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RESUMO

Probioticos sdo definidos como produtos alimentares que contem microrganismos
vivos benéficos para a salude. Estes aumentam o valor nutritivo e terapéutico dos
alimentos, através do equilibrio microbiano intestinal e das funcdes fisioldgicas do
trato gastrointestinal. O congelamento e o descongelamento de produtos probiéticos
pode causar danos as células como morte celular, inibicdo do desenvolvimento e a
interrupcdo das atividades metabolicas. Entretanto, alimentos que estdo em
temperaturas mais baixas e encapsulados tem maiores taxas de conservagéo e de
armazenamento, consequentemente, uma maior viabilidade. Neste contexto o
objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito do processo de congelamento na
viabilidade de Saccharomyces boulardii, servindo como estudo de base para o
aumento da viabilidade de produtos probidticos congelados sem adi¢éo de leite ou
derivados lacteos. Para isso, células de Saccharomyces boulardii obtidas foram
expostas ao congelamento na forma livre e imobilizada em esferas de alginato de
calcio. Apoés diferentes dias sob o efeito do congelamento, as leveduras foram
descongeladas e quantificadas pelo método de microplaqueamento. Os resultados
obtidos foram expressos em Log UFC. O congelamento reduziu de forma
significativa a contagem de células viaveis apdés um més de ensaios, a imobilizacdo
ndo se mostrou eficaz em proteger as células, porém este estudo serve como base
para mais estudos que adequem melhor a forma de imobilizacdo celular e também

os métodos de analises para este tipo de prote¢ao.

Palavras-chave: Probiéticos, S. boulardii, Esferas, Viabilidade, Produtos

Congelados.



ABSTRACT

Probiotics are defined as food products that contain health-promoting living
microorganisms. These increase the nutritional and therapeutic value of food through
the intestinal microbial balance and the physiological functions of the gastrointestinal
tract. Freezing and thawing probiotic products can cause cell damage such as cell
death, inhibition of development and disruption of metabolic activities. However,
foods that are at lower temperatures and encapsulated have higher conservation and
storage rates, hence greater viability. The aim of the present study was to evaluate
the effect of the freezing process on the viability of Saccharomyces boulardii, serving
as a baseline study to increase the viability of frozen probiotic products without the
addition of milk or dairy products. For this purpose, obtained Saccharomyces
boulardii cells were exposed to freeze and immobilized on calcium alginate beads.
After days of freezing, the yeasts were thawed and quantified by the microplating
method. The results obtained were expressed in Log CFU. Freezing significantly
reduced viable cell counts after one month of testing, immobilization was not effective
in protecting cells, but this study serves as the basis for further studies that better suit

cell immobilization and also methods of analyzes for this type of protection.

Keywords: Probiotics, S. boulardii, Spheres, Viability, Frozen Products.
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1 INTRODUCAO

Devido aos fatores modernos de urbanizagéo, industrializacéo e globalizagéo,
a qualidade de vida das pessoas tende a ser muitas vezes prejudicada, com isso, a
demanda de alimentos favoraveis a saude no mercado vem aumentando durante os
tltimos anos. Os alimentos funcionais, onde o0s prebidticos e os probidticos se
destacam, sdo os mais demandados pelas pessoas. (LORENZ, 2009).

Os alimentos funcionais sédo aqueles que além de fornecerem nutricdo bésica
ao organismo, também geram beneficios a salde através de mecanismos nao
previstos na nutricdo convencional, restringindo-se apenas na prevengao e nao na
cura de doengas (WENDLING & WESCHENFELDER, 2013). Os principais
ingredientes de um alimento funcional sdo Oleos de peixe, esterbis de plantas,
minerais, vitaminas, prebioticos e probiodticos. Eles s@o os responsaveis pela
funcionalidade desses alimentos (FERREIRA, 2001; THAMER e PENNA, 2006).

Os probidticos sé@o definidos como produtos alimentares que contem
microrganismos vivos benéficos para a saude (FAO, 2001). Além disso estes
também aumentam o valor nutritivo e terapéutico dos alimentos, através do equilibrio
microbiano intestinal e das fungBes fisiolégicas do trato gastrointestinal (SHAH,
2001).

