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RESUMO

Os produtos lacteos probidticos e prebidticos estdo em crescente demanda no mercado de
alimentos funcionais. O frutooligossacarideos (FOS) ¢ um ingrediente prebidtico que
promove o crescimento de culturas probioticas. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da
suplementagdo com FOS sobre cinética de fermentacdo de leite de bufala. Assim, este
trabalho visa agregar valor ao leite bubalino proveniente do estado do Amapa - Brasil, que ¢
uma matéria-prima ainda pouco explorada, mas, de grande potencial socioecondmico para a
regido. O processo fermentativo das culturas de bactérias acido lacticas, CY340
(Streptococcus thermophilus e Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus) e TA40
(Streptococcus thermophilus), com e sem adicdo de FOS, foi monitorado quanto aos
parametros cinéticos pH e acidez. As associagdes em cultura mista CY340 sem adi¢ao de
FOS provocaram a redu¢do do tempo necessario para a diminuicdo do pH do leite
fermentado.O valor de pH da co-cultura sem suplementacdo foi de 4,35 e 3,97 para os
tempos de 6h e 8h, respectivamente. Quanto a co-cultura CY340 com adi¢cdo de FOS, os

valores de pH foram de 4,66 e 4,55 para as mesmas 6h e 8h, respectivamente.

Palavras-chave: Probidticos. Frutooligossacarideos. Leite de Bufala. Cinética de Fermentacao.



ABSTRACT

Probiotic and prebiotic dairy products are in increasing demand in the functional food market.
Fructooligosaccharide (FOS) is a prebiotic ingredient that promotes the growth of probiotic
cultures. The objective of this study was to evaluate the effect of FOS supplementation on
buffalo milk fermentation kinetics. Thus, this work aims to add value to buffalo milk from the
state of Amapa - Brazil, which is a raw material still little explored, but of great
socioeconomic potential for the region. The fermentative process of lactic acid bacteria
cultures, CY340 (Streptococcus thermophilus and Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus)
and TA40 (Streptococcus thermophilus), with and without the addition of FOS, was
monitored for pH and acidity kinetic parameters. The associations in mixed culture CY340
without addition of FOS reducted the time required to decrease the pH of the fermented milk.
The pH value of the co-culture without supplementation was 4.35 and 3.97 for the 6h and 8h,
respectively. The co-culture CY340 with addition of FOS, the pH values were 4.66 and 4.55
for the same 6h and 8h, respectively.

Keywords: Probiotics. Fructooligosaccharide. Buffalo Milk. Fermentation Kinetics.
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1 INTRODUCAO

Viérios fatores t€ém contribuido para o desenvolvimento cada vez maior de alimentos
funcionais. O principal deles ¢ o aumento da consciéncia dos consumidores por habitos
saudaveis e melhor qualidade de vida (MORAES; COLLA, 2006). A nutri¢cao otimizada ¢ um
desses novos conceitos, dirigida no sentido de maximizar as fungdes fisioldgicas de cada
individuo, de maneira a assegurar tanto o bem-estar quanto a satide, como também o risco
minimo de desenvolvimento de doengas ao longo da vida. Nesse contexto, os alimentos
funcionais como o0s probidticos e prebidticos sdo conceitos recentes e estimulantes
(ROBERFROID, 2002; SAAD, 2006).

Um alimento pode ser considerado funcional se for demonstrado que o mesmo pode
influenciar beneficamente uma ou mais fung¢des alvo no corpo, além de possuir os adequados
efeitos nutricionais. Portanto, os alimentos funcionais sdo relevantes tanto para o bem-estar e
a saude quanto para a redugao do risco de uma doengca (ROBERFROID, 2002).

No Brasil, a uma resoluc¢ao n°® 398, de 30 de Abril de 1999, da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) define, para fins de registro, que “o Alimento ou ingrediente
que alegar propriedades funcionais ou de saude pode, além das funcdes nutricionais basicas,
quando se tratar de nutriente, precisas também produzir efeitos metabolicos e/ou fisiologicos
e/ou efeitos benéficos a satde, devendo ser seguro para consumo sem supervisao médica”.
Entre os ingredientes aprovados pela ANVISA para justificar uma alegacdo de propriedade
funcional no rétulo estdo Omega-3, fitoesterois, fibras, luteina, zeaxantina, licopeno e
probiodticos (MANARINI; PEREIRA, 2016).

De acordo com recomendagdes da Food and Agriculture Organization (FAO) e do
World Health Organization (WHO), qualquer microrganismo vivo que cause efeitos
fisiologicos benéficos sobre a saude humana pode ser considerado probiodtico. Desde que, o
local de agdo no organismo hospedeiro e seus beneficios sejam comprovados clinicamente.
Dessa forma, o conceito de probidtico torna-se muito ampliado, sendo nele incluidos os
microrganismos que ndo se desenvolvem no intestino ou ndo possuem efeito probiotico direto
no hospedeiro, como Streptococcus thermophilus (Orla-Jensen, 1919) e Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus (Orla-Jensen, 1919) Weiss et al. 1984, as bactérias envolvidas
no processo de fabricagao de iogurte. Os Lactobacillus geralmente citados como probioticos
sdo: Lactobacillus casei (Orla-Jensen, 1916) Hansen e Lessel 1971, Lactobacillus acidophilus
(Moro, 1900) Hansen e Mocquot, 1970, Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus, Lactobacillus
brevis (Orla-Jensen, 1919) Bergey et al. 1934, Lactobacillus cellobiosus (Rogosa et al., 1953),
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Lactobacillus lactis (Orla-Jensen, 1919) Bergey et al. 1934, Lactobacillus fermentum
(Beijerinck, 1901), Lactobacillus plantarum (Orla-Jensen, 1919) Bergey et al. 1923, e
Lactobacillus reuteri (Kandler et al., 1982) (OLIVEIRA et al., 2009; KALANTZOPOULOS,
1997).

Prebiodticos sdo nutrientes ndo digeriveis que promovem efeito benéfico para o
hospedeiro por estimular seletivamente uma ou um grupo de bactérias do colon com
propriedade de probidtico(s). Sao prebidticos: frutooligossacarideos, inulina, glico-
oligossacarideos, galacto-oligossacarideos, isomalto-oligossacarideos, xylo-oligossacarideos,
entre outros. O lactitol, a lactulose e a lactose ndo absorvida no intestino delgado podem ter
efeito prebidtico no célon (MORAIS; JACOB, 2006).

O frutooligossacarideo (FOS), um derivado da inulina, com grau de polimerizagao de
2-10 unidades, nao ¢ metabolizado pelas enzimas digestivas e nem pela maioria das bactérias
indesejaveis do intestino. Quimicamente, consiste em moléculas de sacarose, nas quais uma
duas ou trés unidades de frutose sdo adicionadas por liga¢des B-(2-1) a molécula de frutose da
sacarose. O FOS e a inulina ocorrem naturalmente em muitas frutas e vegetais incluindo
banana, cevada, alho pord, cebola, centeio, tomate, espargos, tubérculos, trigo, alcachofra e
chicoria, fazendo parte de uma dieta normal. O FOS pode ser extraido desses alimentos e
concentrado ou pode ser fabricado industrialmente por processos enzimaticos. Nesse caso, ele
pode ser produzido a partir de um aglicar simples, como a sacarose, por uma reagdo de
transglicosila¢ao ou por hidrélise controlada de polissacarideos como a inulina (OLIVEIRA et
al., 2009).

