UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS

Programa de Pos-Graduagao em Tecnologia Bioquimico-Farmacéutica
Area de Tecnologia de Alimentos

O efeito da composicio de cultura e da
suplementacao do leite no crescimento, na taxa de
acidificacao, na sobrevivéncia e no metabolismo de

bactérias probidticas em leite fermentado

Ricardo Pinheiro de Souza Oliveira

Tese para obtencéo do grau de
DOUTOR

Orientadora:
Profa. Assoc. Maricé Nogueira de Oliveira

Sao Paulo
2009



UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS

Programa de Pos-Graduagao em Tecnologia Bioquimico-Farmacéutica
Area de Tecnologia de Alimentos

O efeito da composicio de cultura e da
suplementacao do leite no crescimento, na taxa de
acidificacao, na sobrevivéncia e no metabolismo de

bactérias probidticas em leite fermentado

Ricardo Pinheiro de Souza Oliveira

Tese para obtencéo do grau de
DOUTOR

Orientadora:
Profa. Assoc. Maricé Nogueira de Oliveira

Sao Paulo
2009



Ficha Catalografica
Elaborada pela Diviséio de Biblioteca e
Documentagio do Conjunto das Quimicas da USP.

0O48e

Oliveira, Ricardo Pinheiro de Souza
O efeito da composic¢io de cultura e da suplementagdo do leite
no crescimento, na taxa de acidifica¢fo, na sobrevivéncia e no
metabolismo de bactérias probidticas em leite fermentado /
Ricardo Pinheiro de Souza Oliveira. -- Sdo Paule, 2010.
170p.

Tese (doutorado) - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
da Universidade de Sdo Paulo. Departamento de Tecnologia
Bioquimico-Farmacéutica.

Orientador: Oliveira, Maricé Nogueira de

1. Alimentos : Processamento : Tecnologia 2. Alimentos
funcionais : Ciéncia dos alimentos 3. Iogurte I. T.II. Oliveira,
Maricé Nogueira de, orientador.

664 CDD




Ricardo Pinheiro de Souza Oliveira

O efeito da composig¢ao de cultura e da suplementacéao do leite no
crescimento, na taxa de acidificagcdo, na sobrevivéncia e no
metabolismo de bactérias probiéticas em leite fermentado

Comissao Julgadora
da

Tese para obtencao do grau de Doutor

Profa. Assoc. Maricé Nogueira de Oliveira
Orientadora/Presidente

1°. examinador

2°. examinador

3°. examinador

4° examinador

Sao Paulo, de de 2010.



Dedico esta tese a minha familia (Carlos, Zenilda e Dudu).
Mde... muito obrigado por estar sempre do

meu lado... sempre.
Dedico tambeém esta tese a Andréa Teodoro da Silva

por todo o amor e apoio.



AGRADECIMENTOS

A Profa. Assoc. Maricé Nogueira de Oliveira pela grande orientacdo, incentivo,
apoio e por sempre acreditar em mim. Declaro a minha grande admiragédo e
muitissimo obrigado pela confianga.

Ao grandissimo Prof. Dr. Attilio Converti pela excelente orientagdo. Muito obrigado
por exigir o melhor de mim. Cara...vocé para mim é o melhor. Sé tenho a
agradecer por ter um Professor, Mestre e além de tudo um grande amigo. Valeu
irmao!!!

Alla Professoressa Patrizia Perego (Pity!!!) per la fiducia fin da subito. Grazie tante
per l'aiuto e per avermi seguito durante lo svolgimento del lavoro. Grazie tante per
I'amicizia e per la sensibilita.

Ao Prof. Tit. Adalberto Pessoa Junior pelo exemplo de dedicagcdo e
profissionalismo. Muito obrigado pela ajuda e incentivo.

A Profa. Dra. Ana Lucia Figueiredo Porto pela grande amizade que construimos
na Italia. Tive o prazer e privilégio de espera-la horas no aeroporto de Génova
(rsrsrsrsrsrsrs). Faria tudo de novo se fosse preciso.

A Profa. Tit. Thereza Christina Vessoni Pena pela grande amizade e incentivo.
Agradeco também a sua familia pelos passeios.

A Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo (FAPESP) pelos
recursos financeiros e pela bolsa concedida durante o meu Doutorado.

A Coordenadoria de Aperfeicoamento de Pessoal e de Nivel Superior (CAPES),
pela concessao da bolsa de Estagio de Doutorado no Exterior, sem a qual nao
poderia ter tido a minha inesquecivel experiéncia.

A Profa. Tit. Bernadette Dora Gombossy de Melo Franco, Presidente da
Comissao de Pos-Graduagdao da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade de Sao Paulo pela grande ajuda e compreensdo durante o meu
Estagio de Doutorado no Exterior.

Aos professores do Departamento de Tecnologia Bioquimico-Farmacéutica da
FCF/USP em especial Prof. Tit. Luiz Antonio Gioielli, Prof. Dr. Jodo Carlos
Monteiro de Carvalho, Prof. Tit. Ronaldo Nogueira de Moraes Pitombo e Profa.
Assoc. Susana Marta Isay Saad e Prof. Tit. Michele Vitolo.

A Profa. Tit. Carmen Cecilia Tadini, da Escola Politécnica da USP, pela grande
ajuda e pelas sugestdes para a minha Tese de Doutorado.



Aos professores da ESALQ/USP, Profa. Tit. Marilia Oetterer, Profa. Dra. Marisa
Aparecida Bismara Regitano D’Arce, Prof. Dr. Claudio Rosa Gallo e Prof. Dr.
Ernani Porto.

Aos funcionarios da FCF/USP, em especial Miriam, Elza, Juarez, Alexandre
Mariani, Adriana e Leila (biblioteca) pela grandissima ajuda durante o meu
Doutorado. Também um agradecimento especial a Elaine e ao Jorge por sempre
acreditarem e confiarem em mim, além da grande amizade.

Aos amigos da USP em especial Ana Carolina Rodrigues Florence, Keila Emilio
de Almeida, Maria Regina Damin, Flavia Carolina Alonso Buriti, Angela Faustino
Jozala. Pego desculpas se esqueci de alguém, mas o que vale € a intencéo.

A tia Célia e “zio” Vittorio Nobili pelo grande apoio e carinho na Italia.

Uno speciale ringraziamento agli amici del Dipartimento di Ingegneria Chimica e di
Processo “G. B. Bonino” Beatriz Rivas Torres (bacione Béa), Alessandro Alberto
Casazza, Erika Ortiz, Aicha Ben Hamissa, Bahar Aliakbarian, al mio grande amico
Maurizio De La Rovere, Raquel Pedrosa, Prof. Di Felice, Carla Scapinello, Prof.
Rovatti, Prof. Isola, Marta Incerti, Simona Fumagalli. Ringrazio anche alla mia
grandissima amica Daniela Marques Viana per la nostra vera e grande amicizia.
Boh! Ce ne sono tanti, non me lo ricordo adesso. Lasciamo perdere.

Non possono mancare da questo elenco di ringraziamenti i miei tesisti Simona e
Paolo che ho conosciuto in questo periodo. Spero avervi insegnato qualcosa...

Un particolare ringraziamento a tutti i miei amici che ho conosciuto in ltalia,
Alessandro “Baresi Fifi”, Corrado, Davide, Afshin Memarpoor, Alessandro Pasero,
Barbara Casale, Cristiano “Farfallina”, Max Furian, Carola Canevello, Chiara
Bianchi, Cristiano Palazzi, Daniela Mazzucchelli, Daniele Bitetti, Elena Pietra,
Eugenio Angelo Noto, Giorgia de Filippis, Jose Francisco Saenz, Marco
Fato...”Belin”...ce ne sono parecchi!!! Miei coinquilini Stefano, Ryan, Marco,
Fabrizio, la band Viaggio Stereo, La band Nuove Onde, la palestra Royal Club
(grande Giorgio) ed altri.

“E doveroso porre i miei pill sentiti ringraziamenti alle persone che ho avuto modo
di conoscere in questo importante periodo della mia vita e che mi hanno aiutato a
crescere sia dal punto di vista intellettuale sia dal punto di vista umano. E difficile
in poche righe ricordare tutte le persone che, a vario titolo, hanno contribuito a
rendere migliore questo periodo”.



OLIVEIRA, R.P.S. O efeito da composigao de cultura e da suplementacgao do leite no
crescimento, na taxa de acidificagcdo, na sobrevivéncia e no metabolismo de
bactérias probiéticas em leite fermentado. 2009. 170f. Tese (Doutorado) — Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, Brasil. 2009.

RESUMO

Os produtos lacteos probidticos e/ou simbidticos sao lideres dentro do mercado de
alimentos funcionais e tém prioridade de pesquisa em diversos paises. Os resultados
deste trabalho mostraram que a qualidade do leite fermentado foi fortemente influenciada
tanto pela composi¢cao das co-culturas probiodticas quanto por diferentes prebioticos,
como oligofrutose, polidextrose, maltodextrina e inulina. A cinética de acidificagao foi
influenciada pela composic¢ao das culturas probioticas e pelos ingredientes prebiodticos no
leite fermentado. A suplementacao do leite com a inulina reduziu o tempo de fermentacao
das co-culturas Streptococcus thermophilus + Lactobacillus acidophilus (St-La);
Streptococcus thermophilus + Lactobacillus rhamnosus (St-Lr) e Streptococcus
thermophilus + Bifidobacterium lactis (St-Bl), além de melhorar a firmeza do leite
fermentado probiético. Foram também relatadas que as quantidades de acido linoléico
conjugado (CLA) aumentaram no leite fermentado pela co-cultura de S. thermophilus + L.
acidophilus, suplementado com maltodextrina. No que diz respeito as contagens, a adigéo
de inulina favorece a viabilidade das bactérias probidticas durante o armazenamento a 4°C
além de causar um efeito bifidogénico, in vitro, estimulando o crescimento de B. lactis.
Em relagédo ao estudo metabdlico entre as co-culturas homofermentativas (St-La e St-Lb),
feitas neste presente trabalho, pode-se dizer que a lactose foi apenas parcialmente
fermentada a acido latico, a galactose foi metabolizada em certa medida, e se formaram
diacetil e acetoina em niveis apreciaveis. A acetoina e o diacetil provavelmente foram
produzidos pelas atividades da a-acetolactato sintase e da a-acetolactato descarboxilase
de S. thermophilus.

Palavras-chave: Probidtico, Prebidtico, Leite fermentado, Metabolismo.



OLIVEIRA, R.P.S. L’effetto della composizione della coltura e della implementazione
del latte sulla crescita, sul tasso di acidificazione, sulla sopravvivenza e sul
metabolismo di batteri probiotici in latte fermentato. 2009. 170f. Tesi (Dottorato) —
Facolta di Scienze Farmaceutiche, Universita di Sado Paulo, Sdo Paulo, Brasil. 2009.

RIASSUNTO

| prodotti lattiero-caseari probiotici o simbiotici sono leader nel mercato degli alimenti
funzionali e costituiscono priorita di ricerca in diversi paesi. | risultati dei Capitoli che
seguono in questo lavoro hanno mostrato che la qualita del latte fermentato & stata
fortemente influenzata sia dalla composizione della co-cultura probiotica, sia dai diversi
prebiotici impiegati, come inulina, oligofruttosio, polidestrosio e maltodestrina. La cinetica
di acidificazione € stata influenzata dalla composizione delle culture probiotiche ed anche
dagli ingredienti prebiotici nel latte fermentato. L’arricchimento di latte con inulina ha
comportato una riduzione del tempo di fermentazione delle diverse co-culture,
Streptococcus thermophilus + Lactobacillus acidophilus (St-La); Streptococcus
thermophilus + Lactobacillus rhamnosus (St-Lr); Streptococcus thermophilus +
Bifidobacterium lactis (St-Bl), e perfino un miglioramento della fermezza del latte
fermentato probiotico. E stato osservato inoltre che la quantita di acido linoleico coniugato
(CLA) & aumentata in presenza di latte arricchito con maltodestrina e fermentato dalla co-
cultura S. thermophilus + L. acidophilus,. Per quanto riguarda la conta batterica, I'aggiunta
d’inulina ha promosso o favorito la vitalita dei batteri probiotici durante la conservazione a
4°C e causato un effetto bifidogenico, in vitro, stimolando la crescita di B. lactis. In
relazione agli studi metabolici fra le co-culture omofermentanti (St-La e St-Lb), realizzati in
questo lavoro, si pud affermare che il lattosio sia stato parzialmente fermentato ad acido
lattico, il galattosio metabolizzato in certa qual misura, e diacetile ed acetoina si siano
formati a livelli apprezzabili. Il diacetile e I'acetoina probabilmente sono stati prodotti dalle
attivita dell’a-acetolattato sintetasi e dell’a-acetolattato decarbossilasi di S. thermophilus.

Parole-chiave: Probiotico, Prebiotico, Latte fermentato, Metabolismo.



OLIVEIRA, R.P.S The effect of culture composition and the implementation of milk
on the growth, acidification rate, survival and metabolism of probiotic bacteria in
fermented milk. 2009. 170f. Thesis (Ph.D) - Pharmaceutical Science School, Sao Paulo
University, Sdo Paulo, Brazil. 2009.

ABSTRACT

Probiotics dairy products and/or symbiotic are leaders in the functional foods market and
have the research priority in several countries. The results of this study showed that the
quality of fermented milk was strongly influenced by composition of probiotic co-cultures
and different prebiotics, such as oligofructose, polydextrose, maltodextrin and inulin. The
acidification kinetics was influenced by the composition of the probiotic co-cultures and
prebiotic ingredients in the fermented milk. The milk supplementation with inulin reduced
the fermentation time of the co-cultures of Streptococcus thermophilus + Lactobacillus
acidophilus (St-La); Streptococcus thermophilus + Lactobacillus rhamnosus (St-Lr) and
Streptococcus thermophilus + Bifidobacterium lactis (St-Bl), and improved the firmness of
the probiotic fermented milk. It has also been observed that the amount of conjugated
linoleic acid (CLA) increased in the milk fermented by the co-culture S. thermophilus + L.
acidophilus supplemented with maltodextrin. As far as the bacterial counts are concerned,
the inulin addition promoted the viability of probiotic bacteria during storage at 4°C and led
to a bifidogenic effect, in vitro, stimulating the growth of B. lactis. As regards to the
metabolic studies of the homofermentative co-cultures (St-La and St-Lb), studied in this
work, it can be said that lactose was only partially fermented to lactic acid, galactose was
metabolized to some extent, diacetyl and acetoin formed at appreciable levels. The
acetoin and diacetyl were probably produced by the activities of a-acetolactate synthase
and a-acetolactate decarboxylase of S. thermophilus.

Keywords: Probiotic, Prebiotic, Fermented milk, Metabolism.
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1. INTRODUGAO

O elevado custo dos cuidados a saude, o aumento constante na esperanca de
vida e o desejo das pessoas, no que diz respeito a melhoria da qualidade de suas vidas,
sao fatores determinantes para a investigacao e o desenvolvimento na area de alimentos
funcionais (VASILJEVIC; SHAH, 2008).

Atualmente, os consumidores estdo exigindo cada vez mais alimentos com
propriedades especiais, tais como aroma agradavel, baixo valor caldrico e teor de
gordura, além de efeitos benéficos para a saude. Dentro deste contexto, a industria de
alimentos vem desenvolvendo produtos com melhor sabor e aparéncia. Entre esses tipos
de produtos destacam-se os conhecidos como lacteos funcionais que além de
apresentarem esses requisitos citados, os beneficios a saude sao potencializados com a
adicao de probidticos, componentes bioativos e também com certos tipos de fibras
soluveis conhecidas como compostos prebidticos (RANADHEERA et al., 2009).

As culturas probidticas tém sido amplamente exploradas pelas industrias de
laticinios como um instrumento para o desenvolvimento e fabricagdo dos produtos
funcionais. Estima-se aproximadamente 70 tipos de microrganismos probidéticos contidos
em produtos comercializados no mundo (SHAH, 2004), assim como diversos tipos de
ingredientes prebidticos.

Os probioticos tém sido definidos de varias maneiras, dependendo dos seus
efeitos sobre a saude e o bem-estar dos seres humanos. Esses microorganismos sao
suplementos microbianos vivos que melhoram a populagdo microbiana intestinal do
hospedeiro (ANAL; SINGH, 2007). Para produzir os beneficios desejados, bactérias
probidticas devem estar presentes no produto em contagens viaveis durante toda a sua
vida-de-prateleira. Dave e Shah (1997) recomendaram que a dose minima capaz de
garantir o efeito terapéutico deve variar entre 7 e 8 logUFC.mL™". Essas sugestdes foram
feitas para compensar a eventual diminuicdo da concentragdo dos microrganismos
probioticos durante o processamento e armazenamento do produto, bem como a passagem

pelas partes superior e inferior do trato gastrointestinal (VASILJEVIC; SHAH, 2008).



A fim de maximizar a eficacia dos microrganismos probiéticos, ingredientes
conhecidos como prebidticos sdo usados em produtos lacteos. Algumas fibras soluveis,
como a inulina, devido a sua estrutura quimica, sao resistentes as enzimas digestivas e,
portanto, conseguem passar para o intestino grosso onde eles se tornam disponiveis
para a fermentacao por bactérias sacaroliticas.

Nesse panorama torna-se cada vez mais importante estudar as interagdes entres
0s microrganismos probioticos e as fibras consideradas prebidticas nos produtos lacteos
funcionais, tanto durante a fermentagao como no armazenamento.

Assim, o presente trabalho é apresentado sob a forma de capitulos. Os Capitulos
| e Il correspondem a Introducao e Obijetivos, respectivamente. O Capitulo Il consiste em
uma revisao de literatura do tema abordado nesta tese. Os demais foram redigidos sob a
forma de artigos ja publicados em revistas internacionais de alto fator de impacto
(Capitulos IV, V, VI e VIl) e artigo submetido aguardando publicagdo (Capitulo VIII).

Finalmente, o Capitulo IX apresenta as conclusbes deste trabalho.



CAPiTULO |

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Estudar o efeito da composicéo de cultura e da suplementacao do leite no
crescimento, no perfil de acidificacdo, na sobrevivéncia e no metabolismo de

bactérias probidticas em leite fermentado desnatado.

2.2 Objetivos especificos

= Avaliar o efeito de inulina, em diferentes concentracées, como prebidtico na
cinética de acidificacao do leite fermentado por Streptococcus thermophilus
em co-cultura com Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus,
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus rhamnosus e Bifidobacterium

animalis subsp. lactis;

= Avaliar a sobrevivéncia dos probidticos, pos-acidificacdo e firmeza dos
leites fermentados enriquecidos com fibra, armazenadas a 4°C, apos 24

horas e sete dias;

= Avaliar os efeitos prebidticos da maltodextrina, polidextrose e oligofrutose

sobre probidticos;

= Avaliar a composi¢cao quimica da base do leite (pH, lactose, proteina e teor

de acido latico;

= Avaliar o perfil de acidos graxos e conteudo de CLA do leite fermentado

apos estocagem a 4°C por 24 h;

= Estudar um novo modelo co-metabdlico fazendo o uso de balangco de
carbono, graus de reducdo e balango de ATP com base no atual
conhecimento no metabolismo individual de cada uma destas bactérias

estudadas.
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3. REVISAO DE LITERATURA
3.1 Importancia dos microrganismos probiéticos

O estudo sobre alimentos probidticos vem se expandindo ha muitos anos,
tanto na Europa como em outros paises. Nos ultimos cinco anos o numero de
artigos cientificos, abordando esse tema, tem aumentado gradativamente. A
representacdo dos probidticos em estudos clinicos vem tomando grande
destaque, passando respectivamente de estudos in vitro, em animais e
atualmente em humanos (BJORKSTEN, 2005).

Os alimentos funcionais proporcionam um beneficio fisiolégico adicional,
além das qualidades nutricionais basicas fornecidas. Estes alimentos sao
atrativos para alguns consumidores que conhecem a importante associagao entre
saude e nutricdo (SANDERS, 1998). Os principais desenvolvimentos na area de
alimentos funcionais incluem selegéo e uso de microrganismos probioticos benéficos
e a adigcdo de compostos prebidticos ao produto. Esse ultimo auxilia na normalizacao
da microbiota intestinal (MATILLA-SANDHOLM et al., 2002). Além disso, produtos
lacteos fermentados contendo bactérias probidticas sempre foram reconhecidos
como saudaveis aos consumidores (LOURENS-HATTINGH; VILJOEN, 2001).

As bactérias acido-laticas isoladas do trato gastrintestinal dos humanos e
dos animais sao conhecidas como probiéticas. Esses organismos, quando usados
em grandes quantidades na preparacdo de alimentos e laticinios, devem
sobreviver a passagem através do trato digestivo superior quando consumidos.
Além disso, os microrganismos probidticos devem ser capazes de aderir as
células intestinais, trazendo efeitos benéficos ao intestino (GILLILAND, 1989).
Quando estes organismos s&o consumidos em grandes quantidades, eles
auxiliam no balango intestinal (FERREIRA, 2003). Os microrganismos probioticos
empregados em produtos lacteos funcionais pertencem a classe de Lactobacillus,
Bifidobacterium, Streptococcus e Saccharomyces (GOLDIN; GORBACH, 1984).



Os principais beneficios terapéuticos associados aos humanos através da
ingestdo de microrganismos probioticos tém sido descritos por muitos pesquisadores
e podem ser resumidos como: aumento da modulacido imune e prevencao de
certas doencas e/ou alteragdes em humanos como, por exemplo, diarréias, ma
digestdo de lactose, doengas inflamatérias intestinais, sindrome do intestino
irritado, constipagao, crescimento desordenado de bactérias intestinais, cancer de
bexiga, cancer cervical, alergias, colesterol, pressdo sanguinea, doengas
coronarias, infeccdo no trato urinario, trato respiratério superior e infeccdes
relacionadas (MATTILA-SANDHOLM et al., 1992; GOLDIN, 1998; HOLZAPFEL et
al.,1998; SALMINEN et al.,1998; OUWEHAND et al.,2003; AKIN et al., 2007).

Para produzir os beneficios desejados, as bactérias probidticas devem
estar presentes no produto em contagens viaveis ao serem consumidas. Kurmann
e Rasic (1991) recomendaram que a dose minima para causar efeito terapéutico
esta entre 10%-10° UFC.mL™". Embora este nivel ndo esteja bem estabelecido, ele
deve variar de acordo com espécies e estirpes utilizadas. Outros pesquisadores
sugeriram contagens entre 107-10® UFC.mL" (DAVE; SHAH, 1997; KAILASAPATHY;
RYBKA, 1997; RYBKA; KAILASAPATHY, 1995), porém este nivel pode ser atingido
aplicando doses diarias de 100 mL de produtos lacteos contendo 10" UFC.mL™" de
bactérias probidticas (OLIVEIRA et al., 2002). Esses microrganismos probioticos
frequentemente apresentam viabilidade baixa em preparacbes comerciais e
muitos fatores que podem afetar sua viabilidade foram identificados em leites
fermentados, tais como pH e niveis de acidez, presenca de outros microrganismos,
temperaturas de incubagao e/ou presenca de oxigénio (KAILASAPATHY; RIBKA,
1997; SHAH, 2000a; SHAH et al.,1995). Além disso, as bactérias probioticas
apresentam falta de atividade proteolitica em leite o que dificulta seu emprego
tecnolégico (KLAVER et al.,1993; LUCAS et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2001).

3.2 Definicao e legislagao

O alimento ou ingrediente que alegar propriedades funcionais ou de saude
pode, além de fungdes nutricionais basicas, quando se tratar de nutriente,
produzir efeitos metabodlicos e ou fisioldgicos e ou efeitos benéficos a saude,

devendo ser seguro para consumo sem supervisao médica (ANVISA, 1999).



Sao permitidas alegacdes de fungao e/ou conteudo para nutrientes e nao
nutrientes, podendo ser aceitas aquelas que descrevem o papel fisiolégico do
nutriente ou ndo nutriente no crescimento, desenvolvimento e fungdes normais do
organismo, mediante demonstragdo da eficacia. Para os nutrientes com fun¢des
plenamente reconhecidas pela comunidade cientifica ndo sera necessaria a
demonstracao de eficacia ou andlise da mesma para alegacdo funcional na
rotulagem (ANVISA, 1999).

Segundo ANVISA (1999) as alegacgdes sao definidas em:

» Alegacgao de propriedade funcional a qual se refere ao papel metabdlico ou
fisiologico que o nutriente ou nado nutriente tem no crescimento,
desenvolvimento, manuten¢cdo e outras fungdes normais do organismo

humano;

» Alegacao de propriedade de saude, que afirma, sugere ou implica a
existéncia da relagdo entre o alimento ou ingrediente com doenga ou

condigdo relacionada a saude.

Em relagdo aos probidticos a alegacado é definida como “microrganismo
que contribui para o equilibrio da flora intestinal. Seu consumo deve estar
associado a uma alimentagcdo equilibrada e habitos de vida saudaveis”. A
quantidade minima viavel para os probidticos deve estar situada na faixa de 10° a
10° UFC na recomendacdo diaria do produto pronto para o consumo, conforme
indicacdo do fabricante. Os valores menores podem ser aceitos, desde que a

empresa comprove sua eficacia (ANVISA, 2002).

3.3 Efeito da cultura probiética na fermentagao

Um bom desempenho tecnoldgico de culturas probidticas resulta em um
rapido crescimento no leite, no fornecimento de propriedades sensoriais
adequadas ao produto, e na sobrevivéncia ou viabilidade das bactérias durante o
armazenamento (OLIVEIRA et al., 2001). Na pratica comercial € muito comum o
uso de culturas iniciadora do iogurte como Streptococcus thermophilus e

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus combinados com bactérias probidticas



com o intuito de reduzir o tempo de fermentacdo. Entretanto, L. bulgaricus tende a
pos-acidificagdo no leite fermentado, afetando na viabilidade de bactérias
probidticas. Desta maneira, € recomendado o uso de culturas iniciadoras isentas
de L. bulgaricus (DAVE; SHAH, 1998). Outra técnica utilizada para aumentar o
crescimento e a atividade acidificante dos organismos probidticos em leite é
aumentar a fonte de energia disponivel adicionando glicose, por exemplo,
(OLIVEIRA; DAMIN, 2003) e fatores de crescimento como, por exemplo, extrato
de levedura e proteina hidrolisada ou antioxidantes adequados, minerais e
vitaminas (SHAH; LANKAPUTHRA, 1997; DAVE; SHAH, 1998; GOMES;
MALCATA, 1999; NAIDU; CLEMENS, 2000; OLIVEIRA et al., 2001). A influéncia
da suplementacdo de leite e da composicdo de culturas nas propriedades
cinéticas e firmeza do leite fermentado feita através de bactérias probidticas,
incluindo a viabilidade no produto, tém sido estudadas por muitos pesquisadores
(SHAH; LANKAPUTHRA, 1997; NAIDU; CLEMENS, 2000; OLIVEIRA et al., 2001;
SODINI et al., 2002; LUCAS et al., 2004).

3.4 Caracteristicas das culturas do iogurte e das probioéticas

As bactérias lacticas sdo bactérias Gram-positivas e esporogénicas que
acumulam &cido latico como produto primario do metabolismo (FERREIRA, 2003).
A fermentacdo de bactérias laticas em leite utiliza a lactose e o citrato, o qual
permite o acumulo de acido latico, principal produto, e também de produtos de
menor importancia, os quais sdo benéficos para o incremento de qualidades
organolépticas e de textura no produto (DE VOS; HUGENHOLTZ, 2004). O
composto C4 diacetil é parcialmente reduzido a acetoina, responsavel por aroma
de manteiga. Estes dois componentes acumulados na fermentagdo dependem da
fonte de carboidrato-lactose, da glicose e do citrato. O acido latico, o diacetil e a
acetoina sao derivados do piruvato, o qual é produzido em meio de cultura
contendo glicose e citrato. A glicose possui duas unidades de piruvato enquanto o
citrato possui somente uma. Entdo, cada carboidrato e cada citrato estédo
disponiveis para a biossintese do acido latico e produtos aromaticos como diacetil
e acetoina (GOUPRY et al., 2000; JSTLIE et al., 2003). Alguns estudos mostram



que o co-metabolismo do citrato com a glicose muda o perfil metabdlico produzido
durante a fermentacdo anaerdbica de bactérias acido-laticas: o acido latico é
derivado principalmente da glicose, mas o diacetil e a acetoina s&o produzidos
primariamente pelo citrato (GOUPRY et al., 2000; JSTLIE et al., 2003; DE VOS;
HUGENHOLTZ, 2004).

S. thermophilus tem morfologia de cocos (Figura 01), geralmente dispostos
em cadeia curta. Cresce em temperaturas entre 37 e 45°C, tolerando temperaturas
acima de 50°C. Apresenta alta sensibilidade a NaCl (<2%) e tem uma importante
funcéo de bio-ajuste no processo fermentativo na presencga de bactérias probidticas
(FERREIRA, 2003). Algumas estirpes produzem exopolissacarideos, sendo
completamente benéficos a produgdo de consisténcia em iogurtes, mantendo a

textura e a viscosidade durante o armazenamento (COLLET, 2005).

Figura 01. Streptococcus thermophilus.

Fonte: Universita degli studi di Basilicata, 2007.

L. bulgaricus s&o pequenos bastonetes (Figura 02), unidos por longas
cadeias, com crescimento em temperaturas entre 45 e 50°C, crescendo também
em temperaturas de -15°C (DELLAGLIO et al.,1992). Ambos os microrganismos
S. thermophilus e L. bulgaricus sdo conhecidos como culturas de iogurtes, sendo

homofermentativas, com temperatura ideal de crescimento de 42°C.



Figura 02. Lactobacillus bulgaricus.
Fonte: Hokkaido University, 2007.

S. thermophilus e L. bulgaricus presentes em leite tém uma interagéo
mutuamente favoravel e ndo obrigatoria caracterizada pelo fato de cada bactéria
produzir substancias que estimulam o crescimento da outra. Este fenbmeno é
denominado simbiose.

A simbiose foi estudada por muitos autores que mostraram o efeito
benéfico da mistura de culturas em comparacdo com a correspondente cultura
pura no crescimento, acidificagdo, producido de aromas, exopolissacarideos e
protedlise (BEAL et al., 1994). Estudos sobre os fatores de estimulacdo de uma
ou de duas bactérias, mostram que o Lb é estimulado pelo acido férmico e por
CO; produzidos por estreptococos e, St por aminoacidos e pequenos peptideos
da atividade metabdlica do Lb. O crescimento e a atividade acidificante do Lb séo
estimulados por acido férmico que aparece do tratamento térmico do leite e por
St. Esta producdo depende de estirpes e também da temperatura. O CO, € um
fator de estimulagcdo de Lb e provém da descarboxilagdo da uréia por urease
excretada por St. O crescimento de St é estimulado por atividade proteolitica do
Lb que gera aminoacidos e pequenos peptideos. Muitos aminoacidos sao
mencionados na literatura como fatores de estimulacdo do crescimento de St:
histidina, glicina, acido glutdmico, metionina, fenilalanina, arginina, cisteina,

valina, leucina, triptofano, tirosina, lisina e serina.
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Lactobacillus acidophilus (Figura 03) pertence a um grupo geneticamente
distante, isto &, dos lactobacilos homofermentativos restritos. E encontrado em
diferentes habitats, que o modificaram por muito tempo do ponto de vista
fenotipico e genotipico. Dentro do grupo, sdo encontradas espécies com perfil
acidificante (2,7% de acido latico) e/ou termdfilos (temperaturas de crescimento
de 40 a 52°C). L. acidophilus produz acido latico por fermentagdo de sacarose; é
anaerébico facultativo e é descrito como bacilo circular Gram-positivo, néo
esporulante, com tamanho geralmente de 0,6 a 0,9 ym, aparecendo em pares ou
formando pequenas cadeias. As coldnias sdo geralmente brancas. E exigente
nutricionalmente, requerendo nutricio complexa: aminoacidos, e fatores de
crescimento essenciais como pantotenato de calcio, acido fdélico, niacina e
riboflavina. O crescimento a 16°C € raro ou muito lento; em temperaturas
superiores, o crescimento depende das estirpes — algumas crescem a 45°C e
outras a 48°C. Lactobacillus acidophilus fermenta hexoses exclusivamente pela
via de Embden-Meyerhof-Parnas via lactato, enquanto que pentose e gluconato
nao sao fermentados. Acetoina e diacetil sdo produzidos por citrato e piruvato. Na
presenca de lactato ou em pH menor que 4,25, o piruvato ndo € convertido
imediatamente em diacetil e acetoina (DU PLESSIS et al., 1996).

Lactobacillus casei subsp. rhamnosus (Figura 04) pertence ao grupo dos
lactobacilos heterofermentativos facultativos. Como exemplo, fermenta hexoses
produzindo acido latico, mas também, outras pentoses depois da indugdao do
fosfocetolase com producdo de acido latico e acético. A frutose também é
fermentada. Este grupo, formado por bactérias muito difundidas na natureza, tem
trés espécies similares na homologia DNA-DNA e, muitas espécies nao
apresentam nenhuma relagédo filogenética bem conhecida (DELLAGLIO et al.,
1992; BEAL et al., 1994). O primeiro complexo é formado geneticamente por
espécies L. plantarum e espécies fechadas como L. pentosus, L. graminis, L.
agilis entre outras. O segundo, denominado como casei é formado por espécies
heterogénicas no qual o L. casei subsp. rhamnosus € incluido como fermentador
de raminose. O L. rhamnosus (GG) é usado como probiético e foi estudado em
modelos experimentais em animais e humanos, em estudos clinicos para
humanos, culturas de tecidos e in vitro (ALLANDER et al., 1999). Este

microrganismo é considerado o mais estudado dos probiéticos nos ultimos 10 anos.
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GG foi isolado de cultura fecal de humanos em 1985. Foi identificado
taxonomicamente através de métodos genéticos e eletroforese como L.
rhamnosus. No entanto, € um rhamnosum atipico porque nao fermenta a lactose,
maltose ou sacarose, fermentando somente a raminose muito lentamente
(GOLDIN, 1998).

Figura 03. Lactobacillus acidophilus.
Fonte: Magma, 2007.

Figura 04. Lactobacillus rhamnosus.

Fonte: Protonutrizione, 2007.

Bifidobacterium spp. sdo microrganismos Gram-positivos, anaerdbicos, nao
esporulantes e ndo possuem motilidade. Bifidobacterium spp. produzem acidos
latico e acético sem produzir CO,, exceto durante a degradagédo do gluconato. A
bifidobactéria originalmente humana fermenta a glicose, galactose, lactose e
frutose como fontes de carbono (GOMES; MALCATA, 1999). Segundo
ITSARANMUWAT et al. (2003), existem diferencas morfologicas, havendo o

formato de “Y” e membrana em forma de cocos dependendo da condigdo de

OLIVEIRA, R. P. S.
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crescimento e/ou de espécies. B. lactis (Figura 05) é encontrado em intestino

grosso de humanos.

Figura 05. Bifidobacterium lactis.
Fonte: ESCULAP, 2007.

3.5 Importancia dos prebioéticos

Atualmente os consumidores tém exigido altos padrdes para os alimentos.
Os alimentos devem apresentar sabor agradavel, baixo valor calérico ou conteudo
em gorduras, apresentar beneficios a saude. Os consumidores estdo mais informados
da relagédo que existe entre alimentacdo e saude. Logo, estdo procurando por
alimentos que apresentem beneficios multiplos associados ao sabor e a
aparéncia. Neste contexto, a industria de alimentos tem procurado oferecer
produtos que apresentem beneficios multiplos, associados ao sabor e a
aparéncia. Em lacteos funcionais, além de apresentarem esses requisitos citados,
os beneficios a saude sao potencializados com a adi¢do de probidticos e também
com certos tipos de fibras soluveis conhecidas como compostos prebidticos.

Como as industrias estdo interessadas em manter a viabilidade em seus
produtos, a suplementacao veio para potencializar o efeito probiético. Por exemplo,
suplementando o leite com hidrolisados de proteina, frutose, proteina do soro
concentrado, polpa de suco de tomate e mamao estimula L. acidophilus, enquanto a

cisteina, acidos hidrolisados, triptona, vitaminas, dextrinas e maltose aumenta a

OLIVEIRA, R. P. S.
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viabilidade de Bifidobacteria. Os compostos prebidticos também permite o
crescimento de bactérias probiodticas (LOURENS-HATTINGH; VILJOEN, 2001).
Os prebioticos possuem propriedades funcionais de grande importancia
para a industria de alimentos. Tanto inulina como a oligofrutose vém sendo
utilizadas para enriquecer com fibras produtos alimentares. Diferentemente de
outras fibras ndo tem sabores adicionais, podendo enriquecer os alimentos sem
alterar muito a viscosidade, a aparéncia e o sabor das formulagdes. As
propriedades nutricionais da inulina e das oligofrutoses s&o similares, assim, a
decisdo de formular com a inulina ou oligofrutose se da em fung¢ao dos atributos
desejados no produto final. A inulina € mais indicada quando se pretende obter
produtos com menor teor de gordura, enquanto oligofrutoses sdo adequadas para
mascarar o sabor residual de adocgantes de alta intensidade utilizados em
preparagdes alimentares. Estudos tém indicado que a inulina e as oligofrutoses
apresentam caracteristicas de prebidtico, por serem indigeriveis e desenvolverem
o efeito bifidogénico, melhorando a microbiota intestinal. Recomenda-se que a
inulina e as oligofrutoses sejam utilizadas com probi6ticos em alimentos para

obtencao do efeito simbiodtico.

3.5.1 Definigao e beneficios dos prebiéticos

Os prebidticos sdo componentes alimentares nao digeriveis que afetam
beneficamente o hospedeiro, por estimularem seletivamente a proliferagdo ou
atividade de populagdes de bactérias que sdo desejaveis no célon. Além disso, o
prebidtico pode inibir a multiplicagdo de patégenos, garantindo beneficios adicionais
a saude do hospedeiro. Esses componentes atuam mais frequentemente no
intestino grosso, embora eles possam ter também impacto sobre os microrganismos
do intestino delgado (ROBERFROID, 2001; MATTILA-SANDHOLM et al., 2002).

Entre os prebidticos encontram-se a inulina e as oligofrutoses que sao
fibras soluveis e fermentaveis. Sdo denominadas de frutanos, as quais ndo sao
digeriveis pela a-amilase e por enzimas hidroliticas, como a sacarase, a maltase e
a isomaltase, na parte superior do trato intestinal (CARABIN; FLAMM, 1999).
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Segundo ANVISA (2002) as alegagdes sao definidas como:

e Fibras alimentares - auxiliam o funcionamento do intestino. Seu
consumo deve estar associado a uma dieta equilibrada e habitos de

vida saudaveis;

¢ Frutooligossacarideos - contribuem para o equilibrio da flora intestinal.
Seu consumo deve estar associado a uma dieta equilibrada e habitos

de vida saudaveis;

¢ Inulina — contribuem para o equilibrio da flora intestinal. Seu consumo

deve estar associado a uma dieta equilibrada e habitos de vida saudaveis;

e Polidextrose - auxiliam o funcionamento do intestino. Seu consumo
deve estar associado a uma alimentacéo equilibrada e habitos de vida

saudaveis;

e Lactulose - funcionamento do intestino. Seu consumo deve estar

associado a uma alimentagao equilibrada e habitos de vida saudaveis.

As quantidades determinadas para fibras alimentares, lactulose,
polidextrose, inulina e FOS sdo de no minimo 3 g de fibras.100g™ em alimentos
sélidos e 1,5 g de fibras.100g™ em alimentos liquidos (ANVISA, 2002).

Os prebidticos sdo carboidratos nao-digeriveis, incluindo a lactulose, a
inulina e diversos oligossacarideos que fornecem carboidratos que as bactérias
do coélon sdo capazes de fermentar. Estes ingredientes funcionais exercem
influéncia sobre processos fisioldgicos e bioquimicos no organismo, resultando
melhoria da saude e em reducéo no risco de aparecimento de diversas doengas.
As principais fontes de inulina e oligofrutose empregadas na industria de
alimentos sdo a chicéria (Cichorium intybus) e a alcachofra de Jerusalém
(Helianthus tuberosus) (KAUR; GUPTA, 2002).

Existe também um polissacarideo denominado polidextrose, cujos efeitos
fisiologicos sédo similares aos de uma fibra da dieta (JIE et al., 2000). A
polidextrose € um polissacarideo sintetizado pela polimerizacdo aleatéria da
glicose, na presenga de quantidades menores de sorbitol e um catalisador acido

adequado, sob alta temperatura e vacuo parcial. E utilizada em muitos paises
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como agente de corpo e como ingrediente de valor caldrico reduzido (1kcal/g) em
diversos alimentos (HAMANAKA, 1987).

A polidextrose é parcialmente fermentada no intestino grosso, mas né&o é
digerida nem absorvida no intestino delgado, e em sua maior parte € excretada
nas fezes. Esse polissacarideo se fermenta parcialmente no intestino grosso,
aumenta o volume de massa fecal, reduz o tempo de transito, suaviza e abaixa o
pH do bolo fecal. A fermentagdo da polidextrose conduz ao crescimento de
microflora favoravel, a redu¢cdo da microflora putrefativa, a maior producédo de
acidos graxos de cadeia curta e a supressdao da producdo de metabdlitos
carcinogénicos como, por exemplo, o indol e o p-cresol (WANG; GIBSON, 1993;
ACHOUR et al., 1994).

3.5.2 Definicao da inulina e os seus efeitos benéficos

A inulina é um polissacarideo encontrado em uma série de produtos
vegetais, principalmente na raiz de chicéria (Chicorium intybus L.), uma planta
nativa da Europa, Africa e América, que pode ser cultivada em qualquer lugar do
mundo. Existem outros vegetais que contém consideraveis concentragcbes de
inulina e sdo bastante consumidos entre eles, destacando-se a chicdria, e a
alcachofra de Jerusalém onde as concentragdes podem chegar a 20% do peso
fresco (VORAGEN, 1998). A inulina é utilizada na agroindustria para a producgao
de alimentos de baixa caloria e como ingrediente funcional nas industrias
farmacéuticas. A tecnologia convencional para a producéo de inulina é a extragéo
aquosa, que tem alto custo energético devido as etapas de separagao (VAN LOO
et al., 2005).

A inulina é um polimero de D-frutose (Figura 06), sendo importante como
carboidrato de reserva de plantas. Pertence ao grupo dos frutanos e é sintetizada
por uma grande variedade de plantas (CARPITA et al.,, 1989). A inulina é um
polimero linear com ligagdes glicosideas (2—1) (ROBERFROID; GIBSON, 1998).

A inulina € um frutano constituido de uma mistura de polimeros e

oligbmeros superiores lineares de frutose. As unidades de B-D frutofuranosil sdo
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mantidas entre si por ligagdes do tipo B(2—1), e possuem molécula de glicose na
porcao inicial de cada cadeia linear de frutose (COUSSEMENT, 1997).