A maioria dos probiéticos no mercado tem em sua composi¢do o principal
microrganismo, as bactérias, mais especificamente, bactérias acido laticas. Elas séo
as mais utilizadas em diversos alimentos lacteos, tais como iogurte, queijos e leites
fermentados em geral. Isso pode ser uma desvantagem para pessoas que possuem
alguma restricdo fisiolégica ou ideolégica quanto ao consumo de leite. (SHAH,
2001).

A Saccharomyces boulardii é praticamente a Unica levedura ndo patogénica
mais comercializada com funcdo probidtica. Porém, existem outras leveduras de
origem ambiental ou agroindustrial com propriedades probidticas semelhantes ou até
melhores, como por exemplo a Saccharomyces cerevisiae (CASSANEGO et al.,

2015). Essa levedura tem caracteristicas termotolerantes (cresce na temperatura de
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37°C) e é muito utilizada na medicina humana. E utilizada tanto no tratamento
quanto na prevencdo de distarbios gastrointestinais em geral, como diarréias
causada por diversos fatores, e também na prevencdo de doengas, tais como,
doenga de Crohn, amebiase aguda, entre outras (MARTINS et al., 2009).

A viabilidade dos microrganismos probidticos pode ser comprometida por
diversos fatores como por exemplo, a temperatura de armazenamento, presenca de
conservantes e de outros microrganismos, pH, concentragdo de oxigénio no produto,
entre outros fatores (SILVA, 2007).

O congelamento e o descongelamento de produtos probidticos pode causar
danos as células como morte celular, inibicdo do desenvolvimento e a interrupcao
das atividades metabdlicas. Entretanto, alimentos que estdo em temperaturas mais
baixas tem maiores taxas de conservacao e de armazenamento, consequentemente,
uma maior viabilidade (KOMATSU et al., 2008).

A técnica de imobilizacdo é uma alternativa para garantir uma maior
sobrevivéncia e viabilidade desses microrganismos, consiste em alojar dentro ou na
superficie de um agente imobilizador células ou enzimas. As matrizes mais utilizadas
para a imobilizacdo sdo o gel de alginato de calcio ou K-carragena (BATISTA, 2005;
TAMPION e TAMPION, 1988).

Neste contexto o objetivo do presente trabalho é avaliar o efeito do processo
de congelamento na viabilidade de S. boulardii, servindo como estudo de base para
0 aumento da viabilidade de produtos probidticos congelados sem adi¢do de leite ou

derivados lacteos.
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2 JUSTIFICATIVA

A industria de laticinios vem cada vez mais se destacando no mercado de
alimentos funcionais, tendo uma grande variedade de produtos lacteos com adigcéo
de prebidticos e probibdticos como por exemplo, os iogurtes e os leites fermentados
em geral. Tal fato se deve ao efeito protetor que a matriz do leite fornece aos
microrganismos probi6ticos durante o processamento e estocagem de alimentos, o
que permite que estes se apresentem de forma viavel para ingestdo. Entretanto, o
consumo desses produtos lacteos pode causar efeitos negativos em individuos
intolerantes a lactose e alérgicos a derivados do leite. Além disso, individuos
veganos também apresentam restricdes ao consumo desses alimentos devido suas
crengas éticas e sociais (WENDLING & WESCHENFELDER, 2013).

Por isso o desenvolvimento de alimentos probi6ticos congelados sem adi¢do
de leite pode apresentar-se como um nicho de mercado promissor.

Alimentos congelados tais como sorbets, tortas, picolés entre outros podem
ser uma sugestdo para o desenvolvimento de alimentos probidticos, tendo como
desafio a manutengéo da viabilidade desses microrganismos durante a estocagem e
processamento em baixas temperaturas (KOMATSU et al., 2008).