A bubalinocultura tem aumentado de forma significativa a participagdo no cenario
agropecuario brasileiro, principalmente para produ¢do leiteira. O Amapé possui um rebanho
de aproximadamente mais de 300 mil cabecas de gado. Desse total, mais 270 mil ¢ bubalino,
o que coloca o estado na posi¢ao de segundo maior rebanho do pais (EMBRAPA, 2018). Na
parte costeira do Amapa predominam os rebanhos bubalinos, os quais avangam para o interior
do continente, contornando o rio Araguari desde sua foz até o municipio de Ferreira Gomes.
O municipio de Cutias possui o maior rebanho efetivo de bubalinos, com 25,33%, seguido de
Macapa 24,4% e Tartarugalzinho com 14,31%. Estes trés municipios concentram 64,54% do
rebanho bubalino no estado (FUNI et al., 2010).

De acordo com Macedo et al. (2001), o leite de bufala apresenta caracteristicas que o
diferenciam de qualquer outro tipo de leite. Seus valores de lipideos, proteinas, lactose,
solidos totais e residuo mineral fixo sao de grande importancia nutricional. A auséncia de -

caroteno na composi¢do quimica do leite de bufala ¢ uma de suas principais caracteristicas,
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conferindo-lhe coloragdo branca. Seu alto teor de cdlcio faz com que seja recomendado a
pessoas acometidas com osteoporose. E vital no processo de recuperagdo de pacientes em luta
contra doengas de todos os tipos, que precisam ingerir alimentos de qualidade em pequenas
doses ao longo do dia (DUBEY et al., 1997).

O leite pode ser utilizado como matéria-prima para outros produtos como o iogurte,
cujo processo inclui a etapa de fermentagdo bacteriana, transformando seu acgtcar em acido
latico (SILVA, 2018). Entende-se por iogurte, o produto incluido na definicao anterior, cuja
fermentagdo se realiza com cultivos protossimbidticos de Streptococcus salivarius subsp.
thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, aos quais podem acompanhar, de
forma complementar, outras bactérias 4cido-lacticas (BALs) que, por sua atividade,
contribuem para a determinacdo das caracteristicas do produto final (BRASIL, 2007;
CARNEIRO et al., 2012).

No mundo, em 2011, o leite de bufala representou 12,8% de todo o leite produzido
mundialmente. A India, que possui uma populagio de 113 milhdes de bufalos e 211 milhdes
de bovinos, em 2011 produziu 95 bilhdes de litros de leite, tornando-se o maior produtor
mundial de leite, sendo que 2/3 da produgao foi de leite de bufalas (BERNARDES, 2013).

O aumento da demanda de derivados de leite de btifala nas ltimas décadas valorizou
a espécie bubalina na pecudria leiteira mundial. Os produtores brasileiros notaram o potencial
de mercado e passaram a investir na bubalinocultura (SENO; CARDOSO; TONHATI, 2007).

E importante ressaltar que ainda falta uma legislagdo especifica para determinar o
padrao de identidade e qualidade do leite bubalino, porém ¢ um produto bastante promissor
para o desenvolvimento de novos produtos (AMARAL et al., 2005).

A elevacdo da importancia do leite de bufala do ponto de vista industrial ¢
evidenciada pela procura de produtos lacteos com alta variagdao e valor nutricional, além de
uma excelente oportunidade para o Estado do Amapa, detentor do segundo maior rebanho de
bubalinos, possa atrair reconhecimento e beneficios socioecondmicos. Neste contexto, o
presente estudo tem por finalidade aprofundar o conhecimento na matéria-prima, que € o leite

de bufala, a ser usada como potencial de inovacdo a partir de seus derivados.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Estudar a cinética de fermentacdo de culturas laticas em leite de bufala e avaliar o
efeito da suplementacdo com frutooligossacarideos (FOS) sobre parametros fisico-quimicos

do leite.
2.2 Objetivos especificos

° Realizar um levantamento bibliografico sobre os probioticos e prebidticos, o uso dos
mesmos no processo de elaboracdo de leites fermentados e possiveis efeitos benéficos a

saude;

° Caracterizar a matéria-prima (leite de bufala) quanto aos parametros de pH e acidez

titulavel;

° Avaliar o efeito da suplementacdo com FOS sobre a cinética de fermentagdo na
cultura Streptococcus thermophilus (TA40) e da cultura mista de Streptococcus thermophilus

+  Lactobacillus  delbrueckii  subsp. bulgaricus (CY340) em leite de bufala.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Leites fermentados

Os produtos lacteos sdo conhecidos ha milénios, e ¢ bastante provavel que sejam
usados para consumo humano desde os tempos das antigas tribos nomades, devido a grande
disponibilidade de leite dos rebanhos que eram deslocados junto com as populagdes humanas
(ADITIVOS & INGREDIENTES, 2021).

A origem dos leites fermentados remete a antiguidade, provavelmente ao momento
em que o homem comegou a utilizar o leite dos animais na sua alimentagcdo. As tribos
noémades adquiriram o habito de conservar o leite em odres' e recipientes de cerimica ou
peles de animais, onde o leite acabava fermentando, deste modo, envolvia a coagulagdo do
leite por microrganismos presentes no meio, obtendo-se um produto final com caracteristicas
diferenciadas, observavam também um produto cuja vida 1til era mais prolongada que a da
matéria-prima (FARIA; BENEDET; GUERROUE, 2006). Desse modo, desenvolveu-se uma
tecnologia empirica e foram surgindo os diferentes tipos de leites fermentados que, desde
entdio, tém sido amplamente consumidos e comercializados em todo o mundo (ORDONEZ et
al., 2005).

Falando de produtos fermentados, t€ém-se a necessidade de se referir a ao processo de
fermentagdo de matérias-primas por acdo de microrganismos. Os autores Prescott ¢ Dunn
(1957) e Doelle (1975) citados por Jay (2005) discutiram a histéria do conceito de
fermentagdo e concluiram que o sentido geral no qual esse termo ¢ normalmente utilizado ¢
definido como “um processo no quais transformacdes quimicas sdo realizadas em um
substrato organico pela a¢do de enzimas produzidas por microrganismos”.

A industria de lacteos tem utilizado bactérias acido-laticas (BALs) nos mais variados
produtos, como culturas iniciadoras ou adjuntas em leites fermentados e queijos, pois elas
desempenham um papel de favorecer caracteristicas sensoriais e tecnoldgicas, além de
promover a conservacdo inibindo a competicdo da microbiota deteriorante e de agentes
patogénicos (ORDONEZ et al., 2005; GAVA; SILVA; FRIAS, 2008).

De acordo com a Instrugdo Normativa n° 46 do Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) que trata do Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de

Leites Fermentados, entende-se por Leites Fermentados “os produtos adicionados ou ndo de

"Odre (0) (do latim utre), também chamado de pele (do latim pelle), ¢ como se chama um antigo recipiente feito
de pele de animal, geralmente de cabra, usado para o transporte de liquidos como agua, azeite, leite, vinho,
manteiga ou mesmo queijo.
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outras substincias alimenticias, obtidas por coagulacdo e diminuicdo do pH do leite, ou
reconstituido, adicionado ou nao de outros produtos lacteos, por fermentagdo lactica mediante
acdo de cultivos de microrganismos especificos. Estes microrganismos especificos devem ser
vidveis, ativos e abundantes no produto final durante seu prazo de validade”(BRASIL, 2007).

