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RESUMO
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ADICIONADO DE OLEO DE LINHACA

Autora: Larissa Vargas Becker
Orientador (a): Professora Dr. Neila Silvia Pereira dos Santos Richards
Local e Data da Defesa: Santa Maria, 16 de fevereiro de 2009.

Mais de 50% da populacdo mundial apresenta condicoes de deficiéncia de
lactase, sendo que no Brasil, 58 milhdes de pessoas sofrem de tal desordem
genética. O objetivo deste trabalho foi o de produzir iogurte probiético com teor
reduzido de lactose e adicionado de 6leo de linhaga e estudar a viabilidade das
bactérias lacticas e bifidas frente ao 6leo de linhaga e diferentes teores de lactose.
Trés dos sete tratamentos desenvolvidos foram adicionados de 0,2; 0,5 e 0,8g de
enzima lactase por litro de leite respectivamente. Foram realizadas analises
microbiolégicas e fisico-quimicas nos iogurtes. Os iogurtes com reduzidos teores de
lactose apresentaram queda de pH e aumento de acidez menos acentuada que 0s
demais iogurtes em vinte e oito dias de armazenamento. Os teores de lactose
encontrados nos iogurtes com adicdo de lactase sado considerados baixos, dentro
dos padrdes regulamentados pela legislacdo de alimentos para fins especiais. A
relacdo encontrada entre Streptococcus salivarius ssp. thermophilus e Lactobacillus
delbrueckii ssp. bulgaricus foi de 2:1 favorecendo a diminuicdo da pés-acidificacao.
O numero de células viaveis de Bifidobacterium sp. e Lactobacillus acidophilus
assim como o de bactérias lacticas se mantiveram até o final da estocagem
conforme preconizado na legislacéo brasileira. Os teores de gordura foram maiores
para o0s iogurtes adicionados de O6leo de linhagca e farinha de arroz
concomitantemente. Apenas um dos iogurtes apresentou-se de acordo com a
legislacdo quanto ao teor de proteinas, provavelmente pela substituicao do leite em
pd pela farinha de arroz na formulagdo dos iogurtes. Considerando os resultados
obtidos pode-se inferir que a enzima lactase utilizada hidrolisou eficientemente a
lactose dos iogurtes e ndo comprometeu a viabilidade dos microrganismos da
cultura tradicional como da cultura probidtica.

Palavras-chave: iogurte, probiético, lactose, 6leo de linhacga.



ABSTRACT

Master’s Dissertation
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PROBIOTIC YOGURT WITH REDUCED LACTOSE CONTENT WITH
FLAXSEED OIL

Author: Larissa Vargas Becker
Supervisor: Professor Doctor Neila Silvia Pereira dos Santos Richards
Place and Date of Defense: Santa Maria, February 16, 2009.

More than 50% of the world population presents conditions of lactase
deficiency, in Brazil, 58 million people undergo such genetic disorder. The goal of the
present work was to produce probiotic yogurt with reduced contend of lactose added
flaxseed oil and to study the viability of lactic and bifid bacteria compared to the
flaxseed oil and different contends of lactose. Three out of the seven developed
treatments were added with 0,2; 0,5 and 0,8g of lactase enzyme per liter of milk
respectively. Microbiological and physic-chemical analysis were carried out in the
yogurts. The yogurts with reduced lactose presented a decrease in pH and an
increase in the acidity less strong than the other yogurts during twenty-eight days of
storage. The contends of lactose found in the yogurts which were added with lactase
are considered low, within the patterns and regulations of the for special dietary uses
legislation. The ratio found between Streptococcus salivarius ssp. Thermophilus and
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus was 2:1, which favors the decrease of post-
acidification. The number of viable cells of Bifidobacterium sp. and Lactobacillus
acidophilus as well as the lactic bacteria stood until the end of the storage period
according to the recommendations of the legislation. The fat contends were higher in
yogurts added with flaxseed oil and rice flour concomitantly. Only one of the yogurts
fit the legislation concerning protein contend, probably due to the substitution of
powder milk by the rice flour in the yogurts. Considering the results it is possible to
infer that the enzyme lactase used in the experiment efficiently hydrolyzed the
lactose of the yogurts and did not compromised the viability of microorganisms of the
traditional culture as the probiotic culture.

