

Matriz alimentar Cepa Referéncia
Arroz integral germinado ) ] ] (LI, SING CHUNG
Lactobacillus acidophilus DDS-1
fermentado etal., 2019)
Suco de fruta (laranja e ] ] ) (MARQUES et al.,
) Lactobacillus acidophilus La-5
maca) 2021)
Barra de cereais Lactobacillus acidophilus LA02-ID- (LASTA et al.,
revestida com chocolate 1688 2021)
~ . ] ) (HADIDI et al.,
Pao Lactobacillus acidophilus LA-5
2021)
logurtes de leite de cabra (WANG, CUINA et
e vaca Lactobacillus acidophilus La-5 al., 2019)

Fonte: dados da pesquisa.

LI, Sing Chung et al, 2019 demonstraram o potencial probiotico do Lactobacillus
acidophilus DDS-1 em exercer efeito preventivo em carcinogénese colorretal em roedores.
Porém a maioria dos estudos de aplicacdo de micro-organismos probidticos em alimentos, como
o L. acidophilus visa ao aumento da viabilidade desses apds o processamento e ao longo do
periodo de shelf life dos produtos. MARQUES et al, 2021 realizaram o microencapsulamento
do Lactobacillus acidophilus La-5 aplicado em suco de laranja e magd, LASTA et al, 2021 e
HADIDI et al, 2021 encapsularam cepas de L. acidophilus para adiciona-lo em barra de cereais

revestida com chocolate e em péo.
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1.2.2 Viabilidade probiotica
O intuito de promover os beneficios de alimentos probidticos requer que 0s micro-

organismos estejam viaveis e adequadamente abundantes no momento do consumo. Contudo,
a presenca de varios fatores ambientais danosos pode causar problemas na viabilidade dos
probidticos (SAKANDAR; ZHANG, 2021).

Outro desafio para os alimentos funcionais contendo probidticos é a perda de viabilidade
celular durante o transito gastrointestinal, que pode impedir que quantidades adequadas de
probidticos cheguem ao intestino ao final da vida de prateleira do produto (LASTA et al., 2021).
A matriz alimentar pode aumentar ou também diminuir os efeitos potenciais dos probidticos,
logo, deve-se tomar nota da natureza das matrizes alimentares, nas quais 0s probiéticos sdo
veiculados (SAKANDAR; ZHANG, 2021).

Os fatores que podem afetar a viabilidade probidtica sdo tais como acidez titulavel, pH,
homogeneizacdo, peréxido de hidrogénio, contetido de oxigénio, temperatura de estocagem,
tipo de probidtico, grau de inoculagdo, suplementos de crescimento, associa¢ao de espécies ou
cepas, concentracdo de acido latico e acético, concentracdo de proteina e o lento metabolismo
de bactérias no processo fermentativo (MEYBODI et al., 2020; POTOROKO et al., 2018).

Nesse contexto, SUN et al. investigaram o impacto da temperatura durante a
fermentacdo do leite com as culturas tradicionais do iogurte (Lactobacillus delbrueckii ssp.
bulgaricus e Streptococcus thermophilus) e o probiético Lactobacillus casei Zhang. Foi
observado que na fermentacdo a 37°C, a contagem de células probidticas viaveis foi cerca de
3,5 vezes maior que a 42°C, considerada alta temperatura. Logo, isso proporcionou impacto
tanto na contagem das BAL apds periodo de armazenamento de 10 dias do produto quanto no
perfil sensorial do leite fermentado (SUN et al., 2022).

As mesmas temperaturas foram usadas para comparar a fermentacdo de kombucha por
Kanuri¢ et al., sendo observado que na temperatura de 42°C o consumo de lactose foi mais
rapido que a 37°C (KANURIC et al., 2018). Além disso, a temperatura também é um fator de
impacto durante o armazenamento do produto, visto que pode reduzir a sobrevida de células

viaveis.

A pesquisa de KANG et al, 2012 avaliou diferentes temperaturas na viabilidade do
probidtico Weissella cibaria em goma de mascar, e observou que ap6s 4 meses a 4°C, a

viabilidade da bactéria gram-positiva foi significativamente maior que a 20°C.
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A associacdo de diferentes espécies durante a fermentagdo pode afetar também a
producdo de um alimento contendo probi6ticos, bem como sua posterior estabilidade, o que
afeta a viabilidade das bactérias. Um estudo conduzido por MANI-LOPEZ et al, 2014 mostrou
que, durante a fermentacdo, a adicdo de Lactobacillus acidophilus pode reduzir o tempo de
fermentacdo de iogurte quando associada as culturas tradicionais (Streptococcus thermophilus
e Lactobacillus bulgaricus), enquanto que com L. casei esse periodo pode ser dobrado na

associacdo das 3 espécies.

Entretanto, na auséncia de L. delbrueckii ssp. bulgaricus, foi detectado menor alteracéo
de pH durante o armazenamento. A contagem dessa BAL foi reduzida nos iogurtes fermentados
com diferentes espécies probioticas. Por fim, foi demonstrado que a pés acidificacdo durante o
armazenamento depende da BAL presente (MANI-LOPEZ; PALOU; LOPEZ-MALO, 2014).

Nesse sentido, além do pH, a composicdo da matriz que veicula probiéticos em um
produto é de grande importancia na sua viabilidade. DE OLIVEIRA et al. estudou a
possibilidade de usar suco de cenoura e manga como veiculo a bactérias das espécies L.
rhamnosus, L. plantarum e L. acidophilus. Devido as condicdes, a Ultima espécie apresentou
baixo desenvolvimento devido ao pH, nivel de oxigénio e composi¢do quimica do meio (DE
OLIVEIRA, PATRICIA MARTINS et al., 2021).

Com isso, matriz alimentar na qual o probi6tico é veiculado pode constituir uma escolha
crucial na viabilidade das células. Castro et al. observou que BAL produziram diferentes
quantidades de perdxido de hidrogénio (H202) em funcdo a matriz a qual estavam vinculados.
Em comparacdo ao mel, o leite mostrou efeito protetor ao estresse oxidativo a culturas de
Lactobacillus (CASTRO et al., 2021).

Os probioticos passam por situacdes de estresse desde as etapas industriais até seu uso
pelo consumidor (TRIPATHI; GIRI, 2014). Ainda, podem enfrentar reducdo significativa
durante a digestdo em funcgdo do alimento em que é consumido junto ao probidtico. Um estudo
de MATOUSKOVA et al, 2021 empregando um modelo para digestdo mostrou que o numero
de células viaveis que alcanca o intestino pode sofrer reducfes de 17,5 vezes devido a queda
dréstica do pH estomacal.

Além disso, a ingestdo de sal durante o consumo do probiotico pode provocar estresse
0smotico nas bactérias, afetando sua viabilidade tambéem (MATOUSKOVA et al., 2021). Com

isso, é fundamental que o produto tenha alta contagem de células visto os obstaculos que esses
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microrganismos passam no processamento, armazenamento e no trato gastrointestinal para que
possam estabelecer suas fungdes benéficas ao hospedeiro, o que requer técnicas para aprimorar
a sua viabilidade (FIG. 1.2).

FIGURA 1.2- Fatores que influenciam a viabilidade da microbiota probiotica em
produtos lacteos fermentados

Temperatura Tipo do
. de estocagem robidtico
Contaiido P Graude
de oxigénio 5 %
> : inoculagdo
dissolvido
Perdxido Suplementos
de de crescimen-
hidrogénio to
Homogenei Associagdo de
-zagdo espécies ou
cepas
Concentracdo
pH de 4cido latico
e acético

Viabilidade de
probidticos em
produtos lacteos
fermentados

Concentracdo
de
proteina

Acidez
tituldvel

FONTE: MEYBODI, 2020., adaptada.

Diversos métodos estdo sendo aplicados para aumentar a viabilidade de bactérias
probidticas em alimentos durante o shelf life, como a microencapsulacdo e adicdo de
prebidticos, que sdo as tecnologias mais comuns de serem estudados (MEYBODI et al., 2020).
Tecnologias emergentes também estdo sendo aplicadas como estratégias para melhorar
caracteristicas fisico-quimicas, reoldgicas, sensoriais e também de otimizar a viabilidade
probidtica como alta pressdo, campo elétrico pulsado, uso da irradiacdo UV e o ultrassom de
alta intensidade (BETORET et al., 2017; EWE et al., 2012; NAJIM; ARYANA, 2013).

1.3 Ultrassom de alta intensidade
O ultrassom (US) se trata de ondas sonoras acima de uma frequéncia de 20.000 Hz, que ndo

sédo detectaveis pelo ouvido humano. O ultrassom de alta intensidade é caracterizado por
frequéncias entre 20 e 500 kHz e intensidades maiores que 1 W.cm™. As ondas de ultrassom
formadas por meio dos transdutores, que sdo equipamentos capazes de produzir o campo

ultrassénico, converte a energia elétrica em mecanica na forma de vibrag@es ultrassénicas, que
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sdo aplicadas ao produto alimenticio diretamente usando o ultrassom de probe ou banho.
(GUIMARAES e BALTHAZAR et al, 2019).

As ondas sonoras de US podem causar alteragGes fisicas e quimicas na estrutura dos
alimentos, realizando a compressdo das moléculas, com formacdo e colpaso de microbolhas no
meio liquido, promovendo as cavitacGes nessas estruturas. Dessa forma, a energia ultrassom
pode exercer for¢as de cisalhamentos, rupturas, ou efeitos ndo destrutiveis, como a sonoporagdo
(KORZENDORFER et al., 2019).

A sonoporacdo se trata de formac6es de aberturas temporarias da membrana da célula por
meio do surgimento de microbolhas, que possuem gas em seu interior, coberto por uma camada
de lipidio, proteina ou polimero. Este nlcleo cheio de gas é compressivel e pode responder as
ondas de pressdo do ultrassom. Esse processo de crescimento e encolhimento alternados é
denominado cavitacdo (LENTACKER; DE COCK; et al., 2014).

A formacdo de microbolhas provocada pela cavitagdo cria 0 micro-streaming ou 0S
chamados jatos liquidos, que geram uma forte forca de cisalhamento que rompe as estruturas
das membranas celulares, causam perfuracfes na superficie da célula e resulta no aumento da
permeabilidade de membrana (ABESINGHE et al, 2019).

Logo, o efeito da sonoporacdo nas células dos micro-organismos pode melhorar a
transferéncia de massa por meio da membrana celular, facilitar as reacdes enzimaticas com o
aumento da taxa de transferéncia de massa dos reagentes para o sitio ativo, contribui para
remoc¢do de subprodutos de células metabolismo e, assim, melhorar o crescimento com a

reducdo do tempo de fermentacdo (OJHA et al., 2017a).

Pode-se considerar os efeitos positivos da utilizagcdo de ultrassom de alta intensidade
sob a viabilidade de micro-organismos quando os parametros sao ajustados para niveis subletais
das células (HUANG et al., 2017). Um dos principais parametros da HIUS é a densidade
energética, que, em nivel adequado, pode possibilitar a transferéncia de massa na membrana,

sem causar 0 vazamento de todo contetdo da célula (FIG. 1.3).
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FIGURA 1.3 - Representagdo esquematica de uma formacdo de microjato através do
colapso de bolhas de cavitacdo acustica. i) sistema baseado em sonda ultrassonica, ii)
transdutor de banho ultrassonico

i) Gerador de P R

ultrassom Propagacdo de ondas sonoras e cavitacdo

$ Sonotrodo Compressdo

s s e

Refracdo
ii)
N Bolha by ‘f‘
G- Vs
—3» Gerador de 2 : \ Micro
ultrassom PR |/ jato
Transdutor
Membrana celular Superficie deformada
________________________ -
j) Ondas Suspensdo
7 sonoras microbiana

FONTE:PENG, Kaidi et al, 2020, adaptada.

A definicdo da densidade energética a ser utilizada no processo de sonicacao é obtido
combinando-se fatores como poténcia, tempo de aplicacdo, volume da amostra, frequéncia.
Aumentando-se estes fatores, principalmente a poténcia, consegue-se atingir densidades
energéticas mais altas como a 19 kHz e 300-600 J.mL* podem promover a inativacéo de micro-
organismos em leite cru (GUIMARAES e SILVA et al, 2018).

O célculo da densidade energética a ser utilizada no processo de sonicacdo, mostrado na
Equacdo 1, é obtido multiplicando-se a poténcia pelo tempo de aplicacdo, dividindo-se pelo
volume da amostra, normalmente expresso em JmL?,  sob determinada
frequéncia.(GUIMARAES e SILVA et al, 2018).

Equacéo 1:

poténcia nominal (W)x Tempo de Processo (s)

DE L) =
U/mL) Volume da amostra (ml)

Por outro lado, uma baixa densidade energética pode ndo ser suficiente para causar
sonoporagdo na membrana dos micro-organismos e ter os efeitos desejaveis de melhora da
viabilidade celular, como observado no cultivo de micro-organismos probiéticos em agua
destilada sob aplicacdo de US (RACIOPPO et al., 2017).
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1.3.1 Aplicagdo de HIUS em alimentos

A aplicagdo do ultrassom tem sido realizada em matrizes alimentares de diversificadas
naturezas, em razdo de diferentes propdsitos (FIG. 1.4). DE ALMADA, 2017 desenvolveu um
macarrdo adicionado de Lactobaciilus acidophilus, Lactobacillus casei e Bifidobacterium
animalis inativados por diferentes processos, dentre eles o ultrassom. A inativagao possibilitou
a formac&o de paraprobidticos que foram adicionados em um macarrdo com efeito funcional,
uma vez que, quando consumido por camundongos, apresentou uma reducdo nos niveis de

glicose e colesterol, quando comparado ao grupo controle.

FIGURA 1.4- Matrizes alimentares ja submetidas ao tratamento de ultrassom

Frutas

Carnes

FONTE: Smart servier medical arts, adaptada.

O ultrassom também foi aplicado em frutas como mirtilo, nectarina, framboesa e melancia,
bem como em outros vegetais, como alho, alcachofra de Jerusalém, alho-pord, cebolinha, alho
de primavera e cebola branca. Em todos esses alimentos, o ultrassom possibilitou a extragédo de
oligossacarideos (OS), sendo que a concentracdo desses OS aumentou de 2 a 4 vezes em
comparagdo com a extragdo convencional (JOVANOVIC-MALINOVSKA; KUZMANOVA,
WINKELHAUSEN, 2015a).
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(CAOQO et al., 2021) aplicaram o ultrassom em carne de frango e constatou 0 aumento da
porcentagem de dgua imobilizada na carne, devido & migracéo e a distribuicdo mais uniforme
da 4gua com o tratamento. Assim, um importante fator para a qualidade de produtos carneos, a
capacidade de retencdo de agua (CRA) foi melhorada com o uso de ultrassom. Similar efeito
foi observado na carne de coelho, em que tempos de sonicagao curtos atenuaram os efeitos do
congelamento e resultaram em aumentos significativos no CRA, no final do armazenamento
refrigerado (CARRILLO-LOPEZ et al., 2021).

Hé estudos que abordam a aplica¢do de ultrassom em bebidas como vinho, cervejas, xaropes
e sucos. No caso do suco de cereja, um estudo especifico evidenciou que tratamentos
tradicionais, como pasteurizacdo reduzia o teor de frutooligossacarideos (FOS), enquanto o
ultrassom possibilitou a inativagcdo microbiana, mantendo a propriedade prebidtica do produto,
além de melhorar a retencdo de acidos organicos e o teor de antocianinas (GOMES, WESLEY
FARIA et al., 2017).

Em produtos lacteos, a tecnologia de US se confirmou como um método muito plurivalente
para 0 processamento desse tipo de matriz alimentar. Ha relatos de sua aplicacdo na inativacao
microbiana, homogeneizacdo, alteracdo na cristalizacdo de lactose e agua, bem como no
aumento de compostos bioativos. Ha também um efeito ainda em ampliacdo de conhecimentos
do ultrassom, que é a modulaco da atividade do probi6ticos (GUIMARAES e BALTHAZAR
et al, 2019).

1.3.1.1 Possiveis alteragdes causadas pelo ultrassom em alimentos

O US pode ser usado para a filtracdo, a emulsificacdo, a desespumacdo, a
desgaseificacdo, 0 cozimento, a secagem, a extracdo de componentes bioativos de produtos da
agroindustria, a inativacdo de micro-organismos e enzimas ou modulacdo de microbiota
probidtica (GUIMARAES e BALTHAZAR et al, 2019). Dessa forma, pode-se categorizar os
tipos de alteracdes causadas pelo ultrassom em microbianas, de perfil nutricional, reoldgicas e

mecanicas.

Durante o funcionamento da tecnologia de US, ocorre 0 evento da cavitagcdo em sistemas
liquidos, o que gera ondas locais de altas temperaturas, alto cisalhamento, turbuléncia e ondas
de pressdo mecénica. Esses efeitos causam mudancas nas propriedades estruturais e fisico-
guimicas dos alimentos, principalmente proteinas, como pode ser observado na Tabela 1.3

(TONG et al., 2022). Por essa razdo, o processamento assistido por HIUS de 20 kHz de
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diferentes poténcias pode melhorar, significativamente, a maciez da carne curada e iaque,

devido aos efeitos da cavitacdo (BAO et al., 2022).

TABELA 1.3- Alteracdes reoldgicas e mecéanicas em alimentos submetidos ao tratamento
de HIUS
Alteracdo Efeito Referéncia
Melhoria na retengéo de agua em carne de frango  (CAO et al., 2021)

Alterac@es reoldgicas em geis de emulséo de (CHENG et al.,
proteinas do soro do leite 2019)

Alteraces reoldgicas em carne de iaque curada a
(BAO et al., 2022)

.- seco
Reologicas e
a (CARRILLO-
Mecanicas _ N )
Melhoria na retencdo de agua em carne de coelho LOPEZ et al.,
2021)
Alteracgdes reologicas em géis de leite fermentado ) )
o ) o (KORZENDORFE
enriquecidos com proteina para fabricacdo de
Retal., 2019)

iogurte grego

Fonte: dados da pesquisa.

CHENG et al, 2019 relataram que o uso de US foi eficaz para melhorar as propriedades
mecanicas do gel de emulsdo de soro de leite. Isso ocorre devido a forte forca de cisalhamento
gerada pelo crescimento sequencial, associado a ruptura de bolhas de cavitacdo, o que leva a
aceleracdo da nucleacdo espontanea da proteina monomérica e a fragmentacdo das fibrilas
(TONG et al., 2022).

KORZENDORFER et al, 2019 também observaram que a aplicagdo de US durante a
fermentacdo possibilitou 0 amolecimento do gel de conjunto, como consequente facilitacdo da
agitacdo ao final do processo. Propriedades do iogurte grego como a aspereza visualmente

percebida e a viscosidade aparente foram reduzidas.

Além de aprimorar as caracteristicas reoldgicas e mecanicas de alimentos ricos em
proteinas, o tratamento de US é reconhecido por sua capacidade de extrair compostos bioativos
de alimentos, fato que pode promover alteracbes no perfil nutricional de alimentos
(GUIMARAES e SILVA et al, 2019).

