Estudo microbiolégico e bioquimico do efeito de compostos
prebidticos em matrizes lacteas probidticas

Os prebiodticos inulina e frutooligossacarideo foram estudados de forma a analisar o seu
potencial efeito sobre o crescimento/sobrevivéncia de bactérias probiéticas (Lactobacillus
acidophilus La-5, L. casei-01 e Bifidobacterium lactis B94) e ao mesmo tempo analisar o
seu potencial tecnolégico através da caracterizagdo da protedlise e da lipdlise em
matrizes de leite coagulado, com o objectivo de se avaliar a possibilidade do fabrico de
queijos probidticos ou simbidticos. Os compostos prebidticos ndo afectaram
significativamente o crescimento/viabilidade das estirpes em estudo, excepto no caso de
L. acidophilus La-5. Os indices de protedlise por sua vez revelaram uma consideravel
degradagdo da caseina em matrizes probidticas e simbiéticas inoculadas com B. lactis
B94 e L. casei-01; tendo-se obtido menores valores nas matrizes inoculadas com L.
acidophilus La-5, porém o efeito simbiético foi pronunciado no caso da fracgdo azotada
ndo proteica. A lipolise ndo foi muito intensa ao longo do tempo de maturagdo das
matrizes independentemente do tipo de matriz, no entanto diferencas interessantes em
termos qualitativos no perfil de AGL foram observados. Isémeros de &acido linoleico
conjugado e &cidos a-linolénico e y-linolénico foram detectados ap6s 15 dias de
maturagdo em todas as matrizes inoculadas. Deste modo, pode-se afirmar que os
pardmetros microbioldgicos e bioguimicos analisados demonstraram um enorme
potencial tecnoldgico, especialmente no caso de B. lactis B94 e L. casei-O1 para a

producéo de novos tipos de queijo com beneficios associados.
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D INTRODUCAO

A alimentacdo tem um papel fundamental na salde de cada individuo. Actualmente o consumidor procura
cada vez mais uma alimentacdo saudavel e equilibrada e que essa alimentacdo possa ajudar na prevencao
de determinadas doencas. Esta tendéncia tem aumentado o interesse na pesquisa de alimentos funcionais

ao longo dos tempos (Agrawal, 2005).

Os alimentos funcionais séo aqueles que para além das suas fungfes nutricionais no ambito de uma dieta
normal produzem efeitos benéficos na sadde (Macedo et al., 2008; Ramirez et al., 2007; Kili¢ et al., 2009).
Os probidticos e prebiéticos sdo substancias biologicamente activas que se podem encontrar nos alimentos
funcionais (Ramirez et al., 2007). Os probiéticos sdo microrganismos, principalmente bactérias e leveduras
(Oliveira-Sequeira et al., 2008) que ao serem ingeridos sobrevivem a passagem do intestino delgado e se
estabelecem temporariamente no intestino grosso
produzindo um efeito benéfico para a saide (Patel et
al., 2008) (Figura 1). Alguns dos beneficios a saude do
hospedeiro atribuidos ao consumo de probidticos séo: i)
promover um equilibrio benéfico da populagdo de
microrganismos residente no tracto gastrointestinall
(Holzapfel et al., 2001); ii) aumento da resisténcia
gastrointestinal a colonizagdo por microrganismos
patogénicos (Saulnier et al., 2009); iii) a promog¢édo da
digestéo da lactose em individuos intolerantes a lactose

(acucar do leite) (Casiraghi et al., 2007).

Os prebidticos sdo hidratos de carbono que ndo séo

digeridos nem absorvidos ao longo do sistema digestivo

uma vez que possuem uma configuracdo molecular que  iGURA 1: Células de Bifidobacterium no epitélio do
0s tora resistentes a ac¢do de enzimas. Desta forma Frg:g:r/]/microbewiki.kenyon.edu/index.php/Biﬁdobacterium].
servem de substrato e energia para as bactérias

benéficas como as bifidobactérias e os lactobacilos (Cardarelli et al., 2007; Kili¢ et al., 2009). Os prebiéticos
ajudam na manutencao da flora intestinal ao estimular o crescimento de bifidobactérias, bloqueando alguns
locais de aderéncia de bactérias patogénicas reduzindo desta forma a sua concentracédo na flora intestinal e
promovendo a absorcdo de determinados minerais (Saulnier et al., 2009; Macfarlane et al., 2007). A
designacdo de alimentos simbioticos é conferida aos alimentos que na sua composi¢do incluem os

microrganismos probidticos e os compostos prebiéticos (Patel et al., 2008).

