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RESUMO

Atualmente, a ideia de redugdo dos componentes lacteos como veiculos para agentes
probidticos tem sido promovida em razao da alta proporcéao de individuos que apresentam
intolerancia a lactose e alergia aos componentes protéicos do leite. Pesquisadores sugerem
que a intolerancia a lactose ocorre na mucosa intestinal sensibilizada, causando célicas
abdominais, vomitos, obstipagao intestinal, perda de sangue oculto nas fezes, e em casos
mais severos, obstrugdo intestinal e enteropatia perdedora de proteinas. Levando-se em
consideragao as patologias relacionadas a intolerancia alimentar, novas alternativas como
as bebidas fermentadas probitticas a base de soja em substituicdo aos produtos lacteos
vém sendo enfatizadas na alimentagdo, pois além de proporcionarem uma modulagéo
benéfica da microbiota intestinal, podem atuar na diminuicdo do estresse imunoldgico. Foi
realizado a cinética de acidificagdo com o sistema CINAC das diferentes formulagdes a 42°C
a co cultura ternaria composta por Lactococcus lactis (LL), Lactobacillus bulgaricus (LB),
Streptococcus thermophilus (ST) foi a maior taxa de acidificagdo (Vmax 11.40 x 103
unidades pH/min) 10.12 horas para atingir o pH 4.5 (P<0.05), na pos acidificagdo a linhagem
Lactococcus lactis (LL) apresentou a menor taxa de acidificacao significante em relagdo ao
demais a 37°C p<0.05 e a co cultura ternaria Lactobacillus plantarum (LP), Lactobacillus
bulgaricus (LB) e Streptococcus thermophilus (ST) foi que apresentou a maior taxa de
acidificacdo em relacdo aos demais p<0.05, a 42°C a com maior taxa de acidificacao foi
Lactococcus lactis (LL) junto do Lactobacillus plantarum (LP). Na contagem microbiolégica
todos os micro-organismos nas diferentes temperaturas e formulacées mantiveram
viabilidade acima de 10° apdés os 28 dias de armazenamento a 4°C. Os parametros
termodinamicos estimados para a inativagao térmica irreversivel da nisina foram energia,
entalpia e energia livre de Gibbs de ativacdo de 155,1, 152,""152,3 e 86,2-90,4 kJ / mol,
respectivamente, e uma entropia de ativagédo de 177,9-186,2 J mol-1 K.

Palavras-chave: Fermentagdo, bactérias laticas, extrato de soja, probibticos, compostos
bioativos, bacteriocinas.
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ABSTRACT

Currently, the idea of reducing dairy components as vehicles for probiotic agents has been
promoted because of the high proportion of individuals who present lactose intolerance and
allergy to milk protein components. Researchers suggest that lactose intolerance occurs in
the sensitized intestinal mucosa, causing abdominal cramps, vomiting, intestinal
constipation, fecal occult blood loss, and in more severe cases, intestinal obstruction and
protein-losing enteropathy. Considering the pathologies related to food intolerance, new
alternatives such as soy-based probiotic fermented beverages instead of dairy products have
been emphasized in the diet, as they provide a beneficial modulation of the intestinal
microbiota. The acidification kinetics was performed with the CINAC system of the different
formulations at 42°C. The ternary co-culture composed of Lactococcus lactis (LL),
Lactobacillus bulgaricus (LB), Streptococcus thermophilus (ST) was the highest acidification
rate (Vmax 11.40 x 102 units pH / min) 10.12 hours to reach pH 4.5 (P <0.05), post
acidification the Lactococcus lactis (LL) strain had the lowest significant acidification rate
when compared to the others at 37°C p <0.05. And the ternary co-culture Lactobacillus
plantarum Lactobacillus bulgaricus (LB) and Streptococcus thermophilus (ST) showed the
highest acidification rate when compared to the other p <0.05, at 42°C, and the highest
acidification rate was Lactococcus lactis (LL) with Lactobacillus plantarum (LP). In the
microbiological count, all microorganisms at different temperatures and formulations
maintained viability above 10° after 28 days of storage at 4°C. The thermodynamic
parameters estimated for nisin irreversible thermal inactivation were energy, enthalpy and
Gibbs free energy of activation of 155.1, 152.1-152.3 and 86.2-90.4 kJ/mol, respectively, and
an activation entropy of 177.9-186.2 J mol' K.

Keywords: Fermentation, lactic acid bacteria, soymilk, probiotic, bioactive compouds,
bacteriocins.
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RIASSUNTO

Attualmente, l'idea di ridurre i componenti del latte come veicoli per agenti probiotici & stata
promossa a causa dell'alta percentuale di persone con intolleranza al lattosio e allergia ai
componenti delle proteine del latte. | ricercatori suggeriscono che l'intolleranza al lattosio si
verifica nella mucosa intestinale sensibilizzata, causando crampi addominali, vomito,
costipazione, perdita di sangue occulto nelle feci e, in casi piu gravi, ostruzione intestinale e
enteropatia con perdita di proteine. Prendendo in considerazione le patologie legate
allintolleranza alimentare, sono state enfatizzate nella dieta nuove alternative come le
bevande fermentate probiotiche a base di soia anziché i latticini, poiché oltre a fornire una
modulazione benefica del microbiota intestinale, pud agire per ridurre lo stress immunitario.
La cinetica dell'acidificazione fatto con il “Sistema CINAC” delle diverse formulazioni a 42 °C
sono stati ottenuti dalla co-cultura ternaria di Lactococcus lactis (LL), Lactobacillus
bulgaricus (LB), Streptococcus thermophilus (ST) era il piu alto tasso di acidificazione (Vmax
11.40 x 103 units pH / min) 10.12 ore da raggiungere pH 4.5 (P <0.05), post acidificazione il
Lactococcus lactis (LL) il ceppo aveva significativamente il tasso di acidificazione piu basso
rispetto agli altri 37°C p <0.05 e la co-cultura ternaria Lactobacillus plantarum Lactobacillus
bulgaricus (LB) and Streptococcus thermophilus (ST) ha mostrato il piu alto tasso di
acidificazione rispetto all'altro p <0.05, at 42°C e al piu alto tasso di acidificazione era
Lactococcus lactis (LL) with Lactobacillus plantarum ( LP). Nel conteggio microbiologico tutti i
microrganismi a diverse temperature e formulazioni hanno mantenuto una vitalita superiore a
108 dopo 28 giorni di conservazione a 4 °C. | parametri termodinamici stimati per
l'inattivazione termica irreversibile della nisina erano energia, entalpia ed energia libera di
Gibbs di attivazione di 155.1, 152.1-152.3 and 86.2-90.4 kJ/mol, rispettivamente, e
un'entropia di attivazione di 177.9-186.2 J mol™ K.

Keywords: Fermentazione, batteri lattici, estratto di soia, probiotici, composti bioattivi,
batteriocine.
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INTRODUCAO

Os consumidores estdo cada vez mais interessados em ter uma vida
saudavel, buscando alimentos que contribuam para o bom funcionamento do
organismo de forma segura. Entre os componentes da alimentacdo que favorecem a
melhora da saude, a soja vem se destacando devido ao seu elevado teor de
proteinas — quando comparado ao leite bovino —, tornando-se uma alternativa para
pessoas que buscam alimentos saudaveis ou mesmo apresentem intolerancia ao
leite e/ou alérgicas a proteina do leite (SMIDERLE., 2006).

A soja (Glycine max) é uma leguminosa com particularidades Unicas, que foi
descoberta ha mais de cinco mil anos na regido norte da China. Devido a sua
versatilidade, é considerada um dos alimentos mais completos, possuindo grande
potencial para atuar na manutencédo da saude e na reducao de risco de diferentes
doencas crénicas (MATEOS-APARECIDO et al., 2008). Atualmente, o Brasil ndo é
somente o0 segundo maior produtor de soja do mundo — ficando atras dos EUA —,
mas também o segundo maior importador de gréo, 6leo e farelo desta commodity
agricola (CHAUDHARY et al, 2015; EMBRAPA SOJA., 2016).

Em razao das caracteristicas nutricionais da soja e seus beneficios a saude,
seu consumo aumentando sofreu grande rejeicdo pelo sabor residual e aumento da
flatuléncia, sendo esses problemas correlacionados com os oligossacarideos
(estaquiose e rafinose) presentes naturalmente nesta e em outras leguminosas
(BEDANI et al., 2014).

Para melhorar o sabor e aumentar seu consumo, a fermentacao latica do
extrato soluvel de soja é visto como uma alternativa, podendo ser aliado a
suplementacdo com sacarose, melhorando sua caracteristica sensorial (BEHRENS,
ROIG, SILVA., 2004).

Com a fermentacgéo latica da soja, podemos conferir caracteristicas funcionais
a este alimento com a adicao de bactérias probioticas, auxiliando no tratamento de
algumas doencas inflamatérias intestinais (DIl) como a colite ulcerativa (CU) e a
doenca de Crohn; as bactérias acido-laticas, com propriedades probibticas, atuam
por meio da modulagdo da microbiota intestinal, além de contribuir para melhoria da
digestdo da lactose e na reducdo dos sintomas de intolerancia a este carboidrato
(PANDEY, MISHRA, 2015).

17
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Os probi6ticos sao microrganismos vivos que, quando administrados em
quantidades adequadas, conferem algum beneficio para a saude (FAO/WHO, 2002;
HILL et al., 2014). Esses microrganismos pertencem a diferentes géneros e espécies
— tanto de bactérias, como de leveduras —, e tém sido associados a diversos efeitos
benéficos. Para um produto ser considerado probiético, deve oferecer uma
quantidade minima de 10% a 10° UFC bactérias probidticas na porgdo diaria
(BRASIL., 2008). A microbiota humana é o foco de diversas pesquisas referentes a
sua dindmica e relacdo com diferentes doencas, sendo hoje um dos maiores
campos de pesquisa da atualidade. A maioria dos esforgos é direcionada ao trato
gastrointestinal (eixo intestino cérebro e o sistema neuroimunoendocrino), que
abriga a maioria dos nossos microrganismos. Diversos compostos e alimentos tém
sido enquadrados com o apelo de alimento funcional e, dentre estes, estdo os
probidticos. No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), por
meio da resolucado da diretoria colegiada RDC N¢ 241, de 26 de julho de 2018,
dispde sobre os requisitos para comprovacdao da seguranca e dos beneficios a
saude dos probidticos para uso em alimentos. Dentro da udltima década, nossa
compreensdao dos organismos que habitam nossa flora intestinal e sua
funcionalidade na saude humana vem sendo estudada e demostrou ser promissora
no tratamento de diferentes doencas por meio da modulacdo da microbiota intestinal
(SCHMIDT, RAES, BORK, 2018). As bactérias laticas constituem um grupo de
microrganismos amplamente distribuidos na industria alimenticia. Sao produtoras de
uma variedade de compostos antimicrobianos, incluindo: acidos (latico e butirico),
diacetil, peroxido de hidrogénio, didxido de carbono, alcool, aldeido e bacteriocinas
(BALCIUNAS et al.,, 2013; MAYO et al., 2010). Todos esses compostos podem
antagonizar o crescimento de bactérias deterioradoras e patogénicas presentes nos
alimentos, como as bacteriocinas, que tém atraido grande interesse na industria de
alimentos, em decorréncia de seu uso potencial como conservante “natural’
(BROMBERG et al., 2006; COLLINS et al., 2010).

