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SOUSA, ALP.; OLIVEIRA, M.N. Viabilidade de Bifidobacterium animalis subsp. lactis
HNO019 em formulas infantis probidticas durante armazenamento a 4 °C. Sdo Paulo. 2011.
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi estudar a viabilidade de Bifidobacterium animalis subsp. lactis
HNO19 em férmulas infantis fermentadas ou néo, probidticas durante armazenamento a 4 °C.
Trés matrizes lacteas e trés néo lacteas (a base de soja) foram utilizadas para a elaboragdo de
produtos fermentados ou nio fermentados usando Bifidobacterium animalis subsp. lactis
HNO19, resultando em doze diferentes formulas probiodticas para lactentes. O perfil de
acidificagdo foi determinado a 42 °C até pH 4,7. Determinag¢des fisico-quimicas (sélidos
totais, proteina, gordura, cinzas, carboidratos, calorias, densidade e pH) foram realizadas e
foram focadas as contagens de bactérias viaveis durante o armazenamento refrigerado. A
caracterizagdo quimica dos produtos lacteos e a ndo lacteos apresentou resultados diferentes, a
excegdo FSL2, todos estavam de acordo com Codex Alimentarius. O perfil de acidificagdo de
Bifidobacterium animalis subsp. lactis HNO19 diferiu conforme a matrz. Durante o
armazenamento dos produtos a 4 °C, a contagem de bactérias viaveis de acordo com o
preconizado, bem como a pos-acidificagdo, estando em conformidade com as recomenda¢des
da legislagdo brasileira. Processo (fermentagdo ou adi¢@o) e tipo de matriz (lacteos e ndo
lacteos) influenciaram a poés-acidificagio e a viabilidade de Bifidobacterium animalis subsp.
lactis HNO19. As formulas para lactentes podem ser considerados bons veiculos de

Bifidobacterium animalis subsp. lactis HNO19.

Palavras-chave: Formulas Infantis. Probiético. Bifidobacterium animalis subsp. lactis.
Viabilidade. )
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SOUSA, ALP; OLIVEIRA, M.N. Viability of Bifidobacterium animalis ssp. lactis HNO19
in probiotic infant formulas. Sdo Paulo. 2011. Dissertation (Master) — Faculty of
Pharmaceutical Sciences, Sao Paulo University.

ABSTRACT

This study proposed to study infant formulas as vehicles for Bifidobacterium animalis ssp.
lactis HNO19. Three dairy and three non-dairy matrices were employed for the preparation of
fermented or unfermented products using Bifidobacterium animalis ssp. lactis HNO19
resulting in twelve different probiotic infant formulas. Acidification profile of the probiotic
was determined at 42 °C until pH 4.7. Physicochemical determination (total solids, protein,
fat, ash, carbohydrates and calories, density and pH) was conducted, and counts viable
bacteria (in dairy and non dairy infant formulas fermented and unfermented) during cold
storage was focused on. The chemical characterization of the dairy and non-dairy matrix
showed different results, the exception FSL2, all were in accordance to the Codex
Alimentarius. The acidification profile of B. animalis ssp. lactis HNO19 differed according to
the matrix. During storage of products at 4 °C counts of viable bacteria were stable as well as
post-acidification, and were in accordance with the recommendations of the Brazlian
legislation. Process (fermentation or addition) and matrix type (dairy and non-dairy)
influenced post-acidification and viability of B. animalis ssp. lactis HNO19 . Infant formulas

could be considered good vehicles for Bifidobacterium animalis ssp. lactis HNO19.

Keywords: Infant formula; Probiotic; Viability, Bifidobacterium animalis ssp. lactis.



1. INTRODUCAQ

O leite é o primeiro € possivelmente o mais complexo dos alimentos ingeridos pelos
humanos e demais mamiferos, visto que apresenta adequado equilibrio de macro e
micronutrientes, fatores de crescimento e imunoglobulinas, satisfazendo todas as necessidades
nutricionais dos recém-unascidos nos primeiros meses. Existe consenso de que criangas devem
beber leite; contanto, algumas podem apresentar hipersensibilidade as proteinas do produto,
galactosemia, deficiéncia de galactosidase ou mtolerdncia 4 lactose ou algum outro fator

impeditivo (ANTUNES; PACHECO, 2009).

O leite materno é um abmento rico em gordura, minerais, vitaminas, enzimas €
imunoglobulinas, as quais sdo responsdveis pela protegio contra alguns tipos de doengas. Esse
leite € composto principalimente por §7% de dgua e, os restantes 13%, por uma combinagio de

clementos essenciais para o desenvolvimento da crianca (SILVA; GIOIELLI, 2009).

Os novos conhecimentos sobre a composi¢io do leite materno tém permitido o
aprimoramento das formulas para lactentes. As formulas para lactentes modificaram-se
constantemente nos ultimos anos, em virtude de novos conhecimentos sobre nutrientes que
devem ser utilizados em maior ou menor quantidade ou acerca de novos componentes a

incorporar as formulas (CAMPOS ef o, 2008).

Durante as Gltimas duas décadas, micro-organismos probidticos foram adicionados a
trés grandes grupos de produtos comerciais: alumentos infantis, ‘formulagﬁes farmacéuticas e
produtos lacteos. Porém, os produtos lacteos destacam-se pela maior variedade, sendo
counstituidos por fogurtes, sorvetes, leites fermentados e queijos, nos quais se utilizam
frequentemente culturas iniciadoras e bifidobactérias ou lactobacilos como aditivos e
suplementos na forma de capsulas. Os leites fermentados, as bebidas lacteas e os iogurtes sdo
os mais consumidos (HOIER, 1992; RYBKA; KAILASAPATHY, 1995, OLIVEIRA e al,
2001; OLIVEIRA et al, 2002; GOMES; MALCATA 1999).

Os leites fermentados por bactérias probidticas, quando consumidos diariamente, sfo
capazes de prevealr problemas gastrointestinais, algumas formas de céancer, inibir o
crescimento de Helicobacter pylori e diminuir diarreias ocasionadas por sindrome do intestino

irritavel (GOTTELAND er @l , 2006).

Dentre as culturas probidticas, as bifidobactérias possuem relevante importancia do
ponto de vista industrial, com grande potencial de mercado na indastria alimenticia tanto

nacional quanto internacional. Estdo sendo aplicadas em muitos alimentos fermentados
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lacteos, devido as suas propriedades tecnoldgicas € aos seus efeitos em interagdo com 0s
mecanismos metabolicos do organismo, por estarem associadas com a diminuicdo na
mcidéncia de alel'gias: melbor digestfio da lactose, entre outros beneficios (BJC)RKSTEN et
al.,2001; GONCALVES; EBERLE, 2009).

Formulas em pé contendo probidticos para lactentes e criangas tornaram-se populares
em todo o mundo, nas quais, em particular, as bifidobactérias sdo frequentemente
empregadas. Uma possivel razdo para esta tendéncia é que o género Bifidobacterium &
amplamente distribuido em diversos nichos ecoldgicos € no trato gastrointestinal e
geniturinarioc humano, constituindo a microbiota predomunante em criangas logo apds o
nascimento (GOMES; MALCATA, 1999; MAGNE et al., 2006;THOMAS et al, 2010).
Apesar da estabilidade de bifidobactérias em iogurte e queijo ter sido investigada em
pormenor, até o presente ndo ha nenhum relato sobre a estabilidade dos probidticos nas
formulas em po, especialmente nas comercializadas em mercados para recém-nascidos ou

criangas pequenas (CHAMPAGNE er al, 2005; PHILIPS et al., 2006).

Bifidobacterium animalis subsp. lactis HNO19, originado de lacteos, foi considerado
um probidtico em potencial, baseado em sua capacidade de resistir a bile ¢ a pH bem acidos in
vitro. Essa estirpe foi capaz de aderir em quantidade elevada e em diferentes tipos de células

de epitélio mtestinal (GOPAL et al., 2001).

E muito mmportante para ambos, fabricantes € consumidores, conhecer a estabilidade
dos probidticos em formulas em pd. Em particular, a contagem viavel de probidticos em
formulas em pd no final de vida util e os efeitos da temperatura dé armazenamento na
estabilidade dos probidticos no produto final s3o interessantes tépicos de investigagfo
(FUMIAKI et al, 2009).

Fm vista do exposto, este estudo se propds a estudar formulas infantis comerciais
como veiculo para Bifidobacterium animalis subsp. lactis HNO19. Determinagbes fisico-
quimicas (sélidos totais, densidade, proteina, gordura, carboidratos e calorias, cinzas e acidez
e pH) foram realizadas e foi enfocada a viabilidade de Bifidobacterium animalis subsp. lactis
HNO19 em formulados infantis probidticos lacteos e ndo lacteos fermentados ou adicionados

do probidtico durante o armazenamento a 4 °C.
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2. REVISAQO DA LITERATURA

2.1. Leite

O lette é um liquido de composigdo complexa, cujas propriedades fisicas variam de
uma espécie para outra. Esse alimento apresenta-se como uma emulsfo liquida, formada por
dgua e substdncias hidrossoliveis, em fase continua, e, em fase interna ou descontinua,
formada principalmente de micelas de caseina e de globulos de gordura (SGARBIERI, 2005;
PENNA; ALMEIDA, 2009).

O leite de vaca ¢ composto principalmente por agua, aproximadamente 4,8% de
lactose, 3,2% de proteina, 3,7% de gordura, 0,19% de compostos ndo proteicos e 0,7% de teor
de cinzas, além de vitaminas, minerais e acidos graxos essenciais. Dentre os elementos
minerais, destaca-se o célcio, responsavel pelo fortalecimento dos ossos e da manutengio da
homeostasia de diversos sistemas do organismo (GNADIG; XUE, 2003). Também ¢
constituido de alguns microelementos e de certos aminoacidos — essencials para o
funcionamento de diversos complexos enzimaticos, fisiologicos e metabdlicos nos mamiferos

(JOHNSON; GIULLVI, 2005).

O leite € provavelmente a mais adaptavel e a mais flexivel de todas as matérias-primas
alimenticias, sendo uma matriz altamente empregada no desenvolvimento de diversos
produtos lacteos, como iogurtes, leites fermentados, queijos, além de base para outros

alimentos.

2.1.1. Leite humano e alimentos para fins especiais

O leite humano é o unico alimento energético, nutricional e imunologico consumido
em quantidades suficientes pelos recém-nascidos (MEGRAUD ez a/., 1990). Sua composigdo
apresenta todos os nutrientes em quantidade e qualidade necessanias, além de fornecer
protegdo contra infecgles e alergias e estimular o sistema munologico (MADUKO et al.,

2007).



A Organizagio Mundial da Saade (OMS) recomenda a amamentagdo materna de
forma exclusiva durante os primeiros seis meses de vida (ORGANIZACAO MUNDIAL DE
SAUDE, 1989).

A composicdo do leite humano é particular. A fragdo lipidica do leite humano contém
de 3 a 5% de lipidios, dentre os quais 98% sdo de triacilglicerois, 1% de fosfolipidios e 0,5%
de esterdis, além de conter 4cidos graxos essenciais, que S30 necessarios para 0
desenvolvimento neural (AGOSTONI; HASCHKE, 2003).

O teor proteico do leite humano é composto por 80% de lactoalbumina, enquanto o
leite de vaca apresenta esse mesmo teor em caseina, ou seja, uma relagdo proteinas do
soro/caseina inversamente proporcional. Essa menor concentragdo em caseina resulta na
formagdo de coagulo gastrico de maior digestibilidade e com baixo poder alergénico
(AGOSTONI; HASCHKE, 2003; SILVA et al., 2007), além de conter maiores concentragdes
de aminoacidos essenciais de alto valor biolégico, como cistina e taurina, que s&o

fundamentais ao desenvolvimento do sistema nervoso central (SILVA et al., 2007).