Uma alternativa combinada com o congelamento que pode garantir uma
maior viabilidade e sobrevivéncia da Saccharomyces boulardii € a imobilizagdo da
mesma em gel de alginato de célcio (CANILHA et al., 2006). Esta técnica consiste
em alojar dentro ou na superficie de um agente imobilizador células ou enzimas. As
matrizes mais utilizadas para a imobilizacdo sdo o gel de alginato de célcio ou K-
carragena (BATISTA, 2005; TAMPION e TAMPION, 1988).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

Estudar o efeito do processo de congelamento na viabilidade de

Saccharomyces boulardii livre e imobilizada em esferas de Alginato de Calcio.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Imobilizar em esferas de alginato de célcio o microrganismo Saccharomyces
boulardii.

e Submeter o microrganismo Saccharomyces boulardii, imobilizado e livre em
esferas de alginato de calcio ao processo de congelamento.

e Avaliar a viabilidade da Saccharomyces boulardii submetida ao processo de

congelamento.
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4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 PROBIOTICOS

O termo probidtico tem origem do latim, pro ("a favor') e do grego, bios
("vida"). Em 1974, Parker definiu probiéticos como microrganismos e substancias
que contribuem para o equilibrio microbiano intestinal, porém, as "substancias"
poderia incluir alguns suplementos como antibiéticos, uma substancia com efeito e
funcdo opostas ao dos probiodticos, entdo essa definicAo foi abandonada
(NOGUEIRA & GONCALVES, 2011).

Mais tarde em 1989, Fuller propds que os probibticos eram suplementos
alimentares que continham microrganismos vivos capazes de favorecer
beneficamente o hospedeiro, assim estabelecendo o equilibrio da microbiota
intestinal. Entretanto, os autores limitaram o uso do termo probi6tico em produtos
que continham células viaveis de microrganismos capazes de exercer efeitos no
trato digestivo, proporcionando salde para humanos ou animais que ingerissem o
probiético (HAVENAAR & HUIS IN'T VELD, 1992).

S6 em 2001, a definicdo mais aceita atualmente para probiéticos é que eles
sdo microrganismos vivos que conferem beneficios ao individuo, quando
consumidos em quantidades adequadas (FAO/WHO, 2001).

No trato gastrointestinal, ha aproximadamente 400 espécies de bactérias que
habitam-no e sdo separadas em duas categorias: As bactérias patogénicas, que séo
consideradas nocivas para a saude; e as bactérias probidticas, benéficas a saude
(GISIGER, 2015).

Existem alguns critérios para que o microrganismo seja considerado um
probidtico, tais como: ndo apresentar patogenicidade, ser estavel, viavel, produtor de
acido e acido resistente, resistindo a agdo da bile e as condi¢cbes do trato
gastrointestinal. Outros critérios que 0 microrganismo precisa ter para ser
considerado um probidtico s@o: ser Gram positivo e apresentar especificidade ao
hospedeiro (GISIGER, 2015).

O uso de microrganismos probidticos vem sendo cada vez mais comum
atualmente, tanto na forma alimentar, quanto na forma medicamentosa, como no
caso de bactérias (Lactobacillus) e leveduras (S. boulardii). O consumo desses

produtos probiodticos tem a capacidade de diminuir o colesterol circulante do
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organismo humano, mais especificamente, bactérias acido lacticas promovem o
aumento consideravel no HDL (lipoproteina de alta densidade) e diminuem a
concentracdo dos niveis de LDL (lipoproteina de baixa densidade) (PEDROSO,
2011).

Seu efeito medicamentoso exercido por esses microrganismos € mais
utilizado na recomposi¢do da microbiota intestinal apds tratamento com antibioticos
de amplo espectro, em diversos tipos de diarréias e outros usos (PEDROSO, 2011).

O mecanismo de agdo do probittico ainda néo esta totalmente estabelecido,
embora tenham sido formulados alguns processos que podem atuar
independentemente ou associados. Um deles é a exclusdo competitiva, onde o
probidtico compete com o microrganismo patogénico por sitios de fixacdo e
nutrientes, consequentemente impedindo sua agéo. Porém, para obter-se a exclusdo
competitiva eficiente é necessario a administragdo elevada e continua de doses do
probidtico (COPPOLA & TURNES, 2004).