A inclusé@o e sobrevivéncia de microrganismos probiodticos nos alimentos continua, no entanto, a ser um
desafio tecnologico, pois depende nédo s6 das caracteristicas do produto alimentar como também da maior
ou menor sensibilidade do microrganismo ao ambiente que o rodeia (Douglas et al., 2008). Deste modo, o

objectivo principal deste trabalho foi analisar o efeito potencial de uma mistura de ingredientes prébidticos,

! Trato gastrointestinal — O aparelho digestivo é constituido pelo trato gastrointestinal superior que inclui a boca, faringe,
esofago e estdbmago e pelo trato gastrointestinal inferior que é composto pelo intestino delgado e intestino grosso.
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inulina e frutooligassacarideos (FOS), numa proporcdo de 50% cada, no crescimento e sobrevivéncia de
bactérias probiéticas (Lactobacillus acidophilus La-5, L. casei-01 e Bifidobacterium lactis B94) e avaliar o
seu potencial para aplicacdes futuras através da caracterizacdo da sua capacidade de promover a
protedlise® e lipdlise® em matrizes probidticas ou simbidticas de leite coagulado, simuladoras de matriz de

gueijo fresco.

D MATERIAL E METODOS

1. In6culo Probidtico
Procedeu-se ao pré-crescimento de cada bactéria probiética através da inoculagéo em tubos de ensaio com
9 mL de agua peptona’ estéril a 0,1 % (m/v) (Hi MEDIA® Laboratories, india), com 1 g de células liofilizadas.
As estirpes probiéticas utilizadas neste estudo foram; Lactobacillus casei-01 (Nu-trish® CHR-Hansen,
Dinamarca), L. acidophillus La-5 (Nu-trish® CHR-Hansen, Dinamarca) e
Bifidobacterium lactis LAFTI® B94 (DELVO-PRO® DSM, Australia).

De cada indculo homogeneizado foi retirado 1 mL para frascos de colo
longo com 50 mL de MRS broth (meio de cultura para contagem de
bactérias lacticas; do inglés: de Man Rogosa broth, Biokar Diagnostics,
France) suplementado com 0,5 g L™ de cisteina hidroclorada (Riedel-de
Haén®, Alemanha) no crescimento de L. acidophillus La-5 e de B. lactis B94
(Figura 2). A adicdo de cistéina hidroclorada permite baixar o potencial

redox’ e desta forma promover o crescimento das bactérias anaerébias. De

seguida os frascos de colo longo foram incubados a 37 °C, durante 24 h.

FIGURA 2: Inoculagédo de
frascos de colo longo.

2. Matrizes a base de leite coagulado

Para este estudo seleccionou-se leite de vaca gordo HTST disponivel no mercado. De modo a garantir a
sua esterilidade procedeu-se a novo tratamento térmico no laboratorio em autoclave® a 110-112 °C, durante
10 minutos.

Efectuaram-se 3 ensaios diferentes, um para cada bactéria probidtica: L. casei-01, L. acidophilus La-5 ou B.
lactis B94. Em cada ensaio procedeu-se ao estudo de (i) Matrizes controlo a base de leite coagulado sem
adicdo de probidtico nem mistura de FOS:Inulina, (i) Matrizes probidticas a base de leite coagulado,
inoculadas com uma das estirpes probitticas seleccionadas mas sem adi¢édo de FOS: inulina e (iii) Matrizes
simbidticas a base de leite coagulado, inoculadas com a mesma estirpe probidtica e com adi¢édo de FOS:
Inulina. Para cada bactéria prepararam-se 48 porcdes de leite coagulado de acordo com o que esta no

esquema da Figura 3.

2 Protedlise — Processo de degradacéo de proteinas por enzimas (proteases).

3 Lipdlise — Processo pelo qual os lipidos sdao degradados em acidos gordos e glicerol.

4 Agua peptona — Agua com suplemento nutritivo. A peptona é um produto da digest&io enzimética da carne, solivel em
agua e formada por polipeptideos, agua, oligossacarideos e fontes de azoto necessarios ao crescimento bacteriano

® Potencial redox — O termo potencial redox vem de oxidacdo-reducdo em que o seu valor influéncia funcées como a
respiracdo. Se existe um teor elevado de oxigénio, o valor do potencial redox é elevado sendo reduzido na auséncia ou
baixa concentragéo de oxigénio.

