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palavras-chave

resumo

Probiéticos, bactérias do acido-lactico, alimentos funcionais, digestéo in vitro,
promocéao da saude.

A consciencializagcdo da populacdo para o impacto da alimentagédo na saude é
cada vez mais evidente. Dos alimentos funcionais com caracteristicas
probiéticas, o iogurte assume particular destaque no que se relaciona com a
aquisicdo de microrganismos com potencial probiético. Os probiéticos séo
microrganismos vivos que quando consumidos em quantidade suficiente
providenciam beneficios para a saide do consumidor.

O presente estudo pretendeu avaliar a presenca e a capacidade de
sobrevivéncia de bactérias do acido-lactico, que sdo potenciais probiéticos, em
iogurtes e outros alimentos fermentados (kefir e alternativas vegetais ao
iogurte). Para isso, procedeu-se a quantificacdo das bactérias do acido-lactico
presentes naqueles alimentos, e posteriormente, a avaliacdo da sobrevivéncia
destas bactérias apds a ingestao pelos consumidores através da simulagdo do
processo de digestdo humana in vitro (conforme o método harmonizado
desenvolvido no &mbito da Cost Action INFOGEST).

Os resultados obtidos demonstraram que as bactérias do acido-lactico se
encontram em niveis acima dos teores minimos recomendados (2106 ufc/g) e
ainda que é expectavel que a digestdo humana afete os niveis destas
bactérias que chegam ao intestino. Verificou-se ainda que os diferentes
constituintes da formulacdo do alimento interferem na sobrevivéncia destas
bactérias aquando da sua passagem pelo trato gastrointestinal.

Considerando que a relagdo entre o consumo de alimentos que sejam veiculo
de bactérias probidticas e os efeitos na salude tem ganho cada vez mais
interesse, o presente estudo contribui para uma melhor caracterizagédo de
alguns dos alimentos fermentados disponiveis em Portugal, bem como com
elementos importantes para o desenvolvimento futuro de novos produtos que
garantam que o potencial probittico seja maximizado, nomeadamente através
do desenvolvimento de solu¢gBes que aumentem a capacidade de resisténcia
ao processo de digestdo humana.
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The awareness of the population about the importance of diet on health is
increasingly evident. From the functional foods with probiotic characteristics,
yogurt assumes particular importance regarding the acquisition of
microorganisms with probiotic potential. Probiotics are living microorganisms
that when consumed in sufficient amount provide health benefits to the
consumers.

The present study aimed to evaluate the presence and the survival capacity of
lactic acid bacteria, which are potential probiotics, in yoghurts and other
fermented foods (kefir and vegetable alternatives to yoghurt). Quantification of
lactic acid bacteria present in the considered food products, and the survival
evaluation of those bacteria after ingestion by the consumers through in vitro
simulation of human digestion were performed (according to the harmonized
method developed under the Cost Action INFOGEST).

The obtained results showed that lactic acid bacteria were present in the
considered fermented foods above the recommended minimum levels (Z‘IO6
cfu/g). It was also confirmed that it is expected that human digestion could
affect the levels of bacteria that reach the intestine. The potential that different
components of these food products could interfere with the bacteria survival
was also shown.

Regarding the rising interest about the consumption of foods with probiotic
potential and the consequent effects on health, the present study contributes to
characterize in a better way some of the fermented foods available in Portugal.
Important aspects for future development of new food products ensuring that
the probiotic potential could be maximized, namely through the development of
solutions that increase the resistance capacity to the human digestion, was
emphasized.
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l.Introducéo

1.1 Relacéo entre alimentacgéo e saude

Uma alimentagdo adequada constitui uma das estratégias mais eficazes para a
promocao de uma vida saudavel, reduzindo assim a exposi¢cao da populacao a potenciais
fatores de risco que possam ser veiculados pela dieta (Crichton & Alkerwi, 2014). De uma
forma geral, constata-se que atualmente a sociedade estd mais interessada na relagdo
entre a alimentacdo e a salde. As preferéncias dos consumidores relativa a escolha ou
rejeicdo dos alimentos que consomem baseia-se principalmente em trés razdes: i)
hedonicas ou sensoriais, ou seja, baseadas no sabor ou textura e na aparéncia; ii)
relacionadas com as consequéncias, previamente conhecidas, decorrentes da ingestao
dos alimentos, podendo estes ser categorizados como ‘perigosos’ (por exemplo alimentos
ricos em gordura ou muito cal6ricos) ou ‘benéficos’ (por exemplo vegetais); iii) ideacional,
nas situacdes em que os consumidores conseguem a partida distinguir o que s&o
alimentos de por exemplo objetos e pedras que ndo sdo comestiveis. Contudo, alguns
alimentos também séo considerados "inapropriados" por razées sociopoliticas como por
exemplo, a carne de uma espécie ameacada de extingdo. No entanto todas as escolhas
resultam do facto de as pessoas comerem o que tém disponivel, respeitando as tradicbes
e mediante o orcamento disponivel para a aquisicdo dos alimentos pretendidos (Rozin,
2007).

Uma alimentag&o nutritiva e variada que contenha hidratos de carbono, proteinas,
gorduras, vitaminas, sais minerais e agua € essencial para que qualquer individuo cresca
de forma saudavel (Lucas-Gonzélez, Viuda-Martos, Pérez-Alvarez, & Ferndndez-LOpez,
2018). Adicionalmente, outro fator de consideravel importancia que condiciona o estado
de saude é a colonizacdo do corpo humano por microrganismos, muitos dos quais podem
ser benéficos ou essenciais na promog¢éo da salde, enquanto que outros podem causar
doencas infeciosas. O resultado das interacdes entre o hospedeiro e os diferentes
microrganismos determinam o equilibrio entre um estado de salde ou de doenca,
representando uma crescente e importante area de investigacdo (Ding et al., 2019;
Thiele, Heinken, & Fleming, 2013).

1.2 Ecologia intestinal humana

O organismo humano é colonizado por uma imensa variedade de microrganismos,
simbidticos e patogénicos, sendo aplicado o termo microbioma humano para descrever
todos estes microrganismos e seus respetivos genomas; para referir os diferentes
organismos dentro desta comunidade microbiana utiliza-se o termo microbiota (Felice &
O’Mahony, 2017). A microbiota consiste em comunidades de microrganismos que vivem
em harmonia com o seu hospedeiro, formando um ecossistema complexo
(Vaikunthanathan, Safinia, Lombardi, & Lechler, 2016), num ambiente definido, como por
exemplo o trato gastrointestinal (Quigley, 2017); assim passa a ser denominado como
microbiota intestinal. O intestino humano constitui um complexo ecossistema de
microrganismos dos quais as bactérias ai presentes podem representar coletivamente
mais de 1 kg, apresentam uma composicao geral que varia entre 500 a 1000 espécies
diferentes e sdo cruciais tanto para o surgimento de uma variedade de doencas
gastrointestinais cronicas como para a manutencdo de uma funcao intestinal normal



(Carlson, 2019). Quando o equilibrio da microbiota intestinal é perturbado esta evolui
para um estado designado por disbiose (Ding et al., 2019). A maioria dos microrganismos
intestinais sdo bactérias, mas também estdo presentes organismos pertencentes aos
dominios Archaea e Eukarya, assim como virus. Os filos mais comuns sdo Firmicutes,
que inclui espécies de Lactobacillus, Clostridium, Enterococcus, entre outros, e
Bacteriodetes que inclui espécies de Bacteroides. Existem aproximadamente 10 células
microbianas no intestino, sendo esta a fracdo do corpo humano mais densamente
povoada (Zoumpopoulou, Pot, Tsakalidou, & Papadimitriou, 2017).

ApOs 0 nascimento e até se tornar um ser adulto, verificam-se mudancas
consideraveis na microbiota intestinal devido ndo s6 a passagem do tempo, mas também
a fatores extrinsecos, como por exemplo stresse, dieta e farmacos (Lourens-Hattingh &
Viljoen, 2001). Inicialmente pensava-se que o trato gastrointestinal fetal era estéril, mas
evidéncias recentes mostram que a placenta € colonizada por bactérias, apontando para
gue a exposicao a bactérias ocorra mesmo antes do nascimento (Felice & O’Mahony,
2017; Vaikunthanathan et al., 2016). Contudo, a colonizag&o do intestino ocorre de forma
mais significativa apés o parto (Figura 1). Dentro de um a dois dias, sdo detetados nas
fezes bactérias coliformes, mais precisamente bactérias da familia Enterobacteriaceae
(Felice & O’Mahony, 2017), e dos géneros Enterococcus, Clostridium e Lactobacillus;
dentro de trés a quatro dias surgem bactérias do género Bifidobacterium que se tornam
predominantes ao quinto dia, conduzindo a uma diminuicdo de bactérias coliformes. A
partir do momento em que deixa de haver amamentacdo e com o desenvolvimento do ser
humano o perfil da microbiota vai-se alterando. O género mais comum de bactérias no
trato gastrointestinal passa a ser Bacteroides, que representa 86% da microbiota total,
seguido por Eubacterium; a proporcdo de bifidobactérias diminui e o género
Bifidobacterium passa a ser o terceiro género mais comum no trato gastrointestinal.
Durante a fase adulta, a microbiota intestinal mantem-se relativamente estavel, mas
numa idade mais avancada, esta volta a modificar-se novamente. As bifidobactérias
diminuem ainda mais enquanto certos tipos de bactérias patogénicas aumentam. Por
exemplo, uma diminuicdo dramética no namero de bifidobactérias e um aumento no
Clostridium perfringens, causa diarreia em pessoas idosas (Lourens-Hattingh & Viljoen,
2001).

12 - Bacteroides, Eubacteria, Peptococcaceae
.‘-- -#-.-_-_'—I_'—‘_'_'_
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Figura 1. AlteracBes da microbiota intestinal em funcéo da idade. (Adaptado de (Lourens-Hattingh
& Viljoen, 2001; Mitsuoka, 1982)



E importante referir que apesar da reconhecida complexidade da microbiota
intestinal esta mantém-se relativamente estavel em seres humanos saudaveis. Contudo
qualquer perturbacdo desse equilibrio podera culminar com o desenvolvimento de
doenca, em consequéncia da predominéncia de alguns microrganismos indesejaveis
(Lourens-Hattingh & Viljoen, 2001).

Por outro lado, em caso de doenca, a microbiota pode desempenhar um papel
importante na prevencgao, progressao e possivel tratamento. A modulacdo microbiana
tem sido estudada como uma nova terapéutica no combate a varias doencas e pode ser
realizada através da administracdo direta de estirpes especificas para o controle de
determinada doenca ou através de intervencdes dietéticas, uma vez que é reconhecido o
papel da dieta na composicéo da microbiota intestinal (N. Zhang, Ju, & Zuo, 2018). Novas
pesquisas tém sido realizadas no sentido de adaptar os planos terapéuticos de algumas
doencas em funcdo do microbioma individual, bem como clarificar variacbes
interindividuais, relacionando o microbioma, a dieta e o genétipo (Ding et al., 2019). Desta
forma, reconhece-se atualmente que a dieta, alguns alimentos (por exemplo alimentos
ricos em fibra e fontes de proteina de origem vegetal) e a baixa ingestdo de gordura
assumem um papel crucial no estabelecimento do microbioma humano, e em
consequéncia na sua modulacdo e desenvolvimento de doencas (Danneskiold-Samsge
et al., 2019; N. Zhang et al., 2018).

1.3 Alimentos funcionais

A consciencializacdo da populacdo para as propriedades benéficas de certos
alimentos consumidos levou a inddstria a investir e desenvolver produtos inovadores, tais
como os designados “alimentos funcionais”. Estes alimentos, para além dos inerentes
efeitos nutricionais, podem apresentar na sua constituigdo ingredientes (como por
exemplo, antioxidantes e fibras alimentares) ou uma estrutura e propriedades que podem
ser modificados funcionalmente apd6s o seu consumo, conferindo beneficios para o
consumidor. Por definicdo, estes efeitos benéficos devem estar associados a doses que
possam integrar uma dieta normal. A formulacdo dos alimentos funcionais devera refletir
e considerar o comportamento espectavel durante todo o processo de digestao, desde a
sua transformacao fisica inicial até a absor¢cdo dos seus nutrientes (Bornhorst, Gouseti,
Wickham, & Bakalis, 2016). Ainda, para que um alimento seja considerado funcional, é
necessario que pelo seu consumo aumente a biodisponibilidade de alguns nutrientes (i.e
a quantidade total de um nutriente que é libertada do alimento e absorvida, para alcangar
a corrente sanguinea e assim exercer as suas funcdes nos 6rgéos alvo (Lucas-Gonzalez
et al.,, 2018)) ou incluir componentes considerados benéficos para a saude do
consumidor, surgindo neste contexto os alimentos com culturas probio6ticas incorporadas
(Gobbetti, Cagno, & De Angelis, 2010). Os alimentos probidticos mais populares sdo os
alimentos lacteos fermentados, como o iogurte e o leite, mas outros alimentos tém sido
formulados, como é o caso do queijo, produtos a base de cereais como barras de aveia,
frutos secos, sumos naturais e alguns vegetais como as azeitonas preservadas em
salmoura (Lavermicocca, 2006). No caso dos alimentos funcionais fermentados os
beneficios para a salde podem ser expressos diretamente através das interagfes do
hospedeiro com os microrganismos vivos ingeridos (efeito probiotico) ou indiretamente



como resultado da ingestdo de metabolitos microbianos sintetizados durante a
fermentacédo (efeito biogénico) (Gobbetti et al., 2010).

1.4 Probioticos

Os microrganismos probidticos sdo definidos, segundo a Food and Agriculture
Organisation of the United Nations (FAO), como “microrganismos vivos que, quando
administrados em quantidades adequadas, conferem beneficios a saude do hospedeiro”
(Food and Agriculture Organization of the United Nations World Health Organization,
2002), e sdo encontrados predominantemente em trés categorias principais: em
alimentos, em suplementos alimentares e em produtos farmacéuticos (Sanders,
Merenstein, Merrifield, & Hutkins, 2018). Decorrente da crescente evidéncia cientifica e
consequente consciencializagdo dos consumidores, tem-se assistido nos ultimos anos a
um aumento do nimero de produtos alimentares e de suplementos dietéticos disponiveis
no mercado (Zoumpopoulou et al.,, 2017). A utilizacdo destes microrganismos vivos
(probioticos) constitui um meio benéfico de contribuir positivamente para a fungdo do
ecossistema intestinal a fim de melhorar o estado nutricional e a saude do individuo
(Sanders et al., 2018).

Os microrganismos probiéticos correspondem principalmente as bactérias acido-
lacticas (LAB), mas as bifidobactérias e as leveduras também tém sido empregues com
sucesso como culturas probioticas (Salminen, Kenifel, & Ouwehand, 2011). Os géneros
mais comumente utilizados, nas preparacdes probitticas, sdo Lactobacillus,
Bifidobacterium, Streptococcus e Lactococcus. (Galdeano, de Moreno de LeBlanc,
Vinderola, Bonet, & Perdigén, 2007). As LAB sdo bactérias de Gram positivo e em
conjunto com as bifidobactérias foram os primeiros microrganismos probiéticos
identificados. As bifidobactérias sdo comensais de humanos e animais, ou seja, fazem
parte do microbioma humano e animal e apresentam pouco ou nenhum potencial de
patogenicidade, pertencem ao filo Actinobacteria, e sdo por vezes consideradas, em
sensu lato, LAB devido a sua fisiologia e ecologia. Varias LAB também fazem parte do
microbioma humano e por estarem relacionadas com a manutencdo da saude do
hospedeiro, em conjunto com as bifidobactérias, sdo-lhes atribuidas a designacédo de
seguras, em inglés Generally Recognized As Safe (GRAS), concedido pela United States
Food and Drug Administration (FDA) (Zoumpopoulou et al., 2017). Para além disso, séo
colocadas na lista de agentes biologicos com status de Presuncdo Qualificada de
Segurangca (QPS), concedido pela European Food Safety Authority (EFSA)
(Zoumpopoulou et al., 2017); esta lista é atualizada a cada trés anos e tem em
consideracao, entre outros fatores, o facto de estes agentes biologicos ndo apresentarem
riscos para a saude (European Food Safety Authority (efsa), n.d.). Os membros do
género Lactobacillus sdo mais comumente classificados como seguros ou geralmente
reconhecidos como seguros (GRAS), enquanto os membros dos géneros Streptococcus
e Enterococcus contém muitos agentes patogénicos oportunistas (Salminen et al., 2011).
As bactérias probidticas usadas em alimentos para consumo humano sdo geralmente de
origem humana, ndo patogénicas e sdo capazes de se manterem viaveis ao longo do
trato gastrointestinal; estdo apresentados na Tabela 1 alguns destes microrganismos
probidticos (Salminen et al., 2011).