A oligofrutose tem a mesma estrutura da inulina, mas a cadeia consiste de
10 ou menos unidades de frutose. A oligofrutose tem aproximadamente de 30 a
50% de dogura. A inulina € menos soluvel que a oligofrutose e tem uma suave
textura cremosa fornecendo uma sensacao de gordura ao paladar. Tanto a inulina
quanto a oligofrutose ndo sao digeridas pelas enzimas do intestino de humanos,
mas sao totalmente fermentadas pela microflora intestinal. A cadeia curta de
acidos graxos e lactatos produzidos pela fermentacao formece 1,5 Kcal por grama
de inulina ou oligofrutose.A inulina e a oligofrutose sdo usadas para substituir
gordura ou agucar reduzindo as caloris dos alimentos como sorvetes, confeitos e
produtos lacteos (COUSSEMENT, 1997; AKIN et al., 2007).
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Figura 06. Estrutura da inulina.
Fonte: SCIENTIFIC PSYCHIC, 2007.

A inulina é um carboidrato largamente encontrado na natureza,
funcionando como carboidrato de reserva em muitas plantas. As plantas
apresentam hidrolise da inulina endégena em moléculas de menor grau de
polimerizagao, permitindo a sobrevivéncia dessas plantas durante o periodo de
inverno (CARPITA et al., 1989). E um frutano, com grau de polimerizagéo 11-60,
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composto por uma grande cadeia de frutose correspondente a 94%, e uma
molécula terminal de glicose. Sabe-se que a frutose tem maior poder adogante
que a glicose ou sacarose e que, diferentemente desses agucares, pode ser
usada também por diabéticos. Age no organismo de uma forma similar as fibras
dietéticas, contribuindo para a melhoria das condi¢gbes do sistema gastrintestinal.
Devido a essas propriedades, as industrias farmacéuticas e alimenticias tém
encontrado aplicagdes para a inulina na produgdo de alimentos funcionais,
compostos nutricionais e medicamentos (FIGUEIRA et al., 2004).

Os frutanos do tipo inulina dividem-se em dois grupos gerais: a inulina € os
compostos a ela relacionados — a oligofrutose e os oligofrutossacarideos (FOS). A
inulina, a oligofrutose e os FOS sdo entidades quimicamente similares, com as
mesmas propriedades nutricionais. A unica diferencga entre a inulina, a oligofrutose e
os FOS sintéticos é o grau de polimerizagdo, ou seja, o numero de unidades
individuais de monossacarideos que compdem a molécula (CARABIN; FLAMM,
1999). As diferengas no tamanho das cadeias entre a inulina e oligofrutoses

causam mudancgas nos atributos funcionais tecnolégicos destes compostos.

3.5.3 Efeitos prebidticos da inulina

Estudos revelam que ha um crescimento interessante de bactérias
probidticas utilizando a inulina como substrato. Humanos que ingeriram inulina
tiveram em seu sistema gastrintestinal quantidades elevadas de bactérias fecais
como bifidobactérias (RAO, 1999).

Os dados cientificos indicam que a inulina e a oligofrutose oferecem uma
dieta eficiente, além de fortalecer o trato gastrintestinal contra a colonizagao de
patégenos. Estes prebidticos realizam uma seletividade favorecendo uma vantagem
competitiva aos microrganismos benéficos como bifidobacteria e bactérias acido-
laticas. Esta estimulagéo seletiva do crescimento e desenvolvimento desses grupos
conhecidos como “promotores de saude”, € chamada de prebiose, um novo conceito
de nutricdo (MARTEAU; BOURTRON-RUALT, 2002).
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O numero de microrganismos promotores da saude no trato gastrintestinal
pode ser aumentado através da introdugcado de probidticos pela alimentagdo ou
com o consumo de suplemento alimentar prebidtico, o qual muda a composi¢éo
da microbiota fornecendo vantagens competitivas sobre outras baterias do
ecossistema (CRITTENDEN, 1999; ROBERFROID, 2002).

Os prebidticos como a inulina e a oligofrutose sao resistentes a digestdo na
parte superior do trato intestinal, sendo subsequentemente fermentado no célon.
Também os prebidticos exercem um efeito no volume, devido ao aumento de
biomassa que resulta de sua fermentacido, promovendo também um aumento na
freqUéncia de evacuacgoes, confirmando a sua classificacdo como fibra da dieta
(KAUR; GUPTA, 2002; ROBERFROID, 2002).

3.5.4 Aplicacgao tecnoldégica da inulina

Devido ao fato de apresentar cadeia maior, a inulina € menos soluvel que
as oligofrutoses e tem a habilidade de formar microcristais de inulina quando
misturada em agua ou leite. Estes microcristais nédo sdo percebidos na boca, mas
interagem para formar uma textura finamente cremosa que promovem na boca
uma sensagao semelhante ao da gordura. A inulina tem sido usada com sucesso
como substituto de gordura em varios produtos alimentares como bolos,
chocolates, embutidos e produtos lacteos (NINESS, 1999) podendo, ainda, ser
empregada em sorvetes, produtos lacteos, confeitos e produtos de panificagéo a
fim de reduzir calorias destes alimentos. Contudo, € a indigeribilidade da inulina
que tem permitido a maior utilizacdo desta como fibra alimentar.

A inulina € mais comumente usada quando se pretende obter produtos com
menor teor de gordura, enquanto as oligofrutoses sao mais utilizadas para as
preparagdes de frutas para iogurtes de baixa caloria e para balancear a dogura e
mascarar o sabor residual de adocantes de alta intensidade utilizados em

preparagdes alimentares (NINESS, 1999).
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3.5.5 Os beneficios a saude no consumo da inulina

Diversos estudos experimentais mostraram os efeitos da inulina e da
oligofrutose como fatores bifidogénicos, ou seja, que estimulam a predominancia
de bifidobactérias no célon, havendo entdo um estimulo do sistema imunolégico
do hospedeiro, reducdo nos niveis de bactérias patogénicas no intestino, um
alivio na constipacgao, diminuicdo do risco de osteoporose resultante da absorgéo
diminuida de minerais, como o calcio. Com isso haveria uma reducdo nos riscos
de arteriosclerose, através da diminuicdo na sintese de triglicérides e acidos
graxos no figado e diminuigdo do nivel desses compostos no sangue (KAUR;
GUPTA, 2002; FUCKS et al., 2006).

A inulina influencia a funcao intestinal pelo aumento da frequéncia das
evacuacoes, particularmente em pacientes constipados. O aumento do peso das
fezes nas evacuacodes e a diminuicao do pH fecal devido a fermentacgao, tém sido
relacionados a supressao da producado de substancias putrefativas no cdélon
(MENNE et al., 1997; ROBERFROID; GIBSON, 1998). Sendo a inulina resistente
a digestdo na porcado superior do trato intestinal, sua moléculas alcangam o
intestino grosso praticamente intactas, onde sao fermentadas pelas bactérias, e
podem ent&o ser classificadas como fibras alimentares soluveis (ROBERFROID;
GIBSON, 1998).

Sendo assim as fibras alimentares, especialmente as fibras soluveis,
efetivamente diminuem o colesterol sérico e as concentragdes do colesterol LDL,
que tem papel central na patogénese da aterosclerose, podendo contribuir na
protecdo contra doencgas coronarias. Os efeitos das fibras soluveis na diminui¢cao
do colesterol estdo relacionados com suas propriedades de formagao de gel,
diminuigdo da absorcédo de acidos biliares e agdo dos acidos graxos de cadeia
curta produzidos na fermentagao sobre a funcao hepatica. Além disso, verifica-se
que as fibras podem também atuar sobre fatores de risco para doencas
coronarias como hipertensao, obesidade e diabetes (ANDERSON, 1990).

A inulina estimula seletivamente o crescimento de bifidobactérias e mantém
em niveis baixos os bacterdides, clostridia ou coliformes contribuindo na
prevencao de cancer de colon. A administragao de inulina aumenta significativamente

as bifidobactérias fecais, produtoras do acido latico, diminuindo o pH fecal e
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criando um microambiente bactericida para as bactérias putrefativas,
desenvolvendo assim um microambiente que pode envolver a modulagdo de
enzimas bacterianas como B-glucoronidase, que pode converter procarcindbgenos
em carcindégenos (KULKARNI; REDDY, 1994; ROBERFROID; GIBSON, 1998).

Segundo KARPPINEN et al. (2000), a fermentacdo da inulina € a mais
rapida e produz relativamente mais acido butirico e menos acido propidnico que
os farelos de cereais. Este butirato € capaz de inibir a proliferacdo de um grande
numero de ceélulas in vitro, inclusive de células tumorais.

Outros efeitos adicionais a saude, como o aumento da absor¢ao de
minerais, principalmente o calcio estdo relacionados ao consumo de inulina. A
ingestao frequente de inulina diminui ou previne a perda de massa 6ssea, calcio e
fésforo dos ossos de ratos gastrectomizados e, a perda de densidade mineral
0ssea por ratos ovarioctomizados (TAGUCHI et al., 1994; OHTA, 1998). As doengas
do coragdo, cancer, estresse, colesterol alto, controle de peso, osteoporose e
diabetes sao atualmente, as maiores preocupacdes de saude. Sendo assim, o
foco na prevencédo de doencas por meio dos alimentos esta muito forte. Isso faz
com que a inulina aparega como importante ingrediente alimentar que pode ser
amplamente explorado em pesquisas e pela industria de alimentos, visando a

producao de alimentos funcionais (NINESS, 1999).
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CAPiTU LO IV

4. O EFEITO DA INULINA COMO PREBIOTICO NA PRODUGAO DE LEITE
FERMENTADO PROBIOTICO ENRIQUECIDO COM FIBRAS'

4.1 Resumo

Foi estudado o efeito da inulina como um prebidtico na produgéo de leite
fermentado probidtico enriquecido com fibra. A cinética de acidificagdo do leite
suplementado com inulina (0, 0,01, 0,02 e 0,04 g.g™'), bem como sobrevivéncia
dos probiodticos, pH e firmeza dos produtos armazenados a 4°C por 24 horas e 7
dias apos o preparo foram analisados. A qualidade do leite fermentado probidtico
enriquecido com fibra foi influenciada tanto pela quantidade de inulina quanto pela
composi¢cao da co-cultura. Dependendo da co-cultura, a adicdo de inulina
influenciou nos parametros cinéticos de acidificagdo, na contagem dos probidticos, o

pH e na firmeza dos produtos.

4.2 Introducgao

Atualmente, os consumidores estdo exigindo cada vez mais alimentos com
propriedades especiais, tais como aroma agradavel, baixo valor calérico e teor de
gordura, além de efeitos benéficos para a saude. Dentro deste contexto, a
industria de alimentos vem desenvolvendo produtos com melhor sabor e
aparéncia. Os produtos lacteos funcionais respondem a diversas exigéncias
nutricionais, juntamente com os beneficios de saude que sao reforgados através
da adicdo de probidticos, assim como por certos tipos de fibras soluveis

conhecidas como prebidticos.

T OLIVEIRA, R. P. S.; PEREGO, P.; CONVERTI, A.; OLIVEIRA, M.N. The effect of inulin as a prebiotic on the
production of probiotic fibre-enriched fermented milk. International Journal of Dairy Techonology. v. 2,
maio, p. 195-203,2009.DOI: 10.1111/j.1471-0307.2009.00471.x.[Fator de impacto: 1,159].
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Prebidticos sdo componentes alimentares néo digeriveis que sao benéficos
ao hospedeiro, porque estimulam seletivamente a proliferacdo ou atividade de
bactérias desejaveis no colon. Além disso, prebidticos podem inibir a multiplicagao
de patdgenos, garantindo beneficios adicionais de saude para o hospedeiro.
Esses componentes podem atuar principalmente no intestino grosso, embora
também possam causar impacto aos microrganismos presentes no intestino
delgado (ROBERFROID, 2000; MATTILA-SANDHOLM et al., 2002).

Entre os prebidticos, inulina e oligofrutoses s&o fibras soluveis e
fermenteciveis. Estes ingredientes alimentares sdo denominados frutanos e nao
sdo digeridas pela a-amilase ou enzimas hidroliticas na parte superior do trato
intestinal (CARABIN; FLAMM, 1999). As principais fontes de inulina e oligofrutose,
mais amplamente utilizados pela industria alimentar, sdo chicéria (Cichorium
intybus) e alcachofra (Helianthus tuberosus) (KAUR; GUPTA, 2002). Inulina é
muito utilizada para obter produtos com um baixo teor de gordura, enquanto
oligofrutoses s&o empregadas em preparados de frutas de baixa caloria, tais
como iogurtes, e para equilibrar a dogura e mascarar o sabor residual do
edulcorante nos alimentos manufaturados (NINESS, 1999; GUVEN et al., 2005).
A quantidade estabelecida para fibras alimentares sao, pelo menos, 0,03-0,06 g
de fibras.g”' em alimentos solidos e 0,015-0,03 g de fibras.g” em alimentos
liquidos (ANVISA, 2002).

Estes ingredientes alimentares funcionais influenciam nos processos
fisiolégicos e bioquimicos do organismo, resultando na melhoria da saude e na
reducdo do risco de muitas doencas. Varios estudos experimentais in vivo tém
mostrado os efeitos inulina e oligofrutoses, as quais estimulam o sistema
imunoldgico do hospedeiro e também promovem o predominio de bifidobactérias
no coélon, reduzindo os niveis de patogenicidade no intestino, aliviando a
constipacao e diminuindo o risco de osteoporose, o qual pode reduzir a absorgéo
de minerais, tais como o calcio. Esses prebidticos em questdo também reduzem o
risco de arteriosclerose por uma diminuigdo na sintese de triglicerideos e acidos
graxos (KAUR; GUPTA, 2002; FUCKS et al., 2006). A inulina regula a funcao
intestinal, aumentando a frequéncia de evacuacodes, especialmente em pacientes
com prisdao de ventre. O aumento no peso das fezes e reducdo do pH fecal

causada pela fermentagcdo sao consequéncias da supressao da producdo de
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substancias putrefativas no célon (MENNE et al., 1997; ROBERFROID; GIBSON
1998). Como a inulina é resistente a digestdo na parte superior do trato intestinal,
atinge o intestino grosso praticamente intacta - onde ocorre a fermentagédo por
bactérias, este ingrediente pode ser classificado como uma fibra alimentar soluvel
(ANDERSON, 1990; ROBERFROID; GIBSON, 1998).

Bactérias acido-lacticas (LAB) isoladas do trato gastrointestinal de
humanos e animais gastrointestinal sdo conhecidas como probidticos. Estes
organismos, quando utilizados em grandes quantidades na preparagao de
alimentos e produtos lacteos, devem sobreviver a passagem pelo trato digestivo
superior. Microrganismos probiéticos devem também ser capazes de aderir a
células intestinais, causando efeitos benéficos ao trato intestinal (GILLILAND,
1989). Quando esses organismos sao consumidos em grandes quantidades,
ajudam no equilibrio intestinal (FERREIRA, 2003). Microrganismos probioticos
utilizados em produtos lacteos funcionais pertencem aos géneros Lactobacillus,
Bifidobacterium, Streptococcus e Saccharomyces (GOLDIN; GORBACH, 1984).

Varios pesquisadores tém descrito os principais beneficios terapéuticos
para os seres humanos através da ingestao de microrganismos probioticos. Esses
beneficios podem ser resumidos da seguinte forma: aumento da modulagao
imunoldgica e prevencgéo de determinadas doengas como, por exemplo, diarréias,
intolerancia a lactose, doencas inflamatdrias intestinais, sindrome de intestino
irritado, constipacdo, crescimento desordenado das bactérias intestinais, cancér
de bexiga e de cdlon, alergias, colesterol elevado, hipertensado arterial, doencgas
coronarias e infec¢cao do trato urinario, bem como superior e as infec¢cdes do trato
respiratério (MATTILA-SANDHOLM et al., 1992; GOLDIN, 1998; HOLZAPFEL et
al., 1998; SALMINEN et al., 1998; OUWEHAND et al., 2003; AKIN et al., 2007).

A fim de produzir os beneficios desejados, bactérias probidticas devem
estar presentes nos produtos em quantidades de células viaveis desejadas
durante toda a sua vida-de-prateleira. Kurmann e Rasic (1991) recomendam que
a dose minima para o efeito terapéutico ser 10%-10° UFC.mL"". Esta concentragdo
o6tima desejavel ainda é muito discutida e estudada. Outros pesquisadores
sugeriram contagens de 10-10® UFC.mL™" (RYBKA; KAILASAPATHY, 1995; DAVE;
SHAH, 1997; KAILASAPATHY; RYBKA, 1997). Este nivel pode ser alcangado com

doses diarias de 100 mL de produtos lacteos contendo 10” UFC.mL™ de bactérias
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probiodticas (OLIVEIRA et al., 2002). Normalmente, microrganismos probioticos
tém baixa viabilidade em preparagdes comerciais; varios fatores que podem afetar
a sua viabilidade como, o pH, niveis elevados de acidez, outros microorganismos,
temperaturas de incubacdo e presenca de oxigénio (SHAH et al.,, 1995;
KAILASAPATHY; RYBKA, 1997; SHAH, 2000b; DAMIN et al., 2008). Além disso,
bactérias probidticas ndo tém atividade proteolitica em leite, o que torna a sua
utilizacéo e inclusdo tecnologicamente dificil (KLAVER et al., 1993; OLIVEIRA et
al., 2001; LUCAS et al., 2004).

O foco na prevencado das doengas por meio de alimentos funcionais é
atualmente muito forte. Inulina e probidticos aparecem como importantes ingredientes
alimentares, os quais poderiam ser amplamente exploradas através de pesquisas
cientificas e também pela industria alimentar para a producdo de alimentos
funcionais (NINESS, 1999; GUVEN et al., 2005). O efeito de inulina como prebidtico
na producéo leite fermentado probidtico rico em fibra, a cinética de acidificagdo do
leite enriquecido com inulina em diferentes concentracdes (1, 2 e 4 g 100 g™)
fermentados por Streptococcus thermophilus em co-cultura com Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus rhamnosus
e Bifidobacterium animalis subsp. lactis foram avaliados. Finalmente, a sobrevivéncia
dos probidticos, a pds-acidificacdo e a firmeza dos leites fermentados enriquecidos

com fibra, armazenadas a 4°C, apds 24 horas e sete dias foram analisados.

4.3 Material e métodos
Culturas microbianas

Foram utilizadas cinco estirpes de culturas puras iniciadoras comerciais
liofilizadas (Danisco, ZA des Engenieres, France): S. thermophilus TA040 (St) e
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus LB340 (Lb) - microrganismos do
iogurte, e Lactobacillus acidophilus LAC4 (La), Lactobacillus rhamnosus LBA (Lr)

e Bifidobacterium lactis BL 04 (BI) - microrganismos probioticos.
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Procedimento experimental
Preparacgao do leite

O leite foi preparado adicionando-se 13 g de leite em p6 desnatado Molico
(Nestlé) em 100 g de agua destilada (base de leite). A seguir, foram preparadas
as bases de leite suplementadas com inulinaa 1,2e 4 g.100g ™.

As bases de leite controle e suplementadas foram homogeneizadas com
auxilio de agitador magnético por 15 min e tratadas termicamente a 90°C durante
5 minutos em equipamento de banho-maria (Fisatom, Modelo 550 A, local). O
leite tratado foi recolhido e transferido a garrafas estéreis de 1 L, imediatamente
resfriado em banho de gelo, distribuido em erlenmeyrs estéreis de 250 mL em camara

de fluxo laminar e, acondicionados em camara fria a 4°C por 24h antes da utilizagao.

Preparagéao do inéculo

Foi preparada uma pré-cultura com La na qual se adicionou 100 mg de
cultura pura em 50 mL de leite autoclavado reconstituido a 10% de sdlidos totais.
Apés a homogeneizagédo, 1 mL da pré-cultura (ativada em banho-maria a 42°C
por 30 minutos) foi inoculado em frascos de 250 mL. O mesmo procedimento foi
utilizado para a preparacao de pré-culturas de Lb, Lr, Bl e St adicionando 400 mg,
130 mg, 45 mg e 90 mg respectivamente de cultura pura em 50 mL de leite a 10%
autoclavado a 121°C/20 minutos. As valores das contagens em média nas

diferentes pré-culturas variaram de 6,1 a 6,5 logUFC.mL™.

Fermentagao

Apods a inoculagao, as amostras foram colocadas em banho-maria acoplado
ao sistema Cinétique d’acidification (CINAC), Ysebaert, Frépillon, Franca até obter
a estabilizacdo da temperatura a 42°C. Apdés a inoculagdo, as amostras

adicionadas de cultura lactica foram homogeneizadas e a cinética de acidificagéo
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seguida pelo sistema CINAC até valores de pH 4,5, correspondente ao tempo de
fermentacgao final. A fermentagao experimental foi monitorada utilizando o sistema
CINAC de acordo com o descrito por Spinnler e Corrieu (1989), o qual permite a
medig¢ao continua e gravagao do nivel de pH computando a taxa de acidificagao
durante o periodo de fermentacgao.

A partir dos dados obtidos, calcularam-se as velocidades de acidificagao
(dpH/dt) expressa como miliunidades de pH/min (Vmax). No final do periodo de
incubacdo foram ainda calculados os seguintes parametros cinéticos: (i)tmax:
tempo no qual atinge-se a velocidade maxima (Vmax); (ii) pHvmax: pH do leite
quando a velocidade maxima foi atingida; (iii) t,Hs.0: tempo para atingir o pH 5,0 (h);
(iv) tona.5: tempo para atingir o pH 4,5(h).

Quando o pH 4,5 foi atingido, a fermentacao foi interrompida manualmente
através da agitacdo do coagulo com auxilio de um bastdo de acgo inoxidavel com
disco perfurado; o bastdo foi movimentado para cima e para baixo por 80
segundos. O produto fermentado foi colocado em copos plasticos de polipropileno
de 50 mL e selados termicamente usando o equipamento Selopar (BrasHolanda,
Pinhais, Brasil) e rapidamente resfriados em banho de gelo. O produto fermentado
foi estocado a 4°C.

Foram investigados a cinética de acidificagdo durante toda a fermentagao
do leite suplementado com 1 (SM1), 2 (SM2) ou 4 (SM4) g inulina. 100 g™ por S.
thermophilus em co-cultura com L. bulgaricus, L. acidophilus , L. rhamnosus e
B. lactis. Foram também examinados a sobrevivéncia dos microrganismos
probidtico, pds-acidificacdo e firmeza dos leites fermentados enriquecido com
fibra, armazenados a 4°C por 24 h e/ou 7 dias apds a preparacdo. Leite nao

suplementado (M) foi utilizado como controle.

Analises fisico-quimicas

Analises fisico-quimicas foram feitas com amostras de leite suplementadas
com inulina em triplicata, e os resultados foram expressos em g.100 g™'. A gordura
foi determinada pelo método de Gerber, de acordo com Schmidt-Hebbel (1956). O

teor de proteina foi calculado em fungdo do teor de nitrogénio total, através do
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método de micro-Kjeldahl, usando 6,38 como um factor de conversao
(ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS, 1995). Teor de lactose
foi determinado por titulagdo utilizando a solugdo da Fehling (INSTITUTO
ADOLFO LUTZ, 1985). O teor de solidos totais foi determinada pelo peso seco de
100-105°C, seguindo o método recomendado pela ASSOCIATION OF OFFICIAL
ANALYTICAL CHEMISTS (1995).

4.4 Resultados e discussao
Composigao quimica do leite

A composicao do leite sem e com adicdo de inulina sdo apresentadas na
Tabela 01. Gordura, proteina e solidos totais variaram de 0,03 a 0,06 mg.g™, 4,00
a 4,10 mg.g', e de 13,20 a 15,63 g.100 g, respectivamente. Ndo foram
observadas diferengas significativas nos teores de gordura e proteina, no entanto,
valores de sélidos totais variaram de forma significativa. Teor de lactose variou de
4,43 a 4,63 g.100 g'; esta foi significativamente afetada pela adicdo de 4,0 g de

inulina por 100 g de leite.

Tabela 01. Composicao quimica do leite*.

Leite Inulina Gordura Proteina Lactose Sélidos Totais
(99" (mg g”) (mg g7 (99" (99"

M 0 0,62 40,72 0,0442 0,132°
SM1 0,01 0,32 40,0° 0,045% 0,140°
SM2 0,02 0,62 40,32 0,046% 0,148°
SM4 0,04 0,32 41,02 0,046° 0,156°

* Médias dos resultados em triplicata, média do desvio padréo 20,03.
Médias na mesma coluna com diferentes letras sdo diferengas significativas; 2< 0,05
M: Leite ndo suplementado; SM1: Leite suplementado com 0,01 g de inulina.g'1; SM2: Leite
suplementado com 0,02 g de inuIina.g'1 ; SM4: Leite suplementado com 0,04 g de inuIina.g'1.
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Cinética de acidificacao

As curvas de acidificacdo do leite suplementado com a inulina s&o
mostradas na Figura 07. O tempo de fermentagao foi curto para todas as co-
culturas (St-La, St-Lb, St-Lr e St-Bl), quando foram adicionados 4,0g de inulina por
100 g de leite, demonstrando que o prebidtico diminui o tempo de fermentagéo.

a)StLa b) StLb
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Figura 07. Curva de acidificagdo do leite (linha tracejada) e leite suplementado com
0,04 g de inulina g™ (linha continua) a 42°C até o pH 4,5.

Os parametros cinéticos acidificagdo do leite fermentado por L. bulgaricus,
L. acidophilus, L. rhamnosus e B. lactis em co-cultura com S. thermophilus sao
apresentados na Tabela 02. A taxa maxima de acidificagdo (Vmax) variou de
14,65 x 10 upH min™ (St-BI/SM1) a 18,78 x 10 upH.min™" (St-Lb/SM), com

diferencas significativas entre os ensaios. Os valores de Vpax foram
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significativamente mais elevados quando inulina foi utilizada. Os valores de tmax
variaram significativamente, de 2,91 h (St-Lb/SM1) a 3,53 h (St-BI/SM1). Em todas
as culturas, tmax diminuiu com o aumento da suplementacéo de inulina; no entanto
tmax foi ligeiramente influenciado quando a co-cultura St-Lr foi utilizada. A co-
cultura St-Bl no SM1 obteve o maior valor de tnax; no entanto, o valor desse
parametro foi significativamente menor em SM2 e SM4. Os valores de Vmax
descritos nesse estudo foram similares aos aqueles obtidos por OLIVEIRA et al.
(2001), no qual o leite fermentado suplementado com hidrolisado de caseina com
L. rhamnosus e L. acidophilus em culturas mistas com S. thermophilus, mas os
valores de tnax do trabalho em questdo foram maiores.

Embora pHymax tivesse variado de 5,51 (St-Lb/SM4) a 6,11 (St-Lb/SM1), as
diferencas nao foram significativas. Diferengas significativas foram observadas
para os valores de tphs0: de 3,55 (St-Lb/SM4) a 5,43 (St-BI/SM1). No geral, esses
valores foram reduzidos nos leites que foram suplementados com inulina, exceto
no caso da co-cultura St-Lb, o qual obteve valores maiores em 1 e 2 g.100 g™, co-
cultura St-Lr em 1, 2 e 4 g.100 g, e co-cultura St-Bl, o qual alcangou maiores
valores de tons0em 1 e 2 g.100 g’ (Tabela 02).

Os tempos de fermentagéo (tphss) variaram de 5,2 a 11,2h. Existem
diferencas significativas neste parametro; os tempos foram menores no leite
suplementado com inulina, especialmente a 4 g.1009'1. A co-cultura St-Lr foi
fortemente afetada com a inulina. No entanto, o tempo de fermentagdo nas co-
culturas St-Lb (SM1), St-Lr (SM1 e SM2), e St-BlI (SM1), foram proximos aos
obtidos nas outras concentragdes (Figura 08).

Ozer et al. (2005) observaram que o tempo de fermentacéo da cultura St-
Lb para alcancgar o pH 4,6 foi de 3,5 h, enquanto que na co-cultura St-Lb-La-Bb
foram necessarias mais que 8 h de fermentagcdo. A adigdo de inulina e/ou
lactulose para estas co-culturas reduziu este parametro para 7,0 e 7,3 h,
respectivamente. Apdés 14 dias de armazenamento, o pH variou de 4,03 a 4,42
para St-Lb-La-Bb no leite suplementado com inulina e lactulose, respectivamente.
OLIVEIRA et al. (2002).
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Tabela 02. Parametros cinéticos de acidificacdo do leite fermentado por Lactobacillus
bulgaricus, Lactobacillus acidophilus (La), Lactobacillus rhamnosus (Lr) e Bifidobacterium

lactis (BI) em co-cultura com Streptococcus thermophilus (St)

(10 upH.min™) (h) (h)
M St-Lb 17,9% 3,03%° 5,532 3,68%
M St-La 16,430° 3,23%% 5,712 4,70%
M St-Lr 15,320 3,032 5,712 4,26
M St-BI 16,03° 3,35°f 5,682 4,83%
SM1 St-Lb 17,8% 2,912 6,112 3,75%°
SM1 St-La 16,620 3,20°%% 5,732 4,85%"
SM1 St-Lr 16,02° 3,05%° 5,742 4,63%
SM1 St-BI 14,62 3,53 5,762 5,43f
SM2 St-Lb 17,2 3,03%° 5,592 3,73%°
SM2 St-La 16,73 3,18%¢ 5,732 4,76%
SM2 St-Lr 16,3%° 3,16°%% 5,762 4,95°
SM2 St-BI 15,5% 3,319 5,882 5,01
SM4 St-Lb 18, 8¢ 2,93 5,512 3,552
SM4 St-La 17,10 3,16P°% 5,642 4,31%
SM4 St-Lr 16,3%° 3,100 5,582 4.45%
SM4 St-BI 16,3%° 3,23%¢ 5,622 4,80%

M: Leite ndo suplementado; SM1: Leite suplementado com 0,01 g de inulina.g'1; SM2: Leite suplementado

com 0,02 g de inuIina.g'1 ; SM4: Leite suplementado com 0,04 g de inulina.g'1.

Vmax: maxima taxa de acidificagéo; tmax: tempo para alcangar a maxima taxa de acidificagdo; pHymax: pH do

leite qundo a maxima taxa de acidificagéo foi alcangada; tyHs.0: tempo para alcangar o pH 5,0.
Valores com diferentes letras na mesma coluna mostram diferencgas significativas (P < 0,05).

SODINI et al. (2002) relataram que o tempo fermentacéo foi curto para a

co-cultura St-La (8,8 h), quando comparado a St-Lr (13,2 h), o qual pode ser

explicado pela maior taxa de acidificagao do La.
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Figura 08. Efeito da adigdo de inulina durante o tempo de fermentagdo (tpnss) por
Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus rhamnosus, e Bifidobacterium
lactis em co-cultura com Streptococcus thermophilus. Adicdo de inulina (g g™): 0 (H); 0,01
(W); 0,02 (); 0,04 ().

pH e acidez

A Tabela 03 apresenta os resultados de pds-acidificagao e acidez do leite
fermentado por L. bulgaricus, L. acidophilus, L. rhamnosus e B. lactis em co-cultura
com S. thermophilus. Os valores de pH variaram de 4,32 (St-La/M) a 4,48 (St-Lr/M) em
1 dia apos a fermentagéo (D1), e de 4,15 (St-La/SM4) a 4,37 (St-La/M) apds 7 dias (D7).

Na média, houve um decréscimo de 0,14 upH apds 7 dias de armazenamento
a 4°C. Usando-se as co-culturas St-Lb e St-La, a pos-acidificagdo foi maior no leite
suplementado com 4 g de inulina.100 g™, enquanto houve uma grande acidificacdo no
leite suplementado com 1 g de inulina.100 g™ com o uso das co-culturas St-Lr e St-Bl.

BIROLLO et al. (2000) observaram que o pH do leite fermentado era
inicialmente 4,7, diminuindo para 4,25 apds 45 dias. A suplementacao do leite
com a inulina provocou uma maior pos-acidificacao para todas as co-culturas, o

qual pode ser explicado através do efeito da proteina ndo nitrogenada, que
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estimula a atividade metabdlica durante o armazenamento a frio (DAVE; SHAH,
1998; BEAL et al., 1999).

Apos D1, a acidez variou de 0,81 (St-BI/M) a 1,03 g.100g'de acido latico
(St-La/SM2). Quando foi usada a co-cultura St-Lb, a quantidade de &cido latico
aumentou com o aumento da concentragcdo de inulina na formulagdo, mas
somente o maior teor de inulina (4 g.100 g™') produziu uma diferenca significativa.
Com a co-cultura St-La, a adigéo de 2 g.100 g'1 de inulina causou uma maior produgao
de acido latico, em comparagcdo com todas as outras co-culturas. Com a co-cultura
St-Lr, a maior produgao de &cido latico (0,94 g.100 g™') foi obtida com 1 g.100 g™

Os valores mais baixos de acido latico foram encontrados quando a co-cultura
St-Bl foi utilizada, variando de 0,81g.100 g de acido latico em Ml a 0,86 g.100 g™ em
SM1; esta diferenca foi significativa. A produgéo de acido latico foi sempre maior
apds sete dias a fermentacdo (D7) que apds D1, variando de 0,9 g.100 g™ (St-Lr/M)
a 1,20 g.100 g'1 de acido latico (St-La/SM2). O principal valor de produgédo de
acido latico foi 0,13 g.100 g (Tabela 03). Ozer et al. (2005) observaram uma
producdo de acido latico variando de 0,99 a 1,18 g.100 g'1 apés um dia de
fermentacdo, e de 1,33 a 1,58 g.100 g’ apds 14 dias de armazenamento, que &

semelhante aos valores encontrados no presente trabalho.

Contagens das bactérias probioticas

A Figura 09 ilustra as contagens de bactérias probioticas (L. bulgaricus,
L. acidophilus, L. rhamnosus e B. lactis) e S. thermophilus (St) em leite fermentado
suplementado ou ndo com inulina apés 24h (D1) e sete dias (D7) de fermentagao.

As contagens de S. thermophilus apdés 1 dia da fermentagao variou de 8,67
(St-Bl) para 9,45 IogUFC.mL'1(St—Lr) em SM1, sem diferengas significativas entre
as culturas (Figura 09a). Apos 7 dias da fermentacéo, as contagens variaram de
8,18 (St-Bl) a 9,42 logUFC.mL™"(St-Lr) com diferencas significativas entre eles
(Figura 09b). Em média, a adicdo de 4 g.100 g’ de inulina resultando em um

decréscimo 0,40 logUFC.mL"para a cultura La e 0,69 logUFC.mL"para Lr.
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Tabela 03. Pds-acidificacdo e acidez do leite fermentado por Lactobacillus bulgaricus,
Lactobacillus acidophilus (La), Lactobacillus rhamnosus (Lr) e Bifidobacterium lactis (Bl) em
co-cultura com Streptococcus thermophilus (St)

Leite Co-cultura pH Acidez
(mg de &cido latico g”)
D1 D7 D1 D7
M St-Lb 4,41% 4,25% 8,32 10,1
M St-La 4,322 4,22 10,2" 11,6°
M St-Lr 4,48% 4,37 8,9 9,0°
M St-BI 4.44! 4,257 8,12 10,00
SM1 St-Lb 4,37% 4,22°%% 8,42° 10,1%"
SM1 St-La 4,35 4,24° 9,99 11,7°
SM1 St-Lr 4,39° 4,32" 9,4° 9,7
SM1 St-BI 4,40 4,23%f 8,6™ 10,2f
SM2 St-Lb 4,41% 4,21 8,420 9,6°
SM2 St-La 4,343° 4,20 10,3’ 12,0"
SM2 St-Lr 4,46 4,36" 9,1% 9,0°
SM2 St-BI 4,429 4,25% 8,420 10,2°
SM4 St-Lb 4,33% 4,18° 9,1% g,gPede
SM4 St-La 4,35 4,152 9,7% 12,4
SM4 St-Lr 4,419 4,34" 9,1% 9,7°
SM4 St-BI 4.44" 4,279 8,3% 9,8Pd

M: Leite ndo suplementado; SM1: Leite suplementado com 0,01 g de inulina g'1; SM2: Leite suplementado com
0,02 g de inulina g'1 ; SM4: Leite suplementado com 0,04 g de inulina g'1.

D1: apds 24 h de fermentagao do produto a 4°C.

D7: apés 7 dias de armazenamento do produto a 4°C.

Valores com diferentes letras na mesma coluna mostram diferengas significativas (2 < 0,05).
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Birollo et al. (2000) observaram que S. thermophilus permaneceram em
condicdes viaveis (~ 10° logUFC.mL™") apés 40 dias de armazenamento a 6°C. As
contagens de Lactobacillus bulgaricus atingiram 108 logUFC.mL™" nos 10 primeiros
dias, sob as mesmas condi¢cdes de armazenamento, e apds 45 dias, as contagens
continuavam a ser ~ 10" logUFC.mL™. Lucas et al. (2004) observaram que a adicdo
de hidrolisado de proteina incrementou as contagens de S. thermophilus e
acidificacdo, reduzindo o tempo de fermentacdo e o crescimento das bactérias
probidticas (L. acidophilus e L. rhamnosus). O tempo de fermentagéo foi mais curto
quando o hidrolisado de proteina foi adicionado; afetando o crescimento das
bactérias probidticas, levando a um crescimento mais lento comparado com o S.
thermophilus, semelhante aos resultados encontrados por Dave e Shah (1998).

Apés D1, as contagens dos probidticos variaram de 7,37 (St-L.r / M) a
9,13 logUFC.mL™" (St-BI/SM4). Houve um crescimento significativo de St-Lb no
leite suplementado com inulina. Comparado ao controle, o crescimento de La no
leite suplementado com inulina foi significativamente maior. No entanto, nenhum
aumento significativo nas contagens de Lr no leite suplementado com 1 g.100 g™
de inulina foi observada; entretanto, as mudangas foram significativas quando 2 e
4 g.100 g’ de inulina foram adicionadas. De fato, a inulina também aumentou
significativamente a viabilidade de Bl, demonstrando o efeito bifidogénico por ela
causada (Figura 09).

Ozer et al. (2005) compararam o efeito de 0,59.100 g"' a 1 g.100 g de
inulina e 0,25g.100g™" a 2,59.100 g de lactulose no crescimento de L. acidophilus
e B. bifidum. Tanto inulina e lactulose ndo influenciaram no crescimento de St-Lb,
enquanto estes dois ingredientes estimularam o crescimento de B. bifidum. A
lactulose aumentou o crescimento das bactérias probidticas mais do que a inulina;
e este ultimo nao estimulou o crescimento de La.

Em D7, a viabilidade das bactérias probidticas L. acidophilus e B. lactis
diminuiu de ~ 0,04 e ~ 0,15 logUFC.mL™", respectivamente. No entanto, as
contagens permaneceram estaveis para as culturas de L. rhamnosus e L.
bulgaricus. A suplementagdo do leite fermentado com a inulina influenciou na

sobrevivéncia das bactérias probioticas (Figura 10).
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Figura 09. Efeito da adigdo de inulina na contagem bacteriana de Lactobacillus
bulgaricus, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus rhamnosus e Bifidobacterium lactis
em co-cultura com Streptococcus thermophilus apés 24 h de armazenamento do produto
a 4°C. Adigao de inulina (g.g"): O (H); 0,01 (M); 0,02 ("); 0,04 (). A: Contagem das
bactérias probidticas. B: Contagem de S. thermophilus.
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Figura 10. Efeito da adigdo de inulina na contagem bacteriana de Lactobacillus
bulgaricus, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus rhamnosus e Bifidobacterium lactis
em co-cultura com Streptococcus thermophilus apés 7 dias de armazenamento do
produto a 4°C. Adicdo de inulina (g.g™"): O (M); 0,01 (M); 0,02 ("); 0,04 (). A: Contagem
das bactérias probidticas. B: Contagem de S. thermophilus.
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De acordo com Akin et al. (2007), a adigdo de inulina influenciou nas
contagens de St e Lb, enquanto para La e Bl a viabilidade foi aumentada com o
uso desta fibra. Em sorvetes, as contagens de La e Bl alcangou 10° CFU.mL"
depois de 90 dias de armazenamento; quando a inulina foi adicionada, este
decréscimo foi mais lento (10° logUFC.mL™"). Lucas et al. (2004) observaram que
as contagens de L. rhamnosus nao foram significativamente afetadas pela adigéo
de hidrolisado de proteina. As contagens de La diminuiram mais rapidamente que
as contagens de Lr, ambos foram maiores com a suplementacao. A adicdo deste

ingrediente tem um forte efeito no tempo de fermentagao e na pds-acidificagéo.

Firmeza

A firmeza do iogurte e do leite fermentado esta diretamente associada ao
teor de solidos totais (PENNA et al., 1997; DAVE; SHAH 1998; TRACHOQO;
MISTRY 1998; TAMIME, 2005), e com o tipo de proteina (CHO et al.,, 1999;
TAMIME, 2005) . No presente estudo, o teor de sélidos totais variaram de 0,132 a
0,156 g.g™", e a e a quantidade de proteina no leite foi, em média, 40,5 mg.g™".

Apods D1, firmeza variou de 0,28 (St-Lb/M) a 0,47 N (St-Lr/SM4), enquanto
em D7, aumentou, em média, ~0,06 N quando comparado ao D1, variando de
0,33 (St-Lb / M) a 0,54 N (St-Lr/SM4). Isto significa que a suplementagao do leite
com inulina aumentou a firmeza de todos os produtos em questdo (Figura 11),

bem como relatado por Martin et al. (1999) e Oliveira et al. (2001).
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Figura 11. Efeito da adicdo de inulina na firmeza do leite fermentado por Lactobacillus
bulgaricus (St-Lb), Lactobacillus acidophilus (St-La), Lactobacillus rhamnosus (St-Lr) e
Bifidobacterium lactis (St-Bl) em co-cultura com Streptococcus thermophilus apés 1 dia
de fermentagéo e 7 dias (D7) de armazenamento a 4°C. Adigéo de inulina (g.g™"): 0 (M);
0,01 (Mm); 0,02 ("); 0,04.
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De acordo com Damin et al. (2006), a firmeza em marcas comerciais de
iogurtes no Brasil varia de 0,32 a 0,79 N a 5°C. Segundo Oliveira et al. (2001), a
suplementacao de leite (com hidrolisado de caseina, soro e proteinas do leite) e a

composic¢ao de cultura afetam diretamente a firmeza do produto final.

4.5 Conclusoes

= A inulina influenciou significativamente a cinética de acidificagdo das

culturas probidticas no leite;

A taxa maxima de acidificacdo aumentou com o teor de inulina; a
suplementacado do leite com 4 g.100 g'1 de inulina reduziu o tempo de

fermentagao de S. thermophilus e L. rhamnosus, em co-cultura;

= A adicao de inulina resultou em uma maior pos-acidificagdo em todas as

co-culturas estudadas;

= As contagens dos probidticos foram superiores a 7,37 logUFC.mL™; a
inulina causou um efeito bifidogénico, in vitro, estimulando o crescimento
de B. lactis e aumentou a viabilidade dos microrganismos probidticos; em
B. lactis esse parametro foi mais evidenciado. As contagens permaneceram

praticamente estaveis apds 7 dias de armazenamento a 4°C;

= A suplementagéo do leite com a inulina resultou uma maior firmeza do leite

fermentado probidtico.