® Autoclave —E um aparelho utilizado para esterilizar meios de cultura ou materiais através do calor himido sob presséo.
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Para cada bactéria probiética produziram-se 3 tipos de matrizes:

2% Inéculo Probiético

o o
2% Indculo Probidtico 20g Fos:Inulina (s0:50)

(Beneo-Orafti SA, Bélgica)

Para cada
bactéria, 48 < C C
porcoes de
50 mL de 1L
leite de Leite
vaca estéril
esterilizado
foram
preparados.
i) Matrizes controlo ii) Matrizes probidticas iii) Matrizes simbioticas

L. casei-01% L. casei-01 %% L. casei-01 %%
B. Lactis B94%B Lactis BQ% B. Lactis 394%

L. acidophilus La-5 L. acidophilus La-5 L. acidophilus La-5

FIGURA 3: Esquema da producédo das matrizes lacteas coaguladas7 controlo, probidticas e
simbidticas.

A coagulagdo do leite foi realizada durante 5
horas a 30 °C (Figura 4), apds a qual, duplicados
de cada tipo de matriz (controlo, probiética e
simbidtica) foram retirados aleatoriamente® para
andlises microbioldgicas e quimicas (tempo 0). O
mesmo procedimento foi seguido ao longo de 60

dias de incubacéo a 12° C.

FIGURA 4: Foto dos frascos com as por¢des de matrizes
3. Analises microbiolégicas e quimicas apods coagulacao.

" Matrizes lacteas coaguladas por acc¢ao do coalho animal (extraido do estdmago do bezerro) através da accédo de duas
enzimas, a quimosina e a pepsina. Além da propriedade coagulante, o coalho possui ainda propriedades proteoliticas,
gue actuam durante a maturagéo do queijo.

& Amostras retiradas de forma aleatoria quer dizer que foram retiradas ao acaso (sem serem escolhidas), de forma a
garantir que todas tém a mesma probabilidade de serem retiradas do conjunto.
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Para determinar o nimero de células viaveis em cada momento de amostragem e em cada amostra foram
retiradas 4 g de matriz lactea que foram homogeneizadas em 40 mL de uma solucédo de 2% citrato de sédio
estéril (m/v) (Fisher Scientific®, Reino Unido) durante 3 min, a 230 rpm, num liquidificador Stomacher
(Seward®, Reino Unido) (Figura 5). De seguida,
a partir deste homogeneizado procedeu-se a
diluicGes decimais com agua peptona estéril a
0,1% (m/v) (Himedia®, india). A partir das
diluicbes das matrizes homogeneizadas
inocularam-se placas de Petri, em duplicado,
com MRS agar (Biokar Diagnostics®, Franca)
suplementado com 05 g L' de cisteina
hidroclorada para a contagem das bactérias L.
acidophillus La-5 e de B. lactis B94 e em placas
com meio PCA (meio de cultura para contagem
em placa; do inglés: plate count agar; Biokar
Diagnostics®, Franca) para se avaliar a
presenca ou auséncia de contaminacdo ao

longo da experiéncia.

As placas de MRS e PCA foram divididas ao  FIGURA 5: Foto do liquidificador Stomacher onde se efectua a
. . L, homogeneizacgéo de alimentos sélidos.

meio e inoculadas com 100 pl de in6éculo em

cada uma das partes, ap6ds o qual foram incubadas a 37° C, durante 48 h, sob condi¢bes de anaerobiose®’

em jarras com redutores de oxigénio (BioMerieux® SA, France) no caso das placas inoculadas com

amostras com L. acidophillus La-5 e de B. lactis B94. As placas de petri com PCA e MRS inoculadas com L.

casei-01 foram incubadas em condicdes aerdbias'®, durante 48 h.

Em cada amostra foi avaliado o pH com um medidor de pH (Crison, Espanha).

4. Estudo da evolucdo da degradacgéo das proteinas - Protedlise

Com o objectivo de se avaliar a evolucdo da degradacéo das proteinas nas amostras de leite coagulado,
procedeu-se a avaliacdo do azoto sollivel em agua (ASA), azoto ndo proteico (ANP) e azoto total (AT) que
foram determinados pelo método Kjeldahl. A fraccdo de azoto solivel em agua indica a frac¢do de péptidos
de grande dimenséo sollveis em agua resultantes da degradacdo das proteinas lacteas (caseinas) pelas
enzimas do coalho e bacterianas. O azoto ndo proteico permite avaliar o teor de péptidos de menor
dimensé&o e aminoacidos livres resultantes da accdo de enzimas bacterianas (Freitas et al., 1997, 1998).

