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Os alimentos funcionais constituem hoje prioridade de pesquisa
em todo mundo com a finalidade de elucidar as propriedades e os
efeitos que estes produtos podem apresentar na promog¢ado da saude.
As bactérias probioticas sdo microrganismos vivos que, quando
consumidos, exercem efeitos benéficos sobre o hospedeiro
conferindo propriedades a microbiota enddgena. Algumas
propriedades benéficas atribuidas as culturas probioticas
necessitam de estudos mais controlados para serem definitivamente
esclarecidas. Neste artigo sdo enfocados os aspectos tecnologicos
dos probioticos, os efeitos associados ao consumo de produtos
contendo probioticos e as principais cepas empregadas. Sdo
apresentados resultados experimentais originais para ilustrar os
aspectos tecnologicos da fabricacdo de alimentos contendo
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INTRODUCAO

O efeito benéfico de determinados tipos de alimentos
sobre a saude do hospedeiro é conhecido ha muito tempo.
Apesar disso, o estudo desses alimentos, atualmente deno-
minados alimentos funcionais, e de seus componentes res-
ponsaveis por esse efeito, tornou-se intenso apenas nos ul-
timos anos.

Sédo considerados alimentos funcionais aqueles que,
além de fornecerem a nutrigdo basica, promovem a satde.
Esses alimentos possuem potencial para promover a sal-
de por meio de mecanismos ndo previstos pela nutri¢ao
convencional, devendo ser salientado que esse efeito res-
tringe-se a promocao da satde e ndo a cura de doencas. O
termo nutracéutico diz respeito a um alimento ou ingre-
diente alimentar que proporciona beneficios médicos e/ou
de saude, incluindo prevencao e tratamento de doencas
(Sanders, 1998).

A Tabela | enumera os aditivos alimentares conside-
rados potencialmente funcionais, bem como o efeito fun-
cional a eles atribuido.

probioticos buscando descrever suas limitagoes e alternativas.

Sanders (1998) enumerou seis causas para o aumen-
to da procura por alimentos funcionais, a saber: os consu-
midores optam por prevenir ao invés de curar doengas;
aumento dos custos médicos; os consumidores estdo mais
cientes sobre a relacdo entre a saude ¢ a nutricao; envelhe-
cimento da populagdo; desejo de combater os males causa-
dos pela poluigdo, por microrganismos e agentes quimicos
no ar, na agua e nos alimentos e aumento das evidéncias
cientificas sobre a sua eficécia.

O objetivo primario dos alimentos funcionais ¢é
melhorar, manter e refor¢ar a saude dos consumidores via
alimentacao. Consumidores e resultados cientificos de-
vem dar suporte as exigéncias para que um ingrediente ou
alimento seja regulamentado. Autoridades ligadas a sau-
de em colaboragdo com a industria de alimentos e a uni-
versidade tém a responsabilidade de realizar procedimen-
tos para autorizacao das atribuicdes. O estabelecimento de
lista positiva e a avaliagdo do dossié contendo todos os
resultados cientificos avaliados devem ser analisados por
um comité multidisciplinar. O comité deve promover um
dialogo entre representantes cientificos e da inddstria vi-



sando definir as principais justificativas que dao suporte
as atribui¢des (Roberfroid, 2000).

O registro de alimentos funcionais ¢ um problema
dificil de ser resolvido, particularmente no que diz respeito
aos dizeres da rotulagem. A discussdo vem sendo feita no
sentido de se estabelecer se o controle feito por meio da
legislagdo existente ¢ suficiente para a regulamentagao
dos alimentos funcionais ou se devem ser introduzidos
registros especificos. No Japdo, a defini¢do legal de ali-
mento funcional foi estipulada de acordo com o Sistema
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“Alimento Destinado a Uso Especifico de Saude” (Food
for Specific Health Use — FOSHU) da legislacao de ali-
mentos japonesa. De acordo com essa legislacao, o ali-
mento funcional € definido como aquele ao qual ¢ atribu-
ido um efeito positivo sobre a satde (Lee et al., 1999). A
Tabela II mostra a situag@o da legislagdo para alimentos
funcionais em termos globais.

No Brasil, a legislacao é recente (Brasil, 1999a, b, c,
d). Aresolucdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sani-
taria do Ministério da Satde (ANVS/MS) numero 15 de

TABELA 1 — Principais aditivos alimentares com potencial funcional

Aditivos alimentares com potencial funcional

Efeito atribuido

fibra de soja, bactérias probioticas, pectina

-caroteno, extratos de alho, esteréides, compostos fenolicos, “psyllium”

alho, cha verde, bactérias probidticas, “psyllium”
acido g-aminobutirico, pectina

calcio, boro, fosfopeptidios de caseina

acidos graxos m-3, extratos de gengibre, colageno

licopeno, frutas e verduras contendo anti-oxidantes

bactérias probioticas, zinco ionizado, extrato de “elderberry”

Reducéo do colesterol
Combate a problemas cardiacos
Anti-carcindgenos
Anti-hipertensivo

Prevengdo da osteoporose
Prevencao da artrite

Alteragao do dano oxidativo

Agentes anti-infecciosos

FONTE: Adaptado de Sanders, 1998.

TABELA Il — Situagao da legislagdo para alimentos funcionais em termos globais

Padrao para Alimento Funcional

Posigdo sobre Atribuigdo de Efeitos sobre a Saude

Codex Alimentarius Nao regulamentado

Japao FOSHU

Estados Unidos Nao regulamentado

Canada Nao regulamentado

Australia
Nova Zelandia

Nao regulamentado

Unido Européia Nao regulamentado

Suécia Nao regulamentado

Holanda Nao regulamentado

Nao permitido
Permitido, seguindo as normas do FOSHU
Permitido

Permitido
Sendo revisto

Nao permitido
Sendo revisto

Nao permitido

Permitidas algumas atribui¢des especificas —
estipuladas por um grupo de especialistas e industrias

Atribuigdes especificas auto-regulamentadas,
aprovadas por um grupo de especialistas

FONTE: Adaptado de Lee et al., 1999.
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30/04/1999 institui junto a Camara Técnica de Alimentos,
a Comissao de Assessoramento Técnico Cientifico de ali-
mentos funcionais e novos alimentos. Esta passa a ter a
incumbéncia de prestar consultoria e assessoramento em
matérias relacionadas com os alimentos funcionais e no-
vos alimentos, bem como a seguranga de consumo ¢ a ale-
gacdo de func¢do nos rotulos. A portaria de numero 16 de
30/04/1999 corresponde ao regulamento técnico de proce-
dimentos para registro de alimentos e/ou de novos ingre-
dientes. Alimentos ou ingredientes novos sao os alimen-
tos ou substancias sem historico de consumo no pais, ou
alimentos com substancias ja consumidas, e que, entretan-
to venham a ser adicionadas ou utilizadas em niveis mui-
to superiores aos atualmente observados nos alimentos
utilizados na dieta regular. Uma avaliagdo objetiva de se-
guranca deve ser feita por uma Comissao de Assessora-
mento Técnico Cientifica em alimentos funcionais e no-
vos alimentos constituida pela ANVS. A portaria ANVS/
MS ntimero 18 de 30/04/1999 d4 as diretrizes basicas para
a analise e comprovagao de propriedades funcionais e/ou
de saude alegadas na rotulagem de alimentos. Sao discu-
tidos trés tipos de alegagdes sobre o contetido, a funcao
metabolica e de satde, sendo permitidas apenas de redu-
¢do derisco. A alegacdo de propriedades funcionais ou de
saude ¢ permitida em carater opcional. O alimento ou in-
grediente que alegar propriedades funcionais ou de saude
pode, além de fun¢des nutricionais basicas, quando se tra-
tar de nutriente, produzir efeitos metabolicos, fisioldgicos
e/ou efeitos benéficos a saude, devendo ser seguro para o
consumo sem supervisao médica.

A portaria ANVS/MS ntimero 19 de 30/04/1999
regulamenta os procedimentos para o registro de alimen-
to com alegac¢do de propriedades funcionais e/ou de sau-
de em sua rotulagem. Dentre a documentacgao necessaria
estdo previstos o texto e a copia do esboco com os dizeres
da rotulagem do produto e as diretrizes basicas para ana-
lise e comprovacao de propriedade funcional ou de satde
alegadas na rotulagem do produto. Alimentos que ja pos-
suem registro e que queiram fazer alegagdes de proprieda-
des funcionais, além de adotar os procedimentos adminis-
trativos para a modificacdo de formula e de rotulagem,
devem apresentar o relatorio técnico-cientifico.