40

CAPiTULO Vv

5. EFEITO DE DIFERENTES PREBI()TICOS’ SOBRE A CINETIQA DE
FERMENTACAO, SOBREVIVENCIA DE PROBIOTICO E PERFIL DE ACIDOS
GRAXOS NO LEITE FERMENTADO SIMBIOTICO DESNATADO?

5.1 Resumo

Os efeitos simultdneos das diversas co-culturas binarias de Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus rhamnosus e Bifidobacterium
lactis com Streptococcus thermophilus e de diferentes prebidticos sobre a produgao
do leite fermentado foram investigadas. Em particular, foram determinados e
comparados a cinética de acidificagao do leite, tanto na auséncia como presenca
de 4% (w/w) de maltodextrina, oligofrutose e polidextrose, bem como a sobrevivéncia
dos probidticos, composi¢cao quimica (pH, lactose, acido latico e conteudo de
proteinas), perfil de acidos graxos e teor de acido linoléico conjugado (CLA) do
leite fermentado apos armazenamento a 4°C por 24 h. A qualidade do leite
fermentado foi fortemente influenciada tanto pela composicdo da co-cultura
quanto pelos diferentes prebidticos. Dependendo da co-cultura, a adicdo de
prebidtico no leite influenciou os parametros cinéticos acidificacdo. Todas as
contagens de probidticos foram estimuladas pela oligofrutose e polidextrose, e
entre estes B. lactis exibiu as maiores contagens em todas as amostras de leite
suplementadas. A adi¢ao de polidextrose levou a maior pés-acidificagdo. Embora
o conteudo dos principais acidos graxos fosse apenas pouco influenciado, as
maiores quantidades de acido linoléico conjugado (38% superior ao do controle)
foram encontrados no leite fermentado por co-cultura de S. thermophilus - L.

acidophilus e suplementado com maltodextrina.

2 OLIVEIRA, R. P. S.; FLORENCE, A.C.R.; SILVA, R. C.; PEREGO, P.; CONVERTI, A.; GIOIELLI,
L.A.; OLIVEIRA, M.N. Effect of different prebiotics on the fermentation kinetics, probiotic survival
and fatty acids profiles in nonfat symbiotic fermented milk. International Journal of Food
Microbiology, v.128, p.467-472, 2009. DOI: 10.1016/j.ijfoodmicro.2008.10.012. [Fator de Impacto:
2,753].
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5.2 Introducgao

Atualmente, os consumidores estdo cada vez mais atentos e informados
com relacdo as propriedades que os alimentos oferecem, tais como, sabor
agradavel, baixo valor caldrico e baixo teor de gordura além dos efeitos benéficos
para a saude. Dentro deste contexto, a industria alimentar tem buscado oferecer
produtos com melhor sabor e aparéncia. Além disso, os produtos lacteos
funcionais cumprem estes requisitos, ou seja, proporcionam beneficios para a
saude, os quais sao reforcados com a adigcdo de probidticos, assim como por
certos tipos de fibras soluveis conhecidos como prebiodticos. As quantidades
estabelecidas para fibras alimentares sdo de pelo menos 3-6% (w/w) em
alimentos solidos e 1,5-3% (w/w) em alimentos liquidos (ANVISA, 2002).

Os probidticos tém sido definidos de varias maneiras, dependendo dos
seus efeitos sobre a saude e o bem-estar aos seres humanos. Esses
microorganismos sdo suplementos microbianos vivos alimentos que melhoram a
populacdo microbiana intestinal do hospedeiro. Nos ultimos anos, tem havido um
interesse crescente na utilizagdo de microrganismos probidticos na industria de
laticinios. Os produtos foram desenvolvidos e estdo no mercado mundial (ANAL,;
SINGH, 2007). Para produzir os beneficios desejados, bactérias probioticas
devem estar presentes no produto em contagens viaveis durante toda a sua vida-
de-prateleira. Kurmann e Rasic (1991) recomendaram que a dose minima capaz
de garantir o efeito terapéutico deve variar entre 7 e 9 logUFC.mL™". Embora este
nivel ndo seja bem estabelecido, deve variar de acordo com as estirpes utilizadas.
Outros pesquisadores sugeriram contagens no intervalo de 7-8 logUFC.mL-1 UFC/mL
(DAVE; SHAH, 1997), que pode ser alcangado aplicando doses diarias de 100 mL
de produtos lacteos contendo 7 logUFC.mL™" de bactérias probidticas (OLIVEIRA
et al., 2002).

Os prebidticos sdo componentes alimentares ndo digeriveis que atuam
beneficamente sobre o hospedeiro, porque estimulam seletivamente a proliferacdo ou
a atividade das populagdes bacterianas que sao desejaveis ao célon (MATTILA-
SANDHOLM et al., 2002).
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Os prebiodticos mais importantes séo inulina e oligofrutoses, que sao fibras
soluveis e fermentesciveis (GIBSON et al., 2004). Estas substéncias sdo denominados
frutanos e ndo podem ser digeridas pela a-amilase ou outras hidrolases na parte
superior do trato intestinal (CARABIN; FLAMM, 1999). Inulina e outros fructo-
oligossacarideos sao frequentemente empregados em estudos como resisténcia a
digestao pelo acido gastrico e enzimas pancreaticas in vivo (CUMMINGS et al., 2001).
Os oligossacaridos em geral podem servir como agentes prebidticos e também
suprimem as bactérias potencialmente deletérias presentes na microbiota
gastrointestinal (KAJIWARA et al.,, 2002). Na maioria dos casos, o aumento do
numero de Bifidobacterium spp. na microbiota intestinal tem sido o principal foco
de acado de prebidticos (AKALIN et al., 2004, GIBSON et al., 2004), embora também
lactobacilos, que merecem atencao devido ao seu efeitos de promocéo da saude.
A inulina é principalmente aplicada para obter produtos com baixo teor de gordura,
enquanto oligofrutoses sao empregados em preparados de frutas com baixas
calorias, tais como em iogurtes, bem como para equilibrar a dogura e mascarar o
sabor residual do edulcorante utilizado em preparagdes alimenticias (NINESS, 1999).

A polidextrose € um polissacarideo da glicose com teor calérico de 1 kcal/g
(ACHOUR et al., 1994). Todas as possiveis ligacdes glicosidicas presentes sao:
ae B 1-2, 1-3, 1-4 e 1-6, entre os quais as ligagbes 1-6 sado predominantes.
Possui um de grau de polimerizagdo médio (DP) de 12 e um peso molecular médio
de 2000 g.moL™ (FLOOD et al., 2004). O baixo teor de calorias da polidextrose é um
resultado da sua ma digestibilidade no intestino delgado e incompleta fermentagao no
intestino grosso. Esta propriedade tem levado a aceitagdo de polidextrose como
uma fibra alimentar em muitos paises (CRAIG et al., 1999).

As maltodextrinas tém propriedades fisicas bem definidas e, ao contrario
dos amidos naturais, s&o soluveis em agua, propriedade esta que as popularizou
como aditivo na industria alimentar. Estas sao aplicadas, por exemplo, através de
aspersdao como veiculos de sabores e temperos, transportadores de adocantes
sintéticos, potenciadores de sabor e substitutos de gordura. Além disso,
maltodextrinas também foram usadas como modelo alimentar, pois apresentam
uma ampla distribuicio de massa molecular entre oligossacarideos e
polissacarideos (JAYA; DAS, 2004).
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Produto simbidtico tem sido definido como uma mistura de probidticos e
prebidticos que tem efeito positivo sobre o hospedeiro, melhorando a sobrevivéncia
dos microorganismos benéficos do trato gastrointestinal, por estimular
seletivamente o crescimento e/ou ativar o metabolismo de uma ou um numero
limitado de bactérias promotoras de saude (GIBSON; ROBERFROID, 1995).

O acido linoléico conjugado (CLA) é uma mistura de isdbmeros geométricos
de acidos octadecadiendicos (C18:2) com ligagdes duplas conjugadas, o qual
ganhou uma atengdo consideravel devido aos seus potenciais efeitos bioldgicos
benéficos. Estudos com animais modelos tém demonstrado que o consumo de
CLA inibe o inicio de carcinogénese (DEVERY et al., 2001), reduz teor de gordura
corporal e aumenta a massa muscular (CHIN et al., 1992), diminui aterosclerose
(NICOLOSI et al.,, 1997), melhora a hiperinsulinemia (HOUSEKNECHT et al.,
1998), refor¢ca o sistema imunologico (MILLER et al., 1994) e altera a taxa de
colesterol de lipoproteinas de baixa densidade/lipoproteinas de alta densidade
(LEE et al., 1994). Existem muitos estudos sobre a produgdo de CLA por culturas
laticas (KIM; LIU, 2002; SIEBER et al., 2004), mas apenas poucos esforgos tém
sido feitos sobre os efeitos da adicdo de prebidticos sobre o teor de CLA em
alimentos lacteos (AKALIN et al., 2007).

Com base neste contexto, oligofrutoses, polidextrose e maltodextrina
aparecem como importante ingrediente alimentar que devem ser exploradas para
producao de alimentos funcionais. No entanto, diversas questdes microbioldgicas
tém que ser resolvidas para se poder avangar no campo. Por comparagao dos
comportamentos dos diferentes probidticos (Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus rhamnosus e Bifidobacterium lactis) em co-culturas
binarias com Streptococcus thermophilus, o presente estudo visa contribuir para o
conhecimento: a) dos efeitos sinérgicos entre estes probidticos; b) dos efeitos
prebioticos da maltodextrina, polidextrose e oligofrutose sobre probidticos; c) das
caracteristicas do leite fermentado simbidtico; d) da cinética de acidificagdo do
leite suplementado com 4% (w/w) de prebidticos; e) da sobrevivéncia dos
probidtico e da composicdo quimica do produto (pH, lactose, proteina e teor de
acido latico); f) do perfil de acidos graxos e conteudo de CLA do leite fermentado

apos estocagem a 4°C por 24 h.
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5.3 Material e métodos

Preparacgao das culturas

Cinco culturas comerciais liofilizadas (Danisco, Sassenage, Francga), foram
utilizadas neste estudo, especificamente microorganismos do iogurte Streptococcus
thermophilus TA040 (ST) e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus LB340
conhecido como L. bulgaricus (LB) e os probidticos Lactobacillus acidophilus LAC4
(La), Lactobacillus rhamnosus LBA (Lr), e Bifidobacterium animalis subsp. lactis BL
04 denominado B. lactis (BL). A Tabela 04 mostra as principais caracteristicas das
estirpes selecionadas.

As referidas estirpes foram quantificadas para obter contagens iniciais de
10° UFC/mL. As pré-culturas foram inoculadas em 50 mL de leite desnatado
esterilizado (121° por 15 min), e posteriormente foram ativadas a 42°C durante 15

minutos antes do emprego.

Preparacgao do leite

O leite comercial desnatado em p6 (Molico, Nestlé, Brasil) foi diluido em
agua destilada para obter 13% (w/w) de sdlidos totais e suplementada com 4% (w/w)
de maltodextrina (Fibersol®, Matsutani Industria Quimica, Hyogo, Japéo ), ou
oligofrutose (Beneo™, Clariant, Sdo Paulo, Brasil) ou polidextrose (Litesse®,
Danisco, Sao Paulo, Brasil). Os leites nao-suplementados foram usados como
controle. O leite foi submetido a tratamento térmico até alcancar 85°C e, em
seguida, foi mantida a esta temperatura durante 15 minutos e, posteriormente

resfriada em banho de gelo a 10°C.
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Fermentagoes

Apods a inoculacao, os leites foram incubados a 42°C para a realizagao da
fermentagcdo em banho-maria controlado termostaticamente até a obtencao do pH
4,5. Cada fermentagao foi realizada em quadruplicata e monitorada usando o
sistema Cinac (Cinétique d’acidification) (Ysebaert, Frépillon, Franca). Ao atingir o
pH 4,5, as fermentagbes foram interrompidas manualmente agitando o coagulo,
através de um bastao acoplado a um disco perfurado em acgo inoxidavel, por 80 s.
O produto fermentado foi colocado em copos de polipropileno com capacidade de
50 mL de volume, selado termicamente utilizando o Selopar (BrasHolanda,

Pinhais, Brasil), e, posteriormente resfriado em gelo e armazenadas a 4°C.
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Tabela 04. Caracteristicas das estirpes empregadas na producdo de leite desnatado
fermentado simbiotico (LAMMERS et al.,, 2003; FOLIGNE et al., 2007; BURNS et al.,

2008).
Caracteristicas Lactobacillus Lactobacillus Lactobacillus | Bifidobacterium | Streptococcus
acidophilus delbrueckii subsp. rhamnosus lactis BLO4 thermophilus
bulgaricus LB340 LBA TA040
LAC4 g
Fermentagao de
+ + - + +
lactose
Isdmeros de acido DL D L L L
latico
Crescimento 15-45 -/+ -/+ ++ -/+ -/+
(°C)
Tolerancia a sais R - o s o
biliares
TOlerénCla a *kkk — *kkk *kkk *
acidez
Resisténcia a o - o - -
pepsina
Resisténcia a e - el - -
pancreatina
Produgao de - - - - *
Exopolysacarideos
Adesdo a mucosa HT-29: **** HT-29: * HT-29: **** HT-29: *** HT-29: ***
intestinal Caco-2; *** Caco-2: * Caco-2: **** Caco-2: *** Caco-2; ****
Efeitos benéficos Inibe patégenos Coloniza e adere ao Aumenta a Mantém e Aumenta a
comuns, melhora célon e reforga a indugédo de IL- restaura a indugédo de IL-
a resposta imune funcéo de barreira da 10 (in vitro); microbiota apos 10 (in vitro);
especifica (estudo | mucosa intestinal, propriedades o tratamento
clinico em ajudando no anti- antibiotico,
humanos); tratamento de inflamatérias melhora a
influencia a infecgdes intestinais e como a resposta imune
indugdo de IL-2 e alergias alimentares. protecgéo especifica

moderada indugéo
de fatores de
necrose tumoral
(in vitro).

contra TNBS-
induced colitis
induzida
(modelo
animal).

(estudo clinico
em humanos);
induz a IL-10 (in
vitro), protege
contra a
inflamagao
(modelo animal).

**** excelente; *** muito bom; ** bom; * suficiente.
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Parametros cinéticos

A taxa de acidificagdo (Vmax) foi calculada através da variagdo do tempo e
pH (dpH/dt) e expressa como unidades de pH.min™". Ao final da incubagso, os
seguintes parametros cinéticos também foram calculados: (i) tmax (h), tempo em
que foi atingido Vmax, (ii) tors.o (h), tempo para atingir o pH 5,0, e (iii) t; (h), tempo
para completar a fermentacao.

Composig¢ao quimica

A pés-acidificacdo do leite fermentado foi determinada apdés 1 dia de
armazenamento a 4°C utilizado um equipamento de medi¢do do pH modelo Q-400M1
(Quimis, Sao Paulo, Brasil). A acidez, expressa em mg de acido latico por g, foi
avaliada por titulagcdo usando uma solucdo de NaOH 0,11 N de acordo com a
metodologia n. 907.124, da ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS
(1995).

O teor de proteina e de sodlidos totais do leite fermentado foram
determinados por um analisador ultra-s6nico Ekomilk (Eon Trading, Bulgaria). O
conteudo de lactose foi determinado por titulagdo utilizando uma solugao Fehling.

Todas as analises de composicao do leite foram realizadas em duplicata.

Contagens

A contagem das culturas iniciadoras e dos probioticos foram feitas em
triplicada depois da fermentagédo. Nas amostras (1,0 mL) foram adicionados 9,0 mL de
agua peptonada estéril a 0,1% e, em seguida, foram feitas diluicdes apropriadas.
Posteriormente, St e Lb foram plaqueadas em meio M17 e em agar MRS (Oxoid,
Basingstoke, Reino Unido), previamente acidificada a pH 5,4 através da adigao de
acido acético, respectivamente, e incubados a 37°C por 48 h (DAVE; SHAH,

1996). La, Lr e Bl foram enumerados em meio de cultura MRS com a adi¢do de
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10 pL.mL" de clindamicina (pH 6,2), RCA adicionado com 1 pL.mL' de
dicloxacilina (pH 7,1) e MRS com 0,5 uL.mL" de vancomicina (pH 6,2),
respectivamente, seguidos de incubagao anaerdbica a 37°C por 72 h.

Os meios de cultura M17 e MRS (pH 5,4) foram preparados de acordo com
Dave e Shah (1996). Os meios de cultura MRS com a adi¢cédo de clindamicina e
vancomicina foram preparados de acordo com Lankaphuthra e Shah (1996) e
Tharmaraj e Shah (2003), respectivamente.

As condi¢bes anaerdbias foram asseguradas pela utilizagdo de AnaeroGen
(Oxoid, Basingstoke, Reino Unido). As unidades formadoras de colénia (UFC)
foram enumeradas em placas contendo de 30 a 300 colbnias, e a concentragao
celular foi expressa como logUFC.mL™" de leite fermentado. A selectividade dos

meios de cultura foi confirmada por exame microscépico das coldnias.

Extragao de lipidios e analise de acido linoléico conjugado

Os lipidios foram extraidos dos leites frescos, iogurtes e leites fermentados
de acordo com o método 1S0:14156:2001 (INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR
STANDARDIZATION, 2001). Os ésteres metilicos de acidos graxos (EMAG) foram
preparados por esterificagdo, segundo o método 1SO:15884:2002 (INTERNATIONAL
ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION, 2002).

As analises dos EMAG foram realizadas em cromatégrafo gasoso, modelo
3400CX (Varian, Sado Paulo, Brasil), equipado com detector de ionizagdo de
chama e um pacote de software para sistema de controle e aquisicdo de dados
(modelo Star Chromatography Workstation versao 5.5).

Foi utilizada coluna capilar de silica fundida Chrompack CP-Wax 52CB
(ChromTech Apple Valley MN. EUA), com 30 metros de comprimento x 0,25 mm de
didmetro interno e contendo 0,25 um de polietilenoglicol dentro da coluna, utilizando
como gas de arraste o hélio, com vasdo de 1,5 mL.min™" e razéo de split de 50:1.
A temperatura do injetor foi fixada em 250°C e do detector em 280°C. A temperatura
da coluna foi inicialmente fixada em 75°C por 3 min, programada até 150°C, numa

razao de 37,5°C.min™", e novamente programada até 215°C a 3°C.min™".
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Amostras de 1 pL foram injetadas manualmente com tempo de injecao de
cerca de 2 segundos. A composi¢cado qualitativa das amostras foi determinada por
comparacgao dos tempos de retengcdo dos picos com os respectivos padroes de
acidos graxos. A composi¢ao quantitativa foi realizada por normalizagao de éarea,
sendo expressa como porcentagem em massa, de acordo com o método oficial
Ce 1-62 (AMERICAN OIL CHEMISTS’ SOCIETY, 1998). Todas as analises foram

realizadas em duplicata, sendo os resultados expressos como valores médios.

Analise estatistica

Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) usando o
software Statistica 6.0. Os valores foram comparados usando o teste de Tukey
(Sokal e Rohlf, 1979) a P< 0,05, e a diferentes letras foram usadas para identificar

as diferencas estatisticas entre eles.

5.4 Resultados e discussao

Cinética de fermentagao

Os resultados da cinética das fermentagdes realizados com as
selecionadas co-culturas suplementadas com trés diferentes prebidticos,
especificamente maltodextrina, polidextrose e a oligofrutose, sdo comparadas na
Tabela 05 com as co-culturas controle o qual ndo foi suplementada com os
prebidticos. Deve ser notado que, para cada prebidtico, bem como para o
controle, 87 e 75% das variagbes de uma co-cultura com as demais foram
estatisticamente significativas para Vmax € t;, respectivamente, mas apenas 42%
para ambos 0S tmax € toHso.

No que diz respeito aos ensaios realizados na auséncia de prebidticos
(controles), os valores de Vnax Observados neste estudo com todas as binarias co-

culturas sao praticamente coincidentes com os obtidos por Almeida et al. (2009)
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com St-La em pH 4,5 (16,3 x 10 upH/min) e pouco mais elevados do que
aqueles obtidos com St-Lr em pH 5,5 (12,3 x 107 pH unidades/min), quando 12 %
(w/w) de soro de leite foi usado. O tempo de fermentac&o da co-cultura binaria
St-Lr (tr = 10,59 h) foi de cerca de 1 h menor do que o relatado por aqueles
autores que utilizaram soro de leite, que pode ser justificada pela variagdo da
atividade de acidificacdo de LAB relacionada com a sua aptidao especifica para
assimilar os compostos nutritivos do meio (BADIS et al., 2004).

Os dois prebioticos, cuja suplementacdo acelerou a acidificagdo foram
oligofrutose e polidextrose, mostrando Vmax aumentou em de 39 e 20%,
respectivamente, enquanto reduziram em 5,5 % os valores de tnhax. Entretanto,
estes dois prebidticos puderam quase que igualmente acelerar as fermentagdes,
apresentando redugbes de t; por cerca de 30% e de t,Hs50 por cerca de 16%, em
comparagao ao controle. Por outro lado, maltodextrina apresentou a menor
variagdo, comportando, por conseguinte, como o prebidtico menos eficiente no
que diz respeito a estes parametros.

Outra comparacgao interessante pode ser feita usando-se o raciocinio
inverso, ou seja, reunindo as variagdes induzidas por todos os prebidticos, assim
como evidenciar uma possivel influéncia significativa das diferentes co-culturas
sobre os parametros cinéticos. Nesta base, St-Bl foi a co-cultura mais lenta em
termos de acidificacdo e St-Lb a mais rapida em termos de uma fermentacgao.

Oliveira et al. (2009) recentemente relataram um efeito semelhante com o
utilizo da inulina, que reduziu em cerca de 10% o tempo de fermentagdo das
diferentes co-culturas binarias tomado como meédia, confirmando assim o seu
efeito prebidtico ja evidenciado por outros autores para ambos bifidobacteria
(AKALIN et al., 2004; DONKOR et al., 2007) e lactobacilos (DONKOR et al., 2007).

Estes resultados como um todo, ndo sé confirmam que St-Lb é o melhor
co-cultura para a preparagdao iogurte, mas também que a alternativa de
probioticos empregados neste estudo (La, Lr, e Bl) seria capaz de garantir
resultados satisfatérios em termos de acidificacdo e tempo de fermentagado. Este
resultado é de particular importancia para Lr, que € menos investigada como um
probiotico alternativo na preparacéo de leite fermentado (TANNOCK et al., 2000;
THARMARAJ; SHAH, 2003; CAPELA et al., 2006). Além disso, oligofrutose e,
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também a polidextrose mostraram acelerar significativamente a acidificacdo ou a
fermentagao, o que demonstra que prebidticos podem ser usados para melhorar a
producdo de iogurtes. Estes resultados aparecem para confirmar o efeito
prebidtico da polidextrose realgada por Jie et al. (2000) e Probert et al. (2004),
que, em desacordo com as observagdes de Ghoddusi et al. (2007), alegou que
polidextrose parecia ndao mostrar quase nenhuma seletividade para bifidobacteria
e lactobacilos/enterococos quando utilizado isoladamente ou misturado com

outros carboidratos.
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Tabela 05. Parametros cinéticos de acidificagcdo do leite fermentado desnatado
suplementado com 4% (w/w) de maltodextrina, polidextrose ou oligofrutose por S.
thermophilus in co-culture with L. bulgaricus (St-Lb), L. acidophilus (St-La), L. rhamnosus

(St-Lr) or B. lactis (St-BI)*

Prebidtico  Co-cultura Vinax tmax()® tons.o (h)° te (h)°
(10°pH
units/min)*
Control® St-La 16,11+ 0,15°  3,25+0,03%"  4,65+0,11"  9,92+0,21"
Control St-Lb 17,87+0,01° 3,03+0,05” 3,68+0,07%*° 5,47+0,14°
Control St-Lr 16,51+0,01° 3,18+0,07*"  4,60+0,24" 10,59+0,30'
Control St-BI 15,49+0,24°  3,24+0,09°"  4,73+0,19" 10,02+0,21"
Maltodextrin St-La 18,27+0,01° 3,36+0,00"  4,03+0,01%  7,61+0,01"
Maltodextrin St-Lb 15,84+0,01° 2,63+0,01*  3,7440,05° 5,11+0,01°
Maltodextrin St-Lr 18,20+0,01° 3,30+0,01%"  4,26+0,01°  8,81+0,01°
Maltodextrin St-BI 18,6320,01" 3,32+0,019"  4,26+0,04°  9,16+0,00°
Oligofructose ~ St-La 24,09+0,01' 3,01+0,01"°  3,83+0,01% 7,06+0,00%
Oligofructose St-Lb 23,18+0,01" 2,91+0,01°  3,4140,01*® 4,61+0,01®
Oligofructose St-Lr 23,30+0,01" 3,01+0,01°  3,76+0,00° 6,91+0,01°%
Oligofructose St-BI 21,08+0,01’ 3,06+0,00  3,81+0,01% 6,73+0,01°%
Polydextrose St-La 19,21+0,01¢ 3,2440,00°"  3,81+0,01 6,53+0,01°
Polydextrose St-Lb 20,55+0,01' 3,06+0,00®  3,36+0,00° 4,61+0,01°
Polydextrose St-Lr 19,93+0,01" 3,21+0,01°%  3,86+0,00° 7,16+0,00°
Polydextrose St-BI 19,31+0,01¢ 3,11+0,01%% 3,73+0,01° 6,71+0,01%

A Taxa maxima de acidificagao.

B Tempo necessario para atingirVmax-

c Tempo necessario para atingir o pH 5,0.
P tempo para completar a fermentagéo (pH 4,5).

E Leite desnatado néo suplementado foi utilizado para testes controle

* Letras diferentes na mesma coluna significam diferenga estatistica significativa entre os valores do mesmo
parametro, de acordo com o teste de Tukey (P < 0,05).

+ Desvio padrao em relagédo aos valores médios obtidos em quadruplicata.
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Pés-acidificagcao

A Figura 14 apresenta os resultados de pds-acidificagdo, acido latico e
niveis residuais de lactose e de proteinas apdés 1 dia de armazenamento a 4°C
desde o final da fermentacdo pelas co-culturas selecionadas. Analisando as
variagdes do ponto de vista estatistico, € importante salientar que apenas os
valores de pH final foi estatisticamente significativa em quase 80% dos
experimentos, enquanto que nenhum desses relacionados a lactose foram assim.
Comparando os valores médios do pH e da concentragdo em acido latico, de
acordo com 0s mesmos critérios que para os parametros da Tabela 06, pode-se
observar que os mais altos niveis de acido latico foram associadas ao menor pH
final e vice-versa, sugerindo que esses parametros sao fortemente relacionados
entre si. A oligofrutose e principalmente polidextrose levaram a uma menor pés-
acidificacdo e formagao de acido latico com respeito a maltodextrina, cujos
efeitos, ao contrario, foram poucos significativos quando comparados ao controle.

Esses resultados sugerem que a adigdo de ambos os prebidticos no leite
poderia melhorar a sua estabilidade durante o armazenamento refrigerado,
desacelerando a pos-acidificagdo. Comparando as diferentes co-culturas, é
possivel constatar que, embora as variagbes fossem pequenas, o La induziu a
uma maior pés-acidificagao e liberacado de acido latico, enquanto o oposto ocorreu
com o Bl e, os outros dois microrganismos mostraram um comportamento
intermediario.

Estes resultados confirmam que as além das conhecidas espécies de Lb e
La, as culturas probidticas Lr e Bl poderiam ser usadas com sucesso em co-
cultura com S. thermophilus como uma alternativa para a preparacéo de leite

fermentado probidtico em escala industrial.
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Tabela 06. Resultados de pés-acidificagao (pH), acidez, lactose e teor de proteina apds 24
h de armazenamento do leite desnatado fermentado, suplementado com 4% (w/w) de
maltodextrina, polidextrose ou oligofrutose, por S. thermophilus em co-cultura com L.
bulgaricus (St-Lb), L. acidophilus (St-La), L. rhamnosus (St-Lr) ou B. lactis (St-Bl). Leite
desnatado néo foi utilizado como controle *

Prebidtico Co-cultura pH Acido Latico Lactose Proteina
(mg/g) (mg/g) (mg./g)
Controle St-La 4,33+0,02®°  9,2+0,3% 38,2+0,1%°  37,1+0,3%
Controle St-Lb 4,32+40,01®®  9,7+0,2%9"  38,0+0,2°° 36,7+0,5°
Controle St-Lr 4,34+0,01°°  9,9+0,4%" 38,740,574  37,0+0,4%
Controle St-BlI 4,37+0,01  9,8+0,1™" 39,7+0,1°°%  37,8+0,4%°
Maltodextrina St-La 4,31+0,01®  9,9+0,2%9" 38,2+0,1%°  38,8+0,43¢
Maltodextrina St-Lb 4,40+0,02°  9,5+0,3%°%*" 36 8+0,2° 41,6+0,1"
Maltodextrina St-Lr 4,36+0,03%  9,6+0,1°%9  37.6+0,4%®  43,4+0,19
Maltodextrina St-BlI 4,370,019  9,5+0,4°%" 38 2+0,5%°  40,5+0,5%"
Oligofructose St-La 4,31+0,02°  9,8+0,2°"  41,620,1°"  39,5+0,5°%
Oligofructose St-Lb 4,37+0,04°  9,4+0,2%°% 39 7+0,1°%" 36,5+0,1°
Oligofructose St-Lr 4,42+0,01°  9,3+0,12° 41,8+0,4° 36,8+0,12
Oligofructose St-Bl 4,45+0,01"  9,1+0,2° 41,8+0,1°"  40,9+0,1°%
Polidextrose St-La 4,32+0,03®®  10,0+0,2" 41,0£0,4%"  38,0+0,72°%
Polidextrose St-Lb 4.46+0,03"  9,4+0,1%°%  42,3+0,6 40,3+0,2°%f
Polidextrose St-Lr 4.46+0,01"  9,3+0,4% 42 1+0,1° 37,4+0,4%®
Polidextrose St-Bl 4,49+0,01°  9,2+0,1% 40,2+0,6%¢"  40,6+0,4°

* Letras diferentes na mesma coluna significam diferenga estatistica significativa entre os valores do mesmo
parametro, de acordo com o teste de Tukey (P < 0,05).
+ Desvio padrao em relagdo aos valores médios obtidos em quadruplicata.
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Como esperado, os microorganismos (Lr e Bl), bem como os prebidticos
(oligofrutose e polidextrose), de um modo geral, levaram a menor quantidade de
acido latico e apresentaram elevados niveis residuais de lactose (3,68-4,23% do
conteudo inicial). O conteudo protéico do leite diminuiu de 3,65-4,34% comparado
com a quantidade inicial, devido ao utilizzo da fonte de nitrogénio pelos

microrganismos.

Contagens

As Figuras 12 e 13 mostram as contagens apos 1 dia de armazenamento a
4°C desde o final das fermentagdes por misturas binarias de S. thermophilus e os
probidticos selecionados, respectivamente, ambos na presencga e na auséncia dos
diferentes prebidticos. Em particular, as contagens de St (Figura 12) n&o foram
significativamente influenciadas pelo tipo de prebidtico ou probidtico utilizado,
variando entre 8,7 e 9,2 logUFC.mL™". Por outro lado, foram observadas
diferencas significativas nas contagens dos outros microorganismos, que também
foram fortemente influenciadas pelos prebiéticos (Figura 13). Como esperado,
devido as consideragbes acima expostas, em média, polidextrose e oligofrutose
se comportaram como os melhores prebidticos, garantindo a mais alta contagem
(7,89 e 7,97 logUFC.mL™", respectivamente), enquanto as contagens, na presenca
de maltodextrina (7,45 logUFC.mL") eram apenas um pouco mais elevadas
comparadas ao controle (7,31 logUFC.mL"). Tal efeito da oligofrutose é
condizente com as observagdes de diversos autores, que observaram uma clara
acgao benéfica deste prebidtico sobre a viabilidade de L. rhamnosus, L. acidophilus
e Bifidobacterium spp. em iogurtes e em outros produtos alimentares (CAPELA et
al., 2006).
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Figura 12. Contagens de células de S. thermophilus em leite desnatado fermentado por
co-culturas de diferentes probiéticos denominado L. acidophilus (St-La, W), L. bulgaricus
(St-Lb, W), L. rhamnosus (St-Lr, ) e B. lactis (St-Bl, (1), na presenca de diferentes prebidticos
(maltodextrina, polidextrose e oligofrutose) e auséncia (controle). As diferentes letras mostram
diferencgas estatisticas de acordo com o teste de Tukey (P < 0,05).
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Figura 13. Contagens de microorganismos probidticos em leite desnatado fermentado
por co-culturas de S. thermophilus com L. acidophilus (St-La, W), L. bulgaricus (St-Lb, M),
L. rhamnosus (St-Lr, ™) e B. lactis (St-Bl, [J), na presenca de diferentes prebidticos
(maltodextrina, polidextrose e oligofrutose) e auséncia (controle). As diferentes letras
mostram diferencas estatisticas de acordo com o teste de Tukey (P < 0,05).



S7

Finalmente, a cultura Bl foi o probidtico cujo crescimento foi o mais
estimulado pela presenga dos prebioticos em questédo. De fato, a contagem média
(8,06 logUFC.mL™"), até mesmo superiores que Lb (7,63 logUFC.mL™"), ou seja, o
microrganismo que tem o sinergismo metabdlico com St mais conhecido. Por
outro lado, Lr exibiu em co-cultura com St, uma satisfatoria contagem apenas na

presenca de oligofrutose e polidextrose (7,65 logUFC.mL™" em média).

Perfil de acidos graxos e teor de CLA

A Figura 14 mostra que o tempo de retencdo observado no gas
cromatégrafo de ésteres metilicos de acidos graxos em meio de cultura foi de
23,10 min. A area do pico de t10, c12-CLA, que apareceu depois de 23,47

minutos, foi muito pequena, ndao sendo consideravelmente significativa.
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Figura 14. Tipico gas cromatégrafo para isébmeros padrao de acido linoleico conjugado.
CLA foi detectado no tempo de retencao de 23,10 min.
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Considerando que, nao foi encontrada nenhuma diferenga significativa na
concentragédo de isbmero de CLA c9t11 entre os leites fermentados controle pelas
diferentes co-culturas, os efeitos da adicdo de 4% (w/w) dos diferentes prebidticos
no leite desnatado modificou os niveis de CLA c9t11, além da composicdo de
cultura influenciar no teor do mesmo (Figura 15). Embora a adi¢ao de todos eles
tivesse aumentado sensivelmente o nivel de c9t11-CLA, o maior efeito foi
observado com maltodextrina. Este prebidtico fez, de fato, induzir um aumento na
concentracido deste composto em 21% usando St-Lb e n&o inferior a 38% usando
St-la com relacdo ao controle. Por outro lado, a suplementacdo do leite com
oligofrutose e polidextrose levou ao maior incremento no nivel de CLA c9t11-St-Lr
(24%) e St-Bl (30%), respectivamente.
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Figura 15. Concentracbes médias de &cido linoleico (% w/w) em leite desnatado
fermentado por co-culturas de S. thermophilus com L. acidophilus (St-La, W), L.
bulgaricus (St-Lb, W), L. rhamnosus (St-Lr, ™) e B. lactis (St-Bl, ), na presenca de
diferentes prebidticos (maltodextrina, polidextrose e oligofrutose) e auséncia (controle).
As diferentes letras mostram diferencas estatisticas de acordo com o teste de Tukey
(P<0,05).
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Para explicar as variagbes observadas nos niveis de CLA, deve ser levado
em conta que as diferentes atividades enzimaticas das culturas iniciadoras foram
identificadas como fatores que podem contribuir para influenciar o teor de CLA
dos produtos lacteos (SIEBER et al., 2004). Em particular, Lin et al. (2003)
demonstraram que o maior teor de acido linoléico isomerase em L. acidophilus
aumentou o conteudo de CLA nos leites fermentados. O teor de CLA pela
observado pela co-cultura St-Bl esta de acordo com o encontrado em
Bifidobacteria anteriormente observado por outros autores (COAKLEY et al.,
2003; OH et al., 2003).

5.5 Conclusoes

» Os parametros cinéticos de acidificacdo e a qualidade do leite foram
fortemente influenciados tanto pela composi¢cdo da co-cultura quanto pelos

diferentes prebidticos;

= Todas as contagens de probidticos foram estimuladas pela oligofrutose e
polidextrose, e entre estes B. lactis exibiu as maiores contagens em todas

as amostras de leite suplementadas;

= As maiores quantidades de acido linoléico conjugado (38% superior ao do
controle) foram encontrados no leite fermentado por co-cultura de S.

thermophilus - L. acidophilus e suplementado com maltodextrina;

= Os niveis de CLA no leite fermentado podem ser melhorados através da
adicdo de bactérias probidticas com alto potencial de producdo de CLA em
combinacdo adequada com prebidticos durante o processamento do leite

fermentado.
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CAPiTULO Vi

6. EFEITO DA INULINA NO CRESCIMENTO E PERFIL DE ACIDIFICAC}AO
DAS DIFERENTES BACTERIAS PROBIOTICAS EM CO-CULTURAS BINARIAS
E CULTURA MISTA COM Streptococcus thermophilus®

6.1 Resumo

A inulina foi utilizada como um prebidtico para melhorar a qualidade e a
consisténcia de leite desnatado fermentado por Lactobacillus acidophilus (La),
Lactobacillus rhamnosus (Lr), Lactobacillus bulgaricus (Lb) e Bifidobacterium
lactis (BI) com Streptococcus thermophilus (St), quer em co-culturas binarias ou
em coquetel contendo todos os microorganismos. Foram comparadas, tanto na
presenca de 40 mg.g”" inulina ou ndo, os resultados da maxima taxa de
acidificagéo (Vmax) € 0s tempos para atingi-lo (tmax), para alcangar o pH 5,0 (tpHs0)
e para completar a fermentacéao (7). Pos-acidificacdo, formagéao de acido latico e
contagens de células também foram comparadas apds 1 dia (D1) e/ou 7 dias de
armazenamento a 4°C (D7). Em co-cultura, a adigdo de inulina ao leite aumentou
Vmax, diminuiu tmax € t;, favoreceu a pos-acidificagcdo e exerceram um efeito
bifidogénico. S. thermophilus estimulou o metabolismo das outras bactérias laticas
e reforgou as caracteristicas do produto. Apds D7, significativo efeito prebidtico da
inulina foi observado em todas as co-culturas. Tanto depois de D1 como em D7,
as enumeracdes de Lr e Bl em cultura mista diminuiram acentuadamente em
comparagao com as respectivas co-culturas devido a uma maior competicao

pelos mesmos substratos.

> OLIVEIRA, R. P. S.; PEREGO, P.; CONVERTI, A.; OLIVEIRA, M.N. Effect of inulin on growth and
acidification performance of different probiotic bacteria in co-cultures and mixed culture with
Streptococcus thermophilus. Journal of Food Engineering, v.91, p.133-139, 2009. DOI:
10.1016/j.jfoodeng.2008.08.013. [Fator de Impacto: 2,081].
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6.2 Introducgao

Os alimentos funcionais tém demonstrado um elevado potencial de
crescimento nos ultimos anos. Os consumidores estdo cada vez mais exigentes
por alimentos com propriedades, tais como o sabor agradavel, de baixo valor
caldrico e baixo teor de gordura, e que produzem efeitos benéficos para a saude
(GONZALEZ-TOMAS et al., 2008). Na tentativa de obter produtos com melhor
sabor e aparéncia e de oferecer beneficios para a saude dos consumidores,
microrganismos probidticos, assim como certo numero de prebidticos, como fibras
soluveis sao adicionadas em produtos lacteos funcionais.

Os prebidticos sdo componentes alimentares n&o digeriveis que inibem a
multiplicagdo de patdégenos e estimular seletivamente a proliferagcéo e a atividade
de populagbes bacterianas importantes do célon, do intestino grosso e até as do
intestino delgado (MATTILA-SANDHOLM et al., 2002; ROBERFROID, 2000).
Para exercer os efeitos prebioticos, as fibras tém de estar presentes em alimentos
solidos e liquidos em quantidades de 30-60 mg.g™ e 15-30 mg.g™, respectivamente
(ANVISA, 2002). A inulina € um componente natural presente em varias frutas e
vegetais apresentando efeitos benéficos sobre a saude além de interessantes
propriedades tecnoldgicas. E um ingrediente alimentar soltvel e fermentescivel e
que nao pode ser digerido pela a-amilase ou outras enzimas hidroliticas na parte
superior do trato intestinal (CARABIN; FLAMM, 1999); é aplicada principalmente
para obtencao de produtos com baixo teor de gordura (NINESS, 1999).

Probioticos s&o microrganismos que, quando utilizado em grandes
quantidades na preparacdo de alimentos e produtos lacteos, sao capazes de
sobreviver a passagem pelo trato digestivo superior, bem como a aderir a células
intestinais, proporcionando efeitos benéficos para o intestino (GILLILAND, 1989).
Probidticos mais comuns utilizados nos produtos lacteos funcionais pertencem
aos géneros Lactobacillus, Bifidobacterium, Streptococcus e Saccharomyces
(GOLDIN; GORBACH, 1984). Entre estes, bactérias acido-lacticas (LAB) isoladas
do trato gastrintestinal de humanos e animais, quando consumido em grande
quantidade, auxiliam no equilibrio intestinal (FERREIRA, 2003).
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Varias investigacdes tém focado na utilizagdo de prebidticos para melhorar
o crescimento e as atividades dos probidticos. Inulina e amido foram empregados
para estimular o metabolismo do Bifidobacterium spp. (SHIN et al., 2000; BRUNO
et al., 2002; AKALIN et al., 2004) no entanto, ndo existem relatos sobre os efeitos
destes prebidticos sobre Lactobacillus spp.

A fim de produzir os beneficios desejados, bactérias probidticas devem
estar presentes no produto em contagens viaveis (7-9 logUFC.mL™") durante toda
a sua vida de prateleira (KURMANN; RASIC, 1991). Embora este nivel ndo seja bem
estabelecido, parece que também depende da espécie e das estirpes utilizadas.

Devido ao rapido declinio da Bifidobacterium spp. apds a fabricacdo do
iogurte (DAVE; SHAH, 1997), a inulina foi frequentemente empregada nos
estudos principalmente para melhorar a sua viabilidade a longo prazo durante o
armazenamento refrigerado (SHIN et al., 2000; BRUNO et al., 2002; AKALIN et
al., 2004). Foi demonstrado que a suplementacao do iogurte com inulina em baixa
concentragdo também melhora significativamente o crescimento e a viabilidade de
Lactobacillus acidophilus e Lactobacillus casei como probidticos utilizados no
iogurte durante o armazenamento a frio (KURIEN et al., 2005; DONKOR et al.,
2007). No entanto, outros lactobacilos que merecem atengao devido aos seus
efeitos de promogao da saude (SHAH, 2000b, 2001).