AADIL et al, 2013 admitem melhorias no valor de turvacéo, teor de &cido ascorbico,
fendlicos totais, flavonoides e flavondis em amostras de suco de toranja (TAB. 1.4). O aumento

no teor desses compostos bioativos como o acido ascorbico pode ser em detrimento do calor e
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devido a presenca de oxigénio serem fatores determinantes em sua degradagdo. Logo, o
aumento desse antioxidante pode ser devido a remocao do oxigénio aprisionado as células com
0 evento da cavitacdo (AADIL et al., 2013).

TABELA 1.4- AlteracGes no perfil nutricional em alimentos submetidas ao tratamento de
HIUS

Alteracao Efeito Referéncia
_ o _ ~ (GUIMARAES e
Aproveitamento de prebidticos em bebida proteica
) SILVA et al,
de graviola.
2019)
3 . ) (JOVANOVIC-
Extracdo de OS em frutas (mirtilo, nectarina,
_ _ MALINOVSKA,;
framboesa e melancia) e vegetais (alho, alcachofra
, ] _ KUZMANOVA,;
de Jerusalém, alho-pord, cebolinha, alho de
_ WINKELHAUS
primavera e cebola branca)
: EN, 2015b)
Perfil
- Extracdo de compostos bioativos e mudancas (AADIL et al.,
nutricional
fisico-quimicas em suco de toranja 2013)

Mudangas na composicéo nutricional de leite crue (MARCHESINI et

caracteristicas de coagulacdo melhoradas al., 2012)
(GOMES,
Extracdo de FOS em suco de cereja WESLEY FARIA
etal., 2017)
Aproveitamento de prebiéticos em suco de (CASSANI et al.,
morango 2017)

Fonte: dados da pesquisa.
Estudos evidenciam que as tecnologias térmicas ndo sdo viaveis para a producao de

alimentos prebidticos como os FOS, pois eles sdo suscetiveis & degradacdo em altas
temperaturas e também s&o altamente suscetiveis a hidrolise durante a pasteurizagdo (GOMES,
WESLEY FARIA et al., 2017).

A fim de se avaliar a descontaminac¢do com o uso de US em suco de laranja enriquecido
com xilooligossacarideos, SILVA, Eric Keven et al, 2020 consideraram a tecnologia como uma
técnica de promissora, devido a estabilidade quimica dos prebidticos a essa tecnologia
emergente sob condigOes severas de processo. CASSANI et al, 2017 analisaram o efeito de

barreira da concentracdo de vanilina e do tempo de ultrassom na qualidade microbioldgica e
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sensorial do suco de morango apos 14 dias de armazenamento a 5°C, que resultou em atributos

microbianos e sensoriais aprimorados.

As alteracOes do perfil nutricional de alimentos com o uso de HIUS podem ser para
além da preservacdo de prebioticos e do aumento do teor de compostos biotativos, como ha
mudancas no teor de certos nutrientes. Para efeito de ilustracio, MARCHESINI et al, 2012
relataram o aumento de &cidos graxos livres em leite cru, possivelmente devido ao rompimento
da membrana do glébulo de gordura, propiciando a liberac&o de triacilglicerois e outros lipidios,
como colesterol e fosfolipidios, do nucleo dos glébulos de gordura.

Em relacdo as alteragBes microbianas, a finalidade de inativacdo de enzimas e micro-
organismos patdgenos e deteriorantes foi primariamente estudada como estratégia de se
preservar os aspectos nutricionais e sensoriais dos alimentos (GUIMARAES e BALTHAZAR
et al, 2019).

Assim, o estudo do HIUS usando o tratamento de termosonicacdo de cerveja a 50 °C
demonstra seu efeito na descontaminagdo, com a capacidade de se elevar os atributos sensoriais
da cerveja (DENG et al., 2018). O HIUS ¢é uma tecnologia potencial e interessante para
melhorar a sobrevivéncia e a funcionalidade das bactérias probioticas, devido a liberacdo de
enzimas e hidrélise de carboidratos, a facilitacdo de troca de nutrientes, entre outros fatores que
podem causar 0 aumento da atividade fermentativa e maior producdo de metabdlitos dos
probidticos (GUIMARAES e BALTHAZAR et al, 2019).

MUNOZ et al, 2021 demonstraram que o HIUS pode ter um efeito reversivel na
vitalidade probidtica, com o prolongamento da fase LAG (de adaptacdo), seguido por uma
recuperacdo do crescimento no vinho. NGUYEN et al, 2009 também constataram que o HIUS
reduziu o tempo de fermentacdo necessario para atingir o pH 4,7 para amostras de leites
fermentados com B. infantis, B. breve ATCC 15700 e BB-12.

A permeabilizacdo de membrana, ocasionada pelo evento das cavitagfes que o HIUS
promove, pode oportunizar a internalizagcdo de nutrientes e levar ao melhor desempenho no
crescimento de lactobacilos, como Lactobacillus acidophilus BT 1088, L. fermentum BT 8219,
L. acidophilus FTDC 8633, L. gasseri FTDC 8131, em extrato hidrossolivel de soja
suplementado com biotina (LIU, WEN SIN; YANG; FANG, 2018).

O HIUS também foi utilizado para intensificar o processo de secagem de cubos de macé
desidratados, adicionados de Lactobacillus casei NRRL B-442 (TAB. 1.5). Os autores
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RODRIGUES et al, 2018 demonstraram que a aplicacdo do ultrassom aumentou a taxa de
secagem em todos os casos, reduzindo, significativamente, o tempo de secagem, devido a
cavitacdo. Ao final do processamento, o produto teve uma concentracdo de probioticos
semelhante a concentracdo de micro-organismos nos produtos lacteos probidticos comerciais
(RODRIGUES et al., 2018).

TABELA 1.5- Alteracdes microbianas em alimentos submetidas ao tratamento de HIUS

Alteracao Efeito Referéncia
] N o (LIU, WEN SIN;
Alteracdo da atividade enzimética em extrato
_ _ YANG; FANG,
hidrossoltvel de soja
2018)
. e o . (MUNOZ et al.,
Melhoria na viabilidade probio6tica em vinho
2021)
Melhoria na viabilidade probidtica em cubos de ~ (RODRIGUES et
maca desidratados al., 2018)
Melhoria na viabilidade probidtica em xarope de (HASHEMI,;
tamara ROOHI, 2019)
Microbiana (HASHEMI;
Melhoria na viabilidade probi6tica em leite ROOHI, 2019;
fermentado NGUYEN; LEE;
ZHOU, 2009)

Melhoria na viabilidade probio6tica em extrato

hidrossolUvel de soja suplementado com biotina

(EWE et al., 2012)

o o (DE ALMADA,
Viabilidade de paraprobidticos em macarrao
2017)
o _ (DENG et al.,
Descontaminagdo em cerveja
2018)

Fonte: dados da pesquisa.

Além de aprimorar a viabilidade probidtica, o HIUS pode causar alteraces nas enzimas
microbianas, visto que o aumento da permeabilidade da membrana é possivel provocar a
liberacdo de enzimas intracelulares na rede de substratos da matriz alimentar, também pode
reduzir a energia de ativacdo das enzimas, bem como aumentar a afinidade de enzimas para
substratos (GUIMARAES e BALTHAZAR et al, 2019).
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A melhora da atividade da 3-galactosidase com US pode ser verificada em amostras de
leite fermentado, em que o tratamento levou ao aumento das reacdes de transferéncia e hidrolise
da lactose, fornecendo mais monossacarideos, como galactose e glicose (NIAMAH, 2019).
Desta forma, o tratamento HIUS também contribuiu para o aumento da atividade da [-
glucosidase para 3,91 U.mL?, que foi 1,82 vezes maior do que sem tratamento de ultrassom,
em uma bebida de soja fermentada com L. acidophilus BCRC 10695 (LI1U, WEN SIN; YANG,;
FANG, 2018).

1.3.1.2 Parametros de ultrassom para modula¢do microbiana

Muitos sdo os efeitos positivos com a utilizacdo de ultrassom de alta intensidade sob a
viabilidade de micro-organismos, porém este efeito ainda requer mais clareza dos mecanismos
que ocorrem nos tipos de produtos e nos parametros utilizados na sonicagdo, constituindo,

portanto, em uma lacuna do conhecimento (HUANG et al., 2017).

Estudos evidenciam que matrizes alimentares com uma maior diversidade de nutrientes,
como o leite, possibilitam a aplicacdo de densidades energéticas consideradas mais altas, porque
0S micro-organismos possuem os constituintes da matriz (macromoléculas e até mesmo a
viscosidade do produto) para protege-los, atuando como uma barreira de protecdo da cavitacdo
acUstica. (GUIMARAES e BALTHAZAR et al, 2019).

A morfologia da célula bacteriana também pode determinar quais parametros devem ser
utilizados na aplicacdo de HIUS em um produto, devido ao fato de que as células maiores
podem ser mais suscetiveis ao efeito da cavitacdo acuUstica, visto que possuem maiores
superficies de contato. Nesse sentido, o contrario também se aplica, quando células menores,
cOmo 0s cocos, podem ser mais resistentes do que bactérias em forma de bastonete (CHAVEZ-
MARTINEZ et al., 2020).

Em funcéo disso, alguns fatores podem ser listados, no que tange ao impacto do efeito
do tratamento de ultrassom de alta intensidade em diferentes produtos, como as propriedades
fisicas, bioldgicas ou morfoldgicas dos micro-organismos: cinética de cada célula, fase de
crescimento, tamanho e espessura da capsula, bem como os parametros de processo: poténcia,
frequéncia, volume da amostra, tempo de sonicacdo, pressdo, temperatura, volume do inoculo
(ABESINGHE et al, 2019) (TAB. 1.6).



CAPITULO |

45

TABELA 1.6- Pardmetros de ultrassom aplicados em diferentes matrizes alimenticias contendo
micro-organismos

_Matrl,z_ Micro-organismo Parametro de ultrassom Dens@gde Referéncia
alimenticia energeética
Lactobacillus helveticus Poténcia Nominal: 25 W; 75 _ 295 3 mL-
Xarope de (PTCC 1332) Tempo: 10, 20 e 30 min; L (Fre uéﬁcia' (HASHEMI
tdmara Lactobacillus acidophilus Volume: 200 mL; sem 30qu2) " etal., 2018)
(PTCC 1643) controle de temperatura
Streptococcus
thermophilus Poténcia Nominal: 84 - 63 — 153 J.mL" -
. Lactobacillus delbrueckii 102 W; Tempo: 75 e 150 s; ! (BARUKCI
Soro de leite . " ) N Cetal.,
subsp. bulgaricus Volume: 100 mL; (Frequéncia: 2015)
Lactobacillus acidophilus Temperatura; 37°C 20 kHz)
(La-5)
Lactobacillus acidophilus
. o _— , 241 -723,6
Leite de (La-5) Poténcia Nomlnal. 20_1.W, ImL-L (DELGADO
cabra - Tempo: 3, 6 e 9 min; A
Cultura tradicional do ! . (Frequéncia: et al., 2020)
fermentado . Volume: 150 mL;
iogurte oo 20 kHz)
Temperatura: 8 °C
Solugéo de
peptona em Lactobacillus casei Poténcia Nominal: 40,80e 12 -108J.mL"
diferentes . 120 W; Tempo: 15,30 e ! (DAHROUD
~ subsp.casei (ATTC . , ] N
concentragde 39392) 45 s; VVolume: 50 mL; (Frequéncia: et al., 2016)
s(2,6e10 Temperatura; <10 °C 24 kHz)
g/L)
Leite Poténcia: 100 W/L; Tempo: 180 - 1_A;40
. . , J.mL (HUANG et
desnatado Lactobacillus paracasei 05,1,2,3e4h; ~
 po (Frequéncia: al., 2019)
fermentado Temperatura; 37°C
28 kHz)
Bifidobacterium
breve (ATCC 15700)
. Bifidobacterium infantis b, e, - 30 W; Tempo: 7, 126 - 5?0 (NGUYEN;
Leite Bifidobacterium g i J.mL i
L . 15 e 30 min; Volume: 100 ~ . . LEE; ZHOU,
fermentado  animalis ssp. lactis (BB- mL: Temperatura: <10 °C (Frequéncia: 2012)
12) » 1EMp ' 20 kHz)
Bifidobacterium
longum (BB-46)
Lactobacillus acidophilus
(LA-5)
Lactobacillus casei
(LC) ~ Poténcia Nominal: 34,8 W; 10,44 — 417,6
Leite Lactobacillus reuteri  Tempo: 0,5, 10, 15 e 20 mi; JmLt (NIAMAH,
fermentado (LR-MM53) Volume: 100 mL; sem (Frequéncia: 2019)
Bifidobacterium controle de temperatura 40 kHz)

bifidum (Bb-12)
Bifidobacterium
loungm (BB-536)

Fonte: dados de pesquisa.

HASHEMI et al, 2018 avaliaram o crescimento celular, o consumo de substratos e a
formagéo de produtos durante a fermentacdo do xarope de tdmara. Constataram que 0s
Lactobacillus helveticus PTCC 1332 e L. acidophilus PTCC 1643 tiveram 0 crescimento
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estimulado, aumentaram o consumo de agucar e a producao de acido latico com os parametros
de DE em 10 e 20 minutos de 75 e 150 J.mL™, enquanto o tratamento mais prolongado, de 30

minutos com DE de 225 J.mL™ afetou, negativamente, o crescimento celular.

BARUKCIC et al, 2015 avaliaram a ativacdo ultrassdnica das culturas lacteas
selecionadas (L. acidophilus La-5, cultura do iogurte Y C-380) na fermentacéo de soro de leite,
utilizando DE de 126 J/mL que resultou em 0,5 h de fermentagdo em menos tempo com

monocultura La-5 em comparagdo com a amostra controle.

Por outro lado, DELGADO et al, 2020 utilizaram densidades energéticas entre 241 e
723,6 J.mL™ no leite de cabra fermentado. O tratamento com DE de 482,4 J.mL™, ocasionou o
aumento da viscosidade, que € interessante para o leite de cabra, que € muito pouco Viscoso.
Porém a aplicacdo direta de todos os tratamentos HIUS reduziu a viabilidade das bactérias
probidticas, baseando-se nos resultados obtidos na fermentacdo do soro de leite dos autores
(BARUKCIC et al., 2015) anteriormente mencionados. Talvez uma densidade energética
menor do que as utilizadas no leite de cabra fermentado seria mais apropriada para modular,
positivamente, a microbiota probiética de L. acidophilus La-5, o que deve ser bem ajustado

porque sdo matrizes alimenticias distintas.

Um estudo aplicou o ultrassom em solucéo de peptona em diferentes concentrages (2,
6 e 10 g.L ) contendo Lactobacillus casei e obteve melhora na atividade metabdlica com uma
DE de 36 J.mL™, uma densidade energética baixa comparada as ja relatadas anteriormente em
outras cepas de Lactobacillus. Trata-se de uma matriz pouco complexa em contraste com a
matriz alimentar como o leite (DAHROUD et al., 2016).

Essa observacdo pode ser ilustrada com os resultados de HUANG et al, 2019, que
observaram o aumentou das atividades enzimaticas extracelulares das proteases acidas, neutras
e alcalinas no leite desnatado fermentado com Lactobacillus paracasei usando o parametro de

ultrassom de DE 6tima a 180 J/mLL.

NGUYEN et al, 2012 demonstram que o de HIUS com DE entre 126 e 540 J.mL™ pode
acelerar a hidrolise da lactose e a transgalactosilagdo de bifidobactérias no leite, abrindo uma
possibilidade para equilibrar a relagdo entre o acetato e o lactato e entre o total de acetato e
propionato a lactato em leite fermentado filtrado por BB-12 e BB-46, respectivamente.

O autor NIAMAH, 2019 encontrou resultados que demonstram que o HIUS, com DE

de 208,8 J.mL1, teve os melhores resultados, aumentando o nimero de células viaveis em 5%
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de Bifidobacterium longum (BB-46), Lactobacillus acidophilus (LA-5), Lactobacillus casei
(LC), Lactobacillus reuteri (LR-MM53), Bifidobacterium bifidum (Bb-12), Bifidobacterium

loungm (BB-536) ¢ a atividade da enzima B-galactosidase das formulagdes de leite fermentado.

Portanto, entende-se que os varios resultados ja relatados sobre a aplicacdo de ultrassom
de alta intensidade em alimentos, em especial para a modulacdo microbiana, ainda requerem

uma maior compreensao acerca do emprego de HIUS.
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RESUMO

O lento metabolismo de bactérias no processo fermentativo pode comprometer a viabilidade
microbiana, assim, o uso de Ultrassom de Alta Intensidade (HIUS) representa uma
possibilidade tecnoldgica para otimizar a atividade metabdlica destes microrganismos em
processos fermentativos. As ondas sonoras de HIUS podem causar alteragdes na membrana
celular com o efeito da sonoporagdo, com consequente melhora na transferéncia de massa,
facilitagdo das reagdes enzimaticas e remocéao de subprodutos do metabolismo celular. Para se
ter este efeito é preciso se compreender os fatores que podem impactar na proporcao tratamento
HIUS em diferentes produtos, como as propriedades fisicas, bioldgicas ou morfoldgicas de cada
micro-organismo, bem como os parametros de processo e tipo de matriz alimentar. Por isso,
este estudo buscou avaliar o efeito do HIUS no tempo de fermentacdo e na viabilidade
microbiana dos seguintes leites fermentados: iogurte (s6 com a cultura protossimbidtica de
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e Streptococcus thermophilus), um leite
fermentado contendo somente Lactobacillus acidophilus La 5, e um terceiro produto em co-
cultura do iogurte mais Lactobacillus acidophilus La 5. Trés diferentes densidades energéticas
foram utilizadas para sonicar cada produto no banho 0,08, 0,26 e 0,65 J.mL"* no banho e outras
trés DE de 1600, 640 e 200 J.mL? na sonda, em ambos equipamentos com as amostras
submersas em um banho de temperatura de 10 e 25°C. Quando comparado ao tratamento sem
ultrassom o iogurte teve seu tempo de fermentacdo reduzido em 31,87 minutos com a densidade
energética de 640 J.mL™ e um contetido superior de bactérias acido laticas totais, no valor de
log igual a 8,29 UFC.mL™?, sendo que que o contetido sem ultrassom foi de 7,73. O leite
fermentado contendo s6 Lactobacillus acidophilus La 5 teve seu tempo final de fermentagédo
reduzido em 16,33 minutos usando-se a densidade energética de 200 JmL™ e um teor de
Lactobacillus a. La5 de log igual a 8,56 UFC.mL™, quando o produto sem ultrassom apresentou
log de 7,80 UFC.mL™. O leite fermentado contendo a cultura do iogurte e a cultura probidtica
teve seu tempo de fermentacéao final aumentado nas amostras tratadas com o ultrassom, estudos
apontam que o ultrassom em niveis subletais promove a inativacdo de algumas células, e ¢
necessario um tempo de fermentagéo inicial especifico para que as células remanescentes
compensem a reducéo inicial no tempo de fermentacdo, o que pode explicar, que neste caso o
ultrassom nédo contribuiu para otimizagdo do processo fermentativo. Portanto, se torna mais
interessante aplicar o ultrassom separadamente nos leites fermentados s6 com culturas
tradicionais do iogurte ou sé com Lactobacillus acidophilus La 5. Os parametros fisico-

guimicos e a viabilidade microbiana ndo sofreram influéncia apds o tempo de estocagem dos
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trés leites fermentados em todos tratamentos, no caso dos tratamentos em banho ultrassonicos
o HIUS ndo apresentou influéncia também no tempo de fermentacdo. Bem como as
temperaturas de aplicacdo de HIUS néo apresentaram diferenca entre si, portanto, a temperatura
de 25°C seria a mais indicada para o tratamento com DE de 640 J.mL™ no LF s6 com a cultura
tradicional do iogurte e com DE de 200 J.mL™ no LF com a cultura tradicional do iogurte e a
cultura probidtica.