Considera-se que os leites fermentados apresentem propriedades terapéuticas por
incluirem em sua composicdo bactérias como Lactobacillus e Bifidobacterium que
apresentam caracteristicas probidticas, e essas apresentam efeitos bioquimicos sobre os
nutrientes do leite e efeitos fisiologicos sobre o consumidor (FARIA; BENEDET;
GUERROUE, 2006; GALLINA et al., 2012; LEUCAS, 2012). Dentre os produtos definidos
como Leite fermentado, temos: iogurte, leite cultivado, leite acidofilo, kefir, kumys e

coalhada (CARNEIRO et al., 2012).
3.1.1  logurte

Entende-se por iogurte, o produto incluido na defini¢ao anterior, cuja fermentacdo se
realiza com cultivos protosimbiodticos de Streptococcus salivarius subsp. thermophilus e
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, aos quais se podem acompanhar, de forma
complementar outras BALs que, por sua atividade, contribuem para a determinacao das
caracteristicas do produto final (BRASIL, 2007, CARNEIRO et al., 2012).

Na fermentac¢do do iogurte, inicialmente o Streptococcus thermophilus metaboliza a
lactose produzindo &cido latico, que diminui o pH favorecendo o crescimento dos
lactobacilos. H4 uma maior produgdo de acetaldeido (o componente volatil mais importante
no sabor do iogurte) quando o Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus cresce em
associacdo com o Streptococcus thermophilus (SIEUWERTS et al., 2010; OLIVEIRA, 2009).
Sendo assim, uma bactéria favorece o desenvolvimento da outra.

O consumo regular de alimentos fermentados como o iogurte ¢ reconhecidamente
benéfico para a manutencao da boa saude. Esse efeito ¢ atribuido, em parte, as BALs
utilizadas na elaboracdo do produto (ALVES et al., 2009). As acdes dos microrganismos
envolvidos no processo fermentativo do leite mostraram sua atuacdo benéfica no iogurte
(MAZOCHI et al., 2010). Isto por se tratar de um alimento altamente rico em proteinas, calcio
e fosforo, com baixo teor de gorduras e fonte apropriada de minerais como zinco € magnésio.
E especialmente recomendado para gestantes, lactantes, pessoas idosas ou que necessitem de
reposicdo de célcio e por apresentar uma elevada concentracdo de vitaminas (B6 ¢ B12)

comparada ao leite in natura (OLIVEIRA, 1993; ROCHA et al., 2008).
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Além de ser considerado um alimento de alto valor nutritivo, como citado
anteriormente, ¢ associado a possibilidade de fabricacdo com diferentes teores de gordura,
com adicao de frutas, mel e cereais, que ¢ sem duvida, um fator que favorece a expansao do

mercado deste produto (CARNEIRO et al., 2012).
3.1.2  Leite Fermentado ou Cultivado

O leite fermentado ou cultivado ¢ o leite incluido na definigao de Leites Fermentados

(3.1), cuja fermentacao se realiza com um ou varios dos seguintes cultivos: Lb. acidophilus,
Lb. casei, Bifidobacterium spp., (Orla-Jensen 1924), Streptococcus salivarius subsp.

thermophilus (Orla-Jensen 1919) Farrow and Collins 1984, e/ou outras BALs que, por sua
atividade, contribuem para a determinacdo das caracteristicas do produto final (BRASIL,
2007).

Nesta mesma defini¢do enquadra-se o leite acidofilo ou acidoficado, cuja
fermentagdo se realiza exclusivamente com cultivos de Lactobacillus acidophilus (BRASIL,
2007). Os lactobacilos usados na fabricagao do leite acidofilo contribuem com o sabor e
aroma em alimentos fermentados, produzindo varios compostos volateis, como o diacetil e

seus derivados (SILVA; STAMFORD, 2000).
3.1.3  Kefir

Dentro da Legislacao Brasileira kefir ¢ definido como um produto cuja fermentagao
se realiza com cultivo acido latico elaborado com graos de Kefir, Lactobacillus kefir (Kandler
e Kunath 1983), espécies dos géneros Leuconostoc, Lactococcus e Acetobacter com producao
de acido latico, etanol e didxido de carbono. Os graos de Kefir sdo constituidos por leveduras
fermentadoras de lactose (Kluyveromyces marxianus (Beij., 1889) Uden e H.R. Buckley
1970) e leveduras ndo fermentadoras de lactose (Saccharomyces omnisporus, Saccharomyces
cerevisae (Meyen ex E.C. Hansen, 1883) e Saccharomyces exiguus (Reess, 1870), Lb. casei,

Bifidobacterium spp. e Streptococcus salivarius subsp. thermophilus (BRASIL, 2007).
3.1.4 Kumys

Kumys ¢ o produto que também estd incluido na primeira definicdo de Leites
Fermentados (item 3.1), cuja fermentacao se realiza com cultivos de Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus e Kluyveromyces marxianus (BRASIL, 2007). A diferenca entre kumys e

kefir estd baseada no fato que o leite utilizado ¢ o de égua, os microrganismos nao formam
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graos e ocorre uma maior producdo de alcool (JAY, 2005).
Durante séculos, o kumys tem sido considerado uma bebida saudéavel, acinzentada,
leve, efervescente, liquida (ndo coagula) e com acentuado sabor acido e alcoolico

(ORDONEZ et al., 2005).
3.1.5 Coalhada

Coalhada ¢ o produto também incluido na defini¢do 3.1, cuja fermentagdo se realiza
por cultivos individuais ou mistos de bactérias mesofilicas produtoras de &cido latico
(BRASIL, 2007). Souza et al. (2011) citam que a coalhada ¢ a parte so6lida resultante da
coagulagdo do leite. E considerado um alimento de alto valor nutritivo pelo elevado valor
biologico das proteinas existentes e que proporcionam o aumento da biodisponibilidade de
vitaminas do complexo B no trato intestinal promovendo uma melhor absor¢do de calcio pelo
organismo. Ainda, por também ser um produto que apresenta bactérias acido laticas em sua

composi¢ao, atua no equilibrio das fungdes intestinais (REIS, 2013).
3.2 Microrganismos probidticos

A partir do conhecimento de que microrganismos sao favoraveis a saude humana, em
1960, Richard Parker utilizou pela primeira vez o termo probidtico, com o significado de “a
favor da vida”, de acordo com a origem grega do termo (BARBOSA et al., 2011). A definicao
de probidticos utilizada pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS) e Organizagdo das
Nagdes Unidas para a Alimentagdo e Agricultura (FAO) ¢ a seguinte: “microrganismos vivos,
que quando administrados em quantidades adequadas, conferem beneficio a saude do
hospedeiro” (FAO/WHO, 2002). Os probioticos, associados ou nao a bactérias, sao apontados
como agentes “biotecnologicos”. Além de exercerem efeitos benéficos no hospedeiro como
citado anteriormente, atuam favoravelmente no produto alimenticio ao qual foram
adicionados (ANTUNES, 2001; OLIVEIRA et al., 2002).

O uso de probidticos na dieta humana vem sendo amplamente difundido tanto como
suplemento alimentar (leite, leites acidofilos, iogurtes, coalhadas, etc), como na forma de
medicamento, como ¢ o caso da levedura Saccharomyces boulardii (Seguela, Bastide e
Massot, 1984), do Lactobacillus rhamnosus (Hansen 1968) e o Lb. casei shirota (BARBOSA,
etal., 2011).

Consideram-se alguns leites fermentados como alimentos funcionais, por

favorecerem a saide do consumidor devido a presenca de bactérias laticas de culturas
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probiodticas, cuja origem geralmente € o trato gastrointestinal humano e que apresentam, além
dos efeitos bioquimicos e bioldgicos sobre os nutrientes do leite, efeitos fisiologicos e
terapéuticos para o consumidor (FARIA; BENEDET; GUERROUE, 2006; ANTUNES et al.,
2007; MAZOCHI et al., 2010).