Lactobacillus plantarum é uma das bactérias acido-laticas utilizadas para
elaboracdo de um produto probiético (BERNARDEAU et al., 2008), mostrando um
metabolismo  homofermentativo, tolerdncia acida moderada, sendo um
microrganismo considerado GRAS (Geralmente Reconhecido como Seguro)
(BRINQUES & AYUB, 2011). Segundo o estudo realizado por Carbonera & Pinho
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(2010), foi identificado um grande efeito antagbnico do L. plantarum sobre a
microbiota deterioradora no processo de fermentacdo da anchoita. Durante este
processo, e com o auxilio da glicose (carboidrato fermentescivel), esta cepa
demonstrou eficacia significativa na reducéao do pH e no aumento da acidez devido a
producéo de acidos organicos e, em maior expressao, o acido latico (CARBONERA
& PINHO, 2010; SABO et al., 2014).

A Lactococcus lactis é utilizada ha séculos na fermentacdo de alimentos —
especialmente queijo, iogurte, chucrute e similares —, considerada GRAS
(Geralmente Reconhecido como Seguro) pela Food and Drug Administration (FDA),
também podendo ser empregada como probidtico (SONG et al,, 2017). Além de
conferir sabor, a L. lactis, sendo uma bactéria acido-lactica (BAL), também é
produtora de &cido latico que preserva os alimentos. Algumas cepas melhoram
ainda mais essa propriedade de preservagdo com a produgcdo de bacteriocinas,
reforcando seu papel na industria de alimentos (BOLOTIN et al., 2001). Ademais de
sua importante funcao nos alimentos, L. /actis tornou-se 0 modelo de bactéria acido-
latica para o estudo de engenharia genética. Varios fatores, incluindo seu tamanho
pequeno e genoma totalmente sequenciado (2,3 Mbp), o desenvolvimento de
ferramentas de engenharia genética compativeis — como clonagem e sistemas de
expressdo com opcdes personalizaveis —, tornaram-na um modelo desejavel
(LINARES et al, 2010). Nas ultimas duas décadas, L.lactis ampliou
consideravelmente sua aplicagdo em alimentos e estudos realizados sobre essa
bactéria e em muitas ocasides, atuando como uma alternativa em relacdo ao uso de
gram-positiva Bacillus subtilis e Lactobacillus plantarum, ou a Gram-negativa,
Escherichia coli, sendo a E. coli um dos microrganismos modelos mais estudados
pela ciéncia (GARCIA-FRUITOS, 2012).

As bacteriocinas sdo pequenos peptideos com propriedades antibacterianas.
Estes sdo produzidos por bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Até agora,
algumas centenas de bacteriocinas foram descritas. A classificagdo de bacteriocinas
sofre alteragdes continuas a medida que novos desenvolvimentos em relacao a sua
estrutura, a sequéncia de aminoacidos e 0 mecanismo reconhecido de sua acao
estdo disponiveis (BACTIBASE, 2013; BAGEL, 2013). Algumas bacteriocinas
(lantibiéticos) contém aminoacidos atipicos, como lantionina (Lan), metilantionina
(MelLan), desidroalanina (Dha), desidrobutirina (Dhb) ou D-alanina (D-Ala). As
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bacteriocinas mais reconhecidas sao produzidas por bactérias acido-lacticas,
incluindo nisina produzida por cepas de Lactococcus lactis (ARNISON et al., 2013).

Estas bacteriocinas foram reconhecidas como totalmente seguras para 0s
seres humanos. Atualmente, a nisina € usada como agente de preservagdo na
industria de alimentos. Outras bacteriocinas de bactérias lacticas e preparacdes
probidticas fornecem uma alternativa aos antibi6ticos e sdo usadas em alimentos e
racao animal (DELVES-BROUGHTON et al., 1996; DE CARVALHO et al., 2010).

Descobertas ha mais de 50 anos, as bacteriocinas podem ser sintetizadas
ribossomicamente sob a forma de proteinas e/ou peptideos antimicrobianos. Na
industria alimenticia, as bacteriocinas podem ser utilizadas como conservantes
naturais para alimentos, além de diminuirem o risco de contaminagdo cruzada e
aumentarem o tempo de vida-de-prateleira. J& na industria farmacéutica, as
bacteriocinas sao principalmente encontradas no grupo dos lantibidticos que
possuem uma possivel utilizagdo no tratamento de hipertensdo, herpes,
inflamacdes, alergias da pele e tratamento de Ulceras (COLLINS et al., 2010;
BALCIUNAS et al., 2013; GILLOR et al., 2005).

Segundo Drider et al. (2006), a maioria das bacteriocinas conhecidas até
entdo, sédo sintetizadas envolvendo quatro diferentes genes: o responsavel pela
producdo do pré-peptideo ou pré-bacteriocina; o responsavel pela producado da
proteina que confere imunidade a célula produtora; o da producdo da proteina de
transporte ABC (ATP-binding cassette), que externaliza a bacteriocina; e por ultimo,
o0 que codifica uma proteina acessoério, ndo pertencente ao transporte ABC, mas
necessaria para a excrecao da bacteriocina.

A bacteriocina mais reconhecida da classe | € a nisina, produzida por certas
cepas de Lactococcus lactis. A nisina manifesta uma ampla gama de atividade
antibacteriana direcionada contra bactérias Gram-positivas, como Enterococcus,
Leuconostoc,  Lactococcus,  Lactobacillus,  Staphylococcus, = Micrococcus,
Pediococcus, Listeria. Isto previne também contra a formacédo de esporos e inibe
desenvolvimento de células bacterianas vegetativas de Bacillus e géneros de
Clostridium (DELVES-BROUGHTON et al., 1996; CINTAS et al., 1998; CHEIGH e
PYUN, 2005). Hoje, a grande maioria dos estudos da producdo de bacteriocinas
esta dedicada as bactérias acido-laticas sintese de peptideos a partir das bactérias
acido-laticas (LAB) — como Lactococcus spp. (Nisin), L. plantarum (AcH Pediocin),
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Enterococcus spp. (Enterocin), e Pediococcus spp. —, para aplicagdo como
preservantes naturais de alimentos (CHEIKHYOUSSEF et al, 2009; DEEGAN et al.,
2006; RILEY & CHAVAN, 2007).

Alguns pesquisadores relatam que a microencapsulacdo é muito importante
para auxiliar na protecdo das bactérias probidticas, jA que devem sobreviver as
operacdes de processamento e estocagem do produto, assim como ao ambiente
gastrico, enzimas hidroliticas e sais biliares do trato gastrointestinal (Capela et al.,
2006; Ribeiro et al., 2014). Ademais, a microencapsulacdo pode promover a
liberacdo controlada no local de acdo dos microrganismos probidticos, otimizando,
portanto, a sua eficiéncia (FAVARO-TRINDADE et al., 2008, 2011; KRASAEKOOPT
et al., 2006).

Em geral, a encapsulacao é definida como o processo de atrelamento de uma
substancia (também conhecida de material do nucleo ou de agente ativo) dentro de
outra substancia, como material da parede ou do agente de revestimento (FANG &
BHANDARI, 2010). Ambos os materiais do nucleo e agente de revestimento podem
ser materiais puros ou de misturas (ERSUS & YURDAGEL, 2007).

O material a ser usado para encapsular as bactérias probiéticas deve conter
propriedades que levem em conta a natureza delicada destas cepas, além da
técnica a ser empregada (Ribeiro et al., 2014). Favaro-Trindade & Grosso (2002)
avaliaram a tolerancia de L. acidophilus e de B. lactis microencapsulados em acetato
ftalato de celulose, pela técnica de spray dryng, em solucdes de pH e bile, similares
as encontradas no estbmago e intestino, e demonstrou que esta técnica foi
responsavel por aumentar a viabilidade das cepas probidticas. E importante salientar
que os agentes encapsulantes devem ser certificados como GRAS “Geralmente
Reconhecido como Seguro”, além de detalhar o tipo de liberacdo do produto e
estabilidade (NEDOVIC et al., 2011).

Entre as técnicas de encapsulagao propostas, o spray drying € uma das mais
utilizadas em bactérias laticas probiéticas (ANEKELLA & ORSAT, 2013), uma vez
que & um processo continuo e tem baixos custos no processo, além de produzir
particulas secas de boa qualidade (FANG & BHANDARI, 2011). Esta técnica
consiste na atomizagdo em goticulas de uma formulacao liquida que contém tanto
material do nucleo e agente de revestimento. Em seguida, um gas de processo
aquecido (ar ou nitrogénio) conduz a uma intensa evaporacdo da umidade da
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superficie da gota, o que a mantém fresca até que o estado seco seja alcancado
(FANG & BHANDARI, 2012), permitindo, assim, o processamento de ingredientes
sensiveis ao calor como os carotenoides ou polifendis (GHARSALLAOUI, et al.,
2007). Deste modo, espera-se que a microencapsulacdo promova aumento da
viabilidade celular seja na vida-de-prateleira do produto, seja na presenca de
estresse gastrointestinal, conseguindo ser liberado no sitio de acao ideal.

Com o objetivo de apresentar uma opcao de alimento funcional para os
consumidores em geral, e principalmente para aqueles que ndo apreciam ou nao
podem consumir derivados do leite — como os intolerantes a lactose, alérgicos a
proteina do leite, hipercolesterolémicos e vegetarianos estritos —, o presente trabalho
tem como objetivo geral o estudo tecnolégico de um produto fermentado em meio de
soja com duas linhagens de bactérias acido laticas Lactobacillus plantarum CECT-

221 e Lactococcus lactis CECT-40434 (colecao espanhola de cultivos-CECT).

Os objetivos especificos foram:

» Estudar os parametros cinéticos do processo fermentativo;

» Avaliar as respostas do planejamento experimental de misturas com
inclusao de variaveis de processo em preparado de soja fermentado;

» Determinar a po6s-acidificacdo do produto fermentado de soja em
tempos pré-determinados (1, 14 e 28 dias) de armazenamento a
4°C;

» Realizar a contagem microbiolégica das culturas laticas em tempos
pré-determinados (1, 14 e 28 dias) de armazenamento a 4°C;

» Determinar os principais oligossacarideos e acidos organicos;

» Determinar os principais acidos graxos e peptideos bioativos;

» Estudar o estresse gastrointestinal in vitro em modo estatico;

» Determinar atividade antimicrobiana de possiveis bacteriocinas em
tempos pré-determinados (1, 14 e 28 dias) de armazenamento a
4°C;

» Estudo dos parametros termodinamicos do metabolismo (Etapa
Italia);

22



Doutorado 2019

Este trabalho estd estruturado em capitulos. O Capitulo | apresenta o
embasamento tedrico pertinente ao desenvolvimento deste projeto. Os capitulos Il e
Il estdo na forma de artigos cientificos que serdo submetidos a publicagao,
resultantes do desenvolvimento deste projeto de doutorado. Neles estdo descritas as
metodologias empregadas na conducdo dos experimentos, bem como a analise e

discussao dos resultados.

CAPITULO | - REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1. BACTERIAS ACIDO-LATICAS

O importante papel das bactérias acido-laticas (BALs), do ponto de vista
tecnoldgico, € ilustrado pela produgdo de biomoléculas de alto valor agregado
durante o processo fermentativo, produzindo acido latico como maior bioproduto do
metabolismo. Além disso, algumas culturas laticas, inclusive probiéticas, produzem
acido acético, acido malico, etanol, aromas (diacetil e acetoina), bacteriocinas,
exopolissacarideos e importantes enzimas (proteases), aumentando, assim, a vida-
de-prateleira e seguranca microbiolégica do produto fermentado, melhorando, deste
modo, a textura e caracteristicas sensoriais do produto (LEROY e VUYST, 2004;
MAYO et al., 2010). Em particular, as propriedades antimicrobianas das BALs
permitiram o aumento da vida-de-prateleira de muitos alimentos através de
processos de fermentacdo (PAPAGIANNI e PAPAMICHAEL, 2011). De fato, a
inibicdo de microrganismos deteriorantes dos alimentos pode ser atribuida a
producdo de compostos antimicrobianos, incluindo &cidos orgéanicos, perdéxido de
hidrogénio, antibiéticos e bacteriocinas (SARIKA et al., 2010).