Tabela 1. Exemplos de microrganismos usados em produtos probioticos. (Adaptado de (Salminen
etal., 2011)).

Lactobacillus Bifidobacterium Outras LAB N&o-LAB

Lactobacillus acidophilus Bifidobacterium animalis  Enterococcus faecium Bacillus cereus

Lb. casei Bif. breve Enterococcus faecalis Bacillus subtilis

Lb. delbrueckii ssp. BIf. infantis Lactococcus lactis Clostridium butyricum
bulgaricus Bif. longum Streptococcus Escherichia coli

Lb. johnsonii Bif. adolescentis thermophilus Propionibacterium

Lb. reuteri Bif. animalis ssp. lactis freudenreichii

Lb. rhamnosus Bif. bifidum Saccharomyces boulardii
Lb. salivarius

Lb. paracasei
Lb. fermentum
Lb. plantarum
Lb. crispatus

A fim de se poder afirmar quais as caracteristicas ideais de um microrganismo
probidtico € necesséario caracterizar o seu comportamento perante as diferentes
condi¢gbes a que ir4 estar sujeito, apos a ingestéo e durante todo o processo de digestao.
Segundo as recomendagcbes da FAO, e conforme resumido na Tabela 2, estdo
disponiveis um conjunto de metodologias in vitro para o estudo de estirpes probioticas

(Wahyono, Pudjono, & Widyati, 2010).

Tabela 2. Principais metodologias in vitro utilizadas para a caracterizagédo de estirpes probioticas.
(Adaptado de (Wahyono et al., 2010))

Resisténcia a acidez gastrica

Resisténcia aos acidos biliares

Adesédo ao muco e/ou células epiteliais humanas e linhas celulares

Atividade antimicrobiana relativamente a bactérias potencialmente patogénicas
Capacidade de reduzir a adeséo de agentes patogénicos a superficies
Atividade de hidrélise de sais biliares

Resisténcia a espermicidas (aplicavel a probiéticos para uso vaginal)

De acordo com Gupta e Garge (2009), um probidtico ideal deve apresentar as
propriedades descritas na Tabela 3 (Gupta & Garge, 2009). E também recomendavel que
0 numero de bactérias vivas que atinjam o intestino delgado diariamente seja de pelo
menos 10%-10° para que possam exercer o seu efeito probiético. Para que tal seja
possivel é necesséaria uma ingestao diaria total de cerca de 10°-10% bactérias probiéticas
vidveis (Sanders, M. E. & in't Veld, H., 1999) o que, no caso dos alimentos, estas
guantidades devem ser obtidas idealmente através da ingestdo de aproximadamente 100
g/dia de alimento (Calabuig-Jiménez et al., 2019).

Tabela 3. Critérios para a escolha de um microrganismo probiético ideal. (Adaptado (Gupta &
Garge, 2009))

Critérios para a escolha de um microrganismo probio6tico ideal

Alta viabilidade celular, devendo ser resistentes a pH baixo e a substancias acidas

Capacidade de persistir no intestino, mesmo que a estirpe probidtica ndo possa colonizar o




intestino (pode ser necessaria a administracéo continua)

Capacidade de adeséo ao epitélio intestinal

Capacidade de interagir ou enviar sinais as células imunes associadas ao intestino

Ser de origem humana

N&o-patogénico

Resistente as varias etapas de processamento do produto

Ter capacidade para influenciar positivamente a atividade metabdlica local

1.4.1 Beneficios dos probidticos para a saude

O consumo de probidticos é considerado benéfico para a saude uma vez que
previne infecdes, melhora o desempenho do sistema imunolégico e combate varias
doencas, para além das doencas intestinais, salvaguardando a boa saude do individuo.
Os probidticos passaram a ser reconhecidos como benéficos para o tratamento de
doencas no campo da sindrome metabdlica (por exemplo obesidade, diabetes, doencas
cardiovasculares, doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica, etc.), da atividade
psicotropica, através do eixo microbiota-intestino-cérebro, e das atividades anti
mutagénicas ou anticancerigenas (Quigley, 2019; Zoumpopoulou et al., 2017).

Os probiéticos sdo derivados da microbiota comensal do intestino humano e
como tal irdo imitar os efeitos homeostaticos da microbiota saudavel. Estes tanto atuam
ao nivel do melhoramento do sistema imunitario como ao nivel do melhoramento do
metabolismo. No caso da acdo anti-inflamatdria, desencadeiam uma cascata de reagbes
através de interacbes entre a membrana muscosa e 0 sistema imunologico, mais
precisamente ao nivel dos recetores Toll-like, que leva & produgdo aumentada de
anticorpos, conduzindo a inducdo da apoptose por células T e ao aumento da expressao
de citocinas (anti-inflamatérias ou pré-inflamatdérias), como a interleucina (Quigley, 2019),
e a producao de defensinas pelo hospedeiro (Saulnier, Spinler, Gibson, & Versalovic,
2009). Sabe-se que a capacidade de diferentes estirpes probidticas prevenirem ou
reverterem varias condi¢des patoldgicas, através da estimulagéo do sistema imunoldgico,
indica que s@o capazes de gerar uma resposta imune; este processo designa-se por
imunomodulagéo (Galdeano et al., 2007; Saulnier et al., 2009).

No caso de infecdes entéricas, podem melhorar o sistema de defesa do
hospedeiro contra agentes patogénicos através da promocéo da producdo de mucina e
da reducdo da permeabilidade intestinal, impedindo a penetracdo de organismos
patogénicos e substancias téxicas ou ainda através da producdo de compostos
antimicrobianos capazes de inibir o crescimento de muitos agentes patogénicos
conduzidos por alimentos. Estes auxiliam a funcdo da barreira intestinal (manter a
impermeabilidade intestinal), que esta relacionado com varias doengcas como por
exemplo a sindrome do intestino irritavel, doenca intestinal inflamatdria e com o intestino
permeavel e translocacdo bacteriana, que consequentemente leva a doencas
relacionadas com o figado. Também produzem bacteriocinas, que inibem as bactérias
pro-inflamatérias, mas que promovem o crescimento de espécies benéficas como
Lactobacilli e Bifidobacteria. Por exemplo, algumas das bactérias lacticas produzem
acidos organicos, como o lactato e o acetato, que criam esse ambiente acido que é
inibidor de agentes patogénicos, podendo estes compostos antimicrobianos ser aplicados
como agentes profilaticos contra infecdes entéricas ou até como conservantes de
alimentos (Quigley, 2019; Saulnier et al., 2009).



Mais recentemente tém surgido varios estudos que relacionam a importancia do
eixo microbiota-intestino-cérebro com os beneficios na funcdo intestinal, afirmando a
capacidade da microbiota intestinal modular o desenvolvimento do cérebro e,
consequentemente, influenciar emocdes e comportamentos (Felice & O’Mahony, 2017;
Quigley, 2019; Vaikunthanathan et al., 2016). Em condicdes fisiol6gicas normais, este
eixo é responsavel pela modulagdo dos métodos digestivos (ou seja, motilidade,
secrecdo), funcdo imunoldgica, percecao e resposta emocional aos estimulos viscerais.

No intestino, as bactérias podem produzir substancias neuro-ativas que podem
ter impacto a nivel local, alterando a secrecdo, a motilidade e o fluxo sanguineo, mas
também o sistema nervoso central (SNC) (Figura 2). A alta comorbidade (associacao de
varias doencas no mesmo paciente) entre sintomas psiquiatricos associados ao stresse,
como ansiedade, com perturbacbes gastrointestinais, incluindo sindrome do intestino
irritavel e doenca inflamatoria intestinal, sdo mais uma evidéncia do impacto do referido
eixo (Felice & O’Mahony, 2017).
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Figura 2. Eixo microbiota-intestino-cérebro desregulado e disbiose estdo associados a alteracdes
no sistema nervoso central e distirbios psiquiatricos. (Adaptado de (Felice & O’Mahony, 2017))



A Tabela 4 elenca alguns dos beneficios e aplicacdes terapéuticas associadas ao
consumo de probibticos. Deve realcar-se que os efeitos benéficos bem como as
respetivas aplicagdes terapéuticas estdo dependentes, entre outros fatores, das estirpes
probidticas consideradas (Lourens-Hattingh & Viljoen, 2001; Sanders et al., 2018).

Tabela 4. Efeitos benéficos e aplicacdes terapéuticas de bactérias probidticas em seres humanos.
(Adaptado de (Lourens-Hattingh & Viljoen, 2001) e (Sanders et al., 2018))

Efeitos benéficos AplicacBes terapéuticas
Manutencé&o de microflora intestinal Prevencédo de infecdo urogenital
Melhoria do sistema imunoldgico Alivio da prisdo de ventre
Reducéo daintolerancia a lactose Protecdo da Diarreia do Viajante

Reducéo dos niveis séricos de colesterol  Prevencdo da diarreia infantil e célicas em
bebés amamentados

Atividade anti carcinogénica Reducéo da diarreia induzida por antibiéticos

Melhoria do valor nutricional dos Prevencao da hipercolesterolemia
alimentos

Reduc&o da incidéncia e duragcdo de Protecdo contra cancro do cdlon e da bexiga
doencas infeciosas comuns  (trato
respiratorio superior e gastrointestinal)

Prevenc¢éo da osteoporose

Prevencdo da dermatite atépica (em bebés)

Prevencdo da hipersensibilidade alimentar
(em bebés)

Prevencéo de enterocolite necrosante

Prolongamento do periodo de remissdo da
colite ulcerativa

Melhorar a eficacia terapéutica do tratamento
antibiético da vaginose bacteriana

A significancia dos efeitos dos probiéticos em humanos é pouco conhecida devido
ao facto de que a maioria dos estudos disponiveis atualmente foram realizados em
modelos animais, como roedores e suinos (Pirbaglou et al., 2016). Os resultados em
humanos mostram-se menos consistentes e dificeis de demonstrar, justificando-se
possivelmente pelo facto de que os efeitos dos probiéticos podem ser subtis e/ou a sua
acao pode ocorrer a niveis que ndo sejam facilmente detetaveis através de analise as
fezes, como por exemplo por acdo ao nivel do intestino delgado ou estdmago e ndo no
célon (Quigley, 2019). Ainda assim, os probiéticos tém sido amplamente estudados para
que possam ser incluidos em alimentos que garantam a sua viabilidade, e que
permanecam ativos e em niveis consideraveis no produto final e durante o seu prazo de
validade (Kok & Hutkins, 2018). Um desses alimentos sdo os alimentos fermentados,
como por exemplo o iogurte; estes possuem uma grande aceitacdo pelos consumidores,
reinem uma importante historia cultural, e apresentam excelente valor nutritivo, sendo o
iogurte um dos produtos lacteos fermentados mais conhecido desde ha milhares de anos
(Ashraf & Shah, 2011; M. E. Sanders et al., 2018).



1.5 Matriz alimentar, produtos lacteos/néo lacteos e a sua relacdo com a
promocdao da saude

A "matriz alimentar" descreve um alimento relativamente a sua estrutura e
conteudo nutricional e em como ambos interagem entre si. A natureza da estrutura fisica
complexa dos alimentos, juntamente com a mistura de nutrientes e de compostos
bioativos, pode afetar a digestéo, a absorcéo e o metabolismo dos nutrientes, afetando as
propriedades nutricionais dos mesmos e consequentemente a saude dos consumidores.
Assim, a matriz alimentar pode contribuir para a alteragdo das propriedades nutricionais
de um alimento (Burgain et al., 2014; Thorning et al., 2017).

1.5.1 Leite de vaca como matriz alimentar

Os produtos lacteos, como queijo, iogurte e leite fermentado sdo geralmente
fontes de bactérias LAB. As matrizes alimentares lacteas permitem a sobrevivéncia
bacteriana, considerando o potencial para o estabelecimento de interacdes entre estas
bactérias e os componentes do leite. O leite de vaca é uma mistura complexa que inclui
proteinas, carboidratos, lipidos, minerais e vitaminas. A matriz lactea é habitualmente
constituida por: proteinas do soro do leite (as principais, B-lactoglobulina e a a-
lactalbumina), lactose (dissacarideo derivado de glicose e galactose), glébulos de
gordura do leite (pequenos glébulos esféricos variando de 0,1 a 20 um de diametro e
circundados por uma membrana complexa - a membrana do glébulo de gordura do leite
Milk Fat Globule Membrane (MFGM)), minerais (célcio, fosfato inorganico e citrato e
ainda magnésio, sodio, potassio e cloro), e vitaminas lipossolaveis (A, D, E, K) e
hidrossoluveis (C, B1, B2) (Burgain et al., 2014). Os produtos lacteos sdo 0s mais
adequados para o desenvolvimento de alimentos probiéticos (Calabuig-Jiménez et al.,
2019), devido a capacidade tamponante da matriz alimentar (Zoumpopoulou et al., 2017).

1.5.1.1 O logurte

O iogurte é definido, segundo a Portaria n°® 742/92 de 24 de Julho (An6nimo,
1992), como sendo “o produto coagulado obtido por fermentacéo lactica devido a agéo
exclusiva do Lactoabacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e do Streptococcus
thermophilus sobre o leite e produtos lacteos (...), devendo a flora especifica estar viva e
abundante no produto final.” A Portaria n°742/92, define também os iogurtes e os leites
fermentados quanto a sua composicao, tipo e matéria gorda constituinte (Tabela 5).
Durante o processo de fermentagdo lactica ocorrem alteragdes bioquimicas tais como:
conversdo de hidratos de carbono em acido lactico ou outros metabdlitos (glicélise);
hidrélise de caseinas em péptidos e aminodacidos livres (protedlise); e degradacédo da
gordura do leite em &acidos gordos livres (lipdlise) (Chen et al., 2017).



Tabela 5. Caracterizacdo do iogurte e de leites fermentados segundo a Portaria n°® 742/92 de 24
de Julho. (Anénimo, 1992)

Composicéo Tipo Matéria Gorda

Natural: ndo tem quaisquer Solido: coagulados nas Gordo: teor minimo de
ingredientes adicionados embalagens individuais de matéria gorda, na parte
além das matérias-primas, venda a retalho lactea de 3,5% (m/m)
culturas microbianas e

ingredientes facultativos

Acucarado: iogurte ou leite Batido: previamente Meio gordo: teor minimo de
fermentado natural com coagulados e s6 matéria gorda, na parte
sacarose, ou acglicares ou posteriormente embalados lactea de 1,5% (m/m) e
edulcorante maximo de 1,8% (m/m)

Aromatizado: iogurte ou Liqguido: liquefeitos depois Magro: teor méaximo de
leite fermentado ao qual de coagulados e s6 matériagorda de 0,3%
foram adicionados posteriormente embalados

ingredientes aromaticos ou

aditivos alimentares

Vulgarmente o termo “iogurte” é aplicado ndo s6 ao iogurte padrao, conforme
definido na Portaria n® 742/92, como também a outros produtos decorrentes de variagdes
do iogurte padrdo, em que podem ser adicionadas outras culturas; contudo as bactérias
Lactoabacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e Streptococcus thermophilus, sdo as
dominantes (Garcia, Rendueles, & Diaz, 2019). Comercialmente o iogurte € classificado
em dois grupos principais: o iogurte de cultura padréo e o iogurte probiético (Fazilah, Ariff,
Khayat, Rios-Solis, & Halim, 2018). O iogurte de cultura padrédo, conforme referido
anteriormente e em acordo com a Portaria n°® 742/92, é tipicamente produzido através da
fermentagdo por estirpes de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e Streptococcus
thermophilus, sendo estas consideradas bactérias LAB. O iogurte probiético, por outro
lado, é suplementado com estirpes probidticas como Bifidobacterium e Lactobacillus
acidophilus (Arena et al., 2015). Contudo tal distingdo n&do exclui S. thermophilus e L.
bulgaricus da categoria de probittico, desde que estas culturas starter atendam a
definicdo de probidtico (Guarner et al., 2005). Se o produto ndo contiver os seguintes
microrganismos Lactoabacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e Streptococcus
thermophilus como fundamentais, passa a ser classificado como “leite fermentado”
(Anénimo, 1992).

