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Resumo

A modificacdo controlada de triglicerideos (TAGs) pode promover uma melhor
absorcéo de acidos graxos, atuar no controle da obesidade, ma absorcédo de
gorduras e interferir na composi¢do da microbiota intestinal. A ingestao diaria
de microrganismos probiéticos pode resultar em modulacdo positiva da
microbiota intestinal e do sistema imunoldgico, auxiliando na reducédo de
eventuais doencas. Entretanto, a inclusdo de TAGs modificados pode alterar
as propriedades fisico-quimicas e reoldgicas de alimentos e precisa ser
investigada. Objetivo: este estudo teve o objetivo de desenvolver um spread
a base de aveld e chocolate potencialmente funcional contendo a cepa
probiética Enterococcus faecium CRL 183 e triglicerideos modificados do tipo
MLM (acidos graxos de cadeia média nas posicdes sn-1,3 e acidos graxos de
cadeia longa na posi¢do sn-2). Métodos: Inicialmente, foi realizada a sintese
enzimatica dos triglicerideos dietéticos do tipo MLM por aciddlise de 6leo de
semente de uva com acido graxo de cadeia média (C:10:0), em um reator de
leito fixo operado em modo continuo durante 120h a 45°C. A reacgédo foi
catalisada pela lipase comercialmente imobilizada Lipozyme RM IM®
(Rhizomucor miehei). A caracterizacdo da matéria-prima foi realizada através
dos indices de acidez, peroxido e composicdo dos acidos graxos por
cromatografia gasosa e a caracterizagdo hidrodinamica do reator foi realizada
pela distribuicdo de tempo-residéncia (DTR) dos reagentes. Posteriormente,
os TAGs foram utilizados na elaboracdo de spreads probidticos, em
substituicdo parcial da gordura vegetal convencional nos niveis de 25g/100g,
509/100g e 75g/100g. Outras duas formulagcbes foram utilizadas como
controle (sem adicdo de TAGs modificados e sem probiéticos) e (sem adicao
de TAGs modificados e com probidticos). A qualidade dos spreads foi avaliada
através de analises fisico-quimicas (composi¢ao proximal, atividade de agua
(Aw), cor, reologia e composicéo de acidos graxos), propriedades térmicas e
analises microbiologicas (seguranca microbiolégica e viabilidade da cepa
probidtica, durante o periodo de armazenamento de 180 dias, a temperatura
de 20°C). Resultados: O perfil médio da concentracédo de &acidos graxos do
0leo de semente de uva mostrou quantidades abundantes dos acidos graxos
mono e poliinsaturados, com maior porcentagem do &cido linoléico (C18:2;
49,44+0,27%). A DTR indicou uma boa qualidade do empacotamento do leito.
O progresso da reacgao foi monitorado pela composicao de TAGs e o grau de
incorporacdo (Gl) do acido caprico alcancou 39,91+2,77% no estado
estacionario (a partir de 48h) e um valor maximo de 43,00+5,87% em 54 horas
de reacdo. Apds 180 dias de armazenamento a 20°C, a cepa probidtica
apresentou viabilidade superior a 8 log UFC/g em todas as formulacdes
avaliadas, evidenciando a compatibilidade dos ingredientes utilizados. Os
spreads apresentaram-se termicamente estaveis, com teores de proteinas,
lipideos e carboidratos proximos aos verificados para produtos comerciais,
sem diferirem significativamente entre si e Aw abaixo de 0,5. Os resultados
indicaram que a diminuicdo da propor¢cdao de gordura teve um efeito
significativo nas propriedades reoldgicas dos spreads investigados e a adicao
de 75 g/100g de TAG modificado em substituicAo a gordura interferiu na



espalhabilidade do produto. Como esperado, a adicdo de TAG do tipo MLM
resultou em aumento no teor de &acido graxo de cadeia média,
especificamente de acido caprico, e de acidos graxos insaturados.
Conclusado: Foi possivel obter spread a base de avela e chocolate
potencialmente funcional contendo probiéticos e TAGs modificados dentro
das normas microbiolégicas, fisico-quimicas e com melhor qualidade
nutricional. Os resultados indicam que a substituicio de gordura por
triglicerideos modificados confere o diferencial de qualidade ao produto, pois
tais lipideos apresentam potencial para promover beneficios a saude sem
modificar a qualidade do produto.