Algumas espécies de Lactobacillus, Lactococcus, Bifidobacterium e
Pediococcus inibem o crescimento de outros micro-organismos, incluindo os
patogénicos intestinais e os deteriorantes, através da producdo de compostos
antibacterianos ou bacteriocinas (AHMAD et al., 2010; SAAD et al., 2013). Além
disso, essas espécies, citadas anteriormente, podem ser consideradas probioticas
(OLIVEIRA et al., 2011). Para isso, tem sido sugerido que uma das desejaveis
propriedades das cepas probidticas seja a habilidade de produzir substancias, como
bacteriocinas, a qual oferece o potencial de fornecer vantagem na colonizacao e

competicao do trato gastrointestinal (CASTRO et al., 2011).
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Por definicdo, as bacteriocinas sdo peptideos antimicrobianos produzidos por
uma ampla variedade de bactérias, incluindo BALs, que apresentam espectro de
acao contra uma variedade de microrganismos incluindo bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas, protozoarios, fungos e virus (REDDY et al., 2009). As bacteriocinas
produzidas por bactérias Gram-positivas, particularmente BALs, apresentam amplo
espectro como bioconservante de alimentos e como agente terapéutico (GALVEZ et
al., 2008). Estruturalmente, esses peptideos sdo compostos de 20 a 60 aminoacidos
e podem ser responsaveis pelas principais propriedades das bacteriocinas, que
incluem a tolerancia &cida, termoestabilidade e especificidade bactericida (COLINS
et al., 2010). A nisina é o exemplo mais conhecido, que é bioproduzida por muitas
cepas de Lactococcus lactis subsp. lactis, sendo considerada o protétipo de
bacteriocina de BALs (PERIN et al.,, 2012). As bacterias acido-lacticas apresentam
viabilidade em pH baixo. Além disso, possuem um sistema de transporte de acido
lactico e prétons para o exterior celular de forma simultanea, levando a homeostase
do pH interno gerando energia (TORO, 2005; BERNARDEAU et al., 2008). Estas
bactérias sdo classificadas entre mesofilicas e termofilicas, de acordo com sua
temperatura de crescimento. As mesofilicas crescem em aproximadamente a 30°C e
as termofilicas se desenvolvem a uma temperatura préxima de 42°C (SYBESMA et
al., 2006). Os géneros mais representativos sao Lactobacillus, Lactococcus,
Enterococcus, Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc, Weissela, Carnobacterium
e Tetragenococcus (DANIEL et al., 2011).

As bactérias acido-lacticas apresentam condi¢des nutricionais especificas em
relagdo ao meio de cultivo, por meio de metabolismo fermentativo estreitamente
dependente da quebra de acucares para obtengao de energia. Através dos produtos
finais da fermentacdo, podem ser classificadas em dois grupos: as
homofermentativas e as heterofermentativas (Figura 1). As primeiras sintetizam
apenas acido lactico, ja as heterofermentativas além de &acido lactico, produzem
outros compostos como acido acético, aldeido, diacetil, di6xido de carbono e etanol
(MARTINS et al., 2006; GONGCALVES, 2009).

24



Doutorado 2019

Figura 1: Rota metabdlica homofermentativa e heterofermentativa de bactérias lacticas.

HOMOFERMENTATIVO HETEROFERMENTATIVO
Glicose =% Glicose-6-P F'““’I"G'p <—— Frutose
Frutose = Frutose-6-P Glicose =% Glicose-6-P
2 NAD
COo, C 2 NADH
Frutose-1,6-di-P Xilulose-5-P
Gliceraldeido-3-P ‘/Q—kb‘ Dihidroxi-acetona-P Gliceraldeido-3-P Acetil-P ——p Acetato
NAD
c NADH
Plruvato Lactato Acetil-CoA
lc NADH 2 NADH
NAD C 2 NAD
Lactato Etancl

Fonte: Adaptado de KANDLER (1983).

Por meio da via Embden-Meyerhof (glicélise), as bactérias homofermentativas
convertem as hexoses, quase totalmente, em acido lactico, sendo que um mol de
glicose ou outro substrato glicosidico € convertido a dois moles de &cido lactico, na
auséncia de oxigénio molecular. O processo ocorre em duas etapas: primeiramente
a glicose é fosforilada por ATP e clivada para originar gliceraldeido fosfato. Na
sequéncia, o gliceraldeido fosfato é transformado em &cido lactico através de varias
reacdes de Oxido-reducdo, acopladas por moléculas de NADH e NAD a fosforizacéao
do ADP, ocorrendo, desta forma, os ciclos de fermentagdo subsequentes (BRIANS;
WARNER, 2003; GONCALVES, 2009). Por meio da lactato-desidrogenase, o
piruvato é reduzido a acido lactico, utilizando NADH como doador de hidrogénio.
Sao produzidas quatro moléculas de ATP para cada molécula de glicose
fermentada, tendo em vista que duas moléculas sdo consumidas, a produc¢éao liquida
€ de duas moléculas de ATP por molécula de glicose fermentada (TORO, 2005).

A via pentoses-fosfato  (Dickens) é utilizada pelas bactérias
heterofermentativas, assim as hexoses séo fermentadas a 4cido lactico em 50 % e o
restante (acido acético, acido férmico, dioxido de carbono, alcool) sao
simultaneamente fermentados com duas moléculas de ATP e NADH2NAD para que
ocorra a continuacao do processo de fermentacao (GONCALVES, 2009).

As bactérias laticas constituem um grupo de microrganismos amplamente
distribuidos na industria alimenticia. Sao produtoras de uma variedade de
compostos antimicrobianos, incluindo: acidos (latico e butirico), diacetil, peréxido de

25



Doutorado 2019

hidrogénio, diéxido de carbono, alcool, aldeido e bacteriocinas (BALCIUNAS et al.,
2013; MAYO et al, 2010). Todos esses compostos podem antagonizar o
crescimento de bactérias deterioradoras e patogénicas presentes nos alimentos,
como as bacteriocinas, que tém atraido grande interesse na industria de alimentos,
em decorréncia ao seu uso potencial como conservante “natural” (BROMBERG et
al.,2006; COLLINS et al., 2010).

Sendo necessaria uma avaliacdo mais ampla, a EFSA (European Food Safety
Authority) propds um método de andlise de seguranga antes da comercializagdo de
grupos especificos de microrganismos, ocorrendo a elaboracdo de uma "Presuncéo
de Seguranca Qualificada” (QPS), ou seja, avaliar a seguranca de um grupo
taxonémico definido, um género ou grupo de espécies, realizado com base no
estabelecimento da identidade, patogenicidade e aplicacao final (EC, 2007). Como
resultado desta avaliacdo, a EFSA publicou em 2007 que 33 géneros de
Lactobacillus possuem QPS, tais géneros encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1: Espécies de Lactobacillus com status QPS (EC, 2007).

Lactobacillus acidophilus Lactobacillus amylolyticus Lactobacillus amylovorus
Lactobacillus farciminis Lactobacillus fermentum Lactobacillus gallinarum
Lactobacillus paracasei Lactobacillus paraplantarum Lactobacillus pentosus
Lactobacillus alimentarius Lactobacillus aviaries Lactobacillus brevis
Lactobacillus gasseri Lactobacillus helveticus Lactobacillus hilgardii
Lactobacillus plantarum Lactobacillus pontis Lactobacillus reuteri
Lactobacillus buchneri Lactobacillus casei Lactobacillus crispatus
Lactobacillus johnsonii Lactobacillus kefiranofaciens Lactobacillus kefiri
Lactobacillus rhamnosus Lactobacillus sakei Lactobacillus salivarius
Lactobacillus curvatus Lactobacillus delbrueckii

Lactobacillus mucosae Lactobacillus panis

Lactobacillus sanfranciscensis  Lactobacillus zeae

Fonte: European Food Safety Authority, 2007.
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1.2. Probioticos
1.2.1. Definicao

A OMS- (Organizagdo Mundial da Saude) define probidticos como
“organismos vivos que, quando administrados em quantidades adequadas, conferem
beneficios a saude do hospedeiro”, entre estes bactérias acido-laticas, bactérias nao
acido-laticas e leveduras.

1.2.2. Caracteristicas

Os critérios minimos exigidos para um produto ser considerado probiético
incluem conter especificagdo por género e cepa, ser de origem humana, conter
bactérias vivas, ser resistente aos processamentos tecnolégicos de fabricacdo e ao
ambiente acido estomacal, a bile e as enzimas pancreaticas, ter capacidade de
colonizacdo e de adesdo as células da mucosa intestinal, produzir substancias
antimicrobianas contra bactérias patogénicas, auxiliar na prevencéo da translocacao
bacteriana, ser seguro ao uso humano e nao apresentar patogenicidade (OLIVEIRA
et al., 2002; SZAJEWSKA et al., 2006; THEOPHILO; GUIMARAES, 2008).

1.2.3. Dosagem

A ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) é o érgao responsavel
por especificar a dose que deve ser inserida nos produtos industrializados, bem
como as exigéncias para a comercializacao do produto. A quantidade minima viavel
para os probidticos deve estar situada na faixa de 108 a 10° UFC/g, devendo ser
ingeridos diariamente para garantir um efeito continuo, conforme indicagdo do
fabricante. No entanto, a concentracao de probi6ticos pode variar bastante conforme
a cepa e o produto, alguns demonstrando ser eficazes a niveis mais baixos,
enquanto outros requerem quantidades muito maiores. Dessa forma, ndo é possivel
estabelecer uma dose geral para todos os probiéticos e a recomendacéao é basear a
dosagem de acordo com estudos em humanos que mostrem beneficios a saude,
conforme mostrado na tabela 2 (OMG, 2011; BRASIL, 2002).
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Tabela 2: Relacao efeito/benéfico- Mecanismos de acao

Efeitos e Beneficios Possiveis causas e mecanismos

Alivio da intolerancia a Lactose Reducgéo de lactose no produto e maior
disponibilidade de p-galactosidase no
trato gastrointestinal.

Acdo contra patégenos entéricos Exclusdo competitiva, producdo de
compostos antimicrobianos e prevengao
de adesao de patdgenos.

Controle e prevencao de alergias Barreira imunoldgica e modulagao do
sistema imune.

Efeitos anticarcinogenico Conversao de compostos
carcinogénicos em compostos indcuos,
degradagéao de pré-carcinogenos
reducdo de enzimas promotoras de
processos cancerigenos, normalizacao
da permeabilidade intestinal e
estimulacdo do sistema imune .

Acao hipocolesterolémica Producédo de inibidores da sistese de
colesterol, uso de colesterol por
assimilacdo e precipitacgdo com sais
biliares desconjugados.

Modulacao imunoldgica Melhora a formagao de macréfagos,
estimula a producdo de células
supressoras e de y-interferon e diminui
ocitocinas pré inflamatérias.

Fonte: Adaptado de VASILJEVIC & SHAH (2008).

1.3. MICROENCAPSULACAO

A aplicacao de probiéticos, no entanto, tem a dificuldade de elaborar produtos
com uma boa resisténcia ao processamento e viabilidade durante toda a vida util do
produto, uma vez que algumas cepas sao extremamente sensiveis a fatores como
meio acido e oxigénio. Neste contexto, a microencapsulacdo tem sido proposta para
auxiliar na protecao dos probidticos aos efeitos adversos do ambiente, além de
promover a liberagéo controlada no local de acdo do microrganismo, otimizando sua
eficiéncia (FAVARO-TRINDADE et al., 2008).