Key words: yogurt, probiotic, lactose, flaxseed oil.
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1 INTRODUCAO

O iogurte € um dos derivados lacteos mais consumidos pela populagcao
brasileira. Apesar disso, muitos estudos mostram que uma porcentagem significativa
da populagdo mundial sofre com transtornos gastrointestinais quando consome leite
e derivados lacteos.

Tais sintomas sdo oriundos da deficiéncia ou auséncia da enzima intestinal
beta galactosidase (lactase), este transtorno é chamado de intolerancia a lactose. A
lactase é responsavel pela quebra da molécula de lactose, o principal carboidrato do
leite. A quebra da lactose origina dois monossacarideos, glicose e galactose, mais
facilmente absorvidos pelo intestino (SUENGA et al., 2003).

A intolerancia a lactose é uma desordem genética muito comum. No Brasil, 58
milhdes de pessoas apresentam alguma dificuldade em digerir a lactose pela
deficiéncia da enzima lactase no intestino (BATAVO, 2004).

E possivel que os individuos aumentem sua tolerancia a produtos lacteos por
ingestao de produtos fermentados como o iogurte, devido ao fato do teor de lactose
ser menor (KLEINMAN, 1990). A lactose presente no iogurte € mais facilmente
digerivel, pois cerca de 50% de sua concentragao original ja foi hidrolisada durante a
fermentagdo (BRANDAO, 1995).

Produtos lacteos fermentados e leite com baixo teor de lactose tém sido
recomendados para pessoas com intolerancia a lactose. Tal fato atribui-se a alta
atividade da lactase presente nos microrganismos usados na produg¢ao do iogurte
(principalmente  Streptococcus salivarius ssp. thermophillus e Lactobacillus
delbrueckii ssp.bulgaricus) quando comparados com outras bactérias produtoras de
acido lactico (SHAH; FEDORAK; JELEN, 1992; SWAGERTY; WALLING; KLEIN,
2002).

O Brasil ainda possui um mercado pouco voltado para produtos especificos
aos consumidores intolerantes a lactose, com excecao dos leites UAT (ultra alta
temperatura — esterilizado) (ABLV, 2005).

A utilizacdo da lactase para hidrolisar a lactose pode ser uma boa opcéao aos
consumidores intolerantes a lactose.

Existe um crescente interesse em pesquisar usos potenciais da lactase na
hidrélise da lactose em produtos lacteos (MANAN; KARIM e KIT, 1999).
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O presente trabalho teve por objetivo produzir iogurte probiético adicionado
de dleo de linhaca e com teor reduzido de lactose utilizando para isso a enzima
lactase. Assim contribui-se para o conhecimento cientifico e o aprimoramento de
técnicas para que a industria alimenticia possa atender melhor os consumidores
intolerantes a lactose, proporcionando-lhes assim produtos que atendam as suas
necessidades especiais.

Além disso, também foram avaliados os aspectos microbioldgicos e fisico-
quimicos. Nessa perspectiva os objetivos especificos foram:

e Determinar a reducao no teor de lactose dos iogurtes tratados com a enzima
lactase;

e Determinar o niumero e proporcdo entre as bactérias lacticas dos iogurtes
tratados com a enzima lactase e o 6leo de linhaga;

e Avaliar o comportamento das culturas utilizadas nos iogurtes adicionados de
lactase e 6leo de linhaca;

e Caracterizar fisico-quimicamente, quanto aos teores de pH, acidez, proteina,
gordura, umidade, cinzas, extrato seco total, extrato seco desengordurado e
lactose, o iogurte produzido a partir de leite com baixo teor de lactose e 6leo
de linhaca.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 logurte

Segundo Rasic e Kurmann (1978) o iogurte foi originalmente produzido na
Asia, no século VIII. O iogurte € um alimento e bebida tradicional nos Bélcas e na
Asia Mediterranea a palavra “iogurte” é derivada da palavra turca “jugurt’, sendo
conhecida por uma variedade de nomes em diferentes paises (TAMIME e DEETH,
1980).