Os probidticos também podem sintetizar bacteriocinas, acidos organicos, e
peroxido de hidrogénio, afetando patdégenos. Também podem atuar sobre o
metabolismo celular, reduzindo a concentracdo de amoénia no organismo, liberando
enzimas como a lactase (COPPOLA & TURNES, 2004).

Além da Saccharomyces boulardii, outros microrganismos como Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus, Lactobacillus lactis, e Streptococcus salivarius subsp.
thermopbilus tem aplicagdo como probidticos. A levedura S. boulardii ndo pertence a
microbiota intestinal dos humanos, mas consegue sobreviver e atuar na regido do
colon. N&o conseguem colonizar essa regido pois, a microbiota intestinal local
impede tal acdo. Essa levedura ndo altera a microbiota, é eliminada do co6lon apés a
interrupcéo da sua ingestdo e por apresentar alguns beneficios a saude (LOPES &
PINTO, 2010).

permaneceria como uma espécie a parte. Algumas pesquisas utilizando
reagdo em cadeia polimerase (PCR) demonstravam que a S. boulardii tinha muitas
diferencas em comparagédo com a S. cerevisae (PEDROSO, 2011).

A levedura mantém-se viavel em pH 2,0 extremamente &cido, ja a S.
cerevisae decresce sua viabilidade em pH 6,0; 3,0 e 2,0. A resisténcia da S.
boulardii a baixos valores de pH permite sua maior sobrevivéncia ao entrar em
contato com o contetddo estomacal, aumentando a quantidade de células viaveis que
alcancaréo o intestino (LOPES & PINTO, 2010).
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Pelo fato da S. boulardii ser um microrganismo eucarionte, ela apresenta
algumas especificidades que diferenciam das bactérias que sdo microrganismos
procariontes, como por exemplo, possuir um tamanho dez vezes maior, sendo um
obstaculo para as bactérias; apresentar resisténcia natural a antibidticos e também
ndo transferir material genético, sendo uma acédo caracteristica de microrganismos
procariontes que ocasiona a troca de genes resistentes a antibioticos (KITAMURA,
2013).

Os principais mecanismos de acdo da S. boulardii s&o: inibicdo de
crescimento, aderéncia e acdo em produtos de bactérias patogénicas. A clivagem da
toxina A de C. difficile pela producédo de serina protease € um exemplo de como a S.

boulardii age em produtos de bactérias patogénicas (KITAMURA, 2013).

4.3 IMOBILIZACAO

A imobilizacdo de células em uma determinada matriz € a técnica mais
amplamente utilizada para a imobilizagdo de células viaveis (BATISTA, 2005). Além
de proteger as células da contaminacdo por fungos e bactérias, impede a agéo de
vérios fatores como o pH extremos, pressdo osmdtica, enzimas, ions, calor, entre
outros fatores (FREITAS, 2007).

Todos os métodos de imobilizagédo interferem nas atividades metabdlicas, de
crescimento e na fisiologia de bactérias, leveduras e fungos. Essas interferéncias
promove a formacdo de inoculantes de facil manuseio, aplicacdo e transporte. As
células imobilizadas permanecem viaveis por mais tempo quando armazenadas por
longos periodos (BASSANI, 2018).

As técnicas empregadas na imobilizagdo de células podem ser divididas em
quatro categorias principais com base nos mecanismos fisicos empregados: fixacao
em suporte solido; contencdo dentro de uma matriz porosa; agregacédo através da
floculagdo natural ou artificial e retengdo de células através de barreiras (SOUZA
JUNIOR, 2006).