O uso de uma matriz de polissacarideo exemplo (maltodextrina ou Inulina)
parece ser uma alternativa viavel para proteger os microrganismos (probiéticos)
frente a exposicao a agua e ions H* (LAHTINEN et al., 2007), cuja vantagem é ser

facilmente digerida pelo intestino, pelas lipases, possibilitando a liberacdo do
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probidticos em seu site de agdo (FAVARO-TRINDADE et al., 2011), aumentando sua
eficiéncia.

Até hoje, ja foram realizados diferentes métodos com diferentes tecnologias
para encapsulacao de probiodticos, embora algumas tecnologias de encapsulacao
tenham alcancado resultados satisfatérios na protecdo dos probiodticos, pesquisas
sobre novas tecnologias de encapsulagcdo, bem como novos agentes encapsulantes,
sao importantes para possibilitar a obtengao de microparticulas de baixo custo e em
escala industrial, para, assim, serem incorporados pela industria (FAVARO-
TRINDADE et al., 2011).

Muitos materiais podem ser utilizados como encapsulantes na confeccao de
microparticulas, dentre eles: goma arabica, agar, alginato e carregena; o0s
carboidratos amido, amidos modificados, dextrinas e sacarose; as celuloses
carboximetilcelulose, acetilcelulose, nitrolulose; os lipidios parafina, mono e
diacilglicerois, éleos e gorduras; os materiais inorganicos sulfato de calcio e silicatos;
a proteinas do gluten, caseina, gelatina e albumina (JACKSON & LEE, 1991).

Varias técnicas tém sido empregadas na elaboragdo de microcapsulas, tais
como: spray drying, spray cooling, coacervagao, extrusdo, extrusao centrifuga,
recobrimento em leito fluidizado, lipossomas e complexagéo por inclusdo (FAVARO-
TRINDADE et al., 2008 ) a selecao do método é dependente da aplicacdo que sera
dada a microcapsula, do tamanho desejado, do mecanismo de liberacdo e das
propriedades fisico-quimicas, tanto do material ativo, quanto do agente encapsulante
(JACKSON & LEE, 1991), mas nem todas as técnicas podem ser aplicadas para
encapsular probidticos devido a toxicidade de alguns compostos como solventes
organicos. Outro fator é o tamanho das células e o custo para confeccdo destes
produtos, sendo este um dos maiores problemas para industria de alimentos
(FAVARO-TRINDADE et al., 2011).

De acordo com Santos et al. (2000), existem algumas caracteristicas
importantes para que o agente encapsulante deva ser considerado ideal, devendo
apresentar: baixa viscosidade em concentracoes elevadas; ser facil de manusear
durante o processo de microencapsulacao; proteger o material a encapsular de
circunstancias adversas, como oxigénio, luz e pH; ter propriedades desejadas de
liberacao do material a encapsular; solivel em solventes usados; apresentar sabor
agradavel quando administrado por via oral.
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1.3.1. SPRAY DRYING

O Spray drying (secagem por pulverizagdo) € uma tecnologia de secagem
simples, répida, reproduzivel e escalavel, que permite condicbes de temperatura
moderada, que sdo adequadas para compostos biofarmacéuticos e microrganismos
sensiveis ao calor. Esta bem estabelecida na industria quimica de alimentos e na
industria farmacéutica. Comparada a outras tecnologias de secagem usadas em
aplicacdes de entrega de medicamentos, o0 spray drying € um processo continuo
para transformar diretamente varios liquidos (por exemplo, solugdes, emulsoes,
dispersoes, pastas) em pequenas particulas sélidas (microcapsulas), o spray drying
esta disponivel comercialmente e o custo de producdo é consideravelmente mais
baixo em comparagdo com outras tecnologias de secagem, como, por exemplo, a
liofilizagao.

Figura 2: Esquema do equipamento do spray drying.

Diagrama de
funcionamento A |

Fonte: Esquema autoral.
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O custo para utilizacdo do ingrediente encapsulado também é considerado
um fator limitante no emprego da encapsulacéo pela industria alimenticia. De acordo
com Gouin (2004), sugere-se que nao seja ultrapassado um custo adicional de €
0,1/kg ao alimento. As etapas do processo do spray drying sao basicamente: (1°9)
aquecimento do gas de secagem; (2% geracao de goticulas; (3°) secagem das
goticulas; e (4°) coleta de particulas. O equipamento possui um sistema de
bombeamento, por onde a suspensdo é aspirada até a regido (A), onde ha um
sistema de aquecimento do ar de entrada. Localizado na regiao (B), existe um bocal
(bico atomizador) que possui saida para a suspensao e o ar. A atomizacgao é iniciada
guando a suspensao, sob efeito da compressao do gas, entra pelo pequeno orificio
do bico atomizador, formando pequenas goticulas que representam um dos pontos
criticos do processo, ja que o tamanho da gota formada determina o tamanho da
particula. A atomizagdo € realizada usando-se um sistema centrifugo ou de alta
pressao, e as goticulas atomizadas imediatamente entram em contato com um fluxo
de ar quente na camara de secagem (C), transformando-se em particulas sélidas
(MAFART, 1994). Pela formagao de um sistema de succao, o gas movimenta-se de
forma circular, formando um movimento de ciclone que encaminha as particulas
secas para o recipiente coletor (D).

No contexto de aplicacbes de encapsulamento de microrganismos, 0S
principais beneficios sao:

» Controle do tamanho, forma e morfologia das particulas (forma amorfa/
cristalina, porosidade);

» Processo de uma etapa para converter diretamente varios alimentos liquidos
em pos secos;

» Simplicidade e facilidade de operacao do processo;

» Baixo custo operacional, tecnologia eficiente em energia e rapidez no
processo;

» Capacidade de expansao;

» Projeto de ciclo aberto e fechado para secagem por pulverizagao de solventes
organicos e aquosos;

» Processamento de substincias sensiveis ao calor com baixo risco de
degradacao;
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» Projeto de particulas com propriedades controladas de liberacdo de
medicamentos;

» Alta eficiéncia de encapsulamento e vida util prolongada;

» Técnica versatil para a formulagdo de microcapsulas com varios excipientes
encapsulantes.

No processo de microencapsulacdo podem ser produzidos dois tipos basicos
de estruturas: a microcdpsula, onde a particula é formada de um unico nucleo e esta
envolvida por uma fina parede (Figura 3A); e a microesfera, onde o material

encapsulado esta uniformemente distribuido (Figura 3B).

Figura 3: Microcapsula (A). Microesfera (B).

OO
OO

Fonte: Desenho autoral.

1.3.2. INULINA UM PREBIOTICO COMO AGENTE ENCAPSULANTE

Os efeitos atribuidos aos prebidticos sdo: (a) estimulacdo seletiva da
multiplicacdo das bactérias benéficas no célon; (b) potencial para reprimir patégenos
e limitar viruléncia por imunoestimulacdo; (c) modulacdo de funcgdes fisiologicas,
como a absorcdo de calcio e o metabolismo lipidico e; (d) reducédo do risco de
cancer de célon. (SAAD et al., 2013). Os prebio6ticos atuam mais frequentemente no
intestino grosso, embora possam ter algum efeito no intestino delgado (KOLIDA;
TUOHY; GIBSON, 2002).

Dentre os prebidticos, a inulina € uma dos mais estudados e com
propriedades bem estabelecidas (GIBSON et al., 2004). A inulina é um carboidrato
de reserva naturalmente presente nas plantas da familia Asteraceae (RONKART et
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al., 2009). No entanto, a espécie Cichorium intybus (chicéria) € a mais utilizada para
a extracdo industrial de inulina (ROBERFROID, 2007), enquanto a oligofrutose é
obtida a partir da inulina (GIBSON et al., 2004).

O uso de excipientes como material de parede no processo de
microencapsulacao por spray dryer é de pratica comum. Um dos materiais mais
utilizados como agente encapsulante na secagem por atomizagcdo € a inulina, em
razdo de seu baixo custo e baixa higroscopicidade, o que evita a aglomeracéo de
particulas (ANSELMO, 2006). A inulina de batata foi o primeiro produto comercial no
mercado, apresentando capacidade de formar um gel suave e reversivel e sendo
aplicado como substituto parcial da gordura em sorvetes e molhos para saladas.
Desde entdo, varias maltodextrinas tém sido produzidas para diversas aplicacoes
(KENNEDY:; KNILL; TAYLOR, 1995).

Quimicamente, os frutanos do tipo inulina sdo carboidratos polidispersos
compostos por cadeias lineares de unidades de frutose, ligadas entre si por ligacdes
B 2-1, com ou sem uma unidade final de glicose (Figura 4) (ROBERFROID, 2007).

Dependendo do comprimento da cadeia, definido pelo numero de unidades de
monossacarideos — denominado grau de polimerizagao (DP) —, tem-se a inulina e a
oligofrutose (SAAD, 2006). O grau de polimerizacdo (DP) da inulina extraida da
chicoria varia entre 2 e 60. A oligofrutose (DP 2-9) é produzida pela hidrolise parcial
da inulina utilizando uma endoinulinase (EC 3.2.1.7) (BIEDRZYCKA; BIELECKA,
2004).

33



Doutorado 2019

Figura 4: A estrutura quimica molecular da inulina é predominantemente do tipo GFn,
podendo apresentar também compostos do tipo Fn, correspondendo G a glucose, F a
frutose e n ao numero de unidades de frutose presentes, conforme indica a figura.

GFI‘ Fn
HOCH,
° L,
OH HO
HO | 2
HO OH
HocH, G HOCH,

:
£ 3 %
S rla-
HOCH, o HOCH:

Fonte: adaptado de FRANCK, 2006.

1.4. PRODUTOS FERMENTADOS DE SOJA

Existem varios tipos de molhos e condimentos feitos a partir de misturas de
soja fermentada, como o missé, o shoyu e o tepeh (ENDRES, 2001; SINGH et al.,
2008). O missb, feito a partir do grao cozido e fermentado, é utilizado tanto como
base para sopas como condimentos para agregar sabor a uma variedade de
alimentos e receitas; o shoyu € um molho de soja obtido por meio da fermentagéo e
cozimento da soja e outros cereais — como arroz e milho —, podendo ser adicionado
a outras substancias alimenticias aprovadas pela legislagdo em vigor; o tempeh é
originario da Indonésia e feito a partir dos graos fermentados e cozidos; o éleo de
soja é extraido da semente da soja e € utilizado como fonte de alimento e/ou no
preparo, € com as novas tecnologias também pode ser usada, entre outras
aplicacoes, como biocombustivel (ANVISA, 1978; ENDRES, 2001; TACO, 2011).

Os produtos de soja apresentam atividades biolégicas, como por exemplo, a
acdo das isoflavonas contra a peroxidagdo lipidica pelas suas atividades
antioxidantes. Além disso, foi reportado que a atividade antioxidante de isoflavonas
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agliconas foram superiores aquelas de glicosiladas (ONOZAWA et al., 1998). As
isoflavonas glicosiladas podem ser transformadas, por processos enzimaticos, em
agliconas como daidzeina e genisteina, cujas atividades antioxidantes tém sido
superiores as das formas glicosiladas (PARK et al., 2001). O perfil nutricional da soja
se divide em (40% de proteinas, 30% de carboidratos e 20% de lipidios),
contribuindo para melhora do perfil lipidico, hormonal em mulheres com menopausa,
alta demanda de proteinas, também podendo agir beneficamente em pacientes com
Diabetes mellitus tipo2 através dos transportadores de glicose (GLUT1 e GLUT4).
Porém, ainda nao foi elucidado como a soja influencia em tais fatores (LAMMI et al.,
2015; VILLEGAS, 2008; MUELLER et al., 2012).