Palavras-chave: Triglicerideos modificados; Reator de leito fixo; Oleo de
semente de uva; Probidtico; Spread de chocolate.



Abstract

Controlled modification of triglycerides (TAGs) can promote better fatty acid
absorption, act in the control of obesity, fat malabsorption and can interfere in
the composition of the intestinal microbiota. Daily ingestion of probiotic
microorganisms can results in positive modulation of the intestinal microbiota
and the immune system, helping to reduce eventual diseases. However, the
inclusion of modified TAGs can alter the physical, chemical and rheological
properties of foods and needs to be investigated. Objective: this study aimed
to develop a potentially functional hazelnut and chocolate based spread
containing the probiotic strain Enterococcus faecium CRL 183 and modified
MLM triglycerides (medium-chain fatty acids at positions sn-1,3 and long-chain
fatty acids at position sn-2). Methods: Initially, enzymatic synthesis of MLM-
type dietary triglycerides was conducted by acidolysis of grape seed oil with
medium-chain fatty acid (C:10:0) in a continuous packed bed reactor for 120h
at 45°C. The reaction was catalyzed by the commercially immobilized lipase
Lipozyme RM IM® (Rhizomucor miehei). The characterization of the raw
material was conducted through the acidity, peroxide and fatty acid
composition by gas chromatography. The hydrodynamic characterization of
the reactor was conducted by the distribution of time-residence (DTR) of the
reagents. Subsequently, TAGs were used in the preparation of probiotic
spreads, in partial replacement of conventional vegetable fat at the levels of
259 / 100g, 50g / 100g and 75g / 100g. Two other formulations were used as
controls: without the addition of modified TAGs and probiotics; and without the
addition of modified TAGs and with probiotics. The quality of the spreads was
assessed through physical-chemical analyzes (proximal composition, water
activity (Aw), color, rheology and fatty acid composition), thermal properties
and microbiological analyzes (microbiological safety and viability of the
probiotic strain, during the 180 day storage period, at a temperature of 20°C).
Results: The average fatty acid concentration profile of grape seed oil showed
abundant amounts of mono and polyunsaturated fatty acids, with a higher
percentage of linoleic acid (C18:2; 49.44+0.27%). The DTR indicated a good
quality of bed packing. The reaction progress was monitored by the
composition of TAGs and the degree of incorporation (ID) of capric acid at the
steady state (after 48 h of reaction) achieved a value of 39.91+2.77% and a
maximum value of 43.00+£5.87% in 54 hours of reaction. After 180 days of
storage at 20°C, the probiotic strain showed viability greater than 8 log CFU/g
in all the formulations evaluated, showing the compatibility of the ingredients
used. The spreads were thermally stable, with levels of proteins, lipids and
carbohydrates close to those verified for commercial products, without differing
significantly between themselves and with Aw below 0.5. Results indicated that
the decrease in the proportion of fat has a significant effect on the rheological
properties of the investigated spreads and the addition of 75 g/ 100g of
modified TAG to replace the fat interfered with the spreadability of the product.
As expected, the addition of MLM-type TAG resulted in an increase in the
content of medium chain fatty acid, specifically capric acid, and unsaturated
fatty acids. Conclusion: This study showed the possibility to obtain a spread
based on hazelnut and potentially functional chocolate containing probiotics



and modified TAGs within microbiological, physical-chemical standards and
with better nutritional quality. Results indicate that the substitution of fat for
modified triglycerides gives the product a quality differential, as these lipids
have the potential to promote health benefits without changing the quality of
the product.

