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RESUMO - Embora haja grande interesse do mercado de produtos alimenticios por
produtos inovadores, como por exemplo, o chocolate com adi¢cdo de probioticos, ainda
ha poucos trabalhos na literatura sobre o tema. Diante deste fato o presente trabalho foi
realizado com o objetivo de preparar chocolates probidticos e avaliar a: a) influéncia do
tipo de chocolate (chocolate ao leite, chocolate meio amargo e chocolate amargo) na
sobrevida das células; b) substituicdo de um meio de cultura tradicional otimizado para
lactobacilos (meio MRS) por outro que tenha como caracteristica baixo custo e que
possa ser usado na alimentacdo humana; c) aceitacdo do chocolate preparado. Foram
realizadas fermentacGes submersas para producdo de células probidticas nos meios
MRS e meio contendo levedura de cerveja e glicose (meio de baixo custo adequado para
alimentacdo humana) que foram centrifugadas a 8000 rpm e adicionadas a massa de
chocolate. Os resultados indicaram que: a) o chocolate ao leite foi favoreceu a maior
viabilidade celular; b) o meio otimizado apresentou maior concentragdo final de células,
embora o0s dois meios testados foram adequados para o crescimento celular; ¢) o meio
testado em substituicdo ao meio tradicional (meio MRS) foi o que forneceu maior
viabilidade das células; c) o chocolate probiotico possui boa aceitagdo no que se refere
ao sabor do mesmo.
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INTRODUCAO

Probidticos sdo microorganismos Vivos
que quando administrados em quantidades
adequadas exercem efeitos benéficos na salde
do hospedeiro (MENG et al.,, 2008). Sao
considerados alimentos funcionais e podem ser

encontrados em produtos como sucos de
frutas, suplementos em pé e em preparacoes
lacteas.

Esses micro-organismos atuam no trato
intestinal  promovendo  beneficios como
resisténcia gastrintestinal a colonizacdo por
patdégenos, promoc¢do da digestdo da lactose
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em individuos intolerantes a esse acucar,
estimulagdo do sistema imune, alivio da
constipacdo, entre outros (CHAN e ZHANG,
2005).

Dentre 0s micro-organismos probioticos
destacam-se as bactérias lacticas, em especial
as bactérias do género Lactobacillus sp., que
séo capazes de se desenvolver em condicGes e
ambientes diversos.

O chocolate ¢ um alimento nutritivo,
energético, de facil digestdo e metabolizacao
que apresenta mais de trezentos componentes
diferentes, que possuem efeitos benéficos no
metabolismo, como os efeitos antioxidante e
anti-inflamatorio, a capacidade de melhorar o
humor e a atividade mental e até de prevenir
doencas cardiacas (BATISTA, 2008).

Apesar da variedade de produtos lacteos,
0 mercado ainda busca por inovacbes de
produtos que sejam capazes de garantir a
eficacia das bactérias durante a vida util do
produto, pois a eficacia dos probidticos é
influenciada por diversos fatores como a
viabilidade celular dos microrganismos no
produto original, acdo dos fluidos bioldgicos
associados a digestdo do  produto,
transformacgdes associadas ao processamento
dos probiéticos, condi¢cdes de armazenamento,
estresse osmotico, oscilacdes de temperatura e
0 processo natural de morte celular (CHAN e
ZANG 2005).

O processo de morte celular seja
associado a fatores externos ou ao
envelhecimento das células pode ser
influenciado pela forma que o probidtico é
preparado, e dentre as formas de reduzir a
perda de viabilidade, destaca-se a imobilizacao
como um método capaz de reduzir efeitos
geradores de estresse fisico e bioquimico para
a célula. Na imobilizacdo o suporte dificulta a
acao direta dos efeitos estressantes na estrutura
proteica e nas membranas celulares, a0 mesmo
tempo em que protege as células da
contaminagdo por fungos e bactérias
indesejaveis (OUYANG et al, 2004; LEE,
HEO, 2000).