1.5.1.2 Kefir como matriz alimentar

O kefir, quando produzido a partir do leite, € um produto lacteo fermentado em
gue a hidrélise da lactose, durante a fermentacdo, ocorre pela acao simultanea de
bactérias, nomeadamente bactérias LAB e bactérias 4cido acético, leveduras e fungos
filamentosos. Estes organismos, através de relagdes simbibticas complexas, organizam-
se nos designados gréos de kefir (Pogadi¢, Sinko, Zamberlin, & Samarzija, 2013). Porém
os gréos de kefir podem ser adicionados a qualquer solugdo de sacarose (com ou sem
extratos de fruta) obtendo-se assim um produto de igual valor nutricional, mas nao lactico
(Corona et al., 2016). Em consequéncia da fermentacdo promovida pelas leveduras, o
produto final contém quantidades significativas de CO, e uma quantidade variavel de
alcool. Contudo, o acido lactico € o principal metabolito destas fermentacfes. Outros
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compostos organicos podem também ser formados, como por exemplo, peptideos
bioativos, exopolissacarideos e bacteriocinas que se presume terem um efeito probidtico
na saude humana (Pogaci¢ et al., 2013). O género bacteriano que domina os gréos de
kefir € o Lactobacillus, embora tenha sido demonstrado a presenca de Leuconostoc,
Lactococcus, Streptococcus, Acetobacter, Pseudomonas, Acinetobacter e ainda alguns
outros géneros em menor quantidade. Em rela¢cdo a microbiota de fungos é dominada
principalmente por leveduras pertencentes aos seguintes géneros: Saccharomyces,
Kazachstania, Kluyveromyces, Pichia, Issatchenkia e Dekkera (Dertli & Con, 2017; Garcia
et al., 2019).

1.5.2 Bebida de soja como matriz alimentar alternativa aos produtos lacteos

A bebida de soja é obtida através dos gréaos de soja, que dao origem a um extrato
aquoso contendo altas quantidades de proteina, ferro e niacina, mas baixa concentracao
de gordura, carboidratos e calcio em comparacdo com leite de vaca e com o leite
humano. Além disso, € isento de colesterol e lactose. Esta é uma alternativa ao leite para
pessoas intolerantes a lactose, alérgicas a proteina do leite e para as que reduzem ou
excluem alimentos de origem animal da sua alimentacdo (Rodriguez-Roque, Rojas-Graldl,
Elez-Martinez, & Martin-Belloso, 2013). A nivel nutricional, a soja apresenta proteinas de
alta qualidade, &cidos gordos polinsaturados, oligossacarideos, oligoelementos, fibras
alimentares e vitaminas (Bedani, Rossi, & Isay Saad, 2013; Bedani, Vieira, Rossi, &
Saad, 2014).

A soja permite o desenvolvimento de alimentos funcionais probidticos néo lacteos,
sendo demonstrado em varios estudos que os produtos de soja, particularmente as
alternativas ao iogurte, séo bons meios de aquisicdo de probioticos, dado que a proteina
e os oligossacarideos presente na bebida de soja fermentada, estimulam o crescimento
de varias bactérias probiéticas, tais como: Bifidobacterium spp., Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus casei e Streptococcus thermophilus (Bedani et al., 2013; Bedani et al.,
2014; Mishra Pandey & Mishra, 2015).

1.6. Digestdo humana de alimentos

A digestdo de alimentos é um processo complexo e que envolve diversos fatores
e variaveis que tém contribuido para despertar o interesse da inddstria alimentar, em
estudos de investigacdo, devido as relagbes entre alimentacdo e salude ou doenca
(Bornhorst et al.,, 2016). Os processos que ocorrem durante a digestdo podem ser
classificados em dois tipos: a transformacdo mecénica, com o0 objetivo de reduzir o
tamanho das particulas dos alimentos, e a transformacdo enzimética, em que diferentes
enzimas contribuem para a transformacdo de macromoléculas em moléculas mais
assimilaveis e que podem ser absorvidas para a corrente sanguinea (Lucas-Gonzélez et
al., 2018).

A digestdo dos alimentos ingeridos ocorre ao longo do trato gastrointestinal
(Figura 3), sendo este constituido pelo tubo digestivo (em que os principais 6rgdos séo o
esofago, o estbmago, o intestino delgado e o intestino grosso), por 6rgaos acessorios,
incluindo os dentes, a lingua e as glandulas salivares associadas a cavidade oral, figado
e pancreas, cujas secre¢fes (enzimas hidroliticas e sais biliares) séo libertadas no
duodeno (Amerongen, 2018).
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Faringe
Impulsionar o alimento
para o esofago

“‘ Cavidade oral, dentes, lingua
Transformagao mecanica, mistura

> 6‘ )/ com secregdes salivares

Glandulas salivares
e Secrecdo de fluido lubrificante
contendo enzimas que iniciam

 adigestdo

Figado
Secrecdo de bilis (importante para
digestdo lipidica), armazenamento
de nutrientes, produgdo proteinas
plasmaticas, fatores de coagulagdo
e desintoxicacdo e fagocitose

Pancreas Eséfago
Secregdo de tampdes e .
; Aot Transportar a comida para o

enzimas e

5018 e estdmago
pelas células exdcrinas;
secrecdo de hormonas .
pelas células enddcrinas Estomago

Transformag&o quimica de
alimentos por acido e
enzimas; transformagéo
mecanica via contragées
musculares

para regular a digestdo

Vesicula biliar
Armazenamento e
concentragao de bile

Intestino grosso
Desidratacdo e compactagdo
de materiais ndo digeriveis
para eliminacdo; reabsorgdo
de dgua e eletrdlitos; defesa
do hospedeiro

Intestino delgado

Digestdo enzimatica e absorgdo
de dgua, substratos organicos,
vitaminas e ides; defesa do
hospedeiro

Figura 3. Trato gastrointestinal humano. (Adaptado de: (Treuting, Arends, & Dintzis, 2018))

1.6.1 Fases do processo de digestao
Considera-se, de forma tedrica, que o processo de digestdo pode ser dividido em
trés importantes fases: a fase oral, a fase gastrica e a fase intestinal.

1.6.1.1 Fase oral

ApoOs o processo de ingestdo, os alimentos entram na cavidade oral e inicia-se o
processo de digestdo. A fase oral inicia-se com a transformacado mecénica, através da
acdo mastigatoria e cortante dos dentes e da lingua, a fim de promover a salivagdo. A
saliva é constituida por cerca de 99% de agua, além de vérios eletrdlitos, incluindo sodio,
potassio, célcio e bicarbonato, mucinas e enzimas. A principal enzima encontrada na
saliva é a a-amilase salivar, que promove a hidrélise do amido, nomeadamente as suas
ligacbes glicosidicas a-1,4 (Bornhorst et al., 2016). Como resultado das transformacdes
mecéanicas e enzimaticas no final da fase oral obtém-se o bolo alimentar que é deglutido
e transportado até ao estomago por movimentos peristalticos através do eséfago (Guerra
et al., 2012).

1.6.1.2 Fase géastrica

O bolo alimentar ao chegar ao estdbmago, ap0s o transito esofagico, entra em
contacto com o suco gastrico, composto principalmente por enzimas, a pepsina e lipases
responsaveis pela digestdo de proteinas e lipidos respetivamente, por acido cloridrico
(HCI) responsavel pela diminuicdo acentuada do pH (de aproximadamente pH 5-6 para
pH 1,5), e por muco que protege as superficies da membrana mucosa (Guerra et al.,
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2012). A mistura do bolo alimentar com o suco gastrico é facilitada pelas contragbes
peristalticas das paredes musculares do estdmago, resultando na diminuicdo gradual do
pH (para aproximadamente 1,5 - 2), inativacdo da a-amilase salivar (pH 6timo 6 a 7) e
ativacdo simultanea de enzimas gastricas, como a pepsina (pH 6timo 2 a 4) (Bornhorst et
al., 2016). A pepsina € a enzima responsavel pelo inicio da hidrélise de proteinas (Luo,
Chen, Boom, & Janssen, 2018; Mat, Cattenoz, Souchon, Michon, & Le Feunteun, 2018).
O pH pode diminuir drasticamente para um valor de pH 2 em cerca de 1-2h. Nesta fase a
hidrolise néo fica completa, esta apenas representa 10 a 15% da hidrolise total, por
comparagdo com a que ocorre na fase intestinal (Mat et al., 2018).

Para além do referido anteriormente o estbmago contribui também para a quebra
das particulas de alimento presentes no bolo alimentar pela acdo da pressao e forcas
mecanicas exercidas sobre as particulas provenientes das contracBes musculares
peristalticas no antro gastrico. Na extremidade distal do estémago, o piloro atua como
crivo, permitindo que apenas particulas de dimensdo aproximada <1 mm de diametro
(designado como quimo) entrem no duodeno (Bornhorst et al.,, 2016). As particulas
maiores sao mantidas no estbmago, por um mecanismo de retropulsdo, para continuarem
0 processo de degradacéo (Guerra et al., 2012).

1.6.1.3 Fase intestinal

Nesta fase o quimo &cido, proveniente do estbmago, chega ao intestino delgado;
este é anatomicamente dividido em trés partes: o duodeno, uma sec¢ao curta que recebe
secrecgOes digestivas do pancreas e do figado, e duas mais longas, o jejuno e o ileo. No
intestino delgado ocorre a quebra de macromoléculas e a absor¢cao de agua e nutrientes.
Nesta fase o pH é ajustado, devido a producéo de bicarbonato de sddio (NaHCO3), de
forma a ser o mais adequado para a atividade das enzimas cuja a¢do ocorre nesta fase.
Sao varias as enzimas produzidas pelas paredes internas do intestino delgado, incluindo
enzimas pancreaticas (protéases, amilases e lipases) e outras enzimas digestivas. A bilis
€ produzida pelo figado e é nesta fase que desempenha um papel central na
emulsificacdo das gorduras, através do aumento da area de contacto gordura-enzima
gue, consequentemente, promove a atividade das lipases pancreaticas (produzidas no
pancreas) (Guerra et al.,, 2012). Através deste processo, os lipidos provenientes da
alimentacdo s&o mais facilmente absorvidos pelo epitélio intestinal (Maldonado-
Valderrama, Wilde, Macierzanka, & Mackie, 2011).

Um dos érgaos mais importantes nesta fase da digestao, para além do figado, é o
pancreas. Este é formado por dois tipos de glandulas que sintetizam, armazenam e
segregam enzimas. As glandulas exdcrinas produzem enzimas digestivas, tais como,
lipase pancreatica, amilase, fosfolipase e nucleases, libertadas no duodeno; ja as
glandulas enddécrinas formadas por ilhéus de Langerhans segregam maioritariamente
duas hormonas, glucagina e insulina, diretamente na corrente sanguinea, que irdo regular
a utilizacdo de glicdlise e lipidos nas células (Jouvet & Estall, 2017). Os principais
processos digestivos (esvaziamento gastrico, transito intestinal, secrecdo de fluidos
digestivos e muco e motilidade) sdo rigorosamente controlados por mecanismos de
regulacdo hormonal e neural. Aproximadamente 70% das células imunes residem no
trato digestivo [referido como tecido linféide associado ao intestino Gut Associated
Lymphoid Tissue (GALT)], desempenhando um papel importante no sistema imunol6gico
(promovendo a defesa da mucosa intestinal) (Guerra et al., 2012).
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Através dos movimentos peristalticos, o quimo mistura-se com as enzimas,
promove a absor¢cdo de nutrientes através do contacto com a parede intestinal e
impulsiona o contedado digerido até ao intestino delgado (Guerra et al.,, 2012). Em
humanos saudaveis, 70 a 90% da digestao lipidica ocorre no intestino delgado (Sarkar,
Ye, & Singh, 2016). O que nado é absorvido chega ao intestino grosso. Este é dividido em
trés partes: o ceco, o colon e o reto, e as suas principais fun¢des séo a absor¢do de agua
e eletrolitos, a fermentacdo de polissacarideos e proteinas por intermédio da microbiota
presente no coldn, a reabsorcdo de sais biliares e a formagdo, o armazenamento e a
eliminacéo de fezes (Guerra et al., 2012).

1.7 Simulacéo do processo de digestéo

O efeito que a digestdo tem nos alimentos ingeridos, e consequentes efeitos na
saude humana, bem como as intera¢cdes que ocorrem durante este processo podem ser
estudados de forma indireta através de metodologias que simulem in vivo ou in vitro o
processo de digestdo. Os modelos in vivo, apesar de fornecerem informacdo mais
precisa, ttm como grande desvantagem o facto de serem dispendiosos e apresentarem
limitacdes de natureza ética (Lucas-Gonzalez et al., 2018). Por outro lado, os modelos in
vitro apresentam a vantagem de serem mais rapidos, menos dispendiosos e trabalhosos
e ndo estao sujeitos a restricdes éticas (Minekus et al., 2014).

1.7.1 Modelos estaticos e modelos dinamicos

O processo de simulacao da digestdo pode ser estudado através de dois tipos de
modelos, os modelos estéticos e os modelos dindmicos. Os modelos estaticos sdo mais
simples, ndo tém em conta a absor¢cdo nem 0s processos fisicos que ocorrem in vivo,
como por exemplo a quebra de fragmentos maiores de alimentos, mistura e hidratagéo
(Wickham, Faulks, & Mills, 2009). Estes modelos normalmente aplicam condig¢des iniciais
pré-estabelecidas, tais como, pH, concentracdo de enzimas, sais biliares, etc, para cada
fase da digestdao (Lucas-Gonzalez et al., 2018). Envolvem a homogeneizacdo dos
alimentos, acidificacdo com &cido cloridrico, adicdo de enzimas e sais biliares seguidas
de um compasso de espera que simula o tempo de digestdo especifico para cada fase e
neutralizacdo com carbonato ou hidroxido de sodio; todo o processo de simulagédo é
executado sob agitacdo e mantido a 37 °C (Wickham et al., 2009). Em comparagdo com a
digestdo in vivo, estes modelos sdo estaticos uma vez que cada passo € feito
sequencialmente, ndo ha fluxo do alimento entre os diferentes compartimentos, mas
apenas uma transferéncia para a proxima fase, uma vez a anterior esteja completa
(Dupont, 2016).