Assim como no leite bovino, o principal carboidrato no leite humano ¢ a lactose, um
dissacarideo formado por galactose e glicose, que ¢ produzida pelas células epiteliais da
glandula mamaria, sendo a principal fonte de energia dos recém-nascidos (MATTILA-
SANDHOLM; SAARELA, 2003). A concentragdo de lactose € de cerca de 4% no colostro e
de até 7% no leite maduro. Dentre os diversos beneficios atribuidos a lactose estdo a
facilitagdo da absorgdo de calcio ¢ ferro e a promogdo da colonizagdo intestinal com estirpes

de bifidobactérias (SILVA; GIOIELLI, 2009).

Apesar de todos os esforcos em estimular o aleitamento materno, alguns recém-
nascidos ndo sdo amamentados no peito, devido a baixa produgio de leite, ao estado
nutricional, & condi¢do de saude desfavoravel da lactante ou mesmo por apresentarem
hipersensibilidade as proteinas do leite materno, galactosemia, deficiéncia de galactosidase ou
intolerdncia a lactose, ou algum outro fator impeditivo (SILVA; GIOIELLI, 2009;
ANTUNES; PACHECO, 2009).

Consequentemente, a Academia Americana de Pediatria (AAP) recomenda o uso de
formulas infantis especificas e formulas a base de soja para pacientes iatolerantes e alérgicos
com idade superior a seis meses, a fim de fornecer meios alternativos de alimentagdo para

aqueles recém-nascidos que ndo podem ser amamentados (AMERICAN ACADEMY OF



PEDIATRICS, 1976, BHATIA; GREER, 2008). Como a demanda por alternativas ao leite
humano ¢ continua, um substituto para o leite humano deve ser tdo proximo quanto possivel
do original, para atender as exigéncias nutritivas do crescimento infantil e substituir o leite

materno nestes casos (SILVA; GIOIELLI, 2009).

Assim, existe demanda para o desenvolvimento de alunentos especialmente
formulados ou processados, nos quais se introduzem modificagdes no conteado de nutrientes,
atendendo as necessidades de individuos em condigGes metabdlicas e fisiologicas especificas,

seguindo a legislagdo vigente (ANVISA, 1998; JOHANSSON er al., 2001).

2.2. Fdrmulas infantis

O trato gastrointestinal de recém-nascidos é deficiente quanto ao sistema de defesa
especifico e imespecifico e, muitas vezes, sua capacidade digestiva ndo foi totalmente
desenvolvida. Muitas propriedades do leite materno sdo capazes de compensar essas
deficiéncias, por conterem imunoglobulinas ¢ enzimas digestivas. Em contrapartida, a
suplementagdo alimentar contém, em sua grande maioria, proteinas ou algum derivado do
leite de vaca que podem provocar reagdes alérgicas e retardar o esvaziamento gastrico,
embora a grande maioria das criangas seja capaz de tolerar bem esses suplementos

(SAARINEN et al., 1999).

Os novos conhecimentos sobre a composi¢do do leite materno tém permitido o
aprunoramento das formulas para lactentes. As formulas para lactentes modificaram-se
constantemente nos ultimos anos, em virtude de novos conhecimentos sobre nutrientes que
devem ser utilizados em maior ou menor quantidade ou acerca de novos componentes a

incorporar as formulas (CAMPOS ef al., 2008; THOMAS et al., 2010).

O desenvolvimento de substitutos para o leite humano € comumente feito
empregando-se leite de outros mamiferos ou mesmo extrato hidrossoliivel de soja, através de
uma gama de modifica¢cdes complexas para atender as necessidades da crianga. Os novos
conhecimentos relacionados & composi¢do quimica e nutricional do leite humano, ou de

mamiferos em geral, tém possibilitado a elaboragdo de férmulas mais refinadas, cuja



composi¢do quimica se assemelha ao leite humano (AGGETT, AGOSTINI er ai, 2001;
LORENTE et al., 2009).

Um estudo de revisdo realizado por Joeckel e Phillips (2009) apresentou os diferentes
tipos de férmulas e suas indicagdes para o uso por lactentes e criangas na prevengdo ou no
tratamento de doengas. Afinal, cada crianga tem necessidades individuais, os lactentes ¢ as
formulas pediatricas disponiveis sdo distintos. Ndo s6 existem vérias categorias de formulas,
mcluindo as com proteinas de origem lactea, as com proteinas a base de soja, as com
hidrolisado proteico e as compostas por ‘aminoacidos, como também ha diferengas entre os

produtos dentro de cada categoria.

As formulas para lactentes devem atender as necessidades de criancas a termo normais
e aquelas com necessidades especiais, como, por exemplo, criangas com baixo peso ao nascer,
com alergias as proteinas do leite ou com desordens metabdlicas. Assim, novas férmulas
devem ser desenvolvidas quando grupos de criangas com necessidades nutricionais so
identificados (CAMPOS et al., 2008). A revisdo publicada por Thomas ef al (2010) descreve
as utilizagbes médicas de probidticos e prebidticos como suplementos alimentares
adicionados a produtos alimentares comercializados para criangas, incluindo as formulas
infantis € resume seus efeitos benéficos a satide. Recomenda aos pediatras e profissionais da
area da saude como tomar decisSes apropriadas ¢ indicar a utilidade e os beneficios dos

suplementos para seus pacientes.

A composigdo do leite humano serve como referéncia para melhorar as formulas para
lactente, no entanto, contém células vivas, hormdnios, enzimas ativa's,' imunoglobulinas e
componentes com estruturas moleculares que nfo podem ser sintetizados artificialmente
(AGOSTONI; HASCHKE, 2003). Deste modo, o aprimoramento tecnolégico na preparagio
das formulas tem permitido queda da contaminagf@o bacteriana e methorias no coalho do leite.
Desde entdo, novas formulas tém sucedido outras, a fim de se encontrar a que atenda as

necessidades nutricionais basicas da crianga (FOMON, 2001).

No mercado atual, existem diversas formulas infantis especificas para a suplementagéo
dietética de criangas impossibilitadas de receberem o aleitamento materno. Dentre elas, as
formulas de partida, formulas de seguimento ou sequéncia, formulas a base de soja, formulas

isentas de lactose, formulas antirregurgitacdo, formulas semielementares, formulas



elementares e formulas para prematuros e/ou recém-nascidos de baixo peso (MONTES;

GIULIANE, 2004).

Atualmente, existem indicagfes para a aplicagfo de formulacGes probioticas infantis a
recém-nascidos e criangas alérgicas a proteina do leite da vaca, intolerantes a lactose,
auxiliando na redugdo dos episddios de regurgitagdo (MORAIS, 2006 a,b). Esse novo apelo se
deve principalmente ao fato de que a microblota de criangas ¢ predommantemente composta
por bifidobactérias, que podem exercer efeitos protetores benéficos contra infecgdes entéricas

(THIBAULT et al., 2004).

Lugonga et al. (2010) realizaram um estado /n vitro e teste clinico, investigativo e
comparativo do efeito bifidogénico de férmula infantil suplementada com inulina e
frutooligossacarideos (4g/l) no leite humano. O estudo perdurou por 28 dias e as fezes de 21
criangas de ambos os sexos (com menos de 6 meses de idade) foram analisadas,. As criangas
foram divididas em dois grupos: (i) recebendo a formula infantil; (i1) recebendo o leite
humano. Analises microbioldgicas ¢ bioquimicas das fezes foram realizadas nos periodos DO,
D14 e D21 dias, visando investigar as mudancas induzidas pela acdo das bifidobactérias
presentes nas fezes. Verificou-se que ndo houve diferenga significativa do ndmero de
bactérias do género lactobacilos; aerdbios totais; anaerdbias; bolores e leveduras fecais. Em
contraste, o niumero de bifidobactérias encontradas nas fezes foi semelhante entre os grupos.
O consumo de férmula infantil adicionada de inulina ¢ frutooligossacarideos estimulou o
efeito bifidogénico em ambos os testes. Concluiu-se que, o ensaio clinico e in vitro pode, de
forma rapida e objetiva, determinar o efeito bifidogénico de formula infastil; indicando a sua
qualidade da formula infantil. No entanto, € necessario o desenvolvimento do outros ensaios

clinicos.
2.2.1 Regulamentacio de formulas infantis

Atualmente, sdo grandes as possibilidades de enriquecimento de alimentos com
micronutrientes, probidticos e prebidticos, assim como as oportunidades de formulagdo de
novos produtos que proporcionem mais conforto, prazer ¢ melhores condigdes de sande para o
consumidor (PONTES et /., 2009).



Todas as padronizacSes alimentares € orientagdes relacionadas a protecdo da sande do
consumidor sdo preconizadas por comissfes como o Codex Alimentarius, a Academia
Americana de Pedi}itri‘a e a ESPGHAN (Sociedade Europeia de Gastroenterologia Pediatrica,
Hepatologia e Nutrigdo) (KOLETZKO et al., 2005).

Existem orgaos especificos que estabelecem e revisam normas para alimentos, visando
garantir, ao consumidor, seguranga, além de facilitar o comércio. Dentre os mais referidos na
literatura, para assegurar produtos para fins especiais, como as formulas mfantis, estdo a
Agéncia Nacional em Vigilincia Sanitdria, que estabelece legislagdo especifica para a
regulamentacdo na definigfo, na producio e na comercializagio de alimentos para lactentes e
criangas de primeira infincia, a Academia Americana de Pediatria (AAP), a Organizagio
Mundial da Saude (OMS), o Codex Alimentarius (Programa Conjunto da Organizag¢io das
Nagdes Unidas para a Agricultura ¢ a Alimentagdo ¢ da Organizagdo Mundial da Saude) e
Comissdo dos Comités Europeus (ESPGHAN), que organizam-se em varios comités de
nutrigdo ativos e lidam com diversos temas relacionados a alimentos, tais como composi¢do
de produtos e seguranga do produto (AMERICAN ACADEMY OF PEDIATRICS, 1976;
ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 1989; KOLETZKO; BAKER, 2005; ANVISA,
2006; BHATIA; GREER, 2008; KHAN, 2008; MAcLEAN et al , 2010).

A ANVISA define algumas formulas infantis como: (i) de partida para lactentes é o
produto em forma liquida ou em pé destinado a alimentagfo de lactentes até o sexto més, sob
prescricdo, em substituigdo total ou parcial do leite humano, para satisfagdo das necessidades
nutricionais desse grupo etario; (1) de seguimento para lactentes é destimada a alimentacio de
lactentes — a partir dos seis meses de idade, para substituigdo do leite materno e, (iii) de
seguimento para criangas de primeira infancia, destinada a criancas de 12 meses a 3 anos de

idade, utilizado como substituto de primeira infincia (ANVISA, 2006).

Como revisado por Joeckel er al. (2009), cada crianca apresenta necessidades
individuais, além de existir uma diversidade de lactentes. A fim de atendé-los, formulas
pediatricas com composi¢des diversificadas estdo disponiveis no mercado. Existem vérias
categorias de formulas: incluindo as de base lacteas, as a base de soja, as a base de hidrolisado
proteico ¢ as de aminoacidos, como preocupacdo com o desenvolvimento dessas, visando
utilizagdo na prevengdo ou tratamento de doengas. A Tabelal sintetiza alguns tipos de

formulas infantis disponiveis, assim como e suas indicagdes.



Ha anos, a Academia Americana de Pediatria (AAP) recomenda o leite humano como
a fonte ideal de nutricdo para a alimentagdo infantil. Entretanto, nos casos em que o
aleitamento materno ndo € possivel, recomenda-se a inser¢do de formula a base de leite, como

segunda escolha, e formula de soja, em terceira opgéo.

Em 2008, a AAP estabeleceu as indicagdes e contraindicagles para o uso de féormulas
de soja (BHATIA, 2008). As restricdes as indicagdes de formulas a base de soja representam
20-25% no mercado de férmula nos Estados Unidos. Entretanto, nos primeiros dois meses de
vida, grande parcela — aproximadamente 20 milhdes das criangas na América do Norte — esta
recebendo, pelo menos uma das formulas infantis & base de soja, que estdo disponivels no
comércio desde 1970 (LASEKAN JB, 1999; MERRITT; JENKS, 2004). Devido aos
rigorosos padrdes da industria e do governo para a formulagéo de formulas infantis, nenhuma
diferenga significativa discernivel quanto ao crescimento, ao desenvolvimento ou a saiude foi
relatada quando criangas ingeriram foérmulas a base de soja, comparadas com formulas
lacteas, durante o primeiro ano de vida (AMERICAN ACADEMY OF PEDIATRICS,
COMMITTEE ON NUTRITION, 1998).