Os microrganismos utilizados como probidticos apresentam relagdo espécie-
especifica com o hospedeiro; devem ser identificados genotipica e fenotipicamente. E para
este probidtico garantir efetividade, varias condigdes devem ser atendidas: ndo apresentar
variacdo genética; ser estavel; apresentar resisténcia ao ambiente acido do estdbmago e a sais
biliares; ter capacidade de proliferacdo, afinidade e sobrevivéncia no intestino; produzir
metabolitos; fazer a modulagdo da atividade metabdlica; a imunomodulagdo, além de ser
seguro ao consumo e precisam ter seus efeitos sobre a saude investigados (FAO/WHO, 2002;
GIBSON; FULLER, 2000).

Trés possiveis mecanismos de atuagdo sdo atribuidos aos probidticos, sendo o
primeiro deles a supressdo do nimero de células vidveis através da producdo de compostos
com atividade antimicrobiana, a competicdo por nutrientes € a competicdo por sitios de
adesdo. O segundo desses mecanismos seria a alteragdo do metabolismo microbiano, através
do aumento ou da diminuicdo da atividade enzimatica. O terceiro seria o estimulo da
imunidade do hospedeiro, através do aumento dos niveis de anticorpos e o aumento da

atividade dos macréfagos (FULLER, 1989).
3.2.1 Principais Bactérias Probioticas

Entre os probidticos mais estudados, tanto para o desenvolvimento de novos
produtos quanto a sua bioatividade, estdo as bactérias e as leveduras. Alguns sdo
comercializados e vendidos sob a forma de suplemento alimentar ou preparagdes
farmacéuticas, contendo um ou varios microrganismos. Entre os principais probioticos estao
as BALs. Além das BALs, temos também as bifidobactérias. (BARBOSA, et al., 2011).

Na tabela 1 a seguir estdo descritas as principais bactérias utilizadas para elaboragado

de produtos com fungao probiodtica.
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Tabela 1- Bactérias comumentes empregadas em produtos probidticos

Lactobacillus spp. Bifidobacteirum spp. Outras

Lb. acidophilus B. bifidum S. thermophilus

Lb. plantarum B. longum Lac{ococcus lactis subsp.
lactis

Lb. rhamnosus B. infantis Lactocqccus lactis subsp.
cremoris

Lb. brevis B. breve Enterococcus faecium

Lb. delbruekii subsp. . Leuconsotoc mesenteroides

. B. adolescentis .

bulgaricus subsp. dextranium
Propionibacterium

Lb. fermentum freundenreichii

Lb. helveticus Pediococcus acidilacti

Lb. johnsonii

Fonte: Collins; Thornton; Sullivan (1998).

As BALs sdo em sua maioria anaerobias facultativas, podem crescer em presenca de
oxigénio, mas se desenvolvem melhor em meio com baixa tensdo de oxigénio. Sdo
basicamente sacaroliticas e mesofilicas. Durante a fermentagdo, produzem grandes
quantidades de acido latico. A grande quantidade de acucar utilizado na produgdo de energia
resulta em um aciimulo de 4cido latico, como produto principal € uma pequena quantidade de
outros subprodutos. Dividem-se em homofermentativas e heterofermentativas. As bactérias
homofermentativas (realizam fermentagdo homolatica) produzem, quase que exclusivamente
acido latico quando desdobram a glicose, enquanto as heterofermentativas (realizam
fermentagdo heterolatica) produzem além de acido latico, outros compostos como dioxido de
carbono, 4cido acético, em quantidades apreciaveis. Para seu crescimento, precisam ser
supridas de grande quantidade de nutrientes (FERREIRA, 2001; SILVA, 2007).

Heller (2001) apresenta uma visdo geral das bactérias iniciadoras usadas em
fermentagdes de laticinios e algumas de suas propriedades fisioldgicas relevantes. Sendo estas

fornecidas a seguir na Tabela 2.



Tabela 2- Organismos starter para produtos lacteos

Fermentacao de acido lactico

Espécie '"HomoF ‘*HeteroF *A.L.(%) ‘pHF

Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus + 1,5-1,8 3.8
Lb. delbrueckii subsp. lactis + 1,5-1,8 3,8
Lb. helveticus + 1,5-22 3.8
Lb. acidophilus + 0,3-1,9 4.2
Lb. kefir + 1,2-1,5 -

Lb. brevis + 1,2-1,5 -

Lb. casei subsp. casei + 1,2-1,5 -

S. thermophilus + 0,6 -0,8 4,5
Lc. lactis subsp. lactis + 0,5-0,7 4,6
Lc. lactis subsp. cremoris + 0,5-0,7 4,6
lLaCc‘*tis subsp. lactis biovar. diacetylactis " 0.5-07 4.6
Ln. mesenteroides subsp. cremoris + 0,1-0,2 5,6
Ln. mesenteroides subsp. dextranicum + 0,1-0,2 5,6
Bifidobacterium (bifidum, infantis, etc) 0,1 -14 4,5

"Homofermentativas; “Heterofermentativas; “Acido latico; 4pH Final

Fonte: Adaptado de Heller (2001).
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O desempenho tecnoldgico das culturas ¢ de fundamental importancia na fabricagdo

de produtos alimenticios. Culturas probidticas com boas propriedades tecnologicas devem

apresentar boa multiplicacao no leite, promover propriedades sensoriais adequadas ao produto

e serem viaveis durante o armazenamento (OLIVEIRA et al., 2002).

As duas culturas probidticas usadas experimentalmente neste trabalho serdo descritas

abaixo.
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a) Streptococcus thermophilus

S. thermophilus ¢ uma bactéria acido latica, anaerdbica facultativa, gram-positiva e
termofilicas, do grupo homofermentativa, ou seja, produzem o acido latico como principal
produto da fermentacdo (SACCARO, 2008). Tem a fungdo bioajustadora em processos
fermentativos na presenca de bactérias probidticas que tém crescimento lento em leite.
Apresenta morfologia de cocos, geralmente dispostos em cadeia curta. Cresce em

temperaturas entre 37 e 45°C, tolerando temperaturas acima de 50°C (FERREIRA, 2003).
b) Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus

O género Lactobacillus ¢ representativo dos bastonetes gram-positivo, produtores de
acido latico, e sdo importantes para a industria. S3o bactérias aerotolerantes e produzem acido
latico a partir de carboidratos simples (TORTORA; FUNKE; CHRISTINE, 2005).

O grande uso das bactérias do género Lactobacillus em alimentos decorre dos
resultados de seu comportamento nos mesmos, como capacidade de fermentar agucares,
formando 4cido lactico abundantemente; capacidade térmica, tornando-a resistente a
tratamentos térmicos mais baixos; alta elaboracdo de acido lactico, eliminando de seus
substratos microrganismos competitivos; capacidade de formar substanca volateis, alterando
valores sensoriais de determinados alimentos; e incapacidade de sintetizar a maioria das
vitaminas exigidas, impedindo seu crescimento em meios carentes desses nutrientes

reguladores (ADITIVOS & INGREDIENTES, 2021).
3.3 Uso de prebidticos e efeitos funcionais

H4 um grande aumento no consumo dos alimentos funcionais, que além de
apresentarem caracteristicas nutricionais e tecnologicas peculiares, atendem as exigéncias do
consumidor que busca alimentos inovadores (ARAUJO, 2007). A industria de laticinios vem
se destacando nesse aspecto com o maior numero de produtos funcionais, através da adi¢ao de
probidticos e prebioticos em alimentos como o iogurte e os leites fermentados no geral.
Dentre esses alimentos, destacam-se os frutooligossacarideos (ANTUNES et al., 2007;
SANTOS; BARBOSA; BARBOSA, 2011; ROSA; CRUZ, 2017).