Os modelos dindmicos s&o mais sofisticados, tém em conta a transformacgéo fisica
dos alimentos e as mudancas que ocorrem durante o processo de simulacao,
pretendendo simular as condi¢fes in vivo. Possibilitam uma visdo holistica de todo o
processo de digestdo onde os produtos da mesma podem ser removidos ou ndo
(Wickham et al., 2009). A concecdo destes modelos pode variar, principalmente em
termos de geometria (por exemplo, alinhamento vertical ou horizontal), bioquimica
(diferentes secrecdes digestivas sdo adicionadas aos compartimentos do modelo ao
longo do tempo) e nas forcas fisicas aplicadas (simuladas usando por exemplo rolos de
Teflon ou discos flexiveis) (Lucas-Gonzélez et al., 2018). Podem ainda ser
monocompartimentais, simulam apenas um compartimento do trato gostrointestinal, ou
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multicompartimentais, quando simulam varios compartimentos. O primeiro modelo
monocompartimental desenvolvido foi o Dynamic Gastric Model (DGM), criado pelo
Institute of Food Research in Norwich, no Reino Unido, e pretende simular duas regides
do estbmago, o fundo e o antro. Os principais objetivos eram estudar a bioacessibilidade
dos nutrientes, o efeito da matriz/estrutura alimentar no fornecimento de nutrientes, as
interagbes entre os nutrientes e o comportamento dos alimentos funcionais. O modelo
multicompartimental mais conhecido atualmente é o modelo TIM, desenvolvido na
década de 1990 por cientistas da Netherlands Organisation for Applied Scientific
Research (TNO), e simula o trato gastrointestinal superior (TIM-1). Pouco tempo depois
foi desenvolvido um modelo que simula o intestino grosso (TIM-2), estando estes
modelos continuamente a sofrer atualizacdes de forma a otimizar o seu desempenho e a
ter novas aplicacdes. Outros exemplos de sistemas multicompartimentais utilizados séo o
DIDGI (desenvolvido no Institut National de la Recherche Agronomique, INRA), o SIMGI
(desenvolvido no Instituto de Investigacion en Ciencias de la Alimentacion, CIAL, Madrid,
Espanha), o SHIME (desenvolvido na Universiteit Gent, Bélgica) e o ESIN (desenvolvido
na Université Clermont Auvergne, Clermont-Ferrand, Franga) que vem superar algumas
limitacBes dos sistemas TIM e SHIME. A maioria dos sistemas dindmicos comercialmente
disponiveis, DGM, TIM e SHIME, foram validados com sucesso para a simulacdo das
condi¢des de digestdo em humanos e animais (Dupont, 2016).

Alguns exemplos das principais aplicacbes destes modelos dinamicos, na
avaliacdo da digestao de proteinas lacteas e/ou a sua bioatividade, estdo representados
na Tabela 6

Tabela 6. Complexidade do modelo dindmico e aplicagdo ao leite e digestdo de laticinios.
(Adaptado de (Giromini, Cheli, Rebucci, & Baldi, 2019))

Modelo Origem/Localizagdo Complexidade Aplicacao Referéncia
dinamico
DGM Institute of Food Monocompartimental Digestdo de proteinas (Q. Zhang et al,
Research  (Norwich, (digest&o gastrica) do leite - abordagem 2014)
UK) protedmica
HGS University of California Monocompartimental Hidrélise de proteina (Guo, Ye, Lad,
(Davis) (digest&o gastrica) de soro de leite ggg)eish & Singh,
TIM-1 TNO (the Netherlands)  Multicompartimental  Digestdo do extrato de  (Nabil, Gauthier,
(digestdio gastrica e proteina de soro de Drouin, Poubelle, &
intestinal) leite Pouliot, 2011)
SIMGI Institute  of  Food Multicompartimental  Digestéo do (Miralles, del Barrio,
Science Research (estdbmago, intestino concentrado proteico Cueva, Recio, &
CIAL (CSIC-UAM, delgado e microbiota do soro de leite Amigo, 2018)
Madrid, Spain) do colén)
DIDGI INRA (Paris, France) Multicompartimental ~ Mapeamento de (de Oliveira, Bourlieu,
system (digestdo gastrica e peptideos; Protedlise et al, 2016; de
do intestino delgado) do leite; Oliveira, Deglaire, et
Bioacessibilidade al, 2016; Sanchez-
. . Rivera, Ménard,
intestinal de AA Recio, & Dupont,
2015)
SHIME Ghent University Multicompartimental ~ Efeito de retengdo do (Meddah et al., 2001)

(Ghent, Belgium)

(digestdo intestinal
géstrica, pequena e
grande)

soro de leite na
populacdo microbiana
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Na Tabela 7 apresenta-se a comparagdo dos dois modelos de digestdo, estaticos
e dindmicos, considerando o tipo de estudo que se pretende desenvolver, o tipo de
alimento, as principais aplica¢des, objetivos e vantagens e desvantagens.

Tabela 7. Comparacédo entre modelos estaticos e dindmicos de simulacdo da digestdo humana in
vitro. (Adaptado de (Lucas-Gonzalez et al., 2018))

Modelos Estéaticos

Modelos Dinadmicos

Tipo de estudo

Util para estudar as fases da digestéo
isoladamente (fase gastrica elou
intestinal)

Aplicavel a estudos que simulem toda a
digestéo (digestdo completa)

Tipo de alimento

Alimentos simples/homogeneizados
-Componentes individuais dos alimentos

isolados ou purificados (por exemplo
nutrientes essenciais e compostos
bioativos)

Matriz alimentar complexa

Principais aplicacbes

Estudo da digestdo de macronutrientes

Alimentos e indUstria farmacéutica

-Hidrolise de proteinas

-Libertagé@o e bioacessibilidade de nutrientes
de matrizes alimentares complexas

-Hidrolise lipidica

-Digestao de proteinas

-Resisténcia a degradacdo do amido

-Separacao lipidica

Estudo da digestdo de moléculas -Producgédo de péptidos
bioativas
-Libertacdo a partir de matrizes

alimentares simples

-Solubilidade e bioacessibilidade

Principais objetivos

Melhorar as propriedades dos alimentos
-Ensaios preliminares para justificar
possiveis alegacBes nutricionais e de
saude

Efeito da estrutura alimentar na distribuicdo
de nutrientes, intera¢cdes de nutrientes, etc.

Principais vantagens

Rapido e simples

-Economicamente viaveis

-Validados tendo em conta a utilizacdo
prevista

Melhor representacdo do ambiente dindmico
do intestino:

-Movimentos peristalticos,
forcas de cisalhamento, etc.
-Comparacdo direta com os resultados de
estudos in vivo/clinicos

forcas fisicas,

Principais desvantagens

Auséncia de forcas mecénicas que
contribuem para a digestdo in vivo e as
constantes mudancas no ambiente
bioquimico; excessiva acumulagdo de
metabdlitos, que pode interferir com a
digestéo

Necessidade de extensa validacao

A multiplicidade de modelos in vitro desenvolvida nos Uultimos anos tem

demonstrado ser uma excelente ferramenta para comparar a digestdo de diferentes
alimentos de composicdo semelhante, compreender os mecanismos de digestdo dos
alimentos, simular a resisténcia dos probiéticos no trato gastrointestinal ou reforcar o
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conhecimento relativamente ao impacto dos alimentos na microbiota intestinal (Dupont,
2016).

1.7.2 Modelos de digestéo in vitro

Os modelos de digestdo in vitro tém sido utilizados no ambito de diferentes
disciplinas, incluindo a nutricdo, a toxicologia e a farmacologia. O recente
desenvolvimento destes modelos permite mimetizar as condicdes fisico-quimicas do trato
gastrointestinal, onde se incluem as condi¢cdes enzimaticas e de pH encontradas na boca,
estdbmago e intestino (Figura 4), designadas genericamente por fase oral, fase géstrica e
fase intestinal (Bornhorst et al., 2016; Minekus et al., 2014). Contudo, é ainda dificil
simular com precisdo o0s complexos efeitos fisico-quimicos do ambiente no trato
gastrointestinal (Bornhorst et al., 2016), sendo dificil representar toda a variabilidade
verificada em cada individuo no que concerne a secrecdo enzimatica criada pela
regulacédo hormonal, peptidica e neural (Bornhorst et al., 2016; Ulleberg et al., 2011).

Boca
- Mastigacdo e mistura com a saliva
-pH5-7
-Tempo de passagem: 10 s- 2 min
-Enzimas salivares (amilase, lipase
lingual)

Estomago

-Processamento mecanico e enzimatico do bolo
alimentar ingerido

-pH1-5

-Tempo de passagem: 15 min - 3 horas

-HCI, pepsina, lipase gastrica

Intestino delgado
-Quebra de macromoléculas e absorgdo de
nutrientes
-pH 6-7,5
-Tempo de passagem: 2- 5 horas
-Suco pancredtico, bilis, NaHCO 3

Célon
-Fermentacdo microbiana de alimentos nédo
reabsorvidos e reabsorgdo de dgua
-pH 5-7
-Tempo de passagem: 12 -24 horas
-Microbiota

[
Figura 4. Caracteristicas especificas de cada um dos principais 6érgdos do trato gastrintestinal

humano. (Adaptado de (Guerra et al., 2012))

Por forma a ultrapassar as dificuldades decorrentes da existéncia de diferentes
metodologias para simulacdo da digestdo in vitro, nomeadamente na comparacdo de
resultados obtidos por diferentes grupos de investigacdo, foi desenvolvido no ambito da
Cost Action INFOGEST (https://www.cost-infogest.eu/) um modelo de digestao
harmonizado, que relne um conjunto de condi¢cdes padrdo préoximas das condigcbes
fisiolégicas e que veio contribuir para a producdo de dados mais fiavelmente comparaveis
entre estudos (Minekus et al., 2014). Tendo por base resultados obtidos previamente em
ensaios in vivo e realizados em humanos, bem como o conhecimento de Varios
especialistas na area, foi publicado em 2014 um modelo estatico basico que simula o
processo de digestdo humana, dividido em trés fases, a fase oral, a fase gastrica e a fase
intestinal, e com parametros padronizados para cada uma das fases (Tabela 6) (Dupont,
2016; Egger et al., 2016). E um modelo flexivel, preciso e reprodutivel (Minekus et al.,
2014).
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Tabela 8. Condicdes experimentais definidas no modelo de digestdo in vitro harmonizado no
ambito da INFOGEST. (Adaptado de (Brodkorb et al., 2019; Dupont, 2016; Egger et al., 2016;
Minekus et al., 2014))

Fase pH Duracao Diluicéo Enzimas digestivas e complementos
Oral 7 2 minutos 1:1 com FSS* Amilase salivar: 75 U/mL

Gastrica 3 2 horas 1:1 com FGS? Pepsina: 2000U/mL

Intestinal 7 2 horas 1:1 com FIS® Tripsina: 100 U/mL

Quimotripsina: 25 U/mL

Lipase pancreatica: 2000 U/mL

Colipase (relacdo molar de 2:1 M com
lipase)

Amilase pancreatica: 2000 U/mL

Bile: 10 mM

Ou

Pancreatina (com base na atividade de
tripsina a 100 U/mL)

Bile 10 mM

'FSS, Fluido Salivar Simulado; °FGS, Fluido Gastrico Simulado; *FIS, Fluido Intestinal Simulado

Apesar de aparentemente simples, este modelo é considerado adequado para
comparar o comportamento de diferentes amostras em condi¢gbes gastrointestinais
semelhantes, para estudar a digestdo de compostos ou para esclarecer a complexidade
das interacdes a nivel molecular (Dupont, 2016). Desde a sua publicacdo, em 2014, tem
sido amplamente utilizado e aplicado em diversas areas de investigacdo resultando na
necessidade de se esclarecer alguns aspetos do protocolo original (Egger et al., 2016)
conduzindo a elaborag&o de um protocolo melhorado, o INFOGEST 2.0, que foi publicado
recentemente (Brodkorb et al., 2019).
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2. Objetivos

Os alimentos fermentados para além de apresentarem um maior tempo de
conservacdo, quando comparados com a matéria-prima original, sdo também
reconhecidos como um meio de obtencdo de microrganismos que conduzem a efeitos
benéficos para a salde humana. Estes microrganismos, designados por probiéticos,
devem estar presentes em quantidade suficiente no produto e serem capazes de
sobreviver ao processo de digestao por forma a produzirem os beneficios expectaveis.
Deste modo, os principais objetivos deste trabalho foram:

-Caracterizar microbiologicamente diferentes alimentos fermentados,
apresentando uma matriz alimentar semelhante, através da quantificacdo de
bactérias LAB e da identificacdo de bactérias LAB isoladas a partir dos mesmos;

-Comparar o desempenho de dois métodos de contagem do nimero de bactérias
LAB presentes em alimentos fermentados;

-Avaliar a sobrevivéncia das bactérias LAB presentes em alimentos fermentados
durante o processo de digestdo humana, aplicando para este efeito a metodologia
harmonizada de simulacéo da digestdo humana in vitro.

3.Materiais e métodos

O presente estudo foi realizado no Departamento de Alimentacdo e Nutricdo
(DAN) do Instituto Nacional de Salde Doutor Ricardo Jorge (INSA). Conforme
esquematizado na Figura 5, por forma a atingir os objetivos estabelecidos, foram
considerados diferentes ensaios organizados em trés etapas.

Na primeira etapa foram identificados os alimentos lacteos fermentados e seus
similares de origem vegetal disponiveis no mercado portugués. Apés a sua identificacao,
foi estabelecido um plano de amostragem, selecionando alguns desses alimentos, por
forma a refletir a variedade acessivel aos consumidores em Portugal.

Na segunda etapa procedeu-se a caracterizacdo microbiolégica das amostras
selecionadas, primeiramente através da comparagao entre dois métodos de quantificacao
microbioldgica, sendo um normalizado, de contagem em meio sdlido utilizando-se meio
de cultura MRS agar, e 0 outro alternativo, que consiste num método automatizado
utilizando-se o sistema TEMPO® LAB.

Na terceira etapa foi utilizado o modelo harmonizado de simulacdo da digestédo
humana in vitro, descrito pela INFOGEST, com o objetivo de avaliar a sobrevivéncia das
bactérias LAB ao processo de digestdo humana. A contagem do numero de bactérias
LAB foi efetuada antes e apés a simulacdo da digestao pela metodologia de contagem
em placa, em meio MRS agar. As bactérias isoladas dessas amostras foram identificadas
utilizando o sistema automatizado VITEK® MS.
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Figura 5. Esquema das etapas consideradas no desenho experimental.

3.1 Amostragem

3.1.1 Plano de amostragem

Por forma a estabelecer o plano de amostragem a considerar no presente estudo,
foi efetuado um levantamento de produtos fermentados disponiveis em diferentes
superficies comerciais na regido de Lisboa, através das suas paginas web, quando
disponiveis, e/ou de visitas presenciais. Assim foi estabelecido um plano de amostragem
utiizando como principal critério de selecdo dos produtos a obtencdo de uma
amostragem significativa da diversidade de produtos fermentados acessivel aos
consumidores, tendo em conta as principais caracteristicas deste tipo de alimentos,
como: tipo (sélido, batido, liquido), composicdo (natural, acucarado, aromatizado),
matéria gorda (gordo, meio gordo, magro), matriz alimentar (leite de vaca, bebida de
soja), marca de fabricante versus marca prépria e se sdo ou ndo suplementados com
bactérias probidticas.

3.1.2 Caracterizagdo das amostras

A amostragem pretendeu incluir produtos fermentados classificados como sendo
iogurte, leite fermentado e alternativa vegetal ao iogurte. O iogurte padrdo, conforme
definido na Portaria n® 742/92 de 24 de Julho, (Anénimo, 1992) pode ser adaptado por
forma a se obterem diferentes variantes deste mesmo produto, como é o caso do iogurte
bifidos, iogurte grego e iogurte skyr. O kefir pode ser comercializado como iogurte kefir ou
leite kefir consoante o seu tipo. A Tabela 9, apresenta as categorias de produtos incluidos
no plano de amostragem e o respetivo nimero de amostras, estando as principais
caracteristicas de cada uma das amostras apresentadas no Anexo 1. Todas as amostras
incluidas no plano de amostragem foram analisadas para quantificar o nimero de LAB.
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Tabela 9. NUmero de amostras incluidas no plano de amostragem por categoria de produto.

Produto N° Amostras
logurte padréo 17
logurte bifidos 11
logurte grego 6
logurte skyr 5
Leite fermentado - Kefir 2
Alternativa vegetal ao iogurte 4
TOTAL 45

De entre os produtos identificados inicialmente selecionaram-se seis (Tabela 10)
para avaliar a sobrevivéncia das LAB ao processo de simulagéo da digestdo in vitro.
Consideram-se iogurtes padrao (amostras A e B), iogurtes bifidos (amostras C e D), uma
alternativa vegetal ao iogurte (amostra E) e um iogurte skyr (amostra F).

Tabela 10. Caracterizacdo dos alimentos utilizados para avaliagdo da sobrevivéncia da flora
probiética durante o processo de digestdo humana in vitro.