Poucos estudos mediram o crescimento de longo prazo em criangas alimentadas com
formulas a base de proteina de soja. Lasekan et al. (1999) avaliarain, através de estudo clinico
(randomizado, duplo-cego, com placebo), durante um ano, o crescimento de bebés
alimentados com formulas & base de proteina de soja. O estudo se constituin em trés
tratamentos: o grupo que recebeu doses diarias de “leite de soja’;, outro grupo que recebeu o
“lette de soja” suplementado com nucleotideos de origem humana e’ grupo placebo, que
recebeu as alimentagGes citadas acima, ou seja, mistas. O grupo que recebeu a alimentagio
mista for exclusivamente alimentado do nascimento até os dois meses de idade; a seguir,
recebeu formula lactea padronizada (Similac® contendo ferro) até completar um ano de
idade. Os resultados indicaram que o crescunento (peso, comprimento e circunferéncia da
cabeca) foi normal ¢ comparavel entre os trés grupos. Todos os trés grupos apresentaram
albumina plasmatica (aos dois meses de idade) e niveis de hemoglobina similares em 12
meses de idade. Assim, o estudo demonstrou crescimento similar no primeiro ano de vida
entre as criangas ingerindo a]jnientagéo mista ou formula de soja suplementada (ou ndo) com

aminoacidos de leite humano.
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Apesar de todos os esforcos em estimular o aleitamento materno, a urbanizagio ¢ a
falta de tempo reduziram o periodo de amamentagdo. Além disso, alguns recém-nascidos ndo
sdo amamentados devido a baixa produgdo de leite, estado nutricional e condi¢do de sande
desfavoravel da lactante — ou até em fungdo da morte da mie durante ou apds o parto.
Consequentemente existe a necessidade de fornecer meios alternativos de alimentagdo para
aqueles recém-nascidos que ndo podem ser amamentados MADUKO et al., 2007, CAMPOS
et. al.,2008; SILVA; GIOIELLIL, 2009, THOMAS et al, 2010).
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2.3. Os alimentos funcionais ¢ probiéticos

Alimentos que, além da nutric8o basica, beneficiam a saide de um individuo sio
denominados como alimentos funcionais. Estes alimentos promovem a satide, sendo
fontes de prevengdo e ndo de cura de doengas. A busca pela prevengio de doengas
crénicas, causadas por maus habitos alimentares, € o desejo de methorar a qualidade de
vida tém impulsionado a pesquisa e o desenvolvimento de alimentos funcionais, ou seja,
aqueles alimentos que apresentam, além de caracteristicas nutricionais ¢ tecnologicas
adequadas, componentes que exercem fungdes bioldgicas, como competigio pelo sitio
onde patogenos poderiam aderir, a diminuigdo do colesterol sérico e do risco de doengas
cardiovasculares, entre outras (SAAD er al, 2006, VASILIEVIC; SHAH, 2008;
ROBERFROID, 2002).

Os alimentos e os ingredientes funcionais, além de compreenderem aqueles que

contém naturalmente substidncias bioativas, sdo representados pelos alimentos

denominados probiéticos, prebidticos e simbidticos (LEROY; DE VUYST, 2004).

O termo “probiotico” surgiu em 1965 e foi empregado por Lilley e Stillwell
(1965) para descrever “‘substancias secretadas por wm micro-organismo para estimular o
crescimento de outro”, desempenhando, portanto, efeito oposto ao dos antibioticos.
Desde entfio, varias definigdes foram feitas para os probidticos, dependendo de seus
efeitos sobre a saide do hospedeiro, sendo atualmente a defini¢do mais aceita aquela
adaptada pelo grupo misto formado pela Organizagdo das NagSes Umidas para a
Agricultura ¢ a Alimentagdo (FAQ) e pela Organizagdo Mundial da Sande (WHO) ¢
também pela Agéncia Nacional da Vigilancia Sanitaria (ANVISA): probidticos séo
micro-organismos vivos que, quando administrados em quantidades adequadas, sdo
capazes de melhorar o equilibrio microbiano intestinal, promovendo efeitos benéficos
para a saude do hospedeiro (FULLER, 1992; FAO/ WHO, 2002; LJUNGH,
WADSTROM, 2006; SALMINEN; ISOULARI, 2006; ANVISA, 2007; BADARO,
2008; VASILJEVIC; SHAH, 2008).

A regulamentagido de substincias bioativas € de probidticos isolados com
alegaco de propriedades funcional ou de saude € responsabilidade da vigilancia

sanitaria, cujo orgdo maximo no Brasil é a ANVISA. Um dos problemas atuais da
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regulamentacio de tais produtos € o registro do mesmo, mais especificamente, nos
termos presentes na rotulagem, que devem estar de acordo com a Resolugdo da
Diretoria Colegiadé (RDC) nimero 19, de 30 de abril de 1999. Esta resolucdo
estabelece 0 “Regulamento Técnico de procedimentos para registro de alimento com

alegagéo de propriedades funcionais ou de saide em sua rotulagem™ (ANVISA, 1999).

O emprego de culturas probidticas como agentes multifuncionais promotores da
saitde e do bem-estar tem aumentado em virtude dos estudos cientificos comprovando
sua eficacia terapéutica ¢ sua ac¢do no equilibrio da microbiota intestinal,
proporcionando manutengdo da saude corporea. Paralelamente, existe um enfoque sobre
a fungdo do intestino humano, que deixou de ser visto apenas como um tubo digestivo
para ser reconhecido como o principal alvo de respostas imunitarias (ANTUNES et al.,
2007; ANDLAUER; FURST, 2002).

O mercado global de alimentos funcionais movimenta mais de 33 bilhdes de
dolares, com crescimento anual de 5% (SIRO er al, 2008). Um alimento pode ser
considerado funcional se, além do efeito nutricional adequado, afetar beneficamente
uma ou mais fung¢Ges no organismo de forma melhorar o estado de satide e/ou reduzir o
risco de doengas (SAXELIN et. al., 2003; STANTON et al, 2005. Em 1996 (DAVE;
SHAH, 1996) reportaram a existéncia de aproximadamente 100 produtos funcionais
contendo probidticos disponiveis no mercado mundial. Atualmente, ha estimativa de
que o mercado de alimentos funcionais movimenta cerca de 50 milhdes de ddlares no
mundo e cresga aproximadamente 10% ao ano, indice trés vezes maior que o de
produtos alimenticios convencionais, sendo que no Brasil, entre as 24 categorias de

alimentos mais vendidos em 2005, 75% possuem apelo especial a saide (RAUD, 2003).

Em geral, os micro-orgamismos probidticos sdo veiculados a alimentos
fermentados, como queijo, iogurte e leite fermentado. Acredita-se que o consumo de 10°
a 10" g/mL de produto ao dia é necessario para que sejam percebidos efeitos benéficos
a saude (SAARELA et al., 2000; REIG; ANESTO, 2002, OLIVEIRA; DAMIN, 2003).

Intmeros estudos foram realizados para comprovar o poder modulador de
determinados micro-organismos na saide dos hospedeiros, tais como imunomodulagéo,
mfecgBes relacionadas ao trato respiratorio ¢ supressdo de alergias, melhor digestdo da

lactose, tratamento da diarreia, atividade supressiva conira patdgenos gastrintestinais
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tais como Helicobacter pilory, Salmonella typhimuriu, Giardia intestinalis, constipagio,
sindrome do intestino irritavel, supercrescimento bacteriano no intestino, prevengdo de
céncer de colon ¢ &e l;exiga, controle dos niveis de colesterol, controle da hipertenséo,
infec¢do do trato urinario (HUDAULT ef al., 1997, HOLPZAPFEL ef al, 1998;
GOLDIN,1998; SALMINEM et al, 1998, MATTILA-SANDHOM et al, 1998;
PEREZ e al., 2001; De VRESE et al., 2001; MICHETTI, 2001; OUWEHAND et al,
2003; LEAHY et al, 2005; COMMANE ef al, 2005; SAAD, 2006, VASILIEVIC;
SHAH, 2008).

Segundo Naidu et al. (1999) e Ferreira (2003), para o uso em alimentos, 0s
probidticos ndo devem apenas sobreviver a passagem pelo trato digestivo, mas também
devem ter a capacidade de aderir e se proliferar na mucosa intestinal. Os mecanismos
empregados na adesdo, em muitos casos, ndo sdo muito definidos. Mas sabe-se que a
produgio de proteinas, glicoproteinas e carboidratos especificamente para esse fim ou
devido a componentes da propria membrana celular ajudaria na aderéncia. Entretanto,
bactérias em transito pelo intestino também podem exercer efeitos positivos sem a
aderéncia propriamente dita; ¢ o caso das bactérias do iogurte, por exemplo, que
hidrolisam a lactose presente no produto lacteo e ndo aderem ao Intestino,

permanecendo na superficie da mucosa intestinal.

Muitos micro-organismos tém sido estudados para ser utilizados na indusiria
alimenticia e farmacéutica, a fim de melhorar a qualidade nutricional e terapéutica.
Porém, tais micro-organismos devem atender a critérios rigorosos de saide e de
comprovagdo clinica de promogdo de saude. Assim, um micro-organismo deve
apresentar os seguintes requisitos: ser preferencialmente de origem humana; ser capaz
de sobreviver a passagem pelo trato gastrointestinal, pelo suco gastrico e sais biliares;
colonizar o intestino, a0 menos temporariamente; ser metabolicamente ativo e produzir
efeitos benéficos enquanto presente no intestino, permanecer viavel no alunento até o
momento do consumo. A quantidade minima necessaria de 10° UFC.mL" ou g ao dia
tém sido recomendada por diversos autores (KIM, 1998; SAAD, 2006; OLIVEIRA;
DAMIM, 2003; VASILJEVIC; SHAH, 2008; ANVISA, 2007).

As principais culturas probioticas pertencem aos géneros Lactobacillus e

Bifidobacterium. Existem 56 espécies de lactobacilos ¢ 29 espécies de bifidobactérias



descritas, das quais somente algumas foram extensivamente avaliadas por estudos in
vitro e in vivo, sendo atualmente empregadas nas industrias de alimentos ¢ farmacéutica
como probidticos (SHAH, 2007; VASILJEVIC; SHAH, 2008). Alguns dos principais
géneros e espécies considerados como probidticos sdo L. acidophilus, L.casei,
L. paracasei, L. bulgaricus, L. rhamnousus, L. plantarum, B. animalis, B. longum ¢ B.

lactis.

Segundo Hoier (1992) e Tannock (2009), é aconselthavel que os micro-
organismos probidticos sejam de origem humana, tais como B. adolescentis, B. bifidum,
B. breve, B. infantis, B. longum, L. acidophilus, L. casei subsp. rhamnosus e
Enterococcus faecium. Desta forma, tais culturas serdo compativeis com o ambiente
intestinal e adequadamente toleradas pelo sistema imunolégico do hospedeiro.
Adicionalmente, algumas propriedades, como funcionalidade, aspectos tecnologicos e
seguranca, devem ser avaliadas para a selecdo destas bactérias (como amplamente

descritas por Vasiljevic € Shah, 2008).

Quando as culturas probidticas aderem ao epitélio intestinal ocupam um espago
na sua superficie, ou seja, um sitio de colonizagio. Este mecanismo pode desalojar ou
dificultar instalagdo de outras bactérias. Em geral, Bifidobacterium ssp. adere melhor
que L. acidophilus, sendo que B. infantis e B. longum apresentaram as melhores

propriedades de aderéncia, segundo pesquisa de Lankaputhra e Shah (1998).