Keywords: Modified triglycerides; Packed bed reactor; Grape seed oil;

Probiotic; Chocolate spread.
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Introducéo

O chocolate é um dos alimentos mais populares e amplamente
consumidos no mundo por todas as geragdes, por criar uma série de estimulos
que ativam os centros de prazer no cérebro humano (1,2). Apesar de possuir
alto conteudo caldrico, principalmente formado pelas gorduras e acucares,
apresenta em sua composicdo substancias antioxidantes como os polifenadis,
em especial os flavondides (epicatequinas, catequinas e procianidinas) e
alguns minerais (potéssio, fosforo, cobre, ferro, zindo e magnésio) (3).

Os spreads a base de cacau, sdo produtos nos quais o cacau € misturado
com outros ingredientes geralmente a base de gordura soélida (gorduras
hidrogenadas ou com altos teores de acidos graxos saturados) para preparar
uma pasta espalhavel muito utilizada por profissionais da confeitaria em
recheios e coberturas de bolos ou até mesmo em pées e torradas, podendo
ser adicionados de pastas de nozes, macadamia, castanha de caju ou avela
(4-6). A legislacao brasileira define “Massa (ou pasta ou liquor) de cacau
como o produto obtido das améndoas de cacau (Theobroma cacao L.) por
processo tecnoldgico considerado seguro para a producao de alimentos” (7).

Os spreads de gorduras possuem propriedades de emulsdes plasticas ou
fluidas compostas principalmente de agua, Oleos e gorduras com a
capacidade de ser espalhavel a temperatura ambiente (4,8). No entanto, como
a estrutura dos spreads esta fortemente relacionada ao desempenho da
concentracéo lipidica, o grande desafio tecnoldgico estad em desenvolver tais

produtos com baixos teores de gorduras saturadas e hidrogenadas que
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mantenham as mesmas caracteristicas de sabor, textura e espalhabilidade
gue os produtos originais (1,4,5,9).

As gorduras sdo componentes importantes de uma grande variedade de
alimentos e seu consumo excessivo na dieta tém sido associado ao
surgimento de doencas crbnicas, tais como: obesidade, diabetes, cancer e
doencas cardiovasculares (10). Entretanto, tem sido verificado que o consumo
de determinados 6leos e gorduras causa efeito positivo a saude, por conterem
além de acidos graxos insaturados, acidos graxos essenciais importantes na
reducdo de biomarcadores lipidicos (11-13), serem associados a menor
ganho de peso devido a diminuicdo da deposicdo de gordura e aumento da
saciedade (12,14,15), e diminuicéo de citocinas inflamatorias (16). Uma forma
de melhorar o perfil nutricional e o desempenho de alimentos inclui a busca
por novos processos de producdo, que sejam capazes de conferir
caracteristicas especificas ao produto final. Com o aumento do conhecimento
sobre os efeitos dos &cidos graxos no metabolismo, ha crescente interesse
em utilizar 6leos e gorduras modificados, na reducéo do risco de doencas e
promocéao da saude (17).

Neste contexto, a modificacdo de 6Oleos vegetais visando a sintese de
lipideos estruturados, especificamente os triglicerideos dietéticos, tem sido
bastante estudada, pois permite a substituicdo de acidos graxos na molécula
do TAG (17-22), e, consequentemente, possuindo potencial para auxiliar no
controle da obesidade, insuficiéncia pancreatica, ma absorcéo de gorduras e
outras doencgas metabdlicas, constituindo um meio efetivo de fornecimento de

acidos graxos desejados para fins terapéuticos ou nutricionais (21). O TAG
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modificado possui novas propriedades sensoriais, fisicas (ponto de fusao,
viscosidade, consisténcia), quimicas (estabilidade oxidativa), bem como
propriedades nutricionais (presenca ou auséncia de acidos graxos saturados
ou insaturados especificos) (23).