A fraccdo de ASA foi obtida de acordo com as indicacdes de Kuchroo e Fox (1982a,b), tendo-se pesado 20
g de amostra a qual se acrescentou 40 g de agua desionizada. Esta solugado foi de seguida homogeneizada
a 230 rpm durante 5 minutos e colocada num banho de agua a 40 °C, durante 1h. Apds filtracao, com papel
de filtro Whatman n°1, uma por¢cdo de amostra foi congelada para posterior analise de azoto soluvel em

agua. Para a extraccdo de ANP, a 22,5 mL de extracto de azoto sollvel, extraido anteriormente, adicionou-

o Condicdes de anaerobiose — Atmosfera com auséncia de oxigénio para que possa ocorrer 0 crescimento de
microrganismos anaerébios.
10 Condicdes aerdbias — Na presenca de oxigénio para o crescimento de microrganismos aerobios.
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se 7,5 mL de acido tricloroacético (TCA, Panreac®, Espanha) a 48 % (m/v). De seguida agitou-se e deixou-
se repousar a temperatura ambiente, durante 30 minutos,
apos o qual foi colocada no frigorifico durante a noite e filtrada

no dia seguinte com filtros Whatman n°42.

As analises de ASA e de ANP foram efectuadas de acordo
com método de Kjeldahl tendo-se procedido em cada amostra
a sua digestdo’’, destilacdo™® e titulacio'®. Cada amostra (5
mL) foi inicialmente digerida apés a adicdo de 2 pastilhas de
3,5 g de K,SO, com selénio, 7 mL de acido sulflrico a 98%, 5
mL de perdxido de hidrogénio a 30% e 3 pedacos de
porcelana. Esta digestdo foi efectuada em tubos de vidro no
digestor (Velp Scientifica®, Itdlia) a 420 °C, durante 30
minutos. Depois da digestdo, procedeu-se a destilacdo de
cada amostra no destilador (Velp Scientifica®, Itélia) (Figura 6)
em que o produto resultante da destilagdo foi recolhido num
erlenmeyer com 25 mL de acido bérico a 4% com 5 gotas de
corante azul de metileno/vermelho de metilo. Por fim

procedeu-se a titulagdo da amostra com HCI 0,01 M a 0,1M

FIGURA 6: Destilador para analise de azoto
pelo método de Kjeldahl.

para a determinagéo do AT, ASA e de ANP.

5. Estudo da evolugdo da degradacéo dos lipidos - Lip6lise

A lipélise € um processo pelo qual ocorre a degradacédo de lipidos em &cidos gordos livres (AGL) e glicerol
gue é promovido por enzimas lipoliticas. Para cada ensaio efectuou-se a avaliacdo do teor de AGL ao longo
do tempo que foi efectuada de acordo com a metodologia indicada por Alonso et al. (2003), com algumas
modificacbes. No esquema da Figura 7, encontram-se descritos todos 0s passos executados para a

determinacéo dos AGL nas matrizes de leite coagulado.

6. Analise Estatistica

Com o objectivo de se avaliar se as bactérias probidticas testadas (L. casei -01, L. acidophilus La-5 ou B.
lactis B94), o tipo de matriz coagulada (controlo, probittica ou simbidtica) e o tempo de maturagdo foram
responséveis por varia¢des significativas no niumero de células viaveis presentes nas matrizes lacteas como
na evolucdo dos parametros quimicos estudados, procedeu-se a andlise de varidncia (ANOVA) a trés
dimensdes. No entanto a utilizacdo da ANOVA sé é vdlida se os erros experimentais se revelarem
independentes e normalmente distribuidos, e com uma variancia constante. Como os dados experimentais
ndo cumpriam estes requisitos recorreu-se a testes ndo-paramétricos. Deste modo as diferencas entre as
bactérias probitticas ou entre os tipos de matriz foram analisados através do teste de Mann-Whitney, que

avalia se duas observacdes de amostras vém da mesma de distribuicdo. Por sua vez, as diferengas entre

1 Digestéo - Etapa que converte os compostos azotados (proteinas, aminas, compostos organicos) em amonia.

2 Destilagdo - Método de separacdo de substancias através de aquecimento. A unidade de destilagdo faz
automaticamente a diluicdo da amostra com 4gua ultra-pura, alcaliniza-a com solu¢cdo de NaOH e procede a destilagéo,
sendo o destilado recolhido num recipiente para posterior titulagao.