As atividades antimicrobianas das bifidobactérias e dos lactobacilos diferem em
varios aspectos. Lactobacilos atuam através da produgdio de acido léticb; perdoxido de
hidrogénio e bacteriocinas, enquanto as bifidobactérias liberam acidos latico, acético e
formico, sem geragdo de CO,, exceto durante a degradacio do glucanato A produgio
destes 4cidos provoca a redugdo do pH intestinal, o que restringe ou inibe o crescimento
de muitos potenciais patdégenos e bactérias putrefativas. Além disso, todas as
bifidobactérias de origem humana utilizam galactose, lactose e frutose como fontes de
carbono (MODLER et al., 1990; PENNA, 2002; FARNWORTH et a/., 2007).

Recentes estudos sobre-a relagdo dos probidticos com a microbiota intestinal em
recém-nascidos tém demonstrado que estes micro-organismos, especialmente as
bifidobactérias, sdo muito importantes para a saude dos bebés. Tanto lactobacilos como

bifidobactérias sdo capazes de induzir a quebra de proteinas com potencial alergénico



no trato gastrintestinal. Esse processo pode contribuir para a reducfo da alergenicidade
das proteinas, minimizando o risco de alergia alimentar (MAH ef al., 2007, MORAIS er
al., 2006). "

2.4. Microbiota humana

O conhecimento da importancia da microbiota intestinal como um mecanismo
ativo de controle de processos infecciosos e da modulagdo da resposta imunologica
estimulou a procura por medidas de tratamento ¢ prevengio de doengas baseadas na
restauragdo da microbiota intestinal ideal. Uma maneira de se conseguir esse efeito foi a
observacgdo das caracteristicas da microbiota intestinal normal e de varias tentativas de
reestruturacdo da mesma, sgja por medidas de reposig¢do de micro-organismos benéficos
a salide, seja por substincias que auxiliam o seu crescimento (CHEN;, WALKER,
2005).

O trato gastrintestinal apresenta uma area muiio extensa de contato com 0s
alimentos, no qual a mucosa possui vilosidades e microvilosidades, fornecendo o espago
necessario para mteragdes durante o processo digestivo € para a adesdo da colonizagdo
bacteriana no epitélio (HOLZAPFEL et al., 1998). Do ponto de vista microbiologico, a
microbiota humana faz do inmtestino um ecossistema dos mais diversificados e
metabolicamente ativos. Cada individuo apresenta um tipo de colonizagdo. que ¢é tdo
particular como sua propria impressdo digital (ZOETENDAL et al, 2001). O estomago
¢ o duodeno sdo ambientes indspitos, que contém niameros relativamente baixos de
micro-organismos. No estdmago, devido a presenga de acido cloridrico, grande parte
dos micro-organismos potencialmente patogénicos sdo eliminados. Porém, existe
limitado niimero de bactérias acido-tolerantes, ~10°- 10> UFC.mL", que sdo capazes de
sobreviver as condigdes adversas desta ambiente. Apos a passagem pelo estémago, o
alimento atinge o duodeno e, em seguida, o ileo. Durante este trajeto, o oxigénio
diminui, o pH do bolo alimentar se torna neutro e o nmumero de micro-organismos
aumenta de forma progressiva. Entretanto, alguns fatores fisicos e quimicos limitam o
crescimento microbiano (COLLINGON; BUTEL, 2004). A mator ¢ mais diversificada

nicrobiota do organismo humano encontra-se no intestino grosso, mais especificamente
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na porgdo distal do colon. A microbiota do colon é muito complexa e é dominada pelas
bactérias anaerdbicas estritas, podendo atingir até 10> UFC.g™ do produto (HELLER,
2001; COLLING ef al., 1999).

Assim. no individuo com sua microbiota ja estabelecida, a influéncia dos
probioticos limita-se, em geral, ao periodo em que so empregados. Desta froma, para
que esses individuos mantenham a mudanca desejada em sua microbiota intestinal,
deverdo consumir continuamente e indefinidamente esses micro-organismos (CHEN;

WALKER, 2005).

O intestino do feto é estéril. O recém-nascido por parto vaginal apresenta a
colonizagdo micial do tubo digestivo por bactérias da microbiota vaginal e fecal de sua
mde. Por sua vez, os recém-nascidos por cesarea sio colonizados por bactérias do
ambiente. Além do tipo do parto, o tipo de alimentagdo (aleitamento natural ou
artificial) é muito importante na definicio da microbiota intestinal do lactente. O
aleitamento natural proporciona microbiota intestinal constituida predominantemente
(>90%) por bifidobactérias e lactobacilos. Nos lactentes que recebem aleitamento
artificial, essas bactérias correspondem a 40 a 60% da microbiota, no intestino delgado,
e, ao atingirem o c6lon, estimulam seletivamente uma bactéria ou grupo de bactérias da
microbiota (por exemplo, bifidobactérias), proporcionando efeito benéfico a saude do

hospedeiro (MACKIE et al., 1999, FOOKS; GIBSON, 2002).

O L. acidophilus é a bactéria benéfica predominante em adultos, enquanto que as
bifidobacténas estdo mais presentes nas criangas (MITSUOKA, 1990). A proliferacdo
desses micro-organismos ¢ estimulada pela glicoproteina k-caseina presente no colostro
humano e em menor quantidade no leite maduro. A populagio de bifidobactérias
presentes na microbiota intestinal ¢ influenciada pela idade e pela dieta dos individuos.
As bifidobactérias mais comumente isoladas de criangas sdo B. infantis e B. breve,
enquanto B. bifidum, B. longum e B. adolescentis sdo ocasionalmente isoladas de
criancas. Por outro lado, B. adolescentis e B. longum sdo encontrados no intestino de

criangas, adultos e idosos (MITSUOKA, 1990).

As bifidobactérias ajudam a manter a saide ¢ o bom funcionamento do trato
intestinal de forma direta, através de atividade antmmicrobiana, ou indiretamente por

munomodulacdo via células intestinais ou, ainda, modificando a funcio da microbiota
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normal (SCHMIDT; ZINK, 2000). Com o decorrer dos anos de vida, a populacdo de
bifidobactérias tende a diminuir gradativamente. Em criangas que recebem leite
materno, as biﬁdobz;cté;rias representam mais de 95% da microbiota mntestinal, enquanto
que, em adultos, apenas 25% (WANG; GIBSON, 1993). Idosos tendem a apresentar
populacdes ainda menores de bifidobactérias, enquanto que o niamero de bactérias
patogénicas, tais como coliformes, enterobactérias ¢ clostridios, tende a aumentar

(SHAH, 1997).

O recém-nascido desenvolve uma colecdo heterogénea de bactérias no trato
gastrointestinal, sob a influéncia de fatores relacionados ao hospedeiro, as bactérias ¢ a
outros fatores externos, como o uso de medicamentos, a alimentagdo e as condigdes de
higiene/contaminacio ambiental. Ha selecio da microbiota, com persisténcia de
algumas populagdes bacterianas ¢ eliminagdo de outras. Os fatores que influenciam a
colonizagdo bacteriana do trato gastrointestinal sdo simultineos e interagem, de forma
que um fator influencia ou altera o efeito do outro. Entre estes podem se citados a
contaminagdo ambiental, a genética, o sistema imune, o aleitamento materno ou

artificial, o uso de antibiéticos, entre outros (BRANDT et al.,, 2006).

Na faixa etaria pediatrica, especialmente quando se pretende utilizar os
probidticos para a prevengdo de determinadas doengas, procura-se interferir no
momento da instalagio da microbiota inmtestinal do lactente, fazendo com que os
mesmos facam parte da microbiota definitiva do hospedeiro (CHEN; WALKER, 2005;
KALLIOMAKI et al., 2001). S

Em estudo realizado por Penders ef al. (2006). através de analises das amostras
de fezes de bebés com um més de idade, por método quantitativo que detecta varios
grupos e espécies de bactérias, 0 Real Time Polimerase Chain (RTPCR), foi possivel
verificar que criangas nascidas por cesariana apresentaram mepor mimero de
bifidobactérias e Bacteroides, considerando que elas fossem mais frequentemente
colomzadas por Clostridium difficile, comparadas com as criangas nascidas por parto
normal. Exclusivamente, bebés alimentados com férmula foram colonizados mais
frequentemente por Eschericia. coli, Clostridium difficile, Bacteroides e Lactobacilus,
comparados com bebés amamentados no peito. A hospitalizacdo e a prematuridade

foram associadas com a prevaléncia € com a elevada contagem de Clostridium difficile.



O uso de antibioticos por bebés foi associado com a queda do mimero de bifidobactérias
e bacteroides. Os pontos mais relevantes que mfluenciaram a composi¢do da microbiota
mntestinal dos lactentes‘foram o modo do parto, o tipo de alimentagdo infantil, a idade
gestacional, a hospitalizagdo infantil, ¢ a antibioticoterapia usada da pelo recém-
nascido. Os bebés nascidos por parto normal, em casa ¢ que foram exclusivamente
amamentados no peito, na maioria, pareceram ter microbiota intestinal benéfica,
elevados niameros de bifidobactérias e baixo numero de Clostridium difficile e

Escherichia. coli.

2.5. Bifidobacterium animalis subsp lactis

Bifidobacterium ¢ um género dominante entre a diversificada microbiota
residente no trato gastrointestinal humano (TGI), sendo considerada benéfica para
humanos. O trato gastromtestinal de recém-nascidos sauddveis € normalmente
colonizado por bifidobactérias, especialmentec em criangas amamentadas durante os

primeiros dias de vida (BRICZINSKI ef al., 2009)

Esses micro-organismos sdo Gram-positivos, anaerébicos, em forma de
bastonete, ndo-esporulantes, sem motilidade e ndo-resistentes a acido. Atualmente, o
género Bifidobacterium ¢é classificado na familia Actinomycetaceae, na qual estdo

presentes trinta espécies (KHEADR et al., 2007).

Bifidobacterium animalis ssp lactis HNO19, originada de lacteos, foi
considerado um probidtico em potencial, baseado em sua capacidade de resistir a bile e
a pH bem acidos irn vitro. Essa estirpe se apresentou capaz de adesdo em quantidade

elevada e em diferentes tipos de células de epitélio intestinal (GOPAL et al., 2001).

A microbiota intestinal atua como agente primario no desenvolvimento do
sistema imune poOs-natal, assim como na tolerincia oral € na inunidade. A interagéo
entre 0s probidticos € os enterdcitos é a chave na imunomodulagdo. Sugere-se gue
existam diversos mecanismos pelos quais B. lactis HNO19 exerce seus efeitos benéficos
no sistema imune. Um deles estaria diretamente relacionado com a interagfo entre as

células de HNO19 e as células do sistema imune intestinal. Essa interagdo ¢ facilitada



devido a boa adesdo de B. lactis nas células do epitélio intestinal. O consumo dessa
estirpe tende a reduzir o risco de infecgdes por bactérias patogénicas, como Escherichia

coli, Clostridium spp. e Bacteroides (GOPAL; PRASAD; GILL, 2003).

Férmulas em pd para bebés ou criangas pequenas contendo probidticos tém sido
desenvolvidas e muitos ensaios clinicos destes produtos confirmaram ndo apenas os
efertos dos probidticos na saide infantil, mas também a sua seguranga. O ensaio clinico
duplo-cego, placebo-controle, realizado por Dekker et al. (2009), utilizando duas cepas
probidticas comerciais (Lactobacillus rhamnosus HNOO1 e Bifidobacterium animalis
subsp. lactis HNO19), teve como objetivo verificar o aspecto de seguranga para essas
cepas sobre o desenvolvimento de eczema atdpico infantil em lactentes com risco
elevado de doenca alérgica. O estudo consistin em trés tratamentos: um grupo que
recebeu doses diarias de Lactobacillus rhamnosus (HNOO1), outro grupo com
Bifidobacterium animalis subsp. lactis (HNO19) e o grupo placebo-controle. Para
verificar os efeitos das cepas HN019 e HNOO1 sobre eczema infantil foi incluida uma
série de par@metros de seguranga, que permitiram identificar eventuaits impactos
negativos decorrentes do tratamento com o probiodtico. A analise dos resultados mostrou
que o consumo diario de probidticos a partir do nascimento até os dois anos no exerceu
efeito sobre crescimento, saiide e tolerdncia. A prevaléncia de eventos adversos que
resultassem em hospitalizagdo e o uso de antibidticos ndo diferiram entre os trés
tratamentos. B. animalis subsp. lactis HNO19 e L. rhamnosus HNOG1 apresentaram-se

seguros e bem tolerados quando administrados em criancas desde o nascimento.