Estes sdo atualmente muito utilizados em aplicacbes médicas e na
industria alimentar em produtos de confeitaria e chocolates (24—26). Alguns
exemplos de lipideos estruturados, obtidos por modificacdo enzimatica de
Oleos e gorduras, incluem os substitutos da manteiga de cacau, 0s substitutos
da gordura de leite humano, os triglicerideos ricos em acidos graxos
essenciais (bmega-3 e Omega-6) e os triglicerideos de baixa caloria,
chamados dietéticos (24).

Os triglicerideos de cadeia média (TCM) referem-se a triacilglicerbis mistos
de acidos graxos saturados com um comprimento de cadeia de 6-12 atomos
de carbono, isto €, acido hexanoico (C6:0, &cido caprdico), acido octandico
(C8:0, &cido caprilico), acido decandico (C10:0, acido caprico) e &cido
dodecandico (C12:00, &cido laurico) (27,28). Tais TAGs séo sintetizados com
o objetivo de aplica¢des nutricionais clinicas como nos casos de insuficiéncia
pancreatica, ma absorcao de gordura, transporte deficiente de quilomicron via
sistema linfatico, hipertrigliceridemia grave, nutricdo parenteral total e em
formulas para prematuros (29).

Os triglicerideos podem variar de acordo com sua composi¢cdo em acidos
graxos saturados e insaturados; com comprimento da cadeia de acidos graxos
e na distribuicdo de diferentes acidos graxos na molécula de TAG nas

posi¢cdes sn-1, sn-3 ou sn-2 (21,30). Esta posicdo dos acidos graxos nas
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moléculas do TAG (sn-1, sn-2 e sn-3) podem ter um impacto significativo no
metabolismo humano (31). Os tipos mais comuns de TAG dietéticos séo: (i)
SLS (um TAG com acidos graxos de cadeia curta, nas posi¢des sn- 1 e sn- 3,
e de cadeia longa, na posicao interna); (ii) MLM (um TAG com acidos graxos
de cadeia média, nas posicdes sn- 1 e sn- 3, e de cadeia longa, na posi¢ao
interna); e (iii) MMM (um TAG com acidos graxos de cadeia média, em todas

as posicoes da cadeia de TAG) (Figura 1) (21,30,31).

sn-1 CH,COOR,i

sn-2 | R,COO = C*—=a H

sn-3 CH,COOR,

Figura 1. Representacdo da distribuicdo de &cido graxo (R1, R2, R3) na

estrutura de uma molécula de um TAG. Fonte: Bourlieu et al. (32).

A absorcdo dos &cidos graxos de cadeia média é mais rdpida e mais
eficiente do que a dos acidos graxos de cadeia longa, devido o seu tamanho
reduzido e maior solubilidade (26,27). Ademais, os acidos graxos de cadeia
meédia atravessam facilmente a membrana mitocondrial e sdo transportados
diretamente para o figado, através da circulacao portal, proporcionando uma
rapida oxidagao (28,33). Estudos em modelo animal e humano mostram que

0s TCMs resultam em menor ganho de peso, associado com uma diminuicéo
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da deposicao de gordura, aumento da taxa metabdlica de repouso e do gasto
energético pos-prandial, pois tais substancias ajudam a reduzir a ingestéo de
alimentos por aumentar a saciedade, alterando assim o consumo de energia
(14,34).

Os TCMs também sdo associados a modulacdo do perfil lipidico e
consequente reducdo do risco de desenvolvimento de aterosclerose (35).
Sengupta e Ghosh (36) utilizaram um 6leo de mostarda enriquecido com TCM
e obtiveram como resultado a diminuicdo dos niveis de colesterol no plasma.
No figado, os acidos graxos de cadeia média contido no TCM sao
prontamente B-oxidados para formar acetil-CoA, que € a molécula de partida
para a biossintese do colesterol. O numero de moléculas de acetil-CoA
produzidas pelos &cidos graxos de cadeia média é muito menor em
comparacao com o acido graxo de cadeia longa levando a sequéncia, uma
diminuic&o da sintese do colesterol (37).

