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RESUMO

A fissura labial com ou sem fenda palatina (CL / P) é a anomalia craniofacial mais frequente. Os
avancos na analise molecular e quantitativa sugerem que a etiologia € multifatorial da CL / P néo
sindromica (NSCL / P) e oferece novas oportunidades para identificar genes e interacfes gene-
ambiente relevantes para a etiologia desse defeito de nascimento comum e representativo. O presente
estudo teve como objetivo detectar variantes genéticas nos genes IRF6 e GRHL3 e suscetibilidade ao
NSCL / P em populacdes da regido centro-oeste e norte do Brasil. Analisamos um conjunto de 80
individuos com NSCL / P da Associacdo de Combate como Deformidades Faciais, recrutados no
Centro-Oeste e Norte do Brasil. Realizamos a amplificacdo da sonda multiplexada dependente da
ligagdo (P304-B1-IRF6 / GRHL3 (lote B1-0116)) e analise de PCR para confirmagdo. No estudo
MPLA, o éxon 4 de GRHL3, mostra uma possivel alteracdo. Portanto, realizamos uma validacéo por
PCR dessas alteragdes. Os resultados ndo mostraram alteracdo nesses genes (IRF6 e GRHL3),
corroborando com estudos anteriores. Até onde sabemos, este estudo de ambos 0s genes é o primeiro
nessas areas especificas do Brasil, analisando individuos com NSCL / P. Estudos identificaram uma
variante missense no gene grainyhead-like-3 (GRHL3) em individuos com fissura palatina. A
contribuicdo dessas variantes genéticas para a suscetibilidade ao NSCL / P deve ser investigada em
diferentes populacdes e coortes. Assim, as causas genéticas subjacentes da NSCL / P permanecem
amplamente desconhecidas.

Palavras-chave: fenda labial, fenda palatina, mutacdo missense, fendas orofaciais, polimorfismo.

ABCTRACT

Cleft lip with or without cleft palate (CL/P) is the most frequent craniofacial anomaly. Advances in
molecular and quantitative analysis suggests that the etiology is multifactorial of nonsyndromic CL/P
(NSCL/P), and provide new opportunities to identify genes and gene-environment interactions
relevant to the etiology of this common and representative birth defect. The present study aimed at
detecting genetic variants in IRF6 and GRHL3 genes and susceptibility to NSCL/P in West Central
and Northern Brazilian populations. We analyzed a set of 80 individuals with NSCL/P from
Associacdo de Combate as Deformidades Faciais, recruited from Midwest and Northern Brazil. We
performed Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (P304-B1-IRF6/GRHL3 (Lot B1-
0116)) and PCR analysis for confirmation. In the MPLA study exon 4 of GRHL3, show possible
alteration. Therefore, we performed a PCR validation of these alterations. The results showed no
alteration on these genes (IRF6 and GRHL3) corroborating with previous studies. To our knowledge,
this study of both genes is the first in these specific areas of Brazil, analyzing individuals with
NSCL/P. Studies have identified a missense variant in the gene grainyhead-like-3 (GRHL3) in cleft
palate individuals. The contribution of these genetic variants to NSCL/P susceptibility should be
further investigated in different populations and cohorts. Thus, the underlying genetic causes of
NSCL/P remain largely unknown.

Keywords: cleft lip, cleft palate, missense mutation, orofacial clefts, polymorphism.
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1 INTRODUGCAO

Diante do crescente interesse da populacdo por alimentos saudaveis, 0 mercado vem
estimulando o aumento da producéo de alimentos funcionais, sendo que promovem benéficos a salde
humana por estarem relacionados a presenca de bactérias laticas (OLIVEIRA; SILVA, 2011). Os
probioticos sdo descritos como microrganismos vivos que quando administrados em quantidade
adequada conferem beneficios aos seus consumidores (WORLD HEALTH ORGANIZATION -
WHO, 2001).