Palavras-chave: Densidade energética, sonda, banho ultrassénico, tempo de fermentacéo.
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ABSTRACT

The slow metabolism in the fermentation process may have a microbial fermentation process,
as well as the technology, the use of high metabolic intensity ultrasound (HIUS) represents a
possibility to optimize the activity of microorganisms in fermentation processes. Sound waves
from HIUS can cause changes in the cell membrane with the effect of sonoporation, with
improvement in mass transfer, facilitation of enzymatic reactions and cellular removal of
metabolism by-products. To have this effect, it is necessary to understand the factors that can
impact the proportion of HIUS treatment in different products, such as the physical, biological
or morphological properties of each microorganism, as well as the process parameters and type
of food matrix. Therefore, this study sought to evaluate the effect of HIUS on fermentation time
and microbial viability of the following fermented milks: yogurt (only with the protosymbiotic
culture of Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus and Streptococcus thermophilus), a
fermented milk containing only Lactobacillus acidophilus La 5, and a third product in co-
culture of yogurt plus Lactobacillus acidophilus La 5. Three different energy densities were
used to sonicate each product in the bath 0,08, 0.26 and 0,65 J.mL™ in the bath and another
three DE of 1600, 640 and 200 J.mL™ in the probe, in both equipment with the samples
submerged in a temperature bath of 10 and 25°C. When compared to the treatment without
ultrasound, yogurt had its fermentation time reduced by 31,87 minutes with an energy density
of 640 J.mL™! and a higher content of total lactic acid bacteria, in the log value equal to 8,29
CFU.mL™, and the content without ultrasound was 7,73. The fermented milk containing only
Lactobacillus acidophilus La 5 had its final fermentation time reduced by 16,33 minutes using
an energy density of 200 J.mL? and a Lactobacillus A. La 5 content of log equal to 8,56
CFU.mL%, when the product without ultrasound showed a log of ,.80 CFU.mL™. The fermented
milk containing the yogurt culture and the probiotic culture had its final fermentation time
increased in the samples treated with ultrasound, studies indicate that ultrasound at sublethal
levels promotes the inactivation of some cells, and a specific initial fermentation time is
required. for the remaining cells to compensate for the initial reduction in fermentation time,
which may explain that in this case the ultrasound did not contribute to the optimization of the
fermentation process. Therefore, it becomes more interesting to apply the ultrasound separately
to milks fermented only with traditional yogurt cultures or only with Lactobacillus acidophilus
La 5. The physicochemical parameters and microbial viability were not influenced after the

storage time of the three fermented milks in all treatments, in the case of the ultrasonic bath
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treatments the HIUS also did not influence the fermentation time. As well as the temperatures
of application of HIUS showed no difference between them, therefore, the temperature of 25°C
would be the most indicated for the treatment with DE of 640 J.mL™ in the LF only with the
traditional culture of yogurt and with DE of 200 J.mL™ in the LF with the traditional yogurt

culture and the probiotic culture.

Keywords: Energy density, probe, ultrasonic bath, fermentation time.
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2.1 INTRODUCAO
O iogurte € o produto lacteo fermentado mais popular e difundido em todo o mundo, trata-

se do resultado da transformacdo do leite através do consumo da lactose por bactérias vidveis.
O produto final apresenta um menor teor de lactose, comparado ao leite, sobretudo, as lactases
ainda podem digerir a lactose no intestino delgado, o que explica o fato da lactose do iogurte
ser melhor digerida do que a lactose do leite (SOUZA OLEGARIO et al., 2022).

Este tipo de leite fermentado é considerado como uma fonte de proteina de alto potencial
biolégico, de energia, gordura, vitaminas, também possui propriedades organolépticas e
nutricionais apreciada pelos consumidores (MADA et al., 2022). Além disso, em categoria de
lanches, os iogurtes sdo melhores fontes de nutrientes, contrapondo sorvetes, tortas, bolos e
refrigerantes (HESS; RAO; SLAVIN, 2017)

As caracteristicas dos iogurtes podem se diferir pelos tipos de culturas iniciadoras
adicionados, mas, a legislacdo brasileira estabelece que para receber tal denominacao, este leite
fermentado deve ter a presenca dos cultivos protossimbioticos Lactobacillus bulgaricus e
Streptococcus thermophilus. Essas culturas lacteas cumprem a simbiose durante 0 processo
fermentativo, em que cada linhagem libera metabolitos que estimulam o crescimento
concomitante de ambas e confere sabor, aroma e textura caracteristicos do iogurte (BARTH,
2014).

Além das propriedades nutritivas intrinsecas do iogurte tradicional, ele também pode servir
como excelente carreador para a formulacdo de alimentos funcionais (ANTONOPOULQU et
al., 2022). Dentre os alimentos funcionais, tém-se a categoria dos probidticos, muitas vezes
carreada em leites fermentados, veiculos mais populares para sua incorporacdo em alimentos
(RIBEIRO et al., 2014).

O efeito benéfico a saude do consumidor atribuido aos probidticos requer a viabilidade do
micro-organismo apos as etapas do processo de fabricacdo, a sua estocagem e também a sua
passagem pelo trato gastrointestinal, que perpassa pelo ambiente gastrico, pelas enzimas
hidroliticas e sais biliares (DEL PIANO et al., 2006; HELLER, 2001; LI1U, ZIYU et al., 2007).
Os &cidos e sais biliares se tornam um fator condicionante para 0 uso de algumas cepas com
alegacdo probiotica, a exemplo da espécie Lactobacillus acidophillus (CHOU e WEIMER,
1999; HANSEN et al, 2002; MOHAMMADI et al, 2011; RIBEIRO et al, 2014).
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Cepas desta espécie, como o L. acidophilus LA-5 apresenta diferentes mecanismos para
cumprir beneficios & satide do consumidor, como combate a pneumonia, 0 aumento do controle
glicémico em individuos com diabetes mellitus tipo 2, 0 combate a inflamacdo em mulheres
com diabetes mellitus gestacional (HAJIFARAJI et al., 2018; TONUCCI et al., 2017; TSILIKA
etal., 2022).

Portanto, seu efeito probiotico pode ser associado a alimentos, ainda mais que esta espécie
apresenta boa adaptacdo em matrizes alimenticias, especialmente em produtos lacteos, quando
sua atividade metabdlica resulta na producdo de sabor e aroma que causam propriedades
organolépticas especiais, inibem bactérias deterioradoras de alimentos e também existem
relatos do efeito antagonista a patdgenos (PARVANEH; MARYAM, 2011).

O desafio para se ter um alimento probidtico esta em preservar a viabilidade das células ao
final da vida de prateleira. Na literatura cientifica evidenciam contagens insuficientes de
probiGticos viaveis, conforme definido por < 10° UFC.g* ou mL™ antes da data de validade,
diminuindo assim os potenciais beneficios a salde conferidos por esses produtos (NG;
YEUNG; TONG, 2011).

Este desafio pode estar relacionado a fatores como a interacdo entre as culturas microbianas,
visto que culturas iniciadoras do iogurte, em especial, Streptococcus thermophilus é relacionada
com a reducdo do potencial probidtico de algumas cepas (TERPOU et al., 2017). Também a
fatores como as condigdes de processamento e armazenamento, incluindo acidez, pH,
temperatura, niveis de oxigénio e outros fatores que afetam a sobrevivéncia de cepas probidticas
(NYANZI; JOOSTE; BUYS, 2021).

Cabe a ciéncia, bem como a tecnologia de alimentos buscar formas de contornar estes
desafios, assim, estudos ja apontam técnicas de potencializar cepas probidticas, como
imobilizacéo celular, encapsulamento, adi¢ao de prebidticos. Ainda, as tecnologias emergentes
também estdo sendo aplicadas como estratégias para otimizar a viabilidade probiodtica como
alta pressdo, campo elétrico pulsado, uso da irradiacdo UV e o ultrassom de alta intensidade
HIUS.

NIAMAH, 2019 desenvolveu um leite fermentado com diferentes bactérias &cido laticas
(BAL) e encontraram resultados que demonstram que o HIUS aumentou o nimero de células
viaveis em 5% das cepas, uma delas o Lactobacillus acidophilus (LA-5) e a atividade da enzima

B-galactosidase que € responsavel pela conversdo da lactose em &cido latico também.
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As ondas de ultrassom normalmente séo formadas pelos transdutores, elas percorrem
através da matriz ou sobre sua superficie em uma velocidade dependente da frequéncia,
poténcia e amplitude, bem como da natureza da matriz propagada, que quando liquida é muitas

vezes atribuida ao fenémeno da cavitacio (MUNOZ et al., 2021).

Em outras palavras, seria o processo de crescimento e encolhimento alternado, por meio
do surgimento de microbolhas propagadas ao longo da matriz, que se expandem durante os
ciclos do HIUS. Este processo é causador da ruptura de estruturas, desta forma, aumenta-se a
temperatura e pressao, que por consequéncia geram inimeras novas ondas (LENTACKER; DE
COCK; et al., 2014; MUNOZ et al., 2021).

Todo este fendmeno pode causar forcas de cisalhamentos, rupturas, ou efeitos néo
destrutiveis, como a sonoporacdo (KORZENDORFER et al., 2019). Logo, estes efeitos nas
células de micro-organismos podem melhorar a transferéncia de massa, pela melhoria na
permeabilidade da membrana celular. Também facilitar reagdes enzimaticas, contribuir para a
remocao de subprodutos de células metabolismo e, assim, melhorar o crescimento com a

reducdo do tempo de fermentacdo (OJHA et al., 2017b).

Os beneficios da utilizacdo de HIUS sob a modulacdo microbiana dependem de fatores
como as propriedades fisicas, biolégicas ou morfolégicas dos micro-organismos: cinética de
cada célula, fase de crescimento, tamanho e espessura da capsula, bem como os parametros de
processo: poténcia, frequéncia, amplitude, volume da amostra, tempo de sonicacdo, pressao,
temperatura e volume do in6culo (ABESINGHE et al, 2019).

Portanto, a fim de melhor compreender o efeito do HIUS em uma matriz alimenticia
popular e muitas vezes veiculo de probidticos, este estudo tem por objetivo utilizar diferentes e
diferentes configuracdes de equipamentos de ultrassom para se verificar sua influéncia no
tempo de fermentagdo, nas caracteristicas fisico-quimicas e na viabilidade microbiana em

diferentes leites fermentados.
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2.2 MATERIAL E METODOS
O presente trabalho foi realizado no Setor de Higiene, Microbiologia e Toxicologia de

Alimentos, nos Laboratorios de Microbiologia Industrial e Biocatalise e Microbiologia de
Processos do Departamento de Alimentos da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal
de Minas Gerais (UFMG). Também na Escola de Engenharia da UFMG, no laboratoério de
Residuos Agroindustriais, no Departamento da Engenharia Mecéanica da UFMG.

2.2.1 Material

Todos os ingredientes necessarios para o desenvolvimento dos leites fermentados (leite
integral pasteurizado, acgucar e leite em pd) foram adquiridos no comércio local de Belo
Horizonte — MG.

2.2.1.1 Culturas microbianas

A cultura liofilizada mista tradicional do iogurte utilizada foi a Yo-Flex® L 903 (Christian
Hansen), de Streptococcus thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
adquirida na empresa Macalé Produtos de Laboratério LTDA.

A cultura pura liofilizada de Lactobacillus acidophilus (LA-5®, Chr. Hansen), utilizada
pertence ao estoque microbiologico do laboratério de Microbiologia Industrial e Biocatalise do
Departamento de Alimentos (Faculdade de Farméacia, UFMG), trata-se de uma doacdo feita
pelo Laboratério de Microbiologia Quantitativa de Alimentos do Departamento de Ciéncia de
Alimentos da Universidade de Campinas (UNICAMP).

Todas as culturas utilizadas estavam estocadas a -18°C até o momento em que foram

utilizadas.

2.2.2 Métodos

2.2.2.1 Padronizagdo do indculo da cultura de Lactobacillus acidophilus LA-5, para
elaboracéo dos leites fermentados

A linhagem probidtica liofilizada de Lactobacillus acidophilus LA-5, inicialmente foi
cultivada no meio MRS (Man, Rogosa & Sharpe, Acumedia, Lansing, MI, EUA) com 0,05%
de cisteina-L Cloridrato H20 P.A (Synth) a 37°C em 24 horas (5 gramas em 100 mL de caldo
MRS) em condi¢bes de microaerofilia (ABESINGHE et al, 2019). Ap6s o periodo de
incubagdo, 1 mL da cultura foi congelada a -80 °C em tubos de 1,5 mL contendo 25% de

glicerol.
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Conforme a metodologia realizada por BERNUCCI et al, 2017 adaptada, para
padronizar o indculo de estoque a ser utilizado durante o experimento, a uma concentragcao mais
alta de células, com no minimo 9 Log UFC.mL™, trés ativacbes consecutivas dos micro-
organismos foram feitas. Primeiramente transferiu-se 1 mL (da cultura congelada em tubos de
1,5mL a-18°C) em 10 mL de caldo MRS por 24 horas a 37 °C em condi¢des de microaerofilia,
elevando-se a escala em 20 e 300 mL de caldo MRS nas 48 e 72 horas posteriores.

Apos a incubacdo, a cultura foi centrifugada (centrifuga de laboratério refrigerada
novatecnica NT825) por 15 minutos a 2.792 x.g, e o sobrenadante foi removido
cuidadosamente, adicionado de 5 mL de agua destilada estéril ao concentrado de células,
centrifugado outra vez por 15 minutos, para novamente se remover 0 sobrenadante e se
adicionar 10 mL de caldo MRS (BERNUCCI et al, 2017, adaptada).

O concentrado de células ressuspendido foi distribuido em eppendorf’s de 1,5 mL, da
seguinte maneira: 1 mL de in6culo mais 25% de glicerol (70%), cada eppendorf foi identificado
e estocado a -80 °C. Uma aliquota deste concentrado de células padronizado foi deixada para
se confirmar a morfologia das células por microscopia, por coloracdo de Gram e 0 nimero de
células viaveis, ele precisaria ser maior que 9 Log UFC.mL™, a diluicdo e o plaqueamento foram
realizados pela metodologia de micro-gota (COELI, 2020; WEAVER et al., 1991)

Em seguida, realizou-se a diluicio decimal seriada até 10, uma aliquota de 100 pL foi
transferida para 900 pL de &gua peptonada com &gar (0,1% de peptona e 0,1% de agar
bacterioldgico) estéril, seguindo para homogeneizacdo. As diluices de 10° a 10® foram
plaqueadas em micro-gotas de 10 uL em meio MRS e incubadas a 37 °C por 72 horas, com a
adicdo de sobre-camada de agar bacterioldgico 2%, conferindo uma condicao de anaerobiose.
Finalmente verificou-se as contagens do numero de unidades formadoras de coldnias (UFC)
tipicas de Lactobacillus acidophilus LA-5 por mililitros UFC.mL™* (VIEIRA, 2017; WEAVER
etal, 1991).

2.2.2.2 Ativacao da cultura de Lactobacillus acidophilus LA-5, para elaboracéo dos leites
fermentados
A cultura padronizada de Lactobacillus acidophilus LA-5 foi descongelada e ativada

para ser adicionada aos leites fermentados, passando um 1 mL para 10 mL de caldo MRS esteril,
incubado por 24 horas a 37 °C. Este volume entéo foi transferido para 100 mL de caldo MRS
estéril novamente e incubado por mais 24 horas a 37 °C. Apds este periodo, a caldo cultivado

foi centrifugado por 10 minutos a 2.792 x g. O sobrenadante foi removido e a massa de células
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foram adicionados a 5 mL de agua destilada estéril e realizada uma nova centrifugacéo por 10
minutos a 2.792 x g. Descartou-se 0 sobrenadante e se adicionou 5 mL de agua peptonada (0,1
%) constituindo o indculo (BERNUCCI et al., 2017).

Finalmente, foram adicionados 4% da cultura ativada nas formulacbes dos leites
fermentados (NGUYEN; LEE; ZHOU, 2009). A concentracdo da cultura microbioldgica
adicionada ao leite para fermentagdo foi determinada para se confirmar no minimo 8 Log

UFC.mLdo indculo preparado.

2.2.2.3 Preparo da cultura liofilizada Yo-Flex® L 903 (Christian Hansen), de Streptococcus
thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus

A cultura mista termofilica de Streptococcus salivarius ssp. thermophilus e
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus foram preparadas no esquema de inoculagéo direta,
diluindo assepticamente o contedo de 1 g em 100 mL de leite desnatado UHT reconstituindo
a10% (p/v) (NGUYEN; LEE; ZHOU, 2012)

Entdo, 2% deste indculo foi inserido as formulacdes dos leites fermentados, antes se
realizou a contagem de células vidveis a fim de se confirmar no minimo 8 Log UFC.mL™*
(FATIMA D’ ANGELIS, 2020).

2.2.2.4 Preparo das formulacges de leites fermentados

As formulacgoes de leite fermentado foram preparadas para se adicionar cada inoculo de
micro-organismos ativados, representados como Leite Fermentado (LF) I, Il e I1l, na Tabela
2.1. Paratal, o volume de leite fermentado necessario para as amostras foi estimado, e assim se
definiu o contetdo de leite integral pasteurizado necessario, deste foi acrescido 8% de agUcar e
3% de leite em po desnatado. O leite em pd foi incluido a formulagéo para se elevar o teor de
solidos totais e produzir uma bebida mais consistente. Os ingredientes foram todos
homogeneizados e o conteudo foi distribuido em tubos Falcon, contendo 40 mL cada, que
seguiram para a pasteurizacdo a 95°C por 5 minutos, sendo imediatamente resfriados a 4°C para
adicdo dos inoculos e posterior uso de HIUS (HASANI et al., 2017; HASANI; KHODADADI,
HESHMATI, 2016).



68
CAPITULO II

TABELA 2.1- Leites Fermentados distribuidos em 3 formulagdes, de acordo com as
culturas adicionadas

Leite 2% v/v da cultura iniciadora 4% v/v da cultura iniciadora
Fermentado
Streptococcus subsp. thermophilus e
I Lactobacillus delbrueckii subsp. *
bulgaricus

Streptococcus subsp. thermophilus e
] Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus

Il *x

Lactobacillus acidophilus LA-5

Lactobacillus acidophilus LA-5
*No Leite Fermentado | ndo sera adicionado cultura probidtica; **No Leite Fermentado IlI
ndo serd adicionado cultura do iogurte.