13 Titulagdo - E uma técnica analitica que tem como objectivo determinar a quantidade de substancia de uma solug&o
pelo confronto com uma outra espécie quimica, de concentragdo e natureza conhecidas.
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as trés bactérias probidticas ou entre as trés matrizes foram analisadas pelo teste de Kruskal-Wallis para
cada tempo de armazenamento. Uma vez que foram detectadas diferencas estatisticas, a influéncia do
tempo de armazenamento foi avaliada através de teste de Wilcoxon; Este teste envolve comparacdes
diferentes entre medicdes, por isso, requer que os dados sejam medidos em um nivel intermediario de
medicdo (tempo de armazenamento). Todos os testes foram realizados com um nivel de significancia de
5%, e utilizando o software SPSS (v 15,0, da SPSS, Chicago, IL, E.U.A.).

- 12 mL 2-propanol (Fluka, Alemanha)

Passo 1 — A um baldo adicionou-se:
- 6 mL de matriz,
- 60 pL acido heptadecandico (Sigma, EUA)

Passo 2 — Apés agitagdo vigorosa, adicionou-se

9 mL de Hexano (Panreac, Espanha), tendo-se
agitado por mais 3 minutos e colocado num
banho ultra-sons (Ultrasonik, Canada) durante

30 min. SN
/ \
Passo 3 — A camada superior & recolhida

por aspiracao, filtrada com sulfato de
s6dio anidro e lavada com 7 mL Hexano.

Passo 4 — Recolha das fraccdes Iipidj.cal!’
para um haldc e colocado no Rotavapdr
{(Heidalph, EUA) a 40 °C até quase a secura,

. Passo § — A amostra foi de seguida eluida

i i com 500 ul de hexano e transferida para

microtubos.

¥
Passo 6 — Adicdo de 100 uL de metanol (Riedel-de-Hagn,
Alemanha) em hidroxido de sodio 1N, centrifugagao
durante 1 minuto e colocado em banho de areia a 70
°C/H15 min. .
¥
Passo 7 (Metilagao) — Adicio de 200 uL de boro 14%
trifluoreto de metanol (Sigma, EUA) durante 30 min a
temperatura ambiente, seguido de adi¢do de 0,2 mL de
hexano e congelagao a -20 °C até analise por GC-MS.

Passo 8 - Os AGL foram separados através de uma
coluna capilar DBS (0,25 pm filme x 0,25 mm x 30
m) operando em modo SIM em que hélio foi usado
como gas transportador (35 cm s-1). A amostra (1
pL) foi injectada num injector splitiess a temperatura
de 250 ° C tendo sido submetido a um programa de
temperaturas.

Analise por cromatografia gasosa-
espectrometria de massa (GC-
MS, QP5000, Shimadzu, E.U.A).

FIGURA 7: Esquema dos passos executados na determinagéo dos AGL.
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1. Viabilidade das bactérias probioticas nas matrizes de leite coagulado

Tanto nas matrizes probitdticas como simbidticas inoculadas com B. lactis B94 e L. casei-01 se registaram

valores elevados de células viaveis, cujos valores maximos foram observados entre os 5 e 30 dias de

armazenamento na ordem do 10°-10' unidades formadoras de colénias (ufc) g*. Apés 30 dias de

incubagé@o observou-se uma diminuigdo da densidade celular em ambas as matrizes inoculadas com todas

as bactérias probiéticas (Figura 8a, b) tendo sido o decréscimo de B. lactis B94 mais acentuado do que L.

casei-01.

a) == Prob_Blc
1,25 = Prob Lcs 1,25 1
=== Prob_Lac
1,20 -
1,15 1
1,10 4

1,05 1

Log ufc(t)/ Log ufc(t,)
Log ufc(t)/ Log ufc(t,)

0 15 30 45 60
Tempo (dias)

1,20 | = Simb_Lac
1,15 A
1,10 -
1,05 -
1,00 - 1,00 -
0,95 1 0,95 1
0 15 30 45 60

b) mmm Simb_Blc

I Simb_Lcs

Tempo (dias)

FIGURA 8. Récio de células viaveis de B. lactis B94, L. casei-01 e L. acidophilus La-5 em matrizes probidticas (a) e

simbidticas (b) ao longo de 60 dias de maturagdo a 12 °C.