A mucosa intestinal impede a invasdo de microrganismos patogénicos,
fortalecendo a barreira intestinal através da secre¢cdo de proteinas
antimicrobianas, muco e imunoglobulina A (IgA), que dificultam a multiplicacéo
excessiva de bactérias indesejaveis no trato gastrointestinal (38,39). O
sistema imunologico associado a mucosa intestinal, tem se desenvolvido de
maneira eficiente para controlar a populacdo destes microrganismos,
protegendo o hospedeiro contra invasdes microbianas e reagdes indesejadas
contra antigenos alimentares (39,40). Sendo assim, a composi¢cdo da

alimentacéo é considerada um dos principais fatores que contribuem para a
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diversidade da microbiota intestinal no homem, podendo afetar a resposta
imunologica local (40).

Os TCMs também tém sido associados a melhora da saude do intestino
sob condic¢des inflamatdrias, modulando o numero de linfocitos intra-epiteliais
e a expressado de citocinas no intestino delgado (19). Estudo conduzido por
Kono et al. (41) concluiu que a ingestao regular de TCM protege o intestino
de ratos induzidos a colite por meio da modulacdo da resposta imune a
lipopolissacarideos e 0 aumento da expresséao de IgA.

Os lipideos modificados podem ser produzidos através de reacdes de
acidos graxos de cadeia média de gorduras vegetais ou animais. e 0S
processos sdo conhecidos como interesterificacdo, alcoolise ou acidélise e
tém sido utilizados em pequena e grande escala na producéo dos TAGs (42—
44).

A reacdo de acidolise € um processo reversivel que envolve duas etapas
de hidrolise e esterificagdo com uma nova ligacéo éster e liberacdo de um
novo &cido graxo livre (Figura 2) (23,45). A acidolise enzimatica de lipideos
estruturados, catalisada por lipases, apresenta diversas vantagens em
relagdo aos métodos quimicos como controle sobre a distribuicdo posicional
dos acidos graxos no produto final, separacédo e purificacdo dos produtos
(43,45,46). Além disso, requer condicdes mais brandas de temperatura com
menor consumo de energia, bem como pouca e/ou nenhuma formacéo de
subprodutos (21,23,27,43,45,47-49). O controle das condi¢cdes de reacao

como, carga enzimatica, tempo e temperatura de reacdo e relacdo de
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substrato, sdo extremamente importantes para minimizar a formacdo de
produtos indesejaveis (45).

[—O—COR
'[—O—CORg
—0~COR;4

[o—corz1 / 0O-COR;

O-COR; 4+ RCOOH —» [—0O-COR + R;COOH + R;COOH + R3COOH
O-COR3 \ 0O-COR;

TAG Acidos graxos ~O-COR,
O-COR,
O-COR

TAGs modificados

Figura 2. Esquema representativo de uma reagdo de acidolise. Fonte:

Kadhum e Shamma (50).

As lipases (triacilglicerol-acil hidrolases, EC 3.1.1.3) sao biocatalisadores
que hidrolisam total ou parcialmente a molécula do triacilglicerol podendo ser
inespecificas (atuam igualmente nos trés acidos graxos dos triacilglicerois),
ou regioespecificas (vao atuar especificamente sobre os acidos graxos em
certas posi¢cdes da molécula do glicerol) (46,51). As lipases sn-1,3 especificas
Sao mais promissoras e constituem os biocatalisadores mais eficientes em
sintetizar os TAGs devido a sua quimio e estereo-seletividade, versatilidade e
elevada regioespecificidade em produzir produtos finais especificos
(23,51,52). Um exemplo, é a Lipozyme RM IM, lipase microbiana imobilizada
do fungo Rhizomucor miehei, amplamente utilizada nestas reacfes (45).
Apesar do alto custo comercial, a utilizagéo de lipases imobilizadas pode ser
considerada viavel devido a possibilidade de recuperacdo e reutilizacdo e

consequentemente reducdo do custo operacional (43,46,51,53). As
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vantagens de se empregar um biocatalisador imobilizado tornam-se ainda
mais evidentes quando ha o desenvolvimento de processos em reatores
operando em modo continuo (54).