Por outro lado, Kim e? al. (2010) estudaram a suplementagdo com probidticos na
prevencdo do desenvolvimento de eczema em criangas com alto risco de alergia através
de ensaio duplo-cego randomizado com placebo. Gestantes (112) com historico familiar
de alergia receberam diariamente a mistura de Bifidobacterium bifidum BGN4, B. lactis
ADO11, Lactobacillus acidophilus AD031 ou placebo, 4 a 8 semanas antes do parto e
até 6 meses apds o0 mesmo. Os recém-nascidos foram amamentados exclusivamente nos
primeiros trés meses € subsequentemente alimentados com leite materno ou formula
lactea do quarto ao sexto més de vida. Os sintomas clinicos foram acompanhados
durante um ano, quando IgE total e especifico contra alergénicos alimentares foram

medidos. Os autores concluiram que a suplementagfo com a mistura de probidticos é
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uma abordagem efetiva na prevengdo de eczema em criancas com alto risco de alergia

no primeiro ano de vida.

~

Atualmente, o emprego dos probidticos é mais promissor na prevengio de
diarreias. Embora alguns estudos mostrem melhora do eczema atdpico; esses dados
exigem confirmacdo. Assim, mais estudos so necessarios para comprovar a eficacia e a

seguranga dos probioticos na populagio pediatrica (MORAIS; JACOB, 2006).



3. OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo estudar a viabilidade de Bifidobacterium
animalis subsp. lactis HNO19 em férmulas infantis fermentadas ou no, probidticas

durante armazenamento a 4 °C.

3.1 Objetivos especificos

e Desenvolver formulados infantis contendo Bifidobacterium animalis
subsp. lactis HNO19, fermentadas ou ndo, a partir de matrizes lacteas e

ndo lacteas.

o Caracterizar  quimicamente as formulas infantis  probidticas

desenvolvidas.

¢ Estudar a cinética de acidificacdo de Bifidobacterium animalis subsp.

lactis HN0O19 em foérmulas infantis lacteas e ndo lacteas.

e Verificar o efeito do processo (fermentagdo ou adigdo) e do tipo de
matriz (lactea ¢ nfo lactea) na viabilidade de Bifidobacterium animalis
subsp. lactis HNO19, o valor de pH ¢ de acidez dos produtos durante o

armazenamento a 4° C.



4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

Foram utilizadas as seguintes matrizes alimentares:

e FPL, formula de partida lactea, Nestlé Brasil, Aragatuba — SP, Brasil.
e FSLI, formula sequencial' lactea 1, Nestlé Brasil, Aragatuba — SP,

Brasil.

e FSL2, formula sequencial lictea 2, Nestlé Brasil, Aragatuba — SP,
Brasil.

e FPNL, féormula de partida ndo lactea, Nestlé Infant Nutrition, New
Jersey, EUA.

e FSNLI, formula sequencial ndo lactea 1, Globalfood Advanced Food
Technology, Sdo Paulo — SP, Brasil.

e FSNL2, formula sequencial ndo lactea 2, Support Produtos Nutricionais
Ltda, Sdo Paulo — SP, Brasil.

A cultura probidtica empregada foi Bifidobacterium animalis subsp. lactis
HNO019, Danisco, Madison, EUA.

4.2 Métodos

4.2.1 Planejamento experimental e procedimento experimental

Doze produtos, sendo seis fermentados por Bifidobacterium animalis subsp.
lactis HNO19 e seis apenas adicionados da cultura probidtica, foram preparados
segundo o planejamento experhneutal apresentado na Tabela 2. As matrizes foram
preparadas em parceiria na Planta-Piloto da empresa Globalfood, localizada na cidade

de S&o Paulo-SP, Brasil.



Preparacéio das matrizes e tratamento térmico
Inicialmente, as matrizes foram reconstituidas de acordo com as recomendagdes

dos fabricantes.

Antes de serem submetidas ao tratamento térmico, o valor de pH de cada matriz
foi mensurado pelo potencidémetro digitat (Mod. 8603, Mettler-Toledo, Scherzenbach,
Suiga) e ajustado acerca de 6.60 com adi¢do de 0,1% de fosfato de sddio, tomando-se o
cuidado de ndo adicionar o volume maximo permitido (0,2%). Em seguida, estas foram
pré-aquecidas a 80 °C em trocador de calor a placas ALFA LAVAL (tipo A3 — HBR-
Lund, Sweden), homogeneizadas a 200 bar em dois estigios em Homogeneizador
TREU, Rio de Janeiro, Brasil, sendo 50 bar no primeiro estdgio € 150 bar no segundo
estagio de homogeneizacdo, aquecidas a 140 °C em trocador de calor a placas e
mantidas nessa temperatura durante quatro segundos, em circuito fechado. Finalmente,
as matrizes foram resfriadas até 10 °C, envasadas em sacos laminados e armazenadas
sob refrigeragdo a 4 °C. Os ensaios realizados na Planta-Piloto da GlobalFoods, S&o
Paulo foram repetidos trés vezes, isto ¢, foram preparados trés lotes de maneira

independente.

Preparacdo do méculo

Para o preparo dos indculos das matrizes fermentadas, foi feita a adigdo de 0,9g
de HN0O19, em 50 mL de cada matriz. Visando obter uma contagem inicial acima de

8,30 log 10 UFC.mL™.

Preparacio dos formulados probidticos fermentados e nio fermentados

Fermentados

Cada matriz tratada termicamente fo1 transferida para frascos Shott de 500mL e
colocada em banho-maria acoplado ao sistema CINAC até se obter a estabilizagdo da
temperatura, a 42 °C. Adicionou-se ImL do indculo em 500mL da matriz

correspondente e procedeu-se a homogeneizagio.



Cada ensaio foi realizado em duplicata e foi monitorado utilizando o sistema
CINAC (Ysebaert, Frépillon, Franga), descrito por Spinnler E Corrieu (1989), o qual
permite a medic;io. continua e gravacdo do nivel de pH, computando a taxa de
acidificacdo durante o periodo de fermentagdo (Figura 1). Quando o pH 4,7 foi
atingido, a fermentaco foi1 mterrompida e os frascos Shott foram resfriados
rapidamente por 15 minutos em banho de gelo. Em seguida, houve a quebra do coagulo
através de agitagdo manual com o auxilio de haste de aco moxidavel com disco
perfurado; a haste foi movimentada para cima e para baixo por 60 segundos. Os
formulados probiodticos fermentados foram dispensados com o auxilio de uma proveta;
em condigles assépticas; em frascos com tampa tipo veda rosca 100% poletileno
tereflalato (PET 60 mL), cor cristal, e estocados sob refrigeracio de 4 °C até o momento

das analises.

A partir dos dados obtidos, calcularam-se as velocidades de acidificagdo
(dpH/dt), expressas como miliunidades de pH/min (Vimsx). No final do periodo de

mecubagdo foram ainda calculados os seguintes pardmetros cinéticos:
* tmix: tempo no qual atinge-se a velocidade maxima.
e V. velocidade maxima de acidificagdo.
e pHem Vi pH do leite quando a velocidade maxima foi atingida.
® t,us,s: tempo para atingir o pH 5,5 (h).

® tou47 tempo para atingir o pH 4,7 (h).

Nio fermentados

Os inoculos dos formulados probidticos ndo fermentados (50 mL) foram
homogeneizados durante 1 minuto e adicionados em 450 mL da matriz correspondente.
Apos a moculagdo, as matrizes foram distribuidas com o auxilio de uma proveta em
frascos com tampa tipo veda~rosca 100% polietileno tereflalato (PET 60 mL), cor

cristal, € armazenadas sob refrigeragdo de 4 °C. Cada ensaio foi realizado em triplicata.



Tabela 2. Planejamento experimental para estudar a viabilidade de Bifidobacterium lactis

subsp. lactis HNO19 em diferentes matrizes alimentares fermentadas ou ndo durante

armazenamento a 4 °C

Ensaio Matriz Tecnologia Sigla Tempo de armazenamento

(Dias)

1 Lactea Fermentada FPLF do, di, d7, dia, d2;

2 Lactea Fermentada FSL1F do, di, d7, dis, da

3 Lactea Fermentada FSL2F do, di, d7, d1a, d2

4 Nio lactea Fermentada FPNLF  do, di,d7, dis, da

5 Nio lactea Fermentada FSNLIF  do, di, dy, dis, dan

6  Nio lactea Fermentada FSNL2F  do, di, d7, dia, dan

7 Lactea Nio Fermentada FPLNF do, dy, ds, d7

8  Lactea Néo Fermentada FSLINF  do, di, d3, dy

9  Lactea Ndo Fermentada FSL2NF  do, di, ds, d7

10 Nzo lactea Nio Fermentada FPNLNF  do, d1, ds, d7

11 Néo lactea Nao Fermentada FSNLINF do, dl; ds, dv

12 Nio ldctea Niio Fermentada FSNL2NF do, di, ds, d7

FPL: formula de partida lactea; FSL1: féormula sequencial lactea 1; FSL2: férmula

sequencial lactea 2; FPNL: formula de partida ndo lactea; FSNL1: formula sequencial

ndo lactea 1; FPNL2: formula de partida ndo lactea 2; F: fermentada; NF: ndo

fermentada.



Figura 1. Sistema CINAC (Cinétigue d acidification).

Finalmente, foram realizados os seguintes controles dos formulados lacteos €
ndo lacteos fermentados ou ndo: composi¢do quimica (solidos totais, densidade,
proteina, gordura, cinzas, extrato seco desengordurado, pH e acidez titulavel). Os
valores de carboidratos e calorias foram obtidos através de calculos e da contagem de
células viaveis antes da fermentagdo e apos 1, 7, 14, 21 dias, para os formulados
probidticos fermentados, e aos 0, 1, 3 e 7 dias, para os formulados probidticos nio

fermentados.

4.2.2. Contagem de células viaveis

Um mL de cada amostra foi diluido em 9 mL de 4dgua peptonada (0,1% p/v),
esterilizada e homogeneizada em um agitador de solu¢des AP56 Phoenix (Araraquara,
Sdo Paulo, Brasil). A suspensdo foi submetida a diluigdes seriadas utilizando-se o

mesmo diluente ¢ 1 mL da diluigdo apropriada foi inoculado em meios seletivos.

B. lactis foi enumerado em meio RCA Agar (Oxoid, Basingstoke) com adi¢do de
azul de anilina (0,03%) e 100 ulL do antibidtico dicloxacilina para cada 100 mL de

meio, a fim de se atingir a concentragdo de 2 pg/mL, ajuste de pH a 7 e incubagdo em



jarra de anaerobiose por 72h a 37 °C. Utilizou-se o método do Spiral System,

Interscience, La Breteche, Franga.

As condicdes de anaerobiose foram criadas usando-se AnaeroGen® (Oxoid,
Basingstoke). As coldnias foram enumeradas e as unidades formadoras de colénias por

grama de produto (UFC/g) foram calculadas.

4.2.3 Analises quimicas

Sélidos totais

A determinacdo da matéria seca foi realizada em estufa com circulagdo forgada
de ar a 100-105 °C, até peso constante, seguindo-se o método recomendado pela AOAC

(1995). Os resultados foram expressos em % de sélidos totais.

Determinacio de proteina

A proteina bruta foi calculada em fungdo dos teores de mnitrogénio total
determinado pelo método de microKjeldahl, multiplicado pelo fator 6,38 para matrizes
de leite e fator 6,25 para matrizes ndo lacteas (AOAC, 1995).

Determinacio de gordura

A matéria graxa foi determmmada pelo método de Gerber, segundo BRASIL
(2006).