Portanto, inulina aparece como um importante ingrediente alimentar o que
pode ser explorada para a produgao de alimentos funcionais (NINESS, 1999). No
entanto, os efeitos sinérgicos ou antagdnicos dos diferentes probidticos (L. bulgaricus,
L. acidophilus, L. rhamnosus e B. lactis) com Streptococcus thermophilus foram
mal explorados (OLIVEIRA et al., 2009). Portanto, o presente estudo relata o
efeito de inulina em co-culturas bindrias e em culturas mistas, os efeitos
sinérgicos entre os microrganismos, produgao de iogurte com co-culturas binarias
e mistas e a capacidade de sobrevivéncia do L. bulgaricus, L. rhamnosus, L.

acidophilus e B. lactis na producgéo de iogurtes probiéticos.
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6.3. Materiais e métodos
Culturas microbianas

Cinco comerciais estirpes de culturas puras iniciadoras e liofilizadas foram
utilizadas (Danisco, ZA des Engeniéres, France): S. thermophilus TA040 (St) e
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus LB340 (Lb) - microrganismos do
iogurte, e Lactobacillus acidophilus LAC4 (La), Lactobacillus rhamnosus LBA (Lr)

e Bifidus lactis BL 04 (Bl) - microrganismos probidticos.

Preparacgao do leite

O leite foi preparado adicionando-se 13 g de leite em p6 desnatado (Molico,
Nestlé, Aracatuba, Brasil) em 100g de agua destilada (base de leite) sem adi¢ao
de inulina (M) e suplementada (SM) com 4 g.100g™" de da fibra em questdo (nome
comercial: Beneo TM) (Orafti Active Food Ingredients, Oreye, Bélgica). O
conteudo de solidos totais da base do leite corresponde ao valor médio relatado
por Restle et al. (2003).

As bases do leite controle e suplementadas foram homogeneizadas com
auxilio de agitador magnético por 15 min e tratadas termicamente a 90°C durante
5 min em equipamento de banho-maria (Fisatom, Modelo 550 A, local). O leite
tratado foi recolhido e transferido a garrafas estéreis de 1 L, imediatamente resfriado
em banho de gelo e distribuido em erlenmeyrs estéreis de 250 mL em camara de

fluxo laminar e, acondicionados em camara fria a 4°C por 24h antes da utilizagao.
Preparagao do inéculo
A fim de obter praticamente a mesma média de contagens iniciais para cada

bactéria em diferentes co-culturas, assim como na cultura mista (6,1 a 6,5 logUFC.mL™),

pré-cultivos de células bacterianas (BL, St, La, Lb e Lr ) foram preparadas por
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dissolucao de 45, 90, 100, 130 e 400 mg de suas respectivas culturas liofilizadas em
50 mL de leite (10 % de solidos totais; autoclavadas a 121°C por 20 minutos). Apds a
mistura e ativagao de 42°C por 30 minutos, 1,0 mL de cada pré-cultura foi inoculada

no leite e/ou no leite suplementado com inulina até um volume final de 250 mL.

Fermentagoes

Apds a inoculacdo, os frascos contendo as amostras foram transferidas
para um sistema em banho-maria acoplado a um equipamento denominado
CINAC (Cynetique d'acidificacao, Ysebaert, Frépillon, Franga), o qual permite a
medigdo continua e gravagdo de pH, bem como a avaliagdo da taxa de
acidificagdo durante todo o periodo da fermentacdo (SPINNLER; CORRIEU,
1989), que foi conduzida a 42 °C e interrompida quando se foi atingido o pH 4,5.

Parametros cinéticos

A taxa de acidificagdo (Vmax) foi calculada como a variagdo do tempo com
pH (dpH/dt) e expresso em unidades de pH 10 min™". Ao final da incubacéo, os
seguintes parametros cinéticos também foram calculados: (i) tmax (h), tempo em
que foi atingido Vmay, (ii) tonso (h), tempo para atingir pH 5,0, e (iii) t (h), tempo
para completar a fermentagcdo. Apds a realizacdo do pH 4,5 as fermentacdes
foram manualmente interrompidas agitando o coagulo, durante 80 segundos,
através de uma haste acoplada a disco perfurado de aco inoxidavel.

O produto fermentado foi distribuido em copos de 50 mL de polipropileno,
selados termicamente utilizando um equipamento Selopar (BrasHolanda, Pinhais,
Brasil), e rapidamente resfriado em banho de gelo e armazenadas a 4°C
(OLIVEIRA et al., 2001; DAMIN et al., 2006).

As cinéticas de acidificacdo foram investigadas durante toda a fermentagao
do leite, tanto no controle (M) ou suplementadas com 40 mg de inulina g”' (SM),

por S. thermophilus, quer em co-cultura binaria com L. bulgaricus, L. acidophilus,
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L. rhamnosus ou B. lactis, ou em culturas mistas contendo todos eles. No final de
fermentacdes determinaram-se os parametros de poés-acidificacdo e sobrevivéncia
dos probidticos em leites fermentados, apdés 1 dia (D1) elou 7 dias (D7) de

armazenamento a 4°C.

Pés-acidificagao e acidez

A pés-acidificacao do leite fermentado foi determinada depois D1 e D7 pela
medicao do pH utilizando um equipamento modelo Q-400M1 (Quimis, Sao Paulo,
Brasil). A acidez, expressa em mg de &cido latico g™, foi avaliada por titulacdo
com uma solugéo 0,11 N de NaOH (ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL
CHEMISTS, 1995).

Contagens de bactérias probiéticas

As enumeracgodes das bactérias foram efetuadas em D1 e/ou D7. Um mL da
amostra foi diluida em 9 mL de agua peptonada estéril de concentragao 0,1%.
Posteriormente, foram feitas diluicbes em séries, e as bactérias foram contadas
applicando a técnica de microbiologia semeadura em profundidade (KODAKA et al.,
2005). Todos os meios de cultura foram obtidos da Merck (Darmstadt, Alemanha).

Em co-culturas, coldnias de St foram enumeradas no meio de cultura M17
Agar em condigbes aerobicas de incubagcdo a 37°C por 48 h, enquanto as
enumeragdes de Lb, La e Lr foram realizadas em meio MRS agar, apds ajuste
para o pH 5,4 através da adicdo de acido aceético, e posteriormente incubagao
anaerdbica a 37°C por 48, 72 e 72 h, respectivamente. Bl foi enumerado no meio
MRS Agar contendo 5% cisteina sem qualquer ajuste de pH (INTERNATIONAL
DAIRY FEDERATION, 1996, 1997, 2003).

Em culturas mistas, St e Lb foram enumeradas nos meios M17 e MRS
acidificado a valor de pH 5,4, respectivamente, e posterior incubacido aerdbica a
37°C por 48 h. Apds incubagao a 37°C por 72 h em jarra anaerobica, La, Bl e Lr
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foram enumerados em meio seletivo MRS acrescido de 10 yL.mL™ de clindamicina
(pH 6,2), Reinforced Clostridial Agar com 1 yL.mL™ dicloxacillina (pH 7,1) e MRS
com 0,5 uL.mL™" vancomicina (pH 6,2), respectivamente. O meio de cultura M17 e
o MRS (pH 5,4) foram preparados de acordo com Jordano et al. (1992) e Dave e
Shah (1996), e o MRS adicionado com a clindamicina e vancomicina, de acordo
com Lankaphuthra e Shah (1996) e Tharmaraj e Shah (2003), respectivamente.
As condigdes anaerdbicas foram asseguradas pela utilizagdo de
AnaeroGen (Oxoid, Basingstoke, Reino Unido). As unidades formadoras de
colénia (UFC) foram enumeradas em placas contendo de 30 a 300 colbnias, € a
concentracdo celular foi expressa em logUFC.g" de leite fermentado. A
seletividade dos meios de cultura foi confirmada por analise microscopica das

células nas colbnias.

Analises estatisticas

Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) bifatorial,
utilizando o software Statistica 6.0. Os valores médios foram comparados usando
o teste de Tukey (SOKAL; ROHLF, 1979), a P < 0,05, e diferentes letras foram
utilizadas para ilustrar os valores com diferengas estatisticamente significativas

entre eles.

6.4 Resultados e discussao
Cinética de acidificacao

O maior valor de Vi« foi obtida com a co-cultura binaria St-Lb na presenca
de inulina (19,0.10° upH min™) (Tabela 07), confirmando a observagao feita por
Kristo et al. (2003) sobre o importante papel exercido por St e Lb na cinética de
acidificacdo de iogurtes. Como observado neste estudo, o uso combinado de

todas as bactérias se pode observar que os valores de V., foram muito proximos
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aos resultados de St-Lb, tanto na presencga ou a auséncia de inulina. Por outro lado,
o menor valor de Vpax foi observado com a co-cultura St-Lr (15,910 upH.min™") na
auséncia de inulina, demonstrando a baixa capacidade de acidificagédo do Lr,
proposto no presente estudo como um novo probiético, com relagcdo as
tradicionais bactérias.

E também evidente o efeito do prebiético da inulina, o qual aumentou a
média da taxa de acidificacdo (16,5.10° upH.min™") das co-culturas binarias em
cerca de 6% e das culturas mistas (17,8.10° upH.min™") por cerca de 4%, sendo
estas duas variagbes estatisticamente significativas. Oliveira et al. (2001) observaram
para St-Lr e St-La no leite suplementado com hidrolisado de caseina valores
significativamente maiores de Vmax (20-21.10'3 upH.min'1), 0 que significa que o
efeito do prebidtico da inulina € menos acentuado que a de caseina hidrolisada .

O tempo para atingir Vimax (tmax) variou de 2,97 h (St-Lb em SM) a 3,25 h
(St-Bl em M), mostrando efeitos estatisticamente significativos tanto da inulina
quanto do tipo de co-cultura binaria. Como esperado, o efeito prebidtico da
inulina, o qual reduziu a média de tnax das co-culturas binarias em apenas 2%, foi
mais fraco do que o observado por Oliveira et al. (2001) para a caseina hidrolisada.
Aparentemente, ndo houve relagido direta entre Vinax € tmax, quer na presenga ou
na auséncia de inulina; no entanto, a utilizacao de culturas mistas reduziu tmnax
significativamente no que diz respeito ndo somente as co-culturas binarias
(11a 12%), e mesmo para o mais rapido deles, ou seja, St-Lb (7 a 9%). Porque Kristo
et al. (2003) obtiveram em co-culturas ternarias de S. thermophilus, L. bulgaricus e
L. paracasei, em leite semelhante, um valor de tmax (2,65 h) comparavel a observada
em culturas mistas (2,77 h); é possivel que a presenca simultdnea de varios
microorganismos poderiam ter conduzido a efeitos sinérgicos entre eles, associado
a liberacdo de produtos metabdlicos, o quais estimulararam o metabolismo dos
outros (BRACQUART et al., 1978; RADKE-MITCHELL, SANDINE; 1986).

Na cultura mista, o efeito sinérgico ocorreu entre os microorganismos aqui
estudados. A fermentacao foi, de fato, concluida mais rapidamente (t; = 4,06-4,23 h),
ainda que com a co-cultura St-Lb. Este efeito pode ter estimulado o crescimento
de microorganismos, de tal forma, de modo a tornar o efeito exercido pela inulina

negligenciavel.
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Um comportamento qualitativamente semelhante ao de tmax foi observado
para ambos os tempos necessarios para alcancar o pH 5,0 (tons0) ou para
completar a fermentacéo (t;) (Tabela 07). Como esperado, os valores mais baixos
de ambos os t; (5,47 hem M e 5,25 h em SM) e tyhs0 (3,72 hem M e 3,61 em SM)
foram obtidos na presenca das bactérias tipicas iogurte (St-Lb), enquanto que as
outras co-culturas probiodticas durou quase o dobro do tempo. Quando se utiliza a
cultura mista, ambos os parametros foram significativamente reduzidos em
relacédo a St-Lb (15 e 23%, respectivamente), quer na auséncia ou na presencga
de inulina. No que diz respeito ao efeito prebidtico da inulina, pode-se observar
que a suplementacdo do leite desnatado reduziu o tpHs0 em co-culturas binarias
em 5,3% e na cultura mista em 3,5%. Mesmo as maiores redugdes (4,0 e 12%,
respectivamente) foram induzidas por esse prebiotico no t; (Tabela 07). Embora o
efeito das diferentes co-culturas binarias ndo tenha sido no geral, estatisticamente

significativo, as combinag¢des do uso de culturas mistas com a inulina o foram.



Tabela 07. Parametros cinéticos de acidificagao do leite fermentado por co-cultura e
cultura mista de L. bulgaricus (Lb), L. acidophilus (La), L. rhamnosus (Lr), B. lactis
(Bl) com S. thermophilus.

Ensaio Cultura Vinax tmax toms.0 t;
(10° upH/min) (h) (h) (h)
Leite sem inulina (M)
1 St-Lb 18,0+0,4°  3,04+0,06° 3,72+0,09"  547+0,09°
2 St-La 16,3+0,7°  3,24+0,03° 4,67 +0,09° 10,4 + 0,68'
3 St-Lr 159+0,7°  3,10+0,11%  443+0,27' 10,6 + 0,19'
4 St-BI 16,0+1,1®  325+012° 464+0,24°  10,1+0,44%
5 Cultura mista 17,8 £ 1,1° 2,77+ 1,17 3,16+ 1,1° 4,23+ 1,1°
Leite suplementado com 40 mg de inulina g'1 (SM)
6 St-Lb 19,0 + 0,8 2,97+0,09° 361+009  525+0,07°
7 St-La 17,3+0,8° 3,16+ 0,03  425+012°  942+0,66%
8 St-Lr 17,1+1,0° 3,10+0,08°  421+029°  835+0,39°
9 St-BI 17,0 £ 0,9° 3,15+ 0,11  446+040 924 +0,33"
10 Cultura mista 18,5+ 1,1° 2,75+ 1,1° 3,05+ 1,1° 4,06+ 1,12

Vmax = taxa maxima de acidificacdo; tmax = tempo para atingir Vimax; pHvmax = pH detectado em Vmax; toms.0
= tempo para atingir pH 5,0; t = tempo para completar a fermentagéo (pH 4,5). Letras diferentes na
mesma coluna significam diferenga estatisticamente significativa entre os valores do mesmo parametro,
de acordo com o teste de Tukey (P < 0,05) + Desvio padrdo em relagdo aos valores obtidos em
quadriplicata.

69
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Pés-acidificagcao e acidez

Souza (1991) sugeriu a utilizagao da poés-acidificacéo (pH) e acidez (teor de
acido latico), do leite fermentado, quer depois de 1 dia (D1) ou apds 7 dias de
armazenamento a 4 °C desde o final da fermentagdo (D7) como os melhores
critérios para expressar a acidez dos iogurtes. De acordo com esta sugestao, as
Figuras 16 e 17 mostram os resultados destes parametros obtidos, usando tanto
co-culturas binarias quanto culturas mistas, na presencga ou nao de inulina.

Em co-culturas, os valores de pH apds D1 variaram de 4,36 (St-Laem M e
St-Lb em SM) a 4,46 (St-Lr e St-Lb em M) e os apos D7 de 4,21 (St-Lb em SM) a
4,35 (St-Lr em M) (Figura 16). As mais significativas variagbes estatisticas foram
aquelas entres as co-culturas St-La e St-Lb, mostrando maior poder de pés-
acidificagao (pH 4,36-4,39 apos D1 e 4,21-4,26 apés D7), e as co-culturas St-Lr e
St-Bl, por um outro lado (pH 4,42-4,45 ap6s D1 e 4,30-4,34 ap6és D7). Este
resultado sugere que os probidticos alternativos propostos neste estudo (Lr e BI)
poderiam garantir a produ¢do de menos acido com respeito as tradicionais. Outro
efeito estatisticamente significativo foi relacionado ao armazenamento a frio,
durante 7 dias, o que levou a acidificagcdo com relagdo a D1 de 0,11-0,13 unidade
de pH, enquanto que nenhum efeito significativo foi exercido pela inulina, a parte
um caso.

No que se refere as culturas mistas, estas mostraram um comportamento
praticamente coincidente com as das promissoras co-culturas St-Lr e St-Bl, bem

como a mesma média de pH reduzido apés armazenamento refrigerado.
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Figura 16. Pés-acidificacdo do leite desnatado fermentado, quer por co-culturas binarias
de St-La, St-Lb, St-Lr e St-Bl ou por cultura bacteriana mista apds 1 dia (A) ou apés 7
dias (B) de armazenamento a 4°C. (1)) Leite suplementado com 40 mg de inulina. g™; ()
Leite ndo suplementado.

Estes resultados como um todo estdo em conformidade com a acidez
devido a que somente o acido latico variou apés D1 de 8,4 mg.g' (St-Bl em M) a
9,8 mg.g” (St-La em M) e, apés D7 de 9,3 mg.g™ (St-Lr em M) e 10,9 mg.g” (St-la em
SM) (Figura 17). Em média, houve um aumento significativo (de 0,9-1,0 mg.g™)
passando a partir de D1 para D7. Embora o efeito da inulina fosse apenas em
alguns casos significativo, a sua presenga no leite implica, no geral, em menor
acidificagdo. Em particular, a utilizagdo da cultura mista, com relagdo as co-
culturas binarias, assegurou praticamente a mesma baixa acidez, como St-Bl,

tanto apés D1 (8,3-8,5 mg.g™') quanto em D7 (9,5-9,6 mg.g™").
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Figura 17. Acidez do leite desnatado fermentado, quer por co-culturas binarias de St-La,
St-Lb, St-Lr e St-Bl ou por cultura bacteriana mista apds 1 dia (A) ou apds 7 dias (B) de
armazenamento a 4°C. (L) Leite suplementado com 40 mg de inulina.g™; (1) Leite ndo
suplementado.

Estes resultados, bem como os de poés-acidificacdo podem ser
interpretados em base ao comportamento metabdlico de cada microorganismo. A
maior producdo de acido latico, tanto em D1 quanto em D7, por St-La com
respeito as outras co-culturas, foi provavelmente resultado do metabolismo
homolatico do L. acidophilus (ZHAO et al., 2007). A menor acidez associada a St-
Lb poderia ter sido devido a mudanca de comportamento homolatico para
heterolatico do Lb consequente da alteragdo do pH do ambiente (RHEE; PACK,
1980), enquanto que o pés-acidificagdo comparavel a de St-La foi resultado da
liberagdo do acido acético. Finalmente, os maiores valores de pH e menor acidez,

obtidos por St-Lr e St-Bl e com respeito as outras duas co-culturas séao
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consistentes com a natureza de ambos os heterolaticos Lr (JYOTI et al., 2003) e
Bl (BONGAERTS et al., 2005), e ao menor pH ap6és D7 com St-Lb em
comparagao com St-Lr para a formacdo de acido acético, em vez de etanol
(BONGAERTS et al., 2005).

Os valores de pH apdés D1 néo estdo tdo longe daqueles relatados por
Moreira et al. (2000) (3,76-4,39), que analisaram amostras de leite fermentado por
diferentes estirpes de L. bulgaricus e S. thermophilus, e por Martin et al. (1999),
ap6s 30 dias de armazenamento a 5°C (4,18-4,36). Além disso, Damin et al.
(2006) detectaram uma média de acidez em iogurtes comerciais (10,1 mg.g™)
praticamente coincidente com o valor médio do presente estudo apdés D7. De
acordo com Souza (1991), a acidez de iogurtes comerciais € amplamente variavel, ou
seja, de 7,0 a 12,5 mg.g” ou pH 3,7-4,6. No entanto, para evitar sabor insipido ou
excesso de acidez ao paladar, os valores 6timos devem ser 7,0-9,0 mg.g” e pH 4,0-4 4,

respectivamente.

Analise microbioldgica

As Figuras 18 e 19 mostram a enumeracgao das bactérias laticas em leites
fermentados tanto em co-culturas com S. thermophilus quanto em culturas
mistas apos 1 dia (D1) e 7 dias (D7) de armazenamento refrigerado,
respectivamente. As enumeragdes de S. thermophilus em co-culturas praticamente
n3o variaram significativamente com o tipo de co-cultura (8,98-9,05 logUFC.mL™), a
presenca de inulina (9,05-9,14 logUFC.mL™") e o armazenamento refrigerado
(8,95-9,05 logUFC.mL™).

No que diz respeito as enumeracbes das outras bactérias laticas, os
valores ap6s D1 variaram de 7,3 logUFC.mL™ (St-Lr em M) a 9,1 logUFC.mL""
(St-Bl em SM), com um efeito estimulante estatisticamente significativo da inulina

sobre o crescimento de quase todos eles.
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Figura 18. Contagens de células em leite desnatado fermentado, quer por co-culturas
binarias de St-La, St-Lb, St-Lr e St-Bl (A) por cultura bacteriana mista (B) apds 1 dia de

armazenamento a 4°C. (L) Leite suplementado com 40 mg de inulina.g™; (1) Leite ndo
suplementado.

Por exemplo, a enumeracgéo de Bl quando em co-cultura com St aumentou
na presenca de inulina em 1,4 logUFC.mL", comprovando assim um efeito
bifidogénico exercido pelo prebidtico selecionado. Comparado com os resultados
obtidos no presente estudo, Ozer et al. (2005) encontraram consideravelmente
maiores enumeracdes para Lb e La (9,6 e 8,3-8,8 logUFC.mL™, respectivamente),
que sao comparaveis aos relatados por Dave e Shah (1997), provavelmente
devido ndo s6 a maior quantidade de indculo, mas também devido ao teor de

sélidos totais e de nutrientes disponiveis no leite (KRISTO et al., 2003).
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Figura 19. Contagens de células em leite desnatado fermentado, quer por co-culturas
binarias de St-La, St-Lb, St-Lr e St-Bl (A) por cultura bacteriana mista (B) apos 7 dias de

armazenamento a 4°C. (L) Leite suplementado com 40 mg de inulina.g™; () Leite ndo
suplementado.

Apos D7, a contagem das outras bactérias, exceto St, diminuiu
ligeiramente, em comparagdo com D1, embora apenas 62,5% dessas variagdes
foram estatisticamente significativas. Por outro lado, o efeito do prebidtico da
inulina foi significativo em todos os casos (Figuras 18 e 19).

Tanto apos D1 e D7, a utilizagdo de microorganismos em mistura, levou a
um decréscimo nas contagens de Lr e Bl comparados com suas respectivas co-
culturas. Houve também uma ligeira queda na viabilidade de La e Lb, embora
estatisticamente significativa. Esses resultados em conjunto sugerem que, apesar
dos beneficios acima descritos em termos da qualidade do produto, a utilizagéo
de microorganismos na mais complexa mistura conduz a redugdo acentuada do

crescimento de todos eles, como a consequéncia légica de uma maior concorréncia
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para os mesmos substratos. No entanto, a unica bactéria cuja contagem na cultura
mista mantido abaixo do limite recomendado de 7,0 logUFC.mL™" foi Lr no meio, sem
inulina; portanto, a suplementagao de leite desnatado com inulina parece ser um
requisito fundamental para atingir todas as desejadas caracteristicas microbiolégicas

do produto.

6.5 Conclusoes

» Em co-cultura, a mais alta taxa de acidificacado, foi obtida com St-Lb, na
presenca de inulina, confirmando o papel exercido por St Lb sobre a

acidificagao do iogurte;

= Consistentemente com o efeito prebidtico da inulina, o qual aumentou
sensivelmente a média da taxa de acidificacdo, quer em co-culturas
binarias como em cultura mista, e reduziu em média o tempo para atingir

Vmax Na cultura mista;

= Ambos os tempos necessarios para atingir pH 5,0 ou para completar a
fermentagdo foram significativamente reduzidos na cultura mista com
respeito a co-culturas binarias, quer na auséncia ou na presenca de inulina;
O efeito sinérgico entre os selecionados microorganismos observados na
cultura mista foi mais forte do que o proéprio efeit prebidtico qua a inulina

proporciona;

= A inulina reduziu um pouco a acidez, especialmente no caso da cultura

mista;

= Depois de D1, o efeito do prebidtico da inulina foi notavel apenas para a
co-cultura St-Bl, enquanto que apés D7, foi-lo para todas as co-culturas.
Tanto em D1 e D7, as enumeragdes de Lr Bl na cultura mista diminuiram
acentuadamente em comparagcdo com as respectivas co-culturas binarias,
em consequéncia de uma maior concorréncia dos microorganismos pelos

mesmos substratos.
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CAPiTULO ViI

7. CRESCIMENTO E PERFIL DE ACIDIFICAGAO DOS PROBIOTICOS EM
CULTURA PURA E CO-CULTURA COM Streptococcus thermophilus: O
EFEITO DA INULINA*

7.1 Resumo

A inulina foi usada como prebidtico para melhorar a qualidade e a
consisténcia do leite desnatado fermentado por Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus bulgaricus e Bifidobacterium lactis em
culturas puras e em co-culturas com Streptococcus thermophilus. Foram
comparados, tanto na presenga ou auséncia de 4 g inulina.100 g™, os resultados
para os principais parametros cinéticos, especialmente o tempo de geragéo (ty), a
taxa maxima de acidificacdo (Vmax) € 0s tempos para se alcangar Vmax (tmax), para
atingir o pH 5,0 (t,Hs.0) € para completar a fermentacéo (tpoHsas). Pds-acidificagéo,
formagao de acido latico e contagens celulares foram também determinadas e
comparadas, tanto em 1 dia apos a fermentacao e/ou 7 dias de armazenamento a
4°C. Em geral, a adi¢do de inulina aumentou, nas co-culturas, Vmax, diminuiu tmax,
ty e tonas, favoreceu a poés-acidificagéo, exerceu um efeito bifidogénico, e
preservou quase que intacta a viabilidade celular durante o armazenamento. Além
disso, S. thermophilus estimulou o metabolismo das outras bactérias laticas.
Contrariamente das co-culturas, a maioria dos efeitos ndo foram estatisticamente
significativos em culturas puras. O mais importante aspecto do presente estudo foi
0 uso do tempo de geragao como ferramenta pra investigar o comportamento de

probioticos em leite em presenga de inulina.

* OLIVEIRA, R.P.S.; PEREGO, P.; CONVERTI, A.; OLIVEIRA, M.N. Growth and acidification
performance of probiotics in pure culture and co-culture with Streptococcus thermophilus: The
effect of inulin. LWT - Food Science and Technology, v.42, p.1015-1021, 2009.
DOI:10.1016/j.lwt.2009.01.002. [Fator de Impacto: 1,887].
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7.2 Introducgao

Prebiodticos sdo componentes ndo digestiveis de alimentos funcionais que
estimulam a proliferacédo e a atividade das populagdes bacterianas desejaveis no
colon e inibem multiplicagédo de patdgenos, por conseguinte, agindo beneficamente
sobre o0 hospedeiro (ROBERFROID, 2000; MATTILA-SANDHOLM et al., 2002).
Os mais importantes prebidticos sdo glucanos, frutanos, mananos e, muitas vezes
substancias contidas em residuos agroindustriais (PIAD et al., 2006). Entre
frutanos, inulina e oligofrutoses, fibras soluveis e fermenteciveis, sdo as mais
conhecidas. Estas atingem o intestino grosso praticamente intactos, sdo entao
hidrolisados na parte superior do intestino (CARABIN; FLAMM, 1999) e
fermentados por bactérias (ROBERFROID; GIBSON, 1998).

Além disso, prebidticos podem exercer um efeito protetor aos probidticos,
melhorando a sobrevivéncia durante o armazenamento do produto (DONKOR et
al., 2007). Bactérias acido-lacticas isoladas do trato gastrointestinal de humanos e
animais sao conhecidos como probidticos. Quando usados em grandes
quantidades na preparagéo de alimentos, sdo capazes de sobreviver a passagem
pelo trato digestivo superior e aderir a células intestinais, ajudando no equilibrio
intestinal. Probidticos utilizados em produtos lacteos funcionais pertencem aos
géneros Lactobacillus, Bifidobacterium, Streptococcus e Saccharomyces. Para
realizar os beneficios desejados, os probidticos devem estar presentes no produto
em contagens viaveis durante toda a sua vida-de-prateleira. Foi recomendado que
a dose minima capaz de assegurar os efeitos terapéuticos devem estar no
intervalo 7-9 logUFC.mL™" (DAVE; SHAH, 1997; KAILASAPATHY; RYBKA, 1997).
No entanto, a viabilidade dos probidticos em preparacdes comerciais é afetada
por varios fatores, tais como temperatura, acidez e presenca de outros
microorganismos e oxigénio (KAILASAPATHY; RYBKA, 1997; SHAH, 2000a).

Inulina ou oligofrutoses foram freqientemente empregadas principalmente
nos estudos dedicados a melhorar a viabilidade bacteriana durante o
armazenamento de longo prazo, onde Bifidobacterium spp. foi o principal foco da
pesquisa (SHIN et al., 2000; BRUNO et al., 2002; AKALIN et al., 2004), devido a
perda de viabilidade celular apés a fabricacdo do iogurte (DAVE; SHAH, 1997).
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Donkor et al. (2007) recentemente demonstraram que a suplementacao de iogurte
com inulina em baixa concentragdo melhora significativamente o crescimento e a
viabilidade de Lactobacillus acidophilus e Lactobacillus casei como probidticos
utilizados no iogurte durante o armazenamento refrigerado. No entanto, outros
lactobacilos merecem atencao por causa de seus efeitos de promocio da saude
(SHAH, 2000b, 2001).

Embora alguns autores tenham proposto utilizar o tempo de geracao
como uma ferramenta para investigar a dindmica microbiana tanto em cultura
pura como mista (BRUNO et al., 2002; LIONG; SHAH, 2005), ainda a literatura é
escassa com relacdo a essa questdo. Os primeiros autores usaram este
parametro para confirmar o efeito estimulador da inulina sobre o crescimento da
bifidobactéria, ja evidenciado por outros autores (GIBSON; WANG, 1994;
ROBERFROID; GIBSON 1998). Contrariamente, um efeito prebidtico nao
desejado foi relatada pelo uso da inulina por Shin et al. (2000), provavelmente
devido ao uso de uma determinada estirpes de Bifidobacterium. Também a este
respeito, ha poucas referéncias com relacdo ao uso de lactobacilos. Foram
realizados poucos estudos em culturas puras de L. acidophilus (DU PLESSIS et
al.,1996; CHOU; WEIMER, 1999; ORDONEZ et al., 2000; BRIZUELA et al., 2001),
Lactobacillus rhamnosus (GOLDIN, 1998; JYOTI et al., 2004), Lactobacillus
bulgaricus (RADKE-MITCHELL; SANDINE, 1986; KIMMEL; ROBERTS, 1998),
Lactobacillus plantarum e L. casei (GONZALEZ et al., 2008).

Com base neste cenario, inulina aparece como um importante ingrediente
alimentar que possa ser ainda explorada para a producio de alimentos funcionais
(NINESS, 1999); no entanto, diversas questdes tém de ser respondidas para se
avancgar nesse campo. Para este propésito, os comportamentos de diferentes
probidticos (L. bulgaricus, L. acidophilus, L. rhamnosus e B. lactis) foram comparados
em cultura pura ou em co-cultura com Streptococcus thermophilus, usando o
tempo de geragéo como o principal parametro cinético.

Assim, os principais objetivos sdo: a) investigar o efeito sinérgico entre
esses microrganismos em co-cultura com S. thermophilus; b) avaliar a capacidade
de L. rhamnosus para ser utilizado potencialmente como probidtico em preparagao de

leites fermentados; c) destacar o efeito prebidtico da inulina sobre producédo de
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leite fermentado seja em mono como em co-culturas; d) produzir leite fermentado
com uma carga de bactérias probioticas mais estavel com respeito aos produtos

comerciais, €) aumentar a produtividade industrial dos leites fermentados.

7.3 Material e métodos
Culturas microbianas

Foram utilizadas cinco estirpes de culturas puras iniciadoras comerciais
liofilizadas (Danisco, ZA des Engenieres, France): S. thermophilus TA040 (St) e
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus LB340 (Lb) - microrganismos do
iogurte, e Lactobacillus acidophilus LAC4 (La), Lactobacillus rhamnosus LBA (Lr)

e Bifidus lactis BL 04 (Bl) - microrganismos probidticos.

Preparacgao do leite

O leite foi preparado adicionando-se 13 g de leite em p6 desnatado (Molico,
Nestlé, Aragatuba, Brasil) em 100 g de agua destilada (base de leite) sem adi¢ao
de inulina (M) e suplementada (SM) com 4 g.100g™" de da fibra em questdo (nome
comercial: Beneo TM) (Orafti Active Food Ingredients, Oreye, Bélgica). O
conteudo de solidos totais da base do leite corresponde ao valor médio relatado
por Restle et al. (2003).

As bases do leite controle e suplementadas foram homogeneizadas com
auxilio de agitador magnético por 15 min e tratadas termicamente a 90°C durante
5 minutos em equipamento de banho-maria (Fisatom, Modelo 550 A, local). O
leite tratado foi recolhido e transferido a garrafas estéreis de 1 L, imediatamente
resfriado em banho de gelo, distribuido em erlenmeyrs estéreis de 250 mL em
camara de fluxo laminar e, acondicionados em camara fria a 4°C por 24 h antes

da utilizagdo.
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Preparagao do inéculo

Foi preparada uma pré-cultura com La na qual se adicionou 100 mg de
cultura pura em 50 mL de leite autoclavado reconstituido a 10% de sdlidos totais.
Apds a homogeneizagdo, 1 mL da pré-cultura (ativada em banho-maria a 42°C
por 30 minutos) foi inoculado em frascos de 250 mL. O mesmo procedimento foi
utilizado para a preparacgéo de pré-culturas de Lb, Lr, Bl e St adicionando 400 mg,
130 mg, 45 mg e 90 mg respectivamente de cultura pura em 50 mL de leite a 10%
autoclavado a 121°C durante 20 minutos. As valores das contagens em média

nas diferentes pré-culturas variaram de 6,1 a 6,5 logUFC.mL™.

Fermentagao

Apos a inoculagdo, as amostras foram colocadas em banho-maria
acoplado ao sistema CINAC, Ysebaert, Frépillon, Franga até obter a estabilizacio
da temperatura a 42°C. A fermentagdo foi conduzida até atingir o pH 4,5,
selecionado como a condigdo de parar afermentacdo. As fermentagdes foram
monitoradas usando o sistema CINAC, o qual permitiu a medigéo e registro do pH

continuamente avaliando a taxa de acidificagéo.

Pés-acidificagao e acidez

A pos-acidificagcao do leite fermentado foi determinada 1 dia apds a
fermentacdo (D1) e apds 7 dias de armazenamento a 4°C (D7) através da
medigdo do pH utilizando um pHmeter modelo Q-400M1 (Quimis, S&o Paulo,
Brasil). A acidez, expressa em g.100 g”' de acido latico, foi determinada em
triplicata por titulacdo com 0,11 mol equiv.L™" de solugdo de NaOH, segundo o
método No. 907.124 (ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS,
1995).
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Contagens de bactérias probioéticas

As contagens bacterianas foram efetuadas apés 1 dia da fermentacao (D1)
e apés 7 dias de armazenamento refrigerado (D7) em quadruplicata. Um mL da
amostra foi diluida em 9 mL de 1 g.L™' de 4gua peptonada estéril. Posteriormente,
oito diluicdes em série foram realizadas, e cada bactéria foi enumerada nas trés
diluicbes mais adequadas, aplicando a técnica semeadura em profundidade
(KODAKA et al., 2005). As contagens foram finalmente expressas como valores
meédios. Todos os meios de cultura foram obtidos da Merck (Darmstadt,
Alemanha). As colbnias de St foram enumeradas em agar M17 em condicdes
aerobia de incubacdo a 37°C por 48 h. As contagens de Lb, La e Lr foram
realizadas em MRS Agar e o seu pH foi ajustado a 5,4 por adigdo de acido
acético, em anaerobiose a 37°C por 48, 72 e 72 h, respectivamente. Bl foi
enumerado em MRS Agar contendo 50 g.L”" de cisteina sem qualquer ajuste de
pH (INTERNATIONAL DAIRY FEDERATION, 1996, 1997, 2003).

Parametros cinéticos

A partir dos dados coletados, a taxa de acidificagdo (Vmax) foi calculada
como a variagdo do tempo com o pH (dpH/dt) e expressa em 10 unidades de
pH.min™". Durante o periodo de incubacdo, os seguintes parametros cinéticos
também foram calculadas: (i) tmax (), tempo em que foi atingido Vmax, (ii) tpHs.o (),
tempo para atingir pH 5,0, (iii) tonas (h), tempo para atingir pH 4,5 (ou seja, para
completar a fermentacdo); e (iv) ty (h), tempo de geragéo dos microorganismos.

Quando o pH 4,5 foi atingido, a fermentagdes foram manualmente
interrompidas por agitacdo asséptica do coagulo por meio de uma haste de ago
inoxidavel com discos perfurados; a haste foi movida suavemente para cima e
para baixo por 80 s. O produto fermentado foi colocado em copos de polipropileno
de 50 mL, selado termicamente utilizando um equipamento Selopar (BrasHolanda,
Pinhais, Brasil) e rapidamente resfriado em banho de gelo. Os produtos

fermentados foram armazenadas a 4°C.
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A cinética de acidificacao e de crescimento foi investigada durante toda a
fermentagdo do leite, sem adigdo de inulina (M) ou em leite suplemantado com
4 g.100 g™ de inulina (SM), por S. thermophilus em co-cultura com L. bulgaricus,
L. acidophilus, L. rhamnosus ou B. lactis, ou em culturas puras de todos estes
microorganismos. Em particular, a maxima taxa especifica de crescimento (Mmax)
foi calculada para cada microrganismo durante a sua fase de crescimento
exponencial segundo a equagao:

1, X,

Honax = In
(tZ_tl) Xl

em que X, e X4 sdo as contagens (UFC.mL™) nos tempos t, e t;.

O tempo de geragéo (t;) foi calculado para cada cultura a partir do valor

correspondente de Umax através da equagao:

t_ln2

- (2)
g
Hmax

Analises estatisticas

Os dados experimentais de Vmax, tmax, toHs.0, toras, tg , bem como de pH,
contagem bacteriana e de concentragdo em acido latico, em D1 e D7, foram
apresentados como valores meédios. As variagdes no que diz respeito aos valores
meédios foram apresentadas com seus respectivos desvios padréo. Os valores
médios dos pardmetros acima foram submetidos a analise de variancia (ANOVA)
através do Software Statistica 6.0 e comparados usando o teste de Tukey, P < 0,05.
As diferentes letras foram utilizadas para rotular os valores com diferencga

estatisticamente significativa entre eles.
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7.4 Resultados e discussao
Cinética de acidificagao e tempo de geragao
Co-culturas

A Tabela 08 mostra a cinética de acidificagcdo do leite, quer na presenca
(SM) ou auséncia (M) de 4 g.100 g de inulina, fermentado por Lactobacillus
bulgaricus (St-Lb), Lactobacillus acidophilus (St-La), Lactobacillus rhamnosus
(St-Lr) e Bifidobacterium lactis (St-Bl), em co-cultura com Streptococcus
thermophilus.

Vmax variou de 15,9.10° upH.min™ (St-Lr em M) para 19,0.10° upH.min™
(St-Lb em SM). Considerados como valores médios, esse parametro foi cerca de
6% mais elevado na presenca de inulina, mostrando variagoes estatisticamente
significativas. Além disso, os maiores valores de Vnyax foram obtidos com a co-
cultura St-Lb, tanto em M quanto em SM, confirmando as observacdes feitas por
Kristo et al., (2003) com respeito ao papel destas duas bactérias termofilicas na
cinética de acidificacdo. tmax variou de 2,97 h (St-Lb em SM) a 3,25 h (St-Bl em M),
mostrando uma variagdo estatistica significativa. Como era esperado a inulina
mostrou um efeito prebidtico, devido a sua hidrélise parcial e fermentacao,
apresentando, quando usada, um valor médio de tnax, de 3,09 h e 3,16 h na
auséncia de inulina. Kristo et al. (2003) obtiveram valor similar de tmax (2,65 h) em
co-cultura de S. thermophilus, L. bulgaricus e L. paracasei, provavelmente devido
ao efeito sinérgico entre esses microorganismos. Um comportamento semelhante
ao de tnax foi observado no tempo necessario para atingir pH 5,0 (toHs.0), que
variou de 3,61 h (St-Lb em SM) a 4,67 h (St-La em M) (Tabela 08).

Por outro lado, o tempo para completar a fermentagéo (tonsas) dependia
fortemente ndo somente da adi¢cao de inulina, mas também da co-cultura e, em
todos os casos, as variagbes foram estatisticamente significativas. Como
esperado, o menor tempo fermentagéo (t,nsa5s = 5,4 h) foi obtido na presenca dos
microrganismos tipicos do iogurte (St-Lb em SM), enquanto que as outras co-

culturas probidticas durou quase o dobro do do tempo (tpH4s = 10,1-10,6 h em M).
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Além disso, a adi¢cdo de inulina reduziu o tempo de fermentagcdo em cerca de
10%, em média, confirmando assim o seu efeito prebidtico ja evidenciado por
outros autores usando bifidobactéria (SHIN et al., 2000; BRUNO et al., 2002;
AKALIN et al., 2004; DONKOR et al., 2007) e em lactobacilos (SHAH, 2000b,
2001; DONKOR et al., 2007).

Conforme sugerido por Bruno et al. (2002) e por Liong e Shah (2005), o
tempo de geragéo (i) pode ser usado como uma medida de eficacia de um
especifico prebidtico para modular a taxa de crescimento bacteriano. Como
esperado, S. thermophilus, sendo a principal cultura iniciadora iogurte, apresentou
em todas as co-culturas o menor tempo de geracao (0,22-0,28 h), o qual
praticamente coincidiu com o valor relatado por Talon et al. (2002) para esta
bactéria, em co-cultura com Lb no leite desnatado. Contrariamente, t; de Lb
relatado por esses autores foi cerca de um terco menor a obtida no presente
estudo, provavelmente devido a diferente composicédo do leite. Por outro lado, o
longo tempo de geragao da cultura Lr (0,76 h em M e 0,55 h em SM) (Tabela 08)
poderia ser devido a sua necessidade de co-metabolismo do citrato e induzindo a
formagao de citrato permease (JYOTI et al., 2004). A significativa reducao deste
parametro induzida pela inulina tanto para St (12%) como para os outros
microorganismos considerados nesse trabalho (26 %) é mais uma confirmagao do

seu efeito prebidtico.
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Tabela 08. Parametros cinéticos de acidificagcdo do leite fermentado por co-culturas de L.
bulgaricus (Lb), L. acidophilus (La), L. rhamnosus (Lr), B. lactis (Bl) com S. thermophilus (St)*.