Com base nessa perspectiva, muita atencéo tem sido direcionada para as
diferentes configuracbes dos reatores, que oferecem melhores rendimentos
em um menor intervalo de tempo e melhor controle do processo (49).

As configurac@es de reatores enzimaticos mais utilizados séo: reatores de
tanque agitado, reatores de coluna de leito fluidizado e reatores de coluna de
leito fixo, que podem operar em modo batelada ou continuo (Figura 3) (54). A
selecéo do tipo de reator mais apropriado nas reacdes enzimaticas depende
de algumas condi¢cdes do biocatalisador, da hidrodinamica do sistema e da

cinética das reacdes (51).

Reatores de coluna

(-’g saida /K sada
ontrada saida
l s <

Reatores de tanque agtado

= ANTIMa

N SR L enrada j/ entrada j/

Batelada Continuo Reator de leito Mo Reator de leito luidizado

Figura 3. Representacéo das configuracdes dos principais tipos de reatores.

Fonte: Poppe et al. (54).

Os reatores de tanque agitado sdo os mais simples, de facil manuseio,

controle da reacéo e alto grau de dispersdo do substrato. Nestes reatores
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guando operados em regime de batelada, o biocatalisador € colocado com o
substrato sob agitacéo, e controle de tempo e temperatura. Para recuperar e
separar o biocatalisador do produto normalmente € realizada a centrifugacao,
filtracdo ou decantacao (54). Esse processo apresenta algumas desvantagens
como baixo rendimento para o uso em escala industrial, baixa taxa de
conversdo do substrato em produto e possivel estresse de cisalhamento do
suporte devido a agitacdo mecéanica durante o processo (46,54). Para
minimizar estes problemas, reatores de tanque agitado operando de forma
continua tém sido utlizados devido a possibilidade de separacdo do
biocatalisador através de membranas na saida do reator (54).

Nos reatores de leito fluidizado, o biocatalisador e o substrato da reagéo
fluem através de um reator de coluna, determinados por um fluxo ascendente
e pelo volume do reator (51,54). Uma das grandes vantagens € a possibilidade
de se utilizar particulas menores sem interferir na pressdo do meio,
consequentemente evitando a formag&o de caminhos preferenciais (55). No
entanto, o tempo de residéncia necessario para fluidizar o meio, mediado pela
alta vazéo do sistema, pode ocasionar menores rendimentos e dificuldades
de aplicacdo em grande escala (54).

Dentre os reatores operados no modo continuo, reatores de leito fixo sdo
0s mais utilizados para processos enzimaticos devido a aplicacdo de reacdes
de grande escala, facilidade de operacédo, remocao continua do produto com
menor estresse de cisalhamento do suporte, resultando em alta eficiéncia da
reacao (17,49,52,53,56,57). Nestes reatores, o biocatalisador é fixo dentro da

coluna, enquanto o substrato da reacdo é bombeado por meio de um fluxo
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especifico caracterizando o tempo de residéncia de acordo com o volume do
reator (46,51,53,54). Os produtos podem ser recirculados para a mesma
coluna ou coletados em recipientes proprios (46). Algumas desvantagens das
reacoes de leito fixo incluem a facilidade de obstrucdo do leito e
consequentemente, reducéao da eficiéncia catalitica e a formacao de caminhos
preferenciais (51,53).

Na grande maioria dos estudos, a sintese dos TAGs dietéticos do tipo MLM
€ realizada em reatores de tanque agitado operados em batelada, indicando
a necessidade de estudos que visem a possibilidade de aplicacdo desses
biocatalisadores em outra configuracéo de reator (10,21,23,58—-61). Este fato
destaca a importancia de se explorar a capacidade de novos reatores
operados no modo continuo para aumentar a eficiéncia das reacdes de TAGs.