Amostra  Tipo Composicéo Matéria gorda Matriz Marca Suplementagéao
alimentar

A Solido  Natural Meio gordo Leite de vaca Marca de Fermentos lacticos
fabricante

B Solido  Natural Gordo Leite de vaca Marca Fermentos lacticos
propria

C Solido  Natural Gordo Leite de vaca Marca de Fermentos lacticos
fabricante Bifidobactérias

D Solido  Natural Gordo Leite de vaca Marca Fermentos lacticos
propria Bifidobactérias

E Solido  Natural Meio gordo Bebida de soja Marca de Fermentos lacticos
fabricante Bifidobactérias

F Batido  Natural Magro Leite de vaca Marca Fermentos lacticos
propria

3.2 Ensaios microbiolégicos em iogurtes e outros alimentos fermentados

3.2.1 Materiais e equipamentos

Para a quantificacdo de LAB nas 45 amostras ensaiadas, foram utilizados dois
métodos:
- Incorporacdo em MRS agar (baseado nas formulacdes de Man, Rogosa e Sharpe)
(Oxoid, Basingstoke, Hampshire, England), tendo-se utilizado triptona sal (Biokar
Diagnostics Beauvais, France) e sistema de anaerobiose (caixa, gerador e indicador de
anaerobiose bioMerieux, Marcy I'Etoile, France)
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- Sistema automatizado TEMPO® LACTIC ACID BACTERIA (LAB) (bioMerieux, Marcy
I'Etoile, France)

Para incubagéo foram utilizadas estufas a 37 °C + 1 °C (Panasonic, Gunma, Japan).

Para a identificacdo das bactérias, utilizou-se o sistema VITEK® MS (bioMerieux, Marcy
I'Etoile, France) e VITEK® 2 (bioMerieux, Marcy I'Etoile, France).

3.2.2 Preparacao das amostras

A superficie exterior das embalagens foi previamente desinfetada com alcool a
70% e todas as etapas seguintes dos procedimentos foram realizadas em condi¢cGes de
assepsia e de acordo com as normas ISO 7218 (ISSO, 2007) e 1SO 6887-5 (ISSO, 2010).

3.2.3 Quantificacao de bactérias do acido-lactico (LAB)

3.2.3.1 Quantificacdo em meio solido (MRS agar)

O método de incorporacdo em MRS agar foi efetuado conforme a norma I1SO 7218:2007,
tendo-se realizado diluicbes decimais de acordo com o nivel de contaminagéo
expectavel, seriadas (107, 10% 1073 10* 10° 10° 107') e em tubos com 9 mL de
triptona sal. De cada diluigéo foi considerado um volume de 1ml que foi incorporado em
placas de Petri com meio MRS agar e posteriormente incubadas em jarras de
anaerobiose durante 48 horas + 2 horas a 37 °C + 1 °C. Apoés incubacdo, as coldnias
foram contadas e o resultado calculado pela média ponderada através da seguinte
férmula:

A

N= o x1ixad

Onde, N é o numero de ufc presentes em cada amostra, ¥, C € 0 somatério das col6nias
contadas em duas placas com diluigbes decimais sucessivas, em que pelo menos uma
delas apresente um minimo de 10 coldnias, V € o volume de in6culo semeado em cada
placa em mililitros e d corresponde a taxa de diluigdo correspondente a primeira diluigdo
considerada. De acordo com a norma ISSO 7218 (ISSO, 2007), s6 sdo contabilizadas
placas com um maximo de 300 colbnias; placas com valores acima deste sao
consideradas como Incontaveis (Inc). Para casos em que apenas se obteve contagens
numa das diluicdes foi aplicada a seguinte férmula:

Onde, C é o numero de col6nias contadas, V o volume semeado e d o fator de diluicao da
respetiva placa.

3.2.3.2 Quantificagdo por método alternativo TEMPO® LAB

O método TEMPO® é um sistema automatizado de quantificacdo de indicadores
de qualidade nos produtos alimentares e € composto por um conjunto de cartas TEMPO®
(miniaturizacdo do método do “Numero Mais Provavel’) e meio de cultura desidratado
seletivo. Para a quantificagdo de bactérias do acido-lactico utilizou-se o TEMPO®
LACTIC ACID BACTERIA (LAB). De cada amostra, previamente homogeneizada, foram
feitas diluicbes sucessivas (107, 102, 103, 10*, 10°, 10°, 107) em tubos com 9 ml de
triptona sal. Para todos os casos foi considerado um volume de 0,1 ml de cada uma das
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diluicdes, adicionado ao meio de cultura e seguidamente incorporado nas cartas, atraves
do equipamento TEMPO® Filler. As cartas sdo constituidas por 3 séries de 16 pocos
cada, com diferenca de volume de 1 logaritmo entre cada série. Depois de inoculadas e
seladas, as cartas TEMPO® foram incubadas entre 40-48 horas a 37 °C £+ 1 °C, e
posteriormente lidas no equipamento TEMPO® Reader. Recorrendo a métodos
estatisticos e em virtude do meio de cultura conter um indicador fluorescente, o aparelho
de leitura deteta TEMPO® Reader com base no volume e no nimero de po¢os positivos
(fluorescentes e ndo fluorescentes) o niUmero de microrganismos presentes na amostra
inicial, exprimindo os resultados em ufc/g.

3.2.4 Identificacdo de espécies de bactérias através do sistema VITEK® MS

O sistema VITEK® MS €é um sistema de identificacdo microbiana de
espectrometria de massa automatizado que utiliza a tecnologia de ionizagédo e dessorgéo
a laser assistida por matriz e analisador de tempo-de-voo/tempo de chegada da
substancia ao detetor (MALDI-TOF MS), do inglés Matrix Assisted Laser Desorption
lonization Time-of-Flight Mass Spectrometry.

Para a preparacdo da lamina a ser analisada pelo sistema VITEK® MS,
selecionou-se uma colonia isolada de cada placa utilizada para a quantificacdo de LAB
apo6s simulacdo do processo de digestéo in vitro; adicionou-se a amostra a uma matriz
polimérica (a-CHCH), contida numa placa, pronta a usar, e inseriu-se no aparelho
VITEK® MS. A placa foi irradiada com um laser que vaporiza e ioniza a amostra. Foi
gerado um espectro caracteristico para cada microrganismo, que € convertido numa
percentagem de probabilidade e hum valor de confianca; este € comparado com a base
de dados disponivel no sistema, o que permite identificar qual € o microrganismo em
questdo. Para a validacdo do resultado obtido com uma das amostras utilizou-se o
sistema automatizado VITEK® 2. Este sistema faz a identificagdo microbiana (ID) através
de cartas ID VITEK® 2. Para o isolamento dos microrganismos em meio agar sangue
utilizou-se a placa de Petri inoculada anteriormente. O in6culo é colocado na cassete
VITEK® 2 Smart Carrier Station™, onde a carta e a amostra sdo associadas
virtualmente; a incubacéo e a leitura sdo geradas automaticamente pelo sistema.

3.3 Avaliacédo da sobrevivéncia de bactérias do acido-lactico (LAB) durante o
processo de simulacédo da digestéo in vitro

3.3.1 Materiais e equipamentos

Os reagentes utilizados foram os seguintes: Pancreatina (Sigma-Aldrich, P7545);
a-amilase salivar humana (Sigma-Aldrich, 1031); Pepsina suina (Sigma-Aldrich, P7012);
Tripsina suina (Sigma-Aldrich, T0303); Quimotripsina (Sigma-Aldrich, C7762); a-amilase
pancreatica (Sigma-Aldrich, C3176); Lipase intestinal porcina (Sigma-Aldrich, 3126); Co
lipase (Sigma-Aldrich, C3028); Bilis (Sigma-Aldrich, P8631); CaCl,(H,O), (Merck 2382);
NaOH (Merck 9141); HCI (J. T. Baker 6081); KCI (Merck 4936); KH,PO, (J. T. Baker
0240); NaHCO; (Merck 6329); NaCl (Merck 6404); MgCl,(H,O)s (Merck 5833); (NH,;)CO3
(Sigma-Aldrich, 207861); agua ultrapura, gerada por um sistema Milli QGradient A10
(Millipore® (Molsheim, France), referida no texto como agua.
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Foi utilizada uma estufa de incubacao (Termaks, B8000) e um agitador de rotacéo
Heidolph, Reax 2.

3.3.2 Simulagéo do processo da digestdao humana in vitro

3.3.2.1 Preparacdao das solucdes dos fluidos digestivos simulados (FDS)

Para a preparacdo dos fluidos digestivos simulados (FDS) foram necessarias
solucBes stock de eletrdlitos, enzimas, CaCl, e agua. De modo a obter a constituicdo final
dos fluidos digestivos, as solugfes stock de eletrdlitos foram preparadas para um fator de
concentracdo de 1,25x. Utilizaram-se 0s seguintes reagentes para a preparacao dos
FDS: CaCl,(H,0), KCI, NaHCO; NaCl, MgCl,(H,O)s, NaOH (Merck, Darmstadt,
Germany), (NH;)2COs; (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), KH,PO,, e HCI (J. T. Baker,
Center Valley, PA, USA). A Tabela 11 apresenta a composic¢do final de cada FDS. Os
FDS (1,25x) foram armazenados a -20° C até a sua utilizacdo para simulacdo da digestéo
(Minekus et al., 2014).

Tabela 11. Composicéo de cada um dos fluidos digestivos simulados (FDS) utilizados no processo
de digestéo in vitro. (Adaptado de (Minekus et al., 2014))

FSS (pH7) FGS (pH3) FIS (pH7)
Sol. de sais Conc. mL de sol. Conc. mL de sol. Conc. mL de sol. Conc.
adicionados das stock final de stock final de stock final de
solugdes adicionados  sais no adicionados  saisno  adicionados sais no
stock para FSS para FGS para FIS
preparar preparar preparar
0,250L 0,500L 1,0L (1,25%)
(1,25x%) (1,25%)
g/L mol/L  mL mmol/L ml mmol/L  ml mmol/L
KCI 37,3 0,5 9,4 15,1 8,6 6,9 17,0 6,8
KH2PO4 68 0,5 2,3 3,7 1,1 0,9 2,0 0,8
NaHCOs3; 84 1 4,3 13,6 15,6 25 106,3 85
NacCl 117 2 - - 14,8 47,2 24,0 38,4
MgCl»(H20)s 30,5 0,15 0,31 0,15 0,5 0,12 2,8 0,33
NH4(CO3)2 48 0,5 0,04 0,06 0,6 0,5 - -
CaCly(H20), 44,1 0,3 1,5 0,3 0,15 0,6
HCI 1 0,3 1,1 9,8 15,6 10,5 8,4

FSS, Fluido Salivar Simulado; FGS, Fluido Gastrico Simulado; FIS, Fluido Intestinal Simulado

3.3.2.2 Preparacéao dos tubos teste

A utilizacdo dos tubos teste permite determinar, previamente e para cada matriz
alimentar, os volumes das solucées de NaOH a 1 M e de HCI a 1 M necessarios para
ajustar o pH de cada ensaio para os valores de pH estabelecidos no protocolo (fase
gastrica, pH=3; fase intestinal, pH=7). Deste modo, otimiza-se o tempo de realizagdo do
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ensaio uma vez que se elimina a necessidade de se fazerem leituras e ajustes de pH
durante os ensaios de simulacdo da digestdo. Os ensaios dos tubos teste foram
realizados para cada amostra considerada e por forma a estabelecer previamente os
volumes necessarios de NaOH e de HCI a adicionar a cada um dos tubos durante a
simulacdo da digestdo. Em cada tudo foram recriadas as condicbes descritas no
protocolo de digestéo in vitro, com excecéo da ndo utilizacdo das enzimas.

3.3.2.3 Protocolo de simulagdo da digestao in vitro

O procedimento foi realizado de acordo com o método descrito por Minekus et al.,
2014 e por Brodkorb et al., 2019 para o modelo padronizado de digestdo humana in vitro.
Neste ensaio experimental, para cada uma das amostras foram efetuados trés ensaios
independentes (n=3) (Tabela 10).

Relativamente a fase oral, a 1 g de amostra foi adicionado FSS, CaCl,, a-amilase
salivar e H,0, a fim de se obter um volume final de 2 mL. Os tubos com as solugdes
foram incubados em estufa a 37 °C + 1 °C, durante 2 minutos e em agitacéo constante.
De seguida, procedeu-se a simulacdo da fase gastrica, em que aos 2 mL da mistura
obtida no final da fase oral foram adicionados FGS, CaCl,, pepsina, HCI e H,O, obtendo-
se um volume final de 4 mL. Os tubos foram incubados a 37 °C = 1 °C, durante 120
minutos e em agitagdo constante. Decorrido este tempo, procedeu-se a simulacdo da
fase intestinal tendo-se adicionado aos 4 mL da mistura anterior FIS, CaCl,, pancreatina,
bilis, NaOH, e H,O obtendo-se um volume final de 8 mL. Os tubos foram colocados a 37
°C + 1 °C, durante 120 minutos e em agitacdo constante. Apdés o tempo de incubacéo,
procedeu-se de imediato a inoculacdo de cada uma das amostras em placas de MRS
agar para posterior quantificagdo de microrganismos LAB, conforme descrito em “3.2.3.1
Quantificacdo em meio soélido (MRS agar)”.

3.3.3 Analise estatistica

Previamente a analise estatistica dos resultados obtidos, procedeu-se a
codificacdo das variaveis categoricas (tipo, composi¢cdo, matéria gorda, matriz alimentar,
marca e suplementacao) bem como a converséo para logaritmo decimal das contagens
obtidas, quer na caracterizacéo dos teores de bactérias dos produtos analisados quer nas
contagens obtidas antes e apds a simulacdo do processo de digestéo in vitro. A analise
estatistica dos resultados obtidos foi efetuada utilizando o software IBM® SPSS Statistics
20 (IBM, Armonk, NY). Em todas as analises, o nivel de significAncia considerado foi de
5%. Os restantes calculos e os graficos foram obtidos através do software Microsoft Excel
2016.

De modo a percecionar a significAncia estatistica das comparacdes efetuadas ao
longo do presente trabalho foram efetuados diferentes testes estatisticos nao-
paramétricos, dependendo das hipoteses a analisar: teste de Wilcoxon (comparacédo de
duas amostras emparelhadas), teste de Friedman (comparacdo de mais de duas
amostras emparelhadas), teste de Mann-Whitney (comparacdo duas amostras
independentes) e teste de Kruskal-Wallis (comparacdo de mais de duas amostras
independentes). Os ensaios de simulacéo da digestdo foram realizados em triplicado.
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4.Resultados

4.1 Comparacao dos métodos de contagem MRS agar e TEMPO® LAB

A Tabela A2 incluida no Anexo 2, evidencia os valores das contagens de LAB
utilizando os métodos MRS agar e TEMPO® LAB, nas 45 amostras ensaiadas e a média
e desvio padréo dos resultados obtidos através dos dois métodos.

Com o objetivo de avaliar o desempenho na contagem de bactérias LAB em
alimentos fermentados duas metodologias foram comparadas: MRS agar e TEMPO®
LAB. Conforme apresentado na Figura 6 a média das contagens obtidas pelo método
utilizando o meio MRS agar foi superior, quando comparada com a média dos resultados
obtidos com o TEMPO® LAB, apresentando uma diferenca estatisticamente significativa
(p<0.001). Dos resultados obtidos apenas duas exceg¢bes foram verificadas,
nomeadamente num iogurte bifidos e numa alternativa vegetal ao iogurte de bifidos.

1E+09
1E+08
1E+07
1E+06

1E+05
B Tempo LAB

ufc/g

1E+04
m MRS agar
1E+03
1E+02

1E+01

1E+00

Contagem ufc/g

Figura 6. Valor médio (e respetivo desvio padrdo) dos resultados obtidos nas 45 amostras de
alimentos fermentados, utilizando duas metodologias: TEMPO® LAB e MRS agar. Letras
diferentes (a e b) representam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).

Individualizando os valores obtidos por categoria de produto, a Figura 7 resume a
média dos valores obtidos com os dois métodos considerados. Como é observavel os
valores obtidos com o método de contagem em placa foram superiores para todas as
categorias de produtos analisados.
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Figura 7. Valor médio (e respetivo desvio padrdo) dos resultados obtidos nas 45 amostras de
alimentos fermentados, analisado por categoria.