As bactérias probidticas

A suplementacdo de componentes com atividade
reconhecidamente benéfica a satide, como calcio e vitami-
nas, constituiam os alimentos funcionais de primeira ge-
ragdo. Nos ultimos anos, por outro lado, esse conceito
voltou-se principalmente para aditivos alimentares, que
podem exercer efeito benéfico sobre a composicdo da

microbiota intestinal. Os prebioticos e os probiodticos sao
atualmente os aditivos alimentares que compdem esses
alimentos funcionais (Ziemer, Gibson, 1998).

Os probioticos sao ingredientes nao digeriveis in-
corporados aos alimentos no sentido de selecionar deter-
minadas bactérias da microbiota intestinal, por meio de
sua atuacdo como um substrato seletivo no nivel do colon
(Ziemer, Gibson, 1998; Lee et al., 1999).

Determinadas bactérias laticas e outras bactérias,
além de atuarem favoravelmente no produto alimenticio
ao qual foram adicionados, fazem parte dos microrganis-
mos capazes de exercer efeitos benéficos no hospedeiro.
Sdo os denominados microrganismos probioticos. Um
microrganismo probidtico deve necessariamente sobrevi-
ver as condigdes adversas do estdbmago e colonizar o intes-
tino, mesmo que temporariamente, por meio da adesdo ao
epitélio intestinal (Ziemer, Gibson, 1998; Lee et al., 1999).

Em condi¢des normais, inimeras espécies de bacté-
rias estdo presentes no intestino, a maioria delas
anaerdbias estritas. Essa composi¢do torna o intestino
capaz de responder a possiveis variagdes anatomicas e
fisico-quimicas (Lee ez al., 1999). A microbiota intestinal
exerce influéncia consideravel sobre série de reagdes bio-
quimicas do hospedeiro. Paralelamente, quando em equi-
librio, impede que microrganismos potencialmente
patogénicos nela presentes exer¢cam seus efeitos
patogénicos. Por outro lado, o desequilibrio dessa
microbiota pode resultar na proliferacdo de patogenos,
com conseqiiente infec¢do bacteriana (Ziemer, Gibson,
1998).

Segundo Goldin (1998), a palavra probidtico foi
introduzida por Lilley e Stillwell, em 1965, para descrever
microorganismos que desempenham atividades benéficas.
Os probidticos sao definidos como « microorganismos
vivos que, quando sdao consumidos, agem no trato
gastrintestinal do organismo hospedeiro melhorando o
balango microbiano intestinal » (Kurmann, 1988; Fuller,
1989, 1994). Considerando, como ¢ admitido comumente,
que a fermentac¢do pode melhorar o digestibilidade de ali-
mentos e produzir vitaminas e co-fatores nos produtos
alimenticios, existem atualmente alguns trabalhos cienti-
ficos que permitem afirmar que as bactérias probidticas
tém um efeito benéfico na saude humana (Gilliland,
1989).

Holzapfel ef al. (1998) optam pela definicdo de
probidticos proposta por Havenaar et al. (1992), a qual
define probidticos como culturas puras ou mistas de mi-
crorganismos vivos (bactérias laticas e outras bactérias ou
leveduras aplicadas como células secas ou em um produ-
to fermentado) que quando aplicadas aos animais ou ao
homem, tem efeitos benéficos ao hospedeiro promoven-



do o balango de sua microbiota intestinal. Os autores dis-
cutem que esta defini¢cdo ¢ mais ampla e vantajosa, pois
nao restringe os efeitos probidticos a microbiota intestinal,
mas também as comunidades microbianas de outras par-
tes do corpo; os probidticos podem consistir de uma ou
mais espécies; podem ser aplicadas aos animais e ao ho-
mem.

Efeitos biologicos dos probiéticos

Fuller (1989) enumerou trés possiveis mecanismos
de atuacdo dos probioticos, sendo o primeiro deles a su-
pressdo do niimero de células vidveis mediante produgao
de compostos com atividade antimicrobiana, a competicao
por nutrientes e a competi¢ao por sitios de adesdo. O se-
gundo desses mecanismos seria a alteracao do metabolis-
mo microbiano, pelo aumento ou diminuigdo da ativida-
de enzimatica. O terceiro seria o estimulo da imunidade do
hospedeiro, por meio do aumento dos niveis de anticorpos
e o aumento da atividade dos macrofagos. Segundo Naidu
e Clemens (2000), o espectro de atividade dos probidticos
pode ser dividido em efeitos nutricionais, fisiologicos e
antimicrobianos.

Diversos autores vém sugerindo possiveis efeitos
benéficos de culturas probiodticas sobre a saide do hospedei-
ro. Entre esses efeitos benéficos, merecem destaque o con-
trole das infecgdes intestinais, o estimulo da motilidade
intestinal, com conseqiente alivio da constipagao intestinal,
a melhor absorc¢ao de determinados nutrientes, a melhor
utilizacdo de lactose ¢ o alivio dos sintomas de intolerancia
a esse agucar, a diminui¢do dos niveis de colesterol, o efeito
anticarcinogénico e o estimulo do sistema imunologico,
pelo estimulo da produgao de anticorpos e da atividade
fagocitica contra patdogenos no intestino e em outros tecidos
do hospedeiro, além da exclusdo competitiva e da produg@o
de compostos antimicrobianos (Sandine et al., 1972;
Gilliland, Speck, 1977; Kim, Gilliland, 1983; Fuller, 1989;
Gilliland, 1989; Tejada-Simon et al., 1999; Lee et al., 1999;
Gomes, Malcata, 1999; Shortt, 1999; Sreekumar, Hosono,
2000; Naidu, Clemens, 2000).

Lee et al. (1999) e Gomes, Malcata (1999) enume-
raram os diferentes estudos realizados no sentido de
elucidar os efeitos benéficos das culturas probioticas so-
bre o hospedeiro. Segundo Gomes e Malcata (1999), os
resultados desses estudos sdo bastante variaveis, chegando
a ser contraditorios em alguns casos. Os autores conclui-
ram que algumas propriedades benéficas atribuidas as
culturas probioticas necessitam de estudos mais controla-
dos para serem definitivamente estabelecidas.

Como conseqiiéncia da falta de estudos cientificos
clinicos conclusivos foi criado, em 1996, o projeto
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PROBDEMO - “Demonstration of the Nutritional
Functionality of Probiotic Foods”, envolvendo universi-
dades, centros de pesquisa e industrias de toda a Europa.
A principal meta desse estudo colaborativo recém-conclu-
ido era demonstrar a influéncia dos probioticos sobre a
microbiota intestinal e a sautde humana, empregando-se
estudos clinicos pilotos controlados. Os estudos, finaliza-
dos em fevereiro de 2000, tinham como alvo tanto indivi-
duos saudaveis quanto com problemas de saude para os
quais o tratamento com probidticos apresentava um
embasamento tedrico para a agdo profilactica ou terapéu-
tica (Mattila-Sandholm, 1999).

Segundo Mattila-Sandholm (1999), os estudos do
projeto PROBDEMO demonstraram que alguns probio-
ticos podem influenciar na composi¢ao da microbiota in-
testinal e modular o sistema imunolédgico do hospedeiro,
resultando em efeitos benéficos mensuraveis sobre a sua
saude, incluindo o controle de eczema atdpico de crianga
com alergia alimentar. Os autores relataram que o empre-
go de probidticos selecionados mostrou-se bastante pro-
missor no controle de doengas intestinais inflamatorias e
de infecgOes em criangas e idosos.

Em um estudo envolvendo 80 individuos observou-
se que tanto o leite como o iogurte foram eficazes como
veiculos de uma cepa de Lb. salivarius. Nesse estudo, o
leite era aparentemente mais eficaz como veiculo, uma
vez que o nivel de probiotico viavel nas fezes dos indivi-
duos que receberem leite contendo probidtico era signifi-
cativamente superior. Entretanto, os individuos que rece-
beram iogurte contendo probidtico apresentaram respos-
tas mais acentuadas no que diz respeito a modulagdo da
microbiota intestinal (reducdo da contagem de entero-
cocus e clostridios) e inducao da resposta imune no nivel
de mucosa (Mattila-Sandholm ef al. 1999).

As bactérias probidticas so apresentam efeitos bio-
l6gicos no ambiente intestinal se atingirem um niimero
minimo. Por exemplo, o numero de L. rhamnosus para
reduzir significativamente a ocorréncia da chamada diar-
réia dos viajantes ¢ de 10° UFC/g (Oksanen et al., 1990).
Assim, considerando um consumo de produtos lacteos de
100 g, estes devem conter pelo menos 107 UFC/g de bac-
térias probidticas viaveis no momento da compra do pro-
duto. Este ¢ o nimero recomendavel por diversos autores
(Rybka, Fleet, 1997; Vinderola, Renheimer, 2000).