2.2.2.5 Tratamento de HIUS

As amostras de 40 mL foram adicionadas aos seus indculos de micro-organismos de
cada formulacéo de leite fermentado, a temperatura das amostras foram mantidas abaixo de 4
°C e conduzidas a submissdo dos tratamentos ilustrados na Figura 2.1.

FIGURA 2.1- Fluxograma dos leites fermentados que serdo elaborados com e sem a
tecnologia HIUS

Tratamento controle - Sem
HIUS

HIUS no banho com
densidade energética de
0,65 J/imL

\J

— e e

Leite
Fermentado |

HIUS no banho com
densidade energética de
0,26 J/mL

\J

R —————

Formulagéo do Leite
leite fermentado »| Fermentado

pasteurizada Il

—

Leite
»| Fermentado
1

Y

HIUS no banho com
densidade energética de
0,08 J/mL

HIUS na sonda com
densidade energética de
200 J/imL

Y

HIUS na sonda com
densidade energética de
640 J/mL

HIUS na sonda com
densidade energética de
1600 J/mL

Fonte: dados de pesquisa.

Fermentag¢ao
a37°Catéo
pH de 4,6

Agitacao e

Resfriamento dos

Leites Fermentados de
4-6°C

Notas: a formulacéo do Leite Fermentado | foi adicionada s6 a cultura tradicional do iogurte. A
formulacéo do LF 11, a cultura do iogurte + a probidtica e a do 111 s6 a cultura probiética.
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Os tratamentos de HIUS ilustrados foram aplicados por diferentes equipamentos: banho
ultrassénico e uma sonda de ultrassom. Além disso, temperaturas distintas das amostras durante
esta etapa foram testadas: 10 e 25°C, para tal os tubos Falcon contendo os leites fermentados

foram sonicados submersos em banho com temperatura controlada (FIG. 2.2).

FIGURA 2.2 Amostras de formulacgdes de leite fermentado sendo sonicadas por diferentes
equipamentos de HIUS

Fonte: dados de pesquisa; a) banho ultrassénico com amostra sonicada submersa em 4gua a
temperatura de 10 ou 25°C; b) Sonotrodo de ultrassom inserido na amostra sonicada submersa em
agua a temperatura de 10 ou 25°C;

As densidades energéticas (DE) de HIUS foram definidas para este experimento,
baseando-se em reviséo da literatura cientifica sobre alimentos contendo bactérias &cido laticas
(BAL), que tiveram modulagdo microbiana com o HIUS. Para se ajustar as condi¢es dos
equipamentos utilizados no experimento a Equacgdo 1, utilizada para se determinar a DE,
permitiu se encontrar a duracdo da sonicacdo das amostras, em detrimento de uma poténcia e
volume especifico, os tubos continha 40 mL de mistura de ingredientes do leite fermentado
pasteurizado, mas o volume do indculo das culturas iniciadoras variou de formulacdo para
formulacdo (GUIMARAES; SILVA; et al., 2018).

Equacéo 1:

Poténcia Nominal (W)x Tempo de Processo (s)

DE (Jj/mlL) = Volume da amostra (mlL)
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2.2.2.6 Tratamento de HIUS em banho ultrassonico

Para tratamento com HIUS, o banho ultrassénico Unique (modelo USC 750, Brasil; 100
W, 25 kHz) com capacidade de 1,850 L foi usado. Neste equipamento, o volume deve ser
considerado da amostra e do liquido que preenche (dgua) o banho em que as ondas perpassam

para se definir as densidades energéticas.

O aparelho foi ajustado com poténcia de 100 W, a &gua preencheu um volume de 1.500
mL do banho e 4 amostras dos leites fermentados foram colocadas neste banho, logo, um
volume de 1.660 mL (4gua do banho + volume das amostras das formulagbes dos leites

fermentados) acrescido dos indculos de cada leite fermentado foi sonicado.

O Leite Fermentado | (s6 com a cultura iniciadora tradicional do iogurte) teve um
volume final da amostra de 1.668 mL e a duracdo da aplicacdo de ultrassom dependeu da

densidade energética aplicada, de acordo com a Tabela 2.2.

TABELA 2.2 - Duragdo da aplicagdo de ultrassom em banho ultrassonico do Leite
Fermentado |

Densidade energética Duragéo
0,08 JmL* 1 minuto e 21 segundos
0,26 J.mL* 4 minutos e 21 segundos
0,65 J.mL? 10 minutos e 53 segundos

Fonte: Dados de Pesquisa

Enquanto o Leite Fermentado Il obteve o volume final sonicado de 1.500 mL de &gua
do banho + 169,6 mL de 4 amostras das formulagdes dos leites fermentados e 0s seus
respectivos indculos, que eram formados da cultura mista do iogurte com a cultura probidtica
de L. acidophilus La-5. A duracéo da aplicacdo de ultrassom dependeu da densidade energética

aplicada, de acordo com a Tabela 2.3.

TABELA 2.3- Duragdo da aplicacdo de ultrassom em banho ultrassénico do Leite
Fermentado |1

Densidade energética Duracéo
0,08 JmL* 1 minuto e 25 segundos
0,26 J.mL* 4 minutos e 31 segundos
0,65 J.mL* 11 minutos e 18 segundos

Fonte: Dados de Pesquisa

J& o Leite Fermentado I11 (s6 com a cultura iniciadora probidtica) obteve o volume final

sonicado de 1.500 mL de &gua do banho + 166,4 mL de 4 amostras das formulacdes dos leites
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fermentados e os seus respectivos indculos, L. acidophilus La-5. A duracdo da aplicagdo de
ultrassom dependeu da densidade energética aplicada, de acordo com a Tabela 2.4.

TABELA 2.4 - Duragdo da aplicacdo de ultrassom em banho ultrassénico do Leite
Fermentado 111

Densidade energética Duracéo
0,08 JmL™* 1 minuto e 23 segundos
0,26 JmL™* 4 minutos e 26 segundos
0,65 J.mL* 11 minutos e 6 segundos

Fonte: Dados de Pesquisa

As amostras sonicadas no banho, com densidades energéticas de 0,65, 0,26 e J.mL™,
promoveram 0s respectivos incrementos de 5, 4 e 2 °C na temperatura do banho ajustado

previamente a 25 °C e de 2, 1 e 1 °C no banho ajustado a 10 °C.

2.2.2.7 Tratamento de HIUS em sonotrodo

O tratamento com HIUS usando sonda ocorreu no equipamento Ultronique (modelo QR
500, Brasil; 500 W, 20 kHz), com macroponteira de espessura de 10 mm e comprimento de 64
mm. A sonda de US foi colocada a aproximadamente 48 mm da superficie da amostra em tubos
Falcon.

A amplitude do aparelho foi ajustada de acordo com a densidade energética escolhida
para cada tratamento, baseada em valores encontrados na literatura cientifica. Neste aparelho,
o0 tempo de sonicacdo deveria ser em nimeros inteiros, em minutos, logo, para se sonicar um
mesmo volume em densidades diferentes, em minutos, diferentes amplitudes foram utilizadas.

O Leite Fermentado | (s6 com a cultura iniciadora tradicional do iogurte) teve um
volume final da amostra de 40,8 mL, assim, as condi¢fes foram ajustadas de acordo com a
Tabela 2.5.

TABELA 2.5- Duracéo e Poténcia Nominal da aplicacéo de ultrassom com sonotrodo do
Leite Fermentado |

Densidade energética Poténcia Nominal Duracéo
200 J.mL* 136 W 1 minuto
640 J.mL* 435 W 1 minutos
1600 J.mL™ 363 W 3 minutos

Fonte: Dados de Pesquisa
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Enquanto o Leite Fermentado Il com o volume final da amostra de 42,4 mL
(ingredientes do leite fermentado + cultura mista do iogurte + cultura probidtica) teve as

condicdes do equipamento de HIUS ajustados de acordo com a Tabela 2.6.

TABELA 2.6- Duracédo e Poténcia Nominal da aplicacédo de ultrassom com sonotrodo do
Leite Fermentado Il

Densidade energética Poténcia Nominal Duracéo
200 J.mL* 141W 1 minuto
640 J.mL* 452 W 1 minutos
1600 J.mL™* 377 W 3 minutos

Fonte: Dados de Pesquisa

E o Leite Fermentado 111, s6 com a cultura iniciadora probidtica (com volume final da
amostra de 41,6 mL) teve os parametros ajustado de acordo com a Tabela 2.7.

TABELA 2.7- Duragéo e Poténcia Nominal da aplicacéo de ultrassom com sonotrodo do
Leite Fermentado 111

Densidade energética Poténcia Nominal Duracéo
200 J.mL* 139 W 1 minuto
640 J.mL* 444 W 1 minutos
1600 J.mL™ 370 W 3 minutos

Fonte: Dados de Pesquisa

As amostras sonicadas na sonda, com densidades energéticas de 1600, 640 e 200 J.mL"
! promoveram os respectivos incrementos de 35, 21 e 15 °C na temperatura do banho que a
amostra estava submersa ajustado previamente a 25 °C e de 25, 16 e 7 °C no banho ajustado a
10 °C.

2.2.2.8 Fermentacéao

Ap0s a aplicacdo de todos tratamentos as amostras foram imediatamente colocadas em
banho de gelo (< 4 °C), exceto o tratamento controle (ja mantido a esta temperatura), para que
voltassem a temperatura de refrigeracdo. Assim, enquanto cada procedimento de HIUS era
realizado, as amostras j& sonicadas e resfriadas previamente em banho de gelo eram mantidas
sob refrigeracdo. A fim de que a fermentacdo se iniciasse concomitantemente aos demais

tratamento.

A etapa de sonicacdo foi realizada em menor tempo habil possivel, apés ela a

fermentacdo ocorreu por meio da incubacdo das amostras a 37 °C em estufa tipo B.O.D.,
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monitorada com anélise de pH durante processo e interrompida ap6s os leites fermentados
atingirem pH de 4,5 (FATIMA D’ ANGELIS, 2020; WANG et al, 2019).

A partir de entdo, o tempo final de fermentagéo de cada leite fermentado, submetido a
diferentes tratamentos foi registrado e os leites fermentados foram agitados para quebra do gel

e refrigerados (<4 °C) até o0 momento das analises.

2.2.2.7 Delineamento experimental
O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado e as amostras
de leites fermentados, de todas as formulacgdes e seus respectivos tratamentos foram realizadas

em trés repeticoes.

2.2.2.8 Avaliacao da vida util das formulaces de leites fermentados
Apbs o preparo, todas as amostras foram submetidas a analises fisico-quimicas e
microbioldgicas, imediatamente apds a fermentacdo, bem como ao final de 28 dias de

estocagem refrigerada (<4 °C).

2.2.2.9 pH e Acidez Total Titulavel
A afericdo do pH nas amostras ocorreu conforte a metodologia AOAC, 2019, com a
utilizacdo do pHmetro MS Tecnopon ®.

A técnica de titulometria foi realizada para se determinar a acidez total, em que a
titulagdo foi executada com a solucéo de hidroxido de sodio 0,1 mol.L? sob 10 g das amostras
de LF, adicionadas de 10 mL de agua destilada e 3 gotas do indicador fenolftaleina a 1%, até
que o ponto de viragem fosse identificado com apoio de phmetro até pH de 8,3. Assim, 0
titulavel foi verificado e com o apoio da Equacéo 2, o percentual de acido latico na amostra foi
determinado (AOAC, 2019).

Vxfx009xNx100
% 4cido tatico = M

Em que,

V = volume de solucio de hidroxido de sddio 0,1 mol.L™ gasto na titulagdo, em mL;
M = Massa da amostra, em gramas;

f = fator de correcéo da solucéo de hidroxido de sodio 0,1 N;

0,09 = fator de conversao do acido latico;
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N = normalidade de solugéo de hidréxido de sédio 0,1 N.

2.2.2.10 Avaliacéo da viabilidade de bactérias acido laticas

Para os Leites Fermentados adicionados somente da cultura tradicional do iogurte, ou
s0 com a cultura do Lactobacillus acidophilus LA-5 realizou-se o plagueamento em meio MRS,
enquanto as formulagdes adicionadas de cultura tradicional de iogurte e probiotica foram
realizados dois plaqueamentos, um em meio MRS, determinando o conteudo de bactérias acido
laticas totais e outro em meio MRS seletivo sé para L. acidophilus LA-5. Este meio foi o agar
MRS-Bile (contendo 0,5 g.L™ de sais biliares e 1% de cisteina), para avaliar sua seletividade
na presenca da cultura mista tradicional do iogurte (Yo-Flex® L 903) foram executados ensaios
descritos por (VINDEROLA; REINHEIMER, 1999) obtendo recuperacdo de 98,74% para L.
acidophilus La-5 e inibicdo total da cultura Yo-Flex® L 903 (PEREIRA, 2012).

Antes do plaqueamento dos leites fermentados, a diluicdo decimal seriada até 107 foi
executada, em micro-escala, através da metodologia de micro-gota. Inicialmente se
homogeneizou as amostras de LF para se coletar 100 pL, transferiu para 900 puL de agua
peptonada com agar (0,1% de peptona e 0,1% de &gar bacterioldgico) estéril, e homogeneizou
o frasco da primeira diluicdo decimal vigorosamente em vortex (Biomixer). Desta amostra, 0
procedimento foi replicado até uma concentracdo de 107 da aliquota inicial do LF inoculado
(WEAVER et al., 1991).

Assim, a dilui¢des de 10 a 10 foram plaqueadas em micro-gotas de 10 puL no meio de
cultura especifico de cada formulacdo, como anteriormente mencionado e incubadas a 37 °C
por 72 horas, com a adi¢do de sobre-camada de agar bacterioldgico 2%, conferindo uma
condigdo de anaerobiose. Para se quantificar o nimero de unidades formadoras de col6nias
tipicas das bactéricas acido laticas analisadas por mililitros (UFC.mL?) (VIEIRA, 2017;
WEAVER et al., 1991)

2.2.2.11 Anélise estatistica

As variareis dependentes foram os dados como pH, acidez, tempo de fermentacéo e
viabilidade microbiana dos leites fermentados com e sem HIUS. A partir delas se verificou as
premissas de normalidade e homogeneidade pelos testes de Shapiro-Wilk e Levene, os dados
também serdo submetidos a andlise de variancia com dois fatores (ANOVA two-way) e as
médias comparadas pelo teste de Tukey no nivel de probabilidade 0,05, utilizando o programa
R.
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2.2.2.12 Potencial de sobrevivéncia &

Foi calculado a diferenga entre as contagens final (fim do periodo de armazenamento,
de 28 dias) e inicial (inicio do periodo de armazenamento), obteve-se entdo o potencial de
crescimento (J), valores negativos de 6 < 0,5 log na base 10 indicam que o leite fermentado nao

teve sobrevivéncia microbiologicamente significativa (MUNFORD et al., 2017).
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2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 Tempo de fermentacéo

O tempo de fermentacdo do LF | com aplicacdo de HIUS no banho ultrassénico teve maior
duracdo, utilizando a densidade energética de 0,65 J.mL™, tanto com a amostra em banho de
10°C e 25°C. As outras DE aplicadas no banho ultrassonico (com temperaturas diferentes) nao
apresentaram diferenca estatistica entre si e o tratamento controle (TAB. 2.8). Assim, foi
possivel entender que o HIUS aplicado no banho, para o LF I, s6 com a cultura tradicional do
iogurte, ndo apresentou reducdo do tempo de fermentacéo, sendo que um parametro (0,65 J.mL"
1210 e a 25°C) ainda causou um atraso da fermentacio e as temperaturas das amostras durante

a sonicacdo também ndo impactaram o tratamento.

TABELA 2.8- Tempo gasto para que atingissem pH < 4,60 as amostras de LF | contendo

somente cultura tradicional do iogurte

Equipamento de  Temperatura de _
Tratamento HIUS  Tempo (min)

HIUS sonicacao
10 °C 0,65J.mL* 361.67 a
Banho 25°C 0,65J.mL* 360.00 a
25°C 0,26 J.mL™* 346.67 ab
-* -* Sem tratamento 345.00 b
25°C 0,08 JmL* 345.00 b
Banho 10 °C 0,26 JmL* 343.00 b
10°C 0,08 J.mL™* 340.00 b
Sonda 10°C 1600 J.mL™! 366.67 a
25°C 1600 J.mL™* 353.33 a
-* -* Sem tratamento 345.00 ab
25°C 200 J.mL* 341.67 ab
Sonda 10°C 200 J.mL* 331.67 ab
10 °C 640 J.mL* 313.33 bc
25°C 640 J.mL* 313.33 bc

* Tratamento controle, sem uso de HIUS.
(a, b e c) Médias seguida da mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey (0<0,5).
Fonte: dados da pesquisa

Quando o HIUS foi aplicado nas amostras do LF | por sonda, observou-se também que a

maior duragdo da fermentac&o foi com a densidade de 1600 J.mL™, desta vez, com um tempo
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final de 366,67 minutos. Apesar disso, neste caso, a amostra tratada no equipamento HIUS de
sonda com a densidade de 640 J.mL?! a 10°C e 25°C tiveram os menores tempos de
fermentacdo, de 313,33 minutos, adiantando esta etapa do processamento de iogurtes em 31,87

minutos em comparagdo com o tratamento controle (Sem HIUS).

Como as temperaturas de aplicacdo de HIUS ndo apresentaram diferenca entre si, a
temperatura de 25°C seria a mais indicada para o tratamento com DE de 640 J.mL™ no LF s6
com a cultura tradicional do iogurte, visto que ndo necessitaria de aplicacdo de rede de frio

durante a sonicagao das amostras.

No célculo da densidade energética se considera o volume da amostra, 0 tempo de duragao
do HIUS e a poténcia do mesmo, estudos que realizaram a aplicacdo de HIUS por tempos mais
longos, em virtude da poténcia de seus equipamentos serem menores, observaram a dissipacdo
do calor com incrementos da temperatura na amostra sonicada, e este calor pode causar a
eliminacdo de células ao final no tratamento (HUANG et al., 2019; NGUYEN; LEE; ZHOU,
2012). O que justifica a pesquisa do efeito de diferentes temperaturas das amostras sonicadas

neste estudo.

Mas, o fato é que, a aplicacio de HIUS na amostra com DE de 640 J.mL™ no
equipamento de sonda aumentou em 21°C a amostra que estava submersa ajustada previamente
a 25 °C e 16°C na amostra em banho ajustado a 10 °C, ao final de 2 minutos de aplicag&o.
Como o tempo de fermentacdo para elas ndo se diferiram, este aumento de temperatura ndo foi

suficiente para causar prejuizo no metabolismo celular durante a fermentacéo.