O uso de produtos fermentados na alimentagdo humana data de vérios
séculos. Galeno, célebre médico grego do século Il a.C. descreveu as virtudes deste
alimento, realgando a sua maior digestibilidade comparativamente ao leite e o seu
efeito benéfico e purificador no excesso de bilis e nos problemas estomacais
(GONZALEZ, 1997).

Em Damasco, no século VIII, surgiu um livro de medicina intitulado “Grande
explicagdo do Poder dos Elementos da Medicina”. Nesta obra, sucessivamente
complementada e atualizada por diversos médicos eruditos gregos, arabes e hindus,
recomendava-se unanimemente o consumo de iogurte como calmante, refrescante e
regulador intestinal (GAVA, 1984).

A fermentacdo do leite através das culturas lacticas resulta varios tipos de
produtos, todos com vida de prateleira mais extensa do que o leite fresco devido a
formacao de componentes metabdlicos como acido lactico, acido propiénico, diacetil
e substancias antagonisticas que exercem efeito inibitério nas bactérias gram-
negativas responsaveis pela deterioracdo do produto (MARTINS et al., 1988;
VEDAMUTHU, 1991; VOSNIAKOS et al.,, 1991). Além de aumentar a vida de
prateleira do leite in natura, o processo fermentativo em si torna o produto mais
seguro e nutritivo. Os principais tipos de leites fermentados séo: iogurte, kefir e leite
aciddfilo, sendo o iogurte o mais popular (RAPACCI, 1999).
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Durante a fermentacdo, a proteina, a gordura e a lactose do leite sofrem
hidrélise parcial, tornando o produto facilmente digerivel, sendo considerado agente
regulador das funcdes digestivas (CON et al. 1996; MANZANARES, 1996).

De acordo com o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA)
iogurte é o produto cuja fermentacdo se realiza com cultivos protosimbidticos de
Streptococcus salivarius subsp. thermophillus e Lactobacillus delbrueckii ssp.
bulgaricus aos quais podem ser acompanhados, de forma complementar, de outras
bactérias acido-lacticas que, por sua atividade contribuem para a determinacao das
caracteristicas do produto final.

De acordo com Brandao (1995), o iogurte fornece uma melhor assimilagao,
pelo organismo, de certos componentes, principalmente a lactose e proteinas.

E considerado um “produto vivo”, contendo até cinco bilhdes de células por
grama (BEHMER, 1991; OLIVEIRA e CARUSO, 1996).

O pH e a temperatura 6tima para o desenvolvimento do Streptococcus estao
em torno de 6,8 e 38°C, enquanto que o Lactobacillus estdo compreendidos em 6,0
e 43°C. O primeiro chega até 90° Dornic de acidez, enquanto que o segundo vai até
140° Dornic (BEHMER, 1976).

Entretanto, a cultura (start) do iogurte deve conter uma percentagem igual das
duas bactérias, do contrario ndo se obtera a consisténcia e a caracteristica desejavel
do odor no produto industrializado (BEHMER, 1999).

Durante a fermentagdo do iogurte o S. thermophillus é o primeiro a
desenvolver-se e, preparando assim condicbes propicias ao desenvolvimento do
Lactobacillus (producdo de &acido férmico e pirdvico, comego da acidificacao:
abaixamento do potencial oxiredutor).