De acordo com Oliveira et al. (2009) prebioticos foram inicialmente definidos como
ingrediente alimenticio nao digerivel que afeta de maneira benéfica o hospedeiro pela
estimulacdo seletiva do crescimento e/ou da atividade de uma bactéria ou de um nimero

limitado delas- no colon, fornecendo entdo satide para o hospedeiro.
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Na Tabela 3 relaciona os oligossacarideos produzidos comercialmente, ordenados de
acordo com o grau de utilizagdo no mercado mundial. A oligofrutose representa uma das

maiores classes de oligossacarideos bifidogénicos em termos de produ¢cao mundial.

Tabela 3 - Oligossacarideos de grau alimentar produzidos comercialmente.

1. Lactulose 7. Glucosilsacarose*

2. Galactooligossacarideo 8. Ciclodextrinas*

3. Frutooligossacarideo (FOS) 9. Oligossacarideos de soja
4. Isomalto-oligossacarideo 10. Lactosacarose

5. Malto-oligossacarideo* 11. Gentioligossacarideo

6. Palatinose-oligossacararideo 12. Xylo-oligossacarideo

*Nao sdo bifidogénicos.

Fonte: Ferreira (2002)

Segundo Santos, Barbosa e Barbosa (2011), os prebidticos sdo considerados fibras
que nao sao digeridas nem absorvidas pelo intestino delgado, pois sdo resistentes a acao das
enzimas salivares e intestinais. Seus nomes derivam de oligossacarideos compostos
predominantemente de frutose. O termo oligofrutose ¢ mais frequentemente empregado na
literatura para descrever inulinas de cadeia curta, obtidas por hidrolise parcial da insulina de
chicoria. O termo Frutooligossacarideos (FOS) tende a descrever misturas de frutanos do tipo
inulina de cadeia curta, sintetizados a partir da sacarose (DAVIDSON; CARVALHO, 2007).

Os FOS apresentam cerca de um ter¢o do poder adogante da sacarose ¢ ndo sao
caléricos; ndo podem ser considerados carboidratos ou agucares, nem fonte de energia, mas
podem ser usados de modo seguro por diabéticos (ROSA e CRUZ, 2017). Sao considerados
prebidticos uma vez que promovem seletivamente o crescimento de probidticos como
Acidophillus e Bifidus. Essa caracteristica faz com que os frutooligossacarideos promovam
uma série de beneficios a saide humana, desde a redugao de colesterol sérico até o auxilio na
prevengao de alguns tipos de cancer (PASSOS; PARK, 2003).

Os Frutooligossacarideos sdo ingredientes alimentares ideais para a industria de
alimentos, por terem aplicacdo em vdrias areas, sendo indicado o seu uso em formulagdes
dietéticas como sorvetes, cremes vegetais, patés e sobremesas, adicionados em barras de
cereais e biscoitos para elevar o conteudo de fibras alimentares, e também em bebidas lacteas
e leites fermentados (BORNET, 1994).

O FOS quimicamente consiste em moléculas de sacarose, nas quais uma duas ou trés

unidades de frutose sdo adicionadas por ligagdes B-(2-1) a molécula de frutose da sacarose. O
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FOS e a inulina ocorrem naturalmente em muitas frutas e vegetais traz incluindo banana,
cevada, alho pord, cebola, centeio, tomate, espargos, tubérculos, trigo, alcachofra e chicoria
trazem, fazendo parte de uma dieta normal. Podendo ser extraido desses alimentos e
concentrado ou pode ser fabricado industrialmente por processos enzimaticos. Nesse caso, ele
pode ser produzido a partir de aclcar simples, como a sacarose, por uma reagdo de
transglicosilagdo ou por hidrélise controlada de polissacarideos como a inulina (OLIVEIRA et
al., 2009).

Estes compostos apresentam importancia nutricional e tecnologica, podendo ser
utilizados em alimentos, tanto como suplemento, quanto como substitutos de macronutrientes.
Como suplementos, sdo adicionados devido as suas propriedades nutricionais, aumentando o
teor de fibra dos produtos. Em outras aplicagdes, sao adicionados para permitirem alegagdes
de propriedade funcional, como aquelas relacionadas a atividade bifidogénica (propicia o
crescimento das bifidobactérias) (COSTA et al., 2013).

A ingestdo diaria de frutooligossacarideos como alimento ou como ingrediente de
alimentos ¢ comprovadamente benéfica a saide humana, devido principalmente ao efeito

prebidtico que promovem no organismo (PASSOS; PARK, 2003).
3.4 Leite de bufala

De acordo com a Instrugdo Normativa n. 51, de 18 de setembro de 2002, do
Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA) (BRASIL, 2002) “entende-se
por leite, sem outra especificacao, o produto oriundo da ordenha completa e ininterrupta, em
condi¢gdes de higiene, de vacas sadias, bem-alimentadas e descansadas™. O leite de outros
animais deve denominar-se segundo a espécie de que proceda. Alimento muito rico em
nutrientes, o leite aparece em nossas refeigoes diarias de varias maneiras, quer seja na forma
in natura (fluido) ou em diversos produtos derivados lacteos (SILVA; SILVA; FERREIRA,
2012).

Diversos trabalhos no Brasil constataram que o teor médio de gordura no leite
bubalino se situa entre 5,8 e 8,2 %, o de proteinas entre 3,6 e 4,8%; e de lactose entre 4,8 e
5,5%, resultando num contetido de solidos totais entre 15,4 ¢ 17,4% (BERNADES, 2013).
Outra caracteristica € possuir um sabor bem adocicado, apesar de ndo possuir mais lactose
que o leite bovino. Seu alto teor de célcio faz com que seja recomendado contra a
osteoporose. E vital no processo de recuperacio de pacientes em luta contra doencas de
todos os tipos, que precisam ingerir alimentos de qualidade em pequenas doses ao longo do

dia (DUBEY et al., 1997).
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Neste contexto, o leite de bufala ¢ cerca de 40-50% mais produtivo na elaboragdo de
derivados (queijos, iogurte, doce de leite, etc.) quando comparado ao leite bovino. Esta
caracteristica é derivada do elevado teor de extrato seco total, além de caracteristicas fisicas
como densidade e disposi¢ao coloidal dos constituintes do leite (ANDRADE et al., 2011).

Entre os muitos produtos que podem ser elaborados a partir do leite, o iogurte ocupa
colocagdo de destaque, pois, além de diminuir os problemas de perdas dessa matéria-prima,
por causa de sua perecibilidade e sua composi¢ao, que o deixa suscetivel a deterioracao
microbiana, mostra grande valor nutricional e elevada aceitacdo. Além de ser considerada
uma grande fonte de vitaminas e minerais, que auxiliam na preservacdo da saude (SILVA,
2018).

E importante ressaltar que ainda falta uma legislagdo especifica para determinar o
padrao de identidade e qualidade do leite bubalino, porém ¢ um produto bastante promissor
para o desenvolvimento de novos produtos (AMARAL et al., 2005).

A producdo de leite bovino registrou no mundo um aumento de 48% em 1980 e
2011, a produgdo de leite bubalinos foi de 23,8% (BERNARDES, 2013).

No Brasil, a criagdo de bufalos vem crescendo cerca de 12,7% ao ano, ocupando de
forma bastante satisfatoria os ambientes pouco favordveis aos bovinos. Com a finalidade
principal da criacdo de bufalos em algumas regides ¢ a producdo leiteira. De acordo com
pesquisas realizadas, o leite de bufala apresenta elevado valor nutricional devido aos altos
niveis nutrientes, podendo ser consumido tanto na forma in natura como na elaboracao de
produtos lacteos (VERUMA; SALGADO, 1994).