O leite fermentado s6 com a cultura do iogurte apresentou um tempo de fermentacao de
345 minutos, ja o leite fermentado com a cultura tradicional do iogurte mais a cultura probiotica
de Lactobacillus acidophilus La 5 foi de 271,67 minutos (TAB. 2.9), ambos os tempos em
amostras controle (Sem HIUS), este decréscimo de tempo decorre do fato de se ter uma maior

guantidade de micro-organimos fermentado esta matriz alimenticia (SIQUEIRA et al, 2013).
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TABELA 2.9- Tempo gasto para que atingissem pH < 4,60 as amostras de LF Il contendo

cultura tradicional do iogurte + probiética

Equipamento de Temperatura de ]
o Tratamento HIUS Tempo (min)
HIUS sonicagao
10 °C 0,65J.mL* 290.00 a
25°C 0,65J.mL™* 278.33a
25°C 0,26 J.mL™? 276.67 a
Banho
10 °C 0,26 JmL* 276.67 a
10 °C 0,08 JmL? 275.00 a
25°C 0,08 JmL? 271.67 a
- Sem tratamento 271.67 a
10 °C 1600 J.mL* 311.67a
25°C 1600 J.mL™* 308.33a
10 °C 640 J.mL™* 295.00 a
Sonda
25°C 200 J.mL* 295.00 a
25°C 640 J.mL™* 293.33 ab
10 °C 200 J.mL* 281.67 ab
-* -* Sem tratamento 271.67 bc

* Tratamento controle, sem uso de HIUS.
(a, b e ¢) Médias seguida da mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey (a<0,5).
Fonte: dados da pesquisa

No entanto, este leite fermentado em co-cultura tradicional do iogurte e probiédtica (LF 1)
ndo apresentou influéncia estatisticamente significativa entre os tratamentos com HIUS em
banho ultrassénico e sem HIUS. Enquanto com a sonda os tratamentos de 1600 e 640 J.mL'a
10 e 25°C, bem como de 200 J.mL™ a 25°C causaram aumentos no tempo de fermentagdo

estatisticamente significativos.

Ent&o, no caso do Leite Fermentado 11, nenhum dos tratamentos de HIUS aplicados seriam
indicados para reduzir o tempo de fermentacdo. Ou, seria necessario estudos com a aplicagéo
de outros parametros, intermediarios, maiores ou menores do que os aplicados neste tipo de
produto, para talvez, se observar a reducédo do tempo de fermentagdo. O LF | apresentou um
tempo de fermentagéo de 345 minutos enquanto o LF Il foi de 271,67 minutos e o LF 11l de

496,67 minutos (TAB. 2.10), todos eles provenientes das amostras controle (Sem HIUS).
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O maior tempo gasto foi do leite fermentado s6 com a cultura probidtica de
Lactobacillus acidophilus La 5, esta cepa tem seu metabolismo 6timo no pH entre 5,5 a 6,0,
como o pH inicial do leite € em torno de 6,6, estes micro-organismos levam um tempo maior
para realizar a acidificacdo inicial, assim a fermentacdo se torna mais lenta quando comparada
a outras culturas, como a iniciadora do iogurte, que € muito rapida para fermentar o leite
(SOUZA, 2014).

TABELA 2.10- Tempo gasto para que atingissem pH < 4,60 as amostras de LF IlI,

contendo somente cultura probidtica

Equipamento de Temperatura de )
L Tratamento HIUS Tempo (min)
HIUS sonicacao

25°C 0,65J.mL* 513.33a
10 °C 0,65J.mL* 506.67 a
Banho 25°C 0,26 J.mL* 503.33a
10 °C 0,26 JmL* 500.00 a
10 °C 0,08 JmL? 498.33 a
-* -* Sem tratamento 496.67 a
Banho 25°C 0,08 JmL* 495.00 a
25°C 1600 J.mL*? 506.33 a

Sonda
10 °C 1600 J.mL™* 503.33 a
-* -* Sem tratamento 496.67 a
25°C 640 J.mL™* 493.33 a
10 °C 640 J.mL™* 490.00 a

Sonda
10 °C 200 J.mL™*? 481.67 a
25°C 200 J.mL* 480.00 a

* Tratamento controle, sem uso de HIUS.
(a) Médias seguida da mesma letra nao diferem entre si pelo Teste de Tukey (0<0,5).
Fonte: dados da pesquisa

O maior tempo de fermentacdo do leite fermentado s6 com a cultura probiética de
Lactobacillus acidophilus La 5 foi 513,33 minutos, com a densidade de 0,65 J.mL™, no
equipamento de banho, a 25°C, ja o menor foi 480,00 minutos, observados no equipamento de
sonda a 25°C com a densidade de 0,08 J.mL™. Este tempo foi 16,33 minutos a menos do que o
observado na amostra controle, sem tratamento de HIUS, representa uma redugéo
tecnologicamente interessante, visto que a fermentagdo € a etapa que consome mais tempo e

recursos durante a fabricacéo de leites fermentados (POTOROKO et al., 2018).
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Talvez o pardmetro ainda possa ser melhor ajustado para se reduzir este tempo.
NIAMAH, 2019 também observou que tempo de fermentacdo das amostras de leite fermentado
com Lactobacillus acidophilus La 5 foi reduzido ap6s HIUS com densidade energética de 208,8
J.mL? com frequéncia de 40 kHz.Entdo, no caso do Leite Fermentado Il, nenhum dos
tratamentos de HIUS aplicados seriam indicados para reduzir o tempo de fermentacdo. Ou, seria
necessario estudos com a aplicacdo de outros parametros, intermediarios, maiores ou menores
do que os aplicados neste tipo de produto, para talvez, se observar a reducdo do tempo de

fermentacao.

2.3.2 Viabilidade microbiana apds tempo de estocagem
Os dados referentes ao shelf life dos leites fermentados I, 11 e Il apos 28 dias de

armazenamento nao tiveram diferencas significativamente estatisticas das contagens entre 0s
tratamentos de HIUS sob diferentes temperaturas, densidades energéticas e equipamentos
(TAB. 2.11-2.14).

TABELA 2.11- Viabilidade da cultura tradicional do iogurte (Streptococcus subsp.
thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus) das amostras de LF | apés 28
dias estocado <4°C

Equipamento  Temperatura  Tratamento  Contagem (Apos

* -1
deHIUS de sonicacio HIUS 28 dias) UFC.mL+ O JFC.mL
ek 25 °C 0,08 J.mL™* 7.84 +0.11*** g -0.35
Sl Sem tratamento 7.73+0.50a -0.97
10 °C 0,26 J.mL* 7.64+024a -0.59
25 °C 0,65J.mL* 758+0.10a -0.42
Banho
25 °C 0,26 J.mL? 757+0.13a -0.63
10 °C 0,08 J.mL* 754+0.32a -0.89
10 °C 0,65 J.mL™* 750+0.29a -0.71
25 °C 640 J.mL? 8.29+0.14a 0.00
10 °C 640 J.mL™? 8.29+0.14a 0.01
10 °C 200 J.mL™? 8.17+0.13 a -0.05
Sonda
25 °C 200 J.mL* 8.17+0.06 a - 0.06
25 °C 1600 J.mL™*? 7.80+0.28a -0.64
10 °C 1600 J.mL™? 775+044a -0.80
el Sl Sem tratamento 7.73+0.50a -0.97

* Contagem apds 28 dias de estocagem do LF menos a contagem logo apds o preparo do LF;
** Tratamento controle, sem uso de HIUS;

*** Desvio padréo.

(a) Médias seguida da mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey (0<0,5).
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Fonte: dados da pesquisa

A cultura tradicional do iogurte € composta por Streptococcus subsp. thermophilus e
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, que ndo sao relacionadas as alegac6es probioticas,
logo, a viabilidade das mesmas ndo compromete o contetido funcional do produto, que também
ndo pode ter a alegacdo de probidtico (BRASIL, 2018).

Sobretudo, o Regulamento Técnico de identidade e qualidade de leites fermentados
estabelece que para ter denominacdo de iogurte no Brasil, 0 produto deve ter o minimo
estabelecido de 7 log UFC.mL™, de bactérias acido laticas totais (BRASIL, 2007). Ou seja, 0
efeito do HIUS no iogurte reduziu seu tempo fermentagéo e preservou sua viabilidade durante

o0 periodo de armazenamento sem comprometer a viabilidade minima destas bactérias.

FERNANDES et al, 2016 desenvolveram um iogurte contendo 0,2% de café soltvel
que apresentou um potencial de sobrevivéncia () de -0,9 ao final de 28 dias de armazenamento,
similar ao observado no leite fermentado desenvolvido sé com a cultura tradicional do iogurte
sem HIUS, todavia, as amostras sonicadas na sonda com DE de 600 J.mL? tanto a 10 quanto a

25°C apresentaram 6 de 0 e 0,1.

Mesmo com a pos-acidificacdo proveniente da atividade continuada dos micro-
organismos laticos, mesmo sob refrigeracdo, principalmente dos Lactobacillus, a cultura
tradicional no iogurte apresenta maior capacidade de tolerar ambientes acidos e produzir acido
latico, o que justificam o seu potencial de sobrevivéncia ap6s o tempo de armazenamento
(RECCHIA, 2015).

No que tange a quantidade minima estabelecida para bactérias &cido laticas pela
legislacdo em leites cultivados ou fermentados, de 6 log UFC.mL™?, o LF Il apresentou apenas

valores superiores ao limite ao final do periodo de armazenamento de 28 dias (BRASIL, 2007).

Ainda néo existem relatos da aplicacdo de HIUS em co-cultura tradicional do iogurte e
probidtica com Lactobacillus acidophilus LA-5, neste estudo o tratamento de HIUS com as DE
de 0,65, 0,26 e 0,08 J.mL™ no banho e de 200, 640 e 1600 J.mL™ na sonda, o LF Il ndo
apresentou efeito na viabilidade microbiana estatisticamente significativo ao final do
armazenamento, quando comparado ao controle (sem HIUS), o que néo justifica sua aplicacéo,

visto que nem mesmo seu tempo de fermentagéo foi reduzido com a tecnologia.
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TABELA 2.12- Viabilidade de bactérias acido laticas totais* das amostras de LF Il apos
28 dias estocado <4°C

Equipamento Tempe_ratu~ra Tratamento Contagem (Apos 5* UEC.mL-!
de HIUS de sonicacao HIUS 28 dias) UFC.mL"!

25°C 0,08 J.mL* 9.18+0.08 a -0.47

10°C 0,26 J.mL™* 9.17 £0.06 a -0.40

Banho 25°C 0,65J.mL* 9.12+0.24a -0.46
25°C 0,26 JmL* 9.04+0.23a -0.57

10°C 0,08 J.mL* 8.98+0.36 a -0.57

-k x Sem tratamento 8.93+0.14a -0.53
Banho 10°C 0,65JmL* 8.93+0.13a -0.73
25°C 200 J.mL"? 9.21+0.04 a -0.79

10°C 200 J.mL? 9.18+0.29 a -0.64

Sonda 25°C 1600 J.mL™*! 9.15+0.12a -0.55
10°C 1600 J.mL™* 9.09+0.26 a -0.52

25°C 640 J.mL* 9.06+0.21a -0.59

10 °C 640 J.mL* 8.98+0.33a -0.66

-k Hx Sem tratamento 8.93+0.14a -0.53

*bactérias acido laticas totais: Streptococcus subsp. thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus +
Lactobacillus acidophilus LA-5;
** Contagem apoés 28 dias de estocagem do LF menos a contagem logo ap6s o preparo do LF;
*** Tratamento controle, sem uso de HIUS.
(a) Médias seguida da mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey (0<0,5).
Fonte: dados da pesquisa

Mas, talvez algum parametro néo testado no presente estudo possa provocar o efeito
neste leite fermentado como relatado por L1U, Wen Sin et al, 2018 da melhoria no desempenho

da viabilidade de BAL em extrato hidrossoltvel de soja.

Encontrar a condicdo adequada se esbarra na linha ténue das multiplas causas
interferentes ao impacto do efeito do tratamento HIUS em diferentes produtos, como o0s
parametros de processo, também propriedades fisicas, bioldgicas ou morfoldgicas de cada
micro-organismo (ABESINGHE et al, 2019).

Células maiores podem ser mais suscetiveis ao efeito da cavitacdo acustica, visto que
possuem maiores superficies de contato e células menores, como 0s cocos, que por sua vez
podem ser mais resistentes do que bactérias em forma de bastonete (CHAVEZ-MARTINEZ et
al., 2020).
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Desta forma, no caso deste leite fermentado elaborado com trés micro-organismos
diferentes Streptococcus subsp. thermophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e
Lactobacillus acidophilus LA-5, cada propriedade morfoldgica pode-se ou ndo ser ajustada a
um parametro, outros estudos podem aplicar parametros nao testados nesse trabalho, a fim de

se ajustar todos os fatores que interferem no processo.

Neste mesmo leite fermentado (LF I1), a contagem de Lactobacillus acidophilus LA-5
isoladamente também ndo apresentou valores de viabilidade o suficiente para apresentar
diferencas (p > 0,05) com o controle, quando comparado ao controle (sem HIUS), com o HIUS
aplicado sob diferentes DE no banho e na sonda. Mas também apresentou a quantidade minima
estabelecida para bactérias acido laticas em leites fermentados pela legislacdo, de 7 log
UFC.mL™, ao final do periodo de armazenamento de 28 dias em todos tratamentos (BRASIL,
2007).

TABELA 2.13- Viabilidade de Lactobacillus acidophilus LA-5 das amostras de LF 11 ap6s
28 dias estocado <4°C

Equipamento  Temperatura  Tratamento  Contagem (Apos

-1
de HIUS de sonicacio HIUS 28 dias) UFC.mL+ O UFC.mL
25°C 0,26 J.mL* 8.20+0.19a -0.81
25°C 0,08 J.mL* 8.13+0.81a -0.68
10 °C 0,26 J.mL? 8.01+0.34a -0.37
Banho
10 °C 0,08 J.mL* 797+0.26a -0.58
25 °C 0,65 J.mL* 786+0.20a -1.58
10 °C 0,65J.mL* 765+0.16 a -1,25
-F* -** Sem tratamento 7.40+0.17 a -0.83
25°C 200 J.mL™? 8.22+0.73a -0.14
10 °C 200 J.mL* 8.17+0.81a -0.37
25°C 640 J.mL? 789+0.23a -0.85
Sonda
25 °C 1600 J.mL™? 775+0.20a -0.97
10 °C 1600 J.mL™? 769 +0.05a -0.88
10 °C 640 J.mL? 766+0.11a -1.04
i -k* Sem tratamento 7.40+£0.17 a -0.83

* Contagem apds 28 dias de estocagem do LF menos a contagem logo apds o preparo do LF;
** Tratamento controle, sem uso de HIUS.
(a) Médias seguida da mesma letra nao diferem entre si pelo Teste de Tukey (0<0,5).

Fonte: dados da pesquisa
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O leite fermentado contendo somente a cultura de Lactobacillus acidophilus LA-5 ndo
se diferiu de forma estatisticamente significativa ao final do armazenamento, com o HIUS
aplicado sob DE de 200 J.mL"* na sonda, quando comparado ao controle (sem HIUS). Todavia
apresentou uma diferenca de 0,71 log UFC.mL™?, também apresentou um potencial de
sobrevivéncia maior em relacdo ao controle, que tém uma diferenca microbioldgica
significativa, segundo (MUNFORD et al., 2017) .

Além disso, a legislacdo brasileira ndo imp6e uma quantidade minima de cepas
probidticas para garantirem uma alegacao de leites fermentados probioticos, o Guian® 21, 2021
orienta por uma instrucdo processual de peticdo de avaliacdo de probidticos para uso em
alimentos onde as empresas precisam apresentar laudos e estudos que comprovem gue a

quantidade do produto cumpra com o efeito da alegacéo.

TABELA 2.14- Viabilidade de Lactobacillus acidophilus LA-5 das amostras de LF 111

Equipamento  Temperatura  Tratamento  Contagem (Apos

* -1
de HIUS  de sonicacio HIUS 28 dias) UFC.mL1 O JFCmL
25°C 0,08 J.mL? 7.89+0.69a - 0.67
Banho
25 °C 0,26 J.mL? 7.86+0.80a -0.50
-F* -F* Sem tratamento 7.85+0.58 a -0.77
10 °C 0,26 J.mL* 7.75+0.80a -0.78
25 °C 0,65 J.mL™* 7.72+0.85a -0.44
Banho
10 °C 0,08 J.mL* 7.68+0.54a -0.70
10 °C 0,65J.mL* 7.68 +0.56 a -0.50
25 °C 200 J.mL* 8.56 +0.07 a -0.17
10 °C 200 J.mL™? 8.34+0.11a -0.33
Sonda 25 °C 640 J.mL™? 8.22+042a -0.23
10 °C 640 J.mL? 8.14+0.15a -0.44
10 °C 1600 J.mL™*? 788 +0.46a -0.87
el Sl Sem tratamento 7.85+0.58 a -0.77
Sonda 25 °C 1600 J.mL™? 7.80+0.39a -0.90

* Contagem apds 28 dias de estocagem do LF menos a contagem logo apds o preparo do LF;
* Tratamento controle, sem uso de HIUS.
(a) Médias seguida da mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey (a<0,5).

Fonte: dados da pesquisa

Os estudos desenvolvidos para determinar a dose probidtica eficaz no geral indica
valores de 10® a 10'° UFC diarias (ALBADRAN et al., 2015). Sob esta perspectiva, as amostras
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do leite fermentado contendo Lactobacillus acidophilus LA-5 sob a tecnologia de HIUS
aplicado com DE de 200 e 640 J.mL™ a 10°C e a 25°C na sonda.

2.3.3 Efeito da estocagem de 28 dias dos leites fermentados no pH e acidez
Todos os leites foram fermentados até um pH comum, logo o pH e a acidez inicial foram

até pH < 4,6, e apds 28 dias de armazenamento o pH e acidez de todas amostras nao se diferiram

significativamente na analise estatistica (TAB. 2.15 - 2.17).

TABELA 2.15- pH e acidez (g de acido latico/100 g) das amostras de LF | apds 28 dias
estocado <4°C

Equipamento  Temperatura  Tratamento _
de HIUS de sonicacao HIUS PH Acidez

10°C 0,26 JmL* 438+0.11a 094+0.01la

10°C 0,08 J.mL™* 438+0.20a 0.89+£0.02a

Banho 25°C 0,08 J.mL* 4.38+0.02a 092+0.10a
25°C 0,65 J.mL* 436+0.10a 094+0.19a

25°C 0,26 JmL* 4.36 £0.06 a 0.92+£0.09 a

10 °C 0,65J.mL* 435+0.02a 0.88+£0.07 a

-k Hx Sem tratamento 433+0.01a 0.90+0.22 a
10°C 200 J.mL™? 441+0.03a 0.88+0.10a

Sonda 25°C 200 J.mL? 4.37+0.01a 092+0.20a
10 °C 1600 J.mL™! 4.36 £0.08 a 0.88+0.20a

SFx Srx Sem tratamento 433+0.01a 0.90+0.22 a
25°C 1600 J.mL™* 4.33+0.02a 0.87+0.10a

Sonda 10 °C 640 J.mL? 4.32+0.02a 0.87+0.10a
25°C 640 J.mL? 4.31+0.06 a 0.89+0.20a

* Contagem apo0s 28 dias de estocagem do LF menos a contagem logo ap6s o preparo do LF;
** Tratamento controle, sem uso de HIUS.
(a) Médias seguida da mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey (a<0,5).