No caso do iogurte padrdo uma das amostras de marca prépria e duas de marca
de fabricante, pertencendo a mesma marca mas variando no teor de gordura, obtiveram
contagens na mesma ordem de grandeza entre os dois métodos; ja com as restantes
amostras os valores foram muito discrepantes entre os dois métodos, com varia¢des de
contagens entre 10* ufc/g e 10® ufc/g. Nos iogurtes bifidos e de marca de fabricante,
apenas no do tipo liquido os valores obtidos com os dois métodos foram da mesma
ordem de grandeza. Tanto no caso dos iogurtes grego como no caso dos iogurtes skyr os
resultados entre os procedimentos foram muito divergentes, sendo que com o MRS agar
os valores obtidos foram bastante mais elevados. Para as amostras de kefir os resultados
obtidos sdo concordantes para ambos os métodos, ndo existindo uma variacao
significativa de valores de contagens entre os dois métodos. Para as alternativas vegetais
ao iogurte, analisaram-se amostras do tipo soélido e do tipo liquido, sendo que o0s
resultados obtidos para o tipo liquido foram concordantes entre os dois métodos.
Verificou-se ainda que para os alimentos fermentados do tipo liquido os resultados foram
mais coerentes entre os dois métodos utilizados.

Considerando os resultados de performance obtidos com os dois métodos,
apenas se utilizou o0 método MRS agar para 0s ensaios subsequentes, nomeadamente
para a analise estatistica da caracterizacdo microbiol6gica das amostras consideradas e
para os ensaios de avaliagdo da sobrevivéncia aos ensaios de digestéo in vitro.

4.2 Caracterizacao microbiolégica dos diferentes alimentos fermentados

As Figuras 8, 9, 10, 11, 12 e 13 apresentam os resultados obtidos relativamente a
contagem de LAB considerando os diferentes parametros de amostragem definidos
inicialmente  (tipo, composicdo, teor de gordura, matriz alimentar, marca e
suplementacao).
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Figura 8. Valor médio (e respetivo desvio padrdo) dos resultados obtidos para as 45 amostras de

alimentos fermentados, segundo o seu tipo (s6lido, batido e liquido). Letras diferentes (a e b)
representam diferengas estatisticamente significativas (p<0,05).

Conforme apresentado na Figura 8 os alimentos fermentados do tipo liquido
apresentaram valores de contagens semelhantes. Os resultados obtidos evidenciaram
diferencas estatisticamente significativas entre os diferentes tipos (p<0,008). Quando
comparados os diferentes tipos entre si, os tipos sélido e batido ndo apresentaram
diferencas estatisticamente significativas (p = 0,455, ou seja, p>0,05); no caso dos tipos
sélido e liquido (p = 0,001, ou seja, p<0,05) e liquido e batido (p = 0,009, ou seja,
p<0,05), as diferencas foram estatisticamente significativas.
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Figura 9. Valor médio (e respetivo desvio padrdo) dos resultados obtidos para as 45 amostras de
alimentos fermentados, segundo a sua composi¢ao (natural, agcucarado e aroma). Os resultados
obtidos ndo apresentam diferencas estatisticamente significativas (a) (p>0,05).
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Figura 10. Valor médio (e respetivo desvio padréo) dos resultados obtidos para as 45 amostras de

alimentos fermentados, segundo o teor de gordura (gordo, meio gordo, magro). Os resultados
obtidos n&o apresentam diferencas estatisticamente significativas (a) (p>0,05).
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Figura 11. Valor médio (e respetivo desvio padrédo) dos resultados obtidos para as 45 amostras de
alimentos fermentados, segundo a matriz alimentar (leite de vaca e bebida de soja). Letras (a e b)
apresentam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).

Os alimentos com uma base agucarada ou aromatizada (Figura 9) néo
demonstraram ser benéficos para a detecdo de LAB, assim como no caso dos alimentos
com matéria gorda mais elevada (Figura 10). Considerando as variaveis composi¢ao e
teor de gordura, as diferencas encontradas ndo apresentaram significancia estatistica (p
= 0,081, ou seja, p>0,05 e p = 0,224, ou seja, p> 0,05, respetivamente). No caso da
matriz alimentar (Figura 11) as diferencas entre as matrizes transportadoras de
probiéticos, uma matriz de leite de vaca e uma matriz de bebida de soja foram
estatisticamente significativas (p = 0,029, ou seja, p<0,05).
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Figura 12. Valor médio (e respetivo desvio padréo) dos resultados obtidos para as 45 amostras de
alimentos fermentados, segundo a marca (marca de fabricante e marca propria). Os resultados
obtidos ndo apresentam diferencas estatisticamente significativas (a) (p>0,05).

As contagens médias de LAB obtidas para as amostras de marca de fabricante e
de marca propria foram da mesma ordem de grandeza, 4,28x10° ufc/g e 3,71x108 ufc/g,
respetivamente (Figura 12), ndo apresentando diferencas estatisticamente significativas
(p = 0,937, ou seja, p>0,05). Contudo o desvio padrdo obtido com os resultados dos
alimentos de marca propria foi maior, demonstrando assim a heterogeneidade das
contagens obtidas.
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Fermentos lacticos (n=30) Fermentos lacticos e Bifidobacterias
(n=15)
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Figura 13. Valor médio (e respetivo desvio padrao) dos resultados obtidos para as 45 amostras de
alimentos fermentados, segundo o uso de suplementagéo (fermentos lacticos e fermentos lacticos
e bifidobactérias). Os resultados obtidos ndo apresentam diferencas estatisticamente significativas
(a) (p>0,05).
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Os alimentos suplementados com bifidobactérias (Figura 13) apresentaram
valores de contagens de LAB ligeiramente superiores (4,0x10%), quando comparado com
os alimentos que referem apenas a presenca de fermentos lacticos (3,97x10°). Ainda
assim estes valores encontram-se dentro da mesma ordem de grandeza (10°) e as
diferencas ndo foram estatisticamente significativas (p = 0,289, ou seja, p>0,05).

4.3 Sobrevivéncia de bactérias do &cido-lactico (LAB) ao processo de
digestao in vitro

A Figura 14 apresenta os resultados obtidos das contagens de LAB (ufc/g) antes e
apos o processo de simulacdo da digestdo humana in vitro. Todas as amostras
apresentam contagens iniciais semelhantes, contudo apos a simulacdo da digestédo in
vitro existe uma reducdo dos valores de LAB, sendo que esta diferenca €
estatisticamente significativa (p<0.001).

Os microrganismos presentes nas amostras de iogurte padrdo (A e B) revelaram
uma sensibilidade diferente ao processo de digestdo, ou seja, apesar de ser expectavel
gue estas amostras apresentem as mesmas espécies de culturas starter por forma a
cumprirem a legislagdo, segundo a Portaria n° 742/92 (An6nimo, 1992), estas
presumivelmente variam na quantidade em que cada estirpe é utilizada. As amostras de
iogurte bifidos (C e D) apresentam resultados semelhantes e comparaveis com a amostra
E, que apesar de esta ser uma alternativa vegetal ao iogurte é igualmente suplementada
com bifidobactérias. A amostra F, referente a um iogurte skyr, € a amostra que apresenta
um teor de gordura mais baixo, e também um dos valores de contagens de LAB apés a
digestdo mais baixos.

1E+10
1E+09

1E+08
1E+07 1
1E+06 I - =
1E+05
1E+04 I
1E+03 1
1E+02
1E+01
1E+00
A B C D E F

m Niveis inidiais (ufc/g) Niveis apos digestdo in vitro (ufc/g)

ufc/g

Figura 14. Sobrevivéncia de bactérias LAB presente em seis produtos fermentados diferentes. Os
valores de contagem apds simulacéo da digestao in vitro evidenciaram diferencas estatisticamente
significativas (p < 0.001).

Por forma a avaliar se as diferencas entre a formulacdo de cada amostra afetaram
0s resultados de contagem apoOs a simulacdo da digestdo, efetuaram-se varios testes
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estatisticos. Comparando o tipo, sélido versus batido, apesar da diferenca verificada no
nimero de LAB, 3,85x10° e 1,51x10* (Figura 15), esta ndo é estatisticamente significativa
(p = 130, ou seja, p>0,05). Por outro lado, o teor de gordura mostrou ser um dos
parametros com diferenca estatisticamente significativas (p = 0,027, ou seja, p<0,05)
(Figura 16).
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Solido (n=5) Batido (n=1)

m Niveis inidiais (ufc/g) Niveis apos digestdo in vitro (ufc/g)

Figura 15. Valor médio (e respetivo desvio padrdo) dos resultados obtidos para 6 produtos
fermentados diferentes, segundo o tipo (solido e batido). Os resultados obtidos ndo apresentam
diferencas estatisticamente significativas (a) (p>0,05).
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Figura 16. Valor médio (e respetivo desvio padrdo) dos resultados obtidos para 6 produtos
fermentados diferentes, segundo o teor de gordura (gordo, meio gordo e magro). Letras (a, b e c)
apresentam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).

32



A matriz alimentar (Figura 17) e a marca (Figura 18) ndo mostraram exercer
diferenca estatisticamente significativas, p = 0,912, ou seja, p>0,05, e p = 0,536, ou seja,
p>0,05, respetivamente.
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Leite de vaca (n=5) Bebida de soja (n=1)
m Niveisiniciais (ufc/g) Niveis apos digestdo in vitro (ufc/g)

Figura 17. Valor médio (e respetivo desvio padrdo) dos resultados obtidos para 6 produtos
fermentados diferentes, segundo a matriz alimentar (leite de vaca e bebida de soja). Os resultados
obtidos n&o apresentam diferencas estatisticamente significativas (a) (p>0,05).
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Figura 18. Valor médio (e respetivo desvio padrdo) dos resultados obtidos para 6 produtos
fermentados diferentes, segundo a marca (marca de fabricante e marca prépria). Os resultados
obtidos ndo apresentam diferencas estatisticamente significativas (a) (p>0,05).

Por fim verificou-se que a suplementacdo (Figura 19) confere diferencas
estatisticamente significativas (p = 0,00, ou seja, p<0,05). Assim, tendo em conta o0s
dados do presente trabalho, é possivel constatar que apenas o teor de gordura e a

33



suplementacdo afetaram significativamente a sobrevivéncia de LAB a simulacdo do

processo de digestdo humana in vitro.
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o

Fermentos lacticos e bifidobacterias
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Figura 19. Valor médio (e respetivo desvio padrdo) dos resultados obtidos para 6 produtos
fermentados diferentes, segundo suplementacdo (fermentos lacticos e fermentos lacticos e
bifidobactérias). Letras (a e b) apresentam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).

4.4 Identificacéo de espécies bacterianas em alimentos fermentados

Para as amostras consideradas nos ensaios de digestdo in vitro foi também
efetuada a identificacdo das espécies bacterianas presentes nesses alimentos. A Tabela
12 apresenta os resultados obtidos através do sistema automatizado VITEK® MS.

Tabela 12. Espécies bacterianas presentes em seis amostras de alimentos fermentados (A, B, C,
D, E e F), identificadas através de VITEK® MS, utilizando a técnica MALDI-TOF MS.

Amostra Valor de confianga (%) Microrganismo
A 99,9 Lactobacillus delbrueckii
33,3 Streptococcus salivarius ssp thermophilus
B 99,9 Lactobacillus delbrueckii
33,3 Streptococcus salivarius ssp thermophilus
C 99,9 Bifidobacterium animalis
D 99,9 Bifidobacterium animalis
E 99,9 Bifidobacterium animalis
F 33,3 Streptococcus salivarius ssp thermophilus

Nas placas de Petri inoculadas com as amostras A e B foi possivel distinguir
macroscopicamente dois tipos de col6nias bem definidas, sendo que as que estavam

by

presentes em maior nimero e com maior dimensdo correspondiam a espécie
Lactobacillus delbrueckii, e apesar do sistema nao fazer a identificacao até ao nivel da

34



subespécie, é expectavel que pertencam a Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus; as
restantes colénias, mais pequenas, correspondiam a espécie Streptococcus salivarius
ssp thermophilus. No caso da amostra F os resultados ndo foram conclusivos e
obtiveram-se varias espécies possiveis com valores de confianca baixos, podendo ser
justificado pelo facto desta metodologia estar mais direcionada para aplicacbes
clinicas/identificacdo de isolados de amostras bioldgicas. Da lista de espécies obtidas a
gue apresentou um perfil mais credivel, ou seja, aquela que naturalmente estaria
presente num alimento fermentado, seria a espécie Streptococcus salivarius spp
thermophilus. Posteriormente, por meio do sistema automatizado VITEK® 2, veio a
confirmar-se que era esta a espécie presente com 86% de probabilidade.

5.Discusséo de resultados

A demanda dos consumidores pelo consumo de alimentos funcionais tem
incentivado a induastria a disponibilizar no mercado cada vez mais alimentos com
elementos de valor acrescentado, como por exemplo probiéticos. Todavia, sdo também
conhecidos alguns inconvenientes para 0s quais devem ser encontradas solucbes
adequadas e que sirvam os requisitos de todos os intervenientes, desde a industria ao
consumidor. Alguns possiveis exemplos sdo: assegurar a sobrevivéncia de culturas
probidticas durante e apds o processo de fabrico, assim como, apds a ingestdo pelo
consumidor e durante a digestdo; melhorar as caracteristicas nutricionais do alimento de
acordo com o tipo de exigéncia do consumidor sem comprometer as particularidades
originais do mesmo; e fornecer uma informagéo correta das caracteristicas e beneficios
decorrentes do consumo de tal alimento apos a sua ingestéo (Tripathi & Giri, 2014).

A viabilidade de microrganismos probiéticos ndo esta apenas dependente da sua
capacidade de sobrevivéncia as condigcbes encontradas no trato gastrointestinal, mas
também esta dependente das condigbes de produgéo, processamento e armazenamento
(Tripathi & Giri, 2014). A matriz alimentar utilizada para a produgédo de alimentos que
integrem probidticos desempenha um papel central na adaptacdo destes microrganismos
as condi¢cbes gastrointestinais (Matias, Padilha, Bedani, & Saad, 2016), e depende de
varios parametros, tais como: pH, oxigénio, atividade da agua, presenca de sal, aclcar e
produtos quimicos como o peréxido de hidrogénio, bacteriocinas, aromas artificiais e
corantes (Tripathi & Giri, 2014). O baixo pH encontrado em iogurtes é um dos fatores
limitantes a incorporacao de culturas probioticas nestes produtos. A maioria das culturas
probidticas tem um pH 6timo de crescimento entre 5 e 9, e consequentemente: o pH do
produto deve ser mantido num valor superior a 4,6, devendo ser selecionadas estirpes
probidticas mais resistentes a acidez do meio e/ou reduzir a concentracdo de
Lactobacillus bulgaricus na cultura inicial, a fim de se reduzir as alteragbes poés-
acidificagdo do produto pronto a consumir (Granato, Nazzaro, Pimentel, Esmerino, &
Gomes da Cruz, 2019). Na presenca de oxigénio, certas culturas, particularmente
Lactobacillus delbrueckii, libertam peréxido de hidrogénio no meio tornando-o mais acido,
0 que consequentemente conduz a inibicdo de bifidobactérias (Champagne, Gardner, &
Roy, 2005).

Ao nivel do processamento, segundo Tripathi & Giri (2014), os parametros que
afetam a sobrevivéncia dos probidticos sdo o tratamento térmico, a temperatura de
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incubacao, a taxa de arrefecimento do produto, os materiais da embalagem, os métodos
de armazenamento e a escala de producdo (Tripathi & Giri, 2014). Ao nivel do
armazenamento, a composicao de estirpes probidticas utilizadas e a quantidade e
proporcdo da inoculacdo desencadeiam taxas de sobrevivéncia diferentes (Tripathi & Giri,
2014).