Estima-se, com base no censo agropecuario de 2006 e na evolucdo do rebanho e da
captagdo (137%), que a producdo de leite de bufalas no Brasil em 2011 tenha sido de cerca de
156 milhdes de litros, produzidos por cerca de 130.000 bufalas em 3.000 rebanhos e que
existam pelo menos 150 industrias produzindo derivados de leite de bufalas no pais, que
transformam anualmente 75 milhdes de litros de leite em 22 mil toneladas de derivados,
gerando um faturamento bruto da ordem de R$ 156 milhdes aos laticinios e de cerca de R$ 41
milhdes aos criadores (BERNARDES, 2013).

Das variagdes de bufalos existentes no Brasil, duas predominam no Amapa, sendo
"mediterraneo e murrah", os mais populares por terem aptiddo para carne e leite. O estado
possui um rebanho com mais de 300 mil cabegas de gado, sendo mais de 270 mil bubalino, o
que coloca o estado na posicdo de segundo maior rebanho do pais (EMBRAPA, 2018).
Predominante na parte costeira do Amapa, os rebanhos de bubalinos, avangam para o interior

do continente, contornando o rio Araguari desde sua foz até o municipio de Ferreira Gomes.
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O municipio de Cutias possui o maior efetivo de bubalino, com 25,33%, seguido de Macapa
24,4% e Tartarugalzinho com 14,31%. Estes trés municipios concentram 64,54% do rebanho
bubalino no estado (FANI et al., 2010).

A producdo e o consumo da bubalinocultura leiteira vém demonstrando crescente
importancia comercial no estado do Amapa, com o surgimento de estudos com base na
producdo de produtos lacteos e incluindo funcionais. A partir do exposto acima, podemos

citar os trabalhos de Machado e Cavalcante (2019) e Araujo e Foro (2019).
3.5 Cinética de fermentacao

Em uma fermentacdo ocorrem muitas transformagoes, células crescem se reproduzem
e morrem, substincias diversas existentes no meio sdo consumidas pelos microrganismos e
produtos de metabolismo sdo lancados no meio em que 0s microrganismos atuam
(COPERSUCAR, 1987).

De acordo com Schmidell et al. (2001) o estudo cinético de um processo fermentativo
consiste inicialmente na andlise da evolucdo dos valores de concentragdo de um ou mais
componentes do sistema de cultivo, em fungdo do tempo de fermentacdo. Entendem-se como
componentes, microrganismo (ou a biomassa), os produtos do metabolismo (ou metabolitos) e
os nutrientes ou substratos que compdem o meio de cultura. Além desse aspecto, cabe
mencionar que a cinética possibilita também uma comparagdo entre as diferentes condig¢des
de cultivo (pH, temperatura, etc.).

Deste modo, o acompanhamento do processo fermentativo ¢ de extrema importancia
para que se possa compreender melhor a cinética e posteriormente poder determinar o

rendimento, eficiéncia e produtividade de cada processo a ser estudado (MILLER, 1959).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Culturas lacticas e suplemento utilizado na fermentacio

As culturas de bactérias acido lacticas, Streptococcus thermophilus (TA40) e
Streptococcus thermophilus e Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus (CY340) utilizadas
foram as das empresas Danisco e DMS Food Specialties, respectivamente. Ambas as culturas
foram analisadas durante um tempo de fermentagdo, para avaliar a suplementagdo com FOS
no processo de cinética de fermentagdo do leite bufala. O prebidtico FOS usado como
suplementagdao na fermentacao do leite de bufala foi o da marca K'psula prebiotica Ekobé
(Figura 1).

O prebidtico utilizado ¢ um suplemento para o sistema gastro intestinal, contendo
em sua formulacdo além de FOS liofilizado, vitamina C, cloridrato de tiamina (vitamina B1),
riboflavina (vitamina B2), niacina (vitamina B3), vitamina E, bisglicinato de magnésio,
bisglicinato de zinco, antiumectante dioxido de silicio, lubrificante estearato de magnésio e

excipiente celulose microcristalina.

Figura 1 - Prebiodtico utilizado como suplementagdo da fermentacao.

(Kpsuls
prebiotica

O ALIMENTAR EM CAPSULAS

SUPLEMENT

FOS COM VITAMINAS E MINERAILIS
60 copsutas de 750mg cada

Fonte: Arquivo pessoal — Silva e Dias (2021)
4.2 Cinética de fermentagao
O estudo foi desenvolvido no laboratério de Microbiologia do Instituto Federal de

Educacdo, Ciéncia e Tecnologia do Amapa, Campus Macapa. Utilizou-se leite bubalino

procedente do municipio de Cutias do Araguari, Amapa.
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O experimento foi realizado no periodo de janeiro de 2021 com a execugdo de
avaliacdo do desenvolvimento cinético das culturas lacticas com e sem o uso de
suplementa¢do, durante determinado periodo de tempo, até a diminui¢do do pH e consequente
aumento da acidez.

O fluxograma apresentado na figura 2 mostra cada etapa do procedimento de cinética

de fermentacdo empregado neste estudo.

Figura 2- Fluxograma das etapas da cinética de fermentagao.

Preparo dos
matériais

Adicdo das Culturas

———>| Pédecuba [——> .
lacteas e prebiotico

v

Homogeneizagio [(——>

Analises depH e
Acidez titulavel

Acompanhamento
da cinética

Fonte: Elaboragdo propria — Silva e Dias (2021)

4.2.1  Preparo dos materiais

Para realizar a cinética de fermentagdo foram separados os seguintes materiais:
Becker, Provetas, Erlenmeyers, Frascos Schott de 50 ml, vidro reldgio, espatulas e garrafas

plasticas.
4.2.2  Preparo do pé de cuba

O preparo do pé¢ de cuba foi realizado de acordo com os estudos de Aratijo e Foro
(2019) que avaliaram a cinética e modelagem matematica do crescimento de culturas 4cido
laticas em leite de bufala sob condi¢des isotérmicas para elaboracao de iogurte.

As culturas liofilizadas foram ativadas em leite em p6 desnatado reconstituido em
agua destilada 10% (m/v). O leite depois de reconstituido foi distribuido (25 mL) em quatro
frascos Schott de 50 ml (Figura 3). Os frascos foram esterilizados em autoclave durante 5

minutos em temperatura de 110°C e resfriados em temperatura ambiente.
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Ap0s o preparo e resfriamento do leite, foram inoculadas 0,1 g de cada cultura em 25
mL de leite desnatado reconstituido. Os frascos schott 's foram entdo homogeneizados até a

completa diluicdo e em seguida, incubados por 24 horas em BOD a 42°C.

Figura 3 - Frascos Schott 's com 25 mL com leite em p6 desnatado reconstituido.

Fonte: Arquivo pessoal — Silva e Dias (2021).

4.2.3  Acompanhamento da cinética de fermentacdo

Apos 24h de incubagdo, o conteido de cada frasco foi transferido para béqueres de
500mL, homogeneizados com 250mL de leite de bufala, devidamente pasteurizado a 95°C
por 5 min. Posteriormente, foi acrescentado 1% prebiotico FOS liofilizado em dois dos
béqueres com as diferentes culturas utilizadas no experimento. Apds homogeneizagao, 35mL
foram distribuidos em garrafas plasticas (Figura 4), que foram sanitizadas com solucao de
hipoclorito de sddio a 200 ppm e enxaguadas com agua destilada.