1.4.1. PRODUTOS DE SOJA FERMENTADOS COM PROBIOTICOS

Produtos fermentados de soja contendo probidticos demonstram, apds a
fermentacao por bactérias lacticas, uma queda do pH que conferem caracteristicas
sensoriais como viscosidade e acidez. E necessario que os produtos fermentados
conservem suas caracteristicas sensoriais durante a vida de prateleira, mas tem-se
observado que o pH continua decrescendo, com consequente sinérese e mudancgas
na consisténcia. As culturas starter fermentam aglcares para produzir acido lactico,
que serve para acidificar o produto, preserva-lo, conferir-lhe sabor, além de hidrolisar
proteinas, alterando a textura do produto (BATT, 1999). Algumas possuem a
capacidade de produzir exopolissacarideos quando fermentadas em meios
apropriados (TUINIER et al., 2000, GORRET et al., 2003; CHAMPAGNE et al., 2006;
GRATTEPANCHE et al, 2007). Tem sido atribuidas as bactérias laticas (BAL)
produtoras de EPS, o efeito benéfico a saude (CHABOT et al., 2002). Em muitos
casos, 0s polissacarideos liberados extracelularmente por bactérias lacticas
oferecem vantagens em uma variedade de produtos de alimentos fermentados
(CERNING, 1990). De fato, em vez de usar aditivos como melhoradores da textura,
estabilizantes, emulsificantes, gelificantes ou agentes antisinérese em alimentos
fermentados, pode ser conveniente usar bactérias lacticas produtoras de EPS como
culturas starter (SMITINONT, 1999).

Em relacdo aos produtos fermentados de soja, varios estudos ja foram
realizados, no sentido de identificar microrganismos e componentes produzidos

durante a fermentagcdo que afetam diretamente a aceitacdo. A utilizacdo do
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Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus fornece um produto de melhor aceitagao
em relacdo aqueles fermentados apenas com o Streptococcus thermophilus. Na
literatura, € descrito que tal fato deve-se a capacidade do microrganismo em
produzir diferentes concentracdes de aldeidos (n-pentanal e o n-hexanal), sendo
responsaveis por um sabor desagradavel (PINTHONG et al.,, 1980). Ha diversos
trabalhos descrevendo o emprego de bactérias acido-lacticas como: Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus casei, Lactobacillus plantarum e Lactoccocus lactis, dentre
outros. Na tabela 3 sdo apresentados alguns dos trabalhos realizados que avaliaram
a estabilidade de produtos derivados de soja com caracteristicas probidticos e

prebidticos.

Tabela 3: Caracteristicas de fermentados de soja (probiéticos).

Produto Microrganismo Tempo de Viabilidade Referéncia
estudo
/temperatura

“logurte” de @ E.faecium CRL 183 21 dias/10°C 107 a 10° ROSSI et
soja Lhervectucus subsp. Jugurti 416 UFC/mL al.,2000
“logurte” de | L.acidophilus e B.infantis 45 dias/4°C e 108 UFC/mL | CANGANELLA
soja 12°C et al., 2000
“logurte” de  L.delbrueckii subsp.latis 30 dias/4°C 107 UFC/mL  PYO e SONG
soja L.plantarum 2009
medicinal
“queijo” de | DH1,GH4 30 dias/10°C 107 a 108 | LIU et al.,, 2006
soja L.casei subsp.rhamnosus UFC/mL
“logurte” de | E.faecium CRL 183 21 dias/5°C 108 UFC/mL | PAULY-
soja e yacon | Lhervectucus subsp. Jugurti 416 SILVEIRA,

2009

Fonte: Saad, 2006

Conforme descrito por Pyo e Song (2009), desenvolveram um “iogurte” de
soja fermentado com Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis e Lactobacillus
plantarum, contendo &cido Y-aminobutirico (GABA), aminoacidos livres, estaminas e
isoflavonas agliconas. Os elevados teores de fitoquimicos funcionais foram
alcancados pela adicao de soja fermentada com Monascus pilosus (MFSE-1,5%),

dando resultado ao um produto probioticos de soja funcional com boa aceitacao.
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1.5. TRATO GASTROINTESTINAL E SUA MICROBIOTA

No intestino delgado, ocorre a digestdo enzimtica dos alimentos e a
absorcao dos nutrientes. Ja o célon € o local responsavel por absorver grande
quantidade de agua e eletrélitos, permitir a evacuacao de residuos e substancias
toxicas, e ainda alojar varias espécies de bactérias que irdo metabolizar os
substratos que nao foram digeridos pelo intestino delgado. A degradacao desses
compostos resulta na formacao de acidos graxos de cadeia curta e estes, por sua
vez, servem de substrato para as células epiteliais do célon (MACFARLANE, 1997).
A barreira intestinal, composta pelo endotélio vascular, revestimento das células
epiteliais e camada de muco, cobre uma superficie de cerca de 400 m2. A
integridade da parede intestinal é sustentada por proteinas transcelulares formando
juncoes estreitas entre as células epiteliais. Protegida por trés camadas de mucina,
a parede intestinal forma uma barreira ndo permeéavel, manter enzimas digestivas e
microrganismos dentro do espaco luminal, separar da corrente sanguinea.
Microrganismos que colonizam o intestino podem produzir bacteriocinas na tentativa
de superar patégenos (DRISSI et al., 2015).

Logo apds o nascimento, o trato gastrintestinal (TGl) dos seres humanos, até
entdo estéril, é colonizado por populacdo microbiana materna e ambiental
(BARBOSA et al., 2006), onde a maioria da microbiota intestinal saudavel advém da
mae. Assim, fatores como dieta, ambiente e estresse vao influenciar a composicao
da flora da mae e, consequentemente, a da crianca ao nascer. Portanto, o
desenvolvimento da microbiota do recém-nascido é fortemente dependente das
praticas de alimentacdo maternas e da higiene do ambiente (SALMINEN &
ISOLAURI, 2006). Depois de ser colonizado, entre um e dois anos, o trato
gastrointestinal passa a abrigar uma populacdo microbiana bastante densa e
variavel (NICOLI, 1995).

Segundo descrito pelo Instituto Danone Research (IDR) (2007), a manutencao
de uma microbiota intestinal estavel depende de trés fatores: fisiolégico, iatrogénico
e nutricional. Os fatores fisiol6gicos se referem a idade, as alteragées hormonais
como no periodo da menopausa e ao estresse; os iatrogénicos, a presenga ou nao
de patologias e uso de medicamentos; e os fatores nutricionais, ao consumo de

alimentos que contenham substancias prebiodticas ou micro-organismos probibticos.
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Figura 5: Agéo dos probiéticos no intestino.

Fonte: imagem autoral adaptada https://biorender.com.

Legenda: competicdo por ingredientes alimentares usados como substratos de crescimento,
bioconversao de, por exemplo, agucares em produtos de fermentacdo com propriedades inibitérias,
producdo de substratos de crescimento tais como EPS ou vitaminas, para outras bactérias,
antagonismo direto por bacteriocinas, estimulacdo da resposta imunoldgica inata (mecanismos
subjacentes desconhecidos) eixo intestino-cerebro, afetado diretamente pela absor¢cdo de horménio e
nutriente em relagdo a microbiota presente. CEl, células epiteliais; CD, células dendriticas; T, células-
T.
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INTRODUCAO AOS CAPITULOS li e llI

Os Capitulos 1l e Il estdo apresentados na forma de artigos cientificos. Em
cada um destes capitulos consta a introducédo, os materiais e as metodologias
empregadas, juntamente com a discussdo dos resultados obtidos e as conclusdes
pertinentes a cada etapa de trabalho desenvolvida.

O primeiro artigo (Capitulo Il - “Use of Lactobacillus plantarum and
Lactococcus lactis in the preparation of a fermented soybean product (probiotic) and
its benefits”) é uma revisdo que aborda trés tépicos principais: Tecnologias de
fermentacdo para a produgdo de microorganismos potencialmente probibticos;
utilizacdo do meio de soja como meio de cultivo; este artigo serd submetido ao
periddico Food Reviews International.

O segundo artigo (Capitulo Il =“Thermodynamic investigation on bacteriocin
thermostability: the case of nisin”) foi realizado o estudo da termodindmica da nisina,
com o intuito de elucidarmos sua capacidade termo Iabil para possivel emprego em
processos utilizados na industria alimentar que requer altas temperaturas. Este
artigo sera foi submetido ao periddico Journal of Food Engineering.
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CAPITULO Il - “USE OF LACTOBACILLUS PLANTARUM AND LACTOCOCCUS

LACTIS IN THE PREPARATION OF A FERMENTED SOYBEAN PRODUCT
(PROBIOTIC) AND ITS BENEFITS”.
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Abstract

Currently, the idea of reducing milk components as vehicles for probiotic agents has
been promoted due to the high proportion of individuals with lactose intolerance and
allergy to milk protein components. Researchers suggest that lactose intolerance
occurs in the sensitized intestinal mucosa, causing abdominal cramps, vomiting,
constipation, fecal occult blood loss, and in more severe cases, intestinal obstruction
and protein-losing enteropathy. Taking into consideration the pathologies related to
food intolerance, new alternatives such as soy-based probiotic fermented beverages
instead of dairy products have been emphasized in the diet, since besides providing
a beneficial modulation of the intestinal microbiota, they may act to decrease the
intestinal microbiota immune stress. The CINAC system acidification kinetics of the
different formulations were performed at 42°C. The ternary co-culture composed of
Lactococcus lactis (LL), Lactobacillus bulgaricus (LB), Streptococcus thermophilus
(ST) was the highest acidification rate (Vmax 11.40 x 10 units). pH / min) 10.12
hours to reach pH 4.5 (P <0.05), after acidification the Lactococcus lactis (LL) strain
presented the lowest significant acidification rate in relation to the others at 37°C p
<0.05 and the Lactobacillus plantarum ternaria coculture. (LP), Lactobacillus
bulgaricus (LB) and Streptococcus thermophilus (ST) presented the highest
acidification rate in relation to the other p <0.05, at 42°C, and the highest acidification
rate was Lactocaccus lactis (LL) next to Lactobacillus plantarum (LP). In
microbiological counting all microorganisms at different temperatures and

formulations maintained viability above 10° after 28 days of storage at 4°C.
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1. INTRODUCTION

Consumers today are increasingly interested in having a healthy life, seeking
foods that contribute to their health safely. Among the foods that favor an
improvement in health, soybean has stood out due to its high protein content when
compared to bovine milk, making it an alternative for people who are looking for an
alternative to healthy foods or even have milk intolerance and/or are allergic to milk
protein (SMIDERLE, 2006).

Soybean (Glycine max) is a unique legume that was discovered more than
5000 years ago in the north of China. Due to its versatility, it is considered one of the
most complete foods known to man and has great potential to act in the region,
health maintenance and reduce the risk of different chronic diseases (MATEOS-
APARECIDO et al., 2008). Brazil is currently the second largest soybean producer in
the world, only behind the United States of America, which also places Brazil as the
second largest importer of soybean grain, oil and meal (CHAUDHARY et al., 2015;
EMBRAPA, 2016)

Due to the nutritional characteristics of soybean and its health benefits, its
consumption has increased, and also has great rejection for its residual flavor and
increased flatulence being correlated to these problems with the oligosaccharides
(stachyose and raffinose) naturally present in soybeans and other legumes (BEDANI
et al., 2014).