Além da configuracéo do biorreator utilizado para a producéo dos TAGs, a
escolha dos 6leos vegetais € outro ponto importante a ser considerado nos
processos enzimaticos. Os Oleos vegetais extraidos das sementes de plantas
séo conhecidos por serem uma boa fonte nutricional, de importancia industrial
e farmacéutica (62). As propriedades dos Oleos vegetais utilizados nas
reacBes variam em funcdo da regido geogréfica, variedade, condicbes de
cultivo e disponibilidade das plantas (51).

As sementes de uva (Vitis vinifera L.), residuo agricola da industria do
vinho, sdo fontes de antioxidantes naturais, como vitamina E, polifendis e
flavondides, importantes para a saude humana e a sua utilizacdo para a
producdo em TAGs agregaria valor econémico para a industria do vinho

(58,63-65). Nos ultimos anos, as industrias de alimentos buscaram por
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antioxidantes naturais de origem vegetal. Os extratos de semente de uva além
da atividade antioxidante possuem também atividade antimicrobiana,
capacidade de inibir a oxidacao lipidica e prolongar a vida util dos produtos
(66,67).

O 6leo de semente de uva contém alto teor de acidos graxos insaturados,
que representam mais de 89% da composicao total do 6leo, principalmente o
acido linoléico (58-78%) (68-71). A semente de uva tem despertado o
interesse dos setores alimenticio e farmacéutico, em funcdo de seus
potenciais efeitos anti-inflamatérios e antioxidantes, atuando na reducao do
risco de doencgas cardiovasculares, cancer, obesidade, colesterol (69,72,73).

A conscientizacdo e interesse dos consumidores em relacdo a uma
alimentacdo mais saudavel tém impulsionado o desenvolvimento de alimentos
funcionais que promovam beneficios a saude e reducédo do risco de doencas
(22). Neste contexto, os probidticos tém despertado o interesse do setor
alimenticio na promoc¢éao da saude.

Uma das primeiras definicdes de probidticos foi proposta por Fuller (74).
Segundo esse pesquisador, sado definidos como suplementos alimentares a
base de microrganismos vivos, que agem no trato gastrointestinal, mantendo
ou melhorando o equilibrio da microbiota. Estes microrganismos precisam ser
administrados em uma quantidade adequada para conferir beneficios a
saude. Internacionalmente, probioticos sdo definidos como: “microrganismos
vivos que, quando administrados em doses apropriadas, conferem beneficio
a saude do hospedeiro” (75,76). Para que 0 microrganismo probiotico exerca

seus efeitos sistémicos, este deve sobreviver as diferentes etapas de
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processamento, as condi¢cdes de armazenamento e durante a passagem pelo
trato gastrointestinal, sendo capaz de colonizar, mesmo que temporariamente
o intestino (77,78).

Em 2018, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) anunciou 0s
Nnovos requisitos para comprovacao da seguranca e dos beneficios a saude
dos probidticos para uso em alimentos, que deve ser demonstrada através de
documentos técnicos ou de estudos cientificos que assegurem o histérico de
uso seguro, auséncia de registros de eventos adversos, auséncia de fatores
de viruléncia e patogenicidade, auséncia de producdo de substancias ou
metabdlitos que representem risco a saude humana, auséncia de resisténcia
potencialmente transferivel a antibiéticos relevantes para a saide humana e
susceptibilidade a, pelo menos, dois antibiéticos (79).

Indmeros sdo os beneficios que os probidticos podem proporcionar a
saude, como: aumento da resisténcia contra patdgenos, por efeitos
antagdnicos contra grupos especificos de organismos e competicao por
nutrientes (80,81); modulagéo do sistema imune e do perfil lipidico (74,78,82—
85), reducao do desenvolvimento de cancer e alivio dos sintomas de doencas
inflamatdrias intestinais e de diarréias (86—90).