Fonte: dados da pesquisa

Embora tenha sido verificado p6s acidificacdo nos leites fermentados durante a vida util, os
valores de acidez se mantiveram dentro do padréo de identidade e qualidade impostos para
iogurtes de 0,6 a 1,5 em todos tratamentos apos 28 dias de armazenamento (BRASIL, 2007).

O teor de acidez, bem como o valor de pH sdo parametros importantes em leites
fermentados, porque podem afetar na aceitabilidade e na viabilidade de culturas probiéticas

presentes, devendo-se manter estaveis ao longo do periodo de armazenamento sob refrigeracéo



86
CAPITULO II

(PIMENTEL et al., 2015; VOGADO et al., 2018). A legislacdo brasileira ndo recomenda
valores de pH para iogurtes, sobretudo, BATISTA et al. (2017) aponta que pH é um parametro
relevante em iogurtes por refletir no sabor, sendo ideal valores proximos de 4,4 (FATIMA D’
ANGELLIS, 2020).

TABELA 2.16- pH e acidez (g de acido latico/100 g) das amostras de LF Il apods 28 dias
estocado <4°C

Equipamento  Temperatura  Tratamento

de HIUS de sonicacao HIUS pH Acidez

25°C 0,65J.mL* 443 +0.05a 0.87£0.03 a
25 °C 0,08 J.mL? 442 +0.02a 0.86 £+0.07 a

Banho
10 °C 0,26 J.mL* 439+0.02a 0.87+£0.02a
10 °C 0,08 J.mL* 439+0.01a 0.86 £0.02 a
-F* -** Sem tratamento 438+0,03a 0.92 £0.07 a
10 °C 0,65 J.mL* 436 +£0.07a 0.90+£0.09 a

Banho
25 °C 0,26 J.mL* 436+0.01a 0.87+£0.02a
10 °C 200 J.mL* 444 +0.04 a 0.88+0.01a
10 °C 1600 J.mL™* 440+ 0.09 a 0.92+0.03a
Sonda 25°C 1600 J.mL™? 440+0.03a 0.93+0.02a
25 °C 200 J.mL™? 439+0.03a 0.89+0.01a
25°C 640 J.mL* 438+0.04a 0.92+0.02a
-F* -F* Sem tratamento 438+0.03a 0.92 £0.07 a
Sonda 10 °C 640 J.mL™? 437+0.10a 0.91+0.05a

*bactérias acido laticas totais: Streptococcus subsp. thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus +
Lactobacillus acidophilus LA-5;
** Contagem apds 28 dias de estocagem do LF menos a contagem logo apés o preparo do LF;
*** Tratamento controle, sem uso de HIUS.
(a) Médias seguida da mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey (a<0,5).
Fonte: dados da pesquisa

Desta forma, como todos os valores pH encontrados foram menores que 4,41, os sabores de
todos os iogurtes elaborados podem ter sido impactados. A pés acidificacdo dos leites
fermentados durante o periodo de estocagem ocorre porque as bactérias vivas no produto
continuam usando lactose para produzir &cido, YUE et al, 2022 avaliaram as mudancas de pH
e acidez de 4 cepas de Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus no leite fermentado durante o
armazenamento e determinaram a sequéncia completa do genoma das cepas, observaram que a

L. bulgaricus KLDS1.1011 apresentou niveis reduzidos de acidez comparadas as demais.
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Os valores de pH do leite fermentado com a cultura tradicional do iogurte e Lactobacillus

acidophilus LA-5 ficaram entre 4,44 e 4,36, enquanto de acidez (g de &cido latico/100 g) entre
0.93 e 0.86 resultados semelhantes foram citados por CUI et al, 2021 e ELSANHOTY e

RAMADAN, 2018.

TABELA 2.17- pH e acidez (g de acido latico/100 g) das amostras de LF 111

Equipamento  Temperatura  Tratamento :
de HIUS de sonicagéo HIUS PH Acidez

Sielel Sl Sem tratamento 443+0.10a 0.97+0.30 a
10 °C 0,65J.mL* 433+0.14a 0.93+0.07a
25°C 0,08 JmL* 4.29+0.05a 0.93+0.04 a
10 °C 0,26 JmL* 4.27+0.06 a 0.93+0.05a

Banho
25°C 0,65JmL* 425+0.01a 0.93+0.02a
25°C 0,26 JmL* 424 +0.03 a 0.96 £ 0.02 a
10 °C 0,08 JmL* 4.23+0.02a 0.96 £ 0.06 a
10 °C 1600 J.mL™* 445+0.03 a 0.93+0.07a
25°C 1600 J.mL™* 445+0.04 a 0.91+0.07a

Sonda
10 °C 640 J.mL? 444 +0.20 a 0.93+0.06 a
25°C 640 J.mL? 444 +0.30 a 0.96 £0.03 a
Sl Sl Sem tratamento 443+0.10a 0.97+0.30 a
10 °C 200 J.mL? 442+0.01la 0.93+0.05a

Sonda
25°C 200 J.mL™? 4.39+0.07 a 0.92+0.04a

* Contagem apds 28 dias de estocagem do LF menos a contagem logo apds o preparo do LF;

* Tratamento controle, sem uso de HIUS.

(a) Médias seguida da mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey (0<0,5).

Fonte: dados da pesquisa

Ao passo que o leite fermentado s6 com Lactobacillus acidophilus LA-5 obteve em todos
tratamentos apds 28 dias de armazenamento valores de pH entre 4,45 e 4,23 e acidez (g de acido
latico/100 g) entre 0.97 e 0.92, esta se manteve dentro do padrdo de identidade e qualidade

impostos para leite fermentado ou cultivado de 0,6 a 2 g de cido latico/100 g (BRASIL, 2007).
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2.4 CONCLUSAO

A aplicacdo de HIUS em diferentes densidades energéticas e temperaturas no banho
ultrassénico ndo apresentou alteracdo no tempo de fermentacdo dos diferentes leites
fermentados testados, nem na viabilidade microbiana bem como também néo causou influéncia
nos parametros fisico-quimicos. O tratamento de HIUS promoveu a redugdo no tempo de
fermentac&o de amostras do leite fermentado s6 com a cultura tradicional do iogurte utilizando
a sonda com a densidade de 640 J.mL?a 10°C e 25°C. Também reduziu o tempo de
fermentacao do leite fermentado s6 com a cultura Lactobacillus acidophilus LA-5 com o HIUS
aplicado pela sonda com a densidade de 200 J.mL2a 10°C e 25°C. O leite fermentado com a
co-cultura do iogurte e a probiotica teve seu tempo de fermentacdo aumentado com o HIUS na
sonda. As temperaturas de aplicacdo de HIUS ndo apresentaram diferenca entre si, assim a

temperatura de 25°C seria a mais indicada para o tratamento HIUS utilizando sonda.
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CINETICA DE CRESCIMENTO DE BACTERIAS ACIDO LATICAS EM LEITES
FERMENTADOS
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RESUMO

A microbiologia preditiva possibilita o conhecimento dos pardmetros dos micro-organismos e
assim pode-se compreender a dindmica de crescimento de bactérias acido laticas em condicdes
ambientais especificas. Neste sentido, pode auxiliar a explicar os efeitos de tecnologias
emergentes no metabolismo celular, como a que tem sido aplicada em alimentos fermentados,
por ser relacionada como causadora de modificagOes de taxa de crescimento e inducdo as vias
metabolicas que levam a obtencéo de diferentes rendimentos de produgdo: Ultrassom de Alta
Intensidade (HIUS). Desta forma, um estudo metabdlico envolvendo modelagem preditiva
sobre S. thermophilus e L. bulgaricus em co-cultivo com L. acidophilus LA 5 ou isoladamente
em leites fermentados sob efeito da tecnologia de ultrassom seria uma oportunidade de trazer
mais clareza para quais os melhores pardmetros de HIUS e condig¢Ges do desenvolvimento de
leites fermentados. No monitoramento do pH ao longo da fermentagdo das amostras do leite
fermentado s6 com a cultura do iogurte (Streptococcus subsp. thermophilus e Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus) observou-se uma reducdo mais rapida nas amostras submetidas
ao HIUS a Densidade Energética (DE) de 640 J.mL™, quando comparada ao tratamento controle
(Sem HIUS) e aos demais tratamentos de HIUS, também houve um aumento da taxa de
crescimento microbiano, de 2,14. O mesmo foi observado no tratamento com a DE de 200 J.mL"
L em leites fermentados s6 com a L. acidophilus LA 5, nestes casos pode-se constatar que uma
fase LAG maior estava relacionada com um aumento da taxa de crescimento. Contudo, o leite
fermentado contendo a cultura do iogurte e a cultura probi6tica ndo apresentou influéncia com
o efeito do ultrassom, e isso pode ser demonstrado com o fato das concentragdes microbianas
no inicio da fermentacdo serem menores do que as amostras controle, indicando que o HIUS
inativou algumas células, que ndo conseguiram compensar e se sobressairem no metabolismo.
Portanto, se torna mais interessante aplicar o ultrassom separadamente nos leites fermentados
s6 com culturas tradicionais do iogurte ou s6 com Lactobacillus acidophilus La 5 utilizando as
DE de 640 e 200 J.mL* respectivamente.

Palavras-chaves: Microbiologia preditiva, fermentacdo, probioticos, parametros, tecnologias

emergentes.
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ABSTRACT

Predictive microbiology makes it possible to know the parameters of microorganisms and thus
it is possible to understand the growth dynamics of lactic acid bacteria under specific
environmental conditions. In this sense, it can help to explain the effects of emerging
technologies on cellular metabolism, such as High Intensity Ultrasound (HIUS). Thus, a
metabolic study involving predictive modeling on S. thermophilus and L. bulgaricus in co-
culture with L. acidophilus LA 5 or alone in fermented milks under the effect of ultrasound
technology would be an opportunity to bring more clarity to the best parameters of HIUS and
conditions for the development of fermented milks. In monitoring the pH during the
fermentation of the milk samples fermented with the yogurt culture alone (Streptococcus subsp.
thermophilus and Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus) a faster reduction was observed
in the samples submitted to the HIUS at Energy Density (DE) of 640 J.mL™, when compared
to the control treatment (Without HIUS) and to the other HIUS treatments, there was also an
increase in the microbial growth rate, of 2.14. The same was observed in the treatment with the
DE of 200 J.mL™ in milks fermented only with L. acidophilus LA 5, in these cases it can be
seen that a longer LAG phase was related to an increase in the growth rate. However, the
fermented milk containing the yogurt culture and the probiotic culture did not influence the
ultrasound effect, and this can be demonstrated by the fact that microbial concentrations at the
beginning of fermentation were lower than in the control samples, indicating that HIUS
inactivated some cells, which were unable to compensate and excel in metabolism. Therefore,
it becomes more interesting to apply the ultrasound separately to fermented milks only with
traditional yogurt cultures or only with Lactobacillus Acidophilus La 5 using DE of 640 and

200 J.mL"* respectively.

Keywords: Predictive microbiology, fermentation, probiotics, parameters, emerging

technologies.
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3.1 INTRODUCAO

A otimizacéo do processo metabdlico de micro-organismos € um assunto de interesse para a
producdo de alimentos fermentados. Em especial para preservar a viabilidade probidtica, visto
que varios parametros enddgenos, ou seja, associados a matriz alimentar, e exdgenos, como
exposicao de células bacterianas a condi¢des adversas de processamento, armazenamento e pds-
ingestdo de alimentos, podem afetar a viabilidade e 0 metabolismo microbiano (TSEVDOU et
al, 2020).

Desta forma, metodologias tém sido desenvolvidas com a finalidade de estimular o
crescimento microbiano e manipulacdo de seu comportamento metabdlico. Um exemplo € a
aplicacdo de condicGes de estresse em niveis subletais antes ou durante a fermentacéo, a fim de
afetar o crescimento e o metabolismo celular, modificar a taxa de crescimento e induzir as vias
metabdlicas que levam a obtenc¢do de diferentes rendimentos de producdo, como a tecnologia
de Ultrassom de Alta Intensidade (HIUS) (DAHROUD et al, 2016; HASHEMI et al, 2018;
MAENO et al, 2019).

Ha relatos de reducdo do tempo total de fermentacéo do leite, também de aumento das taxas
de crescimento celular e consumo de agUcar, tal qual a mais rapida acidificacdo de micro-
organismos como Streptococcus thermophilus, L. bulgaricus, Bifidobacterium e L. acidophilus
(PENG, KAIDI et al., 2020).

O namero de células viaveis de bactérias acido laticas (BAL) durante a fermentacdo de um
leite fermentado tratado com HIUS aumentou em 5%, com o tempo final de fermentagdo
reduzido e consequente aumento da atividade da B-galactosidase (NIAMAH, 2019). Pode-se
mencionar também o aumento das atividades enzimaticas extracelulares das proteases acidas,
neutras e alcalinas no leite desnatado fermentado com Lactobacillus paracasei, utilizando
HIUS (HUANG et al, 2019).

Fatores como as propriedades fisicas, bioldgicas ou morfolégicas dos micro-organismos,
bem como os parametros de processo devem ser considerados para se aplicar o HIUS. Autores
relataram que o HIUS levou a uma reducdo ou eliminacdo total da fase LAG da curva de
crescimento de BAL nos leites, outros observaram um completo desaparecimento da fase LAG

das bactérias lacticas durante a fermentacédo de leite bovino (ABESINGHE et al., 2019).

A aplicacdo da microbiologia preditiva se torna uma forma de aprimorar o conhecimento

dos parametros dos micro-organismos como as fases do processo fermentativo, e compreender
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a dindmica de crescimento de bactérias &cido laticas. Isso decorre de maneira que a
microbiologia preditiva utiliza modelos matematicos para descrever respostas dos micro-
organismos a condicdes ambientais especificas e verificam a sua utilizacdo na previsao do
crescimento, sobrevivéncia e inativacdo. De forma reprodutivel, quando o levantamento de
dados pregressos pode prever as respostas em outros ambientes semelhantes (DOROTA et al,
2014; MCMEEKIN et al, 2008; ROSS e MCMEEKIN, 1994; VAN IMPE et al, 2005).

Apesar do profundo conhecimento sobre o metabolismo das BAL, um estudo metabdlico
envolvendo modelagem preditiva sobre S. thermophilus e L. bulgaricus em co-cultivo com L.
acidophilus sob efeito da tecnologia de ultrassom seria uma oportunidade de trazer mais clareza

para quais 0os melhores parametros e condi¢@es do desenvolvimento de leites fermentados.

Desta forma, este estudo objetivou desenvolver 3 diferentes leites fermentados adicionados
dos micro-organismos mencionados, avaliar o efeito de trés densidades energéticas (200, 640 e
1600 J.mL?) na a mudanca de pH e de concentracio microbiana durante o processo
fermentativo a 37°C, e finalmente se empregar a modelagem preditiva para avaliar o

desempenho microbiano de cada formulacao.
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3.2 MATERIAL E METODOS

O desenvolvimento experimental da proposta do estudo ocorreu nos seguintes locais: Setor
de Higiene, Microbiologia e Toxicologia de Alimentos, nos Laboratorios de Microbiologia
Industrial e Biocatalise e Microbiologia de Processos do Departamento de Alimentos da
Faculdade de Farmécia da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). E também no
laboratério de Residuos Agroindustriais, no Departamento da Engenharia Mecénica da UFMG.

3.2.1 Material

Os ingredientes como leite integral pasteurizado, acucar e leite em pd, necessarios para o
desenvolvimento dos leites fermentados, foram adquiridos no comércio local de Belo Horizonte
- MG.

3.2.1.1 Culturas microbianas
A cultura utilizada para o preparo do iogurte foi uma cultura liofilizada, estocada a -18°C.

Esta cultura é da marca Christian Hansen, adquirida na empresa Macalé Produtos de
Laboratdrio LTDA, situada em Juiz de Fora. A cultura mista tradicional do iogurte utilizada foi

a Yo-Flex®L 903, de Streptococcus thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus

A outra cultura utilizada foi uma cepa pura de Lactobacillus acidophilus (LA-5%), que fazia
parte do estoque microbioldgico do laboratério de Microbiologia Industrial e Biocatalise do

Departamento de Alimentos (Faculdade de Farmécia, UFMG).

3.2.2 Métodos

3.2.2.1 Padronizacao do indculo da cultura de Lactobacillus acidophilus LA-5, para a
elaboracéo dos leites fermentados

A fim de ser ter uma concentracdo padronizada e mais alta de células, com no minimo
9 Log UFC.mL?, trés ativacbes consecutivas dos micro-organismos foram realizadas.
Primeiramente transferindo-se 1 mL (da cultura congelada em tubos de 1,5 mL a -18°C) em 10
mL de MRS (Man, Rogosa & Sharpe, Acumedia, Lansing, MI, EUA) com 0,05% de cisteina-
L Cloridrato H20 P.A (Synth), cultivados em 24 horas a 37 °C em condi¢Ges de microaerofilia,
elevando-se a escala em 20 e 300 mL de caldo MRS nas 48 e 72 horas posteriores (BERNUCCI
etal., 2017).

Apos a incubacdo, a cultura foi centrifugada (centrifuga de laboratério refrigerada
novatecnica NT825) por 15 minutos a 2.792 xg. Apds o sobrenadante ter sido removido
cuidadosamente, foram adicionados 5 mL de agua destilada estéril ao concentrado de células,



100
CAPITULO 111

centrifugado outra vez por 15 minutos, para novamente se remover 0 sobrenadante e se
adicionar 10 mL de caldo MRS (BERNUCCI et al, 2017, adaptada).

Uma aliquota do volume ressuspendido foi retirfaada para confirmar que o nimero de
células viaveis foi maior que 9 Log UFC.mL, por meio da metodologia de micro-gota (COELLI,
2020; WEAVER et al., 1991)

O numero de células viaveis foi determinado conforme metodologia de diluicdo decimal
seriada até 10® e consequente plagqueamento em meio MRS pela técnica de micro-gota,
incubadas a 37 °C por 72 horas, com a adi¢do de sobre-camada de &gar bacteriolégico 2% para

conferir uma condicao de anaerobiose.

Finalmente, verificaram-se as contagens do niumero de unidades formadoras de col6nias
tipicas de Lactobacillus acidophilus LA-5 por mililitros UFC.mL™* (VIEIRA, 2017; WEAVER
etal, 1991).

Enquanto o volume de células concentrado foi ressuspendido e distribuido em
eppendorf’s de 1,5 mL, da seguinte maneira: 1 mL de in6culo mais 25% de glicerol (70%), cada
eppendorf foi identificado e estocado a -80 °C. O residual deste concentrado de células
padronizado foi deixado para se confirmar a morfologia das células por microscopia, por
coloracdo de Gram (COELI, 2020; WEAVER et al., 1991).