Selecao de bactérias probiéticas

A selecdo de bactérias probidticas tem como base os
seguintes critérios preferenciais: o género ao qual pertence
a bactéria ser de origem humana, a estabilidade frente ao
acido e a bile, a capacidade de aderir a mucosa intestinal,
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a capacidade de colonizar, a0 menos temporariamente, o
trato gastrintestinal humano, a capacidade de produzir
compostos antimicrobianos e ser metabolicamente ativo
no nivel do intestino. Ainda, a seguranga para uso huma-
no, ter historico de ndo patogenicidade e ndo devem estar
associadas a outras doencas tais como endocardite, além
da auséncia de genes determinantes da resisténcia aos
antibidticos (Collins et al., 1998; Lee et al., 1999; Saarela
etal.,2000). A Figura 1 mostra a arvore decisoria empre-
gada para o desenvolvimento de novos probioticos.

Segundo o FDA, algumas bactérias sdo permitidas
para o emprego em alimentos e entre elas estdo as
probioticas. A Tabela III apresenta as principais cepas de
bactérias probidticas empregadas. Entre os microrganismos
empregados como probioticos, destacam-se as bactérias
pertencentes aos géneros Bifidobacterium e Lactobacillus
e, em menor escala, as bactérias Enterococcus faecium e
Streptococcus thermophilus. Dentre as bactérias pertencen-
tes ao género Bifidobacterium, destacam-se B. bifidum, B.
breve, B infantis, B. lactis, B. longum e B.thermophilum.
Dentre as bactérias laticas pertencentes ao género
Lactobacillus, destacam-se L. acidophilus, L. delbrueckii
subsp. bulgaricus, L. helveticus, L. casei - subsp. paracasei
e subsp. tolerans, L. paracasei, L. fermentum, L. reuteri, L.
Jjohnsonii, L. plantarum, L. rhamnosus e L. salivarius
(Collins et al., 1998; Lee et al., 1999; Sanders,
Klaenhammer, 2001).

Segundo Lee et al. (1999), as bactérias mais ampla-
mente utilizadas pela indistria de alimentos pertencem ao
grupo das bactérias laticas, embora algumas bifidobactérias
e leveduras também sejam utilizadas. Klein et al. (1998),

por outro lado, relatam que o género Bifidobacterium tam-
bém ¢ considerado como pertencente ao grupo das bactérias
laticas devido a propriedades bioquimicas e fisiologicas e
nichos ecoldgicos (inclusive o trato gastrintestinal) em co-
mum com os outros géneros de bactérias laticas. Esse fato
ocorre apesar dos géneros mais importantes do grupo das
bactérias laticas — Lactobacillus, Lactococcus,
Enterococcus, Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc,
Weissela, Carnobacterium e Tetragenococcus — pertence-
rem ao filo das bactérias Gram-positivas com um baixo
(<50%) conteudo de C+G (guanina mais citosina), ao con-
trario do que ocorre com o género Bifidobacterium.

O emprego de bactérias laticas em alimentos ¢ de
longa data e a maioria das cepas empregadas sao conside-
radas microrganismos comensais, sem potencial
patogénico. Dentre esses microrganismos, as bactérias
pertencentes ao género Lactobacillus sao mais freqiien-
temente consideradas seguras ou reconhecidamente segu-
ras (GRAS - “generally recognized as safe”). Por outro
lado, certas bactérias do género Streptococcus e
Enterococcus sdo patdogenos oportunistas (Collins et al.,
1998; Lee et al., 1999).

Com base em estudos taxondmicos e fisiologicos de
bactérias laticas probioticas Klein et al. (1998) concluiram
que a maioria das culturas probioticas empregadas em
produtos comerciais nao possuem a designagao apropria-
da de espécie e que a diferenciacao adequada entre as es-
pécies € essencial por razdes de seguranca em termos de
saude. Assim, segundo os autores, muitas bactérias rela-
tadas como sendo L. acidophilus sdo, na verdade, L.
Jjohnsonii ou L. gasseri; praticamente todas as cepas de L.

TABELA 111 - Cepas comumente empregadas em produtos probidticos

Lactobacillus spp. Bifidobacterium spp. Outras

L. acidophilus B. bifidum Streptococcus thermophilus

L. plantarum B. longum Lactococcus lactis subsp. lactis

L. rhamnosus B. infantis Lactococcus lactis subsp. cremoris
L. brevis B. breve Enterococcus faecium

L. delbreuckii subsp. bulgaricus (LB)

L. fermentum
L. helveticus

L. johnsonii

B. adolescentis

Leuconostoc mesenteroides subsp.
dextranium

Propionibacterium freudenreichii
Pediococcus acidilactici

Saccharomyces boulardii

FONTE : Collins et al., 1998.



casei sdo L. paracasei e muitas cepas denominadas B.
longum sdo cepas de B. animalis em produtos lacteos.

O’Brien et al. (1999) salientam que, particularmente
no caso de Bifidobacterium, é necessaria a identificacao
apropriada das cepas a serem empregadas em produtos
contendo probidticos, uma vez que trés de suas espécies —
B. dentium, B. denticolens e B. inopinatum estao associa-
das a carie dentéria e ndo devem ser utilizadas em produ-
tos alimenticios. Os autores relataram a existéncia de inti-
meras evidéncias de que os microrganismos probidticos
empregados s3o seguros e que, na maioria dos casos de
infecgdo por bactérias laticas descritos, 0 microrganismo
envolvido originou-se da propria microbiota do paciente.

Estudos clinicos controlados com lactobacilos e
bifidobactérias ndo revelaram efeitos maléficos causados
por esses microrganismos. Efeitos benéficos causados por
essas bactérias foram observados durante o tratamento de
infec¢des intestinais, incluindo a estabilizacdo da barrei-
ra da mucosa intestinal, prevencao da diarréia e melhora
da diarréia infantil e da associada ao uso de antibioticos
(Lee et al., 1999).

Paralelamente, apesar de muitas cepas de bactérias
laticas, particularmente as de Lactobacillus spp., apresen-
tarem resisténcia contra determinados antibidticos, a mes-
ma normalmente ndo ¢ mediada por plasmidios, ndo sen-
do transmissivel. Entretanto, ha descri¢ao de cepas porta-
doras de plasmidios de resisténcias, particularmente cepas
de Enterococcus resistentes a vancomicina. Cepas com
plasmidios de resisténcia ndo devem ser empregadas
como probidticos humanos ou animais, uma vez que sao
capazes de transmitir os fatores de resisténcia para bacté-
rias patogénicas, dificultando a cura de infecgdes
(Salminen et al., 1998; O'Brien et al., 1999; Saarela et al.,
2000).

Apesar das culturas probidticas de Lactobacillus
spp. e de Bifidobacterium spp. serem consideradas GRAS,
¢ necessaria a determinacgdo da seguranca na utilizacao da
cepa antes do langamento e da divulgacdo de um novo
produto. Assim, uma avaliagdo critica da seguranca torna-
ra os beneficios dos probioticos acessiveis ao consumidor
(Salminen ef al., 1998; O’Brien et al., 1999).

ASPECTOS}TECNOL(’)GICOS DO EMPREGO
DE PROBIOTICOS

Para a utilizacdo de culturas probidticas na
tecnologia de fabricagdo de produtos alimenticios, além da
seleg@o de cepas probidticas para uso humano mediante
critérios mencionados anteriormente, as culturas devem
ser empregadas com base no seu desempenho tecnolégico.
Culturas probidticas com boas propriedades tecnologicas

M. N. de Oliveira, K. Sivieri, J. H. A. Alegro, S. M. I. Saad

_ ‘ Origem - componentes da microbiota intestinal humana sadia ‘

Critério da cepa

‘ Biosseguranga — seguranga para o uso em humanos ‘

Atividade e viabilidade — atividade nas condi¢des do intestino ‘

Propriedades

biolégicas Resisténcia a:

e Baixo pH

e Suco gastrico
e Bile

e Suco pancreatico

Aderéncia ao epitélio intestinal e ao muco

elou

Antagonismo frente a patégenos

Atividade antimicrobiana

Propriedades elou

fisiologicas ‘ Estimulo da resposta imune (GALT) ‘

e/ou

Estimulo seletivo das bactérias benéficas e supressao das
bactérias prejudiciais

e/ou

intestinal

Efeitos sistémicos benéficos sobre o sistema da barreira ‘

FIGURA 1 - Arvore decisoria para o desenvolvimento de
novos probioticos (Lee ef al., 1999).

devem apresentar boa multiplicagdo no leite, promover
propriedades sensoriais adequadas no produto e serem
estavelis e viaveis durante o armazenamento. Desta forma,
podem ser manipuladas e incorporadas em produtos ali-
menticios sem perder a viabilidade e a funcionalidade,
resultando em produtos com textura e aroma adequados.