Das trés estirpes bacterianas, a L. acidophilus La-5 foi a que demonstrou maior dificuldade de crescimento e

sobrevivéncia neste tipo de matriz de leite coagulado. Lactobacillus acidophilus La-5 ndo apresentou um

crescimento significativo na matriz probiética & semelhanca do que ocorreu com B. lactis B94 e com L.

casei-01 nos primeiros 30 dias de maturacdo, no entanto, a

adicdo de FOS:Inulina 50:50 resultou hum

aumento continuo de células viaveis L. acidophilus La-5 neste mesmo periodo de tempo (Figura 8b).

Segundo Cardarelli et al. (2007), o queijo cremoso pode ser um vector potencial probidtico, em particular

para estirpes de L. acidophilus.

O ensaio realizado com L. casei-01 parece ter sido 0 que apresentou resultados mais constantes ou seja

com menos variagdes de crescimento; os valores registados tanto na matriz probidtica como na simbiotica

sdo muito proximos distanciando-se apenas um pouco mais aos 60 dias. No entanto os valores de células

viaveis nas matrizes simbiéticas foram, no geral, superiores aos registados nas matrizes probidticas.

Apesar da diminuicdo do niumero de células viaveis observado nos ultimos 15 dias do periodo de maturagéo

em todas as matrizes, os niveis de cada bactéria probidtica nas diferentes matrizes mantiveram-se acima

dos valores minimos indicados para proporcionar beneficios

a saude, que de acordo com Shah (2000)

devem-se situar acima de 10° ufc por mL ou g de produto durante o tempo de armazenamento.
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De acordo com as analises estatisticas,

Wilcoxon revelou que as diferencas de

o teste de

viabilidade

microbiolégica sdo apenas estatisticamente

significativas entre 0 e 5 dias (p<0,01) e entre 30 e

60 dias (p<0,01) de maturacdo. Essas

sdo bem correlacionadas com o crescimento inicial

diferencas

pH

de bactérias probitticas observado em todas as

matrizes inoculadas, embora menos evidente para

L. acidophilus La-5, e com a ten

déncia de

diminuicao da densidade celular acima dos 30 dias

de maturacdo. Além disso, ndo foram observadas

diferencas significativas na
microbiolégica entre as trés bactérias
ou entre matrizes probidticas e

(p>0,05) ao longo da maturagéo.

estatisticamente significativas s6 foram

viabilidade
probioticas
simbidticas

Diferencas

pH

observadas entre as matrizes inoculadas e as

respectivas matrizes de controlo

(p=0,002).

Nenhuma contaminacéo foi registada nas matrizes

de leite coagulado.

Nas matrizes probidticas e simbidticas foi

registada uma diminuicdo dos valores

de pH ao

longo tempo. As matrizes inoculadas com L. casei

e B. lactis apresentaram valores

bastante

préoximos, o ensaio com L. acidophillus foi aquele

onde se notou maiores diferengas entre a matriz

probiética e a matriz simbidtica.

pH

Na matriz

simbidtica inoculada com L. acidophillus, a

A

variacdo de pH foi semelhante a ocorrida nas

matrizes inoculadas com as outras estirpes

probidticas.

2. Protedlise em matrizes de leite coagu

ladas

Ambas as fraccbes de ASA e ANP aumentaram ao

longo do tempo em relacdo as matrizes controlo

(Figura 10), evidenciando o papel

das enzimas
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FIGURA 9: Acidez titulavel (mL NaOH g™ matriz
coagulada) e pH nas matrizes control, probiética ou
simbidtica inoculadas com a) B. lactis B94, b) L. casei-
01 (Lcs) and c) L. acidophilus La-5 (La5) ao longo de
60 dias de maturacao a 12 °C.

probioticas na degradacdo das caseinas além das do coalho de origem animal, tendo ocorrido diferencas

estatisticamente significativas entre as matrizes inoculadas e as respectivas matrizes de controlo (p <0,05).

Pequenas variagcbes de ASA foram observadas nas matrizes de controlo ao longo dos 60 dias de incubacgéo

nos trés ensaios. Por sua vez, uma variagdo maior foi registada nos valores de ANP, especialmente no
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ensaio com L. casei-01. No entanto, os valores registados no tempo zero poder&do de alguma forma estar

relacionados com o aquecimento do leite, que ja 0 mesmo pode contribuir para degradar as proteinas.
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FIGURA 10: Racio de azoto soluvel em agua (ASA) e de azoto ndo proteico (ANP) em matrizes probiéticas (a,c) e
simbidticas (b,d) inoculadas com B. lactis B94, L. casei-01 e L. acidophilus La-5 ao longo de 60 dias de maturagdo a 12
°C.