A selecdo de culturas probitticas utilizadas na producao de alimentos funcionais,
em particular os produtos lacteos fermentados, que sdo o grupo de alimentos mais
consumido para a aquisicdo de probioticos (Corona et al., 2016), deve ter em conta 0s
niveis de concentracdo de microrganismos. Assim, para que estes microrganismos
possam proporcionar beneficios para a saude do hospedeiro sdo necessarios niveis
superiores a 10" ufc/g de cada espécie, para o caso de culturas com varias espécies
(Mattila-Sandholm et al., 2002), e 10° ufc/g no produto final (Panghal et al., 2018), ndo
sendo especificado se se trata de monoculturas ou culturas mistas. Varios autores tém
sugerido que os alimentos com probidticos devem apresentar entre 10° e 10'° ufc/g
(Allgeyer, Miller, & Lee, 2010; Bosnea, Kopsahelis, Kokkali, Terpou, & Kanellaki, 2017;
Mondragén-Bernal, Alves, Teixeira, Ferreira, & Maugeri Filho, 2017; Mousavi, Heshmati,
Garmakhany, Vahidinia, & Taheri, 2019; Sanders, M. E. & in’t Veld H., 1999; Shori, 2016)
e que estes niveis devem permanecer inalterados durante o tempo de vida util do
produto. A baixa taxa de sobrevivéncia de culturas probiéticas no leite tem sido
contornada pela indastria através da adicdo de componentes que ndo sejam hidrolisados
ou absorvidos no estdmago ou no intestino delgado (Bosnea et al., 2017), os designados
prebidticos (extratos de plantas, proteinas do leite, entre outros) a fim de aumentar a
sobrevivéncia desses microrganismos nos produtos bem como durante a passagem pelo
trato gastrointestinal humano (Granato et al., 2019).

O processo de digestdo dos alimentos podera alterar os niveis de probidticos
presentes inicialmente nos alimentos e assim afetar a eficacia dos potenciais beneficios
destes microrganismos no ser humano. O presente estudo pretendeu quantificar o
namero de bactérias LAB presentes em alimentos fermentados disponiveis em Portugal
durante o seu tempo de vida util, bem como, avaliar a sua capacidade de sobrevivéncia
utilizando um modelo estatico de digestdo humana in vitro. Avaliaram-se 0s niveis
microbiol6gicos obtidos através de dois métodos de quantificacdo de LAB: um método
normalizado de contagem em placa (MRS agar) e um método alternativo, utilizando um
sistema automatizado (TEMPO® LAB). As espécies bacterianas presentes em alguns
dos alimentos fermentados considerados foram ainda identificadas através do sistema
VITEK® MS.

5.1 Comparacdo do método de contagem em placa (MRS agar) com o
método alternativo (TEMPO® LAB)

Neste estudo foi comparado o desempenho de dois métodos de contagem de
bactérias do acido-lactico (LAB), o método de cultura classico MRS agar e o método
automatizado TEMPO® LAB. Apesar do sistema TEMPO® LAB nado ser concebido
especificamente para a quantificacdo de bactérias LAB em produtos lacteos (Anénimo,
2018), procedeu-se a comparacdo destas duas metodologias por forma a avaliar a
potencial utilizacdo do sistema TEMPO® LAB atendendo a que é um método
automatizado e por conseguinte apresentando maior celeridade do processo de analise.
Visto que o meio MRS agar assegura um crescimento exuberante de lactobacilos, tanto
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em amostras bioldgicas (esfregacos orais e fezes), como alimentares (ex. lacteas) assim
como de outras fontes, era esperado obterem-se contagens superiores com este
procedimento quando comparado com a metodologia TEMPO® LAB. De acordo com o
suporte técnico da empresa que comercializa o sistema TEMPO® LAB, esta metodologia
ndo deve ser usada para a contagem de culturas termofilas iniciadoras ou starters, pois é
altamente provavel que os resultados sejam subestimados (Anénimo, 2018). O método
gue inclui o meio MRS agar é o mais utilizado e considerado o método padrdo de
contagem em placa, de Lactobacillus, embora Bifidobacterium spp. também possam
crescer (Shafiei, 2018; Zielinska, Oldak, Rzepkowska, & Zielinski, 2018). Este meio é
considerado um meio ndo seletivo (Ashraf & Shah, 2011), contudo com ligeiras
alteracdes na sua formulacdo e/ou temperatura de incubacdo também pode funcionar
como meio diferencial ou seletivo, permitindo distinguir LAB de outras bactérias
probidticas (Ashraf & Shah, 2011).

Ainda assim, esperava-se que os resultados do TEMPO® LAB fossem da mesma
ordem de grandeza para a mesma categoria de produto (ou seja iogurte padrao, iogurte
bifidos, iogurte grego, iogurte skyr, kefir e alternativa vegetal ao iogurte), o que nao se
verificou. A exceg¢do foram os alimentos fermentados do tipo liquido, em que os
resultados obtidos entre os dois métodos foram mais coerentes. No caso das amostras
de kefir, que séo do tipo liquido, apesar de este ser uma associacao entre bactérias e
leveduras numa matriz polissacaridea, os resultados obtidos com os dois métodos
aplicados foram concordantes, o que permite concluir que estes métodos ndo sao
afetados pela presenca de outros microrganismos, eventualmente presentes na amostra.
Esta hipotese pode ser sustentada segundo as publicagdes de Kesmen e Kacmaz (2011)
e Zanirati et al. (2015) onde referem que as bactérias LAB sdo dominantes nos gréos de
kefir sendo que as espécies de Lactobacillus correspondem a 80-90% da contagem
microbiana total (Kesmen & Kacmaz, 2011; Zanirati et al., 2015). Contudo as contagens
do numero de lactobacilos a partir dos grédos de kefir, em MRS agar, foram ligeiramente
mais baixas do que o descrito na literatura (1,64x10" ufc/g), onde estes valores variam
geralmente entre 10° a 10° ufc/g (Garofalo et al., 2015). Apesar de este valor ser mais
baixo, ndo significa necessariamente que o kefir ndo possa exercer efeito probiético uma
vez que as bactérias LAB estabelecem relagdes com outros microrganismos com
potencial de probiético. Com o método de contagem em meio MRS agar, verificou-se que
para a maioria das categorias de alimentos (iogurte padréo, iogurte bifidos, iogurte grego,
kefir e alternativa vegetal ao iogurte) as contagens de microrganismos obtidas estédo
dentro do intervalo de valores recomentados, entre 10° - 10' ufc/g, como referido
anteriormente. Apenas o iogurte skyr apresenta contagens ligeiramente mais baixas (10°
ufc/g). Tendo em consideracao que as diferencas no tipo, isto é, a forma de apresentacao
dos produtos, reflete as suas caracteristicas em termos de composi¢ao e processamento
tecnolégico, estas poderdo justificar as diferencas encontradas nos resultados deste
estudo. Contudo, estudos futuros deverdo contribuir para o esclarecimento desta
hipotese.

Podemos concluir que o método TEMPO® LAB néo apresentou um desempenho
satisfatorio na quantificacdo de bactérias LAB nos alimentos ensaiados. As contagens
obtidas com o método de contagem em meio MRS agar foram mais elevadas, e sendo
este 0 método considerado padréo, € possivel concluir que o método utilizando o sistema
TEMPO® LAB ndo quantificou a totalidade das bactérias que estavam presentes no
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alimento. Assim, o presente estudo refor¢ca que o método de contagem em meio MRS
agar constitui o método preferencial para a quantificacdo de LAB.

Pelas razdes apresentadas anteriormente, 0 método de quantificacéo selecionado
para avaliar a sobrevivéncia de LAB, antes e ap6s a simulacédo do processo de digestédo
humana in vitro, foi o de contagem em meio MRS agar.

5.2 Caracterizagdo microbiol6gica dos diferentes alimentos fermentados

No presente estudo, verificou-se que em relacdo ao tipo, as diferencas foram
estatisticamente significativas entre liquido e batido e entre liquido e sélido, mas nao
entre solido e batido, ndo sendo possivel alcancar uma justificacdo para tal diferenca.

Em relagdo a composicdo, os alimentos fermentados de aroma apresentaram
contagens mais baixas quando comparados com os resultados das amostras naturais ou
acucarados. Como é mencionado por Champagne et al. (2005) e Sanders M. E. & in’t
Veld, H., (1999), os iogurtes aromatizados com fruta diminuem a estabilidade e o
crescimento de probidticos, e em particular de bifidobactérias, (Champagne et al., 2005;
Sanders, M. E. & in’t Veld, H., 1999), contudo esta relacao néo é linear, e € dependente
da estirpe utilizada (Bedani et al., 2014). Apesar de no presente estudo se ter verificado
gue as amostras com aroma apresentaram menor contagem de LAB que as amostras
naturais, estas diferencas ndo demonstraram ser estatisticamente significativas. Tal facto
podera estar relacionado com a heterogeneidade de amostras que podem ser
consideradas e as suas caracteristicas intrinsecas. Ou seja, o grupo “aroma” pode incluir
uma grande variedade de produtos que poderdo apresentar diferentes caracteristicas e
gue por isso podem apresentar diferentes contagens (Champagne et al., 2005).

Ao nivel da matéria gorda ndo se observaram diferencas estatisticamente
significativas. Revela-se assim que a matéria gorda ndo influencia significativamente a
sobrevivéncia das bactérias, tal como referido por Champagne et al. (2005) e Sanders &
Veld (1999) (Champagne et al., 2005; Mary Ellen Sanders & Huis in't Veld, 1999).
Todavia a formulacdo de iogurtes com baixo teor de gordura, apresenta algumas
dificuldades de producado, tais como: a separacdo do soro do leite (sinérese) e
apresentarem uma textura fragil (Prasanna, Grandison, & Charalampopoulos, 2013). Em
regra, este facto resulta na necessidade de adicionar agentes estabilizadores ou de
aumentar o nivel de sélidos do leite, ndo comprometendo o perfil sensorial do produto
final. Deste modo, o uso in situ de bactérias LAB produtoras de exopolissacarideos
(EPSs), nomeadamente Lactobacilli, Lactococci, Streptococci, e Bifidobacterium,
apresentam uma alternativa viavel aos estabilizadores adicionados que para além de
melhorarem as propriedades fisico-quimicas do iogurte também exercem atividade
probidtica (Prasanna et al., 2013). Outra estratégia utilizada para reduzir a sinérese, em
iogurtes probidticos, € enriquecer a matriz alimentar lactea com prebi6ticos; assim este
tipo de matriz passa a proteger as bactérias do ambiente acido dos iogurtes, com a
finalidade de aumentar a viabilidade das culturas probidticas (Bosnea et al., 2017).

Apesar das diferencas verificadas na contagem de LAB entre os alimentos cuja
matriz alimentar foi leite de vaca comparando com os alimentos cuja matriz alimentar foi
bebida de soja, ndo é espectavel que esta diferenca seja devida ao tipo de matriz.
Estudos anteriores confirmam que microrganismos probidticos, nomeadamente
Bifidobacterium spp. e Lactobacillus spp. acidophilus, que sdo as espécies bacterianas
mais comuns consideradas como potenciais probidticos, tém a capacidade de
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metabolizar oligossacarideos durante a fermentacdo da bebida de soja, sendo esta um
bom transportador de microrganismos probiéticos (Bedani et al., 2013; Farnworth et al.,
2007).

No caso da suplementacdo (com bifidobactérias), a distingdo entre alimentos
compostos apenas por fermentos lacticos ou compostos por fermentos lacticos e
bifidobactérias os valores apresentados sdo da mesma ordem de grandeza, 10°® ufc/g,
nao existindo diferencas estatisticamente significativas. Assim, verifica-se que ao nivel do
namero de LAB estes alimentos ndo sdo diferentes (estatisticamente) podendo supor-se
que o facto de serem suplementados com bifidobactérias ndo altera o numero total de
LAB e ainda que, no caso dos produtos suplementados, o processo de fabrico considera
uma mistura de ambos 0s grupos de bactérias numa propor¢cdo que atinja os teores
comparaveis com o0s produtos que apenas apresentam fermentos lacticos.

As diferencas observadas entre alimentos de marca de fabricante e alimentos de
marca propria também ndo apresentam diferencas estatisticamente significativas,
revelando que as LAB estéo presentes em ambos os alimentos em niveis semelhantes.
No entanto, deve realgar-se que as culturas starter utilizadas em ambos os grupos
poderdo ser diferentes, podendo influenciar a capacidade dos probidticos suportarem as
diferentes condig¢fes fisico-quimicas ao longo do trato gastrointestinal durante a digestéao
(Schillinger, Guigas, & Heinrich Holzapfel, 2005). No caso de Portugal, desde 1995,
segundo a Portaria n°521/95 de 31 de Maio (Andnimo, 1995), que deixa de ser
obrigatério declarar, no ro6tulo do alimento, o teor de microrganismos especificos
presentes no alimento. Por conseguinte, cada marca pode utilizar concentragbes
varidveis das varias estirpes de LAB, que em consequéncia vao conferir diferentes
caracteristicas ao produto ou capacidade de resistirem as condi¢cfes verificadas durante
a digestao.

5.3 Sobrevivéncia de bactérias do acido-lactico (LAB) ao processo de
digestédo in vitro

Através da simulagéo do processo de digestdo humana in vitro, verificou-se que o
namero de bactérias LAB apGs a digestéo € inferior a quantidade determinada antes da
digestdo. Uma vez que ndo esta estipulada a quantidade exata de microrganismos que
tém de permanecer viaveis no trato gastrointestinal para que possam exercer 0S seus
efeitos benéficos, estima-se apenas a quantidade a ser consumida para que esses
efeitos sejam obtidos, baseando-se em doses consideradas eficazes através de estudos
em humanos (Williams, 2010). Assim a relacdo que se pode estabelecer baseia-se no
limite minimo recomendado de ufc/g que deve estar presente no alimento no momento
em que este sera consumido, isto é 10° ufc/g (Ashraf & Shah, 2011; Tripathi & Giri, 2014).
Tendo isto em consideragdo, apenas as amostras C, D e E apresentam valores
(1,39x107, 3,26x10° e 1,23x10° ufc/g, respetivamente) acima deste limite minimo
recomendado. Apesar de C e D terem uma matriz de leite de vaca e E uma matriz de
bebida de soja, ambos sdo suplementados com bifidobactérias o que vem corroborar a
capacidade destas bactérias nao so6 resistirem as diferentes condicées ao longo do trato
gastrointestinal, como de se multiplicarem e a preferéncia em serem utilizadas como
probiéticos (Fazilah et al., 2018; Gupta & Garge, 2009; M. E. Sanders et al., 2018). Os
resultados obtidos sugerem que a bebida de soja possa ser um bom substrato com vista
a protecdo das bactérias probioticas durante a digestdo, apresentando resultados
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comparaveis aos obtidos quando a matriz € leite de vaca. Assim, a utilizacdo de bebida
de soja para a producao destes alimentos fermentados pode constituir uma mais valia
para os consumidores que pretendam consumir alimentos que n&do sejam de origem
animal ou por restricbes alimentares motivadas por condicbes de salde, como a
intolerancia a lactose (Granato et al., 2019).

E sabido que a composicdo da matriz alimentar influencia a capacidade de
sobrevivéncia dos probidticos ao longo da passagem pelo trato gastrointestinal
(Schillinger et al., 2005). logurtes que apresentem uma matriz alimentar com elevado
contetdo de proteina ou de gordura proporcionam, em regra, um meio mais adequado
para a sobrevivéncia de microrganismos probiéticos atendendo a que proporcionam um
ambiente tampdao, evitando oscilagbes bruscas do pH do meio (Schillinger et al., 2005;
Shafiei, 2018). Atualmente verifica-se uma tendéncia de consumo de alimentos
fermentados que apresentem menor teor de gordura, como é o caso dos iogurtes skyr.
No caso do iogurte skyr, utilizado no presente ensaio (F), houve uma diminuicdo do
ndmero de LAB ap6s o processo de digestdo in vitro de 1,35x10° ufc/g para 1,51x10*
ufc/g. Esta diferenca podera ser justificada pelo baixo teor de gordura que este produto
apresenta. Foram observadas também diferengas estatisticamente significativas entre os
alimentos com diferentes teores de gordura. Por outro lado, a amostra B, correspondendo
a um iogurte padréo, cujo teor de gordura era elevado (gordo) apresentou uma baixa
sobrevivéncia de LAB ap6s a digestdo. Assim é dificil estabelecer de forma clara uma
tendéncia no que concerne ao teor de gordura nos alimentos fermentados e a
sobrevivéncia de bactérias probidticas durante a digestdo. Estudos futuros considerando
outras variaveis e uma maior amostragem deverdo contribuir para o esclarecimento desta
guestdo e obter conclusdes mais robustas.