Cinzas

A fragdo cinza foi obtida gravimetricamente pela determinagdo da perda de peso
do material a 550 °C, segundo o método preconizado pelo INSTITUTO ADOLFO
LUTZ (1985).



Carboidratos totais (por diferenca)

Para determinagdo dos carboidratos totais foi utilizado o calculo por diferenga

[100 g - gramas totais de umidade, proteina, lipidios e cinzas] (USP/ FCF, 1998).

Calorias (energia kcal)

Para determinagdo da energia total metabolizavel, expressa em calorias (kcal),
foram considerados os fatores de conversdo de Atwater: [(4 x g proteina)+ (4 x g

carboidratos (total carboidratos ) + (9 x g total lipidios)], (USP/ FCF, 1998).

Densidade

A determinagdo da densidade dos diferentes formulados foi realizada com

amostra a 15 °C por termolactodensimetro de Quevenne (BRASIL, 2006).

Paés-acidificagiio: pH e Acidez Total Tituldvel

A pos-acidificagdo dos produtos foi determinada através da medigdo de pH
utilizando o potenciébmetro digital (Mod.8603, Mettler-Toledo, Scherzenbach, Suiga).
Para determinagdo do teor de acidez total titulavel foi utilizado o método descrito em
BRASIL (2006). As amostras foram tituladas com solugdo Domic a 0,1N. Os resultados

foram expressos em porcentagem de acido lactico.

4.2.4 Analises estatisticas

Analise de Varidncia - General Linear Model (GLM) e para comparagdes
multiplas (ANOVA) usando-se o programa Statistica 8.0 (Statsoft, Tulsa, EUA) foram
realizadas a fim de confirmar a significancia estatistica das diferengas dos resultados.
Os valores médios foram comparados usando o teste de Tukey, com nivel de

significéncia P < 0,05.



5. RESULTADOS E DISCUSSAQO
5.1. Caracterizacio quimica das matrizes lacteas e née lacteas

A caracterizagdo quimica das matrizes lacteas e ndo lacteas em base mida

apresentou resultados distintos que podem ser vistos na Tabela 2.

Ao avaliar os teores em sélidos totais, nota-se que a FPL apresentou os menores
teores quando comparada as demais matrizes, enquanto a FPNL revelou resultados
similares as matrizes sequenciais (lacteas e nfo lacteas). Dentre as formulas sequenciais
foi observado que, a excegdo da FSNL, que apresentou menor teor de sélidos totais, as
demais apresentaram resultados semelhantes. Todas as matrizes apresentaram, em
média, teor de sélidos totais semelhantes aos obtidos por Venturoso ef al. (2007) com

produtos de origem lactea.

As matrizes de origem lactea apresentaram valores de densidade superiores as
matrizes ndo lacteas, sendo a FSL2 a que apresentou o maior valor, com diferengas
significativas (P < 0,05) quando comparadas as demais matrizes de origem lictea e ndo
lactea. As matrizes ndo lacteas apresentaram os menores valores de densidade, sem

diferencas estatisticas entre si (P > 0,05).

A densidade do leite apresenta valores entre 1, 023 ¢ 1, 040 g.mL™". Seu valor é
diretamente influenciado pelo contetido de gordura e de sélidos nﬁo-gordurosos. Sendo
assim, o leite com teor de gordura baixo ou nulo, como o leite desnatado, como
representado pela formula lactea FSL2, apresenta densidade mator. Por outro lado, as
demais formulas, cujos teores de gordura foram superiores, apresentaram valores de
densidade mais baixos, compativeis com os valores de densidade preconizados por
Amiot (1991). Valores de densidade semelhantes aos observados para as matrizes
lacteas também foram encontrados por Fanti et al. (2008) em produtos convencionais

lacteos.

Quanto ao teor proteico, as matrizes de origem lactea apresentaram valores
superiores as demais, com exce¢do da FPL, variando de 1,26 a 3,48 g.100g™". Os teores

de proteina encontrados para FPL estdo de acordo com os valores minimos
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estabelecidos pelo Codex Alimentarius (1981) e revisados por Khan (2008) e MacLean
Jr. etal. (2010). As matrizes FSL1 e FSL2 apresentaram valores superiores de proteina,
também por se trata-lreﬁl de matrizes lacteas sequenciais. Assim como oS vélores de
densidade, a FSL2 apresentou os maiores teores de proteina. As matrizes de origem ndo
lactea apresentaram teor proteico semelhante, ndo diferindo significativamente (P >
0,05) entre si, estando de acordo com o estabelecido por Bhatia € Greer (2008). Todos
os resultados apresentados para os teores de proteina foram superiores aos obtidos por
Weizman e Alsheikh (2006) em férmulas lacteas comerciais suplementadas com

diferentes probidticos.

Os resultados obtidos para teor de gordura revelaram que a matriz lactea FSL1
apresentou teor de gordura superior as demais matrizes € a matriz sequencial lactea
FSL2 apresentou-se isenta de gordura em relacdo as demais matrizes. Assim, a excecgdo
dessa matriz, as demais matrizes de origem lactea apresentaram valores adequados,
estando em concorddncia com o estabelecido pelo Codex Alimentarius (1981), pela
Academia Americana de Pediatria (1998) e por Koletzko et al. (2005) e Khan (2008).
Ao comparar os resultados entre as matrizes ndo lacteas, notou-se que a matriz FSNL1
sequencial apresentou teor de gordura inferior as demais, com diferengas significativas
(P < 0,05). As demais matrizes ndo licteas apresentaram valores de gordura similares
aos observados para as matrizes de origem lactea, estando de acordo com o preconizado
pela Academia Americana de Pediatria (1998). Pode-se observar que as matrizes FPL,
FSL1 e FPNL ndo diferiram estatisticamente (P > 0,05) quanto ao teor de gordura.

Ao avaliar os valores de cinzas, pode-se observar que as matrizes lacteas
diferrram  significativamente entre si (P < 0,05), sendo que a matriz lactea FPL
apresentou valor inferior ds matrizes lacteas e ndo lacteas e a FSL2 apresentou os
maiores teores de cinzas. Comparando-se os valores obtidos para as matrizes ndo
lacteas, a formula sequencial FSNL2 apresentou valor superior as demais, com
diferengas significativas (P < 0,05). Nao foi possivel estabelecer comparagbes para
valores de cinzas com outros estudos, tendo em vista que a literatura néo disponibiliza

dados semelhantes.

As matrizes lacteas sequenciais ndo diferiram entre si (P > 0,05) quando

comparados os teores de carboidratos. A FPL apresentou o maior teor de carboidratos
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entre as matrizes lacteas. Entretanto, todas apresentaram resultados inferiores aos
encontrados para as matrizes ndo lacteas. Os maiores valores de carboidratos
encontrados foram obtidos pelas férmulas FPNL e FSNL2, com diferengas
significativas para a formula FSNL1. Todos os valores encontrados para as matrizes
lacteas e ndo lacteas estdo de acordo com os recomendados por Codex Alimentarius,

(1981), Academia Americana de Pediatria (1998) e Koletzko et al. (2005).

Quanto aos valores obtidos para o teor de calorias, pode-se observar que a matriz
lactea sequencial FSL1 apresentou valor-superior € a matriz lactea sequencial FSL2
apresentou o menor valor em calorias comparado as demais matrizes, visto que foi a
matriz com menor tcor de gordura. As matrizes lacteas apresentaram diferengas
significativas entre si (P > 0,05). Comportamento semelhante ao observado para o teor
de carboidratos foi notado para o valor de calorias para as matrizes ndo lacteas. FPNL e
FSNL2 apresentaram maiores valores de calorias (P > 0,05), enquanto FSNLI
apresentou o menor valor entre as matrizes ndo lacteas. Os valores obtidos para o teor
de calorias estdo de acordo com os estipulados nos rotulos dos produtos comerciais

utilizados no estudo.
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5.2. Perfil cinético de Bifidobacterium animalis subsp. lactis HN019 em
matrizes lacteas e néo lacteas

O perfil de acidificagdo de diferentes matrizes lacteas € ndo lacteas fermentadas

por B. animalis subsp. lactis a 42 °C até atingir o pH 4,7 pode ser visto na Figura 2.

pH

4.00 - T T T T T ]
0.00 4.00 8.00 12.00 16.00 20.00 24.00
Tempo (h)

——FPL ~———FSL1 FSL2 ——FPNL =———FSNL1 =———FSNL2

Figura 2. Evolugfo do pH em fungdo do tempo de diferentes matrizes lacteas e n#o
lacteas fermentadas por Bifidobacterium animalis subsp. lactis HN0O19 a 42 °C até o pH
4.7.

FPL: formula de partida lactea; FSL1: férmula sequencial lactea 1; FSL2: formula
sequencial lactea 2; FPNL: formula de partida ndo lactea; FSNL1: férmula sequencial
ndo lactea 1: FSNL2: formula de partida ndo lactea 2.



Os pardmetros cinéticos de acidificagdo, bem como o tempo (h) necessario para

atingir o pH 4,7, estdo mostrados na Tabela 4 e na Figura 2, respectivamente.

A comparagdo dos parAmetros cinéticos durante a fermentacdo das seis
diferentes matrizes por B. animalis subsp. lactis HN019 revelou resultados distintos. O
valor de Vi variou entre 6,57x107 e 25,09x107 upH.min™, em matrizes licteas, e de
4,32x10° ¢ 5,11x10° upH.min™, em matrizes ndo lacteas (Tabela 4). Observou-se que,
nas matrizes ndo lacteas, os valores de Vmax foram significativamente inferiores quando
comparados aos obtidos nas matrizes lacteas (P < 0,05). As maiores velocidades de
acidificacdo entre todas as matrizes estudadas foram obtidas para FSL1 ¢ FSL2, com
diferencas significativas entre si ¢ entre as demais matrizes (P < 0,05). Valores de Vipax
semelhantes aos obtidos para FSL1 foram observados por Almeida er al. (2009) em
diferentes bases lacteas. Os valores de tymax variaram de 245 h a 9,93 h, em matrizes
lacteas, com diferengas estatisticas significantes entre si (P < 0,05). Comportamento
semelhante foi observado para as matrizes ndo lacteas. Almeida ef al. (2009)
observaram valores de tym., inferiores para Bifidobacterium animalis subsp. lactis em

bases lacteas.

O pH para atingir V,,x foi superior nas matrizes FPL ¢ FPNL (em média pH
6,46) sem diferencas entre si (£ > 0,05), enquanto FSL1 e FSL2 apresentaram os
menores valores de pH (em média 5,64) para atingir V., ; e FSNL1 e FSNL2

apresentaram comportamento semelhante com valores de pH intermediarios.