Ensaio  Co-cultura V max tmax toHs.0 tonas ty
(10°%upH/min) () (h) (h) (hy**
Leite
1 St-Lb 18,0+0,4* 3,0+01® 37+01® 55+0,1° 0,27 +0,01/0,53 + 0,02
2 St-La 16,3+0,7° 32+0,0° 47+0,1° 10,4+0,7° 0,27 +0,01/0,44 + 0,01
3 St-Lr 159+0,7° 31+01® 44+03° 10,6+02° 0,28+0,00/0,76 +0,03
4 St-BI 16,0+1,1®°  32+0,1° 46+02° 10,1+04° 0,26+0,01/0,57 + 0,04

Leite suplementado com 4 g de inuIina.1OOQ'1

5 St-Lb 19,0+0,8° 3,0+0,17° 36+01® 52+01°  0,23+0,01/0,42+0,03
6 St-La 17,3+0,8®° 32+0,0® 42+01° 94+0,7° 0,27 +0,02/0,37 + 0,02
7 St-Lr 17,1+1,0% 31+01® 42403 83+04° 0,23+0,03/0,550,03
8 St-BI 17,0£0,9™ 31+01* 45+04° 92+03* 0,22+0,01/0,37 £ 0,02

* Vmax = taxa maxima de acidificacé@o; tnax = tempo para atingir Vmay; tonso = tempo para atingir pH 5,0;
tonas = tempo para completar a fermentacdo (pH 4,5). Letras diferentes ha mesma coluna significam
diferenga estatisticamente significativa entre os valores do mesmo parametro, de acordo com o teste de
Tukey (* P < 0,05). ** Valores determinados a partir dos graficos sem o uso da estatistica + Desvio
padrao em relagao aos valores obtidos em quadriplicata.

Culturas puras

Os parametros cinéticos de acidificacdo do leite pelos referidos
microrganismos utilizados em culturas puras estao listados na Tabela 09.

Vimax Variou de 6,70.10° upH.min™ (Lb em M) a 17,8.10° upH.min™" (Lr em M),
com variagdes significativas para todas as culturas. Comparando os valores deste
parametro, € evidente que, com excepg¢ao do Lr, na auséncia de inulina, todos as
outras mono-culturas apresentaram as piores cinéticas em relacido as respectivas
co-culturas, confirmando a acdo estimulante do St, principalmente quando em co-
cultura com Lb favorecendo o metabolismo entre eles (RADKE-MITCHELL; SANDINE,
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1986). Esta bactéria foi, de fato, a que apresentou a taxa de acidificacdo mais
lenta, sendo que obteve um melhor comportamento metabdlico quando estava em
co-cultura.

A cultura Bl foi a que apresentou o maior tnax (10,9 h em M), mas
mostrou-se ser a unica cultura pura no qual a inulina exerceu um efeito prebidtico
estatisticamente significativo (9,62 h em SM). O tempo para atingir pH 5,0 variou
de 4,86 h (St em SM) para 11,3 h (Lb em M), e para completar a fermentagéo
(toras5) de 11,6 h (St em SM) a 16,3 h (Bl em M ). Os altos valores de tmax € de
toHa5 Obtidos pelas culturas puras evidencia o efeito benéfico do S. thermophilus
no metabolismo das outras bactérias anteriormente ressaltadas pelo Vax.

Por outro lado, o efeito da inulina sobre as culturas puras, embora
estatisticamente significativa do ponto de vista, ndo forneceu qualquer informagéao
clara, porque Vmax € tmax variou de uma cultura para a outra sem correlagao
significativa entre elas (Tabela 09).

Como demonstrado pelos valores de tempo de geragéo, contrariamente as
observacdes feitas anteriormente para bifidobacteria (MARTINEZ-VILLALUENGA;
GOMEZ, 2007), houve baixa correlacdo entre a taxa de crescimento e a
capacidade de acidificagdao, provavelmente devido a diferentes duragdes das
fases lag. No entanto, a suplementagdo com a inulina baixou o ftq
significativamente, com especial atengdo para o microrganismo St e La (cerca de
30%), o que significa que foi exercido um efeito prebidtico, mesmo nas culturas
puras. Além do efeito estimulante da inulina sobre o crescimento, ja observada
em bifidobactéria (BRUNO et al., 2002; AKALIN et al., 2004) e lactobacilos
(DESAI et al., 2004), foi recentemente atribuida uma maior producéo de iogurtes
com adi¢cao de nutrientes (MAKRAS et al.,, 2005), bem como aminoacidos e
vitaminas (DESAI et al. 2004; DONKOR et al., 2007).

Além disso, os valores de t; para todos os todos os microorganismos,
incluindo St, foram notavelmente mais elevados do que as co-culturas, tanto na
presenga como na auséncia de inulina, demonstrando o sinergismo entre as co-
culturas. O valor de ty = 0,42 h relatado para St na auséncia de inulina (O'SULLIVAN,;
FITZGERALD, 1999; PERRIN et al., 1999) coincidiu com o obtido no presente

estudo. Como esperado, devido a dificii metabolizagdo dos dissacaridos
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(GOLDIN, 1998), Lr exibiu um tempo de geragcao muito longo (1,01 h) que
diminuiu cerca de 8% na presenga de inulina. Lb mostrou em M ty préximo aquele
relatado na literatura em leite em pd desnatado reconstituido (0,67-1,30 h)
(RADKE-MITCHELL; SANDINE, 1986). La revelou o maior t em M (1,49 h), que
correspondeu aos intervalos de valores (0,63-2,9 h) revelados para leite
desnatado reconstituido (CHOU; WEIMER, 1999) e leite desnatado (ORDONEZ
et al., 2000). O tempo de geragéo de Bl foi menor do que aqueles relatados para
diferentes isolados de leite desnatado UHT (t; = 1,51-1,63 h), o que sugere uma
certa tolerancia ao oxigénio e ao acido (MARTINEZ-VILLALUENGA; GOMEZ,
2007). As caracteristicas interessantes da estirpes Bl fizeram com que ela fosse

introduzida na industria de produtos lacteos fermentados (MEILE et al., 1997).



Tabela 09. Parametros cinéticos de acidificagcdo do leite fermentado por culturas
puras de L. Bulgaricus (Lb), L. acidophilus (La), L. rhamnosus (Lr), B. lactis (Bl) e S.

thermophilus (St)*.

Ensaio  Cultura Vmax tmax toHs.0 toras ty
(10° upH/min) (h) (h) (h) (h)*
Leite
1 St 16,5+ 0,1% 3,2+0,0° 51+0,1° 11,6+0,0° 0,45+0,02
2 Lb 6,7 +0,6° 32+0,1° 11,3+0,1" 158+0,0° 0,98+0,06
3 La 15,2 +0,1% 59+0,2° 7,3+0,0° 12,9+0,1° 1,49+0,11
4 Lr 17,8 +0,1° 7,140,1° 84+0,0° 138+0,1" 1,01+0,10
5 BI 10,7 +0,1° 10,9+0,1° 125+0,1° 16,3+0,0" 0,85+0,06
Leite suplementado com 4 g de inulina.100 g'1
6 St 15,6 +0,1% 3,4+0,0° 49+0,1° 116+0,0° 0,33+0,03
7 Lb 8,7+0,5° 34+0,17° 104+01° 16,2+0,0" 0,87+0,08
8 La 14,3+ 0,2° 59+0,2° 74+00° 123+0,1° 0,94 +0,01
9 Lr 15,7 £ 0,0% 7,3+0,1° 8,8+0,0° 150+0,0° 0,93+0,06
10 BI 15,9 +0,3% 96+0,1° 106+01° 152+0,1" 0,79+0,05

* Vmax = taxa maxima de acidificacéo; tmax = tempo para atingir Vmax; tors.o = tempo para atingir pH 5,0;
toHa.s = tempo para completar a fermentacdo (pH 4,5). Letras diferentes na mesma coluna significam
diferenga estatisticamente significativa entre os valores do mesmo parametro, de acordo com o teste de
Tukey (* P < 0,05). ** Valores determinados a partir dos graficos sem o uso da estatistica. + Desvio

padrao em relagédo aos valores obtidos em quadriplicata.
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Pés-acidificagcao e acidez

De acordo com Souza (1991), a acidez dos iogurtes comerciais é
amplamente variavel, variando de 700 a 1.250 mg.100 g™ de acido latico ou pH
3,7-4,6. No entanto, para evitar o excesso de acidez ao paladar, os valores 6timos
devem ser entre os intervalos de 70-90 mg.100 g'1 e 4,0-4,4, respectivamente.

Os resultados de poés-acidificacdo (pH) e acidez (teor de acido latico) do
leite fermentado pelas bactérias selecionadas em co-cultura com S. thermophilus
sdo listados na Tabela 10 tanto em 1 dia apd6s a fermentagao (D1) quanto apés 7
dias de armazenamento a 4°C (D7). Esses parametros devem ser de fato,
considerados como os melhores critérios para expressar a acidez dos iogurtes
(SOUZA, 1991), e os selecionados tempos de armazenamento os mais adequados
para investigar a dindmica de crescimento durante a fermentacgao do leite.

A parte um caso, as variagdes de pH e a consequente produgéo de acido
latico, com a adicdo de inulina, passando de D1 para D7 as variagdes estatisticas
nao foram significativas. No entanto, os dados foram avaliados fazendo referéncia
aos valores médios para todas as co-culturas.

O armazenamento a frio durante 7 dias levou a uma acidificagdo com
relacdco a D1 em 0,11-0,13 unidade de pH, enquanto que nenhum efeito
significativo foi exercida pela adi¢cdo de inulina. Estes resultados estdo de acordo
com a acidez devido ao incremento de acido latico que aumentou, em média, em
90-100 mg.100 g passando de D1 para D7.

Os valores de pH apos D1 ndo estdo tdo longe daqueles relatados por
Moreira et al. (2000) (3,76-4,39), os quais analisaram amostras de leite
fermentado por diferentes estirpes de L. bulgaricus e S. thermophilus. Além disso,
Damin et al. (2006) detectaram concentracdo média de acido latico em iogurtes
comerciais (1.010 mg.100 g') praticamente coincidente com o valor médio obtido
no presente estudo em D7.

Os correspondentes resultados de pés-acidificacdo e acido latico
produzidos pelas culturas puras dos mesmos microrganismos estédo listados na
Tabela 11. Deve ser notado que os resultados bastante coincidentes com os das

co-culturas foram obtidos tanto em termos de pH quanto de acido latico. Além
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disso, o efeito da adigdo de inulina foi apenas, em alguns casos, estatisticamente

significativa, passando de D1 para D7 conduziu a uma queda de pH de 0,11-0,12

e aumento da acidez de 60-70 mg.100 g

Tabela 10. Pés-acidificacdo (pH) e acidez do leite fermentado por co-culturas de S.
thermophilus with L. bulgaricus (St-Lb), L. acidophilus (St-La), L. rhamnosus (St-Lr) e B.
lactis (St-Bl) em 1 dia apés a fermentacao (D1) ou apds 7 dias de armazenamento a

4°C (D7) *.

Acidez (mg acido latico.100 g™

Ensaio Co-cultura D1 D7 D1 D7
Leite
1 St-Lb 4,39%° 4,27% 880% 1010%°
2 St-La 4,372 4,27% 980° 1060°°
3 St-Lr 4,46° 4,35° 900% 930°
4 St-BI 4,45 4,31%° 840° 960%
Leite suplementado com 4 g inulina.100 g’
5 St-Lb 4,37° 4,21° 920 1010%°
6 St-La 4,39%° 4,25 930" 1090°
7 St-Lr 4,423 4,33° 890°° 960°
8 St-BI 4,45 4,32° 850° 950?

* Letras diferentes na mesma coluna significam diferenga estatisticamente significativa entre os valores, de
acordo com o teste de Tukey (* P < 0,05).
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Tabela 11. Pés-acidificagdo (pH) e acidez do leite fermentado por culturas puras de S.
thermophilus, L. bulgaricus (Lb), L. acidophilus (La), L. rhamnosus (Lr) e B. lactis (Bl),

em 1 dia apds a fermentagao (D1) ou apds 7 dias de armazenamento a 4°C (D7)*.

Acidez (mg de acido latico.100 g™

Ensaio Cultura D1 D7 D1 D7
Leite
1 St 4,36° 4,26° 940° 980°
2 Lb 4,36° 4,24° 930° 980°
3 La 4,34 4,24° 990" 1030°
4 Lr 4,44° 4,32¢ 890¢ 970°
5 BI 4,49° 4,37° 850°° 950°°
Leite suplementado com 4 g de inulina.100 g’
6 St 4,36%° 4,27° 940° 970°
7 Lb 4,46° 4,30° 840°° 930%°
8 La 4,34 4,242 1030° 1080°
9 Lr 4,46° 4,33° 880 970°
10 BI 4,50° 4,37° 820° 900?

* Letras diferentes na mesma coluna significam diferenga estatisticamente significativa entre os valores, de

acordo com o teste de Tukey (* P < 0,05).

Analise microbiolégica

A Figura 20 mostra as contagens em leites fermentados de bactérias

lacticas, em co-cultura com S. thermophilus. Apés D1, as contagens de S.

thermophilus foram cerca de 9 logUFC.mL", sem efeitos estatisticamente

significativos tanto com a presenga de inulina quanto em co-cultura. A parte La, a

inulina estimulou significativamente o crescimento das outras bactérias lacticas,

com especial referéncia a Bl.

Similar estimulagao do crescimento de B. bifidum BB-02 foi observada por

Ozer et al. (2005) no leite suplementado com inulina ou lactulose. Apés D7, ndo

somente a inulina estimulou o crescimento das bactérias lacticas, mas também as

contagens de todas elas nédo decresceram comparando com D1. Este ultimo
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resultado, que confirma certa estabilidade na viabilidade celular como observada
por Donkor et al. (2007) para L. casei e La durante quatro semanas de
armazenamento refrigerado, na presenga de 5-15 g.L'1 de inulina; esta observacéao é
de particular importancia, tendo em conta que uma das fungbes mais importantes
dos prebidticos é justamente promover ou melhorar a sobrevivéncia e atividade
dos probioticos durante o armazenamento.

Finalmente, os resultados ilustrados na Figura 21 demonstram que nenhum
dos efeitos observados acima em co-culturas foram confirmados quando se
empregaram culturas puras, o que significa que a atividade prebiética da inulina é

exercida somente em co-cultura com S. thermophilus.
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Figura 20. Efeito da adigdo de inulina ao leite desnatado sobre as contagens de L.
bulgaricus, L. acidophilus, L. rhamnosus ou B. lactis (1) em co-cultura com S.
thermophilus (O), tanto 1 dia apés a fermentacdo (D1) como apds 7 dias de
armazenamento a 4°C (D7). M = Leite controle; SM = Leite suplementado com 4 g de
inulina.100 g”'. As barras de erro representam os desvios-padrdo dos resultados das

fermentacdes em quadruplicata.
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Figura 21. Efeito da adicdo de inulina ao leite desnatado sobre as contagens das culturas
puras de pure L. bulgaricus ({J), L. acidophilus (@), L. rhamnosus (<), B. lactis (A) e S.
thermophilus (O), tanto 1 dia apdés a fermentacdo (D1) como apds 7 dias de
armazenamento a 4°C (D7). M = Leite controle; SM = Leite suplementado com 4 g de
inulina.100 g*. As barras de erro representam os desvios-padrdo dos resultados das

fermentacdes em quadruplicata.
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7.5 Conclusoes

Em co-cultura, a cinética de acidificacdo foi reforcada pela adicdo de
inulina ao leite, o qual aumentou a maxima taxa de acidificagdo diminuindo
o tempo de geracdo, o tempo necessario para atingir Vmax € aquele para

completar a fermentacao (toHa4.5);

A adicao de inulina também favoreceu a poés-acidificacéo para todas as co-

culturas investigadas e exerceram um evidente efeito bifidogénico;

Todos o0s microrganismos apresentaram um maior crescimento e menor
tempo de geracdo em co-cultura, comparando com a cultura pura, o que
comprova a ocorréncia de um sinergismo entre o metabolismo de S.
thermophilus e os probiodticos. Apds 7 dias de armazenamento a 4°C, o
efeito estimulante da inulina sobre o crescimento das bactérias, que nao
seja St, foi quase totalmente mantida, bem como a contagem de todos os
probioticos que nao diminuiu significativamente. Contrariamente as co-
culturas, os efeitos tanto da inulina quanto o armazenamento a frio em

culturas puras nao foram estatisticamente significativos.



97

CAPiTULO VIl

8. CO-METABOLISMO EM LEITE DESNATADO FERMENTADO de
Streptococcus thermophilus EM CO-CULTURA COM Lactobacillus
bulgaricus OU Lactobacillus acidophilus. O EFEITO DA INULINA COMO
PREBIOTICO®

8.1 Resumo

A fim de esclarecer as interagdes que ocorrem em leites fermentados,
quando se utilizam co-culturas de Streptococcus thermophilus (St) com
Lactobacillus bulgaricus (Lb) e Lactobacillus acidophilus (La), foi proposto e
verificado um novo modelo co-metabdlico, fazendo uso de balangos de matéria do
carbono, do grau de redugédo e do ATP. O St exibiu um rapido crescimento em
relacdo aos dois outros microorganismos. A lactose foi apenas parcialmente
fermentada a acido latico, a galactose foi metabolizada em certa medida, e se
formaram diacetil e acetoina em niveis apreciaveis. A acetoina e o diacetil
provavelmente foram produzidos pelas atividades da a-acetolactato sintase e
descarboxilase de St. Comparando as co-culturas de St-La e St-Lb, foram
observados na segunda delas niveis mais elevados de acetoina e uma redugéo
dos niveis de diacetil, provavelmente devido a condicdes mais reducentes ou a
uma limitada desidrogenacao da acetoina a diacetil. A adicdo de inulina em St-La
suprimiu o acumulo de acetoina e reduziu o de diacetil, sugerindo uma represséo
catabdlica da expressdo da a-acetolactato sintase em St. Uma complexa
influéncia do pH na atividade da a-acetolactato sintase e descarboxilase o na sua
repressao em St poderia ter sido responsavel pelo aumento dos niveis de ambos
os produtos por St-Lb. Ambas as co-culturas apresentaram as maiores exigéncias

de ATP para o crescimento e manutengdo da biomassa durante a fase lag, por

° OLIVEIRA, R.P.S.; RIVAS TORRES, B.; PEREGO, P.; OLIVEIRA, M.N.; CONVERTI, A. Co-
metabolism in skimmed milk of Streptococcus thermophilus in co-cultures with Lactobacillus
bulgaricus or Lactobacillus acidophilus. The effect of inulin as prebiotic. Journal of Bacteriology
[Fator de Impacto: 3.636] (Aguardando publicagao) .
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causa das altas exigéncias energéticas para a indugdo de varias enzimas. A
inulina diminuiu esses requerimentos tornando a sintese e a manutencdo da
biomassa menos exigentes em termos de energia. Apenas uma fragdo da
galactose foi solta pela lactose, conforme o fenotipo galactose-positivo de muitas
cepas laticas. A fracdo de galactose metabolizada sem a inulina foi cerca de duas
vezes maior que na sua presenga, provavelmente devido a inibicdo do
transportador de galactose do St pela frutose liberada durante a hidrolise parcial

da inulina.

8.2 Introducgao

Os consumidores, em todo o mundo, estdo se tornando cada vez mais
conscientes da relagdo entre os alimentos ou componentes alimentares com a
saude. Sdo cada vez mais valorizados produtos funcionais, ou seja, alimentos ou
bebidas que oferecem especificos beneficios a saude, além de nutricdo basica
(SALMERON et al., 2009). Hoje, a maioria das estirpes probidticas é utilizada em
iogurtes, leites fermentados, sorvetes e produtos farmacéuticos visando promover
efeitos positivos & saide (MATTILA-SANDHOLM et al., 2002). E de extrema
importancia aumentar o conhecimento com respeito ao papel da microbiota
intestinal na manutencido da saude e na prevencao de doencgas. Neste ambito, o
uso de probidticos oferece um meio para melhorar o balango da flora intestinal,
além de estimular o crescimento de determinados microrganismos em detrimento de
bactérias potencialmente perigosas, estimulando o sistema imune (HOLZAPFEL et
al., 1998).

Os alimentos probiéticos sdo formulados fermentados contendo um numero
suficiente de microrganismos vivos selecionados para modificar beneficamente a
microbiota intestinal do hospedeiro (ARYANA et al., 2007). Os principais probioticos -
microrganismos vivos que, quando administrados em quantidades adequadas
conferem vantagens a saude do hospedeiro, associados a este balango intestinal
sdo, sobretudo, lactobacilos e bifidobactérias (FAO/WHO, 2002; REID, 2006).

Para produzir os beneficios desejados, as bactérias probioticas devem estar
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presentes no produto em contagens viaveis ao serem consumidas. Kurmann e
Rasic (1991) recomendaram que a dose minima para causar efeito terapéutico
esta entre 10%-10° UFC.mL™. Embora este nivel ndo esteja bem estabelecido, ele deve
variar de acordo com as espécies e as estirpes utilizadas. Outros pesquisadores
sugeriram contagens entre 10™-108 UFC.mL™" (RYBKA; KAILASAPATHY, 1995; DAVE;
SHAH, 1997; KAILASAPATHY; RYBKA, 1997), porém este nivel pode ser atingido
aplicando doses diarias de 100 mL de produtos lacteos contendo 10° UFC.mL™ de
bactérias probioticas (OLIVEIRA et al., 2002).

Os alimentos funcionais contendo probiéticos em associacdo com
prebidticos constituem em um dos setores de crescimento mais rapido no campo
alimentar. A definicdo de "prebioticos" foi atualizada em 2004, e agora eles séo
definidos como "ingredientes seletivamente fermentados que permitem alteragdes
especificas, tanto na composicdo e/ou atividade na microbiota gastrointestinal,
gue conferem bem-estar e promovem a saude do hospedeiro" (GIBSON et al., 2004).

Ha pouca informacédo publicada relativa a producdo tecnologica de
produtos lacteos fermentados probidticos e as vias metabdlicas seguidas por
organismos especificos probidticos durante a fermentagédo do leite em particular
em interagao metabdlica com outros. A mudanca de vias metabdlicas em resposta
as condigdes ambientais estd bem documentada na literatura no caso de
lactobacilos homofermentativos e heterofermentativos (AXELSSON, 1998).
Alteragcdes metabdlicas sdo muito importantes para se obterem perspectivas
tecnologicas, uma vez que a quantidade de acidos organicos e compostos
volateis é importante no desenvolvimento do sabor e da textura do produto
fermentado. No entanto, as alteracbes metabdlicas podem também ser importantes
para que 0s microorganismos possam obter energia além de manter o balango de
NAD®/ NADH," (AXELSSON, 1998; LOPEZ DE FELIPE; HUGENHOLTZ, 1999).

A lactose, principal agucar das fermentagdes laticas, € eficientemente
transportado e hidrolisado no interior da célula em S. thermophilus, porém muitas
estirpes laticas fermentam apenas a glicose proveniente da lactose, enquanto a
galactose € excretada no meio, resultando em um fendtipo galactose-negativo
(DE VIN et al., 2005; SVENSSON et al., 2007). No entanto, outras estirpes se
revelaram ligeiramente galactose-positivas (HUTKINS et al., 1986). Portanto, em
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qualquer estudo metabdlico, como o que se propde aqui, € importante, para
estimar o ATP produzido pelo metabolismo, levar em conta a percentagem de
galactose, procedente da atividade [(-galactosidasica, que cada microrganismo é
capaz efetivamente de metabolizar.

As bactérias acido-laticas usadas para fermentar produtos laticos, vegetais
e carnes ajudam a preservar e promover propriedades nutricionais e sensoriais
dos alimentos. Estas bactérias sintetizam cadeias curtas de acidos graxos,
vitaminas e exopolissacarideos (KITAZAWA et al., 1998). A fermentagdo de
bactérias laticas em leite utiliza a lactose e o citrato, o qual permite o acumulo de
acido latico, principal produto, e também de produtos de menor importancia, os
quais sao benéficos para as qualidades organolépticas e a textura do produto (DE
VOS; HUGENHOLTZ, 2004). O composto C4 diacetil € parcialmente reduzido a
acetoina, responsavel por aroma de manteiga. Estes dois componentes
acumulados na fermentacdo dependem da fonte de lactose, glicose e citrato. O
acido latico, o diacetil e a acetoina sao derivados do piruvato, o qual € produzido
em meio de cultura contendo glicose e citrato. A glicose possui duas unidades de
piruvato enquanto o citrato possui somente uma. Entdo, cada carboidrato e cada
citrato estao disponiveis para a biossintese do acido latico e produtos aromaticos
como diacetil e acetoina (GOUPRY et al., 2000; JSTLIE et al., 2003). Alguns
estudos mostram que o co-metabolismo do citrato com a glicose muda o perfil
metabdlico produzido durante a fermentacdo anaerdbica de bactérias laticas: o
acido latico € derivado principalmente da glicose, mas o diacetil e a acetoina séo
produzidos primariamente pelo citrato (GOUPRY et al., 2000; GSTLIE et al.,
2003; DE VOS; HUGENHOLTZ, 2004). Estes dois compostos, portanto, ainda que
presentes em pequenas concentracbes no leite fermentado, ndo podem ser
desprezados tanto em estudos metabdlicos de estirpes puras como de co-
culturas, assim como se pretende fazer neste estudo.

A bactéria termofilica acido-latica Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus (Lb. bulgaricus) é wusada em associagdo com Streptococcus
thermophilus na producdo de iogurtes, os quais sdo menos susceptiveis a
sinérese (HESS et al.,, 1997). L. bulgaricus fermenta lactose, glicose, frutose e

manose (GROBBEN et al., 1998) e geralmente ndo aumenta a produgdo de
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galactose, sendo somente algumas estirpes que sao capazes de fermentar
lentamente esta hexose (HUTKINS et al., 1986). Entre os agucares fermentados
por estas bactérias, a lactose é a preferida (CHERVAUX et al., 2000).

Em 1900, Moro foi o primeiro pesquisador a isolar bactérias anaerébicas
facultativas através das fezes de bebés, as quais foram caracterizadas como
Bacillus acidophilus, um nome genérico para lactobacillus do intestino. Os
Lactobacilli sdo, em geral, caracterizados como gram-positivos, ndo formadores
de esporos e nédo flagelados ou coccobacillos (HAMMES; VOGEL, 1995). Eles
podem ser também aerotolerantes ou anaerdbicos e estritamente fermentativos. A
glicose é predominantemente fermentada e transformada em acido latico pela via
homofermentativa, ou em quantidades equimolares de acido latico, CO, e etanol
(e/lou acido aceético, dependendo do tipo de agucar) através da via
heterofermentativa (GOMES; MALCATA, 1999). Muitas estirpes de L. acidophilus
podem fermentar amidalina, celobiose, frutose, galactose, glicose, lactose,
maltose, manose, salicina, sacarose, trealose e aesculina (NAHAISI, 1986). A
lactose é virtualmente o uUnico agucar presente no leite, mas existem relatos de
que L. acidophilus utiliza a sacarose mais efetivamente que a lactose (MITAL;
GARG, 1992). As estirpes de L. acidophilus também sao capazes de metabolizar
o citrato (HELLAND et al., 2004) dando origem a CO,, acetato, diacetil, acetoina,
e 2,3-butanediol. Acetoina e diacetil sdo produzidos através do citrato e piruvato.
Mas, na presenca de lactato ou a pH menor que 4,25, o piruvato nao é convertido
imediatamente a diacetil ou acetoina (DU PLESSIS et al., 1996).

S. thermophilus e L. bulgaricus mostram no leite uma interagdo que é
mutuamente favoravel e ndo obrigatoriamente caracterizada pelo fato de cada
bactéria produzir uma ou mais substancias que estimulam o crescimento da outra.
O fendbmeno de simbiose foi estudado por muitos autores, os quais observaram o
positivo efeito do “mix” de culturas em comparagao com a correspondente cultura
pura em termos de crescimento, acidificacdo, producdo de aromas e
exopolissacarideos, e de protedlise (BEAL et al., 1994). Estudos feitos sobre os
fatores de estimulacdo para cada uma das duas bactérias mostraram que
L. bulgaricus é estimulado pelo acido férmico e pelo CO, produzido por

Streptococcus, enquanto S. thermophilus é estimulado pelos aminoacidos e
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pequenos peptideos produzidos pela atividade metabdlica de L. bulgaricus. O CO,
€ igualmente um fator estimulador para o L. bulgaricus que provém da
descarboxilagcdo da ureia através da urease excretada por S. thermophilus. Muitos
aminoacidos s&o mencionados na literatura como fatores estimulantes do
crescimento de S. thermophilus: histidina, glicina, acido glutdmico, metionina,
fenilalanina, arginina, cisteina, valina, leucina, triptofano, tirosina, lisina e serina.
No entanto, nenhum estudo metabdlico sistematico tem sido desenvolvido
com respeito ao co-metabolismo de S. thermophilus em associagdo com estas
duas bactérias acido-laticas no leite, para o qual é necessario um grande avango
neste campo de pesquisa. Portanto, para elucidar este aspecto, um novo modelo
co-metabdlico tem sido proposto e checado no presente estudo, fazendo uso de
balango de carbono, graus de reducdo e balangco de ATP com base no atual

conhecimento do metabolismo individual de cada uma destas bactérias estudadas.

8.3 Material e métodos

Culturas microbianas

Trés culturas comerciais puras e liofilizadas (Danisco, Sassenage, Franga)

foram usadas neste estudo, especificamente Streptococcus thermophilus TA040

(St) em co-cultura com Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus LB340 (Lb) ou
Lactobacillus acidophilus LAC4 (La).
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Preparacgao do leite

A base do leite foi preparada adicionando 13 g de leite em pd desnatado
(Castroni, Reggio Emilia, Italy) em 100 g de agua destilada, a qual foi usada como
controle (M) ou suplementada (SM) com 40 mg de inulina g”' (Beneo TM) (Orafti
Active Food Ingredients, Oreye, Bélgica). Ambos os leites foram termicamente
tratados a 90°C por 5 min em banho-maria, modelo Y14 (Grant, Cambridge, Reino
Unido). Os leites tratados foram transferidos em frascos estéreis de 1 L, resfriados
em banho de gelo, posteriormente distribuidos em frascos Schott estéreis de 250 mL
dentro de uma camara de fluxo laminar e finalmente estocados a 4°C for 24 h

antes de sua utilizagao.

Preparagao do inéculo

A pré-cultura liofilizada de La foi preparada dissolvendo 100 mg em 50 mL
de leite (10% de sdlidos totais; autoclavado a 121°C por 20 min). Depois de
dissolvida e ativada a 42 °C por 30 min, a pré-cultura (1,0 mL) foi inoculada em
frascos Erlenmeyer de 500 mL contendo 250 mL de leite desnatado. As pré-
culturas Lb e St foram preparadas do mesmo modo adicionando em 50 mL de
leite 400 e 90 mg das respectivas culturas liofilizadas. As contagens destas pré-

culturas foram entre 6,0 e 6,6 IogUFC.mL'1.

Fermentagoes

Depois da inoculagdo, o conteudo do frasco foi transferido em um
fermentador de 3 L, modelo Z61103CT04 (Applikon, Schiedam, Holanda) com
capacidade de 2 L de volume de trabalho e provido de um sistema eletronico de
controle, modelo ADI1030 (Applikon). A concentragdo do oxigénio dissolvido (DO)
foi determinada por um eletrodo galvanico esterilizado, InPro6000 Series (Mettler-

Toledo, Milao, Italia). Para evitar sinérese do produto fermentado, foram conduzidas
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fermentagbes de batelada em quadruplicata sem nenhuma agitagao a 42°C, que
foram interrompidas quando foi alcancado pH 4,5, de acordo com a comum

pratica de fabricacéo de leites fermentados.

Métodos analiticos

A concentracdo de biomassa foi determinada por densidade 6tica a 640 nm
usando um espectrofotbmetro UV-Vis, modelo Lambda 25 (Perkin Elmer,
Wellesley, MA), depois da diluigdo das amostras, quando necessario, e calibrando
em peso seco. Para a determinacdo de peso seco, foram obtidas células por
centrifugagdo em tubos Eppendorf, lavadas duas vezes com agua destilada e
secas a 70°C até peso constante.

Para analisar lactose, glicose, galactose, acido orético, acido citrico, acido
aceético, diacetil, acetoina e acido latico, foi usado um cromatégrafo liquido de alto
desempenho, modelo 1100 (Hewlett Packard, Palo Alto, CA), composto de um
analisador de amostras inteligente HP-1050, um detector de indice de Refracdo
HP-1047A, um detector UV HP-1050 e uma bomba HP-1050. A separacéao foi
feita usando uma coluna Supelcogel H59304-U (Sigma Aldrich, Bellefonte, PA) a
50°C com 0,01 M de &cido sulfirico como eluente a 0,4 mL.min™.

A composicao elementar da biomassa, necessaria para a formulacdo dos
modelos metabdlicos, foi determinada seguindo o método descrito por De Queiroz
et al. (1993). As células de amostras frescas de ambas as co-culturas retiradas
depois de diferentes tempos de fermentagdo foram lavadas duas vezes com agua
destilada e secas a 60°C sob vacuo por 24 h. O conteudo de cinzas de cada
amostra foi determinado por peso de matéria seca depois de secagem em estufa
a 500°C por 2 h. Entao, os teores de C, H, N e O foram determinados por um
Analisador Elementar, modelo Flash EA1112 (CE Instruments, Rodano, ltalia),
cujos desvios em relagdo aos valores médios foram +0,2, +0,1, £0,1 e +0,2% para
cada elemento, respectivamente.

O progressivo consumo de oxigénio e a produgdo de CO, em fungédo do

tempo foram determinados na fase gasosa presente no espago superior do
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fermentador, que foi reciclada, antes de qualquer determinagao, passando-a
através de um frasco de 250 mL. Para as determinagcbes das concentragcbes de
CO; e Oy, amostras de gas (0,1 mL) foram periodicamente retiradas do frasco e
injetadas através de uma microsseringa (Hamilton, Bonaduz, Sui¢a), em um
cromatégrafo do tipo Fractovap (Carlo Erba, Mildo) equipado com detector de
condutividade térmica e uma coluna com Cromosorb 102, utilizando hélio como

gas de transporte, a uma vazao de 20 mL.min™".

Estudo metabdlico
Teoria

Os balancos de carbono e bioenergético foram realizados conjuntamente
para cada par de bactérias laticas que constituem as duas co-culturas tidas em
consideragdo no presente projeto, tanto na presengca de inulina como um
prebidtico ou ndo. Eles baseam-se na composi¢cao média elementar da biomassa
para ambas as co-culturas (CH1790050No26), que fora previamente determinada
experimentalmente, e se iniciam com os seguintes conhecimentos basicos sobre
o metabolismo de bactérias homolaticas (SALMINEN; VON WRIGHT, 1993). A
diferenca nao significativa na composi¢cédo das duas co-culturas com certeza foi

em grande parte devido a predominancia de S. thermophilus em ambas.
Hidrdlise da lactose

Todas as atividades que foram descritas a seguir implicam em uma
preliminar hidrolise da lactose pela B-galactosidase e posterior transporte para a

célula. A hidrdlise da lactose pode ser descrita de uma forma geral pela equacgao:

yiLactose + yiH,O ———» vy Glicose + vy Galactose (1)
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em que o coeficiente estequiométrico y; representa a fracdo de lactose consumida

por uma determinada atividade metabdlica.

Fermentagao homolatica

Como é bem sabido (AXELSSON, 1993), a maioria dos LABs
"termofilicos", entre os quais foram empregados no presente estudo S.
thermophilus, Lb. bulgaricus e Lb. acidophilus, sdo capazes de metabolizar
totalmente a glicose contida na lactose, apds o seu transporte e quebra pela
B-galactosidase. Por outro lado, a galactose € principalmente excretada no meio
(HICKEY et al., 1986; HUTKINS; MORRIS, 1987), provavelmente devido a uma
baixa atividade da galactoquinase (THOMAS; CROW, 1984; HICKEY et al., 1986)
ou a uma reagao energicamente favoravel do sistema de transporte da lactose
(HUTKINS; PONNE, 1991). No entanto, varios autores relataram a capacidade da
maioria das cepas de Lb. acidophilus de fermentar a galactose (NAHAISI, 1986;
GOMES; MALCATA, 1999), embora seja bem aceita a incapacidade das cepas de
Lb. bulgaricus de realizar essa atividade (TURNER; MARTLEY, 1983).

Esse pressuposto posteriormente foi verificado fazendo uso de dados
experimentais da concentracdo de galactose no meio fermentado. Assim, as
reacdes envolvidas na hidrolise e metabolizagcdo da lactose em ambas as co-

culturas com ou sem inulina podem ser resumidas como segue:

a) Fermentacao da glicose em acido latico

y1 Glicose — > 2y, acido latico + 2 y; ATP (2)

em que ATP se refere como energia quimica pura.
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b) Fermentacéo da galactose em acido latico
X1y1 Galactose——» 2 Xqy1 acido latico + 2 xq1y41 ATP (3)

em que X1y; € a fragdo de galactose sujeita a fermentacdo homolatica, enquanto

y1(1-x1) € a parte ndo metabolizada e liberada no meio.

c) Hidrdlise e metabolizacao total da lactose

A soma das atividades acima referidas da:

y1 Lactose +ys HHO ——» 2y (1+X4) acido latico + y4 (1-x1) Galactose +
+ 2y (1+x41) ATP 4)

Para calcular os coeficientes x4 e y4, foi necessario em primeiro lugar
conhecer a fragdo de galactose consumida na producdo de todos os produtos
metabdlicos, especificamente acido latico (z1), diacetil (z2), acetoina quando for o
caso (z3), e biomassa (z4). Para esta finalidade, supde-se que todas estas fracdes
com relagdo a sua soma sejam exatamente proporcionais aos correspondentes
valores experimentais das concentra¢cdées de cada produto (n;).

Com base neste pressuposto, o coeficiente x4 foi calculado a partir da

relagao:
n,  2(1+x)
AnGaI Z, (1 - Xl) ©)

em que Angy € o valor experimental do consumo de galactose total por unidade
de volume, enquanto o coeficiente y4 pela equacao:
nl

= x) ©)
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Formacao de diacetil

E razoavel supor que o diacetil se forme durante a fermentacdo homoléatica

como um resultado da metabolizacdo de mais uma fracéo da glicose, yo:
y2Glicose __ | y.Diacetil +2y,CO, + 3y, 'Hy' + 2y, ATP (7)
e da galactose, xz y2:
Xoy2 Galactose _____ | Xoy» Diacetil + 2 xoy> CO2 + 3 Xoy» ‘Ho' + 2 X2y» ATP  (8)
em que ‘H.’ indica qualquer cofator reduzido na forma de NADH ou em qualquer
outra forma equivalente.

Seguindo 0 mesmo raciocinio para a produg¢ao de acido latico, a formacao

de diacetil total pode ser descrita pela equacéo:

y2 Lactose +y, HO ——»  y,(1+x2) Diacetil + 2y,(1+x2) CO, + 3yo(1+x2) ‘Hy' +
+ 2y2(1+x2) ATP + y,(1-x2) Galactose (9)

Portanto, os coeficientes x, e y, podem ser estimados através das

equacoes:

n, _ 1+ X,
Ang,z, 1-X,

(10)

n,

Y221 X, (11)

em que z; € a fragado de galactose destinada para essa atividade metabdlica.
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Formacao de acetoina

Seguindo o mesmo raciocinio para a formagao de diacetil, e tendo em
conta que a acetoina € o seu precursor hidrogenado, podem ser propostas, para

sua produgao, as seguintes equacgdes metabdlicas:

ys Glicose ___ , ysAcetoina+2y;CO,+ 2ys‘Hy +2ys; ATP (12)

X3y Galactose ——» Xx3y3 Acetoina + 2 xzy3 CO2 + 2 X3y3 ‘Ho' + 2 xzy3 ATP  (13)

A formacao total de acetoina pode, portanto, ser descrita pela equacéo:

ys Lactose +y3 HbO ——»  y3(1+x3) acetoina + 2y3(1+x3) CO, + 2y3(1+x3) ‘Ho’
+ 2y3(1+x3) ATP + y3(1-x3) Galactose (14)

e os coeficientes x3 e y3; foram estimados como descrito para x; € ya.

Sintese e manutencao de biomassa

Apesar da presenca de outras fontes de carbono no meio em baixos niveis
(galactose, diacetil, acetoina, acido orético, acido citrico e &acido latico), o
crescimento dos microorganismos em co-culturas foi atribuido apenas ao teor de
lactose, que € a natural fonte de carbono. Apos ter determinado experimentalmente
a composicdo elementar de cada co-cultura e negligenciando para todas a
pequena diferenga na composigdo da biomassa e precursores (ROELS, 1983), a
formagao da biomassa, tanto a partir da glicose (ys) como da fragdo metabolizada
da galactose (ysxs4), podera ser descrita, em presenga de ambnia como fonte de
nitrogénio, pelas equacgdes:
y4 Glicose + 1,424 y4 NH3; + y, Y, ATP —» 5,479 vy, Biomassa + 0,521 vy,
CO;2 + 1,014 y4 ‘HY (15)
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Xsys Galactose + 1,424 Xxqys NH3z + Xays YA ATP —» 5,479 x4 y4 Biomassa
+ 0,521 XaY4 CO,+1,014 XaYa ‘Hy’ (16)

em que Yx representa o consumo total de ATP para o crescimento e a

manutencao.

As equacgdes (15) e (16) implicam que todo o ATP produzido pelo metabolismo
tem de ser consumido pelas células para o crescimento e a manutencao.

Portanto, a formacao total de biomassa pode ser escrita como:

ya Lactose + 1,424 y4(1+x4) NH3 + y4(1+X4)Yx ATP — » 5,479 ya(1+X4)
Biomassa + 0,521 y4(1+x4) CO2 + 1,014 ya(1+x4) ‘H2' + + ya(1-x4) Galactose +
2,219 y4(1+x4) H20 (17)

Os coeficientes x4 e y4 foram estimados pelas equacgdes:

n, _54791+x,)
Anealz4 1- Xy

(18)

N 19
Ya 5,479(1+ X,) (19)

em que z4 € a fragdo de galactose destinada para a sintese de biomassa e ns € a

producao de biomassa por unidade de volume.

Os balangos de graus de reducao referidos aos valores experimentais de
todos os produtos (incluindo o CO3) e substratos (incluindo o O;) foram utilizados,
além dos balancos de carbono, a fim de verificar a validade destes modelos
metabdlicos apds quatro tempos representativos de fases significativas de cada
fermentacao, ou seja, a fase lag (1,5 h), o inicio da fase exponencial (3,0 h), o

final da fase exponencial (4,5 h) e a fase estacionaria (6,0 h).
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Bioenergética

No que se refere a bioenergética de cada co-cultura (ROELS, 1983), foi
efetuado, sob condi¢des de estado “pseudo-estacionario”, presentes naturalmente

no interior da célula, um balanco de ATP representado pela equacao:

qDMATP = q1ATP + quTP + qBATP (20)

em que q°Vap é a velocidade especifica do consumo de ATP requerido para o
crescimento e a manutencdo da biomassa, enquanto q'ate, g%ate € QAT S30 as
velocidades especificas de produgdo de ATP associadas a formacado de acido

latico, diacetil e acetoina, respectivamente.