A contencdo de células por meio de uma matriz porosa impede que as
mesmas se difundam no meio circunvizinho, porém ainda permitem a transferéncia
de nutrientes e metabdlitos. Alguns exemplos de contencdo por meio de uma matriz
porosa sdo os geis de polissacarideos como alginato, agar, chitosan e &cido
poligalacturonico (SOUZA JUNIOR, 2006).
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A floculacdo € uma metodologia de imobilizacdo que tem como principio
agregar células para formar uma unidade maior ou formar grupos que sedimentam-
se rapidamente. A capacidade de formar agregados de células & observada
principalmente em fungos e células de plantas. Essa metodologia é mais utilizada
em processos industriais, como por exemplo na industria de cerveja (SOUZA
JUNIOR, 2006).

A imobilizagdo por um suporte solido pode ser realizada por interacfes
idbnicas ou absortivas, e também por ligacdes covalentes. As ligacdes por meio de
interacOes idnicas ou absortivas sdo mais fracas, portanto € um processo mais
barato e simples. J& a imobilizacdo por meio de ligagbes covalentes € mais forte,
tendo a possibilidade de promover danos & membrana das células imobilizadas
(GROBOILLOT et al., 1994).

Retencdo de células através de barreiras pode ser realizada por uso de
membranas com microporos, de forma que as células fiquem aprisionadas em
microcdpsulas. As principais desvantagens desse método s&o: limitacGes de
transferéncia de massa e obstrugdo da membrana causada pelo crescimento das

células (SOUZA JUNIOR, 2006).

4.3.1 Alginato de Célcio

O alginato é um copolimero linear cuja suas propriedades sdo extraidas da
parede celular de algas marinhas marrons. E constituido por sais de &cidos
alginicos, sendo o acido manuronico (M) e o acido guluronico (G). Podera ocorrer a
ligacdo entre esses dois acidos e consequentemente, a formagdo de blocos
homopoliméricos M-M e G-G ou heteropoliméricos M-G. O comprimento e o hiumero
de blocos determinaram as propriedades fisicas do alginato (ORTIZ, 2017).

A gelificag@o do alginato é feita a partir de trocas catidnicas, dos ions sédio e
calcio. Existem varias pesquisas relacionadas a estudos com alginato de célcio que
aceitam que a rede de gel (Figura 1) é induzida pela ligacdo do cétion célcio pela
cadeia de segmentos do grupo G, formando jun¢des estaveis, rede tridimensional,
constituida dos principais dimeros (ROY e GUPTA, 2004).
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g7 gt
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ACIDO GULURONICO ACIDO MANURONICO

Figura 1 - Formagdo dos Eggbox a partir da complexagdo i6nica com cétions de calcio (DANTAS,
2015).

Basicamente, as propriedades do gel séo: resisténcia mecanica e porosidade,
necessarias para processo. A porosidade no gel tem a fungéo de proteger as células
e modificar a difusividade efetiva do substrato (FREITAS, 2007).
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5 METODOLOGIA

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Alimentos da

Universidade do Sagrado Coracéo, situado em Bauru.

5.1 PREPARO DA SOLUGAO SALINA 0,85%

Para preparar a solugdo salina a 0,85% foi necessério homogeneizar 15,3
gramas de Cloreto de Sédio em 1,8 litros de agua destilada com o auxilio de um
agitador magnético até dissolugdo por completo. Em seguida, a solugdo preparada
foi despejada em ependorffs de 900 pL com tampa, e para garantir a esteririlidade
das solugdes, os tubos foram autoclavados a 121°C por 15 minutos em autoclave.
Depois que os tubos foram autoclavados, esperou-se 24 horas para que eles fossem
resfriados, e em seguida foram identificados, datados e armazenados em geladeira

doméstica entre 4 e 6°C.

5.2 PREPARO DO AGAR YPD (Extrato de levedura - Peptona - Dextrose)

Para preparar o 4gar YPD foi necessario pesar 70 gramas de &4gar YPD em
po, transferir para 1 litro de agua destilada conforme indicado no roétulo da
embalagem do &gar, foi aquecido e homogeneizado na chapa aquecedora até a
dissolu¢do completa. Logo apds a dissolucdo, o agar foi esterilizado em autoclave
por 15 minutos a 121°C, e depois esperou-se 24 horas para que o agar fosse
resfriado. Depois de 24 horas, o agar foi retirado da autoclave e colocado em banho-
maria a 37°C para reaguecer novamente, tornando-o liquido para a distribuicao.
Dentro da camara de fluxo laminar, o agar ainda no estado liquido foi distribuido em
placas de Pétri estéreis, e esperou-se a secagem completa de todas as placas. As
mesmas foram identificadas, datadas e armazenadas em geladeira doméstica entre
4 a6°C.