Além de prosseguir a fermentagdo lactica, o Lactobacillus hidrolisa certas
proteinas que fornecerdo ao Streptococcus os peptideos e o0s aminoacidos
essenciais a continuagdo do seu desenvolvimento. O Lactobacillus € o principal
produtor de compostos responsaveis pelo sabor e 0 aroma caracteristico do iogurte
(acetaldeido, diacetil, etc.) (FERREIRA, 1996).
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Durante a preparacao do iogurte as duas bactérias fermentam a lactose,

conforme quadro 1.

Lactose + Enzima — Glicose + Galactose + Enzimas — Acido lactico + Energia

Quadro 1 — Fermentacao da lactose

A refrigeracao do iogurte interrompe o crescimento das bactérias lacticas, que
mantém, no entanto, certa atividade metabdlica (FERREIRA, 1996).

E por isso que a acidez do produto tem tendéncia a aumentar durante o
armazenamento enquanto sua viscosidade diminui.

O iogurte fabricado em boas condicées de higiene e mantido no frio pode
permanecer comestivel durante aproximadamente 30 dias (LACASSE BEHMER,
1999).

O consumo de iogurte esta relacionado a imagem positiva de alimento
saudavel e nutritivo, associado as suas propriedades sensoriais (TEIXEIRA et al,
2000). Este produto é uma rica fonte de proteinas, calcio, fosforo, vitaminas e
carboidratos.

No Brasil, 0 aumento do consumo de iogurte comecou em 1970 e continuou
com uma taxa excepcional de crescimento devido aos mais variados produtos
disponiveis comercialmente, tais como iogurte congelado (frozen), o liquido e em
forma de bebidas (BRANDAO, 1987).

O crescente consumo do iogurte pode ser atribuido também aos beneficios
que o mesmo traz ao organismo, como: facilitar a acdo das proteinas e enzimas
digestivas no organismo humano, facilitar a absor¢éo de calcio, fésforo e ferro e ser
fonte de galactose — importante na sintese de tecidos nervosos e cerebrosideos em
criangas, bem como ser uma forma indireta de se consumir leite (FERREIRA et al,
2000).
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Os iogurtes podem ser classificados de acordo com o processo de
elaboragcdo, adicao de ingredientes, composicao, consisténcia e textura. Sao eles
(BRANDAO, 1987; TAMIME DEETH, 1980):

e logurte tradicional (set yogurt): no qual o processo de fermentagcdo ocorre
dentro da prépria embalagem, ndo sofre homogeneizagéo e o resultado € um
produto firme, mais ou menos consistente;

e |ogurte batido (stirred yogurf): o processo de fermentagdo ocorre em
fermentadeiras ou incubadoras com posterior quebra do coagulo;

e logurte liquido (fluid yogurt): o processo de fermentacdo € realizado em
tanques, é comercializado em embalagens plasticas tipo garrafa ou do tipo

cartonadas.

Hoje, os laticinios estdo mais centrados no iogurte batido, pois este permite
aos produtores adicionar estabilizantes para prevenir a sinérese durante a vida de
prateleira (LUCEY SINGH, 1998).

A figura 1 mostra o diagrama da produgcdo do iogurte tradicional, batido e
liquido.

O iogurte liquido difere do iogurte batido principalmente do ponto de vista
sensorial, pela menor viscosidade e menos textura (OLIVEIRA, 1997). O iogurte
natural ou tradicional deve ser fermentado dentro da embalagem na qual é
comercializado. A legislagdo determina que sua consisténcia deva ser firme, pastosa
ou semi-solida, de cor branca, odor e sabor caracteristicos. Deve ainda apresentar
como requisitos fisico-quimicos 3,0g a 5,99 de gordura/ 100g e acidez na faixa de
0,69 a 1,5g de acido lactico/ 100g (BRASIL, 2000).

2.2 Probioticos

De origem grega o termo probidtico significa ‘para a vida'. Ao longo dos anos
e de muitos estudos inumeras definicbes surgiram para estabelecer o termo

probidticos.
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Inicialmente foi proposto por Lilly e Stillwell (1965) como sendo compostos ou
extratos de tecidos capazes de estimular o crescimento microbiano, posteriormente
Parker (1974) definiu probi6tico como relativo a organismos e substancias que
contribuem para o equilibrio microbiano intestinal. Ja para Fuller (1989) probiéticos
eram suplementos alimentares a base se microrganismos vivos, que afetam
beneficamente o animal hospedeiro, promovendo o balanco de sua microbiota
intestinal.