A guantidade minima viavel de probi6ticos deve estar situada na faixa de 108 a 10° unidades
formadoras de col6nias (UFC) na recomendacéo diaria do produto pronto para consumo, conforme
indicacdo do fabricante (BRASIL, 2008). A quantidade minima diéria de microrganismos probidticos
viaveis que devem ser ingeridos para efeitos terapéuticos € de 100 gramas (BRASIL, 2002). As
espécies mais utilizadas para a obtencdo de produtos probidticos com alegacdo de propriedades
funcionais séo os lactobacilos e bifidobactérias (FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2011).

Os prebidticos sdo considerados fibras que nao séo digeriveis nem absorvidas pelo intestino
delgado, pois sdo resistentes a acdo das enzimas salivares e intestinais (SANTOS et al., 2011).

Os simbidticos podem promover aumento do nimero de bifidobactérias, controle glicémico,
reducdo da taxa de colesterol sanguineo, balanceamento da microbiota intestinal saudavel que auxilia
na reducdo da obstipacdo e/ou diarreia, melhora da permeabilidade intestinal e estimulacéo do sistema
imunoldgico (MANZANARES et al., 2006).

Os consumidores também estdo de olho em produtos que evitem 0 uso excessivo de agucares
e que possam aumentar a possibilidade de doencas, além da expectativa de melhorar qualidade de
vida, e com isso temos a competicdo entre o desenvolvimento de produtos que atendam essas
demandas (SIRO et al., 2008). Os diversos estudos sobre o consumo de fibras alimentares indicam
gque as mesmas possuem um grande papel em muitos processos fisiologicos e na prevengdo de
algumas doencas, além de atuar na melhora dos niveis de lipideos séricos, reduzir a pressao arterial,
e atuar no melhoramento do sistema imunoldgico, atuando na inovagdo no desenvolvimento de
sorvetes e que atendam as demandas do mercado (BERNAUD; RODRIGUES, 2013).

A mandioca é um alimento basico da populacdo brasileira, devido seu baixo custo, e seu
publico ser de baixa renda, além disso, a industria de beneficiamento do tubérculo tem produzido
diferentes produtos, dentre eles estdo a mandioca minimamente processada, mandioca pré-cozida e
congelada, mandioca chips, farinhas, farofas, fécula, polvilho azedo, sagu, até produtos de maior
valor agregado como os amidos modificados, com diversas aplicagdes industriais (FERNANDES,

2016). Segundo a Organizacdo das Nacbes Unidas para Agricultura e Alimentacdo (FAOSTAT,

Braz. J. of Develop., Curitiba, v. 6, n. 2, p. 8509-8525, feb. 2020. ISSN 2525-8761



JRrazilian Journal of Development

2015) a producdo mundial de mandioca tem crescido, com aumento na producdo de 2,8% em 2013
em relacdo ao ano de 2012.

A utilizagdo dos edulcorantes representa uma alternativa para melhorar a palatabilidade de
alguns produtos em relacéo ao dulgor dos sorvetes, os edulcorantes tornam-se uma alternativa viavel,
pois sdo substancias diferentes dos aglcares que conferem sabor doce ao alimento, resolucéo
MERCOSUR / GMC n° 83/93. A sucralose € um adogante ndo calorico e possui alto poder adocante
(GRICE; GOLDSMITH, 2000). Ela € 600 vezes mais doce que a sacarose, sendo que sua dogura
pode variar de 400 a 800 vezes em relacdo & da sacarose e duas vezes a da sacarina (CANDIDO;
CAMPOS, 2000). O acessulfame-k ¢ um sal de potassio do 6-metil-1,2,3-oxatiazina-4-ona-2,2-
dioxido, trata-se de edulcorante ndo caloérico, sendo aproximadamente 200 vezes mais doce que a
sacarose, e nao apresenta gosto residual (MENDONCA et al., 2005).