To improve the taste and increase its consumption, the lactic fermentation of
soluble soy extract has seen as an alternative and can combined with sucrose
supplementation improving its sensory characteristics (BEHRENS, ROIG, SILVA,
2004).

With the lactic fermentation of soy, we can give functional characteristics to
this food with the addition of probiotic bacteria, helping in the treatment of some
inflammatory bowel diseases (IBD) such as ulcerative colitis (CU) and Crohn's
disease, lactic acid bacteria with properties. Probiotics act by modulating the
intestinal microbiota, in addition to improving lactose digestion and reducing
symptoms of intolerance to this carbohydrate (PANDEY, MISHRA, 2015).

Probiotics are living microorganisms that, when administered in adequate
amounts, confer some health benefit (FAO/WHO, 2002; HILL et al., 2014). These
microorganisms belong to different genera and species, both bacteria and yeast, and
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have been associated with several beneficial effects. For a product to be considered
probiotic, it must offer a minimum amount of 108 to 10° CFU probiotic bacteria in the
daily portion (BRAZIL, 2008). The human microbiota is the focus of several research
regarding its dynamics and relationship with different diseases and is one of the
largest fields of research today. Most efforts are directed to the gastrointestinal tract
(gut axis brain and neuroimmunoendocrine), which houses most of our
microorganisms. Within the last decade, our understanding of the organisms that
inhabit our intestinal flora and their functionality and their roles in human health has
been studied and shown to be promising in treating different diseases through
modulation of intestinal microbiota (SCHMIDT, RAES, BORK, 2018).
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1. Methodology

1.1. Microbial Culture Sources

The following strains were used: Streptococcus thermophilus TA040 (ST)
(Danisco) and Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus LB340 (LB) (e.g. yogurt
microorganisms) (DuPont ™ Danisco®), Lactobacillus plantarum CECT-221 (LP) and
Lactococcus lactis CECT-4434 (LL) (e.g. probiotic microorganisms), both from the

Spanish Collection of Cultures.

1.2. Inoculum Preparation

Each probiotic strain will be weighed on an analytical precision scale and
rehydrated in 50 mL UHT (Ultra High Temperature) soymilk (Ades, Sao Paulo, Brazil)
at 37°C for 15 minutes before use. Two peaks were performed every 24 h of pre-
cultivation. The initial average microbial count of each inoculum will be approximately
10° to 108 CFU/mL. The soybean base (Soymilke, Rio Grande do Sul, Brazil) will be
reconstituted to 12% total solids and heat treated using a Thermomix TM31
homogenizer (Vorwerk, Wuppertal, Germany). The soybean base will be cooled to
10°C and stored overnight awaiting the fermentation process. Subsequently, the
probiotic strains (inoculum) were inoculated into 250 ml of soy-based preparation, to
standardize the inoculum the growth curve was performed (Lactoccocus lacts, figure
1), (Lactobacillus plantarum, figure 2).

1.3. Acidification profile

Each experimental fermentation will be performed in triplicate and the assay will
be performed twice at different times. The process will be monitored using the Cinac
system (Ysebaert, Frépillon, France) described by Spinnler & Corrieu (1989), which
allows continuous measurement of the pH level in real time by computing the
acidification rate during the fermentation period. Two kinetic parameters were
considered: (a) Vmax (maximum acidification rate in units of pH/min), and (b) tpH4.5
(time in hours to reach pH 4.5). Fermentation is interrupted by stopping in the Cinac
System followed by stirring the clot with a perforated disc stainless steel rod; the stick
will be shaken up and down for 2 min. It is then filled into 50 ml in heat-sealed jars
and conditioned at 4°C.
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1.4. Viable bacterial count

Samples of the dairy drinks (1 ml) were homogenized with 9 ml of 0.1% w / v
peptone water for 1 min on a tube shaker and then serial dilutions were made using
the same diluent and inoculations in media selective. The milk bacteria S.
thermophilus and L. bulgaricus were enumerated on M17 agar and MRS - pH 5.4,
respectively, and incubated at 37°C for 72 hours. The media cited were prepared
according to recommendations of Saccaro et al. (2011). L. plantarum will be listed on
selective MRS agar medium added vancomycin after incubation at 30°C for 48h in
incubator (BOD) and L.lacts on selective MRS 30°C agar medium for 48h in
anaerobic jar according to methodology described by Dave and Shah (1996) and
Saccaro et al. (2011). Anaerobic conditions were established using AnaeroGen
(Oxoid, Basingstoke). Plates containing 30 to 300 colonies were chosen to be
enumerated and colony forming units per mL of product (CFU / mL) were calculated.
The analyzes were performed in triplicate and at predetermined periods under
refrigeration at 4°C, as follows: d1 (24 h after fermentation); d14 (fourteen days) and;
d28 (twenty-eight days).

Post acidification

The pH values during the storage period of dairy drinks were determined in a
digital potentiometer (Mettler-Toledo, Schwerzenbach, Switzerland), properly
calibrated with pH 7.0 and 4.0 buffer solutions (INSOLT ADOLFO LUTZ, 1985). The
analyzes were performed in ftriplicate and at predetermined periods under
refrigeration at 4°C, as follows: d1 (24 h after fermentation); d14 (fourteen days) and;
d28 (twenty-eight days).

Fatty acid determination

The fatty acid dosage of the elaborated dairy drinks was conducted from the
lipid fraction extraction of the samples according to the method described by
International Organization for Standarzation ISO 14156-IDF 172: 2001 (ISO, 2001),
and adapted by Florence et al. (2009) followed by methylation of fatty acid esters
prepared by transesterification according to method 15884-IDF 182: 2002 (ISO,
2002). Fatty acid esters were analyzed by gas chromatography according to the

recommendations of Florence et al., (2012, 2014). The qualitative composition of the
54



Doutorado 2019

samples will be determined by comparing peak retention times with the respective
fatty acid standards. The quantitative composition will be performed by area
normalization, expressed as a percentage by mass, according to the official method
Ce 1-62 (AOCS, 1997). Results were grouped and expressed as percentage of short
chain fatty acids (C4:0 — C6:0), medium chain fatty acids (C8: 0 - C15: 0), long chain
fatty acids (C16: 0 — C18:3), saturated fatty acids, monounsaturated fatty acids and
polyunsaturated fatty acids. The analyzes were performed in triplicate and at
predetermined periods under refrigeration at 4°C, as follows: d1 (24 h after
fermentation); d14 (fourteen days) and; d28 (twenty-eight days).

2. Results and discussion

2.1.  Pre-inoculum Study

The study was performed to obtain the optimal cell growth and standardization of
inoculants to be placed in soy milk in order to have the same UFC/ml cell
concentration, and a concentration of 108 was established as the standard for the
beginning of fermentation. For Lactococcus lactis CECT-4434 (LL) (Figure 1) and
Lactobacillus plantarum CECT-221 (LP) (Figure 2) strains.

Figure 1: Pure cell culture growth LL (Lactoccocus Lacts); At 30°C, 100rpm, values allowed by the
media performed in triplicate, a linear regression, dry mass production with respect to optical dendicity
was performed.
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Figure 2: Pure cell culture growth LP (Lactobacillus plantarum); At 30 °C, 100rpm, values allowed by
the media performed in triplicate, a linear regression, dry mass production with respect to optical
dendicity was performed.

16
14
12

10

o g
()

6

4

y = 6,8279x + 0,3809
2 R?=0,9266
0
0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50

Dry mass (g/L)

Source: author

2.2. Acidification Kinetics

The acidification kinetics of yogurt was characterized by Vmax, tmax, PHvmax € tpH 4,5
(SPINNLER, H.E, & CORRIEU, G., 1989) (table 4). Fermentations were conducted
until reaching the pH 4.5 which is the isoelectric point next to soy proteins (BOZANIC,
R., 2006; VISSESANGUAN, W. et al., 2005). Figure 1 shows the acidification curve
obtained during the cultivation of the fermented soybean base. It was observed that
the time to reach the pH 4,5, between monocultures L. plantarum (LP) was from 63%
smaller than L. lactis (LL), but when we compare the same cultures we see that the
LP the 37°C is 28% slower than when fermented at 42°C, Due to these results we
chose to work only with the temperature of 42°C for fermentation. In the general
observation of monocultures at different temperatures in relation to co-cultures there
are significant differences showing shorter fermentation time, and thus more
technologically viable, we can compare the variables that were more advantageous

to the industrial use of these strains.
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Figure 3: Acidification curve of 42°C of S. thermophillus (St), L. bulgaricus (Lb), L. plantarum (Lp)
and L./acts soybean microorganisms at 37°C and 42°C until pH 4.5. Legend: LL (CJ), LP ( E3),
LL-LB-ST ( B2 ), LP-LB-ST (), LP-LL-LB-ST (I ) .
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Table 1:Kinetic parameters of microorganisms Streptococcus thermophillus (St), Lactobacillus bulgaricus
(Lb), Lactococcus lactis (LL) and Lactobacillus plantarum (Lp) in soybean base at 42°C until pH 4.5.

Base TpHss(h) TpHso(h) TpHas(h) Vimax Tvmax(h) pHvmax
(*upH.min-1)
LP 8 740,150 11,840 072 23,0040,16° 4 1340,05% 790+054° 570042
LL 4 0+0 112 74040 14° 17 4740 222 93140,10° 30040 365 59040 36

LPLB ST 13110 10° 16,9+0,05° 21,10, 18" 4 690,02 13,5:0 41 5400 33
LLLBST  420+006°  560:032>  10,124024 11,40£0 20¢ 430£015*  570£0,18*

LLLPLBST 790+012°  10,00:021% 122810 17° 9,3710,08° 3,40£0,11* 562022

Legend: Kinetic parameters of Streptococcus thermophillus (St), Lactobacillus bulgaricus (Lb), Lactobacillus
plantarum (Lp) and Lactococcus lactis (LL) microorganisms in soybean base at 42°C to pH 4.5. A, b, c
Different letters in the same column denote significant difference (P<0.05) between treatments. Vmax =
maximum acidification rate; Tmax = time required to reach Vmax; PHVmax = pH at Vmax; TpH5.0 = time
Required to reach pH 5.0; TpH4.5 = time required to reach pH 4.5 (end of fermentation).

From the data collected during fermentation, the acidification rate (Vmax) was
calculated as the time variation of the pH (dpH/dt) and expressed as 102 units of
pH/min. During the incubation period, the following kinetic parameters were also
calculated: (i) Tmax (h), time in which Vmax was hit; tpH5.0 (h), the time required to
reach the pH 5.0; E (iii) tpH 4.5 (h), the time required to reach pH 4.5 (that is, to
complete the fermentation) (OLIVEIRA, et al., 2012; OLIVEIRA., 2002).

2.3. Post Acidification

in this study, Bozanic et al. (2011) performed the fermentation of soybean milk
at two temperatures (37°C and 42°C) with the following strains Lactobacillus
acidophilus, Bifidobacterium spp., Streptococcus thermophilus and also using culture
of yogurt with the addition of Bifidobacterium lactis subsp. animalis only crops at
42 °C were shown in this article, because it presented shorter time in the
fermentation kinetics to reach pH 4.5 when measuring the post acidification rate
(figure 4), the acidification of the medium in the different days (d1, d14 and d28) was
not statistically significant, with no statistical differences. Tamime and Robinson,
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1985 reported that Streptococcus thermophilus initiates milk fermentation and that
Lactobacilli contribute to acidification. Later in incubation, S. thermophilus is able to
grow in soy drinks because of its ability to use sucrose and other oligosaccharides
present in soy milk (CHUMCHUERE and ROBINSON, 1999). Similar behavior can be
explained for L. acidophilus- L. plantarum.