Enriquecimento do leite

Apesar do leite ser um meio rico do ponto de vista
nutricional, as bactérias probidticas crescem lentamente
no leite devido principalmente a falta de atividade
proteolitica (Klaver ef al., 1993). A incorporacdo de
micronutrientes como peptideos e aminoacidos e de outros
fatores de crescimento pode ser necessaria para reduzir o
tempo de fermentagdo e propiciar viabilidade as bactéri-
as probioticas. A Figura 2 exemplifica o efeito do enrique-
cimento do leite sobre o perfil de acidificacdo. Observa-
se que no caso do leite inoculado com 1% de Lb.
acidophilus , o tempo para atingir valor de pH 5,0 ¢ da
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ordem de aproximadamente 21,2 h, enquanto no leite en-
riquecido, este tempo diminui para 11,2 h ou seja, ocorre
uma diminui¢do de cerca 10,0 h (Figura 2a). Por outro
lado, ndo se observou alteragao no tempo para atingir pH
5,0 para o leite e o leite enriquecido inoculado com a
mesma propor¢ao de L. rhamnosus. Este foi da ordem de
26,1 h (Figura 2b).

a) L. acidophilus

Tempo (min)

Leite == | eite enriquecido‘

b) L. rhamnosus

5 \

- N W MO - O N~ W M
O O N ¥ © 0 O T MO uvu N~ 0 O o T
FFFFFF N N N N N o O ™

Tempo (min)

Leite Leite enriquecido‘

FIGURA 2 - Curva de acidificagao do leite ¢ do leite
enriquecido com 2% de soro em po inoculado com 0,5%
de L. acidophilus ou 0,5 % de L. rhamnosus em cultura
pura a 42 °C. Dados originais obtidos de acordo com
metodologia descrita em Oliveira et al., 2001.

Dave, Shah (1998) estudaram o efeito da adicao de
cisteina, soro em po, concentrado protéico de soro, caseina
hidrolizada ou triptofano na viabilidade de bactérias
probidticas em iogurte. Com excec¢do do soro em po, as
outras proteinas adicionadas melhoraram a viabilidade de
bifidobacteria. Saxelin ef al. (1999) recomendaram a adi-

¢ao de 2% de glicose ao leite para estimular o crescimen-
to e a produgao de &cido de L. rhamnosus e de L. paracasei
F19. Os autores relataram que extrato de levedura estimu-
lava a multiplicagcdo da maioria das cepas e ndo afetava a
multiplicagdo de L. rhamnosus, enquanto a adi¢ao simul-
tanea de glicose e extrato de levedura resultava em maior
estimulo da multiplicagdao desse microrganismo, compa-
rado a adigdo apenas de glicose. A adicdo de fragdes
protéicas do leite resultou no estimulo da multiplicacdo da
maioria das cepas.

Em geral, as bactérias probioticas sdo exigentes em
nutrientes. L. acidophilus apresenta necessidades
nutricionais complexas. Aminodcidos e fatores de cresci-
mento como pantotenato de calcio, acido folico, niacina e
riboflavina sdo essenciais (Du Plessis ef al., 1996). L.
rhamnosus ¢ um lactobacilo atipico porque nao fermenta a
lactose, a maltose ou a sacarose e fermenta somente a
ramnose muito lentamente (Goldin, 1998). Todas as espé-
cies de bifidobactéria crescem bem no leite e fermentam
lactose. A necessidade de diversos fatores de crescimento
para a multiplicagao de bifidobactéria in vitro foi relatada,
bem como a necessidade de tiamina, piridoxina, acido
folico e cianocobalamina (Modler, 1994; Arunachalam,
1999). Segundo Shah e Ravula (2000), niveis de 12 e de
16% de sacarose inibem o crescimento de L. acidophilus e
Bifidobacterium spp.

Emprego de co-culturas

O emprego de bactérias probidticas em cultura pura
¢ inviavel industrialmente e pode ser ilustrado pela Figu-
ra 3, na qual se apresenta a curva de acidificacao do leite
por L. acidophilus em cultura pura. Pode-se observar que
o tempo para o leite enriquecido atingir pH 4,5 ¢ da ordem
de 8,2 h. Saxelin et al. (1999) relataram que quando cul-
turas probioticas eram empregadas isoladamente com essa
finalidade, o pH do leite continuava acima de 5,4 apds 20
horas a 42 °C. Comportamento diferente foi observado
quando as cepas L. johnsonii Lal e B. lactis BB12 foram
empregadas em co-cultura, situagdo em que o leite fer-
mentado atingiu um pH igual ou inferior a 4,5 ap6s 20
horas. Samona et al. (1996) mostraram que cepas de
bifidobactéria ndo poderiam crescer na presenca de cultu-
ras do iogurte, mas com uma composi¢ao adequada da co-
cultura, a diminui¢do do niumero de coldnias de bifidobac-
téria poderia ser evitada.

Apesar das dificuldades, o emprego de cultura
probidticas puras com a finalidade de se obter produtos
lacteos fermentados ¢ possivel, dependendo da cepa, do
nivel de inoculagdo e da adicdo de determinados ingredi-
entes, que irdo facilitar a multiplicagao da(s) cultura(s)



probiotica(s) e, conseqlientemente, o processo fermen-
tativo.
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FIGURA 3 - Curva de acidifica¢do do leite com L.
acidophilus (LA; 0,5%) em cultura pura e mista com S.
thermophilus e L. bulgaricus (STLBLA; 0,125%: 0,125%:
0,250) e S. thermophilus (STLA; 0,250%: 0,250%). Dados
originais obtidos de acordo com metodologia descrita em
Oliveira et al., 2001.

A pratica atual para a fabricacao de leites fermenta-
dos contendo probioticos ¢ de adicionar bactérias conven-
cionais do iogurte como L. bulgaricus e S. thermophilus
para facilitar o processo de fermentagdo (Samona,
Robinson, 1994; Shah, Lankaputhra, 1997; Dave, Shah,
1998). Entretanto, L. bulgaricus também produz acido
latico durante o armazenamento por meio de mecanismo
denominado pés-acidificagdo, que ¢ reconhecido por afe-
tar a viabilidade das bactérias probidticas (Dave, Shah,
1997a, b).

Em fungao da perda de viabilidade, o emprego de
culturas probioticas associadas a culturas de suporte com-
postas, de preferéncia, de S. thermophilus ou de outra
cultura de iogurte ou culturas mesofilicas com diferentes
combinagoes de cepas de Lactococcus é aconselhavel. Em
determinados casos, a combinagdo de cepas de culturas
probidticas com culturas de iogurte resulta na diminuig@o
da contagem de cultura probiotica durante a vida de pra-
teleira do produto, enquanto que em outros essa diminui-
¢do nao ocorre. Esse fato demonstra que a selegdo de uma
cultura de suporte apropriada para cada cultura probidtica
¢ fundamental para a obtengao de produtos frescos fer-
mentados com boa sobrevivéncia de culturas probioticas
durante sua vida de prateleira (Saxelin et al., 1999; Saarela
et al., 2000).

M. N. de Oliveira, K. Sivieri, J. H. A. Alegro, S. M. I. Saad

O emprego de co-culturas compostas com as bacté-
rias convencionais do iogurte e L. acidophilus (STLBLA)
e S. thermophilus e L. acidophilus na acidificagao do lei-
te enriquecido ¢ mostrada na Figura 3. Com o emprego das
co-culturas STLBLA e STLA os tempos para atingir o
valor de pH 4,5 foram de 4,2 ¢ 4,6 h, respectivamente.
Evidenciou-se que o emprego de co-culturas permite a
fermentacdo em tempos aproximadamente duas vezes
menores do que aqueles nos quais sdo utilizadas culturas
puras, tornando-se adequado para a industria.

A combinagao mais apropriada de uma cultura
starter a uma bactéria probiotica especifica deve ser deter-
minada por processo de selecdo que ird avaliar o impacto
das diferentes culturas starter sobre as propriedades sen-
soriais e a sobrevivéncia das bactérias probioticas. Prefe-
réncia deve ser dada a uma cultura starter termofilica, uma
vez que a maioria dos probidticos multiplica-se bem a
37 °C, e a uma cultura probiotica capaz de multiplicar-se
durante a fermentagdo. Adicionalmente, a taxa de multi-
plicagdo da cultura starter deve ser moderada, permitin-
do a multiplicagdo da bactéria probiotica, e a cultura
starter deve produzir compostos que favorecam a multi-
plicagdo da cultura probidtica ou promover redugdo da
tensdo de oxigénio (Saarela et al., 2000).