3.2.2.2 Ativacao da cultura de Lactobacillus acidophilus LA-5 para a elaboracgédo dos
leites fermentados

Para o desenvolvimento dos leites fermentados com adicdo da cepa probiotica, a cultura
padronizada de Lactobacillus acidophilus LA-5 foi descongelada e ativada para ser adicionada
aos leites fermentados, passando um 1 mL para 10 mL de caldo MRS estéril, mantido por 24
horas a 37 °C. Esse volume, entdo, foi transferido para 100 mL de caldo MRS estéril novamente

e incubado por mais 24 horas a 37 °C.

Apbs esse periodo, o caldo cultivado foi centrifugado por 10 minutos a 2.792 x g. O
sobrenadante foi removido e ao material bioldgico centrifugado foram adicionados 5mL de
agua destilada esteril e realizada uma nova centrifugacao por 10 minutos a 2.792 x g. Descartou-
se 0 sobrenadante e foi adicionado5 mL de agua peptonada (0,1 %), constituindo o indculo
(BERNUCCI et al, 2017, adaptada).
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Desta forma, 4% da cultura ativada foi inoculada as formulacées dos leites fermentados
(NGUYEN; LEE; ZHOU, 2009). A concentra¢do da cultura microbioldgica adicionada ao leite
para a fermentacao foi determinada para se confirmar, no minimo, 8 Log UFC.mLdo in6culo

preparado.

3.2.2.3 Preparo da cultura liofilizada Yo-Flex® L 903 (Christian Hansen), de Streptococcus

thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus

Inicialmente, preparou-se 100 mL de leite desnatado reconstituido a 10%, estéril (121
°C por 15 minutos), em que a cultura mista termofilica de Streptococcus salivarius ssp.
thermophilus e Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus foi inoculada diretamente, diluindo-
se, assepticamente, o contetdo de 1 g nestes 100 mL de leite desnatado (NGUYEN; LEE;
ZHOU, 2012).

Finalmente, 2% desse indculo foi adicionado as formulacGes dos leites fermentados.
Previamente, se realizou a contagem de células viaveis a fim de confirmar, no minimo, 8 Log
UFC.mLY(FATIMA D’ ANGELIS, 2020).

3.2.2.4 Preparo das formulac@es de leites fermentados (pré-mistura)

Cada inéculo de micro-organismos ativados e adicionados p as formulacdes de leite
fermentado, representados como Leite Fermentado (LF) I, Il e I11, na Tabela 3.1. A quantidade
de leite integral pasteurizado necesséria para o experimento foi definida conhecendo-se o
volume de leite fermentado necessario para todas as amostras. Deste, foram acrescidos 8% de
acucar e 3% de leite em pd desnatado, conforme a metodologia descrita por (HASANI,;
KHODADADI; HESHMATI, 2016).

O leite em po foi incluido a formulacéo para se elevar o teor de solidos totais e produzir
uma bebida mais consistente. Os ingredientes foram todos homogeneizados e o contetdo foi
distribuido em tubos Falcon, contendo 40 mL cada, que seguiram para a pasteurizacao a 95°C
por 5 minutos, sendo imediatamente resfriados a 4°C para a adi¢do dos indculos e posterior uso
de HIUS (HASANI et al., 2017; HASANI; KHODADADI; HESHMATI, 2016).
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TABELA 3.1- Leites fermentados distribuidos em 3 formulac¢Ges, de acordo com as
culturas adicionadas.

Leite 2% v/v da cultura iniciadora 4% v/v da cultura iniciadora
Fermentado
Streptococcus subsp. thermophilus e
I Lactobacillus delbrueckii subsp. *
bulgaricus

Streptococcus subsp. thermophilus e

] Lactobacillus delbrueckii subsp. Lactobacillus acidophilus LA-5
bulgaricus
i ** Lactobacillus acidophilus LA-5

Notas: *No Leite Fermentado | ndo sera adicionada cultura probidtica; **No Leite Fermentado 111, ndo sera
adicionada cultura do iogurte.
Fonte: dados de pesquisa

3.2.2.5 Tratamento de HIUS
Os in6culos de cada formulacéo de leite fermentado foram adicionados as suas amostras

de 40 mL de pré-mistura. A temperatura das amostras foi mantidas abaixo de 4 °C, as quais

foram conduzidas a submissdo dos tratamentos ilustrados na Figura 3.1.

FIGURA 3.1 Fluxograma dos leites fermentados que serdo elaborados com e sem a
tecnologia HIUS

Leite Tratamento controle - Sem

™ Fermentado I || HIUS
HIUS na sonda com
—| densidade energética de
Formulagéo do Leite L Monitoramento
leite fermentado »| Fermentado |— ’ durante a
X S ~
pasteurizada L HIUS na sonda com Fermentacéo a
—| densidade energética de 3rec
640 J/imL
Leite HIUS na sonda com
| Fermentado |

“—»| densidade energéticade |——
I 1600 J/mL

Fonte: dados de pesquisa

Notas: a formulagdo do Leite Fermentado | foi adicionada sé a cultura tradicional do iogurte. A
formulacéo do LF Il, a cultura do iogurte + a probidtica e a do 111 s6 a cultura probidtica.
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Os tratamentos de HIUS (Figura 2.4) foram aplicados pelo equipamento de sonda
ultrassénica, em que a amostra ficava posicionada submersa em um béquer contendo &gua a

25°C, a fim de se absorver o calor gerado com a sonicacgédo (FIG. 3.2).

FIGURA 3.2- Amostras de formulacdes de leite fermentado sendo sonicadas por HIUS

Sonotrodo de ultrassom inserido na amostra sonicada submersa em um béquer com &gua a temperaturade 25°C.
Fonte: dados de pesquisa.

Baseando-se em dados encontrado em revisdo da literatura cientifica sobre alimentos
contendo BAL, que tiveram modulagdo microbiana com o HIUS, foi definido quais densidades
energéticas (DE) de HIUS seriam usadas no experimento. Para se ajustar as condicdes dos
equipamentos utilizados no experimento, a Equacéo 1, utilizada para se determinar a DE,
permitiu encontrar a duragdo da sonicacdo das amostras, em detrimento de uma poténcia e
volume especifico. Os tubos continham 40 mL de mistura de ingredientes do leite fermentado
pasteurizado, mas o volume do in6culo das culturas iniciadoras variou de formulacdo para
formulacdo (GUIMARAES; SILVA; et al., 2018).

Equacéo 1:

Poténcia Nominal (W)x Tempo de Processo (s)

DE (Jj/mlL) = Volume da amostra (mlL)
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3.2.2.6 Tratamento de HIUS em sonotrodo

A aplicagdo de HIUS foi realizada assim como NIAMAH, 2019, de forma adaptada,
utilizando sonda (equipamento da marca Ultronique, modelo QR 500, Brasil; 500 W, 20 kHz).
O sonotrodo era constituido com uma macroponteira de espessura de 10 mm e comprimento de
64 mm. Em relagdo a superficie da amostra em tubos Falcon, a sonda foi colocada a

aproximadamente 48 mm.

O parametro de densidade energética escolhida para cada tratamento foi aplicado
ajustando-se a amplitude do aparelho com a duracéo de aplicacdo do HIUS, de acordo com o

volume da amostra sonicada.

O Leite Fermentado | (s6é com a cultura iniciadora tradicional do iogurte) obteve um
volume final da amostra de 40,8 mL. Assim, as condi¢fes foram ajustadas de acordo com a
Tabela 3.2.

TABELA 3.2- Duragéo e Poténcia Nominal da aplicacéo de ultrassom com sonotrodo do
Leite Fermentado |

Poténcia Nominal Densidade energética Duracéo
135 W 200 J.mL* 1 minuto
360 W 1600 J.mL™* 3 minutos
435 W 640 J.mL* 2 minutos

Fonte: dados da pesquisa

Ja o Leite Fermentado 11, com o volume final da amostra de 42,4 mL (ingredientes do
leite fermentado + cultura mista do iogurte + cultura probidtica), teve as condi¢bes do

equipamento de HIUS ajustados de acordo com a Tabela 3.3.

TABELA 3.3- Duracéo e Poténcia Nominal da aplicacéo de ultrassom com sonotrodo do
Leite Fermentado |1

Poténcia Nominal Densidade energética Duracéo
140 W 200 J.mL* 1 minuto
375 W 1600 J.mL™* 3 minutos
450 W 640 J.mL* 2 minutos

Fonte: dados da pesquisa

E finalmente, o Leite Fermentado I, s6 com a cultura iniciadora probittica (com
volume final da amostra de 41,6 mL), teve os parametros ajustados de acordo com a Tabela
3.4.
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TABELA 3.4- Duragéo e Poténcia Nominal da aplicacéo de ultrassom com sonotrodo do
Leite Fermentado 111

Poténcia Nominal Densidade energética Duracao
140 W 200 J.mL* 1 minuto
370 W 1600 J.mL* 3 minutos
445 W 640 J.mL™* 2 minutos

Fonte: dados da pesquisa

Mesmo a sonicagdo ocorrendo via sonotrodo, um béquer de dgua contendo agua com
temperatura controlada foi colocado em volta da amostra a aplicacdo das densidades energéticas
de 1600, 640 e 200 J.mL"* promoveram os respectivos incrementos (At) de 35, 21 e 15 °C nas
amostras sonicadas na sonda, com a temperatura da dgua no béquer em que a amostra estava

submersa ajustada previamente a 25 °C.

3.2.2.7 Fermentagao
Apos a aplicacéo de todos os tratamentos, as amostras foram imediatamente colocadas

em banho de gelo (< 4 °C), exceto o tratamento controle (ja& mantido a essa temperatura), para
gue voltassem a temperatura de refrigeracdo. Assim, enquanto cada procedimento de HIUS era
realizado, as amostras ja sonicadas e resfriadas previamente em banho de gelo eram mantidas
sob refrigeracdo a fim de que a fermentacdo se iniciasse concomitantemente aos demais

tratamentos.

A etapa de sonicacdo foi realizada em menor tempo habil possivel. Apés ela, a
fermentacdo ocorreu por meio da incubacdo das amostras a 37 °C em estufa tipo B.O.D
(WANG, XINYA; KRISTO; LAPOINTE, 2019).

3.2.2.8 Monitoramento de pH ao longo da fermentagéo

Nas formulacfes dos trés leites fermentados, a etapa de fermenta¢do foi monitorada
com analise de pH desde o inicio da fermentacao, no intervalo de 2 horas a cada afericéo até 10
horas de fermentacéo, sendo que o proximo pH foi aferido no tempo de 20 horas.

3.2.2.9 Monitoramento da curva de crescimento microbiano das BAL de cada
formulacéo de LF
As amostras de LF | foram coletadas para verificacdo da contagem microbiana: no

primeiro momento da fermentagao (tempo um, momento considerado como zero minutos), com
uma hora de fermentacdo (tempo dois), uma hora e trinta (tempo trés), duas horas (tempo
quatro), trés horas (tempo cinco), quatro horas (tempo seis), seis horas (tempo sete) e finalmente

com oito horas (tempo 0ito).
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O acompanhamento do crescimento microbiano com a contagem das amostras de LF 11
foi realizado: no primeiro momento da fermentacdo (tempo um, momento considerado como
zero minutos), com trinta minutos de fermentacdo (tempo dois), uma hora (tempo trés), uma
hora e trinta (tempo quatro), duas horas (tempo cinco), quatro horas (tempo seis), seis horas

(tempo sete) e finalmente com oito horas (tempo oito).

Finalmente se realizou acompanhamento do crescimento microbiano com a contagem
das amostras de LF I11: no primeiro momento da fermentacéo (tempo um, momento considerado
como zero minutos), com duas horas de fermentacdo (tempo dois), quatro horas (tempo trés),
seis horas (tempo quatro), oito horas (tempo cinco), dez horas (tempo seis) e doze horas (tempo

sete).

3.2.2.10 Delineamento experimental
O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado. As amostras
de leites fermentados, de todas as formulacbes e 0s seus respectivos tratamentos foram

realizadas em trés repeticdes.

3.2.2.11pH
A afericdo do pH nas amostras ocorreu conforme a metodologia AOAC, 2019 com a

utilizacdo do pHmetro MS Tecnopon ®.

3.2.2.11 Avaliacdo da curva de crescimento das bactérias acido laticas

O plagueamento em meio MRS né&o seletivo foi realizado com as amostras de Leites
fermentados s6 com a cultura tradicional do iogurte, ou s6 com a cultura do Lactobacillus
acidophilus LA-5, ja nas formulacdes adicionadas de cultura tradicional de iogurte e probiotica
foram realizados dois plagueamentos, um em meio MRS, determinando o contetdo de bactérias

acido laticas totais, e outro em meio MRS seletivo so para L. acidophilus LA-5.

O 4gar MRS-Bile (contendo 0,5 g.L* de sais biliares e 1% de cisteina), para avaliar a
sua seletividade na presenca da cultura mista tradicional do iogurte (Yo-Flex® L 903). Foram
executados ensaios descritos por VINDEROLA e REINHEIMER, 1999 obtendo recuperagéo
de 98,74% para L. acidophilus La-5 e inibicdo total da cultura Yo-Flex® L 903 (SILVA, 2012).

Foi realizado diluicGes decimais seriadas até 10~ para entdo realizar o plaqueamentodos
leites fermentados em micro-escala, por meio da metodologia de micro-gota. Inicialmente, foi
homogeneizado as amostras de LF para se coletar 100 pL, e transferidas para 900 pL de dgua

peptonada com agar (0,1% de peptona e 0,1% de agar bacterioldgico) estéril, e homogeneizou-
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se o frasco da primeira diluicdo decimal vigorosamente em vortex (Biomixer). Dessa amostra,
o procedimento foi replicado até uma concentracio de 10 da aliquota inicial do LF inoculado
(WEAVER et al., 1991).

Desta forma, a diluicdes de 10* a 107 foram plaqueadas em micro-gotas de 10 pL no
meio de cultura especifico de cada formulacdo, como anteriormente mencionado e incubadas a
37 °C por 72 horas, com a adicéo de sobre-camada de agar bacteriologico 2%, conferindo uma
condicdo de anaerobiose, para a quantificagdo do nimero de unidades formadoras de coldnias
tipicas das bactéricas acido laticas analisadas por mililitros (UFC.mL?) (VIEIRA, 2017;
WEAVER et al, 1991).

3.2.2.12 Microbiologia Preditiva

As contagens microbianas dos leites fermentados tratados no experimento foram
expressas em unidades formadoras de col6nia por mililitro, obtidas por meio de plagueamento
em micro-gota. Elas passaram pela conversdo em base logaritmica e foram submetidas a
modelagem matematica para se determinar os parametros de multiplicacdo microbiana: taxa de
crescimento (s) e tempo de adaptacdo (LAG em horas) das cepas. O calculo se deu por um
modelo primario, através da formula do modelo Baranyi expressa pela Equacdo 2 e 3
(BARANYI; ROBERTS, 1994; KIM et al., 2022).

Equacéo 2:

exp[uA(t)] —1 )

y =yo+ HA(t) —In<1 +
0 exp(ymax - yO)

Equacéo 3:
1
A(t) =t+ ;In (exp (ut) +exp (—ud) —exp (—u(t+ 1))

3.2.2.13 Analise estatistica
As variareis dependentes foram os dados como taxa de crescimento (s*) e tempo de

adaptacdo (LAG) das cepas com e sem HIUS. A partir delas, verificaram-se as premissas de
normalidade e homogeneidade pelos testes de Shapiro-Wilk e Levene. Os dados também serédo
submetidos a analise de variancia com dois fatores (ANOVA two-way) e as médias comparadas,

pelo teste de Tukey no nivel de probabilidade 0,05, utilizando-se o programa R.
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 pH durante a fermentacéo
Os resultados do monitoramento do pH durante o processo fermentativo do leite fermentado

s6 com a cultura do iogurte podem ser observados conforme dados apresentados na Figura 3.4.

As culturas presentes no LF | sdo S. thermophilus e L. bulgaricus, estas possuem uma
complexa relagdo simbiodtica (“protocooperagdo”) entre eles por meio de uma troca de
metabolitos necessarios para o crescimento de cada bactéria e resisténcia ao estresse ambiental
durante a fermentacdo (WANG, TING et al., 2016). Quanto mais rapido o pH se reduz, o tempo
de fermentacdo se torna menor e a combinagdo do S. thermophilus e do L. bulgaricus é
naturalmente atribuida as taxas de acidificacao rapidas e como boas propriedades produtoras de
acido (LIU, WENJUN et al., 2016).

FIGURA 3.4- Monitoramento do pH ao longo da fermentacgéo do LF |

pH do Leite fermentado com cultura tradicional do iogurte
X tempo

7,00
6,50 &
6,00

5,50 — <= —1SemHIUS
L
a s00 - 0 0\ e O 1600 J/mL

4,50 —A— 640 J/mL

--=x=-- 200 J/mL

4,00

3,50 . |
0,00 5,00 10,00

Tempo (horas)

Fonte: dados de pesquisa.

O pH é monitorado em processos fermentativos para se acompanhar a evolugdo da
fermentacdo, bem como no armazenamento do produto final (VIEIRA, 2017). Avaliando o
comportamento do pH durante a fermentagédo do LF | pode-se observar que este foi diminuindo
ao longo das horas. Este parametro variou de aproximadamente 6,67 até o pH final de 4,12 apds

10 horas pelas amostras deste leite fermentado.
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Pode-se observar na 3.3 que o pH das amostras do LF | apresentou uma reducdo mais rapida
de pH nas amostras submetidas ao HIUS a DE de 640 J.mL™, quando comparada ao tratamento
controle (Sem HIUS) e aos demais tratamentos de HIU. SFAKIANAKIS; TOPAKAS; TZIA,
2015 relataram que as amostras de leite sonicados com DE de 180 e 900 J.mL™ levaram mais
tempo para se iniciar a redugdo do pH contrapondo a reducdo mais rapida das DE de 314 e 450
J.mLt,

Os resultados do monitoramento do pH durante o processo fermentativo do leite fermentado
em co-cultura do iogurte e do Lactobacillus acidophilus LA-5 sdo apresentados na Figura 3.5.
O parametro variou de aproximadamente 6,61 até o pH final de 4,23 apds 10 horas de
fermentacdo pelas amostras deste leite fermentado. Pode-se observar que o pH das amostras
que sofreram o tratamento de HIUS tiveram comportamento parecido, de redugdo mais lenta
do pH, enquanto a amostra controle teve a redugdo do pH mais rapida.

O LF Il apresentou tempo em torno de 5 a 4 horas e 30 minutos para que as amostras
tivessem pH< 4,60, valores superiores ao trabalho de HASANI et al, 2016, que encontraram de
3,5 a 4 horas de fermentacdo em leites fermentados com a presenca de cultura de L. bulgaricus

e S. thermophilus e L. acidophilus.

FIGURA 3.5- Monitoramento do pH ao longo da fermentacéo do LF Il

pH do Leite fermentado com cultura tradicional do iogurte
+ L. acidophillus La 5
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6,00
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Q
500 4 NN\4+ e O 1600 J/mL
4,50 —4— 640 J/mL
4,00 -=X---200 J/mL
3,50 ; .
0,00 5,00 10,00
Tempo (horas)

Fonte: dados de pesquisa.
Neste caso, 0s autores aplicaram temperaturas de incubacdo de 42 °C, diferente da

temperatura aplicada no presente estudo, que foi de 37°C. O maior tempo pode ter decorrido
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do fato destas diferentes temperaturas de fermentacdao, visto que, testes preliminares (dados néo
apresentados) com incubacdo a 42°C ndo terem refletido concentracédo de L. acidophilus La-5
maior que 7 Log UFC.mL™* (FATIMA D’ ANGELIS, 2020).