5.3 PREPARO DO CALDO YPD (Extrato de levedura - Peptona - Dextrose)

Na preparacdo do caldo YPD, foi necessério pesar 10 gramas de extrato de

levedura, 20 gramas de Dextrose (glicose), 20 gramas de peptona e homogeneizar
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tudo em 1 litro de agua destilada até a dissolu¢cdo completa. Logo apos a dissolugéo,
o caldo YPD foi esterilizado em autoclave por 15 minutos a 121°. Depois disso, 0

caldo foi identificado, datado e armazenado em geladeira doméstica entre 4 a 6°C.

5.4 PREPARO DA Saccharomyces boulardii

A levedura Saccharomyces boulardii da marca Floratil em cédpsulas foi obtida
em uma farmacia convencional. No laboratério, a capsula foi previamente
higienizada com alcool 70% e em seguida adicionada em solugédo salina para
suspender e assim poder utilizd-la nos processos de preparacdo seguintes. E
constado na bula que cada capsula de 200 mg de S. boulardii contém no minimo 1 x
10° células viaveis.

No preparo foi necessario semear a suspenséo feita em solugéo salina por
esgotamento na placa de pétri com agar YPD e incubar na BOD (modelo TE-391 da
marca Tecnal) por 48 horas a 35°C. Apo6s o termino da incubacao foi coletada uma
colonia isolada e adicionada em 100 mL de caldo YPD em um erlenmeyer. O
erlenmeyer ficou sob agitacdo por 48 horas a 200 rpm e 35° C em mesa agitadora.
Logo depois foi retirado 1mL dessa solugéo e transferiu-se para outro erlenmeyer

com 100 mL de caldo YPD e reincubado novamente nas mesmas condigoes.

5.5 PREPARO DA SACCHAROMYCES BOULARDII LIVRE E IMOBILIZADA

Para o preparo da Saccharomyces boulardii livre e imobilizada a levedura foi
transferida para tubos Falcon (tubos para a forma livre e tubos para a forma
imobilizada). Os tubos foram centrifugados a 3600 rpm por 10 minutos, e apds a
centrifugacdo o sobrenadante formado foi dispensado, restando somente o
precipitado. Adicionou-se solucdo salina (0,85%) até o volume inicial nostubos e
foram homogeneizados com auxilio do vortex.

No preparo das esferas de alginato foi adicionado alginato de sodio na
suspenséo de leveduras (1%) e em seguida esta foi gotejada com auxilio da pipeta
pasteur em uma solugdo cloreto de célcio a 2,5% estéril formando as esferas de

alginato de calcio conforme ilustrado na Figura 2 (CRUZ, 2013).
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Figura 2 - Preparo das Esferas de Alginato de Calcio.

As esferas de alginato de célcio formadas foram transferidas para uma

embalagem estéril para serem congeladas conforme ilustrado na Figura 3.

RICHTIER - pa/q
 S-BOVLARD) ’
 ESFERAS ESTERIFicAapas

Figura 3 - Embalagem contendo esferas de Alginato de Célcio esterificadas.