Embora seja grande a aceitacdo dos
chocolates e 0s chocolates com probidticos
representem uma inovacdo no mercado de
chocolates, ainda existem poucos estudos que
descrevem estes alimentos probidticos. Dessa

forma, no presente trabalho € apresentada uma
comparacdo entre probidticos imobilizados
preparados com chocolate com a finalidade de
compreender melhor o efeito do meio
fermentativo e das caracteristicas do produto
na viabilidade das células de Lactobacillus
acidophilus. Buscou-se avaliar a substituicdo
de constituintes do meio otimizado para
lactobacilos (MRS) por componentes de baixo
custo e aceitaveis para 0 consumo humano, de
forma a favorecer o uso deste chocolate em
testes de analise sensorial.

MATERIAIS E METODOS

1. Micro-organismos e meios de cultura

Foram realizadas fermentacdes
submersas de Lactobacillus acidophilus LA-5
com concentragdo celular inicial de 108
células/L em Erlenmeyers de 250 mL,
contendo 100 mL de meio, com agitacdo de
300 rpm em incubador rotativo a 30°C por 48h
em meios de cultura denominados M1, M2 e
M3, cujas composicdes estdo especificadas na
Tabela 1. Para cada fermentacdo foi realizada
a medida da concentragdo celular para os
tempos de fermentacdo de 2, 4, 6, 8, 10, 12,
16, 24 e 48 horas.

Tabela 1 — Composic¢édo dos meios de
cultura

Meio Composigdo do meio

Glicose (20 g/L), peptona de caseina
(10 g/L), extrato de carne (10 g/L),
extrato de levedura (5 g/L), tween 80

M1 (1 g/L), fosfato de potéssio dibasico
(MRS) (2 g/L), acetato de sodio (5 g/L),
citrato de amonio (2 g/L), sulfato de

manganés (0,05 g/L), sulfato de
magnésio (0,2 g/L)

Glicose (20 g/L), levedo de cerveja (6
M2 g/L), extrato de Camelia sinensis
25% (viv)*

Glicose (20 g/L), levedo de cerveja (

M3 6g/L)

* Nota: preparado com 10 g de folhas secas para 500
mL de agua




2. Preparacéo das
probidticas

formulactes

Para a preparacdo dos chocolates
utilizou-se células centrifugadas a 10 °C e
8000 rpm por 10min obtidas da fermentacdo
de L. acidophilus utilizando os meios e as
condi¢bes descritos no item 1. As células
obtidas da fermentacdo do meio de cultura M1
(MRS) foram adicionadas a diferentes tipos de
chocolate, cujas composicdes estdo
especificadas da Tabela 2.

Tabela 2 — Composicao das preparacdes de
chocolate

Composicdo da formulagdo

Formulagéo
s (% em massa)

chocolate ao leite 75% e
células de lactobacilos 25%

chocolate meio amargo 75% e
células de lactobacilos 25%

chocolate amargo 75% e
células de lactobacilos 25%

Chl

Ch2

Ch3

Nota: Teor de sélidos de cacau (% em massa):
chocolate ao leite, 25%; meio amargo, 53%;
amargo, 75%.

Num primeiro momento, realizou-se a
analises dos meios fermentados apds 24h de
fermentacdo a fim de avaliar a concentragdo de
células (utilizando-se um espectrofotdmetro
para medir a absorbancia da amostra a 600 nm,
usando-se uma curva de calibracdo da
concentragdo em funcdo da absorbancia) para
cada um dos meios. Isso foi feito de forma a
possibilitar o uso de um volume de meio
fermentado capaz de gerar a concentracdo
celular de interesse.

Para a preparacdo dos chocolates
adicionou-se as células probioticas a uma
massa de chocolate derretido. As formulacGes
foram acondicionadas em formas e apds
resfriadas, foram embrulhadas em papel
aluminio e mantidas a 25+2°C.

A avaliacdo da viabilidade das células de
lactobacilos foi feita em termos de sobrevida
obtida a partir do modelo ndo paramétrico de
Kaplain-Meier ajustado em linguagem R para

0s periodos de 4, 9, 14, 18, 23 e 28 dias de
armazenamento do produto.

3. Quantificacdo da concentracéo celular
de Lactobacillus acidophillus LA-5

A contagem das células em todos os
experimentos, tanto nas avaliagbes da
viabilidade das células no chocolate quanto na
construcdo das curvas de padronizacdo
(absorbancia em funcdo da concentracdo), foi
feita por plaqueamento em profundidade em
meio Agar MRS com a contagem de 48h de
incubacdo a temperatura de 25 °C. Antes da
contagem, cada amostra de chocolate era
dissolvida em leite em pd desnatado
reconstituido (10% p/v) na temperatura de
45 °C que era usada no plagueamento.