A temperatura de fermentacdo normalmente reco-
mendada para a fabrica¢ao de produtos contendo culturas
probidticas ¢ de 37 a 40 °C, uma vez que nesta faixa de
temperatura a maioria das cepas probidticas se multiplica.
Em determinados casos, as cepas probidticas sdo adicio-
nadas ao leite fermentado apods a fermentacdo, o que vem
a encarecer o produto. Entretanto, essa adicdo posterior
ndo propicia a multiplicagao do probidtico, podendo, in-
clusive, resultar em diminuicao de sua viabilidade. Assim
sendo, ¢ recomendavel a adi¢do do probidtico antes ou
concomitantemente a adi¢@o da cultura starter (Saarela et
al., 2000).

Quando as exigéncias nutricionais e as condi¢des de
cultivo (temperatura e atmosfera, por exemplo) das dife-
rentes cepas empregadas sao muito diferentes, pode-se
langar mao do cultivo isolado das culturas com sua poste-
rior adicdo nas proporgoes desejadas. A fermentagdo do
leite isoladamente com cada cepa, seguida da mistura dos
diferentes leites fermentados também pode ser feita
(Svensson, 1999).

Propriedades sensoriais e de textura

As caracteristicas sensoriais desempenham papel
importante na aceitagdo do produto pelo consumidor. lo-
gurte apresenta fragil mas distinguivel flavor influencia-
do por diferente fatores como a viscosidade, a presenca de
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compostos ndo volateis e o aroma (Ott et al., 2000).

Diacetil e acetaldeido sdo dois compostos que par-
ticipam do aroma de diversos produtos lacteos (Stien et
al., 1999). Diversos compostos de flavor foram isolados
de produto tipo iogurte; entretanto, somente acetaldeido,
etanol, acetona, diacetil e 2-butanona foram encontrados
em quantidades substanciais (Kneifel ez al., 1993).

Acetaldeido ¢ considerado como o composto mais
proeminente para o aroma tipico do iogurte (Bottazzi et
al., 1973; Kneifel et al., 1993, Stien et al., 1999). As con-
centragoes de acetaldeido podem variar de um produto a
outro (Stien et al., 1999); produtos com teores de
acetaldeido inferiores a 10 ppm sdo considerados como de
baixa intensidade de flavor (Ott et al., 2000).

A Figura 4 mostra a concentragao de acetaldeido em
iogurtes preparados com culturas puras e co-culturas de
probidticos apds um dia e sete dias de armazenamento a
4 °C. Observa-se que com o emprego de culturas puras, a
concentracdo de acetaldeido ¢ praticamente inexistente
para o iogurte preparado com L. rhamnosus enquanto foi
da ordem de 10 ppm em iogurte preparado com L.
acidophilus apds um dia de armazenamento, caindo pra-
ticamente a zero apos sete dias. Usando-se co-culturas, os
teores de acetaldeido foram maiores, variando de 10,0 a
15,0 ppm apo6s um dia de armazenamento. Apos sete dias,
a concentra¢do diminuiu, variando de 2,2 a 13,8 ppm.

Pode-se notar, ainda, que a estabilidade do aroma ¢ mai-
or quando se empregam co-culturas contendo L.
bulgaricus. Em todos os casos, a concentracdo de
acetaldeido presente nos iogurtes contendo bactérias
probioticas ¢ inferior aquela fabricada com a cultura clas-
sica do iogurte (Figura 4).

Em geral, produtos lacteos contendo Lb. acidophilus
sao caracterizados como pobres em flavor devido ao fato
de que esta bactéria apresenta uma alcool desidrogenase,
que converte acetaldeido em etanol (Marshall et al.,
1982). Hickey et al. (1983) observaram que a enzima
treonina aldolase pode converter o excesso de treonina a
acetaldeido via glicina, sem aumento concomitante na
atividade da alcool desidrogenase. Assim, o contetudo de
acetaldeido em iogurtes contendo L. acidophilus pode ser
aumentado pela fortificagdo do leite com treonina
(Marshall, 1987).

Kwak et al. (1996) verificaram, em iogurte prepara-
do com L. acidophilus, Bifidobacterium bifidum e S.
thermophilus, que o teor de acetaldeido aumenta acentu-
adamente entre 3 e 6 h ap6s o inicio da fermentagao, quan-
do o pH do meio esta entre 4,3 € 4,8. O mesmo foi de 0,059
a 17,9 ppm na primeira e sexta hora de fermentacao, res-
pectivamente. Bolin ez al. (1998) constataram que o nivel
de acetaldeido variou de 3,9-6,4 mg/L em leites incubados
durante 18 h e diminuiu 33% em média ap6s 24 h de incu-

30,0+
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20,01

15,0

10,0+

Conc. acetaldeido (ppm)

5,0

0,0
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STLR

STLBLR LA LR

FIGURA 4 - Concentragao de acetaldeido em iogurtes preparados com culturas puras e mistas de probioticos apos um
dia (d1) e 7 dias (d7) de conservacdo a4 °C. (STLB : 0,250% S. thermophilus + 0,250% L. bulgaricus ; STLA :0,250%
Str. thermophilus + 0,250% L. acidophilus ; STLBLA : 0,125% S. thermophilus + 0,125% L. bulgaricus + 0,250% L.
acidophilus ; STLR : 0,250% S. thermophilus + 0,250% L. rhamnosus ; STLBLR : 0,125% S. thermophilus + 0,125%
L. bulgaricus + 0,250% L. rhamnosus ; LA : 0,5% L. acidophilus ; LR : 0,5% L. rhamnosus). Dados originais: o teor
de acetaldeido foi determinado mediante kit enzimatico (Boehringer, Manhein, Alemanha).
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bagdo. As cepas de L. acidophilus estudadas (B, V-74,
CH-2 e CH-5) mostraram diferentes capacidades de pro-
ducao de acetaldeido. A cepa V-74 foi aquela que apresen-
tou a melhor produtividade.

Segundo Gupta et al. (1997), o teor de acetaldeido
em iogurtes regulares (29,40 + 7,53 ppm) é trés vezes
superior aquele preparado com L. acidophilus (16,60 £
3,80 ppm). Stien et al. (1999) encontraram valores de
acetaldeido de 42,10 mg/kg para iogurtes naturais e e
8,62 mg/kg para leite fermentado contendo bifidus.
Roushdy et al. (1996) preparam leite de bufala inoculado
com 3% de L. acidophilus e, avaliando o teor de
acetaldeido no produto durante 14 dias, encontraram va-
lores entre 41 e 53 mg/ mL. O contetido em acetaldeido
aumentou nos 7 primeiros dias de armazenamento, dimi-
nuindo ao longo do periodo de estocagem.

Outro atributo importante na aceitagdo do iogurte
pelo consumidor € sua caracteristica de textura. Segundo
Rossi (1983) e O'Neil ef al. (1979), o iogurte deve ter os
seguintes atributos de textura suave e sem fissuras e cor-
po viscoso, firme e coeso para ser consumido com colher.
A Figura 5 mostra a textura de iogurte preparado com
misturas de bactérias lacticas ap6s um e sete dias de
armazenamento a 4 °C. Apds um dia, a consisténcia me-
dida pela for¢a de penetragdao de um cilindro de 2,5 cm de
diametro em analisador de textura TAXT?2 variou de 70,1
a 86,0 g, para iogurtes contendo probidticos segundo a
composi¢do da co-cultura empregada. Esta consisténcia ¢
similar a do produto fabricado com as culturas classicas do
iogurte usado como controle. Observa-se que apds sete
dias de armazenamento a for¢a aumentou para 77,8 a
92,1 g, evidenciando ganho de consisténcia como resulta-
do da formagao da estrutura do produto.

Estabilidade e viabilidade

Diversos fatores afetam a viabilidade dos microrga-
nismos probidticos em produtos lacteos fermentados, entre
eles a cepa, a pds-acidificacdo, a composicao da co-cultu-
ra e a presenca de fatores de crescimento no leite (Gilliliand,
Speck, 1977; Klaver et al., 1993; Samona, Robinson, 1994;
Rybka, Kailasapathy, 1995; Lankaputhra, Shah, 1996;
Lankaputhra et al., 1996; Shah, Lankaputhra,
1997; Vinderola et al., 2000a, b ; Shah, 2000).

Estudos anteriores indicaram que diversos fatores
podem influenciar a sobrevivéncia de L. acidophilus du-
rante a estocagem. Entre estes, encontram-se a cepa utili-
zada (Gilliland, 1979; Gilliland, Lara, 1988), o meio de
cultura utilizado na produgio de células, o valor de pH no
qual as células sdo propagadas e a fase na qual os
lactobacilos sao colhidos (Brashears, Gilliland, 1995).