O soro é um liquido resultante da separacéo das caseinas e da gordura do leite no processo de
elaboracdo do queijo. Atualmente o conhecimento da sua composi¢cdo e 0s avancos tecnoldgicos
tornou-o uma fonte importante de componentes lacteos de grande valor para a industria alimenticia e
farmacéutica (ORDONEZ et al., 2005). O soro é composto basicamente de 94% a 95% de agua, 3,8%
a4,2% de lactose, 0,8% a 1,0% de proteinas e 0,7% a 0,8% de minerais. E um subproduto de relevante
importancia na industria de laticinios, tendo em vista 0 volume produzido e sua composicdo
nutricional (HUFFMAN, 1996).

Os concentrados proteicos de soro (CPS) de leite tém sido incluidos nas formulagdes de
sorvetes devido a sua contribuicdo favoravel para as qualidades sensoriais e de textura do produto,
sendo ainda fonte alternativa de sélidos ndo gordurosos do leite (SNGL) de mais baixo custo
(PARSONS; DYBING; CODER, 1985; TIRUMALESHA; JAYAPRAKASHA, 1998). As
excelentes propriedades funcionais, nutricionais e seu consideravel potencial para mistura com varios
produtos alimenticios, tem viabilizado a aplicacdo do CPS em diversos produtos nas industrias de
laticinios, como por exemplo, iogurtes, bebidas lacteas, cremes, queijos, além de sorvetes
(HUFFMAN, 1996; JAYAPRAKASHA; BRUECKENER, 1999; VOORBERGEN;
ZWANENBERG, 2002).

Mundialmente, o sorvete € um produto de boa aceitacdo sensorial. No Brasil, 0 sorvete & um
dos derivados lacteos mais apreciados pela populagdo em geral, a melhora do poder aquisitivo da
populagdo brasileira aumentou muito a demanda pelo seu consumo, tornando-se uma Otima
perspectiva para seu crescimento comercial. De 2003 a 2013, o consumo de sorvetes no Brasil passou
dos 685 milhdes de litros para 1,244 bilhdes de litros, um aumento de 86,1% (DAROIT, 2014).

Considerado um alimento completo, de alto valor do ponto de vista nutricional, rico em

vitaminas A, B1, B2, B6, C, D, E e K, célcio, fosforo e outros minerais, o sorvete é também uma
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alternativa para o aproveitamento de subprodutos da industria lactea como o soro de leite e seus
derivados, por serem nutritivos e de baixo custo.

O objetivo deste trabalho foi desenvolver um sorvete funcional light com adicéo de bactérias
probioticas, soro de queijo, concentrado proteico de soro, farinha de mandioca cozida, edulcorante
sucralose/acessulfame-k, obtendo-se um produto com propriedades nutritivas, energéticas e

funcionais, obtendo uma alternativa tecnoldgica viavel.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 MATERIAL

O soro de queijo utilizado para a elaboracdo das formulacGes dos gelados comestiveis foi
doado por lacticinios localizado na regido oeste do Parana, em, sendo transportado em caixa de isopor
sob condicGes de refrigeracdo até as dependéncias da Universidade Tecnoldgica Federal do Parana-
UTFPR, campus Medianeira. A cultura mista de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e
Streptococcus salvarius subsp. termophilus e a cultura lactica probiotica Bifidobacterium bifidum, foi
obtida por doacdo da empresa DANISCO-FERMENTEC®, o concentrado proteico de soro foi doado
pela empresa ALIBRA®. A mandioca foi adquirida de um produtor rural da cidade de Medianeira,
sendo devidamente higienizada, descascada, congelada e transportada em caixas de isopor até as
dependéncias da universidade. Os demais ingredientes tais como: estabilizante, emulsificante,
edulcorante e aroma foram adquiridos no comercio local da cidade de Medianeira Parand, estando
todos dentro do prazo de validade e em condi¢des adequadas para seu uso. Foram utilizados os
laboratdrios Laboratério de Industrializacdo de Laticinios (J-16), Laboratorio de Microbiologia (L-
39), Laboratorio de Andlise Sensorial (L24B) da Universidade Tecnoldgica Federal do Parana —

Campus de Medianeira.