Figure 4:post-acidification profile of LP (Lactobacillus plantarum) and LL (Lactococcus lactis)
pure cultures; ternary cultures LL LB ST (Lactococcus lactis; Lactobacillus delbrueckii subsp.
Bulgaricus; Streptococcus thermophilus) and LP LB ST (Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
delbrueckii subsp. Bulgaricus; Streptococcus thermophilus and every all cultures mixed. Day 1,
Day 14 and Day 28 representing shelf life at 4°C temperature. values resulting from the average
realized triplicate. Legend: LP (IM), LL (M), LL-LB-ST (), LP-LB-ST ([1), LL-LP-LB-ST
(H).
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Microbiological Count

As shown in Figure 5, which refers to microbiological counts at predetermined
times D1, D14, D28 stored at 4°C showed to be viable at the fermentation
temperature of 42°C in the different monoculture (LP; LL) and ternary (LL) cultures.
LB ST and LP LB ST) and quaternary (LP LL LB ST), growth was observed in all
different combinations of microorganisms on average from 1.5 to 2.2 log in reference
from day 28 to D1 representing at the moment when cells are placed to ferment, with
the exception of (ST) in co-cultures that even showing plaque growth during storage
time did not significantly increase their log to be close to 1.2 log longer than day. 0
(DO) and the same is observed for day 1, 24 hours after the stop of fermentation,

shown in the following figure.

Figure 5: Microbiological Count of L./actis (LL), L. plantarum (Lp), Lactobacillus delbrueckii subsp.
Bulgaricus (Lb), Streptococcus thermophilus (St) in soybean extract fermented after 1 day (d1), 14
days (d14) and 28 days (d28) storage at 4°C. Legend: LP-LB-ST (I ), LL-LB-ST (M), LL-LP-LB-ST
(C), LP (M), LL (IN).
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Through statistical analysis, it was observed that there was significant
difference between strains grown at 42°C and 37°C in both experiments between
monocultures and co-cultures, L. plantarum mococulture at 37°C compared to co-
culture at 37°C L.plantarum, difference of 1.01 log CFU/mL more than co-culture
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respectively in relation to quaternary culture at 37°C, the culture was 0.01 log CFU/ml
with no significant difference P> 0.05 but in relation to ternary culture it was 1.0 log
CFU / ml less than the quaternary p <0.05, the temperature of 42°C for the microbial
culture was determined.

Factors affecting probiotic viability in the product include: the total solids
content of milk (beef or soy) (VINDEROLA et al., 2002; DONKOR et al., 2006), the
type of matrix preservatives and contaminating microorganisms, nutrient availability
in milk, sugar and inoculum concentration, interactions between microorganisms
present, incubation and storage temperatures, post-acidification peroxide due to
microbial metabolism during storage, oxygen concentration in the product, and
oxygen permeability by packaging (OLSON and ARYANA, 2008; SAINT-EVE et al.,
2008; ALMEIDA et al., 2009; SACCARO et al., 2009).

2.4. Fatty Acid Analysis

Soybeans are also of great importance as a source of edible vegetable oil; It
has a high content of essential fatty acids such as linoleic and linolenic, and of the
total fatty acids, it has 15% saturated and 85% unsaturated (61% polyunsaturated
and 24% monounsaturated) oil.

Among the fatty acids analyzed, palmitic acid (C 16:0) was the only one that
did not show significant differences between samples, even after fermentation and
cooling, maintaining its stability during the storage period. The palmitic acid values
obtained in the unfermented soybean extract (10.2 g 100"') were similar to those
observed by Pefalvo et al., (2004) 10.7g 100"

In the quantification of stearic acid (C 18:0) in cultures and co-cultures
fermented at 42°C, there was greater stability in the contents of this fatty acid during
the storage period studied (28 days), since they remained in 4.4 g 100!, which was
also observed by Antoniassi et al., (2011).
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Conversely to what was observed in stearic acid, oleic acid (C 18:1) showed
lower stability at both fermentation temperatures in different strains combinations,
being in an average amount 25.2% lower than when compared to the unfermented
soy extract. In samples that underwent single cooling oleic acid was in average
32.7% higher in d28 when compared to samples that underwent intermediate cooling
in the same period and being 10.3% higher than unfermented soybean extract.

Figure 6: Fatty acid profile (g 100 g of total fatty acids) in soybean extract fermented by L.lactis (LL),
L.plantarum (Lp), Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus (Lb), Streptococcus thermophilus (St) (42°C) on 1
day (d1), 14 days (d14) and 28 days (d28) storage at 4°C.
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3. Discussion

The pHVmax value represents the concentration of H* ions at the time Vmax
is reached, as well as the time when the maximum production of organic acids by
fermented cultures. There was no significant difference (P<0.05) in pHVmax values
for all cultures and combinations evaluated in this study.

The time required to reach the final pH (pH 4.5) ranged from 11.33 to 23.40 h
and was significantly (P<0.05) different between pure cultures and probiotic
cocultures. The shortest fermentation time was obtained by (ternary) co-cultures of
L.plantarum, L. bulgaricus, S. thermophilus, and among the pure culture, L. lactis
was also the fastest to reach the end of fermentation (pH 4.5), being the ternary
culture 29% more efficient than the pure culture (37°C) respectively, it has the lowest
Vmax value of 9.31 x 10-3 pH / Min units in relation to the Vmax of 11.97 x 10" 2 units
of pH/min. L. plantarum, L. bulgaricus, S. thermophilus co-culture, and the stripe with
the highest Vmax value was the most efficient in acidifying the medium, but
fermentations performed at 37°C took longer to reach pH 4.5 (data not shown), the
temperature of 42°C was chosen as the standard temperature. It was observed at
42°C the least efficient L. plantarum with 23.00 (h) (Vmax 4.13 x 10 pH/Min units) to
reach pH 4.5 and the most efficient 12.28 (h) ( Vmax 9.37 x 103 pH/min units) to reach
pH4.5 composed of stripes L. plantarum, L. lactis, L. bulgaricus, S. thermophilus,
increased the acidification rate by 36% more than efficiency significantly (P <0.5).
The positive effect of S. thermophilus on acidification kinetics has been previously
reported in other studies using probiotic strains (OLIVEIRA, 2002; RAMCHANDRAN,
SHAH, 2010; MOHAMMADI, MORTAZAVIAN, 2011).
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4. Conclusion

By correlating the data obtained from CINAC and the microbiological count, it
is promising to use the different temperatures for fermentation, maintaining cell
viability from Day 1 to Day 28 above 106, a value necessary to characterize a
probiotic product and it may reach the intestine, to promote its benefits.
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Thermodynamic investigation on bacteriocin thermostability: the case of nisin

Gabriel Moretti de Almeida, Ricardo Pinheiro de Souza Oliveira, Attilio Converti

Summary

Understanding the thermal inactivation of biopreservatives in food matrixes is
essential for their proper use in the food industry, enabling reduction of heating times
and optimization of heating temperatures. With this aim in mind, the effect of heat
treatment on the activity and thermostability of commercial nisin from Lactococcus
lactis was investigated. Residual activity tests performed over 90 min in the 70-86°C
temperature range demonstrated that bacteriocin thermoinactivation followed first
order kinetics. Low values of the inactivation rate constant (0.0124-0.0892 min-') and
high values of the decimal reduction time (25.8 < D-value < 258.4 min) indicated
excellent nisin thermostability in the lower end of the investigated temperature range,
but the thermal resistance constant (z-value) was only 15.4 °C, which pointed out
poor thermoresistance at the higher one. The thermodynamic parameters estimated
for nisin irreversible thermal inactivation were energy, enthalpy and Gibbs free
energy of activation of 155.1, 152.1-152.3 and 86.2-90.4 kd/mol, respectively, and an
activation entropy of 177.9-186.2 J mol' K. These results taken together confirm
the thermostability of nisin as a biopreservative in use in the food industry, but also
suggest the search for new more thermostable antimicrobials for use in operations at

higher temperatures.
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1. Introduction

Bacteriocins are antimicrobial peptides produced by lactic acid bacteria (LAB)
isolated from different environments (Balciunas et al., 2013). They are ribosomally
synthesized as extracellular peptides or proteins with antimicrobial activity against
closely related species (Ye et al., 2013). Some bacteriocins may inhibit the growth of
a wide range of microorganisms, including some food spoilage bacteria and
foodborne pathogens such as those belonging to the Salmonella and Listeria genera
(Karpinski & Szkaradkiewicz, 2013). Due to the outbreak of serious foodborne
illnesses and consumer demand for the reduction of chemical additives, bacteriocins
have attracted increasing interest as safe and natural antimicrobial agents for food
preservation (Riley & Wertz, 2002; O'Sullivan et al., 2002; Deegan et al., 2006).
Several bacteriocins produced by LAB have been effectively employed and
characterized and tested in food systems to combat pathogenic and spoilage
microorganisms, thereby increasing their shelf-life.

Nisin is by far the best characterized and studied bacteriocin, and its use in
food is allowed in more than 40 countries (Cleveland et al., 2001). It is a bacteriocin
produced by some strains of Lactococcus lactis, whose name is derived from the
expression "N-inhibitory substance" (NIS) added to the traditional suffix "in" (Davies
et al., 1998; Cleveland et al., 2001). This bacteriocin was first described by Rogers
(1928) as being capable of inhibiting the growth of Lactobacillus bulgaricus. Nisin
belongs to bacteriocin class | of lantibiotics, which are small peptides containing
approximately 19 to 38 amino acid residues. Its thermostability is the result of the
special abundance of unusual thermostable compounds such as lanthionine and f3-
methyl-lanthionine deriving from the combination of two amino acids linked through a
disulfide bond (Jarvis et al., 1968). Nisin variants are nisin A and nisin Z, which differ
structurally by only one amino acid but have similar activities (Mulders et al., 1991).
Due to the acidic nature of its molecule, nisin is completely stable at pH 2.0 and can
be stored for a long time at temperatures between 2 and 7 °C, while inactivation
occurs at a pH above 7.0 even at room temperature (Delves-Broughton, 1990).

According to Haug (1993) and Stumbo (1973), the kinetics of thermal
destruction of many microorganisms, especially bacteria, can be modeled by
assuming a first order decay. Similarly, knowledge about the kinetics and
thermodynamics of bacteriocin thermal inactivation is important to enable its proper

71



Doutorado 2019

use as biopreservatives in high temperature operations of the food processing
industry. However, this type of study in food matrices is scarce; to date there are only
three reports in the literature, as far as we are aware, on these aspects concerning
antimicrobial peptides (Lappe et al., 2009; Sant'Anna et al., 2012). Based on this
background, the aim of this work was to get a better knowledge of nisin
thermoresistance in order to improve its employment on an industrial scale or to

expand its applicability to operations at higher temperatures.

2. Theory

Thermal inactivation of nisin is described in this work following the same
general approach used for that of enzymes or the destruction of microorganisms, i.e.,

assuming first-order reaction kinetics:

Where C, is the bacteriocin concentration or activity expressed in arbitrary
units (AU) after a treatment time t, C, its initial concentration or activity, and k the

inactivation rate constant at the temperature under investigation, which can be
estimated by linear regression from the plot of the natural logarithm of residual
activity versus time.

This parameter is related at any temperatures to the bacteriocin half-life (¢,,)

according to the equation:

In2
by, =2 @

In food processing, it is common to characterize first-order reactions in terms
of decimal reduction time (D-value) and thermal resistance constant (z-value), which
are thermal death time concepts. The former, which is the time needed for a 10-fold
reduction of the initial activity at a given temperature, is related to k by the equation

(Espachs-Barroso et al., 2006):
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__In10

On the other hand, the latter, which is the temperature needed to reduce the
D-value by one log-unit, is estimated by plotting the D-values on a log scale against
the corresponding temperatures (Stumbo, 1973). Differences between the D- and =z
values of microorganisms and nutrients are exploited to optimize thermal processes,
in that the z-values for cooking and nutrient degradation (25—45°C) are generally
greater than for microbial inactivation (7—12°C) (AWUAH et al., 2007).