M. N. de Oliveira, K. Sivieri, J. H. A. Alegro, S. M. I. Saad
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FIGURA 5 - Textura de iogurtes preparados com culturas
mistas de probioticos apds um dia (d1) e 7 dias (d7) de
conservagao a 4 °C. (STLB: 0,250% S. thermophilus +
0,250% L. bulgaricus; STLA: 0,250% S thermophilus +
0,250% L. acidophilus; STLBLA: 0,125% Str.
thermophilus + 0,125% L. bulgaricus + 0,250% L.
acidophilus; STLR: 0,250% Str. thermophilus +0,250% L.
rhamnosus; STLBLR: 0,125% S. thermophilus + 0,125%
L. bulgaricus + 0,250% L. rhamnosus ). Dados originais
obtidos de acordo com metodologia descrita em Oliveira
etal.,2001.

Baixos valores de pH inibem o metabolismo e, conseqiien-
temente, o crescimento de L. acidophilus e sdo nocivos
para as células bacterianas, reduzindo sua viabilidade.

Na Figura 6 ¢ apresentada a viabilidade de bactérias
probidticas em bebidas lacteas ao longo do armazenamento
a4 °C. No inicio, as contagens de L. bulgaricus, L.
acidophilus e L. rhamnosus foram 2,4 x 108 UFC/mL, 1,7
x 108 UFC/mL e 4,1 x 107 UFC/mL, respectivamente. Apos
14 dias de armazenagem as contagens permaneceram esta-
veis. Pode-se observar que a armazenagem afeta a concen-
tragdo de lactobacilos apenas apos 21 dias a 4 °C. Esta di-
minuigdo é mais pronunciada no caso do L. acidophilus do
que com L. bulgaricus e com L. rhamnosus. Apos 28 dias,
as contagens de bactérias probidticas diminuiram 1,41 uni-
dades log para L. bulgaricus, 1,74 unidades log para o L.
acidophilus e 1,1 unidades log para o L. rhamnosus (Figu-
ra 6).

Foschino et al. (1997) estudaram os efeitos das taxas
de refrigeracdo e de armazenamento sobre a viabilidade e
atividade fermentativa de culturas puras de L. acidophilus
em um periodo de 9 meses. Altas taxas de sobrevivéncia e



Aspectos tecnolégicos de alimentos funcionais contendo probiéticos 11

maior atividade foram observadas armazenando as culturas
a—80 °C, mas diversas culturas estocadas a—30 °C também
sobreviveram bem. A analise de varidncia mostrou que a
viabilidade de culturas congeladas ¢ mais afetada pela tem-
peratura de armazenamento que pela taxa de refrigeragao.

Segundo Brashears, Gilliland (1995), um veiculo de
L. acidophilus provém de um produto lacteo ndo fermen-
tado. Este produto ¢ preparado com a adigdo de células de
uma cultura concentrada congelada ao leite magro pasteu-
rizado e ap6s armazenamento do leite em temperatura de
refrigeragdo. Cuidados sdo necessarios visando a obtengao
de nimero adequado de lactobacilos, pois as células de-
vem sobreviver congeladas e subseqiientemente as condi-
¢oes de refrigeracdo.

Kailasapathy e Supriadi (1996) observaram que
numero de L. acidophilus permaneceu viavel durante a
estocagem de iogurtes preparados com a adigdo de -
galactosidase ao leite e proteina concentrada de soro du-
rante armazenamento a 5 °C, durante 3 semanas.

A determinagao do efeito da refrigeragao sobre a
viabilidade de cinco cepas de L. acidophilus e uma de L.
casei em leitelho e iogurte foi conduzida por Nighswonger
et al. (1996). As cepas de L. acidophilus MUH-41, O-16
e L-1 em leitelho, a 5 °C, ndo perderam sua viabilidade
enquanto a 43121 e a La-5 perderam sua viabilidade. Em
iogurte, a 7 °C, MUH-41 e L-1 ndo apresentaram perda
significativa da viabilidade. Nao foi observada perda de
viabilidade do L. casei durante a estocagem de todos os
produtos.

log UFC/mL
[e)

1 7 14 21 28

Tempo de armazenagem (d)

‘ —e— L. bulgaricus —a— L. acidophilus —e— L.rhamnosus ‘

FIGURA 6 - Viabilidade de bactérias probioticas em
bebidas lacteas ao longo do armazenamento a 4 °C.
FONTE: Oliveira et al., 2002 (no prelo).

Roushdy et al. (1996) prepararam leitelho a partir de
leite de btifala contendo acidofilos e bifidobactéria mistu-
rando com culturas normais em diferentes propor¢des. A
acidez e o teor de acetaldeido foram maiores em leite con-
tendo acidofilos e bifidus que com as culturas normais,
mesmo ao longo da estocagem. A contagem de L.
acidophilus, B. bifidum e culturas mesofilicas aumentaram
durante os trés primeiros dias de estocagem diminuindo a
seguir.

Kailasapathy e Rybka (1997) relataram que a sobre-
vivéncia de L. acidophilus e Bifidobacterium spp. depende
de diversos fatores intrinsecos e extrinsecos, como o meio,
o tempo e a temperatura de fermentagao, o nivel de oxigé-
nio no meio, o tipo de bactéria empregada e o valor de pH
final.

Rybka e Fleet (1997) examinaram quinze iogurtes
de 16 fabricantes australianos contendo probidticos L.
acidophilus e Bifidobacterium spp. As populagdes viaveis
de L. bulgaricus e Str. thermophilus excederam
10’UFC/mL em 54% e 68% das amostras, respectivamen-
te. Apenas 24 e 14% das amostras contendo L. acidophilus
e Bifidobacterium spp., respectivamente, excederam
10° UFC/mL. logurtes mais acidos sdo aqueles contendo
maiores populagdes de L. bulgaricus e niveis de
10°UFC/g de L. acidophilus e B. spp.

Dave e Shah (1997b) estudaram a viabilidade de
bactérias do iogurte e de bactérias probidticas durante a
fabricagdo e armazenamento por 35 dias de iogurtes
suplementados com acido ascorbico em quatro niveis,
empregando culturas comerciais. A contagem de L.
acidophilus durante a estocagem decresceu mais lenta-
mente com o aumento da concentracao de acido ascérbico
para todas as culturas estudadas, enquanto a contagem de
bifidobactéria permaneceu inalterada.

Foschino et al. (1997) estudaram 43 amostras de lei-
tes fermentados com bactérias probioticas (L. acidophilus
e/ou Bifidobacterium) de diferentes marcas durante a vida
de prateleira a 4 °C. Dois de seis leites fermentados manti-
veram as contagens bacterianas acima de 10° UFC/g até o
final do prazo de validade. Bifidobacterium nao foi encon-
trado mesmo em pequenas concentragdes e proximo a data
de fabricagdo em um dos produtos estudados. Em dois pro-
dutos, as espécies isoladas ndo foram aquelas correspon-
dentes as declaradas no rétulo. Amostras de diferentes lo-
tes pertencentes & mesma marca mostraram grandes dife-
rengas na concentracao de microrganismos. Leites fermen-
tados naturais e adicionados de frutas, inteiros e de baixo
conteudo em gordura, de quatro marcas comerciais austra-
lianas foram estudados. Os produtos eram fabricados com
S. thermophilus, L. bulgaricus, L. acidophilus e
Bifidobacterium spp. durante a vida de prateleiraa4 e a
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10 °C. Os autores concluiram que os produtos mantinham
as bactérias vidveis até seis semanas de armazenamento a
4 °C. A temperatura de 10 °C exerceu pouca influéncia so-
bre as culturas e a presenga de gordura nao afetou a viabi-
lidade (Micanel et al., 1997).

Shah e Lankaputhra (1997) estudaram a viabilidade
de bactérias probioticas em leites fermentados utilizando
células rompidas e inteiras de L. bulgaricus 2515 ¢ S.
thermophilus 2010 e células inteiras de bactérias
probioticas L. acidophilus 2409, e uma espécie de
Bifidobacterium; B. longun 1941, B. infantis 1912, B.
bifidum 1900. Contagens de bactérias probioticas viaveis
apods fermentacdo foram dois ciclos log mais altas em io-
gurte preparado com bactérias rompidas do iogurte e cé-
lulas inteiras de bactérias probidticas. A viabilidade das
bactérias probidticas apos seis semanas foi superior a re-
comendagdo de 10°UFC/g.