De acordo com a legislagdo em vigor em Portugal, no caso do processo de fabrico
do iogurte, independentemente de possiveis variacdes na formulagdo que possa sofrer,
as bactérias Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus e Streptococcus thermophilus tém
de ser as espécies dominantes (Portaria n°® 742/92 de 24 de Julho). Assim sendo, era
expectavel que os diferentes iogurtes padrdo considerados no presente estudo
apresentassem um comportamento semelhante. Contudo, esta premissa nao foi
verificada através dos resultados obtidos. As duas amostras referentes ao iogurte padrao
(A e B) apresentaram contagens de LAB apls o processo de digestdo in vitro
significativamente diferentes, sendo que a amostra A apresentou uma reducdo de
8,70x10° ufc/g para 8,45x10° ufc/g e a amostra B apresentou uma reducdo de 2,70x10°
ufc/g para 1,95x10° ufc/g. Estas amostras correspondem a alimentos fermentados de
marca de fabricante (A) e de marca prépria (B). Também no caso do iogurte de bifidos as
diferencas entre a amostra de marca de fabricante (C) e a amostra de marca propria (D),
apresentaram reducgfes no numero de contagens de LAB, no caso da amostra C passou
de 6,70x10® ufc/g para 1,39x10’ ufc/g, e no caso da amostra D passou de 6,80x10° ufc/g
para 3,26x10° ufc/g. As razdes que justifiquem estes resultados s&do desconhecidas.
Contudo, diferencas ao nivel das condi¢cdes de manutengdo das estirpes ou mesmo das
variedades utilizadas poderao justificar estes resultados.

E de realcar que o nimero de células probidticas viaveis que devem chegar ao
intestino e que permitam obter os melhores beneficios destes agentes permanecem por
estabelecer, bem como as estirpes que melhor resistem a esse processo (Allgeyer et al.,
2010; Zielinska et al., 2018). Apesar de em muitas situagfes os mecanismos de acdo dos
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probidticos estejam bem caracterizados, existem ainda algumas duavidas sobre as
condicbes precisas necessarias para que um microrganismo ou uma cultura de
microrganismos promovam efeito probidtico ou até serem classificados como probidticos;
um conjunto de orientacBes, referidas no relatério da FAO/WHO (2002), indica a
necessidade de caracterizar a estirpe microbiana e de ser feito pelo menos um estudo no
grupo de humanos alvo para ser considerado probiético (Reid, Gadir, & Dhir, 2019).

5.4 Identificacdo de espécies bacterianas em alimentos fermentados

Com a utilizagdo do sistema VITEK® MS pretendeu-se identificar e confirmar a
presenca das principais espécies bacterianas usadas no fabrico dos alimentos
fermentados incluidos nos ensaios de digestdo. Os resultados obtidos estdo de acordo
com o esperado para cada uma das amostras tendo em conta a flora caracteristica de
cada produto. Para o caso particular dos alimentos publicitados como funcionais, como é
o caso dos iogurtes contendo bifidos, tais resultados vieram confirmar que as
bifidobactérias estdo de facto presentes no alimento. Por outro lado, os resultados
obtidos evidenciam que a tecnologia MALDI-TOF MS poder ser utilizada para a
classificacdo e identificacdo de LAB, tanto isoladas de iogurtes como de outros alimentos
probidticos, comprovando a sua eficacia na determinacéo do perfil molecular até ao nivel
da subespécie (Russo et al., 2019; Zielinska et al., 2018).

6. Concluséao

Os alimentos fermentados sdo considerados o principal veiculo de aquisicdo de
organismos probidticos, sendo o iogurte o produto mais popular em todo o mundo (Ashraf
& Shah, 2011; Burgain et al., 2014). A consciencializagdo da populacdo para a
importancia da alimentagdo com vista @ manutencéo de uma boa saude tem tido efeito ao
nivel da formulacdo de novos produtos alimentares. O iogurte padrdo tem sofrido
diversas alteragBes, como por exemplo a reducdo do teor de gordura e a adi¢cdo de
estirpes especificas com potencial probidtico. No entanto, € importante nao soé
desenvolver um alimento potencialmente funcional, mas também manter a qualidade
sensorial e garantir que o consumidor obtenha os maiores beneficios para a saude do
consumo regular de tais alimentos (Granato et al., 2019). Como resultado, torna-se
essencial desenvolver medidas adequadas que garantam a sobrevivéncia dos
microrganismos e avaliar a quantificacdo de células aptas a exercer efeito probiético no
consumidor (Mondragén-Bernal et al., 2017; Sanders, M. E. & in't Veld, H., 1999).

Com o presente trabalho foi possivel destacar a importancia da composicao do
alimento na sobrevivéncia e viabilidade dos microrganismos com potencial probittico. As
variaveis Tipo e Matriz alimentar foram as que apresentaram maior impacto em termos da
sobrevivéncia de LAB durante o tempo de vida util do alimento. Contudo, estudos futuros
deverdo permitir a compreensdo do impacto destas variaveis. E ainda possivel concluir
que o limite minimo recomendado de microrganismos presentes durante o tempo de vida
atil dos alimentos (10° ufc/g) est& a ser cumprido.
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Para a quantificacdo de bactérias LAB, evidenciou-se que a utilizagéo do sistema
automatizado TEMPO® LAB ndo € o mais apropriado como substituto do método de
cultura tradicional em meio MRS agar.

O iogurte, o leite fermentado e as alternativas vegetais ao iogurte sdo bons
veiculos de administracdo de probidticos. Mesmo sujeitos a condicdes adversas,
encontradas ao longo do trato gastrointestinal, sobrevivem a tais condi¢es. Verificou-se
também que os alimentos atuam como um ambiente complexo e dinamico, no qual os
seus parametros fisico-quimicos afetam diretamente a sobrevivéncia dos microrganismos
ao longo do trato gastrointestinal, principalmente o teor de gordura e 0s microrganismos
que os compdem. A determinacdo da concentracdo de bactérias LAB quantificadas apés
0 processo de digestdo humana in vitro demonstrou que existe uma redu¢do do numero
de bactérias, contudo ainda permanecem em numero significativo para que seja
expectavel que exercam efeito probittico, tendo em conta o valor minimo recomendado
no produto pronto a consumir (10° ufc/g). De realcar que a relacdo entre quantidade,
mecanismos de agdo e a prevencdo de doenca ainda ndo estd completamente
estabelecida (Sanders et al., 2018). Verificou-se também que as bifidobactérias séo
aparentemente resilientes ao processo de digestéo, e que ¢€ justificavel o seu uso como
potenciais probioticos.

O uso do método MALDI-TOF MS demonstrou ser uma ferramenta rapida e
simples para a identificagdo de LAB. Este podera assim ser aplicado como método
complementar para a identificacdo de LAB em alimentos lacteos fermentados.

7. Perspetivas futuras

A utilizacdo de sistemas automatizados é cada vez mais um objetivo em
microbiologia de alimentos, por forma a agilizar os processos, habitualmente morosos,
considerados na microbiologia alimentar classica. No que concerne a quantificacdo de
bactérias LAB, estudos futuros deveriam considerar o aperfeicoamento do sistema
automatizado TEMPO® LAB para a quantificacdo de bactérias LAB em alimentos
fermentados.

A digestdo de alimentos € um processo complexo que tem recebido cada vez
mais atencdo por parte da inddstria alimentar. A analise da sobrevivéncia de probibticos
ao processo de digestdo humana estd dependente de mdltiplos fatores, pois trata-se de
diferentes tipos de interacdes entre diferentes componentes dos alimentos, que que sdo a
matriz de transporte destes microrganismos com efeitos benéficos para a saude.
Considerando os resultados obtidos no presente estudo, investigacdo futura devera
contribuir para o esclarecimento da relagcdo que o teor de gordura e a suplementacéo,
tém na sobrevivéncia de estirpes bacterianas com potencial probiético ao processo de
digestdo humana.

Por ultimo, e atendendo a crescente importancia da modulacdo do microbioma
humano recorrendo a intervencdes dietéticas, a utilizacdo de alimentos fermentados,
nomeadamente iogurtes e produtos similares devera ser reforcado, com especial énfase
enquanto terapéutica ou prevencdo em determinadas doencas. Com o completo
entendimento da interagdo entre os constituintes do alimento e entre os microrganismos,
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poderiam ser formulados produtos que fossem ao encontro das necessidades de cada
consumidor, ndo s6 do ponto de vista terapéutico, direcionado individualmente, como
também para quem procura alternativas que concordam com um estilo de vida saudavel
e consciente sobre os efeitos na salde dos alimentos que consomem.
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Anexo 1 — Al. Caracterizacdo das amostras incluidas no plano de amostragem por categoria de produto.

Amostra Tipo Composicgéo Matéria gorda Matriz alimentar Marca Suplementacéo

logurte Natural

P1 Solido Natural Gordo Leite de vaca Marca propria Fermentos lacticos

P2 Sdlido Natural Gordo Leite de vaca Marca prépria Fermentos lacticos

P3 Sdélido Natural Gordo Leite de vaca Marca prépria Fermentos lacticos

P4 Sdlido Natural Meio gordo Leite de vaca Marca propria Fermentos lacticos

P5 Solido Natural Magro Leite de vaca Marca Fermentos lacticos

P6 Sdlido Natural Meio gordo Leite de vaca Marca prépria Fermentos lacticos

P7 Solido Acucarado Meio gordo Leite de vaca Marca Fermentos lacticos

P8 Sdélido Natural Meio gordo Leite de vaca Marca prépria Fermentos lacticos

P9 Sdlido Natural Meio gordo Leite de vaca Marca propria Fermentos lacticos

P10 Sdélido Natural Meio gordo Leite de vaca Marca prépria Fermentos lacticos

P11 Sdlido Natural Meio gordo Leite de vaca Marca propria Fermentos lacticos

P12 Sdélido Natural Meio gordo Leite de vaca Marca Fermentos lacticos

P13 Sdélido Natural Meio gordo Leite de vaca Marca Fermentos lacticos

P14 Sdlido Natural Meio gordo Leite de vaca Marca Fermentos lacticos

P15 Solido Natural Meio gordo Leite de vaca Marca Fermentos lacticos

P16 Solido Natural Magro Leite de vaca Marca Fermentos lacticos

P17 Sdlido Natural Meio gordo Leite de vaca Marca prépria Fermentos lacticos

logurte Bifidos

Bl Sdlido Natural Gordo Leite de vaca Marca Fermentos lacticos
Bifidobactérias

B2 Solido Natural Gordo Leite de vaca Marca Fermentos lacticos
Bifidobactérias

B3 Solido Natural Gordo Leite de vaca Marca Fermentos lacticos

Bifidobactérias
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B4 Liguido Aroma Meio gordo Leite de vaca Marca Fermentos lacticos
Bifidobactérias

B5 Liquido Aroma Meio gordo Leite de vaca Marca propria Fermentos lacticos
Bifidobactérias

B6 Solido Natural Gordo Leite de vaca Marca propria Fermentos lacticos
Bifidobactérias

B7 Sdlido Natural Gordo Leite de vaca Marca prépria Fermentos lacticos
Bifidobactérias

B8 Sdlido Natural Gordo Leite de vaca Marca prépria Fermentos lacticos
Bifidobactérias

B9 Sdlido Natural Magro Leite de vaca Marca prépria Fermentos lacticos
Bifidobactérias

B10 Sdlido Natural Magro Leite de vaca Marca propria Fermentos lacticos
Bifidobactérias

B11 Sdlido Acucarado Meio gordo Leite de vaca Marca propria Fermentos lacticos
Bifidobactérias

logurte Grego

Gl Batido Natural Gordo Leite de vaca Marca Fermentos lacticos

G2 Batido Natural Gordo Leite de vaca Marca Fermentos lacticos

G3 Batido Natural Gordo Leite de vaca Marca prépria Fermentos lacticos

G4 Batido Natural Gordo Leite de vaca Marca propria Fermentos lacticos

G5 Batido Natural Gordo Leite de vaca Marca Fermentos lacticos

G6 Batido Acucarado Gordo Leite de vaca Marca prépria Fermentos lacticos

logurte Skyr

S1 Batido Aroma Magro Leite de vaca Marca Fermentos lacticos

S2 Batido Natural Magro Leite de vaca Marca prépria Fermentos lacticos

S3 Batido Natural Magro Leite de vaca Marca prépria Fermentos lacticos

S4 Batido Natural Magro Leite de vaca Marca propria Fermentos lacticos

S5 Batido Natural Magro Leite de vaca Marca propria Fermentos lacticos

Kefir

K1 Liquido Natural Gordo Leite de vaca Marca Fermentos lacticos

K2 Liquido Natural Gordo Leite de vaca Marca Fermentos lacticos
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Alternativa
vegetal ao iogurte

Vi Liquido Aroma Meio gordo Bebida de soja Marca Fermentos lacticos
Bifidobactérias

V2 Solido Natural Meio gordo Bebida de soja Marca Fermentos lacticos
Bifidobactérias

V3 Sdlido Natural Meio gordo Bebida de soja Marca Fermentos lacticos
Bifidobactérias

V4 Sdlido Natural Meio gordo Bebida de soja Marca Fermentos lacticos
Bifidobactérias

Total 45

54



Anexo 2 — A2. Valores das contagens de bactérias LAB obtidas em alimentos
fermentados (n=45).

Amostra TEMPO® LAB Média Desvio padréo MRS agar Média Desvio
(ufcl/g) (ufc/g) padréo

logurte 5,41E+06 8,81E+06 3,61E+08 2,30E+08

Padréo

P1 6,80E+06 4,90E+08

P2 1,00E+06 1,35E+08

P3 2,00E+06 2,70E+08

P4 5,00E+06 4,91E+07

P5 1,00E+04 6,30E+08

P6 2,00E+04 2,28E+08

P7 4,00E+04 2,55E+08

P8 4,80E+06 2,74E+06

P9 4,70E+05 3,60E+08

P10 4,30E+06 6,80E+08

P11 4,90E+05 2,75E+08

P12 1,70E+07 4,60E+08

P13 9,00E+06 8,70E+08

P14 4,90E+05 2,50E+08

P15 4,90E+05 4,30E+08

P16 3,50E+07 5,30E+08

P17 5,00E+06 2,17E+08

logurte 1,12E+07 2,96E+07 5,11E+08 6,68E+08

Bifidos

Bl 8,10E+06 7,80E+08

B2 8,10E+06 6,70E+08

B3 6,60E+06 2,35E+09

B4 1,00E+08 5,64E+07

BS5 4,50E+05 6,00E+07

B6 1,00E+04 2,48E+08

B7 1,20E+04 4,10E+08

B8 1,10E+05 6,80E+08

B9 1,00E+04 8,91E+07

B10 3,60E+04 5,64E+07

B11 1,00E+04 2,20E+08

logurte 3,20E+06 6,81E+06 4,03E+08 2,63E+08

Grego

Gl 1,70E+07 2,30E+08

G2 9,20E+04 1,95E+08

G3 1,00E+04 2,52E+08

G4 1,00E+04 2,59E+08

G5 2,10E+06 7,20E+08

G6 1,00E+04 7,60E+08

logurte 2,08E+05 2,58E+05 6,66E+08 5,76E+08

Skyr

S1 1,00E+04 1,59E+08
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S2 1,00E+02 1,50E+02

S3 4,90E+05 7,70E+08

S4 4,90E+05 1,05E+09

S5 5,00E+04 1,35E+09

Kefir 9,01E+06 1,27E+07 1,64E+07 2,31E+07
K1 1,00E+04 2,63E+04

K2 1,80E+07 3,27E+07

Alternativa 1,83E+06 3,65E+06 9,47E+07 9,37E+07
vegetal ao

iogurte

Vi 7,30E+06 4,55E+06

V2 1,00E+04 1,44E+08

V3 1,00E+04 2,87E+07

V4 1,00E+04 2,02E+08

Total 45
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