2.2 OBTENCAO DA FARINHA DE MANDIOCA COZIDA

Para a obtencéo da farinha de mandioca cozida, foram utilizados aproximadamente 30 kg de
mandioca. As mandiocas ja descascadas foram devidamente higienizadas e postas em solucdo de
hipoclorito de sodio a 2% por tempo de 15 minutos para a eliminacdo de contaminantes, foram
cortadas em tamanhos de 2 cm, sendo submetidas a coccdo a 75 °C/20 minutos. Apds a coccao foram
acondicionadas em geladeiras para resfriarem, sendo em seguida fatiadas com auxilio de um ralador
e congeladas a -18 °C em freezer horizontal, modelo: cha31bbana - marca Consul.

A secagem foi realizada utilizado forno elétrico modelo 1.9 Vipao-Panictech®, com

circulacao forcada de ar, sendo realizada em temperatura de 50, 55 e 60 °C, com acompanhamento
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da perda de peso em balanga eletronica, modelo UDI20000/2 marca Urano. A Figura 1 apresenta o

fluxograma de preparo da farinha de mandioca cozida.

Higienizagao da

mandioca em Hipoclorito » Caorte da mandioca em Cocgao da mandioca a
de s0di0 (2%) por 15 tamanho de 2 cm 75° 7 20 minutos

minutos

Secagemn em estufa nas
temperaturas de 50, 55
e 60°C, até peso
constante

Resfriamenta,
h — fatiamento da mandioca
g congelamento 3 -18°C

Moagem da mandioca h—

Figura 1. Fluxograma do preparo da farinha de mandioca cozida

2.3 PREPARO DO INOCULO

A cultura iniciadora liofilizada comercial YO-MIX 499 LYO (DVS — DANISCO® - C,
Horsholm, Denmark) foi utilizada contendo as bactérias termofilicas Streptococcus salivarius subsp.
thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus com proporc¢éo variando entre 80 — 90%
de S. thermophilus e 10 — 20% de L. bulgaricus (informacéo do fabricante). A cultura comercial é de
uso direto, seguindo a metodologia de Thamer e Penna (2006), onde foi dissolvida assepticamente
em um litro de leite (12% m/v) previamente tratado a 100 °C por 25 minutos e resfriado a 5 °C, sendo
em seguida distribuida em frascos estéreis. Os frascos foram mantidos em freezer, a temperatura de
-18°C, e na ocasido de uso foram descongelados, sendo as culturas inoculadas diretamente na mistura

dos ingredientes para iniciar a fermentacédo lactea. Foi utilizada a propor¢éo de 2 % (v/v) de in6culo.

2.4 ELABORACAO DAS FORMULACOES DOS GELADOS COMESTIVEIS

Apos pesagem dos ingredientes secos, efetuou-se a filtragem do soro e adi¢do sob agitacdo
dos ingredientes secos, efetuando a pasteurizacdo da calda a 65°C por 15 minutos, sendo a seguir
resfriada a 43°C. Inocularam-se as culturas de Streptococcus salivarius subsp. thermophilus e
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e cultura probiética Bifidobacterium bifidum, e foram
levadas para incubagdo a 43°C até atingir a acidez 0,85% de acido lactico e pH 4,2. A calda foi
resfriada a temperatura de 10°C por 24 horas para a maturacdo. Apos a maturacao foi adicionado o
estabilizante, o sabor leite condensado e a farinha de mandioca nas proporcdes estipuladas para cada
formulagéo, submetendo a calda a batecdo em sorveteira industrial modelo (Skysem®), a temperatura
de — 17°C até obtencdo de consisténcia, aspecto e cremosidade adequada. A seguir, todas as

Braz. J. of Develop., Curitiba, v. 6, n. 2, p. 8509-8525, feb. 2020. ISSN 2525-8761



JRrazilian Journal of Development

formulacbes de sorvete foram acondicionadas em baldes devidamente higienizados, sendo
codificados e submetidos a congelamento e endurecimento em freezer com temperatura de - 18°C. A
obtencédo dos gelados comestiveis foi elaborada de acordo com o fluxograma apresentado na Figura
2.