5.6 CONDICAO DE ESTRESSE CONGELAMENTO

Para avaliar melhor os efeitos do congelamento e a viabilidade da
Saccharomyces boulardii foram empregado diferentes tempos de tratamento ao
congelamento como mostrado nos topicos abaixo.

e Tratamento A: Antes de congelar a levedura.
e Tratamento B: 1 dia depois de congelar a levedura.

e Tratamento C: 30 dias apds o congelamento da levedura.
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A mistura livre de leveduras foi armazenada a -20 °C em um congelador
doméstico (congelamento) por 1 dia e 1 més. Neste periodo, a contagem foi
determinada antes do congelamento, logo apés o congelamento (HOMAYOUNI et
al., 2008). A partir deste ponto, a mistura foi descongelada e foram realizadas
diluicbes seriadas em solugdo salina (NaCl 0,85%) para a contagem de
sobreviventes em agar YPD sob condi¢cdes anaerdbicas a 37 °C por 48 horas.
Placas que continham entre 25 a 250 colonias foram selecionadas e as unidades
formadoras de coldnias (UFC.mL™) contadas e os resultados expressos em log10.
Os mesmos procedimentos foram feitos para as células de Saccharomyces boulardii

imobilizada em esferas de alginato de calcio.

5.7 MICROPLAQUEAMENTO EM AGAR YPD

Para que fosse realizado o plagueamento, a Saccharomyces boulardii
imobilizada e livre foram descongeladas e logo apds, foi adicionado na forma
imobilizada solugéo salina para que fosse realizada a diluicdo 10™. Colocou-se a
forma imobilizada no homogeneizador de amostras e apds a homogeneizac¢éo foi
feito diluigbes seriadas a partir da diluicdo 10, distribuindo quantidade necessaria
da primeira diluicdo para segunda diluicdo e assim por diante até realizar a diluicdo
10°. Com o auxilio de uma pipeta automatica foi pipetado 5 gotas de cada diluicio
na placa de pétri com 4gar YPD, técnica denominada microplaqueamento. A placa
foi incubada na BOD por 48 horas a 37°C e ap0s a incubacéao foi feito a contagem

das colbnias e os resultados expressos em Log UFC.g™.

5.8 TRATAMENTO DE DADOS

Todos os ensaios foram realizados em quintuplicata e duas repetigcdes, as
médias foram submetidas ao teste de Tuckey ao nivel de 5% de probabilidade pelo
programa R para avaliar se haviam diferengcas significativas entre elas. O

experimento foi conduzido de forma inteiramente casualizada.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

A contagem de células viaveis de Saccharomyces boulardii livre e imobilizada
submetidas a condicdo de congelamento em diferentes tempos de andlise

(Tratamento A, B e C) € mostrada na tabela 1.

Tabela 1 - Contagem de células viaveis de Saccharomyces boulardii livre e imobilizada submetida ao
estresse congelamento.

Contagem (Log UFC.g™)

Congelamento Tratamento A Tratamento B Tratamento C
Livre 6,025 5,45 3,6°
Imobilizada 5,075° 5,507 2,3°

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Turkey a 5%.

A viabilidade da Saccharomyces boulardii imobilizada e na forma livre durante

0 congelamento por até 1 més, é apresentado na Figura 4.

7,00

6,00

5,00

4,00 -
== Livre

3,00 - == |mobilizada

2,00 -

1,00 -

A B C

Figura 4 - Linhas de tendéncia da condi¢ao de estresse congelamento.

A contagem das células livres variou significativamente de 6,025 para 3,6, ao

fim do experimento apresentando uma diferenca de 2,425. Este mesmo
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comportamento foi observado na contagem das células imobilizadas, a variagéo foi
de 5,075 para 2,3, apresentando uma diferenca de 2,775. Observa-se que a
contagem das células imobilizadas depois do tratamento B foi praticamente igual a
das células livres, porém no tratamento C houve uma queda brusca na contagem
das células imobilizadas e livres.

Porém, observou-se que a S. boulardii na forma livre, mesmo a sua
estabilidade ter caido praticamente pela metade obteve-se uma viabilidade e
estabilidade maior em comparagcdo com a forma imobilizada. A baixa viabilidade
observada na forma imobilizada da S. boulardii se deve a néo utilizacdo de uma
metodologia adequada que utiliza matrizes de alimentos que ajudam na manutencgéo
da viabilidade celular em condigbes de baixas temperaturas. No estudo de Ames
(2019) obteve-se resultados da viabilidade do microrganismo Lactobacillus casei,
ndo havendo diferenca significativa entre as diferentes formas de imobilizagéo e
diferentes temperaturas de armazenamento em até 30 dias. Isso se deve pela
combinacdo das células imobilizadas com a matriz da aveia e compostos de
biocatalisadores (proteinas, polissacarideos), produzindo um biofilme com
propriedades elasticas e viscosas.