8.4 Resultados e discussao

As Figuras 22 e 23 mostram o comportamento da fermentagcdo em leite
desnatado fermentado por Streptococcus thermophilus (St) em co-cultura com
Lactobacillus acidophilus (La) e Lactobacillus bulgaricus (Lb), respectivamente.
Os fenbmenos mais importantes evidenciados por essas fermentag¢des sdo: a) o
rapido crescimento de St com respeito a ambos La e Lb, o qual € muito bem
observado em produgdes de leites fermentados, b) o parcial consumo de lactose,
c) a formacéo de acido latico como maior produto metabdlico, d) a liberagao de
galactose como resultado da sua lenta metabolizagéo, e e) formagédo de niveis

apreciaveis de diacetil e acetoina.
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Figura 22. Leite desnatado fermentado por co-cultura de S. thermophilus e L. acidophilus
a) sem inulina e b) com inulina. (M) Lactose; (O) galactose; (A) Acido latico; () diacetil;
(X) L. acidophilus; (A) S. thermophilus; (<) Acetoina; (@) pH.
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Figura 23. Leite desnatado fermentado por co-cultura de S. thermophilus e L. bulgaricus
a) sem inulina e b) com inulina. (M) Lactose; (O) galactose; (A) Acido latico; ([J) diacetil;
(X) L. acidophilus; (A) S. thermophilus; (<) Acetoina; (®) pH.
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Para elucidar esses efeitos provavelmente relacionados com a peculiar
situagcdo do co-metabolismo, a investigacdo bioenergética e metabdlica foi
desenvolvida fazendo uso de balangos de matéria e graus de redugéo. Isto fez
com que pudessem ser checados os modelos apresentados na Secao “Teoria”
com os dados experimentais das concentragcdes de produtos e substratos em
funcdo do tempo. A Tabela 12 mostra que os erros percentuais nos balangos de
carbono e do grau de redugédo desenvolvidos usando os valores experimentais
das concentracdes de substratos e produtos foram -1,4% a +0,35 % e -1,04% a
+0,31 %, respectivamente, sendo que os erros percentuais entre os valores
tedricos e experimentais da produgéo de CO, e do consumo de O, foram -11,9%
a+9,1 % e -14,7% a +9,6 %, respectivamente. Estes resultados demonstram uma
satisfatéria habilidade do modelo proposto a descrever o comportamento de
ambos os biossistemas.

Para a co-cultura St-La sem inulina, o ndo-acumulo de acetoina se deu na
fase lag (1,5 h), e a fracdo de lactose destinada para esta atividade foi quase
desprezivel também no final da fermentacéo (até 0,01%). Este comportamento
pode ser imputado a condicbes cada vez mais anaerobicas resultando de uma
progressiva substituicdo do ar inicial com o CO; principalmente associado com as
producdes de diacetil e biomassa. Como esperado, a formacao de diacetil, como
resultado da dehidrogenacdo da acetoina, progressivamente decresceu da fase
lag, onde ela foi responsavel por 0,14% da fracdo de lactose consumida, para
somente 0,06% no final. Entretanto, a fragdo de lactose utilizada para a formagéao
de acido latico alcangou o valor maximo no inicio da fermentagdo, onde, como
esperado, foi de longe a principal atividade metabdlica (86,3% depois de 1,5 h)
(Figura 24). Finalmente, a fragdo de lactose destinada para a producédo de
biomassa progressivamente aumentou para quase 40% no final da fermentacao,

em prejuizo da formagao de acido latico.
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Tabela 12. Balangos® de Carbono (BC) e Graus de Redugédo (GR) no final da fermentagao do
leite desnatado por co-culturas de S. thermophilus com L. acidophilus (St-La) e L. bulgaricus

(St-Lb), na presenca de inulina (A) e auséncia de inulina (B).

St-La St-Lb

BC GR BC GR BC GR BC GR

Reagentes

Lactose 1000 4,000 1000 4,000 1000 4,000 1000 4,000
0, 0,0 -0,084 00 -0,107 0,0 -0,082 0,0 -0,106
0.’ 0,0 -0,088 00 -0,097 00 -0,000 0,0 -0,103
Total de reagentes 1000 3,912 1000 3,903 1000 3,910 1000 3,897
Produtos

Galactose 353,7 1,415 276,9 1,108 354,0 1,416 2281 0,912
Acido latico 3856 1,542 4371 1,748 381,2 1,525 4689 1,876
Diacetil 0,3 0,001 0,3 0,001 0,2 0,001 0,2 0,001
Acetoina 0,0 0,000 0,0 0,000 0,0 0,000 0,1 0,001
Biomassa (St) 2284 0,916 251,1 1,007 2242 0,899 256,9 1,030
Biomassa (La ou Lb) 9,3 0,037 9,6 0,038 17,3 0,069 19,4 0,078
CO; 21,5 0,000 27,2 0,000 22,0 0,000 27,5 0,000
CO,’ 22,7 0,000 24,9 0,000 23,1 0,000 26,4 0,000
Produtos totais 1000 3,911 1000 3,902 1000 3,910 1000 3,898
Erro (%)° 0,17 015 -035 -042 0,15 0,26 -0,17 -0,14

®Dados expressos em mmoles ou C-mmoles, referente ao consumo de C-mol de lactose no final da fermentagéo
e representado como média do ensaio em duplicata.

®\alores tedricos calculados por balangos de materia.

“Erros porcentuais entre balangos de graus de reducéo usando os dados experimentais das concentracdes de

substratos e produtos bem como os valores teéricos de consumo de O; e da evolugéo de CO, .
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Figura 24. Porcentagem de lactose consumida pela co-cultura St-La para a produgéo de
diferentes produtos metabdlicos: (A) Acido latico; (O) Diacetil; (<) Biomassa; (OJ)
Acetoina; com inulina (simbolos cheios) ou sem inulina (simbolos vazios).

A formacédo de acetoina e diacetil foi devida provavelmente ao metabolismo
da lactose em St, para o qual as atividades da a-acetolactato sintase e
descarboxilase sdo bem documentadas (MONNET; CORRIEU, 2007). Deve-se notar
que a adigao de inulina no meio suprimiu completamente o acumulo de acetoina e
desacelerou o de diacetil, 0 que sugere a ocorréncia de algum efeito de represséo
catabdlica do gene responsavel pela expressédo da a-acetolactato sintase em St.

Além disso, no que diz respeito a co-cultura St-Lb, podemos assumir todas
as consideragdes metabdlicas feitas pela co-cultura St-La; no entanto, algumas
relevantes diferengas devem ser colocadas em evidéncia. Em primeiro lugar, a
formacdo de diacetil foi sempre associada aquela de acetoina em todas as
condicbes e em todas as fases das fermentacdées. Como nunca foi observado
acumulo de a-acetolactato, o apreciavel acumulo de acetoina especialmente na
presenca de inulina bem como a producéo reduzida de diacetil com respeito as
outras co-culturas sugerem condi¢cdées mais redutoras dentro da célula ou uma menor

atividade da desidrogenase responsavel pela oxidagéo da acetoina a diacetil.
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Esta hipétese pode ser confirmada na Figura 25 pelo aumento das fragoes
de lactose direcionadas tanto para a formacdo de acido latico (61-84% sem
inulina e 60-75% de inulina, respectivamente) quanto, principalmente, para a
sintese celular (16-39% sem inulina e 25-40% de inulina, respectivamente), a qual
€ notoriamente associada ao aumento de CO; e portanto poderia ter sido a causa
principal destas alteragdes metabdlicas. Finalmente, o efeito da inulina sobre as
fracbes de lactose empregadas nas diferentes atividades metabdlicas parece ser
bastante diferente do observado na co-cultura St-La, em que, a presenca deste
ingrediente prebidtico no meio levou a um incremento na produgédo tanto de

acetoina como de diacetil.
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Figura 25. Porcentagens de lactose consumida pela co-cultura St-Lb para a produgao de
diferentes produtos metabolicos: (A) Acido latico; (O) Diacetil; (<) Biomassa; (OJ)
Acetoina; na presenca de inulina (simbolos cheios) e auséncia de inulina (simbolos
vazios).

Este resultado inesperado poderia ter ocorrido devido, principalmente, no inicio
da fermentagdo, a uma complexa influéncia do pH nas atividades relativas de o-
acetolactato sintase e descarboxilase ou de seus mecanismos de expressao em St.

Outro efeito significativo da inulina foi sua propria estimulagdo no

crescimento ou aumento de biomassa em ambas as co-culturas St-La e St-Lb,
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algo que é claramente comprovado na Tabela 13, onde se mostra a utilizagdo do
ATP para o crescimento e a manutengdao da biomassa em fungdo do tempo.
Como pode ser visto, na fase lag esse parametro foi notavelmente diminuido pela
adicao de inulina, o que significa que este prebidtico fez com que diminuissem os
requerimentos energéticos da sintese de biomassa e da manutengéao celular.

Como esperado, este pardmetro mostrou o seu valor maximo sempre
durante a fase lag, por causa das exigéncias de alta energia requerida para a
indugdo de varias enzimas (principalmente [(-galactosidase). Depois disso,
diminuiu consideravelmente devido a progressiva adaptacdo as condigdes do
meio, permitindo, a partir de entdo, aumentar as quantidades de biomassa.

Finalmente, a Tabela 13 mostra que em ambas as co-culturas, a
porcentagem de galactose liberada pela hidrolise de lactose e, posteriormente,
metabolizada pela via de Embden-Meyerhof-Parnas aumentou progressivamente
ao longo do tempo, com ou sem inulina.

Considerando o fato de que a maioria das cepas de St sdo galactose-
positivas (HUTKINS et al., 1986), esta observacao parece confirmar a capacidade
da cepa de La de fermentar também a galactose, entre outros agucares, embora a
sua metabolizacdo nao pudesse ocorrer de forma muito eficaz (GOMES;
MALCATA, 1999). Por outro lado, uma vez que a cepa de Lb é galactose-negativa
(TURNER; MARTLEY, 1983), a metabolizagédo deste agucar pela co-cultura St-Lb

sO pode ser atribuida ao St.
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Tabela 13. ATP requerido (Yarp) € porcentagem de galactose metabolizada
(Yea) durante a fermentagdo do leite desnatado por S. thermophilus com L.
acidophilus (St-La) e L. bulgaricus (St-Lb), na auséncia (A) ou na presenga de

inulina (B).

St-La St-Lb

A B A B

Yarp (Molarp C-molpy™)
Tempo (h)
1,5 1,64 2,26 1,04 1,89
3,0 0,84 0,84 0,79 0,92
4,5 0,60 0,56 0,56 0,62
6,0 0,54 0,56 0,53 0,57

Yca (%)

Time (h)
1,5 12,2 7,1 35,7 6,3
3,0 43,5 22,9 46,1 201
4,5 45,4 25,5 51,2 26,0
6,0 43,2 27,6 53,1 27,5

Outra constatacdo interessante € que as porcentagens de galactose
metabolizadas na auséncia de inulina (de cerca de 36 a 53% por St-Lb e de 12 a
43%, por St-La) foram aproximadamente o dobro das estimados na presenca de
inulina. Comportamento este que pode ser explicado por ambas as co-culturas
com a observagao de que alguns agucares sao ligados, mas nao transportados,
pelos sistemas de transporte de agucar do S. thermophilus (HUTKINS et al.,
1985). Em particular, o transporte da galactose em St, que ocorre através de uma
galactose permease dependente de ATP e envolve um gradiente protdnico como
forca motriz (HUTKINS et al., 1985), poderia ter sido inibido pela frutose liberada

da hidrdlise parcial da inulina no leite.
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CAPiTU LO IX

9. CONCLUSOES

A qualidade do leite fermentado foi fortemente influenciada tanto pela
composi¢ao das co-culturas probidticas quanto por diferentes prebidticos,

como oligofrutose, polidextrose, maltodextrina e inulina;

= A cinética de acidificacao foi influenciada pela composicdo das culturas

probioticas e pelos ingredientes prebidticos no leite fermentado;

= A suplementacido do leite com a inulina reduziu o tempo de fermentacao
das co-culturas Streptococcus thermophilus + Lactobacillus acidophilus (St-
La); Streptococcus thermophilus + Lactobacillus rhamnosus (St-Lr) e
Streptococcus thermophilus + Bifidobacterium lactis (St-BL), além de

melhorar a firmeza do leite fermentado probidtico;

= QOs teores de acido linoléico conjugado (CLA) aumentaram no leite
fermentado pela co-cultura de S. thermophilus + L. acidophilus,

suplementado com maltodextrina;

= No que diz respeito as contagens, a adicdo de inulina favorece a
viabilidade das bactérias probidticas durante o armazenamento a 4°C além
de causar um efeito bifidogénico, in vitro, estimulando o crescimento de B.

lactis;

= Em relacdo ao estudo metabdlico entre as co-culturas homofermentativas
(St-La e St-Lb), feitas neste presente trabalho, pode-se dizer que a lactose
foi apenas parcialmente fermentada a acido latico, a galactose foi
metabolizada em certa medida, e se formaram diacetil e acetoina em niveis
apreciaveis. A acetoina e o diacetil provavelmente foram produzidos pelas

atividades da a-acetolactato sintase e da descarboxilase de S. thermophilus;

= Na co-cultura St-Lb foram observados niveis mais elevados de acetoina e
uma reducado dos niveis de diacetil, provavelmente devido a condicdes

mais reducentes ou a uma limitada desidrogenacao da acetoina a diacetil;
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» A adicao de inulina em St-La suprimiu o acumulo de acetoina e reduziu o
de diacetil, sugerindo uma repressdo catabdlica da expressdo da a-

acetolactato sintase em St;

= As co-culturas St-Lb e St-La apresentaram maiores exigéncias de ATP
para o crescimento e manutencdo da biomassa durante a fase lag, por
causa das altas exigéncias energéticas para a indugédo de varias enzimas,
mas a adigao de inulina diminuiu esses requerimentos tornando a sintese e

a manutenc¢ao da biomassa menos exigentes em termos de energia.
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CAPiTULO X

10. PERSPECTIVAS

Além dos 5 artigos usados para a elaboragdo dos Capitulos IV, V, VI, Vil e
VIII, foram enviados mais 2 artigos:
= Growth and viability of a probiotics cocktail and fermented milk firmness.
LWT - Food Science and Technology, 2010;

= Use of lactulose as prebiotic and it influence on the growth, acidification
profile and viability of different probiotics in fermented skim milk. Food
Chemistry, 2010.

Os produtos lacteos probidticos e/ou simbidticos séo lideres dentro do
mercado de alimentos funcionais e tém prioridade de pesquisa em diversos
paises. Neste panorama ¢é importante aprofundar o estudo metabdlico das
bactérias probidticas, ja que no leite se revela muito mais complexo do que o
previsto e que nos ultimos anos surgiram novos conhecimentos na area do
metabolismo das bactérias laticas que ndo podem nao ser levados em conta.
Além do mais, ndo existem dados na literatura sobre o metabolismo de bactérias
probidticas no leite quando presentes em co-culturas homofermentativas e/ou
homo-heterofermentativas.

Nenhum estudo metabdlico sistematico tem sido desenvolvido até o
momento, no que diz respeito ao co-metabolismo de S. thermophilus em
associacdo com outras bactérias acido-laticas em leite; portanto, € necessario
obter um grande avango neste campo de pesquisa. Contudo, para se obter
resultados neste aspecto, dois novos modelos de co-metabolismo serdo
propostos e checados neste projeto, um para co-culturas exclusivamente
homolaticas (St-Lb e St-La) e o outro para co-culturas homo-heterofermentativas
(St-Lr e St-Bl), fazendo o uso de balangos de carbono, grau de reducédo e ATP,

com base no atual conhecimento no metabolismo de cada uma dessas bactérias
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em questdo. Ensaios a diferentes temperaturas serdo também executados para
fornecer os dados experimentais necessarios para seu estudo termodinamico.

Assim, para a realizacdo deste projeto pioneiro sobre estudo co-
metabdlico, bioenergético e termodindmico nas dimensdes propostas, torna-se
necessario contar com a colaboragcado do grupo coordenado pelo Professor Attilio
Converti do Dipartimento di Ingegneria Chimica e di Processo da Facolta di
Ingegneria dell’Universita degli Studi di Genova, Italia, que tem vasta experiéncia
nesta area de pesquisa.

Para isso, os objetivos do projeto pds-doutoral sdo de estudar: (i) o co-
metabolismo em leite desnatado de Streptococcus thermophilus em co-culturas
homolaticas e heterolaticas com Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus rhamnosus e Bifidobacterium lactis, (ii) avaliar o efeito da inulina

como prebidtico no co-metabolismo.
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We investigated the effect of inulin as a prebiotic on the production of probiotic fibre-enrviched fermented
milk. The kinetics of acidification of inulin-supplemented milk (0. 0.01, 0.02 and 0.04 g/z). as well as
probiotic survival, pH and firmness of fermented milk stored at 4°C for 24 h and 7 days afler preparation

were examined, Probiotic fibre-enriched fermented milk quality was influenced both by the amount of

inulin and by the co-culture composition. Depending on the co-culture, inulin addition to milk influenced

acidification kinetic pavameters, probiotic counts, pH and the firmness of the product.

Keywords Inulin, Probiotics, Prebiotics, Yogurt, Milk Processing,

INTRODUCTION

Nowadays, consumers are increasingly demanding
foods with special properties, such as pleasant
Aavour, low-calorie value or low fat content, and
beneficial health effects. Within this context, the
food industry has been developing products with
improved flavour and appearance. Functional dairy
products meet various nutritional requirements,
along with health benefits that are strengthened by
the addition of probiotics as well as by certain
types of soluble fibres known as prebiotics.

Prebiotics are non-digestible food components
that are beneficial for the host because they selec-
tively stimulate proliferation or activity of desirable
bacterial populations in the colon, Moreover,
prebiotics can inhibit pathogen multiplication,
ensuring additional benefits to host health. Such
components mostly act in the large intestine, even
though they can also impact on micro-organisms
in the small intestine (Roberfroid 2000; Mattila-
Sandholm et al, 2002),

Among prebiotics, inulin and oligofructoses are
soluble and fermentable fibres. They are named
fructans and are not digested by o-amylase or
hydrolytic enzymes in the upper part of the intestinal
tract (Carabin and Flamm 1999). The inulin and
oligofructose sources that are most widely used by
the food industry are chicory ( Cicharium intybus)
and Jerusalem artichoke (Helianthus tuberosus)
(Kaur and Gupta 2002). Inulin is mostly used

to obtain products with a low-fat content, while
oligofructoses are employed in low-calorie fruit
preparations, such as yogurts, and to balance the
sweetness and mask the high-intensity sweetener’s
residual flavour in food preparations (Niness 1999;
Guven ef ql. 2003), Established amounts for food
fibres are at least 0.03-0.06 g of fibres per gram in
solid foods and 0.015-0.03 g of fibres per gram in
liquid foods (Anvisa 2002).

These functional food ingredients influence
both physiological and biochemical processes in
the organism, resulting in both health improvernent
and reduced risk of many diseases. Several experi-
mental in vive studies have shown the effects of
both inulin and eligofructoses in stimulating
the host’s immunological system and promoting
bifidobacterial predominance in the colon, reduc-
ing the pathogenic bacleria level in the intestine,
alleviating constipation and decreasing the risk of
osteoporosis that can result from reduced absorp-
tion of minerals, such as calcium. They also reduce
the risk of arteriosclerosis through a decrease in the
synthesis and the blood levels of triglycerides and
fatty acids (Kaur and Gupta 2002; Fucks et al. 2006).
Inulin influences intestinal function, increasing the
frequency of evacuations, especially in constipated
patients, The increase in faeces weight in evacua-
tions and faecal pH reduction caused by fermenta-
tion are consequences of the suppression of
putrefactive substance production in the colon
{(Menne ef al. 1997; Roberfroid and Gibson 1998).
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As inulin is digestion resistant in the upper intestinal
tract, it reaches the large intestine practically intact,
where it is fermented by bacteria; thus it can be
classified as a soluble alimentary fibre (Anderson
1995; Roberfroid and Gibson 1998).

Most of the lactic-acid bacteria (LAB) isolated
fram human and animal gastrointestinal tracts are
known as probiotics. These organisms, when used
in large amounts in the preparation of foods and
dairy products, should survive passage through the
upper digestive tract. Probiotic micro-organisms
should also be able to adhere to intestinal cells,
with beneficial effects for the intestinal tract
(Gilliland 1989). When such organisms are con-
sumed in large quantities, they helpin the intestinal
balance (Ferreira 2003 ). Probiotic micro-organisms
used in functional dairy products belong to the
genera Lactobacillus, Bifidobacterium, Streptococcus
and Saccharomyces (Goldin and Gorbach 1984).

Several researchers have described the main
therapeutic benefits of the ingestion of probiotic
micro-organisins for hunans, Such benefits can be
summarized as follows: increased imumune modula-
tion and prevention of certain diseases and'or
changes in humans, such as, for instance, diarrhoeas,
lactose intolerance, intestinal inflammatory diseases,
irritated bowel syndrome, constipation, disordered
growth of intestinal bacteria, bladder and cervix
cancers, allergies, high cholesterol, high blood
pressure, coronary diseases and infection of the
urinary tract, as well as upper breathing tract and
related infections (Mattila-Sandholm ef al. 1992;
Goldin 1998; Holzapfel ef al. 1998; Salminen ef al.
1998; Ouwehand ef al. 2003; Akin et al. 2007).

In order to produce the desired benefits, pro-
biotic bacteria should be present in the products at
high wviable counts during their entire shelf life.
Kurmann and Rasic (1991) recommended that the
minimum dose for therapeutic effect be from 10
and 107 colony-forming units (cfu)/mL. This
oplimun desirable concentration is not well estab-
lished, although it could vary according to species
and strains. Other researchers suggested counts in
the range 107-10% cfivml (Rybka and Kailasapathy
1995; Dave and Shah 1997; Kailasapathy and
Rybka 1997); this level can be reached with daily
doses of 100 mL of dairy products containing 107
ciwmL of probiotic bacteria (Oliveira ef al, 2002),
Usually, probiotic micro-organisms have low
viability in commercial preparations; several
factors that may affect their viability have been
identified in fermented milk, including low pH.
other micro-organisms, incubation temperature and
presence of oxygen (Shah ef al. 1995 Kailasapathy
and Rybka 1997; Shah 2000; Damin ef al. 2008).
Furthermore, lack of proteolytic activity of pro-
biotics limits their growth in milks other than
human milk (Klaver ef al. 1993; Oliveira et al. 2001;
Lucas ef al. 2004),

22009 Society of Dairy Technology

The focus on disease prevention by means of
functional foods is currently very strong. Inulin
and probiotics appear as important food ingredients
that could widely be explored in research and by
the food industry for the production of functional
foods (Niness 1999; Guven et al. 2005). We
evaluated the effect of inulin as a prebiotic on the
production of probiotic fibre-enriched fermented
milks, by investigating the kinetics of acidification
of inulin-supplemented milk (0.01, 0.02 and
0.04 g/g) fermented by Streptococcus thermophilus
in co-culture with Lactebacillus delbrueckii ssp.
bulgaricus, Lactobacillus acidophilus, Lactoba-
cillus rhamnosus and Bifidobacterium animalis
ssp. lactis. We also looked at survival, pH, acidity
and firmness of the fermented fibre-enriched milk
product, stored at 4°C after 24 h and 7 days.

MATERIALS AND METHODS

Microbial cultures

Five strains of pure commercial freeze-dried
starter cultures (Danisco, Sassenage, France) were
used: Streptococcus thermophilus TAU40 (St) and
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus 1L.B340
(Lb) (yogurt micro-organisms) and Lacfobacillus
actdophilus LACA (La), Lactobacillus rhamnosus
LBA (Lr), and Bifidebacterium animalis ssp. lactis
BL 04 (BEl) (probiotic micro-organisms).

Experimental procedure

Milk preparation

Milk was prepared by adding 13 g of skim milk
powder (Molico, Nestlé, Aragatuba, Brazil) to 100 g
of distilled water (M), supplemented with inulin
(Beneo TM, ORAFTI Active Food Ingredients,
Oreye, Belgium), specifically 0.01 (SM1), 0.02
(SM2) and 0.04 (SM4) gfg, and then thermally
treated at 90°C for 5 min in a water bath (550 THE,
Fisatom, Sio Paulo, Brazil). The heat-treated milk
was collected i 1.0 L sterile flasks, cooled in an
ice bath, distributed into 250 mL sterile Schott
flasks in a laminar low chamber, and then stored at
4°C for 24 h, before use.

Inaculum preparation

A pre-culture of La was prepared by dissolving
100 mg of freeze-dried culture in 50 mL of milk
(10% of total solids; autoclaved at 121°C for
20 min). After blending and activation at 42°C for
30 min, 1 mL of the pre-culture was inoculated into
250 mL of milk or supplemented milk. The same
procedure was used for the preparation of Lb, Lr,
Bl, and St pre-cultures adding to 530 mL of milk,
400, 130, 45 and 90 mg of the freeze-dried pure
cultures, respectively. Average bacteria counts in
the different pre-cultures ranged from 6.110 6.5 log
cfivmL.
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Fermentations

The inoculated samples were transferred to a water
bath connected to CINAC (Cynetique d acidifica-
tion, Ysebaert, Frépillon, France) (Spinnler and
Corrien 1989). This system allows continuous
meonitoring of lactic acid ferment forming activity,
through the simultaneous observation of the evolu-
tion of the pH and temperature of one or several
samples, Batch fermentations were made at 42°C
up to pH 4.5, corresponding to the end of fermen-
tation. Fermentations were carried out in duplicate
and monitored using the CINAC system.

Kinetic parameters

The acidification rate (dpH/dt) was calculated as
the time variation of pH, and its maximum value
(Vi) €xpressed as pH units/minute, At the end of
the incubation period, the following kinetic
parameters were also caleulated: (i)t (h): time
after which the maximum (V, ) acidification rate
was reached; (ii) tys 4 (h): time to reach pH 5.0
(iil) pH V,,..; PH corresponding to V,__; and (iv)
{145 (h): time to reach pH 4.5, When pH 4.5 was
reached the fermentation was manually interrupted
by agitating the clot with a stainless steel rod
attached to a perforated disk; the disk was moved
upwards and downwards for 80 s. The fermented
product was put into a 50-mL polypropylene plastic
cup, thermally sealed using Selopar equipment
({BrasHolanda, Pinhais, Brazil), and quickly cooled
in an ice bath. The fermented product was then
stared at 4°C for 7 days.

We investigated the kinetics of acidification
throughout the fermentation of milk supplemented
with 0.01, 0,02 or 0,04 g of inulin/g by S. ther-
mophilus in co-culture with L. bulgaricus or
L. acidophilus, L. rhanmosus and/or B. lactis. We
also examined probiotic survival, pH and firmness
of these fermented fibre-enriched milk samples,
stored at4°C for 24 hor 7 days after production, Milk
not supplernented with inulin was used as a control,

Physicochemical analyses

Physicochemical analysis was carried out for
imulin-supplemented milk samples in triplicate,
and the results were expressed in g/g. Fat was
determined by Gerbers method, according to
Schmidt-Hebbel (1956), Protein levels were
calculated as a function of the total nitrogen content,
through the micro-Kjeldahl method, using 6.38 as
a conversion factor (Aoac 1995), Lactose content was
determined by titration using Fehlings solution
(Instituto Adolfo Lutz 1985), The total solids content
was determined by dry weight at 100-105°C, follow-
ing the method recommended by AOAC (1995).

pH and acidity

Fermented milk post-acidification was determined
by pH measurement using a pH meter model Q-

£ 2009 Society of Dairy Technology

400M1 (Quimis, Sdo Paulo, Brazil). Acidity,
expressed as lactic acid content, was evaluated by
titration with a 0.11-N NaOH solution, according
to the AOAC (1995).

Counts of probiotic bacteria

Bacterial counts were carried out in triplicate after
24 h or 7 days storage of the fermented milk at
4°C, One ml of each sample was diluted with % mL
of 1% sterile peptonated water. Serial dilutions
were made, and the bacteria were counted with the
pour plate technique (Kodaka ef al. 2005). All
media were obtained from Merck (Darmstadt,
Germany). St colonies were counted in M17 agar
by aerobic incubation at 37°C for 48 h, Lb counts
were made in MRS agar medium with pH adjusted
to 5.4 by addition ol acetic acid, after aerobic
incubation at 37°C for 48h La and Lr were
counted in this same medium, with pH adjusted to
5.4 by addition of acetic acid, after anaerobic
incubation at 37°C for 72 h. Bl was counted as for
La and Lr (Alineida ef al. 2008), but without any
pH adjustment (IDF 1996, 1997, 2003).

Firmness

Fermented milk firmness was measured in quad-
ruplicate at 8°C using a TA-XT2 texture analyser
{Stable Micro Systems, Godalming, UK). The
operating conditions were: P/25P acrylic probe
(2.5 e diameter), 10 mm penetration, and 10 mm/s
speed. Firmness was defined as the maximum force
required to penetrate the gel and expressed as N,

Statistical analyses

The data were examined by analysis of variance
(ANOVA) using the stTatTisTicA Software 6.0
(StatSoft, Tulsa, EUA). Mean values were com-
pared using the Tukey test at o= 0.05,

RESULTS AND DISCUSSION

Milk chemical composition

Milk and supplemented milk compositions are pre-
sented in Table 1. Fat, protein and solid contents
ranged from 0.3 to 0.6 mg/g, 40 to 41 mg/g, and
0.132 to 0.156 g/g, respectively. No significant
differences were observed in fat and protein
contents; however, total solids values varied sig-
nificantly. Lactose content ranged from 0.044 to
0.046 g/g; this was significantly affected by the
addition of 0.04 g of inulin per g of milk.

Kinetics of acidification

Acidification curves of the supplemented milks are
shown in Figure 1. Fermentation time was shorter
for all co-cultures (St-La, St-Lb, St-Lr and St-Bl)
when 0,04 g inulin was added per gram of milk.
The stimulating effect of inulin on the metabolism
of bifidobacteria (Bruno ef al. 2002; Akalin ef al.

197
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Table 1 General compogition of the milk*

Truline Fat Pratein Lactose Total solids
Milk Base (e (mg/z) (mg/g) (e'g) @
M 0 0.6 07 0.044° 0.132°
SM1 0.01 0.3 40.0° 0.045% 0.140"
SM2 0.02 0.6" 0.3 0.046" 0.148°
SM4 0.04 03 4100 0.046" 01567
*Means of tripli mean standard deviation = 0.03.

Means in the same column with different letters are significantly different; 6= 0.05.
M, non-supplemented milk; SM1, milk supplemented with 0.01 g of inilinfg; SM2,
milk supplemented with 0.02 g of inulin/g, SM4, milk supplemented with 0.04 g of

imulin/g,

Table 2 Acidification kinetics parameters of milk fermented by Lactobuacillus

bulgaricus, Lactobacillus acidophilus (La), Lactobacillus rh,

(Lr) and

Eifidobacterium lactis (Bl) in co-culture with Swreptococeus thermaphilus (St)

Milk  Co-cultwre  V, . (107 pHuwnitsmin)  t 0 pHV,o Lo
M St-Lb 17.9% 303" 5530 3.68%
M St-La 16.4% 3% 570 4.70%
M St-Lr 153" 308 571 426"
M S1-Bl 16.0% 338 568 483"
SM1  StLb 17.84 201 611° 3.75%9
SMI  Stla 16674 3200% 573 4.85%f
SM1  St-Lr 16,07 3058 574 4.63%
SM1  St-Bl 14.6° 3,83 5.76° 543"
SM2  St-Lb 17,24 3.08% 559 3.73%0
SM2  Stla 16784 38 573 4.76"
SM2  StLr 16,39 3165 576 495+
SM2  St-BI 15:5% 331%0 seee 5.01¢
SM4  St-Lb 188 293 551* 3.55
SM4  St-La T 30658 5640 4314
SM4  St-Lr 16.3% 31004 558 4.45%
SM4  St-BlI 16.3% 323 5620 480%

M, non-supplemented milk; SM1, milk supplemented with 0.01 g of inulin/g; SM2,
milk supplemented with 0.02 g of inulin/g, SM4, milk supplemented with 0.04 g of

imulin/g.

W, o Maximum acidification rate; 1, . ime to reach the maximum acidification rate;

PHY . milk pH at which the maximum acidification rate was reached, tpH5 .0, time

to reach pH 5.0.

Values with different letters in the same column are significantly different (o< 0.05).

198

2004) and lactobacilli (Desai ef al, 2004) has
recently been ascribed to greater release in yogurt
of additional nutrients (Makras ef al 2005) like
amino acids (Donkor ef al. 2007) or reduction of a
negative environmental impact (Desai ef al. 2004).

Kinetic acidification parameters of milk fermented
by L. bulgaricus, L. acidophilus, L. rhamnosus
and B. lactis in co-culture with 5. thermophilus are
presented in Table 2. Maximum acidification rates
[me) ranged from 14.6 2 107 pH units/min
(St-BI/SM1) to 18.8 32 107 upH/min (St-Lb/SM4),
with significant differences between the trials.

£ 2009 Society of Dairy Technology

V hay Values were significantly higher when inulin
was used. Values of t varied significantly, ranging
from 02.91 howrs (St-Lb/SM1) to 03.53 howrs
(St-BI/SM1). In all cultures, t,,_, decreased with
increasing inulin supplementation; however, it was
only slightly influenced when the St-Lr co-culture
was used. The St-Bl co-culture in SM1 yielded the
highest t_ . value; however, t was significantly
lower in SM2 and SM4.

Although pHV, . ranged from 5.51 (St-Lb/SM4)
to 6.11 (St-Lb/SM1), the differences were not
significant, whereas significant differences were
observed fort 5.0 values, which ranged from 3.55
(St-Lb/SM4) to 5.43 (St-BI/'SM1).

The fermentation time (1,;4.5) ranged from 5.2
to 11.2 h; there are significant differences among
these values, and they decreased in milk supple-
mented with inulin, especially at 0.04 g/g; St-Lr
cultures were strongly affected at this inulin level
However, the fermentation time for St-Lb (SM1),
St-Lr (SM1 and SM2) and St-BI (SM1 ) co-cultures
was close to those obtained at the other concentra-
tions (Figure 2.

Ozer et al. (2005) found that the fermentation
time of $t-Lb was 3.5 h, while more than 8 h were
needed by the St-Lb-La-Bb co-culture. The
addition of inulin and/or lactulose to these co-
cultures reduced this parameter to 7.0 and 7.3 h,
respectively. After 14 days of storage, the pH
ranged from 4.03 to 4.42 for St-Lb-La-Bb in milk
supplemented with inulin and lactulose, respectively.
Oliveira efal (2002) and Sodini efal (2002)
reported that the fermentation time was shorter for
the St-La co-culture when compared to St-Lr,
which can be explained by the higher acidification
rate of La.

pH and acidity

Table 3 presents the pH and acidity results for
milk fermented by L. bulgaricus, L. acidophilus,
L. rhamnosus and B. lactis in co-culture with
8. thermophilus. pH values ranged from 4.32 (St
LaM)to4.48 (5t-Lr/M) after 24 h of fermentation
(D1}, and from 4.15 (St-La/SM4) to 4.37 (St-La/M)
after 7 days (D7), Using the St-Lb and St-La
co-cultures, acidification was stronger in milk
supplemented with 0.04 g of inulin/g, while milk
supplemented with 0.01 g of inulin/g with St-Lr
and 5t-Bl co-cultures exhibited lower pH. Birollo
et al, (2000) observed that the pH of fermented
milk was initially 4.7, decreasing to 4.25 after
45 days.

After 24 h of fermentation, the acidity ranged
from 8.1 (St-BUM) to 10.3 mg of lactic acid per
gram (St-La’SM2). When we used the St-Lb co-
culture, the amount of lactic acid increased with
increased inulin concentration in the formulation,
but only the highest inulin addition (0.04 g/g)
produced a significant difference. With the St-La

OLIVEIRA, R. P. S.
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Figure 1 Acidification curves of milk (dotted lines) and milk supplemented with 0.04 g ofinulin/g (continuous lines) at 42°C

until pH 4.5,

co-culture, the addition of 0.02g of inulin/g
yielded the highest production of lactic acid com-
pared to all of the other co-cultures. With the St-Lr
co-culture, the highest production of lactic acid
(9.4 mg/g) was obtained with 0.01 g of inulin/g.
The lowest values of lactic acid were found when
the St-Bl co-culture was used, ranging from 8.1 mg
of lactic acid per gram in M to 8.6 mg/g in SM1;
this difference was significant, Lactic acid produc-
tion was always higher after D7 than D1, ranging
from 9.0 mg/g (St-Lr/M) to 12.0 mg of lactic acid

13
12 d ?nd
111 ©ed 4 ca ed
cd Tud {
10 be
— b
£ 94 T
i i
7
4 a4 a
6 a 2 B ~
: 1 il
4 : :
5t-BI St-La St-Lb St-Lr

Figure 2 Effect of inulin addition to milk on the duration of
fermentation (y, ;) by Lactobacilhus bulgaricus,

L bacillus I hacillus vh and
Bifidobacterium laetis in co-culture with Streptococcus
thermophilis. Inulin addition(g/g): O (M), 0.01 (M), 0.02(
0.04(C1).

idonhil
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per gram (St-La/SM2), Ozer ef al. 2005 observed
a production of lactic acid ranging from 9.9 to
11.8 mg/g after 1 day of fermentation, and from
13.3t0 15.8 mg/g after 14 days of storage, which is
similar to what we found.

Probiotic bacteria counts

Figures 3 and 4 illustrate the probiotic (1. bulgaricus,
L. acidophilus, L. rhamnosus and B. lactis) bacteria
counts and the S thermophilus (St) counts in
fermented milk supplemented or net with inulin
after 24 hand 7 days storage at 4°C of fermentation,
respectively.

The counts for 8 thermophilus after 24 h
of fermentation ranged from 8.67 (St-Bl) to 9.45
log efw/mL (St-Lr) in M1, with no significant
differences between the cultures (Figure 3b). After
7 days of fermentation, the counts ranged from
8.18 (St-Bl) to 9.42 log cfivml (St-Lr) in this same
medium, with significant differences between them
(Figure 4b). On average, the addition of 0.04 g of
inulin/g resulted in a 0.40 log cfw/ml decrease for
La and 0.69 log efu/ml for Lr.

Birollo ef al. (2000) observed that 5. thermophilus
remained viable (~109 cfivml) after up to 40 days
of storage at 6°C. Laectobacillus hulgaricus counts
reached 108 cfivml, within the first 10 days, under
the same storage conditions, and after 15 to 45 days
the counts continued to be ~107 civmL.

After D1, the probiotic counts ranged from 7.37
(St-Lr/M) to 9.13 log cfi'mL (St-Bl/SM4). There
was significantly greater growth of St-Lb in milk
supplemented with inulin. Compared to the
control, the growth of La in milk supplemented

199
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‘Table 3 Post-acidification and acidity of milk fermented by Lactobacillus bulgaricus,
Lactobacillus acidophilus (La), Lactobacillus vh (Lr} and Bifidob fum
{actis (Bl) in co-culture with Sireptococcus thermophilus (St)

Acidity (mg of

P lactic acid/g}
Milk Co-culture DI D7 DI D7
M St-Lb 441% 4.25% g3® 10,1
M St-La 43 g% 10.20 11.6¢
M St-Lr 4.48F 437 8o 9.0°
M St-B1 444! 42547 g.1% 10,0007
SM1 St-Lb 437 4220% 84" 10.1%7
SM1 St-La 4355 42440 g9 1L.7%
SM1 St-Lr 439 4320 944 9.7
SM1L St-Bl 4.40% 4.23%¢ 86" 10.2°
SM2 St-Lb 441% 4.21° g4 9.6°
sM2 St-La 4341 4.20p° 103 12.0°
SM2 St-Lr 446" 436! 914 90
SM2 St-BI 4428 4251 8.4 1027
SM4 St-Lb 4330 418" 9.1% g ghede
SM4 St-La 435% 4,15 9.7 124
SM4 St-Lr 4418 4341 9.1% 9.7
SM4 St-Bl 444" 427 83" g8

M, non-supplemented milk; SM1, milk supplemented with 0.01 g of inulin/g; SM2,
milk supplemented with 0.02 g of inulin/g; SM4, milk supplemented with 0.04 g of
inulin/g.

D11, after 24 h of fermentation of the product at 4°C.

D7, after 7 days of storage of the product at 4°C.

Values with different letters in the same column are significantly different (o < 0.05).
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Figure 3 Effect of inulin addition on bacterial counts of
Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus rhanmosus and Bifidobacterium factis in
co-culture with Streptococens thermophilus after 24 hof
storage of the product at 4°C. Inalin addition (g/g): O (M),
0.01 {8y 002 % 0.04 (). (a) Counts of probictic
bacteria. (b} Conmts of 8. thermoplifus.
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(a)

S8l St-La SHb St-Lr

Figure 4 Effect of inulin addition on bacterial counts of
Lactobacilius bulgaricus, Lactobaciflus acidophilus,
Lactabacillus vh and Bifid inm lactis in
co-culture with Streptocaccus thermaphilis after 7 days of
storage of the product at 4°C. Inulin addition (g/'g): O (M),
0.01 (W), 0,02 ), 0.04([0). (a) Counts of probiotic bacteria.
(b} Counts of 8. thermopiiifis.

with inulin was significantly greater. However,
no significant increase in counts of Lr in milk
supplemented with 0.01 g of inulin‘g was observed;
however, the changes were significant when
0.02 and 0.04 g of inulin per gram were added.
Indeed, inulin significantly increased Bl count
(Figure 3a).

Ozer ef al. (2005) compared the effect of 0.005
to (.01 g of inulin per gram and 0.0025 to 0.025 g
of lactulose per gram on L. acidophilus and
B. bifidum growth. Neither inulin nor lactose
influenced St-Lb growth, while they stimulated
that of B. bifidum. Lactulose enhanced the
growth of probiotic bacteria more than nulin,
whereas this latter compound did not stimulate La
growth at all.

After 7 days of fermentation, the viability of the
probiotic bacteria L. acidophilus and B lactis
decreased by only ~0.04 and ~0.15 log cfimL,
respectively. However, the counts remained stable
for L. rhamnosus and L, bulgaricus cultures. These
results, which confirm the stable viability observed
by Donkor et al. (2007) for L. casei and La during
4 weeks’ cold storage in the presence of 5-15g
inulin/L, is of particular significance, taking into
account that one of the most important functions of
prebiotics is just improving probiotic survival and
activity during storage. Finally, inulin supplemen-
tation of milk had a significant influence on the
survival of these probiotic bacteria (Figure 4a),
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Figure 5 Effect of inulin addition on firmness of milk
fermented by Lactobaciffus bulgaricus (SU-L0), Lactobacille
idophilies (St-La), Lactobaciflus rh {8t-Lr) and

Bifidobacterium lactis (St-Bl} in co-culture with
Streptococeus thermophilus after 1 day of fermentation and
after 7 days (D7) of storage at 4°C. Inulin additon (g/g):
O(M), 0.01 (W), 0.02( ) 0.04(0).

thus confirming the results of Akin ef al. (2007),
who observed that the addition of inulin had no
effect on St and Lb counts, while La and Bl counts
inecreased.