Adigio dos ingredientes
Pesagem dos » secos na calda sob : -
ingredientes secos agquecimento de Resfriamentn a 437C

B5°C f 15 minutos
Adicao da cultura latica
e da cultura probiotica

Resfriamento e Incubacdo da calda a
maturacio da calda 3 - 437 C ate atingir 0,85% -
10°C f 24 haras de acido latico e pH 4,2

l

Adigio da farinha de
mandioca, emulsificantes
e do sabor sob
hormogenizagio

Eatecio sob
— hormogenizagiao em —_—
sorveteira industrial

Endurecimento e
congelamento a -18°C

Figura 2. Fluxograma do processo de preparo do sorvete

Para o preparo do sorvete, os ingredientes foram pesados e calculados com base no volume

total (9 litros), conforme a Tabela 1.

Tabela 1. Porcentagem dos ingredientes utilizados nas formulacdes F1, F2, F3 e F4 (Padrdo) dos sorvetes.

Ingredientes F1 F2 F3 F4 (Padréo)
Soro 78,65% 73,65% 63,65% 83,65%
Concentrado protéico de soro 10% 10% 10% 10%
Estabilizante 0,50% 0,50% 0,50% 0,50%
Edulcorante 0,65% 0,65% 0,65% 0,65%
Emulsificante 0,20% 0,20% 0,20% 0,20%
Fermento acidificante 1,50% 1,50% 1,50% 1,50%
Fermento probiotico 1,50% 1,50% 1,50% 1,50%
Aroma (leite condensado) 2% 2% 2% 2%
Farinha de mandioca 5% 10% 20% -

Total 100% 100% 100% 100%

2.5 ANALISES MICROBIOLOGICAS DO SORVETE
As analises microbioldgicas do sorvete foram realizadas segundo metodologia descrita
segundo a Instrucdo Normativa n° 62 de 2003, que oficializa os Métodos Analiticos Oficiais para

Andlises Microbiolégicas para Controle de Produtos de Origem Animal e Agua. Os resultados obtidos

foram comparados com os definidos pela Resolugcdo RDC n° 12 (BRASIL, 2001). Foram empregadas
Braz. J. of Develop., Curitiba, v. 6, n. 2, p. 8509-8525, feb. 2020. ISSN 2525-8761



JRrazilian Journal of Development

as andlises de coliformes (NMP/mL) a 35 °C e 45 °C; de Salmonella ssp por 25 mL; Staphylococcus
Coagulase Positiva; Bolores e Leveduras. Andlise de bactérias probioticas e lacticas foram realizadas
segundo metodologia descrita no manual de métodos de anélise microbioldgica de alimentos e dgua
(SILVA, JUNQUEIRA, SILVEIRA, 2010).

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados das analises microbioldgicas do soro estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Resultados das andlises microbioldgicas do soro

Andlises Resultados
Coliformes a 35° C (NMP. mL™) <3
Coliformes a 45° C (NMP. mL™) <3
Staphylococcus spp. (coag. +/ g) (UFC/mL™) <100
Salmonella spp./ 25 mL Auséncia

Os resultados das analises microbioldgicos do soro apresentaram pardmetros dentro dos
padrdes exigidos pela legislacdo vigente (BRASIL, 2013), demonstrando que 0 soro apresentava
6tima qualidade ndo oferecendo nenhum possivel risco microbiolégico através da sua utilizacdo na
elaboracdo do sorvete.

Reitz (2015) também encontrou resultados de acordo com o estabelecido pela legislacdo ao
estudar o desenvolvimento e avaliacdo de sobremesa aerada de soro de leite sabor mirtilo. Cardoso
(2014) encontrou resultados que ndo de adequavam as legislac6es, aonde afirma que os soros lacteos
estudados apresentaram 16,67% de inadequagdo com a legislagéo, sendo este percentual observado
somente na contagem de coliformes termotolerantes.