Nas matrizes inoculadas, L. casei-01 foi a estirpe probiética responsavel por valores ligeiramente superiores

em ambas as frac¢des azotadas nos dois tipos de matrizes coaguladas apos 15 dias a 12° C.

As matrizes probidticas e simbiéticas inoculadas com B. lactis B94 apresentaram também um nivel
significativo de protedlise, especialmente apds 60 dias a 12 ° C. No entanto, em comparacdo com as
amostras inoculadas com L. casei-01, este fendmeno foi mais gradual nos primeiros 30 dias de maturagéo.
Estes resultados parecem confirmar os publicados por Ong et al. (2007) que indicam uma maior degradacéo
de caseina em queijo Cheddar com L. casei e L. paracasei, bem como maiores concentragcbes de
aminoacidos livres em todos os queijos probidticos, mas contrastam com os valores de NSA registados nas
matrizes probidticas e simbidticas inoculadas com B. lactis B94. De acordo com Ong et al. (2007)
Bifidobacterium sp. sdo bactérias com pouco potencial proteolitico em comparacdo com o potencial das

estirpes de Lactobacillus.

Os valores mais baixos para as fraccfes ASA e ANP em ambos os tipos de matrizes inoculadas com L.

acidophilus La-5, revelam uma vez mais o potencial proteolitico das enzimas microbioldgicas. De realcar
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que as contagens de células viaveis de L. acidophilus La-5 foram menores em comparacdo com as de L.
casei-01 ou B. lactis B94, resultando numa menor actividade enzimatica microbiana nas proteinas ou
peptideos do leite. No entanto, e embora em menor ordem de grandeza, é interessante observar o efeito
simbidtico que foi pronunciado nas matrizes inoculadas com L. acidophilus La-5, resultando num aumento
progressivo de ANP ao longo do tempo. De acordo com o teste de Mann-Whitney, ocorreram diferengas
significativas nas matrizes com L. casei-01 e L. acidophilus La-5 para todos os pontos de amostragem
(p<0,05), excepto para 60 dias de armazenamento, facto ndo corroborado com os resultados do teste
Kruskal-Wallis que indicou diferengas néo significativas entre as matrizes inoculadas com cada uma das
bactérias probitticas. No que diz respeito a evolucdo das fraccbes azotadas ao longo do tempo de
maturacdo, o teste de Wilcoxon indicou diferencas significativas entre 0 e 45 dias de armazenamento
(p<0,02), mas nédo entre 45 e 60 dias de armazenamento (p>0,05). Varios autores tém indicado que a
incorporagdo de bactérias probidticas em queijo geralmente ndo afecta a protedlise primaria, promovida
essencialmente pelo agente coagulante ou eventual presenca de plasmina no leite (Gomes et al., 1995,
1998; Cruz et al., 2009), mas afecta a protedlise secundaria, aumentando o teor total de aminoéacidos livres,

gue podem contribuir para o sabor/ aroma do queijo (Cruz et al., 2009).

Lipolise em matrizes de leite coaguladas

N&o se registou uma lipélise muito acentuada ao longo do tempo de maturacédo independentemente do tipo
de matriz coagulada como pode ser observado na Figura 11. O total de acidos gordos livres (AGLT)
aumentou de 4,41 para 5,15 mg g'l matriz coagulada na matrizes probidticas ou simbiéticas ao longo dos 60
dias do periodo de maturacdo, 0 que representa um aumento de 17%, revelando um aumento
significativamente estatistico em relagdo com os valores de AGL registados nas matrizes controlo (p<0,02).

Sabe-se que as bactérias lacticas ndo sdo caracterizadas pelo seu potencial lipolitico, quando comparadas
com outras bactérias (Grattepanche et al., 2008). No entanto, varios queijos probiéticos curados tém sido
desenvolvidos, onde baixos indices de maturacéo lipolitica contribuiram para uma qualidade positiva global
do queijo (Gomes et al., 1998; Ong et al., 2007).