O tempo necessario para atingir pH 5,5 foi maior para a FSL2, com diferencas
significativas perante as demais matrizes de origem lactea ¢ ndo lactea. Por outro lado, o
menor tempo necessario para atingir o pH 5,5 foi observado para FPL ¢ FSNL2. Em
relagdo ao tyy 50, Observou-se que as matrizes ndo lacteas, de modo geral, apresentaram
tempo superior para atingir o pH requerido, com diferengas significativas entre si ¢ em

relagdo as matrizes lacteas.
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O tempo necessario para atingir o pH 4,7 (Figura 3) variou muito entre as
matrizes. A fermentagdo de B. lactis HNO19 nas matrizes FPL e FSL1 ocasionou os
menores tempos de fe.rmentag:z”io (tpma,7), 1., inferiores a 10h. Por outro lado, a
fermentagdo em FSL2 necessitou de ~13 h para atingir o mesmo valor de pH, com
diferencas significativas (P < 0,05) entre as matrizes lacteas. Oliveira et al. (2009)
encontraram valores ligeiramente superiores no tempo de fermentagdo da cultura pura
de B. animalis subps. lactis Bl04 em leite desnatado. O tempo necesséario para que a
fermentagdo de B. lactis HNO19 nas matrizes ndo lacteas atingisse o pH 4,7 foi muito
superior aos observados nas matrizes lacteas, com tempo final de fermentag8o acima de

20 h, ndo diferindo estatisticamente entre st (P > 0,05)

Esse fato é corroborado pelas diferengas notadas entre a variagdo de valores do
tempo necessario para atingir o pH 4,7, apds a matriz ter atingido os pH 5,5 ¢ 5,0. Nas
matrizes lacteas, o decaimento do pH a partir do valor 5,5 decorre em no maximo 3,28
h, para FPL. Se avaliado o pH 5,0, essa diferenca fica em 1,45 h. Nas matrizes de
origem ndo lactea uma atividade acidificante lenta foi responsavel pelo tempo de ~14,50
h do momento em que o pH 5,5 foi atingido até o término da fermentagdo. Uma das
hipéteses relacionadas a baixa atividade acidificante seria a utilizagdo de outros
carboidratos mais complexos e/ou acidos orgénicos pela bifidobactéria nas matrizes néo
lacteas, caracterizando crescimento lento (SCALABRINI; MATTEUZZI, 1998; PHAM,;
SHAH, 2008). Segundo Donkor et al. (2007), a habilidade de bactérias acido lacticas
em fermentar carboidratos disponiveis no meio de crescimento € dependente do género
e da espécie. Estes autores ainda destacam que algumas espécies apresentam
crescimento lento em produtos a base de soja devido a falta de habilidade em fermentar

outros carboidratos.
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Figura 3. Tempo (h) para atingir pH 4,7 de diferentes matrizes lacteas e ndo lacteas
fermentadas por Bifidobacterium animalis subsp. lactis HNO19 a 42 °C. Médias (n = 2)
com letras diferentes sdo significativamente diferentes (P < 0,05).

FPL: formula de partida lactea; FSL1: formula sequencial lactea 1; FSL2: formula
sequencial lactea 2; FPNL: formula de partida nfo lactea; FSNLl formula sequencial
néo lactea 1; FSNL2 formula de partida ndo lactea 2.



5.3. Contagem de células vidveis em féormulas infantis fermentadas por

Bifidobacterium animalis subsp. lactis HN019 durante armazenamento a 4 °C

Os indculos ix.liciais utilizados nos ensalos continham contagens de
Bifidobacterium animalis subsp. lactis HN019 superiores a 7,30 logio UFC.mL". Antes
da fermentagdo (d0) a contagem média foide 6,95 a 7,21 log;o UFC.mL™" apresentando
muita similaridade nas trés matrizes lacteas estudadas. A contagem de células
cultivaveis de Bifidobacterium animalis subsp. lactis HNO19 fermentadas em matrizes
lacteas sob armazenamento por 21 dias a 4 °C esta apresentada na Figura 4. A maior
contagem foi obtida para o formulado FSL] apds sete dias (d7) de armazenamento a

4 °C, enquanto a menor contagem foi obtida na matriz FPL no momento da moculagéo

(d0).

(g}
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7.00 |

Contagem (log  nfeanl, o)
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Tempo de Armazenamerito {dias)

Figura 4. Evolucdo da contagem de células viaveis de Bifidobacterium animalis subsp.
lactis HNO19 em matrizes lacteas fermentadas. Médias (n = 8) com letras diferentes sdo
significativamente diferentes; P < 0.05.

FPL: féormula de partida lactea, FSL1: formula sequencial lactea 1; FSL2: férmula
sequencial lactea 2.
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Durante a fermentaco, notou-se crescimento de 1,41 log;o ciclos para FPL,
FSL1 e FSL2, respectivamente. Apos sete dias de armazenamento, as contagens
permaneceram estév'eis,‘ sem diferengas significativas (P > 0,05) quando comparadas ao
1° dia de armazenamento. Aos 14 dias de armazenamento, diminuigdo de 0,84 logi,
ciclos para FPL e 046 logio ciclos para FSL2 foi1 observada. Por outro lado, o
formulado FSL1 apresentou o menor decréscimo (0,08 log, ciclos) na contagem de
células cultivaveis. Apds o 21° dia de armazenamento, as contagens de todos os
formulados de origem lactea apresentaram, em média, decréscimo significativo (P <
0,05) de 1,05 logo ciclos. A contagem final obtida apos 21 dias de armazenamento
refrigerado esta de acordo com o preconizado por ANVISA (2007) e Oliveira (2002),
para produto probidtico, estando acima de 7,13 log;o UFC. mL ' nos formulados lacteos

fermentados.

Alguns estudos relacionados a sobrevivéncia de probioticos em formulas em pd
mostram que existe pouco ou nenhum relato sobre a estabilidade dos probidticos nas
formulas, especialmente na drea comercial, apesar da estabilidade de bifidobactérias em
iogurtes, leites fermentados e derivados estar sendo amplamente investigada
(VINDEROLA et al., 2000; CHAMPAGNE et al., 2005; PHILIPS et al., 2006; HIGL et
al., 2007).

Almeida et al. (2001) e Castro ef al (2008) obtiveram contagens
microbioldgicas de B. animalis subsp. lactis Bb-12 em bebidas lacteas a base de soro de
queijo superiores as obtidas nos formulados lacteos fermentados deste estudo apés um
dia de armazenamento refrigerado. O mesmo comportamento foi observado por Damin
et al. (2009) em leites fermentados formulados com diferentes suplementos e por
Antunes ef al. (2007 a, b) em um novo produto lacteo fermentado formulado chamado

buttermilk.

Na Figura 5, apresenta-se a evolugfo da contagem de células cultivaveis em
matrizes ndo lacteas fermentadas por B. lactis (HNO19) durante o periodo de
armazenamento de 21 dias, sob refrigeragdo a 4 °C. A maior contagem (8,78 log;o UFC.

mL') foi observada para o formulado FPNL apoés o primeiro dia (dl) de
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armazenamento sob refrigeragdo a 4 °C, enquanto a menor contagem (5,96 log;o UFC.

mL ) foi obtida no formulado FSNL2 no momento da inoculagdo (d0).

Cantagem dogge nfeml.” l"}

a7 413
Tempo d¢ armazenamento (dias)

Figura 5. Evolugéo da contagem de células viaveis de Bifidobacterium animalis subsp.
lactis HNO19 fermentadas em matrizes ndo lacteas. Médias (n = 8) com letras diferentes
sdo significativamente diferentes; P < 0.05.

FPNL: férmula de partida ndo lactea; FSNL1: formula sequencial ndo lactea 1; FSNL2:
férmula de partida ndo lactea 2.

Durante a fermentagdo, notou-se crescimento médio de 2,15 log, ciclos. Apds o
sétimo dia de armazenamento, houve decréscimo significativo na contagem de células
cultivaveis (P < 0,05) para todos os formulados, com decaimento de 1,30 logo, 0,55
logio € 0,88 log)o ciclos para Fl?NL, FPNL1 e FPNL?2, respectivamente. Notou-se que
do 14° ao 21° dias de armazenamento nfo houve diferenca significativa (P > 0,05) na

contagem microbiologica. Foi observado, em média, decréscimo significativo de 1,74
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logio ciclos para todos os formulados de origem ndo lactea apds os 21 dias de

armazenamento.

A contagem final obtida apés 21 dias de armazenamento refrigerado esta de
acordo com o requerido para produto probidtico, segundo o preconizado pela ANVISA
(2007), estando acima de 6,61 log;o UFC.mL™ para todos os formulados fermentados

ndo lacteos.

As contagens microbiologicas de B. lactis obtidas ao término da fermentagio
(Figura 5) foram superiores as obtidas por Pham e Shah (2008) para produto lacteo
suplementado com proteina isolada de soja e semelhantes as obtidas por Champagne ef
al. (2009), com B. longum em formulado fermentado de soja, e por Yeo e Liong (2010),
com cepas de bifidobactéria apds a fermentagdo em leite de soja. De maneira analoga,
Kriiger et al (2008) obtiveram contagens microbiol6gicas similares de Bifidobacterium
spp. para bebida lactea probiotica formulada com soro de leite e extrato hidrossoluvel de

soja durante o mesmo periodo de armazenamento.
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54. Contagem de células viaveis em matrizes lacteas e nfo lacteas
adicionadas de Bifidobacterium animalis subsp. lactis HNO19 durante

armazenamento a 4 °C

Na Figura 6, apresenta-se a evolugdo da contagem de células cultivaveis em
formulados lacteas adicionados de B. lactis (HNO019) durante o periodo de
armazenamento de sete dias, sob refrigeragdo a 4°C. No momento da inoculagdo, i.e, d0,
a contagem de células viaveis foi em média de 8,53 log;o UFC. mL™'. A maior contagem
(8,67 log;p UFC. mL “1) foi observada para o formulado FSL1 apds trés dias de

armazenamento sob refrigeragéo.

10,00
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Figura 6. Evolugio da contagem de células viaveis de Bifidobacterium animalis subsp.
lactis HNO19 adicionadas em matrizes lacteas. Médias (n = 8) com letras diferentes sfo
significativamente diferentes; P < 0.05.

FPL: formula de partida lactea, FSL1: formula sequencial lactea 1; FSL2: férmula
cquencial lactea 2.



Avaliando os resultados pode-se observar que B. lactis no formulado probidtico
lacteo FSL2 apresentou crescimento de 0,91 log;o ciclos durante a fermentag_ﬁo, que
continuou apos d 1° até’o 3° dia de armazenamento do produto sob refrigeragdo. Este
comportamento do probiodtico diferiu nas demais matrizes (P > 0,05), 1.e., a contagem
permaneceu estavel ou mesmo diminuin de 0,55 logo e 0,47 logio ciclos para FPL e
FSL1, respectivamente. A contagem final acima de 7,53 log;o UFC. mL ' obtida apds
sete dias de armazenamento refrigerado de todos os produtos esta de acordo com o

requerido pela ANVISA (2007).

Poucos dados relacionados a viabilidade de probidticos em formulas infantis
estdo disponiveis na literatura, devido ao grande desafio tecnologico de manter o micro-
organismo probidtico estavel durante o periodo de armazenamento nos produtos em pod

(ABE et al, 2009).

Abe e colaboradores (2009) compararam a estabilidade de Bifidobacterium spp.
em formulas comerciais em po e testes nas quais B. longum (BB536), B. breve (M-
16V) e B. infantins (M-63) foram adicionados, durante o periodo de validade de 24
meses, observando contagens significativamente superiores nas férmulas comerciais,

mantendo contagem de células viaveis acima de 6,00 log;o UFC.mL™.

A estabilidade dos micro-organismos € essencial para que o efeito probiotico
seja alcangado. Assim, Mah et al. (2007) realizaram um estudo clinico com criangas
asiaticas, ministrando 60 mL de férmulas de partida lactea adicionadas de 7,00 log)o
UFC.g" de B. longum BB536. O micro-organismo permaneceu viavel durante 600 dias,
de acordo com o laudo do fabricante; entretanto, a estabilidade durante o periodo de

estudo ndo fo1 testada.

Na Figura 7, apresenta-se a evolugdo da contagem de células cultivaveis em
formulados ndo lacteos adicionados de B. lactis (HNO19) durante o periodo de
armazenamento de sete dias, sob refrigeragdo a 4 °C. As contagens variaram 7,43 logo

UFC. mL™" (FSNL2, d7) a 8,75 logio UFC. mL™" (FSNL1, d0).
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Figura 7. Evolugio da contagem de células viaveis de Bifidobacterium animalis subsp.
lactis HNO19 adicionadas em matrizes ndo lacteas. Médias (n = 8) com letras diferentes
sdo significativamente diferentes; P < 0.05.

FPNL: formula de partida ndo lactea; FSNL1: formula sequencial ndo lactea 1; FSNL2:
formula de partida ndo lactea 2.

Avaliando os resultados obtidos, observou-se que todos os formulados atingiram
contagem de B. Jactis HNO19 suficientes para considera-los alimentos funcionais, apos
0 3° dia de armazenamento sob refrigeragdo, com excegdo do formulado FSNL2, que
apresentou decréscimo significativo de 0,30 log;o € 0,61 log;o ciclos apos 3 e 7 dias de
armazenamenio (P < 0,05). A contagem de células viaveis no formulado FPNL, nos
primeiros dias de armazenamento, manteve-se com valor exigido para considera-lo
alimento funcional, apresentando decréscimo de 034 logl0 ciclos ao término do

periodo de armazenamento.