E possivel observar na Figura 3.3 mudancas de pH durante o processo fermentativo do leite
fermentado sé com a cultura de L. acidophilus La-5, esta cepa possui pH étimo de crescimento
na faixa de 5,5 a 6,0 e temperatura 6tima de 35 a 40 °C, e durante o processo fermentativo, as
amostras do LF 11l foram mantidas a 37°C (RADDATZ, 2018).

O pH dos leites fermentados de todos tratamentos variaram de aproximadamente 6,69 até o
pH final de 4,43 apo6s 10 horas de fermentacdo. Pode-se observar que o pH das amostras que
sofreram o tratamento de HIUS com DE de 1600 e 640 J.mL demoraram mais para reduzir o
pH, enquanto a amostra controle teve a reducdo do pH mais rapida, todavia, dentre todas as
amostras, aquelas submetidas a DE de 200 J.mL™ foram as que apresentaram a maior e mais
répida queda de pH em 10 horas de incubacéo do leite fermentado a 37°C.

FIGURA 3.6- Monitoramento do pH ao longo da fermentacéo do LF 111

pH do Leite fermentado com L. acidophillus La 5 x tempo
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Fonte: dados de pesquisa.

As densidades energéticas de 1600 e 640 J.mL™* de HIUS podem ter inativado células de L.
acidophilus La-5. Isto pode justificar que uma concentracdo menor de células pode ter
produzido menos &cido e causado esta reducdo do pH mais lenta nas amostras, pois sofreram

densidades energéticas mais altas, como observado por NGUYEN et al, 2012. Estes autores
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também observaram que densidades energéticas mais altas impactaram negativamente na
viabilidade probidtica, enquanto de DE menores causaram o efeito de cavitacdo, devido esta

densidade apresentar niveis subletais sobre as celulas.

3.3.2 Curva e parametros da microbiologia preditiva durante a fermentacéo

Na Figura 3.7 se encontram os dados obtidos na determinacdo da concentracdo das
bactérias presentes durante o processo fermentativo do leite adicionado somente da cultura
tradicional do iogurte a 37°C. Foi possivel observar que houveram concentracdes iniciais

distintas nos LF | submetidos a diferentes tratamentos.

O tratamento controle (Sem HIUS, letra d) obteve contagens médias iniciais de 7,0 Log
UFC.mL%, enquanto com a DE a 200 J.mL™? de 7,2, a 640 J.mL™ de 6,83 e a 1600 J.mL de
6,51 Log UFC.mL™. E o leite fermentado que obteve contagens microbianas mais alto foi

aquele tratado com 640 J.mL™, chegando a 8,30 apds 6 horas de fermentagio.

FIGURA 3.4- Modelagem preditiva de Streptococcus subsp. thermophilus e Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus durante periodo de incubacédo do LF I a 37°C
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Modelo Baranyi aplicado para descrever o crescimento microbiano através dos pontos coletados
a) DE =200 J.mL?; b) DE =640 J.mL; ¢) DE = 1600 J.mL%; d) DE = Sem HIUS.

Fonte: dados de pesquisa.
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Os parametros cinéticos do leite fermentado (TAB. 3.5) podem ajudar a compreender como
0 HIUS influenciou o metabolismo celular.

TABELA 3.5- Parametros de crescimento da cultura tradicional do iogurte LF I contendo
somente cultura tradicional do iogurte

Tratamento HIUS Taxa de crescimento
Tratamento HIUS LAG (horas)

S-l
Sem tratamento 1.86a 640 J.mL™? 2.14 a
640 J.mL? 1.78 a 200 J.mL? 1.37 ab
200 J.mL? 1.70 a Sem tratamento 1.00b
1600 J.mL? 1.30a 1600 J.mL? 0.74Db

(a) Médias seguida da mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey (a<0,5).

O processo fermentativo consiste em trés fases a fase LAG, log e estacionaria. A fase de
laténcia ou LAG é caracterizada pela adaptacdo do micro-organismo ao novo meio e quando
estes encontram as condicdes ideais para a sua multiplicagdo inicia-se a fase logaritmica (log),
caracterizada pelo crescimento microbiano progressivo até que o numero de células viaveis seja
igual ao de células ndo viaveis (fase estacionaria). Por fim, se inicia a fase de declinio, ou seja,
quando h& o fim do ciclo microbiano e diminuicdo do nimero de células (COELI, 2020;
VAZQUEZ-LIMA et al., 2014; WEAVER et al., 1991)

Apesar das diferentes concentragdes iniciais de bactérias no LF | no inicio da
fermentacdo, a fase de adaptacdo dos micro-organismos ndo se diferiram entre si (p > 0,05),
todavia a taxa de crescimento (s™) das amostras foi maior para o tratamento com DE de 640
J.mL, considerada estatisticamente superior a das amostras de leite fermentado Sem HIUS e
com HIUS de 1600 J.mL™, o que infere que este tratamento aumentou a taxa de crescimento (s
1y de Streptococcus subsp. thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus.

Observou-se que a aplicagdo de HIUS (20 KHz, de 576 a 1440 J.mL!) apds inoculagio
com culturas de iogurte seguida da fermentagéo reduziu a fermentagdo tempo por 30 min em
iogurte (HONGYU; HULBERT; MOUNT, 2000). Da mesma forma, DOLATOWSKI et al,
2007 relataram uma reducao do tempo de producéo de iogurte em até 40% com o uso de HIUS
(ABESINGHE et al., 2019)

Os relatos sobre o efeito de aceleracdo da etapa de fermentacdo ou de aumento da
viabilidade microbiana oscilam dentre as diferentes condigdes de parametros de aplicacdo do
HIUS, BARUKCIC et al, 2015 avaliaram a ativacao ultrassonica da cultura do iogurte YC-380
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na fermentacéo de soro de leite, utilizando DE de 126 J/mL que resultou na reducdo do tempo

de fermentacdo em comparagdo com a amostra controle.

Por outro lado, DELGADO et al, 2020 utilizaram densidades energéticas entre 241 e 723,6
J.mL* no leite de cabra fermentado, porém a aplicagdo direta de todos os tratamentos HIUS

reduziu a viabilidade das bactérias acido laticas.

Vale a pena ressaltar que o leite fermentado no presente estudo foi desenvolvido com
leite integral, que possui estrutura fisico-quimica e sensorial diferentes. Visto que, matrizes
alimentares com uma maior diversidade de nutrientes, como o leite, possibilitam a aplicacdo de
densidades energéticas consideradas mais altas, porque 0s micro-organismos possuem 0S
constituintes da matriz para protege-los da cavitagdo acustica (GUIMARAES; BALTHAZAR;
etal., 2019).

Na Figura 3.8 se encontram os dados obtidos na determinacdo da concentracdo das
bactérias acido laticas totais presentes durante o processo fermentativo do leite adicionado da
cultura tradicional do iogurte e cultura probidtica a 37°C. Na qual pode-se observar

concentracgdes iniciais distintas nos LF Il submetidos a diferentes tratamentos.

O tratamento controle (Sem HIUS, letra d) obteve contagens médias iniciais de 8,5 Log
UFC.mL, enquanto que aqueles tratados com a DE a 200 J.mL™* de 8,17, a 640 J.mL™ de 8,23
e a1600J.mLde 7.98 Log UFC.mL™. E o leite fermentado que obteve contagens microbianas

mais altas foi 0 sem HIUS J.mL™ de 9,48 apds 4 horas de fermentag&o.

Ou seja, as amostras tratadas com HIUS tiveram contagens iniciais menores, o que infere
que o tratamento inativou algumas células, comparadas ao do controle, que por sua vez,
apresentou uma contagem maior em seu pico de fermentacéo (de 4 horas) do que as dos demais

tratamentos.

Desta forma, entende-se que o tratamento HIUS ndo apresentou efeito de otimizacdo da
fermentacdo de um leite fermentado em co-cultura do iogurte com Lactobacillus acidophilus
LA-5. Neste caso, o parametro deveria causar cavitacdo acustica e facilitar a troca de nutrientes

nas celulas microbiana néo se ajustou a algum dos micro-organismos.

Como o LF Il era constituido por trés cepas, duas do género Lactobacillus e uma do
género Streptococcus, as diferentes morfologias podem ter resultado em um balango negativo
para a sensibilidade ao HIUS, visto que células maiores sdo mais suscetiveis ao efeito da
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cavitacio acUstica, enquanto células menores sdo mais resistentes (CHAVEZ-MARTINEZ et
al., 2020).

FIGURA 3.8- Modelagem preditiva de Streptococcus subsp. thermophilus e Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus + Lactobacillus acidophilus LA-5 durante periodo de
incubacéo do LF Il a 37°C
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Modelo Baranyi aplicado para descrever o crescimento microbiano através dos pontos coletados
a) DE =200 J.mL?; b) DE =640 J.mL; ¢) DE = 1600 J.mL%; d) DE = Sem HIUS.

Fonte: dados de pesquisa.

As fases de adaptacdo dos micro-organismos ndo se diferiram entre si (p > 0,05), bem como
ataxa de crescimento (s) ndo apresentou influéncia do HIUS na concentracdo de BAL no leite
fermentado em co-cultura do iogurte e do Lactobacillus acidophilus LA-5 (TAB. 3.6).

TABELA 3.6- Parametros de crescimento das BAL no LF Il contendo cultura tradicional
do iogurte + probidtica

Tratamento HIUS LAG (horas)  Tratamento HIUS Taxa de crescimento s
200 J.mL™* 1.27 a Sem tratamento 1.60 a
1600 J.mL* 0.87 a 200 J.mL? 1.25a
640 J.mL™! 0.77 a 1600 J.mL* 1.13a
Sem tratamento 0.77 a 640 J.mL™* 0.93a

(a) Médias seguida da mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey (0<0,5).



115
CAPITULO 111

Na Figura 3.9 se encontram os dados obtidos na determinagdo da concentracdo culturas
microbianas presentes durante o processo fermentativo do leite adicionado da cultura
tradicional do iogurte e a cultura probiotica a 37°C. Nota-se que as curvas de crescimento

apresentaram contornos diferentes nos LF 11 submetidos a diferentes tratamentos.

O tratamento controle (Sem HIUS, letra d) obteve contagens médias iniciais de 7,41 Log
UFC.mL™%, enquanto com a DE a 200 J.mL™ de 7,22, a 640 J.mL™ de 7,10 e a 1600 J.mL* de
7.03 Log UFC.mL™. E o leite fermentado que obteve contagens microbianas mais altas foi o de

sem HIUS de 8,91 apds 4 horas de fermentacao.

FIGURA 3.9- Modelagem preditiva de Lactobacillus acidophilus LA-5 durante periodo de
incubacdo do LF Il a 37°C
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Modelo Baranyi aplicado para descrever o crescimento microbiano através dos pontos coletados
a) DE =200J.mL*?; b) DE =640 J.mL?; ¢) DE = 1600 J.mL%; d) DE = Sem HIUS.

Fonte: dados de pesquisa.

Estudos apontam que o ultrassom em niveis subletais promove a inativagdo de algumas
células, e é necessario um tempo de fermentacdo inicial especifico para que as células

remanescentes compensem a reducéo inicial no tempo de fermentacdo, o que pode explicar,
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que neste caso o ultrassom ndo contribuiu para otimizacdo do processo fermentativo
(GUIMARAES; BALTHAZAR,; et al., 2019).

Por conseguinte, o LF 11 possui um tempo de fermentacdo muito rapido devido a alta carga
microbiana e os parametros podem nao ter sido modulados de forma correlacionada em cada
cepa deste leite fermentado. Neste sentido, na Tabela 3.7 tém-se os valores LAG e taxa de

crescimento deste produto, que ndo se diferiram entre si (p > 0,05).

Apesar disso, pode-se observar que a fase de adaptacdo deste micro-organismo neste leite
fermentado foi em torno de 1 hora, HASHEMI et al, 2018 observara em um xarope de tdmara
fermentado contendo Lactobacillus acidophilus LA-5 apresentou uma leve reducédo de células
viaveis no inicio do processo, entre 0 e 2 h, apds esse periodo, as células foram capazes de
recuperar a capacidade de crescimento. No presente estudo, a fase LAG dos LF Il podem ter
sido curtas demais para compensar as células remanescentes que tenham sido otimizadas pela

cavitacdo acustica do HIUS.

TABELA 3.7- Parametros de crescimento do L. a. LA 5 no LF Il contendo cultura
tradicional do iogurte + probidtica

Tratamento HIUS LAG (horas)  Tratamento HIUS Taxa de crescimento s*
Sem tratamento 1.01a 200 J.mL* 1.72a
200 J.mL* 0.98 a Sem tratamento 154 a
640 J.mL? 0.88a 1600 J.mL™ 0.75a
1600 J.mL™! 0.85a 640 J.mL* 0.65a

(a) Médias seguida da mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey (a<0,5).

Os resultados obtidos na determinagdo da concentracdo das bactérias presentes ao longo do
tempo de incubag&o do leite fermentado sé com a cultura probiotica a 37°C sdo demonstrados
pela Figura 3.10. Os coeficientes de determinagio R? que representam o erro médio calculado
de todos os resultados de modelagem preditiva deste estudo variaram de 0,89 a 0,98, sendo que
valores de R? proximos a 1 sugerem que o modelo se caracteriza como o que mais se adequa ao

comportamento de multiplicagdo do microrganismo (PERINI, 2014).
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FIGURA 3.10- Modelagem preditiva de Lactobacillus acidophilus LA-5 durante periodo
de incubacédo do LF 111 4 37°C
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Modelo Baranyi aplicado para descrever o crescimento microbiano através dos pontos coletados
a) DE =200 J.mL?; b) DE =640 J.mL?; ¢) DE = 1600 J.mL%; d) DE = Sem HIUS.

O tratamento controle (Sem HIUS, letra d) obteve contagens médias iniciais de 7,58 Log
UFC.mL™%, enquanto com a DE a 200 J.mL™ de 7,39, a 640 J.mL™ de 7,21 e a 1600 J.mL™ de

7.00 Log UFC.mL™. E o leite fermentado que obteve contagens microbianas mais altas foi o de

sem HIUS de 9,04 apds 8 horas de fermentacéo.

Apesar das diferentes concentracdes iniciais de bactérias no LF I11 no inicio da fermentacé&o,

na Tabela 3.8 observa-se que a fase de adaptacéo dos micro-organismos nao se diferiram entre

si (p > 0,05), sobretudo o LF submetido ao tratamento de 1600 J.mL™ apresentou o menor

tempo de adaptacdo, quando sua taxa de crescimento foi a menor, esta sim com diferenca, neste

caso, entre a de 200 J.mL-1, a mais rapida (p > 0,05).

Observagdes semelhantes foram relatadas por MUNOZ et al, 2021 ao constatarem que

o HIUS pode ter um efeito reversivel na vitalidade probidtica, com o prolongamento da fase

LAG (de adaptacéo), seguido por uma recuperacao do crescimento.



118
CAPITULO 111

TABELA 3.8- Parametros de crescimento do L. A. LA 5 no LF 11l contendo somente a

probiotica
Tratamento HIUS LAG (horas)  Tratamento HIUS Taxa de crescimento s
200 J.mL™*! 4.01a 200 J.mL™*? 1.75a
Sem tratamento 3.95a 640 J.mL* 0.80 b
640 J.mL™* 3.76 a Sem tratamento 0.67 b
1600 J.mL™ 3.28a 1600 J.mL™! 0.57b

A taxa de crescimento das amostras foi maior para o tratamento com DE de 200 J.mL™,
considerada estatisticamente superior a das amostras de leite fermentado Sem HIUS e com
HIUS de 1600 e 640 J.mL™? o que infere que este tratamento como o mais adequado para se
otimizar o processo fermentativo em leites fermentados s6 com Lactobacillus acidophilus LA-
5.
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3.4 CONCLUSAO

O estudo metabdlico envolvendo modelagem preditiva dos diferentes leites fermentados
desenvolvidos, trouxe informacdes de reducdo no tempo de fermentacdo para as amostras
submetidas ao tratamento HIUS na sonda do LF I, com DE de 640 J.mL™e para o LF Il a 200
J.mLL. Os parametros cinéticos destes produtos demonstraram que o aumento da taxa de
crescimento microbiano estava relacionado com uma fase LAG também aumentada. Todavia,
o leite fermentado com a co-cultura do iogurte e a cultura probiotica ndo sofreu influéncia com
o HIUS aplicado pela sonda. Isto ocorreu possivelmente pelos pardmetros nao terem sido
adequados para se ter os efeitos aprimorados pelo HIUS ou por realmente quando se utiliza

muitas cepas em um produto o ajuste de condi¢fes 6timas para cada um nao ser atingido.
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3.5 CONSIDERACOES FINAIS

Aplicar o HIUS com DE de 0,08, 0,26 e 0,65 J.mL?, com as amostras submersas em
um banho ultrassdnico com temperaturas de 10 e 25°C ndo causa efeitos de otimizacdo do
metabolismo celular de BAL. Tentar utilizar densidades maiores, implicaria em aumentar o
tempo de sonicac¢do, no minimo mais do que 10 minutos, o que acarretaria em uma etapa que

delongaria mais o processamento de leites fermentados.

Enquanto o HIUS aplicado com a sonda, apresentou o efeito de otimizar o metabolismo
do leite fermentado s6 com a cultura do iogurte, com a densidade energética de 640 J.mL™ e do
leite fermentado contendo sé Lactobacillus acidophilus La 5, com DE de 200 J.mL™. Nestes

casos, os efeitos foram observados tanto com as amostras submersas em banho a 10 e a 25°C.

Desta forma a temperatura de 25°C seria a mais indicada para estes tratamentos (DE de
640 J.mL™ no LF s6 com a cultura tradicional do iogurte e com DE de 200 JmL™ no LF s6
com a cultura probidtica), por poupar mais recursos energéticos para se ter uma rede de frio

nesta etapa.

Apesar destas amostras apresentaram reducdo do tempo de fermentacdo, elas ndo
tiveram diferencas na viabilidade microbiana e parametros fisico-quimicos apds o periodo de

estocagem (28 dias) do tratamento controle.

O leite fermentado contendo a cultura do iogurte e a cultura probiotica submetidos ao
HIUS na sonda demonstraram concentra¢fes microbianas no inicio da fermentacdo menores do
que as amostras controle, indicando que o HIUS inativou algumas células, que ndo conseguiram

compensar e se sobressairem no metabolismo.

Portanto, se torna mais interessante aplicar o ultrassom separadamente nos leites
fermentados s6 com culturas tradicionais do iogurte ou s6 com Lactobacillus acidophilus La 5

utilizando as DE de 200 e 640 J.mL™ respectivamente a 25°C na sonda.
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