The Arrhenius equation, which is the most common mathematical expression
to describe the temperature effect on the inactivation rate constant, can be written in

its linearized form as:

Ink = InA — = (4)
RT

Where A is the Arrhenius constant, Ea the activation energy, R the universal
gas constant and T is the absolute temperature. The activation energy can be
estimated by linear regression from the simi-log plot of rate constant versus the
reciprocal of the absolute temperature.

Activation enthalpy (AH*), activation free energy (AG*) and activation entropy

(AS*) of bacteriocin inactivation can then be estimated according to the expressions:

AH* = E, — RT (5)

AG* = —RT In (z’;_’;) (6)
« _ AH*—AG*

AS* =2 (7)

Where h and ks are the Planck’s and the Boltzmann’s constants, respectively and T

the average temperature (350.16 K in this work).
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3. Materials and methods

3.1. Reagents and media
Brain heart infusion (BHI) was acquired from Becton Dickinson (Cockeysville,
MD, USA). Nisin from Lactococcus lactis, with specific activity of 1017 IU/mg, was
acquired from Hangzhou Hyper Chemicals (Zhejiang, China). Agar and other

reagents were acquired from Merck (Darmstadt, Germany).

3.2. Bacterial cultures

The indicator strain used in nisin activity assays was Listeria innocua NCTC
11288 stored in 20% (v/v) glycerol at 20 °C. Cells were cultivated anaerobically
(anaerobic jar) in BHI at pH 7.4 and 37 °C for 16 h without agitation and then diluted

with sterile deionized water up to ODeoonm 0.6, corresponding to 3x108 CFU/mL.

3.3. Nisin activity

The antimicrobial activity of nisin was detected by the agar disc diffusion assay
(Motta & Brandelli, 2002). Aliquots (20 pl) of 1.0 mg/ml bacteriocin solution in 25 mM
phosphate buffered saline were applied on agar plates previously inoculated with a
swab submerged in the indicator strain suspension (L. innocua NCTC 11288)
adjusted to 0.6 McFarland turbidity standard (108 CFU/ml). Plates were incubated at
37°C. Bacteriocin titre was determined by the serial two-fold dilution method. The
reciprocal value of the highest dilution where an inhibition zone was observed was
taken as nisin activity expressed in arbitrary units per ml (AU/ml). To convert the
inhibition halo diameter of the clearance zone (di, mm) to activity expressed in

arbitrary units, the equation proposed by Sidek et al. (2017) was used:

ﬂde D

A== ®

Where D the eventual dilution factor and V the sample volume (mL).
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3.4. Thermal inactivation

Thermal inactivation of nisin was determined by incubating the bacteriocin at
70,75, 77, 82 and 86°C. Aliquots (1.0 ml) of bacteriocin solution were exposed at the
selected temperature in sealed tubes, which were incubated in a thermostatically
controlled water bath, model TC120 (B. Braun Biotech, Melsungen, Germany). Tubes
were withdrawn at different time intervals, and bacteriocin activity was determined as
describe earlier. To disregard the effects of heating-up, the activity after 1 min of
heating-up time was considered to be the initial activity (f = 0). Assays were done in

duplicate.

3.5. Statistical analysis

Results worked out by the Microsoft Excel 2016 program (Maplinfo
Corporation, Troy, NY, USA) were expressed as means of duplicate values and

related standard deviations.

4. Results and discussion

Thermal inactivation of Lactococcus lactis nisin was investigated for a time of
30 min in the temperature (7) range from 70 to 86 °C. Figure 1 shows that the
bacteriocin residual activity decreased as the exposition time at a given temperature
increased, and that the higher the temperature, the more pronounced such a
decrease. The symbols in this figure refer to the mean experimental values from
duplicate runs, while the straight lines correspond to the linear fitting of experimental
data by Eq. (1). It can be seen that in all runs bacteriocin inactivation followed a first

order kinetics.
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Figure 1: Profile of nisin thermal inactivation over time at different temperatures (°C): 70 (O), 75 ( 0 )
77 (A), 82 (®),86 (H).
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The values of the first-order specific rate of nisin thermoinactivation (k)
estimated at each temperature as the slope of the corresponding semi-log plot of
residual activity versus time are listed in Table 1 together with those of the
determination coefficient (r?), the half-life (t12) and the D-value. All thermostability
indexes were better than those reported by Lappe et al. (2009) for the antimicrobial
peptide cerein 8A, that showed k = 0.059 min!, t2 = 11.7 min and D-value = 39.04
min at 70°C, and k = 0.235 min™', ti2 = 2.94 min and D-value = 9.78 min at 82°C.
Nonetheless, for 70 < T < 77 °C the values of k were lower and those of ti2 and D-
value higher than those reported for Lactobacillus platarum ATM11 bacteriocin (k =
0.017 min™, t/2 = 39.9 min and D-value = 132.5 min at 70 °C), while the opposite
took place for T> 77 °C (k = 0.022 min™', ti2 = 31.0 min and D-value = 102.9 min at
80°C) (Thirumurugan et al., 2016). These results give a first indication of the

thermoresistance potential of bacteriocins others than nisin at the highest
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temperatures of the investigated range, which could be usefully exploited in high

temperature operations of food industry.

Table 1: Kinetic results of nisin thermoinactivation at different temperatures (7).

T k r? tr2 D-value zvalue
(° C) (min) (min) (min) (° C)
70 0.0089 0.9089 77.9 258.4 15.4
75 0.0124 0.8926 55.9 185.5

77 0.0178 0.9754 38.9 129.2

82 0.0463 0.9950 15.0 50.0

86 0.0893 0.9974 7.8 25.8

Source: author

As can be seen in the same table, the estimated value of z was 32.6 and
29.9% lower than those obtained by Thirumurugan et al. (2016) for cerein 8A
(22.85 °C) and Lappe et al. (2009) for L. platarum ATM11 bacteriocin (21.98 °C),
indicating that nisin was less stable than these bacteriocins in the higher part of the
temperature range (T > 77 ° C ), although more stable at the lower (T < 77 °C). It can
be inferred from these results that nisin can be successfully used in processes such
as High-Temperature, Short-Time (HTST) pasteurization, usually performed at 72 °C
for a short time (15 s), but also that alternative more thermostable bacteriocins could
be more suitable in higher temperature processes such as the Ultra-High
Temperature (UHT) one (138 °C) (Ngadi et al., 2012).
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Table 2: Thermodynamic parameters estimated for nisin thermoinactivation.

Ea (kJ /mol) | T(°C) AH* (kJ/mol) (Ak(j/mon AS* (J/mol.K)
155.1 70 152.3 86.2 186.2

75 152.2 87.5 183.5

77 152.2 89.0 182.5

82 152.2 89.3 179.9

86 152.1 90.4 177.9

Ex = activation energy; AH* = activation entalphy; AG* = activation Gibbs free energy; AS* = activation
entropy.

Source: author

Table 2 summarizes the values of thermodynamic parameters of nisin thermal
inactivation, namely activation energy (Ea), estimated from the slope of the straight
line shown in Figure 2, activation enthalpy (AH"), activation Gibbs free energy (AG™
and activation entropy (AS™).

In the case of thermal inactivation of a protein and/or a peptide as a
bacteriocin, the activation energy can be seen as the energy that needs to be
provided to overcome the energy that holds together the secondary, tertiary and/or
quaternary structure of molecules. The estimated Ea value for nisin thermal
inactivation (155.1 kd/mol) was much higher than those estimated for other
bacteriocins such as the L. plantarum ATM11 bacteriocin (78 kd/mol) (Thirumurugan
et al., 2016), the bacteriocin-like inhibitory substance P34 from Bacillus sp. P34 (72
kd/mol) (Sant'Anna et al., 2010) and the antimicrobial peptide cerein 8A from Bacillus
cereus 8A (105.7 kJ/mol) (Lappe et al., 2009), which indicates stronger temperature
dependence, and that inactivation will run very slowly at low temperatures (Boekel,
2008).
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Figure 2: Arrhenius de taxas de inactivagao de nisina y = -18659x + 49,423 R = 0,9612.
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On the other hand, AH* can be seen as the total amount of thermal energy required
to unfold a biomolecule without breaking covalent bonds (Xiong, et al. 2005), hence
being depending on the number of non-covalent bonds broken during the inactivation
(Marangoni, 2003; Silva et al., 2018). The values of AH* estimated for nisin (152.1-
152.3 kd/mol) were much larger than those estimated for bacteriocin produced by L.
plantarum ATM11 bacteriocin (15.7-15.9 kd/mol) (Thirumurugan et al., 2016) and
cerin 8A from B. cereus 8A (102.8 kJ) (Lappe et al., 2009), confirming its high
thermostability. Moreover, its positive values are consistent with the fact that thermal
inactivation is an endothermic process. Since absorbed thermal energy increases
structural fluctuation in protein structure, it is responsible for weakening or even
disruption of non-covalent bonds holding it together; therefore, higher Ea and AH*
values like those estimated in this study point out stronger intramolecular stabilizing
forces and less extended conformation (Lima et al., 2011). Pace (1992) reported an
energy of approximately 5.4 kJ/mol to remove a —CH2 moiety from a hydrophobic
bond, from which we can estimate that no less than 28.2 noncovalent bonds were
broken to form the transition state preceding nisin unfolding. Even though this

number was never estimated before for a bacteriocin or BLIS, it can be compared
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with those reported for enzymes. For instance, it was is lower than that estimated for
Aspergillus tamarii URM4634 B-fructofuranosidase (53.8) (Oliveira et al., 2019) but
significantly higher than those of a protease from Aspergillus tamarii (4.8) (Aguiar-
Oliveira and Maugeri, 2011) and a pectinase from Aspergillus aculeatus (15.3) (Lima
et al., 2011).

Protein unfolding resulting from thermal inactivation is mostly accompanied by
positive values of AS* (Saleem et al., 2005; Oliveira et al., 2018) like those estimated
in this study (177.9-186.2 J mol" K'), which highlights an increase in the degree of
randomness, spontaneity of the process and then heat release. An opposite situation
has been reported for L. plantarum ATM11 bacteriocin (Thirumurugan et al., 2016)
and cerin 8A from B. cereus 8A (Lappe et al.,, 2009), whose inactivation implied
negative AS, i.e., -0.27 and -5.39 and J/mol.K, respectively.

Indeed, the most important thermodynamic parameter to make comparisons
among different biological system is AG™ because it incorporates both the above
enthalpic and entropic contributions. As stressed by Maragoni (2003), positive values
of such a parameter denote increased resistance to denaturation. Therefore, the
lower values obtained for nisin in the present study (86.2-90.4 kJ mol') compared
with those reported for L. plantarum ATM11 bacteriocin (104.7-110.1 kJ/mol)
(Thirumurugan et al.,, 2016) and cerein 8A (104.7 kd/mol) (Lappe et al., 2009)
suggest lower nisin thermostability.

5. Conclusion.

Thermal inactivation of nisin has been shown to follow first order kinetics. The
relatively low values estimated for z-value (15.4 °C) and activation Gibbs free energy
of thermal inactivation (90.4 kd/mol) suggest the importance of looking for new, more
stable bacteriocins to be used as microbial agents in food industry applications at
temperatures higher than 82 °C.
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