Né&o fo1 observado decréscimo significativo (P > 0,05) para todos os formulados

de origem ndo lactea apds os 7 dias de armazenamento a 4 °C. A contagem final obtida
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apds 7 dias de armazenamento refrigerado esta de acordo com as normas da ANVISA

(2007) para produto probidtico, estando acima de 7,43 log:o UFC.mL™".

Ngo foir possivel estabelecer comparagdes da contagem de micro-organismos
probidticos adicionados a matrizes ndo lacteas com outros estudos, tendo em vista que a

literatura ndo disponibiliza dados semelhantes.
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5.5. Evolugiio do valor pH e de acidez de formulades probioticos licteos e
nio lacteos fermentados por Bifidobacterium animalis subsp. lactis HNO19

durante armazenamente a 4 °C

A pés-acidificagfio, representada pelos valores de pH ¢ pela acidez, determinada
em g de acido lactico, dos formulados probidticos fermentados lacticos e ndo lacticos
durante o periodo de armazenamento a 4 °C, pode ser observada nas Figuras § ¢ 9,

respectivamente.
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Figura 8. Evolugdo do valor de pH de formulas infantis probidticas antes (d0) e aos um
(dl), trés (d3), sete (d7), 14 (d14) e 21 (d21) dias apds a fermentagdo por
Bifidobacterium animalis subsp. lactis HN019. Médias (n = 3) com letras diferentes sio
significativamente diferentes; P < 0.05.

FPL: férmula de partida lactea; FSL1: formula sequencial lactea 1; FSL2: férmula

sequencial lactea 2; FPNL: formula de partida ndo lactea; FSNLI: formula sequencial
ndo lactea 1; FSNL2: formula de partida ndo lactea 2
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Os valores de pH ndo apresentaram diferengas estatisticas significativas entre os
formulados probiéticos lécteos fermentados por B. lactis HNO19, durante o periodo de
21 dias de armazenamento sob refrigeragdo a 4 °C. Notou-se, inclusive, sutil aumento
do pH no formulado FPL. Os resultados obtidos demonstraram decréscimo médio de
0,16 unidades de pH nos formulados probiéticos lacteos fermentados, ao final de 21
dias de armazenamento sob refrigeragdo a 4 °C (P > 0,05). Esses resultados
contribuiram para manutencdo e estabilidade do produto € na contagem microbiana
adequada dos formulados probioticos fermentados, visto que o micro-organismo
empregado neste estudo apresenta sensibilidade a elevados valores de acidez ¢ de pH

baixos.

Observou-se que todos os formulados probidticos fermentados lacteos
apresentaram valores de pH similares aos obtidos por Almeida ef al. (2007) em leite
desnatado e soro de leite, fermentados por micro-organismos probidticos em culturas
bindrias. Foi igualmente relatado nesse estudo, ao empregar a cultura Bifidobacterium
animalis subsp ldactis (Bl04), que menor pos-acidifica¢do era notada para bebidas lacteas
fermentadas. Oliveira et al. (2009) realizaram estudo com leites fermentados por co-
culturas e culturas probidticas puras, suplementados ou nfo com diferentes
concentra¢des de inulina, e relataram ligeiro decréscimo dos valores de pH para todos

os produtos lacteos durante o armazenamento refrigerado.

Em relacdo aos formulados probidticos ndo lacteos ferméntados por B. lactis
HNO019, os valores de pH nfo apresentaram diferencas estatisticas entre si durante o
periodo de 21 dias de armazenamento sob refrigeragdo a 4 °C. Lin etal (2004)
desenvolveram bebidas fermentadas com diferentes proporgdes de Lactobacilos
paracasei subsp. paracasei NTU101 e Bifidobacterium longum, produzidas com uma
combinagdo de leite, extrato hidrossolivel de soja e diferentes amostras de suco (L.
Miller), e relataram valores de pH e acidez similares aos encontrados neste estudo,
durante 14 dias de armazenamento. Relataram, ainda, similaridade aos valores de pH e
acidez, indicando que, apesar da diferenga no nimero de células viaveis, o pHe a acidez

tituldvel de todas as bebidas eram muito semelhantes. Donkor ef al. (2007)
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descreveram valores de pH similares em extrato hidrossoluvel de soja fermentado por
Bifidobacterium lactis (LAFTI B94) ap6s 48 horas de fermentagdo. _

Ao avaliar os valores obtidos pbs-acidificacdo dos formulados probidticos
fermentados, mensurados em 4cido lactico (Figura 9), notou-se que os formulados
lacteos apresentaram valores superiores (P < 0,05) aos ndo lacticos durante o periodo de
armazenamento sob refrigeracdo. Porém, o nivel de acidez encontrado para todos os
formulados probioticos fermentados mostrou aumento significativo do momento da
inoculagfio (D0) até o periodo de 24 horas apés a fermentagdo, com exce¢do do
formulado FPL. Apdés um dia de armazenamento, notou-se que os valores de acido
lactico nfio aumentaram significativamente (P > 0,05) nos formulados probidticos
fermentados até o tltimo dia de armazenamento (d21) sob refrigeragdio. Dentre os
formulados probidticos lacteos, FPL apresentou valores de 4cido lactico (50%)
inferiores aos obtidos para os demais. Por outro lado, comparando os valores de acido
lactico entre os formulados probidticos fermentados nfo lacteos, notou-se que FSNLI
apresentou valores inferiores aos demais, durante o periodo de armazenamento sob
refrigeracdo, assemelhando-se ao formulado probidtico fermentado lacteo FPL.

Os resultados de pH e acidez obtidos foram adequados para a manutencdo da
estabilidade do produto, visto que 0 micro-organismo empregado neste estudo apresenta

elevada sensibilidade & acidez.
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Figura 9. Evolucdo da acidez (4cido lactico) de formulas infantis probioticas antes (d0)
e aos um (d1), trés (d3), sete (d7), 14 (d14) e 21 (d21) dias apés a fermentaclo por
Bifidobacterium animalis subsp. lactis HN0O19. Médias (n = 3) com letras diferentes sdo

significativamente diferentes; P < 0.05.

FPL: formula de partida lactea; FSL1: formula sequencial lactea 1; FSL2: formula
sequencial lactea 2; FPNL: formula de partida ndo lactea; FSNLI: formula sequencial
ndo lactea 1; FSNL2: férmula de partida nfo lactea 2 '



5.6. Evolugiio do valor de pH e da acidez de formulades probiéticos licteos e
ndo lacteos adicionados de Bifidobacterium animalis subsp. lactis HNO19 durante

armazenamento a 4 °C

As Figuras 10 e 11 mostram, respectivamente, os resultados de pos-acidificagio
(pH e acidez) dos formulados probiéticos nfo fermentados lacticos e ndo ldcticos
durante o periodo de armazenamento a 4 °C.

Os formulados de origem ndo lactea apresentaram valores de pH
significativamente inferiores (pH médio= 5,86 upH) aos observados nos formulados de
origem lactea (pH médio= 6,14 upH), a excecéo do formulado lacteo FPL, cujos valores
determinados apds 7 dias de armazenamento foram semelhantes aos obtidos pelos
formulados ndo lacteos. Contudo, notou-se que o formulado ndo lacteo FSNLI
apresentou decaimento médio de 1,02 upH (P < 0,05) ao final do periodo de
armazenamento.

Ao avaliar os valores obtidos da pds-acidificagdo dos formulados probidticos
ndo fermentados, mensurados em 4cido lactico, notou-se que os valores de pH dos
formulados lacteos comparados aos nfo lacteos mantiveram-se estaveis durante o
periodo de armazenamento sob refrigeragdo. Dentre os formulados lacticos, FPL foi o
que apresentou o menor valor de acido lactico.

Quando comparados os valores obtidos nos formulados ndo lacticos, notou-se
que os mesmos apresentaram teor de acido lactico semelhantes durante o periodo de
armazenamento sob refrigeracio, embora o formulado FSNL2 tenhf;t apresentado
valores de acido lactico ligeiramente superiores.

Tendo em vista que a pods-acidificacdo excessiva dos produtos prejudica a
sobrevivéncia dos micro-organismos probidticos (OLIVEIRA; PEREGO et al., 2009),
os dados obtidos mostram que os formulados lacteos adicionados, no final do periodo
de armazenamento, apresentaram valores de pH mais elevados, o que pode favorecer a

contagem microbioldgica mais elevada.



Algumas pesquisas relacionadas a adicdo de probidticos estudam a viabilidade
do micro-organismo durante o periodo de armazenamento, em féormulas em p6 (ABE ez
al., 2009). Entretanto, ndo existem dados disponiveis na literatura que demonstrem a

acidificaciio de formulas lacteas e nfo lacteas adicionadas de B. lactis HNO19.
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Figura 10. Evolucdo do valor de pH de férmulas infantis probiéticas antes (d0) e aos
um (d1), trés (d3) e sete (d7) dias apés a adicdo de Bifidobacterium animalis subsp.
lactis HNO19. Médias (n = 3) com letras diferentes séo significativamente diferentes;
P <0.05.

FPL: férmula de partida lactea; FSL1: formula sequencial lactea 1; FSL2: féormula

sequencial lactea 2; FPNL: formula de partida ndo lactea; FSNL1: féormula sequencial
ndo lactea 1; FSNL2: formula de partida ndo lactea 2
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Figura 11. Evolugdo da acidez (acido lactico) de férmulas infantis probidticas antes
(d0) € aos um (d1), trés (d3) e sete (d7) dias apds a adigdo de Bifidobacterium animalis
subsp. lactis HN0O19. Médias (n =3) com letras diferentes sdo significativamente
diferentes; P < 0.05.

FPL: formula de partida lactea; FSL1: formula sequencial lactea 1; FSL2: formula
sequencial lactea 2; FPNL: formula de partida ndo lactea, FSNL1: formula sequencial
ndo lactea 1; FSNL2: formula de partida ndo lactea 2 ‘
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6. CONCLUSOES

A caracterizagdo quimica das matrizes lacteas e ndo licteas apresentou resultados
distintos. Todos os valores estfio de acordo com o descrito no rétulo dos produtos. As
matrizes estio de acordo com o preconizado pelo Codex Alimentarius, AAP e
ESPGAN, com exce¢do da FSL2.

A cinética de acidificacdo de B. animalis subsp. lactis HNO19 diferiu segundo as
matrizes empregadas. '

As contagens de bactérias cultivaveis nos formulados fermentados e adicionados
encontraram-se de acordo com as recomendagdes da ANVISA.

Os valores de pH e a acidez das férmulas infantis probidticas fermentadas e
adicionadas mantiveram-se estdveis durante o armazenamento. A acidez das férmulas
lacteas fermentadas foi superior a das ndo lacteas e as formulas infantis ndo lacteas

adicionadas apresentaram valores de pH inferiores aos obtidos nas lacteas.

O processo (fermentagdo ou adi¢do) e o tipo de matriz (lactea e ndo lactea)
mnfluenciaram a pés-acidificagdo € a viabilidade de B. animalis subsp. lactis HNO19 e

produtos durante o armazenamento a 4 °C.

As formulas para lactentes podem ser considerados bons veiculos de

Bifidobacterium animalis subsp. lactis HNO19.
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ANEXOS



ANEXO I

Recomendagdes em nutrientes (g/ 100 Kcal) para a primeira infancia.

Codex AAP? ESPGAN’
Alimentarius'
min. max. min. még. min. max.
Proteina 1,8 3,0 1,8 4.5 1.8 2,8
Gordura 4.4 6,0 33 6,0 4.4 6,0
Carboidratos 9,0 14,0 10,0 11,0 8.0 12,0

! CODEX, 2011.
2 AMERICAN ACADEMY OF PEDIATRICS, 1976.

* KOLETZKO et al., 2005.
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Fone: (11) 3081 3621 - Fax (11) 3091 3141 - e-mail: pgfarma@usp.br
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