Apesar do soro de queijo ser fonte de bactérias lacticas e de conter excelentes proteinas, 0 uso
desse produto s6 deve ser feito quando o mesmo for obtido em condic¢Ges higiénico-sanitarias
satisfatorias (FREITAS, 2011).

Os bons resultados e a qualidade do soro podem estar vinculados ao processamento e tipo de
queijo ao qual foi obtido. Teixeira; Fonseca; Menezes (2007), ao analisarem o soro de diferentes tipos
de queijo, afirmam que a contagem microbiana encontrada para coliformes totais e termotolerantes
que apresentou maior contaminacgdo foi o soro do queijo mussarela, observando os resultados das
analises microbiologicas dos soros dos queijos minas frescal e mussarela deste estudo, registra-se, na
contagem de coliformes termotolerantes, uma contaminag&o no soro do queijo minas frescal (>10°
UFC/g) maior do que a contagem observada no soro do queijo mussarela (2,3 x 10> UFC/g).

Os resultados das anélises microbioldgicas das formulagbes F1, F2, F3 e F4 (Padrdo) do sorvete

nos tempos de 0, 15 e 30 dias séo apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3. Resultados das andlises microbioldgicas das formulacbes F1, F2, F3, F4 (padréo), nos tempos 0, 15 e 30 dias.

Analises F1 F2 F3 F4 (Padréo)
Coliformes a 35 °C (NMP. mL™?) <3 <3 <3 <3
Coliformes a 45 °C (NMP. mL™) <3 <3 <3 <3

Bolores e leveduras (UFC/mL™) <100 <100 <100 <100
f@aﬁg,yr',?fﬂ‘;"“s Spp- (coag. +/9) <100 <100 <100 <100
Salmonella spp./ 25 mL Auséncia  Auséncia Auséncia  Auséncia

Conforme a resolucdo RDC N° 12 (BRASIL, 2001) que aprova o regulamento técnico sobre
os padrdes microbioldgicos para alimentos, os resultados encontrados nas amostras estdo dentro dos
limites permitidos pela legislacdo. Deste modo, os resultados indicaram que as quatro formulagcfes
estavam aptas para 0 consumo, e que o preparo dos sorvetes foi realizado atendendo as Boas Préaticas
de Fabricacdo, mostrando que o processo de higienizacdo e conservacdo das amostras foi eficiente
(BRASIL, 2003).

Analisando ainda a Tabela 3 observa-se que, para coliformes 45 °C, os valores encontram-se
dentro dos padrdes estabelecidos pela Instrucdo Normativa n. 62 (BRASIL, 2003). Silva (2016) ao
estudar elaboracdo de sorvetes com reducdo de gordura a base de soro de leite, também encontrou
valores dentro dos padrdes da legislacdo vigente.

Silva et al. (2012) encontraram valores acima dos estabelecidos pela legislacdo para
coliformes termotolerantes, sugerindo que as boas praticas de fabricacdo ndo foram cumpridas
corretamente, ou entdo os insumos utilizados na fabricacdo do sorvete artesanal ndo atendem as
especificacbes, no mesmo estudo as analises de Staphylococcus coagulase positiva apresentaram-se
em conformidade com a legislagéo.

Os sorvetes, em geral, sdo alimentos ideais para o crescimento microbiano em funcéo de
caracteristicas como pH proximo a neutralidade (6,0 - 7,0), elevado valor nutritivo e longos periodos
de armazenamento (SANTOS, 2008). O controle microbioldgico do sorvete é de fundamental
importancia uma vez que, 0 mesmo nao sofre qualquer processo de cocgédo ou esterilizacdo apds o
preparo final, com isso, pode-se constituir-se em veiculo de disseminacdo de microrganismos
causadores de toxi-infeccdes (MAGALHAES; BROIETTI, 2010). Portanto, cuidados no preparo,
manuseio e conservagdo sao fundamentais para evitar qualquer tipo de contaminagédo do produto.