Firmness

Yogurt and fermented milk firnmess is directly
associated with the total solids content (Penna ef al.
1997; Dave and Shah 1998; Trachoo and Mistry
1998; Tamime 2005), and with the type of protein
(Cho ef al. 1999; Tamime 2005). In our study, total
milk solid contents varied from 0.132 te 0.156 g/g,
and the amount of protein in the milk was on
average, 40.5 mg/g,

After DI, firmness ranged from 028 (St-Lb/M)
to 0.47 N (St-Li/SM4), while after D7, it increased
on average by ~0.06 N when compared to D1,
varying from 0.33 (St-Lb/M) 10 0.54 N (St-Lr/SM4),
This means that supplementation of milk with
inulin increased firmmess of all products (Figure 5),
as was also reported by Martin ef al. (1999) and
Oliveira ef al. (2001). According to Damin ef al.
(2006), firmness in commercial brands of yogurts
in Brazil ranges from 0.32 to 0,79 N at 5°C,
According to Oliveira ef al. (2001), supplementa-
tion of milk (with casein hydrolysate, whey and
milk proteins) and culture composition directly
alfects product firmness,

£ 2009 Society of Dairy Technology

CONCLUSIONS

Inulin significantly influenced the acidification
kinetics of probiotic cultures in milk. Maximum
acidification rate increased with inulin content.
Milk supplementation with 0.04 g of inulin/g
reduced the fermentation time of S. thermophilus
and L. rhamnosus in co-culture. The addition of
inulin resulted in greater acidification in all of our
co-cultures. Probiotic counts were higher than 7.37
log cfivmL. The inulin had a stimulating effect on
the growth of all probiotics: this effect was more
pronounced with £, lactis than with the other
probictic cultures. Counts remained almoast stable
after 7 days of storage at 4°C. Milk supplementa-
tion with inulin resulted in a firmer probiotic
fermented milk.
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ABSTRACT

The simultaneous effects of different binary co-cultures of Lacrobacillus acidophilus, Lacrobacillus bulgaricus,
Lacrebacillus rhamnosus and Bifidobacterium lactis with Srreprococcus thermophiius and of different prebiatics
on the production of fermented milk were investigated in this paper. In particular, we determined and
compared the kinetics of acidification of milk either as such or supplemented with 4% (wiw} maltodextrin,
oligofructose and polydextrose, as well as the probiotic survival, chemical composition (pH, lactose, lactic
acid and protein contents), fatty acids profile and conjugate linoleic acid (CLA} content of fermented milk
alter storage at 4 °C for 24 h. Fermented milk quality was strongly influenced both by the co-culture
composition and the selected prehiotic. Depending on the co-culture, prebiotic addirion to milk influenced to
different extent kinetic acidification parameters, All probiotic counts were stimulated by oligofructose and
polydextrose, and among these B lactis always exhibited the highest counts in all supplemented milk
samples. Polydextrose addition led to the highest post-acidification. Although the contents of the main fatry
acids were only barely influenced, the highest amounts of conjugated linoleic acid (38% higher than in the
control} were found in milk fermented by 5. thermophilus-L acidophifus co-culture and supplemented with

maltodextrin.

® 2008 Elsevier BV. All rights reserved.

1. Introduction

Nowadays, consumers are demanding for foods with increasingly
properties, such as pleasant flavor, low-calorie value or low fat
content, and benefic health effects. Within this context, food industry
has been trying to offer products with improved flavor and
appearance. In addition, functional dairy products offer requirements,
benefits to health that are strengthened by the addition of probiotics
as well as by certain types of soluble fibers known as prebiotics.
Established amounts for food fibers are at least 3-6% (wiw) in solid
foods and 1.5-3% (wiw) in liquid foods (ANVISA, 2002).

Probiotics have been defined in several ways, depending on our
understanding of their effects on the health and well-being of
humans. These microorganisms are live microbial feed supplements
that improve the intestinal microbial population of the host. In recent
years, there has been a growing interest in using probiotic micro-
organisms as dietary adjuncts in the dairy industry. Products have
been developed and are on the marker worldwide (Anal and Singh,
2007). To produce the desired benelits, probiotic bacteria should be

* Corresponding author. Tel: +39 0 10 3532586,
E-mail address: copverti@unige.it (A Converti).

0168-1605/5 - see front matter © 2008 Elsevier BV, All rights reserved.
toi: 10,101 &/jijloodmicm 2008.10.012

present in the product in viable counts during their whole shell-life.
Kurmann and Rasic (1991) recommended that the minimum dose able
to assure therapeutic effect should range between 8 and 9 log CFU/mL
Although this level is not well established, it should vary according to
species and strains used. Other researchers suggested counts in the
range 7-8 log CFU{mL {Dave and Shah, 1997), which can be reached
applying daily doses of 100 mL of dairy products containing 7 log CFU/
ml of probiotic bacteria (Oliveira et al, 2002},

Prebiotics are non-digestible food components that beneficially act
on the host. because they selectively stimulate either the proliferation
or the activity of bacterial populations that are desirable in the colon
{Mattila-Sandholm et al, 2002).

The most important prebiotics are inulin and oligofructoses, which
are soluble and fermentable fibers (Gibson et al,, 2004). They are
named fructans and cannot be digested by a-amylase or other
hydrolases in the upper section of the intestinal tract (Carabin and
Flamm, 1999). Inulin and other fructo-olignsaccharides are frequently
employed in studies as they resist digestion by gastric acid and
pancreatic enzymes in vive (Cummings et al,, 2001}, Olignsaccharides
in general may serve as prebiotic agents and also suppress potentially
deleterious bacteria among the gastrointestinal microbiota {Kajiwara
el al, 2002). In most instances, the increase in the number of
beneficial Bifidobacterium spp. in the intestinal microbiota has been
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the main focus of prebiotic addition {Akalin et al., 2004; Gibson et al,
2004), although also lactobacilli would deserve attention due to their
well-known health-promoting effects. Inulin is mostly applied to
ohtain products with low fat-content, while oligofructoses are
emploved in low-calorie [ruit preparations, such as yoghurts, as well
as o balance the sweetness and mask the high-intensity 1 s

(Lee et al,, 1994 ). There are many studies on CLA production by lactic
cultures (Kim and Liu, 2002; Sieber et al,, 2004}, but only few eflforts
have been made on the effects of prebiotics addiction on the CIA
content of dairy foods (Akalin et al, 2007).

On the basis of this background, oligofructoses, polydextrose and
maltodextrin appear as important food ingredient that should be

residual flavor used in food preparations (Niness, 1999).

Polydextrose is a low molecular weight randomly-bonded poly-
saccharide of glucose with calorie content of 1 kcal/g {Achour et al.,
1994). All possible glycosidic bonds with the anomeric carbon of
glucose are present: & and 3 1-2,1-3, 1-4 and 1-6, among which the
1-6 bonds predominate. It has an average degree of polymerization
(DP)ol 12 and an average molecular weight of 2000 g/mol {Flood et al.,
2004). The low calorie content of polydextrose is a result of its poor
digestibility in the small intestine and incomplete fermentation in the
large intestine. This property has led to acceptance of polydextrose as
a dietary fiber in many countries {Craig et al,, 1999).

Maltodextrins have well defined physical properties, and, unlike
natural starches, are soluble in water, which popularized their use as
additive in the food industry. They are applied, for example, as spray-
drying aids for flavors and seasonings, cartiers for synthetic sweet-
eners, flavors enhancers, fat replacers, and bulking agents. In addition,
maltodextring were also used as food maodel since they present a wide
distribution of molecular mass between oligosaccharides and poly-
saccharides (Jaya and Das, 2004},

A symbiotic has been defined as a mixture of probiotics and
prebiotics that has beneficial effect on the host by improving the
survival and implantation of live microbial dietary supplements in the
gastrointestinal tract, by selectively stimulating the growth andfor
activating the metabolism of one or a limited number of health-
promoting bacteria (Gibson and Roberfroid, 1995).

Conjugated linoleic acid (CLA}, a mixture ol positional and
geometric isomers of octadecadienoic acids {C18:2) with conjugated
double bonds, has gained considerable attention because of its
potentially beneficial biological effects. Studies with animal models
have demonstrated that CLA consumption inhibits the initiation of
carcinogenesis (Devery et al, 2001}, reduces body fat content and
increases muscle mass (Chin et al., 1992), decreases atherosclerosis
(Nicolosi et al., 1997), improves hyperinsulinemia {Houseknecht et al.,
1998), enhances the immune system (Miller et al, 1994) and alters the
low-density lipoprotein/high-density lipoprotein cholesterol ratio

additionally explored for the production of functional foods. However,
a number of microbiological questions have to be solved to get ad-
vance in the field. By comparison of the behaviors of different probi-
otics (Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus acidopkilus, Lactobacillus
rhamnosus and Bifidobacterium lactis) in binary co-culture with
Streptececcus thermophilus, the present work aims at contributing to
the knowledge of the: a) synergistic effects between these probiotics;
b) prebiotic effect of maltodextrin, polydextrose and oligofructose on
probiotics; ¢} characteristics of symbiotic fermented milk; d) kinetics
of acidification of milk supplemented with 4% (w/w) of prebiotics; e)
probiotic survival and chemical composition of the product (pH,
lactose, lactic acid and protein contents), f) fatty acids profile and CLA
contents of fermented milk after storage at 4 "C for 24 h.

2. Materials and methods
2.1 Preparation af cultures

Five commercial starler freeze-dried cultures {Danisco, Sassenage,
France) were used in this study, specifically the yoghurt microorganisms
5. thermaophitus TAO40 (St) and Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgoricus
LB340 from here onwards called L bulgaricus (Lb); and the probiotics
L acidophilus LAC4 (La), L rhamnosus LEBA (Lr), and Bifidobacterium
animalis subsp. lactis BLO4 from here onwards called 8. lactis (Bl Table 1
lists the main characteristics of the selected strains.

Pure spray-dried strains were weighted in sufficient amounts to
get initial counts of 10% CFUjmlL Pre-cultures were prepared by
dissolving individually each culture in 50 ml. of sterilized skim milk
{121 °C for 15 min), and activating them at 42 °C for 15 min before use.

2.2, Milk preparation
Commercial skim milk powder (Molico, Nestlé, Brazil) was diluted

in distilled water to obtain 13% {wjw) total solids and supplemented
with 4% (wiw) of maltodextrin (Fibersol®, Matsutani Chemical

Table 1
Characteristics of selected strains employed on the production of nonfat symbiotic fermented milk (Lammers et al., 2003; Foligre et al.. 2007; Burns et al. 2008}
Characteristics Lagtobagillug Factobacillus delbrueckii Loctobacillus Bifidobacterium Streprocoeaus
actdophifes LACS subsp, bulgaricus LB340 riamnosis LBA loctis BLO4 thennophilus TAD40
Lactose t t - + [
fermentation
Lactic acid isomers DL D L L L
Growth 1545 (°C) [+ ik H - It
Bile salt tolerance  Sess 2 ans anna amnn
Pl inlemanee P Free anax =
Pepsin resistance  **% S
Pancreatin b i
resistance
Exopolysaccharides - - - - *
production
Adhesion to HI-28! ¥ HI-29: * HT-29; #r== HI-29; === HI-20; ===
intestinal mucosa  Caco-2: *** Caco-2: = Cagp-2; #=s= Caco-2; *** Caco-2; #8%
Health effects Inhibits common pathogens; Colonizes and adheres to the Increases the induction  Maintains and restores microbiota Increases induction
improve specific immune colon and reinforces the harrier af IL- 10 {in vitra); alter antihiolic treatment; of [L-10 (i vitro).
response (human clinical study); function of the intestinal mucosa, anii-inflammatory improves specific immune
influences the induction of IL-2  helping in the management of properties as protection  response (human clinical study);
and moderates induction of intestinal infection and food allergies. against TNBS-induced  induces IL- 10 (fn vl profects against
tumor necrosis factors (in virro) colitis {animal model).  inflammation {animal model}
*+*+Excellent.
“**Very gond.
*Fair.
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Industry, Hyogo, Japan), or oligofructose (Beneo™, Clariant, $io Paulo,
Brazil) or polydextrose (Litesse®, Danisco, Sio Paulo, Brazil). Non-
supplemented mill was always used as a control. Mill was submitted
to thermal treatment in water until reaching 85 °C, then was kept at

this temperature for 15 min, and finally cooled in an ice bath to 10 °C.

2.3, Fermentations

After inoculations, milks were incubated for fermentation at 42 °C
in a thermostatically controlled water bath until pH 4.5 was reached.
Each fermentation was performed in quadruplicate and monitored by
using the Cinac (Grétique d'acidification) system {Ysebaert, Frépillon,
France). Alter achievement of pH 4.5, the fermentations were
manually interrupted agitating the clot by means of a stainless steel
perforated disk-rod that was moved upwards and downwards for 80 s.
The fermented product was put into 50 mL polypropylene cups,
thermally sealed using a Selopar equipment (BrasHolanda, Pinhais,
Brazil}, quickly cooled in ice bath and stored at 4 "C.

2.4, Kinetic parameters

The acidification rate (V.. was calculated as the time variation
of pH {dpH/dt} and expressed as pH units/min. At the end of the
incubation, the following kinetic parameters were also calculated:
(1) tmax (h}, time at which Vi, was reached; (i) tyuso (h}, time to
reach pH 5.0; and (iii} t; (h), time to complete the fermentation.

2.5, Chemical compaosition

Fermented milk post-acidification was determined after 1 day of
storage at 4 "C by pH measurement using a pH meter model Q-400M1
{Quimis, 5ao Paulo, Brazil ). Acidity, expressed as mg of lactic acid per g,
was evaluated by titration using a 0.11 N NaOH solution according to
the methodology n. 907.124 of the ADAC (1995).

Protein and total solids contents of the fermented milk were
determined by an ultrasonic Ekomilk analyzer (Eon Trading, Bulgaria ).
Lactose was determined by titration using the Fehling solution. All the
analyses ol milk composition were performed in duplicate.

2.6. Counts af viahle bacteria

The cell counts of starter cultures and probiotics were made in
triplicate after fermentation. Samples { 1.0 mL) were added to 9.0 mLof
0.1% sterile peptonated water; then, appropriate dilutions were made.
Subsequently, St and Lb were plated into M17 Agar and MRS Agar
{Oxoid, Basingstoke, UK), previously acidified to pH 5.4 with acetic
acid, respectively, and incubated at 37 °C for 48 h (Dave and Shah,
1996). La. Lr and Bl were enumerated in MRS plus 10 uL/mL
clindamycin {pH 6.2), RCA plus 1 plfmL dicloxacillin {pH 7.1} and
MRS plus 0.5 plfmL vancomycin (pH 6.2), respectively, after anaerobic
incubation at 37 "C for 72 h.

M17 and MRS media {pH 5.4) were prepared according to Dave and
Shah (1996}, and the MRS plus clindamycin and MRS plus vancomycin
ones by Lankaputhra and Shah (1996 and Tharmaraj and Shah (2003},
respectively.

Anaerobic conditions were ensured by the use ol AnaeroGen
(Oxoid, Basingstoke, UK). Colony forming units (CFU) were enumer-
ated in plates containing 30 to 300 colonies, and cell concentration
was expressed as log CFU/ml. of [ermented milk. The selectivity of
culture media was confirmed by microscopic examination of cells in
the colonies.

2.7, Lipid extraction and conjugated linoleic acid analysis

Lipids were extracted according to the method 14156 150 (2001).
The fatty acids methyl esters (FAMEs), among which those of con-

jugated linoleic acid (CLA), were prepared from the extracted
lipids of yoghurt by esterification according to the method n. 15884
150 (2002).

Analyses of FAMEs were carried out in a gas chromatograph, model
3400CX (Varian, Sdo Paulo, Brazil), equipped with a split-injection
port, a lame-ionization detector and a soltware package lor system
control and data acquisition {model Star Chromatography Worl-
station version 5.5). Injections were performed in a 30-m long fused
silica capillary column with 0.25 mm internal diameter, coated with
0.25 pm of Chrompack CP-Wax 52CB {ChromTech. Apple Valley, MN,
USA), using helium as carrier gas at a flow rate of 1.5 mL{min and a
split ratio of 1:50. The injector temperature was set at 250 °C and the
detector at 280 °C. The oven lemperature was initially set at 75 °C for
3 min, then programmed to increase to 150 °C at a rate of 37.5 *Cfmin
and then to 215 *Cat 3 *C/min. Samples {1 uL) were injected manually
after a dwell-time of ca. 2 s. Qualitative fatty acid composition of the
samples was determined by comparing the retention times of the
peaks produced after injecting the methylated samples with those of
the respective standards of fatty acids. The quantitative composition
was obtained by area normalization and expressed as mass percen-
tage, according to the Official Method Ce 1-62 {ADCS, 1997). All
samples were analyzed in duplicate, and the results reported as mean
values.

2.8, Statistical analysis

Results were submitted to analyses of variance (ANOVA) using the
Statistica Software 6.0. Mean values were compared using the Tukey
test {Sokal and Rohlf, 1979) at <0,05, and different letters were used
to label values with statically significant differences among them.

3. Results and discussion
3.1, Fermentation kinetics

The kinetic results of fermentations performed with the selected
co-cultures supplemented with three dilferent prebiotics, specifically
maltodextrin, oligofructose and polydextrose, are compared in Table 2

Table 2

Acidification kirelic parameters of fermentations of skim milk supplemented with 43
(wijw ) maltedextrin, oligofructose or polydextrose, by 5. thermaophilus in co-culture with
L bulgaricus (St-1b), L acidophilus (St-La), L. rhamnosus (St-Lr) or 8, lactis (S1-B1}

Prebiotic €0 Vo e (B® fpuso (B 6e(h)P
culture (1077 pH units/min)*

Contral® St-la 1611+0.15° 325:003% 465+0117  092:021°

Control St-1s  1787+001¢ 203+005™ JEEL007%° 54740047
Control St-lr  1651+0.01° 318+007% 460+024' 10.592030'
Control St-Bl 15494024 32420007 4732010 10.02:021"
Maltodextrin Si-la  18.27+0.01° 336:000" 403r001%  761:001"

Maltodextrin Si-lb  15.8420.01% 263£001" 3.742005°™ 5112001
Maltodextrin St-Lr 1820001 230+001%" 42640017  BE1=001F
Maltodextrin St-Bl  1863+0.01" 332+001%  426+004°  916+0.00F
Oligofructose St-La  24.09+0.01" 301+001% 38340017 706=0.00"

2912001° 3414001 461+001"
3.01+001% 37640007 6£914001°%
306+0007 3812001  673:001°"
3242000 3814001  6532001°
306+0.00°7 336+000° 461+0.01°
3214001 38640007 71620007
311+001°% 373+001%? 6712000

Oligofructose St-1h  23.18+0.01"
Oligofructose Si-Lr  2330+0.01
Oligofructose S:-Bl  21L08+0.01
Polydextrose St-la  19.21:0.01%
Polydextrose Si-Lb  20.55+0.01
Polydextrose St-Lr  1993£0.01"
Polydextrose St-Bl  19.31+0.01%

Dillerent letters in the same column mean statistically significant difference among the
values of the same parameter. according to the test of Tukey [a=0.05).
+ Standard deviations with respect to the mean values of quadruplicate runs,

A Maximum rate of acidification.

B Time to reach Vi g

© Time to reach pH 5.0.

U Time 1o complete the fermentation (pH 4.5).

¥ Not supplemented skim milk was used for control tests.

OLIVEIRA, R. P. S.



Capitulo XII 154
12. Artigos cientificos publicados em revista indexada

470 RES. Oliveir et al |/ Inernational journal of Food Microbiology 128 (2009) 467-472

with those of the control runs without any prebiotic. It should be
noticed that, for each prebiotic as well as [or the control, 87 and 75% off
the variations from one co-culture to the others were statistically
significant [or Vipz, and ty, respectively, but only 42% for both 1, and
Loes oo Because of such a lack of significance of the variations in the last
two parameters, average values of them, obtained gathering all the co-
cultures, were used for comparison.

As far as the runs performed in the absence of prebiotics (controls)
are concerned, the V., values observed in this study with all the binary
co-cultures are practically coincident with those obtained by Almeida
et al {in press) with St-La at pH 4.5 {16.3x 10" pH units/min) and litcle
higher than those obtained with St-Lr at pH 5.5 (12.3% 10" pH units/
min) when 12% {w/w) milk whey was used. The fermentation time of
the binary St-Lr co-culture (tr=10.59 h) was about 1 h shorter than that
reported by those authors in milk whey, which can be justified by the
variations in the LAB acidification activity related to their specific
aptitude to assimilate the nutritive compounds of the medium {Badis
et al, 2004).

The two prebiotics whose supplementation most accelerated the
acidification were oligofructose and to some extent also polydextrose,
showing V.. increases by 39 and 20%, respectively, while only the
former prebiotic ensured a significant decrease in f,, {5.5%)
Meanwhile, these two prebiotics were able to almost equally
accelerate the fermentations and the achievement of pH 5.0, both
showing reductions of ty by about 30% and of tyyse by about 16%,
compared to the control. On the other hand, maltodextrin showed the
lowest variations, hence behaving as the worst prebiotic in this
respect.

Another interesting comparison can be done using the opposite
reasoning, ie, gathering the variations induced by all the prebiotics,
50 as to put into evidence possible significant influence of the different
co-cultures on the kinetic parameters. On this basis, St-Bl was the
slowest co-culture in terms of acidification power and St-1b the
quickest one in terms of fermentation. The former did in fact show a
Vinax value about 4.5% less than the others taken as an average, and the
latter Epay fr and fhysp values 8.7, 39 and 14% lower the others.

Oliveira et al. {in press) have recently reported a similar
accelerating effect of inulin, which reduced by about 10% the
fermentation time of different binary co-cultures taken as an average,
thus confirming its prebiotic effect already evidenced by other authors
for both bifidobacteria {Akalin et al., 2004; Donkor et al., 2007) and
lactobacilli { Donkor et al, 2007).

These results as a whole not only confirm that St-1b is the best co-
culture for yoghurt preparation, but also that the alternative probiotics
emploved in this study (La, Lr, and Bl) would be able to ensure
satisfactory results in terms of acidification and lermentation Lime,
This result is of particular significance for Lr, which is a poorly-
investigated alternative probiotic in fermented skim milk prepara-
tions (Tannock et al., 2000; Tharmaraj and Shah, 2003; Capela et al.,
2006). Moreover, oligofructose and to some extent also polydextrose
were shown to significantly accelerate either the acidification or the
fermentation, thus proving interesting prebiotics to improve the
production of yoghurts. These results appear to confirm the prebiotic
effect of polydextrose highlighted by Jie et al. {2000} and Probert et al.
12004}, whereas they disagree with the observations of Ghoddusi et al.
12007}, who claimed that polydextrose seemed to show hardly any
selectivity towards bifidobacteria and lactobacillifenterococc when
used alone or mixed with other carbohydrates.

3.2, Milk post-acidification

Table 3 lists the results of post-acidification, lactic acidity and
residual levels of lactose and proteins after 1 day-storage at 4 “C since
the end of fermentation by the selected co-cultures. Analyzing their
variations from the statistical point of view, it is noteworthy that only
the values of final pH were statistically significant by almost 80% of the

Table 3

Results in terms of post-acidification (pH ) lactic acidity and residual lactose and protein
contents alter 24 b since the end of fermentations of skim milk. supplemented with 43
(wiw) maltodestrin, oligofructose or polydextrose, by S thermophilis in co-culture with
L. bulgaricus (St-Lb), L acidophilus (Si-La), L rhamnosus (St-Lr) or 8. lacas (St-BI

Prebiotic Co-culture  pH Lactic acid Lactose Protein
(mg/g) (mg/g) (mgfg)
Contral CET 4331002% 92203F  382£017 3712037
Control St-Lb 432+001%® 97:02™" 380+02*°  367+05
Control St-Lr 434+001% 09+0.48"  3RT+05%% 370404
Control St-Bl 43740017 9801 357+017 378+04%

4314001° 9940280  382s077  3ggegetr
4404002° 9503 368402"  416+01%
436:003% 960.1°%%F 376:04®  434:01F
43740017  95+04%* 352405  405+0.5"
431:002" 98:02'"%"  416:01"  385:0.5%™
4374004 94202777 307+01%% 365+01%

Maltodextrin  Si-La
Maliodextrin - Si-Lb
Maltodextrin - St-Lr
Maltodextrin  St-Bl
Oligofructose  St-La
Oligofructose  Si-Lb

Oligofructose  Si-Lr 442+001% 93201 418+04"  368+01°

Oligofructose  St-Bl 445+001' 91202 4184017 40940,
Polydextrose  Si-la 4324003 10.0+0.2" 410404"0  38040.79
Polydextrose  St-Lb 446+003' 9401  23+06 403027
Polydextrose  St-Lr 446+001" 932047 421+01% 374204

Polydextrose  St-Bl 402406 206404

Not supplemented skim milk was used for control tests.

Dillerent letters in the same column mean statistically significant difference among the
values of the same parameter, according to the test of Tukey [a=0.05)

+ Standard deviations with respect to the mean values of quadruplicate runs.

440+001F 924017

experiments, whereas none of those related to lactose, lactic acid and
protein were so. Comparing the average values of pH and lactic acid
concentration according to the same criteria as for the parameters of
Table 2, it can be observed that the highest lactic acid levels were
associated to the lowest final pH and vice versa, thus suggesting that
these parameters are strongly related to each other. Oligofructose and
mainly polydextrose led to lower post-acidification and lactic acid
release with respect to maltodextrin, whose effects, on the contrary,
were almost negligible when compared with the control. Such result
suggests that the addition of both these prebiotics to the milk could
improve its stability during cold storage, decelerating the post-
acidification. Extending the comparison (o the dilferent co-cultures, it
can be seen that although the variations were quite low, La induced
the highest post-acidification and lactic acid release, whereas the
opposite took place with Bl, the other two microorganisms showing
an intermediate behavior. This finding once more confirms that,
besides the well-known La and Lb species, also Lr and Bl could be
successfully used in co-culture with S thermophilus as alternative
probiotics for industrial probiotic fermented milk preparation.

As expected, the microorganisms (Lr and Bl) as well as the
prebiotics (oligofructose and polydextrose) that, taken as a whole, led
to the less amounts of lactic acid were those that exhibited the highest
residual lactose levels (3.68-4.23% of the initial content). The protein
content of the milk decreased by 3.65-4.34% compared with the
starting raw material, due to its uptake as a nitrogen source by the
microorganisms. However, notwithstanding some significance of its
variations (37%), no interesting information arises from its
consumprion.

3.3, Bacterial counts

Figs. 1 and 2 show the counts after 1 day-storage at 4 °C since the
end of fermentations by binary mixtures of 5. thermophilus and the
selected probiotics, respectively, both the presence and in the absence
of the different prebiotics. In particular, St counts (Fig. 1) were not
significantly influenced by the type of prebiotic or probiotic used,
varying between 8.7 and 9.2 log CFU/mLand being al least one order of
magnitude higher than those of the others. On the other hand,
significant differences were observed for counts of the other
microorganisms, which were strongly influenced also by the nature
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1. Cell counts of S rrermophilus in skim milk fermented by its binary co-cultures
with different prohiotics, namely L actdophilus (St-La, m), L bulgaricus (S L
rhameosis (St-Le, B} and B dacis (Sc-BL O), either in the presence of different prebiotics
| maltodextrin, polydextrose and oligofructose) or not (control ). Different letters mean
statistically sigrificant dilference according to the test of Tukey (a<0.05)

of the prebiotic {Fig. 2}, As expected by the above considerations, on
average, polydextrose and oligofructose behaved as the best pre-
biotics, ensuring the highest counts (7.8%9 and 797 log CFU/ml,
respectively), whereas the count in the presence of maltodextrin
(745 log CFU/mL} was only a little higher than in the control (731 log
CFU/mL). Such an effect ol oligofructose is consistent with the
pbservations of several authors, who observed a clear beneficial
action of this prebiotic on the viability of L rhamnosus, L. ecidophilus
and Bifidebacterium spp. in yoghurt and other [ood products (Capela
et al, 2006).

Finally, Bl was the probiotic whose growth was the most
stimulated by the presence of the above prebictics; it did in fact
show average count {8.06 log CFU/mL) even higher than Lb (7.63 log
CFU{mL), ie. the microorganism responsible for the well-known
metabolic synergism with St. On the other hand, Lr exhibited in co-
culture with St, satisfactory counts only in the presence of oligo-
fructose and polydextrose {765 log CFU/mL on average).

3.4, Fatty acids praofile and CLA content

Fig. 3 shows that the retention time observed in the gas-
chromatogram of fatty acid methyl esters in the culture medium
was 23.10 min. Since the area of the peak of t10, c12-CLA, appearing
after 23.47 min, was very small, it was not considered to be significant.

841 c¢d

Probiotic counts (log CFU/mL)
w

Fig. 3. Typical gas-chromatogram for the conjugated linoleic acid isomer standards.

Whereas, no significant difference was found in the concentra-
tion of ¢9t11-CLA isomer between the control milks fermented
by the different co-cultures, the effects of addition of 4% (w/w)
of the different prebiotics in the skim milk on c9t11-CLA level at
the end of fermentation appeared to depend on the co-culture
(Fig. 4). Although the addition of all of them appreciably increased
the level of cBt11-CLA, the strongest effect was observed with
maltodextrin. This prebiotic did in fact induce a rise in the concen-
tration of this compound by 21% using St-Lb and no less than
38% using St-La with respect to the control. On the other hand,
supplementation of oligofructose and polydextrose led to higher
increase in the c9t11-CLA level using St-Lr (24%) and St-Bl {30%),
respectively.

To explain the observed variations in CLA levels, it should be
taken into account that the different enzyme activities of starter
cultures have been identified as factors that may contribute to
influence the CLA content of cultured dairy products {Sieber et al.,
2004}, In particular, Lin et al. (2003) demonstrated that a higher
level of linoleic acid isomerase in L acidophilus crude extract
increased the CLA content of fermented milks. The production of
CLA by the St-Bl co-culture is in agreement with the release of this
acid previously observed with Bifidobacteria by other authors
{Coakley et al, 2003; Oh et al.,, 2003). In conclusion, the results of
this part of work suggest that CLA levels in fermented milk could be
enhanced by addition of probiotic bacteria with high CLA-producing
potential in combination of suited prebiotics during processing of
fermented milk.

144
12 a @b akab
1.0
0.8
08

0.4 4

0.2
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Olig
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Fig. 2. Cell counts of probiotic microorganisms in skim milk fermented by binary co
cultures of S rhermophilus with L acidophilus (St-La, W), L, bulgaricus (St-Lb, B}, L
rhammosys (St-Le, M) and 8 kcos (S-BL O, either in the presence of different prebiotics
| maltodextrin, polydextrose and oligofructose) or not (control) Different letters mean
statistically sigrificant difference acconding to the test of Tukey (a<0.05)

Fg. 4. Mean conjugated linoleic ackd concentrations (% wiw) in skim milk fermented by
binary co-culkures of & thermophiius with L actdophilus (St-La, W), L, bulgaricus (S-Lb, W),
L. rhmnases (St-Le. W) and £ lacas (St-BL O}, eicther in the presence of different prebiotics
or not (controll. Different letters mean statistically significant difference according to the
test of Tukey {o=0,05).
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Inulin was used as a prebiotic to improve the quality and consistency of skim milk fermented by Lacto
bacifius acidophilus (La), Lacrobacitlus rhamnosus (Lr), Lactobacillus buigaricus (Lb) and Bifidobacrerium loctis
(B} with Streptococcus thermophilus {5t), either in binary co-cultures or in cocktail containing all micro-
organisms. We compared, either in the presence of 40 mg inulin g™ or not, the results of the maximum
acidification rate (¥, and the times to reach it {I;,,], to reach pH 5.0 {f54) and to complete the fer
mentation {f). Post-acidification, lactic acid fermation and cell counts were also compared after either
1 day (D1} or 7 days of storage at 4 °C (D7), In co-culture, inulin addition to the milk increased Vi
decreased ., and f; favored post-addification and exerted a bifidogenic effect. 8. thermophilus proved
to stimulate the metabolism of the other lactic bacteria and enhanced the product features. After D7, a
significant prebiotic effect ef inulin was ebserved in all co-cultures. Either after D1 or D7, the enumera-
tions of Lr and Bl in mixed culture markedly decreased compared to their respective co-cultures because

Co-cultures
Mixed cultures

of greater competition for the same substrates.

@ 2008 Elsevier Lrd. All rights reserved.

1. Introduction

Functional foods have shown a high potential of growth in the
recent years. Consumers are demanding for foods with increasingly
properties, such as pleasant flavor, low-calorie value or low-fat
content and benefic health effects {Gonzalez-Tomas et al., 2008).
In the attempt to obtain products with improved flavor and
appearance and to offer benefits to the consumer health, microbial
probiotics as well as a certain number of prebiotics such as soluble
fibers are supplemented to functional dairy products.

Prebiotics are non-digestible food components that inhibit
pathogen multiplication and selectively stimulate the proliferation
and activity of useful bacterial populations of the colon, of the large
and even the small intestines {Mattila-Sandholm et al., 2002; Rob-
erfroid, 2000). To exert their prebiotic effects, fibers have to be
present in selid and liquid foods in amounts of 30-60 and 15-
30 mg ¢!, respectively {ANVISA, 2002). Inulin is a natural compo-
nent of several fruits and vegetables with beneficial effects on
health and interesting technological properties, which depend also
on its average chain length. This foed ingredient is a soluble and
fermentable fiber named fructan, which cannot be digested by -
amylase or other hydrolytic enzymes in the upper section of the
intestinal tract {Carabin and Flamm, 1999) and is mostly applied
to obtain low-fat content products { Niness, 1999).

* Corresponding author. Tel: +55 10 3091 3690; fax: +55 10 3315 6386
E-mail address: monolive@uspbr (MN. De Oliveira).

D2G0-8774/5 - see front matler & 2008 Elsevier Lid. All rights reserved.
doi: 101016/ jfocdeng 2008.05.013

Probiotics are microorganisms that, when used in large
amounts in the preparation of foods and dairy products, are able
to survive the passage through the upper digestive tract as well
as to adhere to intestinal cells, providing beneficial effects to the
intestine {Gilliland, 1989). Most common probiotics used in func-
tional dairy products belong to the genera Lactobacillus, Bifidobac-
terium, Streptococcus and Saccharomyees (Goldin and Gorbach,
1984), Among these, lactic acid bacteria {LAB) isolated from human
and animal gastrointestinal tract, when largely consumed, are well
known to help in the intestinal balance {Ferreira, 2003).

Several investigations have focused on the use of prebiotics to
improve growth and activities of probiotics. Inulin and starch were
successfully employed to stimulate Bifidobacterium spp. metabo-
lism {Akalin et al,, 2004; Bruno et al., 2002; Shin et al., 2000); how-
ever, reports are lacking regarding the effects of these prebiotics on
Lactobacillus spp.

In order to produce the desired benefits, probiotic bacteria
should be present in the product in viable counts (7-9 LogCFU
mL~") during their whole shelf-life (Kurmann and Rasic, 1991).
Although this level is not well established, it seems that it depends
on the species and strains used.

Owing to the rapid decline of Bifidobacterium spp. after yoghurt
manufacture {Dave and Shah, 1997), inulin was frequently em-
ployed in studies mainly devoted to improve its viability during
long-term cold storage {(Akalin et al., 2004; Bruno et al., 2002; Shin
et al., 2000). It was demonstrated that supplementation of yoghurt
with inulin at low concentration significantly improves also the
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growth and viability of Lactobacillus acidophilus and Lactobacillus
casei used as probiotics in yoghurt during cold storage (Donkor
et al, 2007; Kurien et al, 2005). Nevertheless, other lactobacilli
would deserve attention due to their health-promoting effects
{Shah, 2000, 2001).

Therefore, inulin appears as an important food ingredient that
might he additionally explored for the production of functional
foods (Niness, 1999). However, the synergistic or antagonistic ef-
fects of different probiotics {Lactobacillus bulgaricus, L. acidophilus,
Lactobacillus rhamnosus and Bifidobacterium lactis) with Streptococ-
cus thermophilus were poorly explored {Oliveira et al, submitted
for publication). Therefore, the present study reports the effect of
inulin in both binary and mixed cultures, synergistic effects among
microorganisms, yoghurt production with binary and mixed cul-
tures and capability of L bulgaricus, L. rhamnosus, L acidophilus
and B. lactis to survive in yoghurt production.

2. Materials and methods
2.1. Microbial cultures

Five commercial starter freeze-dried cultures {Danisco, Sasse-
nage, France) were used in this study, specifically the yoghurt
microorganisms 5. thermophilus TA040 (5t) and Lactobacillus del-
brueckii subsp. bulgaricus LB340 {Lb); and the probiotics L. acidoph-
ilus LAC4 (La), L. rhamnosus LBA (Lr) and Bifidobacterium animalis
subsp. lactis BL 04 (BI).

2.2, Milk preparation

Culture media prepared adding 100 g of distilled water to 13 g
of skim milk powder {Molico, Nestlé, Aragatuba, Brazil ) were either
used as such {M) or supplemented {5M) with 40 mg of inulin g~
(commercial name: Beneo TM; degree of polymerization:
DP =10} {Orafti Active Food Ingredients, Oreye, Belgium). Both
media were thermally treated at 90 “C for 5 min in water bath,
madel 550 THE {Fisatom, 530 Paulo, Brazil), and then transferred
to sterile flasks (1.0 L), cooled in ice bath, distributed into sterile
Shott flasks {250 mlL) inside laminar air flow chamber, and stored
at 4°C for 24 h.

2.3 Inoculum preparation

In order to ohtain almost the same mean initial counts of each
bacterium in the different co-cultures as well as in the mixed cul-
ture {6.1-6.5 Log CFU mL ™'}, bacterial pre-cultures (Bl, 5t La, Lr
and Lb) were prepared by dissolving 45, 90, 100, 120 and 400 mg
of their respective freeze-dried cultures in 50 mL of milk {10% of to-
tal solids; autoclaved at 121 °C for 20 min}. After blending and acti-
vation at 42°C for 30min, 1.0mL of each pre-culture was
inoculated into milk or milk supplemented with inulin up to a final
volume of 250 ml, giving a volumetric proportion of 1/250 for all
them.

24 Fermentations

After inoculation, flask samples were transferred to water bath
equipment assembled to a CINAC (Cynetique dacidification, Yse-
baert, Frépillon, France) system, and batch fermentations were
performed at 42 °C up to pH 4.5, selected as the condition to stop
the fermentation. Fermentations were carried out in quadrupli-
care and monitored using the CINAC system that allows continu-
ously measuring and recording the pH as well as evaluating the
acidification rate throughout the run {Spinnler and Corrieu,
1989).

2.5, Kinetic parameters

The acidification rate (V,,,,,) was calculated as the time variation
of pH (dpHjdr) and expressed as 10~* pH units min~", At the end of
the incubation, the following kinetic parameters were also calcu-
lated: {i) fax (W), time at which V., was reached; {ii) fynso (h),
time to reach pH 5.0; and (iii] f; {h), time to complete the fermen-
tation. After achievement of pH 4.5 the fermentations were manu-
ally interrupted agitating the clot by means of a perforated disk-
stainless steel rod that was moved upwards and downwards for
80s. The fermented product was put into 50 mL polypropylene
cups, thermally sealed using a Selopar equipment {ErasHolanda,
Pinhais, Brazil), quickly cooled in ice bath and stored at 4 °C {Dam-
in et al,, 2006; Oliveira et al., 2001).

The kinetics of acidification were investigated throughout the
fermentation of milk, either as such (M) or supplemented with
40 mg inulin g ' {SM), by 5. thermophilus either in binary co-cul-
tures with L bulgaricus, L acidophilus, L. rhamnosus or B. lactis, or
in multiple mixed culture containing all them. At the end of fer-
mentations we determined the post-acidification parameters and
the probiotic survival of fermented milks, after storage at 4°C
either for 1 day {D1) or for 7 days (D7) since the end of fermenta-
tions. Non-supplemented milk {M) was used as a control.

2.6. Post-acidification and acidity

Fermented milk post-acidification was determined after D1 or
D7 by pH measurement using a pHmeter model Q-400M1 {Quimis,
Sdo Paulo, Brazil). Acidity, expressed as mg of lactic acid g ', was
evaluated by titration using a 0.11 N NaOH solution {ADAC, 1995).

2.7, Counts of probiotic bacteria

Bacterial enumerations were carried out either after D1 or after
D7. One milliliter of sample was diluted with 9 mL of 0.1% sterile
peptonated water. Afterwards, serial dilutions were done, and bac-
teria were counted applying the pour plate technique { Kodaka et al.,
2005). All media were obtained from Merck { Darmstadt, Germany).

In co-cultures St colonies were enumerated in M17 agar hy aer-
obic incubation at 37 °C for 48 h, while Lb, La and Lr enumerations
were carried out in MRS agar medium, after pH adjustment at 5.4 by
acetic acid addition, and aerobic incubation at 37 <C for 48, 72 and
72 h, respectively. Bl was enumerated in MRS agar medium contain-
ing 5% cystein without any pH adjustment {IDF, 1996, 1997, 2002).

In multiple mixed cultures, 5t and Lb were enumerated in M17
and MRS at pH 5.4, respectively, after aerobic incubation at 37 °C
for 48 h. After incubation at 37 °C for 72 h in anaerohic jar, La, Bl
and Lr were enumerated in the selective media MRS plus
10 pLmL ! clindamycin {pH 6.2}, Reinforced Clostridial Agar plus
1 pLmlL " dicloxacillin (pH 7.1) and MRS plus 0.5 pL mL ™! vanco-
mycin (pH 6.2), respectively. M17 and MRS media {pH 5.4) were
prepared according to Jordano et al. (1992) and Dave and Shah
{1996}, and the MRS plus clindamycin and MRS plus vancomycin
ones according to Lankaputhra and Shah {1996) and Tharmaraj
and Shah {2003), respectively.

Anaerobic conditions were ensured by the use of AnaeroGen
{Oxoid, Basingstoke, UK). Colony forming units (CFU)] were enu-
merated in plates containing 30-300 colonies, and cell concentra-
tion was expressed as CFU g1 of fermented milk. The selectivity of
culture media was confirmed by microscopic examination of cells
in the colonies.

2.8, Statistical analyses

Results were submitted to two factors-analysis of variance
{ANOVA) using the Statistica Software 6.0. Mean values were
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compared using the Tukey test {Sokal and Rohlf, 1979) at P < 0.05,
and different letters were used to label values with statistically sig-
nificant differences among them.