Bolin et al. (1998) estudando diferentes cepas de Lb.
acidophilus (B, V-74, CH-2 e CH-5) verificaram que o
numero de células vidveis a pH 2,5 variou de 5,1 x
108 UFC/mL a 10 x 108 UFC/mL antes da incubagao a
37 °C. Ap6s 6 h de incubagao, forma detectadas 2-2,6 x
10°UFC/mL de células viaveis. A tolerancia ao baixo
valor de pH foi bastante variavel e dependeu da cepa: B e
V-74 mostaram-se mais tolerantes que CH-2; L.
acidophilus CH-5 exibiu a menor sobrevivéncia a pH 2,5
apos 6 h de incubacao.

Aumento da acidez do produto durante a estocagem
afeta a viabilidade das bactérias probidticas. Bifidobac-
térias ndo sdo acido loterantes como o L. acidophilus; o
crescimento deste tltimo cessa em valores de pH inferio-
res a 4,0 enquanto o crescimento de Bifidobacterium spp.
¢ retardado em pH 5,0 (Shah, 1997).

Peréxido de hidrogénio produzido por alguns
lactobacilos tem atividade antimicrobiana. Bifidobactérias
sd0 anaerdbicas por natureza. Assim, altas concentragoes
de oxigénio afetam seu crescimento e sua viabilidade. A
composi¢ao do produto, a presenga de conservadores
como resultado da adicao de frutas e nozes e a disponibi-
lidade de fatores de crescimento também afetam o cresci-
mento e viabilidade de bactérias do iogurte e as
probidticas (Dave, Shah, 1998).

Lorca et al. (1998) avaliaram a resposta do Lb.
acidophilus ao estresse quando em ambientes acidos, evi-
denciando que a sensibilidade depende da fase de cresci-
mento. Células da cultura na fase estacionaria sao toleran-
tes ao valor de pH 3,0, mas, esta resisténcia é perdida
quando na fase exponencial. Com o declinio do valor de
pH, as células retomam a resisténcia ao meio 4cido e a
capacidade de sobrevivéncia aumenta até 4 h de incuba-
¢do, mantendo-se constante a seguir.
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Dave e Shah (1998) estudaram a viabilidade de
Streptococus thermophilus, L. acidophilus e bifidobactéria
em leites fermentados adicionados de cisteina, soro em po,
proteina concentrada de soro, hidrolisados acidos de
caseina e triptona. A viabilidade de S. thermophilus foi
contrariamente afetada enquanto a de L. acidophilus
mantida com a adi¢do de cisteina. As contagens de L.
acidophilus mantiveram-se superiores a 10° UFC/mL
durante os 35 dias de estocagem do produto. Uma redugao
de trés ciclos logaritmicos na contagem das bifido-
bactérias foi observada quando o valor de pH atingiu 4,5
no iogurte controle e naquele suplementado com soro em
po.

Nogueira et al. (1998), analisando a qualidade
microbiologica de iogurtes portugueses durante a vida de
prateleira, constataram que embora a flora especifica de-
cline durante o armazenamento, os iogurtes apresentaram
um numero de microrganismos probioticos de acordo com
o recomendado.

Patidar e Prajapati (1998) prepararam “lassi” usan-
do leite padronizado e L. acidophilus e Str. thermophilus.
A contagem de estreptococos e de lactobacilos no produ-
to fresco foi de 15,85 x 10°UFC/g e 20,4 x 107 UFC/g,
respectivamente. Estas permaneceram inalteradas durante
a estocagem por 15 dias a 7 °C e ndo foram afetadas pelo
tipo de embalagem.

Tejada-Simon et al. (1999), estudando o efeito da
ingestdo de iogurte contendo L. acidophilus e
Bifidobacterium na potencia¢ao da imunoglobulina A ve-
rificaram que a viabilidade das bactérias lacteas e
bifidobactéria permaneceu acima de 10° UFC/mL no pro-
duto refrigerado e armazenado durante quatro semanas.

Gardini ef al. (1999), utilizando Desenho Compos-
to Central, apontaram o efeito das variaveis gordura, so-
lidos lacteos nao gordurosos e tamanho do indculo de L.
acidophilus sobre a viabilidade microbioldgica de L.
bulgaricus, Str. thermophilus e L. acidophilus e, também
a caracteristica de flavor de leites fermentados durante
armazenamento a 4 °C. Os modelos polinomiais obtidos
permitiram individualizar os niveis das trés variaveis in-
dependentes capazes de minimizar a perda de viabilidade
das bactérias. Foi possivel, ainda, definir os efeitos destas
variaveis sobre o perfil de aroma. Os resultados da anali-
se sensorial confirmaram que as caracteristicas organolép-
ticas dos produtos nao foram afetadas pelo tamanho do
inoculo de L. acidophilus, mas somente pelo teor de soli-
dos e de gordura.

A influéncia da atividade de agua em fungdo da adi-
¢ao de agucar no tempo de acidificacdo e na viabilidade
das bactérias do iogurte e das probiodticas foram
investigadas por Shah e Ravula (2000). Os autores conclu-
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iram que a adicdo de agucar pode ser deletéria ao cresci-
mento dos microrganismos, especialmente em produtos
como sobremesas lacteas congeladas contendo cerca de
16% de acgucar.

Desempenho tecnolégico em outros produtos

Gardiner et al. (1999) alegaram que, embora muita
pesquisa em termos de probidticos se encontre voltada
para produtos como leites fermentados e iogurtes, esses
produtos podem ndo ser 6timos no que diz respeito a ma-
nutencdo de altas concentragdes de algumas cepas. Alia-
do a esse fato, ha evidéncias de que outros alimentos ofe-
recem potencial para a administragao dessas culturas.
Como exemplo pode ser citado o leite de soja fermentado
(Svensson 1999), o sorvete de iogurte (Davidson et al.,
2000) e os produtos nutritivos em po6 (Ingham, 1999).

Diversos tipos de queijo foram testados como veicu-
los para cepas probioticas de Lactobacillus e de
Bifidobacterium, revelando-se apropriados. Dentre os
queijos testados para esse fim, destacam-se os queijos
Cheddar (Dinakar, Mistry, 1994; Gardiner et al., 1998),
Gouda (Gomes et al., 1998), Cottage (Blanchette ef al.,
1996), Crescenza (Gobbetti et al., 1997) e queijo fresco
(Roy et al., 1997; Vinderola et al., 2000c).

Em estudo com queijo tipo Cheddar, utilizando a
cepa probiotica Enterococcus faecium, Gardiner et al.
(1999) relataram que esse queijo demonstrou melhor ca-
pacidade tamponante, oferecendo melhor prote¢ao a cul-
tura probidtica no que diz respeito a exposi¢do ao suco
gastrico, quando comparado ao iogurte. Os autores con-
cluiram que o queijo Cheddar ¢ tdo ou mais eficiente que
o iogurte como veiculo de microrganismos probioticos
viaveis no trato gastrintestinal de suinos, mesmo apods 15
meses de fabricagao.

Daigle et al. (1999) relataram um estudo com quei-
jo semelhante ao Cheddar produzido com leite microfil-
trado. O leite era padronizado por meio da adi¢ao de cre-
me enriquecido com retentato de fosfocaseinato e fermen-
tado com Bifidobacterium infantis (concentragdo inicial
de 107 ¢ 108 UFC/g de creme). Os autores obtiveram con-
tagens de bifidobactéria em niveis acima de 10° UFC/g
durante, pelo menos, 12 semanas. Paralelamente, ndo fo-
ram observados efeitos da cultura sobre as caracteristicas
organolépticas dos queijos.

Gomes ¢ Malcata (1999) relataram que o proces-
samento de queijo de leite de cabra com adig@o das cultu-
ras probidticas Bifidobacterium lactis e L. acidophilus
pode ser empregado para a obtengao de um queijo com
boas caracteristicas de sabor e textura. Os autores obser-
varam que a sobrevivéncia das cepas probidticas mostrou-

se dependente das caracteristicas fisico-quimicas do quei-
jo, mas que as contagens finais desses microrganismos
revelaram-se acima do limiar aceitavel para o efeito
probiotico (10° UFC/g).

Stanton et al. (1998) salientaram que um alimento
como o queijo Cheddar s6 podera ser considerado funci-
onal se a cultura probidtica adicionada durante o seu
processamento resistir a sua maturagdo e nao prejudicar
sua composi¢ao, sua textura e suas caracteristicas senso-
riais.

Vinderola et al. (2000b) concluiram favoravelmente
sobre a possibilidade de usar queijo fresco argentino como
veiculo de probidticos usando B. bifidum (duas cepas),
Bifidum sp. (uma cepa), L. acidophilus (duas cepas) e L.
casei (duas cepas) em diferentes combinagdes.