Os resultados das andlises das bactérias Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus e
Streptococcus salivarius ssp. thermophilus e Bifidobacterium bifidum das formulagdes F1, F2, F3 e

F4 (Padrédo) nos tempos 0, 15 e 30 dias séo apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4. Resultados das contagens das Bactérias Lacticas e Probitticas das formulacbes F1, F2. F3. F4 (padrdo) nos
tempos 0, 15 e 30 dias.

Formulacéo Bacterias Lécticas e Probidticas 0 Dias 15 Dias 30 Dias
Streptococcus salivarius ssp. termophilus 9,1x10% 7,0x10° 4,8x10°
=1 Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus 9,1x10% 7,0x10° 4,8x10°
Bifidobacterium bifidum 1,48x10* 1,7x10% 1,3x10%
Streptococcus salivarius ssp. termophilus 3,9x10%° 9,0x10° 4,9x10°
F2 Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus 3,9x10% 9,0x10° 4,9x10°
Bifidobacterium bifidum 1,44x10% 5,0x10% 1,0x10%°
Streptococcus salivarius ssp. termophilus 3,7x10% 9,6x10° 5,9x10°
F3 Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus 3,7x10% 9,6x10° 5,9x10°
Bifidobacterium bifidum 6x10%° 1,1x10%° 1,0x10%°
Streptococcus salivarius ssp. termophilus 3,2x10%° 1x10° 6,0x10°8
F4 (Padrio) Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus 3,2x10%° 1x10° 6,0x10°8
Bifidobacterium bifidum 1,34x10* 1,4x101 3,2x10%°

F1: Formulagcdo contendo 5% de farinha de mandioca; F2: Formulagdo contendo 10% de farinha de mandioca F3:
Formulacdo contendo 20% de farinha de mandioca; F4: Formulacdo sem adicdo de farinha de mandioca (controle).

Pode-se observar que ocorreu uma pequena diminuicdo na quantidade de Unidades
Formadoras de Coldnias (UFC) nas contagens ao longo do tempo de vida de prateleira de anélise,
onde as formulacgdes apresentaram reducdo de bactérias laticas e probidticas no tempo zero a quinze
dias e de quinze a trinta dias, devido a exposi¢do prolongada do congelamento dos microrganismos
ao longo do tempo.

O congelamento e descongelamento em produtos probidticos mantidos congelados podem
causar prejuizo as células, como morte celular, inibi¢do do desenvolvimento e reducdo ou interrupcao
da atividade metabdlica. Porém, existem varios estudos mostrando que pode haver maior taxa de
sobrevivéncia em temperaturas mais baixas, e que a mortalidade aumenta conforme o tempo de
armazenamento (ALAMPRESE et al., 2002).

Segundo a legislacdo vigente, para que o produto seja considerado funcional, ele deve
apresentar até o final de seu prazo de validade pelo menos entre 108 e 10° UFC na porcao diéria, o
que equivale ao consumo de 100 g de produto contendo entre 10° e 10" UFC de microrganismos
probidticos (BRASIL, 2002), portanto, os resultados obtidos nas analises de bactérias probidticas de
todas as formulacdes desenvolvidas excederam 0 minimo necessario no tempo 30 dias de
armazenamento, estando de acordo com a legislagéo.

Fernandes (2015) afirma que houve um decréscimo da populacdo de L. delbrueckii em 150

dias de armazenamento em todas as formulacdes de sorvete, esta reducéo decorre de injurias causadas
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pelo congelamento ou outros mecanismos de estresse, como a incorporacao de oxigénio durante a
mistura, o que acaba favorecendo o decréscimo da contagem.

Salomé&o et al. (2013) observaram que outras espécies de micro-organismos probiéticos se
mantiveram praticamente inalteradas em relacdo a populacdo de células viaveis, com uma reducdo
inferior a um ciclo logaritmico em sorvete convencional de morango adicionado de cultura mista
armazenado por 90 dias a -15°C. Por outro lado, Souza et al. (2011) obtiveram resultados inferiores,
0s quais observaram uma reducao de 2 ciclos logaritmicos da populacéo de células viaveis de L. casei
LC-1 adicionado em sorvete convencional sabor creme armazenado por 98 dias a -20°C.