Deste modo, a distribuicdo nas garrafas se sucedeu da seguinte maneira: garrafas
com 250mL de leite de bufala + cultura CY340 com e sem FOS e garrafas com 250mL de
leite de bufala + cultura TA40 com e sem FOS. Sendo analisadas quatro cinéticas
diferenciadas.

As garrafas foram incubadas a 42°C na BOD estando identificadas quanto ao tipo de
cultura, adicdo de FOS e ao tempo estimado para retirada para realizar as andlises de pH e
acidez a cada 2h de fermentagdo, assim como mostra a figura 5. A fermentacdo foi
acompanhada até a o tempo de 8h de fermentacao, levando em consideragdo a aproximagao

ao pH 4,5.



Figura 4 - Distribuiggo do leite nas garrafas

Fonte: Arquivo pessoal — Silva e Dias (2021)

Figura 5 - Incubacdo das garrafas na BOD

Fonte: Arquivo pessoal — Silva e Dias (2021)

Figura 6 - Analise de pH da cultura TA 40 sem FOS apds o tempo de 2h de fermentacdo.

~

Fonte: Arquivo pessoal — Silva e Dias (2021)
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4.3 Realizaciao das analises de pH e acidez titulavel

As andlises de pH e acidez foram realizadas em triplicata no leite in natura e no
decorrer da cinética de fermentagdo. Os resultados sdo expressos em termos de médias e
desvios padroes.

As andlises foram realizadas de acordo com o descrito no Manual de métodos
oficiais para andlise de alimentos de origem animal do Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento (BRASIL, 2017).

O percentual de 4cido latico do leite in natura e durante a cinética foi determinado
utilizando-se de uma bureta digital, com solucdo alcalina (hidroxido de sédio 0,IN)
e fenolftaleina 1% como indicador (AOAC, 2016). Os resultados foram expressos em
porcentagem (%) de acido latico.

A avaliagdo do potencial hidrogenidnico foi realizada com pH-metro de bancada
(Figura 6). Antes das leituras, o pH-metro foi calibrado utilizando de dois padrdes abrangendo
a faixa de pH a ser medida. As solucgdes padrdes usadas foram as de pH 7,0 e 4,0 (BRASIL,
2017).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Caracterizacao do leite de bufala

Na tabela 4 estdo os dados obtidos com o leite in natura de bufala. Devido a
auséncia de uma legislacdo especifica para o leite de bufala em relagdo a identidade e
qualidade, os dados obtidos das analises foram comparados com os parametros estabelecidos
pelo Sistema de Agricultura e Abastecimento do Estado de Sao Paulo na Resolucao SAA n°
03, de 10 de Janeiro de 2008 e com outros trabalhos que analisaram os mesmos parametros

em leite de bafala.

Tabela 4 - Resultados encontrados de pH e acidez do leite bubalino in natura.

Parametros pH Acidez (%)
Resultados obtidos 6,67 +0,023 0,225+ 0,004
*Parametro (SAA) 6,40 - 6,90 0,14 -0,23

Aragjo e Foro (2019) 6,59 + 0,044 0,-2715 £ 0,0267
Pignata et al.; (2014) 6,72 £ 0,06 0,15+ 1,41

*Parametros da Secretaria de Agricultura e Abastecimento do Estado de Sao Paulo
(média + desvio padrio).
Fonte: Elaboragao propria — Silva e Dias (2021)

O valor médio de pH obtido para o leite de bufala in natura foi igual a 6,67. Tal
valor encontra-se inferior ao valor obtido por Pignata et al. (2014) de 6,72. Por outro lado,
encontra-se superior aos valores obtidos por Aratjo e Foro (2019) no seu estudo com leite de
bufala do municipio do Curiatl do estado do Amapa, que foi de 6,59. Contudo, encontra-se
dentro da faixa estabelecida pela Secretaria de Agricultura e Abastecimento (SAA) do estado
de Sao Paulo (6,40 - 6,90) para producdo de leite e derivados do leite de bufala.

A acidez encontrada no leite foi de 0,225% acido latico, valor este, inferior ao
comparado ao trabalho de Araujo e Foro (2019), que foi de 0,2715% é&cido latico. Na
resolugdo da SAA o nivel de acidez apresentado em acido latico € de 0,14 - 0,23, porém, neste
trabalho o nivel de acidez se apresenta superior. Do mesmo modo, apresenta-se superior ao
valor encontrado por Pignata et al. (2014) de 0, 15 de porcentagem de acido latico.

Segundo Figueiredo; Junior; Toro (2010), estas variagcdes na acidez tituldvel podem
estar relacionadas ao fornecimento de alimentos e minerais inapropriados, silagens de baixa
qualidade, e multiplicacdo de microrganismos deterioradores e/ou patogénicos. Tanto as

fisicas, como as demais analises que sao aplicadas ao leite de bufala pode haver diferencas na
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composicdo, pois o leite de bufala apresenta caracteristicas fisico-quimicas proprias, que
variam conforme o periodo de lactagdo, a raca e a alimentacdo, entre outros fatores

(TEIXEIRA; BASTINETTO; OLIVEIRA, 2005).

5.2 Cinética

Durante o processo de fermentacao, foi acompanhado a variagao de pH e acidez em
fun¢do do tempo, por até¢ 8h. Os dados estdo tabelados (Tabela 5) e em gréaficos para melhor
visualizacdo do resultado obtido na cinética.

Tabela 5 - Dados tabelados da cinética de fermentagdo das culturas CY340 / Streptococcus thermophilus sem e

com FOS e TA40/ da cultura Streptococcus Thermophilus + Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus sem e
com FOS.

'Cultura CY340 sem FOS Cultura CY340 com FOS
Tempo (h) Acidez (%) pH Acidez (%) pH
2 0,416 £ 0,012 6,23 £ 0,006 | 0,342 + 0,001 6,33 £0,012
4 0,659 + 0,034 5,08 £0,010 | 0,724 + 0,018 5,37 £0,021
6 1,002 £ 0,010 4,35+0,026 | 1,155+0,020 4,81 £0,035
8 1,576 £ 0,025 3,97 +0,015 | 1,371 +£ 0,020 4,450,015
*Cultura TA40 sem FOS Cultura TA40 com FOS
Tempo (h) Acidez (%) pH Acidez (%) pH
2 0,391 £ 0,011 6,01 £ 0,026 | 0,308 + 0,010 6,66 £ 0,074
4 0,557 + 0,007 5,19+ 0,012 | 0,689 + 0,008 5,35+£0,010
6 0,746 £ 0,015 4,78 £ 0,006 | 0,867 +0,011 4,82 £ 0,006
8 0,933 + 0,020 4,61 £0,029 | 0,941 £0,011 4,66 £ 0,006

'Cultura Streptococcus Thermophilus + Lactobacillus Delbrueckii ssp. Bulgaricus; *Cultura Streptococcus

thermophilus

Fonte: Elaboragdo propria — Silva e Dias (2021).
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Grafico 1 - Cinética de fermentacgdo da cultura Streprococcus thermophilus sem FOS sob condicdo de

temperatura de 42°C.
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Fonte: Elaboragdo prépria — Silva e Dias (2021)

No Grafico 1 da cultura TA40 sem suplementacdo observou-se que o pH durante o
intervalo de 2 a 8 horas variou entre 6,01 a 4,61, respectivamente, sendo possivel observar o
aumento da acidez tituldvel de 0,391 a 0,933% neste mesmo intervalo de tempo. Segundo
Walstra et al. (1999), as bactérias laticas produzem diferentes quantidades de acido latico
durante a fermentacdo por 24 horas em temperatura 6tima.