3. Results and discussion
3.1. Acidification kinetics

The highest value of V., was obtained with the binary St-Lb
co-culture in the presence of inulin (19.0 % 10~ upH min~")
{Table 1), confirming the observation made by Kristo et al. {2003)
on the significant role exerted by St and Lb on the acidification
kinetics in yoghurts. As a matter of fact, the combined use of all
bacteria gave about the same results of such a co-culture, either
in the presence or the absence of inulin. On the other hand, the
lowest Vi, value was observed with the St-Lr co-culture {15.9 =
10~* upH min~"} in the absence of inulin, demonstrating the poor
acidification ability of Lr, proposed in this study as a new probiotic,
with respect to the traditional bacteria. 1t is also evident the prebi-
otic effect of inulin, which increased the mean acidification rate
(16.5 = 10~ upHmin~") of hinary co-cultures by about 6% and
that of the mixed culture (17.8 x 107 upH min™') by about 4%,
both these variations being statistically significant. Oliveira et al.
{2001) observed for St-Lr and 5t-La in milk supplemented with
casein hydrolyzate significantly higher values of Vi, (20-21 =
10~ upH min~ '), which means that the prebiotic effect of inulin
is weaker than that of casein hydrolyzate.

The time to reach Vi (Imas) ranged from 2.97 h (St-Lb in SM)
te 3.25h {St-Bl in M), showing statistically significant effects
either of inulin or type of binary co-culture. As expected, the pre-
biotic effect of inulin, that reduced the mean t,,,, of binary co-cul-
tures by only 2%, was weaker than that cbserved by Oliveira et al.
(2001) for casein hydrolyzate. Apparently, there was no direct rela-
tionship between Vi, and fy,y, either in the presence or the ab-
sence of inulin; nevertheless, the use of the mixed culture
reduced . significantly with respect not only to the binary co-
cultures taken as a whole {11-12%), but even to the quickest of
them, i.e. St-Lb { 7-9%). Because Kristo et al. {2003) obtained in ter-
nary co-culture of S. thermophilus, L. bulgaricus and L. paracasei in
similar milk a value of t,,,, {2.65 h) comparable to that observed
in mixed culture (2.77 h), it is possible that the simultaneous pres-

Tahle 1

Kinetic parameters of acidification of milk fermented by co-cultures and mixed
culture of L bulgaricus (L) L oaddophifes (La) L rhamnoses (L) B Jactés (Bl with 5.
thermophitus (St)

Run  Culture Vime trmaee (R tonso (R} f (b}
(10 *upH min ')
Milk without inulin (M)
1 St-Lb 1804047 30450065 372+008° 547 008"
2 St-la 163+ 07" 3244003 4674009 1044065
3 St-Lr 159+ 07" 310+011™ 443+027 106:0.15
4 St-Bl 160+1.1% 3254012  464+024% 101 +0.44"
5 Mixed 178+ 11" 277+411°  316+11° 423+ 101°
culture
Milk supplemented with 40 mg of inuiin g ' (SM)
6 St-Lb 150+ 08" 29740097 361+009° 5.25+007
7 st-la 173 +08° 316+003'  425+012° 942 +066™
8 St-Lr 17.1+ 1.0° 310008 421+029" B35+035°
9 St-Bl 17.0+ 0.9° 31540017 446+0400 8240337
1 Mixed 18512 1.1° 275+¢11"  305+11" 406+ 1.1"
culture

Vi, maximum rate of acidification; fese, time to reach Vi tens o, time o reach
pH 5.0; &, time o complete the fermentation (pH 4.5). Different letters in the same
column mean statistically significant difference among the values of the same
parameter, according to the test of Tukey (P<0.05). #+Mean standard deviaticns
with respect t the mean values of quadruplicate runs,

ence of various microorganisms could have led to synergistic ef-
fects among them, associated to the release of metabolic
products stimulating the metabolism of the others (Bracquart
et al, 1978; Radke-Mitchell and Sandine, 1986). In the mixed cul-
ture, a synergistic effect took place among the microorganisms. The
fermentation was in fact completed more quickly (f; - 4.06-4.23 h)
even than with the 5t-Lb co-culture. This effect may have stimu-
lated the growth of microorganisms to such an extent so as to ren-
der that exerted by inulin negligible.

A behavior qualitatively similar to that of t5. was observed for
the times needed either to reach pH 5.0 {tyys.0) or to complete the
fermentation {:){ Table 1). As expected, the lowest values of both ¢
(547 hin M and 5.25 h in SM) and fpas0 (2,72 hin M and 3,61 in
SN ) were obtained in the presence of the typical yoghurt bacteria
{5t=Lb), whereas the other probiotic co-cultures lasted an almost
double time. When using the mixed culture, both parameters were
significantly reduced with respect to St-Lb {by 15% and 23%
respectively), either in the absence or in the presence of inulin.
As far as the prebiotic effect of inulin is concerned, its supplemen-
tation to skim milk reduced (s 4 of binary co-cultures by 5.3% and
that of the mixed culture by 3.5%. Even larger reductions (4.0% and
12%, respectively) were induced by such a prebiotic on t; {Table 1).
Although the effect of the different binary co-cultures was often
not statistically significant, those of both inulin and use of all
MICroorganisms in mixture were so.

3.2. Post-acidification and acidity

Souza (1991) suggested using the post-acidification (pH) and
lactic acidity (lactic acid content) of fermented milk either after
1-day {D1) or after 7-day storage at 4 °C since the end of fermen-
tation (D7) as the best criteria to express the acidity of yoghurts.
According to this suggestion, Figs. 1 and 2 show the results of these
parameters collected using both binary co-cultures and mixed bac-
terial culture either in the presence of inulin or not.

In co-cultures, the values of pH after D1 varied from 4.36 (5t-La
in M and St-Lb in 5M) to 4.46 (5t-Lr and 5t-Lb in M) and those
after D7 from 4.21 (St-Lb in SM) to 4.35 (S5t-Lr in M) (Fig. 1). The
most statistically significant variations were those between the
co-cultures St-La and St-Lb from the one hand, showing higher
post-acidification power (pH 4.36-4.39 alter D1 and 421-4.26
after D7), and the co-cultures St-Lr and St-Bl from the other hand
{pH 4.42-4.45 after D1 and 4.30-4.34 after D7). This result sug-
gests that the alternative probiotics proposed in this study (Lr
and Bl) could ensure the production of less acid yoghurts with re-
spect to the traditional ones, and rhen could he of a certain indus-
trial concern. Another statistically significant effect was related to
cold storage for 7 days, which led to additional acidification with
respect to D1 by 0.11-0.13 pH units, whereas no significant effect
was exerted by inulin, apart from one case. As regards the mixed
bacterial culture, it showed a behavior practically coincident to
the promising one of St-Lr and St-Bl co-cultures as well as the
same mean pH decrease after cold storage.

These results as a whole are in accordance with the acidity due
to only lactic acid that varied after D1 from 8.4 mg g ' (St-Bl in M)
to 9.8 mg g~! (St-La in M) and after D7 from 9.2 mg g~! {St-Lr in
M) and 10.9mge ! (St-La in 5M) (Fig. 2). As an average there
was a significant increase (by 0.9-1.0mg g ') passing from D1 to
D7. Although the effect of inulin was only in a few cases significant,
its presence in the milk implied in general a little less acidification.
Of particular concern was, on the contrary, the use of the mixed
culture with respect to binary co-cultures, in that it ensured prac-
tically the same low lactic acidity as St-Bl either after D1 {8.3-
B5meg Vor DV (9.5-96megg '),

These results as well as those of post-acidification can be
interpreted on the basis of the metabolic behavior of each
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Fig. 1. Post-acidification of skim milk fermented either by binary co-cultures of St-La, St-Lb, St-Lr and 5t-Bl or mixed bacterial culture after 1 day (A) or after 7 days (B] of
storage at 4 *C. (1) Milk supplemented with 40 mg of inuling '; (@) Non-supplemented milk.
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Fig. 2. Lactic acidity of skim milk fermuented either by binary co-cultures of 5t-La, 5t-Lb, St-Lr and St-Bl or mixed bacterial culture after 1 day (A} or after 7 days (B) of storage

at 4°C. (00) Milk supplemented with 40 mg of inulin g '; (@) Mon-supplemented milk

microorganism. The highest production of lactic acid either after
D1 or D7 by St=La with respect to the other co-cultures was the
likely result of the homolactic metabolism of L acidophilus (Zhao
et al., 2007). The lower lactic acidity associated to St-Lb could have
been due to the shift from homolactic to heterolactic behavior of Lb
consequent to the change of environmental pH {Rhee and Pack,
1980), while the post-acidification comparable to that of St-La
the result of acetic acid release. Finally, the highest values of pH
and less lactic acidity obtained with St-Lr and St-Bl with respect
to the other two co-cultures are consistent with the heterolactic
nature of both Lr (Jyoti et al, 2003) and Bl {Bongaerts et al.,

2005}, and the lower pH after D7V with St-Lb compared with St-
Lr to the formation of acetic acid instead of ethanol {Bongaerts
et al., 2005).

The values of pH after )1 are not so far from those reported by
Moreira et al. {2000) (3.76-4.29), who analyzed samples of milk
fermented by different strains of L. bulgaricus and 5. thermophilus,
and by Martin et al. {1999) after 30-day storage at 5°C {4.18-
4.36). Besides, Damin et al. {2006) detected an average lactic acid-
ity in commercial yoghurts {10.1 mg 2 ') practically coincident to
the average value of this work after D7. According to Souza
11991), the lactic acidity of commercial yoghurts is largely variable,
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ranging from 7.0 to 12.5mgg~" or pH 3.7-4.6. Nevertheless, to practically did not vary significantly with the type of co-culture
avoid insipidity or excess acidity to the taste, optimal values {8.98-9.05 Log CFU mL™"), the presence of inulin {9.05-9.14 LogC-
should be in the ranges 7.0-9.0 mg g~' and 4.0-4.4, respectively. FU mL~") and the cold storage {8.95-9.05 Log CFU mL™").

As far as the enumerations of the other lactic bacteria are con-
cerned, after D1 they varied from 7.3 LogCFU mL~" (St-Lr in M) to
9.1 Log CFU mL~" (St-Bl in SM), with a statistically significant stim-
ularing effect of inulin on the growth of almost all of them. For in-
stance, the enumeration of Bl in the St-Bl co-culture increased in
the presence of inulin by no less than 1.4 Log CFU mL™", thus prov-
ing the bifidogenic effect exerted by the selected prebiotic. Com-
pared to our results, Ozer et al. {2005) found considerably higher

3.3, Microbiological analysis

Figs. 3 and 4 show the enumeration in fermented milks of the
above lactic acid bacteria in fermented milks either in co-cultures
with S. thermophilus or in the mixed microbial culture after 1 and
7 days of cold storage, respectively. The enumerations of S. thermo-
philus in co-cultures varied within a very narrow range, and

8.0

@
b

a0

Gount (LogGFU.mL™)

-
w

&5 L . H H H H
La Lb Lr Bl La Lb Lr Bl

Fig. 3. Cell enumerations in skim milk fermented either by binary co-cultures of St-La, 5t-Lb, St-Lr and 5t-Bl (A) or mixed bacterial culture (B after 1 day of storage at 4 °C.
(£1) Milk supplemented with 40 mg of inulin g ' (@) Non-supplemented milk.

u
90 B 1

&

80

Count {LogGFUmL™)
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Fig. 4. Cell enumerations in skim milk fernvented either by binary co-cultures of St-La, 5-Lb, St-Lr and St-Bl{A) or mixed bacterial culture (B) after 7 days of storage at 4 °C,
(0 Milk supplemented with 40 mg of inulin g '; (@) Non-supplemented milk.
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enumerations for Lb and La {9.6 and 8.3-8.8 LogCFUmL"™',
respectively), which are comparable to those reported by Dave
and Shah {1997), likely due not only to the larger inoculum, but
also to the higher total solid content and nutrient availability in
their milk (Kristo et alL, 2003 ).

After D7, the enumeration of bacteria other than St decreased
only a little compared to D1, although only 62.5% of these varia-
tions were statistically significant. On the other hand, the prebiotic
effect of inulin was significant in all cases (Figs. 3 and 4). Damin
et al. {2006) detected La enumerations in St-La even below the leg-
islation limit {4.8-5.4 Log CFU mL™"'). Nevertheless, 5t and Lb enu-
merations >7.0 LogCFU mL~" as well as the very high St/Lb ratio
{5-6) in their product after D7 made its suitable for commerciali-
zarion, because it ensured a reduced post-acidification.

Either after D1 or D7, the use of microorganisms in mixture led
to marked decreases in the enumerations of Lr and Bl compared to
their respective co-cultures, whereas the same effect on La and Lb,
although statistically significant, was barely perceptible. These re-
sults taken together suggest that, in spite of the above-described
advantages in terms of product quality, the use of more microor-
ganisms in complex mixture leads to marked reduction in the
growth of all them, as the logical consequence of greater compeli-
tion for the same substrates. Nevertheless, the only bacterium
whose counts in the mixed culture kept below the recommended
limit of 7.0 Log CFU mL~! was Lr in the medium without inulin;
therefore, the supplementation of skim milk with inulin appears
to be a fundamental requisite to achieve all the desired microbio-
logical characteristics of the product.

4. Conclusions

The present work deals with the effect of inulin as a prebiotic
to improve the quality of fermented skim milk by binary co-cul-
tures of L acidophilus, L. rhamnosus, L bulgaricus and B. lactis with
5. thermophilus or by a mixed culture containing all of them.

In co-culture, the highest acidification rate was obtained with
St-Lb in the presence of inulin, confirming the role exerted by
St and Lb on the yoghurt acidification.

Consistently with the prebiotic effect of inulin, it increased
appreciably the mean acidification rate either of binary co-cul-
tures or of mixed culture and reduced the mean time to reach
Vinax in the mixed culture.

Both the times needed to reach pH 5.0 or to complete the fer-
mentation were significantly reduced in the mixed culture with
respect to co-cultures, either in the absence or in the presence of
inulin. The synergistic effect among the selected microorgan-
isms observed in the mixed culture was so strong as to mask
that of inulin.

Inulin reduced a little the lactic acidity, especially in the case of
the mixed culture,

After D1, the prebiotic effect of inulin was remarkable only for
the St-Bl co-culture, whereas, after D7, it was so for all co-cul-
tures. Fither after D1 or D7, the enumerations of Lr and Bl in
the mixed culture markedly decreased compared to their
respective co-cultures as the consequence of greater competi-
tion for the same substrates.

Ll
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Inulin was used as a prebiotic to improve the quality and consistency of skim milk fermented by co
cultures and pure cultures of Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus bulgaricus
and Bifidobacterium lactis with Streprococcus thermophilus, We compared, either in the presence or
absence of 4 g inulin/100 g, the results of the main kinetic parameters, specifically the generation time
(1z), the maximum acidification rate (V. ), and the times to reach Vi, (I ), to attain pH 5.0 (fy55) and
to complete the fermentation {Ipuss). Post-acidification, lactic acid formation and cell counts were also
determined and compared, either 1 day after the fermentation was complete or after 7 day storage at
4 °C. In general, inulin addirion to the milk increased in co-cultures Vi, decreased fmay, te and foigs,
favored post-acidification, exerted a bifidogenic effect, and preserved almaost intact cell viability during
storage. In addition, 5. thermophilus was shown to stimulate the metabelism of the other lactic bacteria.
Cantrary to co-cultures, most of the effects in pure cultures were not statistically significant. The most
important aspect ol this paper is the use of the generation time as a tool to investigate the microbial
response to inulin addition.

@ 2009 Swiss Society of Food Science and Technology. Published by Elsevier Lud. All rights reserved.

1. Introduction

Prebiotics are non-digestible components of functional foods
that stimulate the proliferation and activity of bacterial populations
desirable in the colon and inhibit pathogen multiplication, hence
beneficially acting on the host (Mattila-Sandholm, Myllarinen,
Crittenden et al, 2002; Roberfroid, 2000). The most important
prebiotics are glucans, fructans and mannans, often contained in
agroindustrial residues (Fiad, Samaniego, Pérez et al, 2006).
Among fructans, inulin and cligofructoses, which are soluble and
fermentable fibers, are the most known. They reach the large
intestine practically intact, are then hydrolyzed in the upper section
of the intestine {Carabin & Flamm, 1999} and fermented by bacteria
(Roberfroid, Van Loo, & Gibson, 1998). Moreover, they may exert
a protective effect towards selected probiotics in improving their
survival and activity during product storage (Donkor, Nilmini,
Stolic, Vasiljevic, & Shah, 2007).

Lactic acid bacteria isolated from human and animal gastroin-
testinal tract are well-known probiotics. When used in large
ameounts in the preparation of foods, they are able to survive the

* Corresponding author. Tel: +55 10 3091 3690; fax: +55 10 3815 6386,
E-mail address: monclive@usp.br (M.N. De Oliveira),

passage through the upper digestive tract and adhere to intestinal
cells, helping in the intestinal halance, Probiotics used in functional
dairy products belong to the genera Lactobacillus, Bifidobacterium,
Streptococeus and Saccharomyces. To produce the desired benefits,
probiotics should be present in the product in viable counts during
their whole shelf-life. It has been recommended that the minimum
dose able to assure therapeutic effects should be in the range
-9 LogCrU{ml (Dave & Shah, 1997; Kailasapathy & Rybka, 1997).
However, the viability of probiotics in commercial preparations is
affected by several factors such as temperature, acidity and pres-
ence of other microorganisms and oxygen (Kailasapathy & Rybka,
1997; Shah, 2000a; Tamime, 2005},

Inulin or cligofructoses were frequently employed in studies
mainly devoted toimprove bacterial viability during long-term cold
storage, where Bifidobacterium spp. was the main focus of research
(Akaln, Fenderya, & Akbulut, 2004; Bruno, Lankaputhra, & Shah,
2002; Shin, Lee, Pestka, & Ustunol, 2000}, owing to its rapid decline
after yoghurt manufacture (Dave & Shah, 1997). Donkor et al
{2007} have recently demonstrated that supplementation of
yoghurt with inulin at low concentration significantly improves the
growth and viability of Lactobacillus acidophilus and Lactobacillus
casei used as probiotics in yoghurt during cold storage. Neverthe-
less, other lactobacilli would deserve attention because of their
health-promoting effects {Shah, 2000b, 2001 ).

D023-5435/$34.00 © 2008 Swiss Society of Food Science and Technology. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.
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Although some authors have propesed using the generation
time as a tool to investigate the microbial dynamics either in pure
or mixed cultures (Bruno et al,, 2002; Liong & Shah, 2005), there is
lack in the literature about this issue. The first authors used this
parameter to confirm the stimulating effect of inulin on bifido-
bacteria growth, already evidenced by other authors (Gibson &
Wang, 1994; Roberfroid, et al, 1998). Contrarily, a very poor
prebiotic eflfect was reported for inulin by Shin et al. (2000), likely
due to the use of a particular Bifidebacterium strain. Also in this
respect, reference to lactobacilli is very poor, and only a few
attempts were made in pure cultures of L. acidophilus (Brizuela,
Serrano, & Pérez, 2001; Chou & Weimer, 1999; Du Plessis, Dicks,
Vescovo, Torriani, & Dellaglio, 1996; Ordonez, Fung, & Jeon, 2000},
Lactobacillus rhamnosus (Goldin, 1998, Jyoti, Suresh, & Venkatesh,
2004), Loctobacillus bulgaricus (Kimmel & Roberts, 1998; Radke-
Mitchell & Sandine, 1986), Lectobacillus plantarum and L cosei
(Gonzalez, Dominguez-Espinosa, & Alcocera, 2008},

On the basis of this background, inulin appears as an
important food ingredient that might be additionally explored
for the production of functional foods (Niness, 1998); however,
a number of questions have to be solved to get advance in the
field. To this purpose, the behaviors of different probiotics
(L. bulgaricus, L. acidophilus, L. rhamnosus and B. lactis) have been
compared in pure culture eor in co-culture with Streptococcus
thermophilus, using the generation time as the main Kinetic
parameter.

The main ohjectives of this work are: {a} to investigate the
synergistic effects between these microorganisms in co-culture
with 5. thermophilus; (b) to evaluate the capability of L. rhamnosus
0 be used as potential probiotic in yoghurt preparation; {c} to
highlight the prebiotic effect of inulin on fermented milk preduc-
tion either by mone- or co-cultures; {d) to preduce yoghurt with
higher and mare time-stable bacterial charge with respect to the
present commercial products; (e} to increase the industrial
productivity of fermented milk

2. Materials and methods
2.1, Microbial cultures

Five strains of pure commercial starter freeze-dried cultures
(Danisco, Sassenage, France) were used: Streptococcus thermophilus
TAD40 (5t) and Lactobacilius delbrueckii subsp. bulgaricus LB340
from here onwards called L. bulgaricus (Lb) (yoghurt microorgan-
isms); Lactobacillus acidophilus LAC4 (La), Lactobacillus rhamnosus
LBA (Lr), and Bifidobacterium animalis subsp. {actis BL 04 from here
onwards called B. lactis (BI) (probiotic microorganisms).

2.2, Milk preparation

Milk prepared adding 13g of skim powder milk {Molico,
Nestlé, Aragatuba, Brazil) in 100 g of distilled water was either
used as such (M} or supplemented (SM} with 4 g inulin/100 g
(trade name: Beneo™) (Orafti Active Food Ingredients, Oreye,
Belgium). This solid content of milk corresponds to the average
value reported by Restle, Pacheco, and Moletta {2003) for integral
cow milk. Bath milks then were thermally treated at 90°C for
5 min in water bath, model 550 THE (Fisatom, Sao Paulo, Brazil ).
The heat treated milks were transferred to 1.01 sterile flasks,
cooled in ice bath, distributed, inside laminar flow chamber, into
250 ml sterile glass flasks {Schott, Mainz, Cermany), sealed with
screw-caps and complete with protected seal, and stored at 4 °C
for 24 h hefore using.

2.3, Inoculum preparation

The La pre-culture was prepared by dissolving 100 mg of freeze-
dried culture in 50 ml of milk (10 g/100 g of total solids; autoclaved
at 121 °C for 20 min). After blending and activation at 42 °C for
30min, 1.0ml of the pre-culture was inoculated into 250 ml of
milk. The same procedure was used for Lb, Lr, Bl, and St adding to
50ml of milk 400, 130, 45 and 90 mg of their respective lreeze-
dried cultures. Bacterial counts in these pre-cultures ranged from
6.1 to 6.5 LogCFU/ml

24. Fermentations

After inoculation, flask samples were transferred to a water bath
assembled to a CINAC (Cynetigue dacidification, Ysebaert, Frépillon,
France) system, and batch fermentations were performed in
quadruplicate at 42°C up to pH 4.5, selected as the condition to
stop the fermentation. Fermentations were monitored using the
CINAC system that allowed continuously measuring and recording
the pH and evaluating the acidification rate along the run.

2.5, Post-acidification and acidity

Fermented milk pest-acidification was determined 1 day after
the fermentation was complete (D1) and after 7 day-storage at 4 °C
(D7) by pH measurement using a pHmeter model Q-400M1
{Quimis, 5ao Paulo, Brazil}. Acidity, expressed as grams of lactic acid
per 100 grams, was determined in triplicate for each trial by
titration with a 0.11 mol equivil NaOH solution according to
method No. 907.124 (ADAC, 1995).

2.6, Counts of probiotic bacteria

Bacterial counts were carried out either after D1 or after D7 of
every quadruplicate runs. One ml of sample was diluted with 9 ml
of 1 gl sterile peptonated water. Afterwards, eight serial dilutions
were done, and each bacterium was counted in the three most
appropriate dilutions, applying the pour plate technique (Kodaka,
Mizuochi, Teramura, & Nirazuka, 2005). Counts were finally pre-
sented as mean values. All media were obtained from Merck
(Darmstadt, Germany). St colonies were counted in M17 agar by
aerobic incubation at 37 °C for 48 h. Counts were carried out after
43 h (Lb) or 72h (La and Lr) in MRS Agar medium after pH
adjustment to 5.4 by acetic acid addition, and aerobic incubation at
37°C. Bl was counted in MRS Agar medium containing 50 g/l
cysteine without any pH adjustment (IDF, 1996, 1997, 2003 ).

2.7, Kinetic parameters

From the collected data, the acidification rate {Vmayx) was
calculated as the time variation of pH (dpH/di) and expressed as
10 * pH units/min. During the incubation period, the following
kinetic parameters were also calculated: (i} ty (h), time at which
Vinax was reached; (ii} tpys.0 (h), time to reach pH 5.0; (iii) tyna.5 (h),
time to reach pH 4.5 (i.e,, to complete the fermentation}; and (iv} iy
(h}, generation time of microorganisms.

Once pH 4.5 had been reached, the fermentations were manu-
ally interrupted by aseptically agitating the clot by means of
a stainless steel rod with perforated disks; the rod was gently
moved upwards and downwards for 80 s. The fermented product
was put inta 50 ml polypropylene cups, thermally sealed using
a Selopar equipment (BrasHolanda, Pinhais, Brazil} and quickly
cooled in an ice bath. The fermented products were stored at 4 °C.

The kinetics of acidification and growth were investigated
throughout the fermentation of milk, either as such (M) or
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3

supplemented with 4 g inulin/100 g (SM}, by S. thermophilus in co-
culture with L bulgaricus, L acidophilus, L rhamnosus or B. lactis, or
by pure cultures of all these microorganisms. In particular, the
maximum specific growth rate (p;,..) was calculated for each
microorganism during its exponential growth phase by the
equation:

1 X
Hmax = 3%, (1)

where X3 and X; are counts (CFU{ml} at time 15 and 1y
The generation time {r,) was calculated for each culture from the
corresponding value of . by the equation:

te = In2 (2)

Hmax

2.8, Statistical analyses

The experimental data of Vinax, tmax. [pus.o, tphas, g, as well as of
pH, bacterial counts and lactic acid concentration either after D1 or
D7, were presented as mean values. Variations with respect to the
mean values were presented as standard deviations. Mean values of
the above parameters but ty and ' were submitted to analysis of
variance {AMOVA) by the Statistica Software 6.0. They were
compared using the Tukey test at P < 0.05, and different letters
were used to label values with statistically significant differences
amang them.

3. Results and discussion
3.1, Acidification kinetics and generation time

311 Co-cultures

Table 1 lists the acidification kinetics of milk, either in the
presence (SM) or ahsence (M) of 4 g inulinf100 g, fermented by
Lactobacillus bulgaricus (St-Lb), Lactobocillus acidophilus (St-la),
Lactobacillus rhamnosus (St-Lr} and Bifidobacterium lactis (St-Bl) in
co-culture with Streptococcus thermophilus.

Vinax ranged from 159 = 10 » pH unitsimin (St-Lr in M) to
19.0.10 ? pH units/min (St-Lb in SM). Taken as an average, this
parameter was about 6% higher in the presence of inulin, showing
statistically significant variations. In addition, the highest Vi
values were obtained with the St-Lb co-culture either in M or in SM,
confirming the observations made by Kristo, Biliaderis, and

Tzanetakis {2003} on the role of these two thermoephilic bacteria in
the acidification kinetics.

tmay Tanged from 3.0h (St-Lb in SM} to 3.2 h (St-Bl in M),
showing statistically significant variations. As expected from the
well-known prebiotic effect of inulin, ascribable to its partial
hydrolysis and fermentation, the average value of 1,,,, was lower in
the presence (3.1 h) than in the absence (3.2 h) of inulin. Kristo et al.
(2003 obtained in similar milk a {,., of only 2.65 hin co-culture of
5. thermophilus, L. bulgaricus and L. paracasei, likely due to a three-
way synergistic effect among these microorganisms. A behavior
similar to that of fy,, was observed for the time needed to reach pH
5.0(tyus.0), which ranged from 3.6 h (5t-Lb in SM) to 47 h (5t-La in
M} (Table 1). On the other hand, the time to complete the
fermentations (yy4.5) depended not only on the addition of inulin
hut also on the co-culture, although the variations were statistically
significant only at 50% and 58% levels, respectively. As expected, the
shortest fermentation time (fpuas = 54 h) was obtained in the
presence of the typical yoghurt bacteria (St-Lb in SM), whereas
the other probiotic co-cultures lasted an almost double time
(fgHa5 = 10.1-10.6 h in M}. Besides, the addition of inulin reduced
the fermentation time by about 10% as an average, thus confirming
its prebiotic effect already evidenced by other authors for both
bifidobacteria {Akalin, Fenderya, & Akbulut et al., 2004; Bruno et al,,
2002; Denkor et al, 2007; Shin et al,, 2000} and lactobacilli { Donkor
et al., 2007; Shah, 2000b, 2001 ).

As suggested hy Bruno et al. (2002} and by Liong and Shah
{2005}, the generation time (fp} can be used as a measure of the
effectiveness of a specific prebiotic in modulating the bacterial
growth rate. As expected, 5. thermophilus, being the main yoghurt
starter, exhibited in all the co-cultures the shortest generation
time (0.22-0.28 h), which almeost coincided with the wvalue
reported by Talon, Walter, Viallen, and Berdagué (2002} for this
hacterium in co-culture with Lh in half skimmed milk. Contrarily,
ty of Lb reported by these authors was about one third the one
obtained in this work, likely because of the different milk
compasition. On the other hand, the very long generation time of
Lr {076 hin M and 0.55 h in SM} (Tahle 1) could be due to its need
of co-metabolizing citrate and the inducible feature of its citrate
permease (Jyoli et al, 2004). The significant reduction in this
parameter induced by inulin either for St (12%) or for the other
microorganisms taken as a whoele (26%) is a further confirmation
of its prebiotic effect.

3.1.2. Pure cultures
The kinetic parameters of milk acidification by the above
microorganisms used in pure cultures are listed in Table 2.

Tahle 1

Kinetic parameters of acidification of milk fermented by co-cultures of L buigaricus (Lb), L acidophilus (La), L rhamnosus {Lr), B laceds (BI) with 5. thermophiius [St)

Run Co-culiure Vina (102 pH units/min) Tenaxe (h) fpuso () fpaaas () t(h)"

Milk

1 St-lh 18.0 4+ 0.4 3.0+01% 3.7+01% 554+01° 0.27 + 0.01/0.53 & 0.02
2 St-la 16.3 £ 07 32000 47 £01° 104 £ 079 0.27 £ 0.01/0.44 £ 0.01
3 Stlr 159 + 0.7* 31+00% 44 +03° 06+ 02? 0.28 + 0.00/0.76 + 0.03
4 St-Bl 16.0 £ 1.1%* 32+00" 46£02° 101 £ 04 0.26 £ 0.01/0.57 = 0.04
Milk supplemented with £ g inulin/100 g

5 St-lh 19.0 4 0:8° 30+01* 36+ 01 5.2:£01" 0,23 4+ 0.01/0.42 + 003
[ St-la 173 £ 08% 32100% 42+ 00k 94+ 07° 0.27 + 0.02{0.37 + 0,02
7 St-Lr 171 + 1078 31x01" 4.2 + 03 83+ 04" 0.23 + 0.03/0.55 + 0.03
8 st-Bl 170+ D9 31£01% 45+ 04° 9.2 403k 0.22 4 0.01/0.37 £ 0,02

Vi MAXimum rate of acidification; £, fme 1o reach Vi) fs e Gme to reach pH 5.0; Gy, time to complete the fermentation (pH 4.5). Different letters in the same
column mean statistically significant difference among the values of the same parameter, according to the test of Tukey (P < 0,05 4 indicates standard deviations with respect

to the mean values of quadruplicate runs,

* Values determined from the count graphs with no statistical program. Values on the left refer to St values on the right refer to the other micreorganism present in the

co-culture,
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Table 2
Kinetic parameters of acidification of milk fermented by pure cultures of L bulgar-
fcws (L), L acidophifus (La), L rhamnosus (L), B. lactis (B1) and 5. thermophiius (S£)".

tomas (B} & (R

Run Culture Vam (10 3 L (h)
pH units/minj

touso (B}

Milk

1 st 16.5 + 0% 32400° 51400° 116£00° 0454002
2 Th 67+ 06 32401 113+01° 158+007 0984006
3 la 15.2 £ 01% 504020 73L00b 129401° 14941010

4 I 176+01" 71+£01° §4=00° 13§01 101+010
5 Bl 0.7 4 01° 09£01° 125£01% 163£00% 0854006
Milk supplemented with 4 g inulin/100 g

6 S5t 156+ 01% 34+00" 49201° 115200° 0331003
7 b 8.7=05" 3401 104=01° 162=00" 087008
Ly e 14.3 + 0.2° 59402° 7400 123+01° 094400
9 Ir 15.7 + 0.0 734005 88+00° 150400° 0934006
10 Bl 159 0.3% 96017 106401° 152£01° 0794005

Vinaw, mazximum rate of acidification; fmg. time te reach Vo fis o ime to reach pH
it 5, fime to complete the fermentation (pH 4.5} Different letters in the same
column mean statistically significant difference among the values of the same
parameter, according 1o the test of Tukey (F = 0,05), & indicates standard deviations
with respect to the mean values of quadrueplicate runs.

"Values determined from the count graphs with no statistical program.

Vinax Vvaried from 6.7 =10 * pH unitsimin (Lb in M) to
17.8 % 10 * pH units/min (Lr in M}, with significant variations for all
cultures, Comparing the values of this parameter, it is evident that,
with the exception of Lr in the absence of inulin, all the other mono-
cultures showed worst kinetics with respect to their respective
co-cultures, confirming the stimulating action of St, with particular
concern to the metabolism of Lb [ Radke-Mitchell & Sandine, 1986},
This bacterium did in fact show the slowest acidification rate alone,
whereas it behaved as the best one in co-culture.

Bl lasted the longest fimax (10.9 hin M}, but it was shown (o be
the only pure culture on which inulin exerted a statistically
significant prebiotic effect (9.6 h in SM}. The time to reach pH 5.0
varied from 4.9 h (St in SM)to 113 h{Lb in M}, and that to complete
the fermentation ({45} from 11.6 h (5t in SM) to 16.3 h (Bl in M)
The higher values of both ty, and tyyss of pure cultures with
respect to co-cultures are consistent with the beneficial effect of 5.
thermophilus on the metabolism of the other bacteria earlier evi-
denced by Vinax.

On the other hand, the inulin effect on pure cultures, although
significant from the statistical viewpaoint, did not provide any clear
information, because Vi, and fp.y varied from one culture to the
other with no significant correlation among them (Table 2).

As shown by the values of the generation time, contrary to
observations previously made for bifidobacteria (Martinez-
Villaluenga & Gomez, 2007), there was poor correlation between
the growth rate and the acidification capacity, likely due to
different durations of the lag phases. Nevertheless, inulin supple-
mentation lowered tg significantly, with particular concern to 5t
and La (by about 30%), which means it exerted a prebiotic effect
even in pure cultures. Such a stimulatory effect of inulin on the
growth, already observed on bifidobacteria (Akaln et al, 2004;
Bruno et al,, 2002} and lactobacilli {Desai, Powell, & Shah, 2004},
has recently been ascribed to greater release in yoghurt of addi-
tional nutrients {Makras, Van Acker, & De Vuyst, 2005) such as
amino acids (Donker et al, 2007} or reduction of a negative
environmental impact (Desai et al, 2004). Moreover, the [y values
of all the microorganism luding St, were appreciably lower in
co-cultures and in the presence of inulin, demonstrating the
general feature of the above synergism. A value of 1, =042 h
almost coincident with that obtained in this work in the absence of
inulin was reported for St {O'Sullivan & Fitzgerald, 1999; Perrin,
CGuimant, Bracquart, & Gaillard, 1999} As expected by its hard

Table 3

Post-acidification (pH} and acidity of milk fermented by co-cultures of 5. thermo-
philus with L bulgaricns (St-Lh), L acidophilus (St-la), L riamnesus [St-Lr) and
B, facris {5t-Bl) either 1 day after the fermentation was complete (D1) or after V-day
storage alt 4 “C (D7)

Run Co-culure pH Acidity (mg lactic
acid/100 g)

D1 o7 D1 o7
Milk
1 St-Lb 4300 427 ga0t w10t
2 St-la 4372 4.27% S80° 1060
3 St-Lr 448 4350 900% 9307
4 St-Bl 44500 431 840" G0
Milk supplemented with 4 g inulin/100 g
5 St-Lb 4372 421* g2t 1010
6 St-La 4300 425 g3he 10900
7 StLr 447%bcd 433 gagt 960"
8 St-Bl 445" 432 850° a50°

Different letters in the same column mean stabistically significant difference among
the values of the same parameter, according to the test of Tukey (P < 0.05).

metabolization of disaccharides {Coldin, 1998), Lr exhibited a very
long generation time (1.01 h} that decreased by about 8% in the
presence of inulin, Lb showed in M a t; value close to those reported
in the literature in reconstituted nonfat dry milk {0.67-1.30 h}
{Radke-Mitchell & Sandine, 1986). As expected from its complex
nutritional needs (Du Plessis et al,, 1996), La showed the longest £,
in M {149 h}, which matched the range of values {0.63-2.9 h}
reported for reconstituted nonfat dry milk {Chou & Weimer, 1999}
and skim milk ultrafiltration rententate (Ordonez et al.,, 2000}, The
generation time of Bl was shorter than those reported for different
isolates in UHT skim milk (& - 1.51-163h}, which suggests
a certain oxyzen and acid tolerance (Martinez-Villaluenga &
Gamez, 2007). These interesting characteristics render the Bl strain
selected for this study suitable for industrial utilization in fermented
milk products compared with other bifidobacteria species [Meile
et al, 1997},

3.2, Post-acidification and acidity

According to Souza (1991}, the acidity of commercial yoghurts is
largely variable, ranging from 700 to 1250 mg{100 g of lactic acid or
pH 3.7-4.6. Nevertheless, to avoid insipidity or excess acidity to the
taste, optimal values should be in the ranges 70-90 mg/100 g and
4.0-4.4, respectively.

Table 4

Post-acidification (pH) and acidity of milk fermented by pure cultures of 5 ther-
mophilus, L bedgaricus (Lb), L actdophilis (La), L rhamnesus (Lr) and B. Jacds (Bl)
1 day after the fermentation was complete (D) or after 7-day storage at 4 *C (D7),

Run Culture pH Acidity (mg lactic
acid (100 g}

D1 D7 D1 D7
Milk
1 st 436" 4267 940° 980"
2 Iy 436" 4242 930 980°
3 La 4347 424" ga0f 10307
4 Lr 4.44° 432¢ g0 a0°
5 Bl 4.49° 437" as0™ 950
Milk supplementad with 4 g inulin/ 100 g
6 st 4.36% az® 240° 970°
7 i3 4464 430° g4t 3ot
8 La 4,340 424 1030 # 1080°
9 Lr 4467 433¢ 8807 G707
1 Bl 4.50° 437° a20° oot

Different letters in the same column mean statistically significant difference among
the values of the same parameter, according o the test of Tukey (F < 0.05).
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fermentation was complete (1) or after 7-day storage at 4 °C (D7) M. milk; SM. milk supplemented with 4 g inulin/100 g. Error bars represent standard deviations with respect to
the mean values of three different dilutions of quadruphcate fermentations.

The results of pest-acidification (pH) and acidity (lactic acid
content) of milk fermented by the selected bacteria in co-culture
with 5. thermophilus are listed in Table 3 either 1 day after the
fermentation was complete (D1} or after 7-day storage at 4 °C{D7).
These parameters should be in fact considered as the best criteria to
express the acidity of yoghurts (Souza, 1991}, and the selected
storage times the most suitable ones to investigate the growth
dynamics during milk fermentation,

Apart from one case, the variations of pH and lactic acid
production consequent to inulin addition or passing from D1 to D7

were not statistically significant, Nevertheless, the overall effects
were evaluated making reference to average values gathering all
the co-cultures. Cold storage for 7 days led to addirional acidifica-
tion with respect to D1 by 0.11-0.13 pH units, whereas no signifi-
cant effect was exerted by inulin. These results are in accordance
with the acidity due to lactic acid that increased, as an average, by
90-100 mg{100 g passing from D1 to D7.

The values of pH after D1 are not so far from those reported by
Meoreira, Abraham and Antoni {2000) {3.76-4.39), who analyzed
samples of milk fermented by different strains of L. bulgaricus and 5.
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thermophilus. Besides, Damin, Almeida, Minowa, and Oliveira
(2006) detected average lactic acid concentration in commercial
yoghurts (1010 mg/100 g) practically © dent to the average
value of this work at D7.

The corresponding results of post-acidification and lactic acid
produced by pure cultures of the same microorganisms are listed in
Table 4. It should be noticed that results quite coincident to those of
Lhe co-cultures were obtlained either in terms of pH or of lactic acid.
Moreover, the effect of inulin addition was only in a few cases
statistically significant, while passing from D1 to D7 led to an
average decrease in pH of 0.11-0.12 and increase in acidity of
60-70 mg/100 g.

3.3. Microbiological analysis

Fig. 1 shows the counts in fermented milks of the above lactic
bacteria in co-culture with 5. thermophilus. After D1, the counts of 5.
thermophilus were about 9 LogCFU{ml with no statistically signifi-
cant effect either of inulin or the co-culture, whereas, apart from La,
inulin stimulated significantly the growth of the other lactic
bacteria, with particular reference to Bl Similar stimulation of the
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Fig. 2. Effect of inulin addition o skim milk on the counts of pure cultures of 5.
thermophifus (o), L acidophilus (@), L befparices (0, L rhamnosus (&) and B. laceis
(&), either 1 day after the fermentation was complete (D1} or alter 7-day storage at
4°C (D7) M, milk; 5M, milk supplemented with 4 g inulin/100 g, Error bars represent
standard deviations with respect to the mean values of three different dilutions of
guadruplicate fermentations.

arowth of B. bifidum BB-02 was ohserved hy Ozer, Ak, and Ozer
(2005} in milk supplemented with inulin or lactulose. After D7, not
only the stimulating effect of inulin on the growth of bacteria other
than St was almost completely kept, but, interestingly, the counts af
all of them did not decrease significantly compared to D1. This last
result, which confirms the stable viahility observed by Donkor et al.
(2007} for L cosei and La during 4 weeks’ cold storage in the
presence of 5-15 g/l inulin, is of particular significance, taking into
account that one of the most important functions of prebictics is
just improving probiotic survival and activity during storage.

Finally, the results illustrated in Fig. 2 demonstrate that none of
the above effects observed in co-cultures were confirmed in pure
cultures, which means that the prehiotic activity of inulin is exerted
only in co-culture with S, thermophilus.

4. Conclusions

This work dealt with the effects of inulin as a prebiotic to
improve the quality of fermented milk by co-cultures of L acid-
ophilus, L. rhamnosus, L. bulgaricus and B, lactis with 5. thermophilus,
The following main conclusions may be drawn from these results,
In co-culture, the acidification kinetics was enhanced by inulin
addition to the milk, in that it increased the maximum acidification
rate and decreased the generation time, the time needed to reach
Vinax and that to complete the fermentation. The addition of inulin
also exerted a clear bifidogenic effect. All the microorganisms
exhibited better growth and shorter generation time in co-culture
rather than in mono-culture, which proves the ecccurrence of
a synergism between the metabolism of 5. thermophilus and the
probiotics, After 7 day storage at 4°C, the stimulating effect of
inulin on the growth of bacteria other than St was almost
completely kept, and the counts of all probiotics did not decrease
significantly. Contrary to co-cultures, the effects of both inulin and
cold storage in pure cultures were not statistically significant.
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