Schlabitz (2014) afirma que algumas das formulagGes em seus estudos obtiveram um
decréscimo na concentracdo dos micro-organismos, durante 45 dias de estocagem o estudo foi
realizado na aplicacdo de soro de ricota na elaboracdo de bebida lactea fermentada funcional.

Shah e Lankaputhra (1997) estudaram a viabilidade de bactérias probiodticas em leites
fermentados utilizando células rompidas e inteiras de L. bulgaricus e S. thermophilus e células inteiras
de bactérias probidticas L. acidophilus, e uma espécie de Bifidobacterium; B. longun, B. infantis, B.
bifidum. Contagens de bactérias probidticas vidveis apos fermentacdo foram dois ciclos log mais altas
em iogurte preparado com bactérias rompidas do iogurte e células inteiras de bactérias probidticas. A
viabilidade das bactérias probidticas apds seis semanas foi superior a recomendacéo de 10° UFC/g.

Mazochi et al. (2010) afirmaram em seus estudos referentes a iogurte probidtico produzido
com leite de cabra suplementado com Bifidobacterium ssp. que a contagem do namero de células
viaveis de Bifidobacterium spp. (B. longum, B. breve, B. pseudolongum e B. bifidum) permaneceram
entre 10° e 108 UFC/mL e que a contagem de Bifidobacterium spp. ao longo do tempo foi
estatisticamente semelhante, demonstrando que nenhum Bifidobacterium apresentou um
comportamento superior a outro. De acordo com Awaisheh, Haddadin e Robinson (2005), bactérias
probidticas devem, apés a ingestdo, alcancar os intestinos em porcentagens elevadas para serem
capazes de sobreviver, aderir as paredes intestinais, multiplicar-se e, talvez, exercer seus efeitos de
promocao a saude.

Um estudo realizado com leite de cabra fermentado por B. animalis e L. acidophilus, mostra
que durante a estocagem refrigerada do leite fermentado, ambas as espécies tiveram alto indice de
sobrevivéncia, sendo superiores que 10" UFC/g (KONGO et al. 2006).

O consumo de produtos contendo L. bugaricus e B. bifidum tém a potencialidade de melhorar
0s movimentos peristalticos do intestino, aumentando a absor¢do de nutrientes, prevenindo ou
controlando infec¢es intestinais, bloqueando os receptores dos patdgenos, inativando os efeitos das
enterotoxinas e favorecendo o desenvolvimento de microrganismos resistentes a patdgenos,

especialmente contra Escherichia coli (LEE et al., 1999).
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4 CONCLUSAO

As analises microbiolégicas de microrganismos contaminantes em todas as formulacGes se
apresentaram dentro dos padrdes estabelecidos pela legislagdo vigente. As bactérias lacticas
apresentaram contagens superior ao minimo necessario no tempo 30 dias de armazenamento, as
bactérias probidticas ficaram entre 108 e 10° UFC g* nos 30 dias de armazenamento, estes resultados
podem ser devido ao efeito simbiotico pela presenca das bactérias lacticas produtoras de acidez que

viabilizou a manutencédo do probiotico.

O crescimento da Bifidobacterium bifidum se mostrou vidvel no produto, tendo apresentado
resultados minimos de 10° UFC/g nas formulacdes F1, F2 e F3 entre os 30 dias de vida de prateleira,
tendo um bom desempenho por estar presente juntamente com Streptococcus salivarius ssp.
thermophilus e Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus que serviram como produtoras de acidez.

Os gelados comestiveis light adicionados de farinha de mandioca cozida, bactérias lacticas e
bactérias probio6ticos apresentam viabilidade tecnolégica podendo ser considerado um alimento
simbidtico, apresentando caracteristicas funcionais, sendo um produto desenvolvido para atender a

demanda crescente dos consumidores por alimentos que promovem o bem estar e a salde.
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