Em estudos realizados com queijo Minas frescal
fabricado com 1% de cultura probidtica composta por S.
thermophilus, B. lactis e L. acidophilus e mantido arma-
zenado durante 21 dias a 8,5 °C, a viabilidade do L.
acidophilus permaneceu estavel nos 14 primeiros dias,
aumentando ligeiramente para ap6s 21 dias. A contagem
de probidticos foide 1,3 x 10°a 3,4 x 10" UFC/g, enquanto
ade S. thermophilus variou de 3,8 x 108 a 8,0 x 108 UFC/g
(Figura 7). Na Figura 8 sdo comparadas as texturas de
queijos fabricados com 1% de culturas probioticas (S.
thermophilus, B. lactis e L. acidophilus) e com 1% da
cultura classica tipo O (L. lactis + L. cremoris) e com 2 mL
de acido latico a 85%/10 L de leite ap6s um dia (d1) e 7
dias (d7) de conservacao a 8,5 °C. Observa-se que a tex-
tura do queijo fabricado com culturas probidticas apds um
dia da fabricacdo apresenta dureza intermediaria entre a
dos queijos fabricados com a cultura O e com acido latico.
Apos 7 dias, a dureza do queijo preparado com cultura
probidtica aumenta provavelmente devido a pos-
acidificagdo e perda de umidade.

A aplicagdo de culturas probidticas em produtos que
ndo sdo derivados do leite representa mudanga. A viabili-
dade de probioticos na matriz de alimentos depende de
muitos fatores, tais como, pH, temperatura da estocagem,
presenca de microrganismos competidores e inibidores.
Em produtos como alimentos infantis € importante que a
atividade e viabilidade da cultura probiotica se estenda por
um periodo de tempo. Fatores como atividade de agua,
tensdo do oxigénio e temperatura sao muito importantes
neste tipo de produto. A temperatura da sala de estocagem,
que € muito alta em produtos de cereais e bebidas pode
afetar a estabilidade do probiodtico. Este problema pode ser
resolvido utilizando-se cultura probiotica encapsulada
(Saarela et al., 2000). Alimentos infantis contendo
probiodticos tém sido desenvolvidos e comercializados
(Langhendries et al., 1995).
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FIGURA 7 - Viabilidade de bactérias probioticas em
queijo Minas frescal ao longo do armazenamento a 8,5 °C.
Dados originais obtidos segundo metodologia descrita em
Oliveira et al., 1996 ¢ Okazaki et al., 2001.
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FIGURA 8 - Textura de queijos Minas frescal preparados
com cultura O (L. Lactis + L. cremoris), probidtica (Str.
thermophilus + B. lactis + L. acidophilus) e 4cido latico
apos um dia (d1) e 7 dias (d7) de conservagdo a 8,5 °C.
Dados originais obtidos segundo metodologia descrita
Oliveira et al., 1996 ¢ Buriti et al., 2001.

PRINCIPAIS PRODUTOS CONTENDO
PROBIOTICOS

No Mercado Europeu observa-se crescimento no
desenvolvimento de produtos lacteos fermentados e funci-
onais, refletindo grande interesse no estudo de alimentos
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que demonstrem beneficios a saude. Atualmente, estima-se
que cerca de 13% do total de iogurtes vendidos na Europa
contenham probioticos (Daly et al, 1998). Estima-se que
este mercado perfaga total de 889 milhdes de dolares, sen-
do que o mercado francés € considerado como o maior, atin-
gindo cerca de 219 milhdes de dolares (Stanton et al., 2001).

Para este fim, diversos fabricantes desenvolveram e
licenciaram suas préprias bactérias probioticas como
Lactobacillus johnsonii (Nestlé), Lactobacillus GG
(Valio), LA7 (Bauer), Causido (MD Foods) e Lacticel
(Danone). Também, leite fermentado de origem japonesa
contendo Lb. casei, Shirota (Yakult) ganha mercado tan-
to na Europa quanto no Reino Unido (Daly et al., 1998).
Segundo Sanders (1999) o mercado de probio6ticos nos
Estados Unidos ¢ pouco desenvolvido e de dificil acesso.

No Brasil, estima-se consumo de leites fermentados
contendo probidticos como em torno de 120 mil ton/ano
(Food Ingredients, 2000). Sao encontrados no mercado bra-
sileiro alguns produtos alimenticios contendo probidticos,
como leite fermentado aromatizado ou ndo, e iogurte. A
relagdo com a categoria e o nome do produto, o produtor, as
bactérias e as fung¢des atribuidas sdo mostrados na Tabela
IV. Dentre os produtos considerados como farmacé€uticos
comercializados no Brasil podem ser citados alguns na for-
ma de suplemento alimentar, suspensao oral e comprimidos
como contendo probidticos (Tabela V).

CONCLUSOES

Apesar dos diversos estudos clinicos realizados ndo
terem conseguido provar definitivamente a eficacia des-
ses microrganismos sobre a saude, sabe-se que os mesmos
exercem influéncias significativas sobre sintomas clinicos
de determinadas doengas como a alergia alimentar infan-
til. Estudos clinicos demonstraram que as cepas conside-
radas probidticas sdo capazes de sobreviver a0 processo
digestivo, sendo algumas delas capazes de aderir a mucosa
intestinal. Foi observado que a ingestao de probidticos
resulta em melhoria da qualidade de vida de individuos
com doencas crdnicas mediadas pelo sistema
imunologico, como as doengas inflamatodrias intestinais
(doenga de Crohn e colite ulcerativa).

O campo para o desenvolvimento de tecnologias
envolvendo o emprego de culturas probidticas ¢ deveras
promissor e requer inimeros estudos, a fim de que se pos-
sa estabelecer definitivamente o mecanismo de a¢do des-
sas culturas e os veiculos apropriados para que essas cul-
turas atinjam o intestino em concentragdes efetivas e de
maneira a exercer o seu efeito apropriadamente. Em geral,
pode-se dizer que o processamento de alimentos funcio-
nais contendo bactérias probidticas, principalmente sua
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TABELA IV - Principais produtos alimenticios contendo bactérias probioticas comercializados no Brasil

Categoria do produto Produto Produtor  Probidticos Fungdes atribuidas
Leite fermentado Yakult Yakult L. casei cepa Normalizar o equilibrio da
Shirota microbiota intestinal
humana
Chamyto Nestlé L.johnsonii
L. helveticus —
Leite Fermentado Parmalat  L.casei
Parmalat B.lactis
L. acidophilus —
Vigor Club — Vigor L.casei
Poke-mons L. acidophilus —
Leite fermentado Batavito Batavo L. casei —
aromatizado
LCI Active Nestlé S.thermophilus
(sabor laranja) L. bulgaricus
L. acidophilus NCC 208 Prevenir a instalacao de
bactérias nocivas na parede
do intestino; estimular as
células do sistema
imunologico, aumentando os
anticorpos
logurte logurte Biofibras Batavo B. lactis
L. acidophilus
Dietalact Parmalat  B. lactis
L acidophilus —

TABELA V - Principais produtos farmacéuticos contendo bactérias probiodticas comercializados no Brasil

Categoria do produto Produto Produtor Probioticos Fungoes atribuidas

Suplemento alimentar ~ Biotura Chr. Hansen L. acidophilus Manter a flora intestinal em

Envelopes de 3 g para B. lactis 10° UFC equilibrio

misturar com

bebidas frias

Suspensao oral* Leiba Unido Quimica- L. acidophilus Normalizar o equilibrio da
Farmacéutica 2,0 x10% UFC microbiota intestinal
Nacional

Comprimidos Floratil Merck Saccharomyces buoladii Normalizar o equilibrio da

microbiota intestinal

* forma farmacéutica cuja formula e apresentagdo encontram-se em reformulagao
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incorporacgdo em leites fermentados e queijos, vem resul-
tando em produtos com alto grau de aceitabilidade, nos
quais a sua viabilidade e funcionalidade sdo mantidas.

ABSTRACT

Technological aspects of functional foods containing
probiotics

Functional food science is being considered priority of
research nowadays and studies are directed towards
attempts to elucidate their proprieties and effects in
promoting health. Probiotics are viable microbial dietary
supplements that have beneficial effects over the health of
the host by means of modulation of the intestinal
microflora. Some beneficial properties attributed to
probiotic microorganisms still need more controlled
studies to be definitely established. This article deals with
technology aspects related to probiotics, the effects
associated with the consumption of food products
containing these microorganisms and the main strains
employed for that purpose. Experimental data are also
presented in order to illustrate technological aspects of the
manufacture of food products containing probiotics,
intending to describe their limitations and alternatives.

UNITERMS: Functional foods. Probiotics. Nutraceutical.
Lactobacillus spp. Bifidobacterium spp.
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