RESULTADOS E DISCUSSOES

A Figura 1 apresenta o resultado da
contagem de células fermentadas em meio M1
(MRS) adicionadas as diferentes formulaces
de chocolate (Tabela 2) armazenadas por um
periodo de 7 a 28 dias.
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Figura 1 — Estabilidade das formulagdes
de chocolate (Chl, Ch2, Ch3)

A partir dos dados é possivel observar
que a formulagdo de chocolate ao leite (Chl)
foi a mais estavel, dado que esta preparacdo
foi a que apresentou maior numero final de
células viadveis. Desse modo, esta foi a
formulacéo escolhida para a avaliagdo do meio



de fermentacdo (avaliagdo do meio de
fermentacéo).

As concentracdes celulares obtidas nas
fermentagdes nos meios M1, M2 e M3 e que
foram adicionadas ao chocolate ao leite
(formulagdo Ch1) sdo mostradas na Figura 2.
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Figura 2 — Crescimento celular nos meios
fermentativos M1, M2 e M3

A comparagéo entre o0 meio de referéncia
M1 e o meio M2 (Figura 2) mostra que nas
condiges testadas ndo foi possivel melhorar a
viabilidade das células pela acdo antioxidante
dos compostos fendlicos de C. sinensis, pois a
acdo destes compostos no meio M2 na
concentragdo utilizada reduziu tanto o
crescimento quanto a viabilidade celular. A
comparagéo entre o meio de referéncia M1 e o
meio M3 (Figura 2) mostra que embora 0 meio
M3 gere menor crescimento celular o mesmo
ndo desfavorece a fermentacdo, o que significa
que 0 mesmo pode ser usado No Processo.

Embora 0 meio M1 seja 0 mais favoravel
para o crescimento das células o0 mesmo néo é
adequado para o uso em alimentos. Dado que
0 meio M3 foi mais adequado que M2 para o
crescimento das células em chocolate, esse foi
utilizado no estudo de sobrevida de células
(Figura 3).
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Figura 3 — Sobrevida de células de
L. acidophilus em meio M3 (glicose com
levedo de cerveja)

Pode-se observar neste estudo que o
chocolate gerado com M2 apresenta
manutencdo de 10° células/g para tempos
superiores a 20 dias de armazenamento.

As Figuras 4 e 5 apresentam 0s
resultados dos ajuste da analise de sobrevida
das células e de funcdo densidade realizadas
pelo modelo de Weibull:

S(t) = atP
onde os valores obtidos para parametros

a e B e a correlagdo foram: o = 1,44,
B=9,41ler?=0,86.
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Figura 3 — Sobrevida de células de
L. acidophilus em meio M3 (glicose com
levedo de cerveja)
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Figura 4 — Func¢do densidade de celulas de
L. acidophilus em meio M3 (glicose com
levedo de cerveja)

A avaliacdo dos resultados previstos pelo
modelo sugere que a grande quantidade de
células ¢ que mantém populacdo de células
superior a 10° célula/g para o tempo de
armazenamento de até 5 dias (Figura 3) e que
a maior parte das mortes celulares ocorre entre
2 e 6 dias de armazenamento (Figura 4).

CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos é possivel
inferir que a composicdo do meio representa
um fator que influi diretamente na estabilidade
das celulas adicionadas ao chocolates. Com
relacdo ao tipo de chocolate, foi possivel
verificar que o maior teor de lipideo em
conjunto com o maior teor de solidos de cacau
(Ch3) ndo geram de forma isolada a situacédo
de melhor viabilidade para células, ou seja, 0
teor de flavonoides e outros compostos do
chocolate em associagdo a fracdo lipidica
desempenham  funcéo importante  na
viabilidade celular.

Com relagé@o ao meio de fermentacao das
células foi possivel constatar que a
composicdo e condigdes que favorecem maior
crescimento celular néo favorecem
necessariamente a maior viabilidade das
células probidticas ao longo da vida de
prateleira do produto e que o interesse no uso
do meio reduzido M3 em anélises sensoriais é
perfeitamente justificado pela qualidade do
produto gerado com 0 mesmo.
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