AGLI (1)/ AGLT (1))

1.20 12) wumm Prob Blc 1:201b)  mmmm simb_Bic
Prob Lcs Simb_Lcs
=== Prob_Lac mm Simb_Lac
1.15 1 T B .
' >
| =
O
1.10 & 1.10 4
S~
=
1.05 4 2 1.05 -
1.00 “ I—I 1.00
0 15 30 45 60 0 15 30 45 60
Tempo (dias) Tempo (dias)

FIGURA 11. Réacio de acidos gordos livres totais (AGLT) em matrizes probiéticas (a) e simbioticas (b) inoculadas com B.
lactis B94, L. casei-01 e L. acidophilus La-5 ao longo de 60 dias de maturagdo a 12 °C.
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Neste trabalho, ndo foram registadas diferencas estatisticamente significativas entre o teor de AGL totais
em matrizes de probidticos ou simbiéticos, tendo-se registado valores ligeiramente mais elevados de AGLT
nas matrizes inoculadas com L. casei-01, uma observacao que pode corroborar a maior actividade lipolitica

destacada por Ong et al. (2007).

D CONCLUSAO

No que diz respeito ao crescimento e viabilidade das trés espécies em estudo em amostras de leite
coagulado pode concluir-se que foi nas amostras inoculadas com B. lactis B94 que observaram os valores
mais elevados de células viaveis, seguindo-se a L. casei-01 e a L. acidophillus La5. A adicdo de prebidtico
teve um efeito positivo na evolugdo do nimero de células viaveis nas matrizes inoculadas com B. lactis B94
e L. casei-01, dado que originou valores de células viaveis ligeiramente superiores ao longo do tempo, ao
contrério do observado nas matrizes inoculadas com L. acidophillus La5 onde a adicdo de prebiotico ndo se
revelou estimuladora. No entanto, em todas as matrizes de leite coagulado e ao longo dos 60 dias de
maturacdo a 12 °C, o numero de células vidveis ao longo do tempo foi sempre superior a 10° cfulg
revelando que esta matriz, semelhante ao queijo fresco, pode ser veiculo de bactérias probiéticas e como
tal ser considerado um potencial produto alimentar probidtico. No que respeita aos valores de acidez,
verificou-se, no geral, um perfil decrescente de pH resultante da actividade metabdlica (fermentacdo) das
bactérias em estudo nas matrizes probiéticas e simbidticas — um comportamento que pode ter algumas

implicacdes organolépticas™.

No gque concerne a evolugéo da actividade proteolitica, através da andlise da variacdo de ASA e de ANP ao
longo do tempo, verificam-se diferentes perfis de evolucdo das duas fraccbes azotadas nas diferentes
matrizes lacteas inoculadas com as trés estirpes probidticas. Nas matrizes probiéticas e simbidticas
inoculadas com L. casei-01, observou-se um aumento progressivo nos primeiros 30 dias de incubagcéo em
ambas as frac¢des azotadas analisadas atingindo valores de 65 e 40% de ASA e ANP, respectivamente.
ApOs este periodo de incubacéo, os valores mantiveram-se aproximadamente constantes o que comprova o
potencial proteolitico desta bactéria probiotica. Uma variacdo menos acentuada nas duas frac¢bes azotadas
ao longo do tempo de maturacéo foi observada nas matrizes inoculadas com B. lactis B94, evidenciando
uma menor expressdo de enzimas proteoliticas capazes de degradar caseina e polipéptideos na matriz
lactea coagulada. A adi¢cdo de 50% FOS:Inulina ndo foi sinénimo de potenciagcdo de actividade enzimatica
responsavel pela degradagdo de proteinas lacteas tanto nas matrizes inoculadas com L. casei como nas
inoculadas com B. lactis B94. De acordo com os resultados da andlise estatistica, a adicdo de prebiético
ndo se revelou um factor estatisticamente significativo para ambas as frac¢cbes de azoto soltuvel. Por sua
vez, nas matrizes lacteas inoculadas com L. acidophillus La5, a variagdo de ASA foi mais pronunciada ao
longo do tempo do que a ocorrida para a fraccdo de ANP. Este facto evidencia uma maior expressédo de
enzimas capazes de degradar caseina mas nao tanto de enzimas capazes de actuar em polipeptideos
resultantes da quebra de ligagbes peptidicas na caseina. Os indices de protedlise e os parametros

lipoliticos, ap6s 15 dias de maturacdo nas matrizes probidticas e simbiéticas, podem indicar um potencial

1% Caracteristicas organolépticas — Caracteristicas que podem ser percebidas pelos sentidos humanos, como o sabor, 0
odor, a cor e a textura dos alimentos.
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tecnologico promissor, especialmente para as estirpes B. lactis B94 e L. casei-01 para produzir novos tipos

de queijo com beneficios associados.
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