A conversao de lactose em acido latico € resultante da multiplicagcdo das culturas no
leite. Essa ocorre geralmente em velocidade muito lenta, ndo garantindo o pH adequado em
um tempo considerado relativamente curto para a obtencdo de certos derivados. Esse fato ¢
observado particularmente para a obtencdo de leites fermentados e queijos, produtos que
necessitam de leite com pH adequado para que ocorra a coagulagdo. Durante a elaboracao de
leites fermentados, o efeito do pH sobre a coagulacdo ¢ direto ao atingir pH 4,3-4,5
(KOMATSU; SAAD; BURITI, 2008).

Araujo e Foro (2019), que estudaram o crescimento fermentativo desta mesma cultura
TA40 em leite de bufala, obtiveram no tempo de 6 h de fermentacdo o valor de pH 4,71,

proximo ao encontrado neste trabalho de 4,78.
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Grafico 2 - Cinética de fermentagdo da cultura Streptococcus thermophilus com FOS 1% sob condicdo de
temperatura de 42°C.
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Fonte: Elaboragdo propria — Silva e Dias (2021)

Foi observado na cinética da cultura TA40 com FOS (Gréafico 2), quando comparado
com o grafico 1 da mesma cultura, TA40 sem suplementa¢do, que o abaixamento do pH
durante o intervalo de tempo (2-8h) foi mais lento, alcangando no tempo final de 8h o valor de
4,66. Paralelamente, o aumento da acidez para a cultura TA40 com suplementacdo com FOS
se estabelece em maior porcentagem, indo em média de 0,308 a 0,941%, sendo que no tempo
6h ja apresentava 0,867% de acidez. No intervalo de tempo de 2 a 4h ja havia um aumento da
acidez maior em comparagdo no mesmo intervalo de tempo na cultura TA40 sem FOS.

Oliveira (2009) em seu estudo sobre o efeito da inulina prebidtica na produgdo de
leite fermentado probidtico averiguou que o tempo de fermentagao diminuiu com adigdo de
inulina durante a fermentacdo com diferentes culturas probidticas. Isso pode estar relacionado
a hidrolise da molécula de FOS realizada por esta bactéria. Assim como citado por Barrangou
et al. (2003), descreve que algumas espécies de microrganismos devem apresentar a
capacidade de hidrolisar, por meio de enzimas, as ligagdes P(2-1) do FOS, resultando na
formacdo de mondmeros de carboidratos, que posteriormente podem ser usados para serem
metabolizados, o que acaba gerando mais acido latico como produto da fermentagdo. No
entanto, para a cultura TA40 neste estudo, ndo houve diferenga numérica notavel em relacao

ao tempo de fermentagdo com o uso de FOS em relagdo ao nao suplementado.
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A inulina, oligofrutose e os FOS sdo quimicamente similares, diferindo apenas pelo
grau de polimerizacdo, ou seja, pelo nimero de unidades de monossacarideos que compdem a

molécula (DAVIDSON; CARVALHO, 2007).

Grafico 3 - Cinética de fermentagdo da cultura Streptococcus Thermophilus + Lactobacillus delbrueckii ssp.
bulgaricus sem FOS sob condigdo de temperatura de 42°C.
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Fonte: Elaboragao propria — Silva e Dias (2021)

Na fermenta¢do no leite de bufala com a cultura CY340 sem FOS (Grafico 3) o pH
diminuiu mais rapidamente. No tempo 6h ja havia estabelecido o valor de 4,35 e com valor
final no tempo de 8h de 3,97. Em comparagao com a cultura TA40 sem FOS (Grafico 1),
apresenta-se mais eficiente, pois houve diminui¢cdo do tempo de fermentacao.

A funcgdo geral da cultura latica deve ser capaz de produzir 4cido latico suficiente em
um periodo de tempo tdo curto quanto possivel para fermentar o leite (DAMIN, 2003). Em
relacdo a acidez, inicialmente, no tempo 2h de fermentagao o valor médio foi de 0,416% de
acido latico e na medida em que o pH diminui, a acidez aumenta, acidez obtida ao final foi de
1,576% de acido latico no tempo de 8h. No trabalho de Aratjo e Foro (2019), os valores
obtidos foram inferiores durante o intervalo de tempo de 2 a 10h, variando de 0,42 a 0,67% de
acido latico.

O S. thermophilus cresce primeiro e tem a capacidade de clivar a lactose a pH mais
neutro. Com o seu crescimento, o 4cido latico ¢ acumulado no meio, abaixando parcialmente
o pH e lancando ao meio algumas substincias aminadas originadas da proteina do soro, que

vao estimular o desenvolvimento do L. delbrueckii ssp. bulgaricus. Este, por sua vez, passa a
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crescer, abaixa ainda mais o pH e langa no meio aminodcidos que estimulam o crescimento do
S. thermophilus (FERREIRA, 2001). Através desta simbiose tende-se com o passar do tempo,

ter um aumento no acumulo de acido latico no meio.

Grafico 4 - Cinética de fermentagdo da cultura Streptococcus Thermophilus + Lactobacillus delbrueckii ssp.
bulgaricus com FOS 1% sob condi¢@o de temperatura de 42°C.
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Fonte: Elaboragao propria — Silva e Dias (2021)

No grafico (Grafico 4) ¢ apresentado a cinética de fermentagdao da cultura CY340
com suplementacao de FOS a 1%, no qual iniciou-se o pH com 6,33 no tempo de 2h, até 4,45
no tempo de 8h. A acidez durante o inicio e o fim da fermentagdo apresentou,
respectivamente, 0,342 e 1,371% de acido latico. Em relagdo a mesma cultura com a
suplementagdo com FOS (Grafico 3), os valores foram menos efetivos, pois apresentou a
diminui¢do do pH e aumento da acidez retardados pelo uso do prebiotico. Diferentemente do
apresentado nos estudos de Farinha (2016) que estudou o uso de prebiodtico proporcionou bons
resultados em termos de parametros cinéticos, com co-culturas. Por outro lado, o trabalho de
Oliveira (2009) obteve resultados que mostraram que a qualidade do leite fermentado foi
fortemente influenciada tanto pela composicdo de diferentes co-culturas probidticas, quanto
por diferentes prebiodticos, como oligofrutose, polidextrose, maltodextrina e inulina.

Este antagonismo pode ser fundamentado quando ha excesso de fonte de carbono no
meio, ocorrendo a repressdo catabolica que atua como um dispositivo auto-regulatorio para

limitar o consumo de carboidratos, respeitando a capacidade metabolica do microrganismo.

(BRUCKNER; TIGEMEYER, 2002; TEBERGA, 2017). Mesmo que as bactérias laticas
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precisam ser supridas de quantidade consideravel de nutrientes para seu crescimento, devendo
ter disponiveis no meio substincias, como: hidratos de carbono, aminodcidos, peptonas,
lipidios, vitaminas e sais minerais como descrito por Tamime; Robinson (1999) e Ferreira
(2003), a concentracdes elevadas destes, podem vim a desfavorecer o processo de

fermentacdo, prejudicando o metabolismos do microrganismo.
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6 CONCLUSAO

O uso de suplementagdo com frutooligossacarideo na cinética de fermentagdo do
leite de bufala em associacdo com bactérias probioticas, neste estudo, demonstrou ter efeito
em relagdo ao tempo de fermentagdo, no qual o mesmo foi efetivamente mais lento, levando
em consideragdo a diminui¢do de pH. Contudo, 0 mesmo quando correlacionado a aplicagao
em produtos lacteos como leites fermentados para o aumento do valor nutricional e funcional,

demonstra grande potencial a ser explorado.
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