Outra pesquisa que demonstra o potencial de manutencéo da viabilidade, no
microrganismo Bifidobacterium animalis é a de Reginato et al. (2011). Em 9 meses
de armazenamento a -22°C a cultura do microrganismo citado anteriormente
apresentou viabilidade em torno de 10 log UFC.mL™, esse resultado revela que a
cultura possui boa estabilidade devido ao encapsulamento e a protecédo da matriz do
leite em alimentos funcionais como o leite microfiltrado e o smoothie.

Bastos et al. (2015) obteve resultados semelhantes em relagéo a S. boulardii
na forma livre. Nessa pesquisa, compararam a viabilidade da populagéo de S.
boulardii liofilizado com a populagéo de L. acidophilus liofilizado, e observou-se que
a populagéo de S. boulardii apresentou melhores resultados de viabilidade, visto que
a sua populacdo permaneceu estavel, ocorrendo somente um pequeno declinio de
0,49 ciclos logaritmos, durante 8 semanas de armazenamento.

Segundo a legislacdo da ANVISA, para que um alimento probiético tenha
efeito, é necessario o consumo diario de no minimo 10% a 10° de microrganismos
viaveis em 100 g do produto (MACEDO et al., 2008).

Neste presente estudo observou-se que a S. boulardii na forma livre teve uma

concentracéo celular de 3,6 log UFC.g*, e a forma imobilizada 2,3 log UFC.g™" em
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30 dias. A metodologia pode n&o ter sido adequada somente para a forma
imobilizada (BASTOS et al., 2015).

Mesquita (2018) em seu trabalho mostrou-se que em temperaturas abaixo de
-20°C, h& morte celular, assim podendo explicar a queda na contagem no tratamento
C ao longo do tempo. Porém, mesmo as baixas temperaturas causando morte
celular, o metabolismo celular pode se manter ativo, portanto o armazenamento das
células em baixas temperaturas confere maior prolongamento a vida til da cultura.

Segundo Bassani (2018), a combinagdo do encapsulamento dos
microrganismos em esferas de alginato de calcio com o armazenamento em baixas
temperaturas previne significativamente a perda da viabilidade dos microrganismos.
Nessa pesquisa comparou-se resultados obtidos por outra pesquisa que estudaram
a viabilidade de Lactobacillus plantarum imobilizado em alginato de calcio durante a
estocagem a 4°C por 42 dias e verificaram a viabilidade superior a 5,5 log UFC.mL™.

No presente estudo ndo foi observado essa prote¢do das células, além de
fatores inerentes a estrutura do microrganismo os métodos utilizados também
podem néo ter sido eficazes em avaliar a viabilidade do microrganismo imobilizado
uma vez que a homogeneizacéo néo foi capaz de desfazer as esferas de alginato de
calcio, podendo entdo a contagem microrganismos ter sido subestimada.Além disso
grande parte dos trabalhos que avaliam a viabilidade dos microrganismos
probiéticos consideram que a matriz do alimentos (muitas vezes o leite) também é
um fator que pode ajudar a sobrevivéncia deste sendo que no presente estudo foi

utilizada somente uma soluc¢éo salina para os ensaios.
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7 CONCLUSAO

Pode-se concluir que o congelamento reduziu de forma significativa a
contagem de células vidveis ap6s um més de ensaios, a imobilizagdo ndo se
mostrou eficaz em proteger as células sendo necessérios, portanto mais estudos
que adequem melhor a forma de imobilizagdo celular e também os métodos de
andlises para este tipo de protecdo sdo necessarios. Além disso a simulagdo do
estresse por congelamento em alimentos pode representar de uma forma mais

fidedigna os resultados.
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