Considerando que os seus efeitos sao cepa-dependentes, como ja
documentado em diferentes estudos (91), a selecédo de cepas probioticas é
um passo decisivo para que os efeitos benéficos a saude sejam observados
e deve atender as necessidades da populacéo alvo do produto (78).

Enterococcus spp. € um género de bactérias Gram-positivas, composto

por 16 espécies que se multiplicam e sobrevivem em condi¢cdes adversas.
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Cepas especificas de Enterococcus spp. principalmente as pertencentes a
espécie Enterococcus faecium, sdo consideradas probidticas por melhorar o
equilibrio microbiano do trato gastrointestinal e exercerem outros efeitos
benéficos a saude (82,92). Estudos anteriores realizados no grupo de
pesquisa mostraram que a cepa E. faecium CRL 183 apresenta efeitos
benéficos a salude, comprovados em estudos in vitro, em animais e em
humanos (82,93-98). Os resultados obtidos indicam que a cepa de E. faecium
CRL 183 apresenta capacidade de modulacao do perfil lipidico e da microbiota
intestinal (82,93), reducao do risco de desenvolvimento de cancer de célon
(97) e mama (98) e melhora nos sintomas de doencas inflamatdrias intestinais
(86,96).

Os microrganismos probioticos podem ser incorporados em produtos
lacteos como iogurtes, leites fermentados, sobremesas a base de leite e
queijos e também em produtos ndo lacteos como cereais, néctar de frutas,
salames, gomas de mascar e sucos (99).

A crescente demanda do mercado consumidor por novos produtos, que
apresentem caracteristicas sensoriais adequadas, maior vida Util e maior valor
nutricional, justifica o investimento para diversificacdo de alimentos contendo
cepas probidticas (100,101).

Os produtos a base de chocolate sdo considerados veiculos adequados
para probidticos pelo efeito protetor conferido pelo lipideo, além de possuirem
propriedades benéficas a salde e caracteristicas sensoriais que atraem o0
consumidor. Tais produtos também passaram por mudancas nos ultimos

anos, em resposta a busca do consumidor por produtos mais saudaveis,
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resultando em formulagdes com reducdo nos teores de aglcares e gordura
(99).

Neste contexto, o objetivo do presente trabalho foi obter um spread de
chocolate e avel@ potencialmente funcional contendo a cepa probiética E.

faecium CRL 183 e triglicerideos modificados do tipo MLM.
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Consideracdes finais

Foi possivel produzir lipideos estruturados do tipo MLM por aciddlise
enzimatica de 6leo de semente de uva catalisada pela Lipozyme RM IM em
reator de leito fixo. A Lipozyme RM IM mostrou-se altamente estavel com a
incorporacéo do C10:0 ao longo de 120h de reacdo. O grau de incorporacao
observado mostrou como esse sistema é promissor para aplicacao industrial,
uma vez que foi alcangado um valor maximo de 43,0% em 54 horas de reacéo.
Os resultados deste trabalho poderdo auxiliar a indastria de alimentos na
incorporacédo de TAG do tipo MLM, uma vez que o 6leo de semente de uva
mostrou-se uma importante fonte de acidos graxos poli-insaturados
essenciais.

Os spreads de chocolate e avelda, com incorporagcdo do microrganismo
probiético E. faecium CRL 183 e com substituicdo de 25g/100g e 50g/100g da
gordura por TAG modificados do tipo MLM, desenvolvidos no presente estudo,
apresentam potencial para atuar no controle da obesidade, melhora da
absorcdo dos &cidos graxos essenciais, modulacdo do perfil lipidico e da
resposta imune, em funcdo da presenca da cepa probidtica e dos TAGs
modificados, sendo uma alternativa para melhorar o perfil nutricional dos
alimentos e tem como funcéo diversificar o mercado de alimentos funcionais.

Estudos adicionais para verificar o efeito dos spreads desenvolvidos na

modulacdo da microbiota, obesidade, doencas inflamatorias intestinais, entre
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outras condi¢cOes, sdo necessarios para confirmar o potencial funcional do

produto.
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