Entretanto, atualmente a definicdo aceita internacionalmente é: probiéticos
s&0 microrganismos vivos, administrados em quantidades adequadas, que conferem
beneficios a saude do hospedeiro (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION
OF UNITED NATIONS; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2001).

Os probidticos assim como os prebidticos enquadram-se no conceito de
alimentos funcionais. O conceito diz que alimento funcional é aquele que além de
fornecer a nutricdo basica, promove a saude. Tais alimentos possuem potencial para
promover a saude através de mecanismos nao previstos através da nutricao
convencional, devendo ser salientado que esse efeito restringe-se a promocao da
saude e ndo a cura de doencas (SANDERS, 1998).

Os beneficios dos probidticos sobre a microbiota intestinal humana sao:
efeitos antagbnicos e a competicdo contra microorganismos indesejaveis e 0s
efeitos imunolégicos (PUUPPONEN-PIMIA et al., 2002).

Normalmente estdo presentes no intestino milhares de espécies de bactérias.
Essas bactérias tém grande influéncia sobre as reag¢des bioquimicas do hospedeiro.
Assim, quando em equilibrio, essa microbiota impede que microrganismos
patogénicos presentes na mesma exergam seus efeitos patogénicos.

Consequentemente, estando em desequilibrio h&d a proliferagdo dos
patégenos decorrendo em uma infecgao bacteriana (ZIEMER E GIBSON, 1998). Os
probidticos competem com as bactérias indesejaveis pelos nutrientes disponiveis no
nicho ecoldgico.

O hospedeiro fornece as quantidades de nutrientes que as bactérias
intestinais necessitam e estas indicam ativamente as suas necessidades, chama-se
esta de relacdo simbidtica. Esta relagdo impede uma producdo excessiva de
nutrientes, a qual favorece o estabelecimento de competidores microbianos com

potencial patogénico ao hospedeiro.
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Segundo Koop-Hoolihan (2001), Calder Kew (2002), Guarner, Malagelada
(2003) os probidticos podem impedir a multiplicagdo de seus competidores através
de compostos antimicrobianos, principalmente as bacteriocinas.

O conhecimento da microbiota intestinal e suas interacbes levaram ao
desenvolvimento de estratégias alimentares, objetivando a manutengéo e o estimulo
das bactérias normais ali presentes (GIBSON e FULLER, 2000).

E possivel aumentar o nimero de microrganismos promotores da satde no
trato gastrintestinal (TGl), através da introducdo de probidticos pela alimentacdo ou
com o consumo de suplemento alimentar prebiotico, o qual ira modificar
seletivamente a composicdo da microbiota, fornecendo ao probidtico vantagem
competitiva sobre outras bactérias do ecossistema (CRITTENDEN, 1999).

2.2.1 Principais Bactérias Probioticas

Os géneros Bifidobacterium e Lactobacillus sdo os mais utilizados como
probidticos, em menor escala esta o Enterococcus faecium. Essas sdo as bactérias
mais empregadas como suplementos probiodticos para alimentos uma vez que elas
tém sido isoladas de todas as porcdes do trato gastrointestinal do humano saudavel.
Segundo Charteris et al. (1998) e Bielecka et al. (2002) o ileo e o c6lon parecem ser
os locais de preferéncia para a colonizacdo intestinal dos Lactobacillus e
Bifidobacterias.

No entanto o efeito de uma bactéria € especifico para cada cepa, nao
podendo ser extrapolado, inclusive para outras cepas da mesma espécie
(GUARNER e MALAGELADA, 2003).

Até algum tempo atras os probidticos eram consumidos principalmente em
produtos lacteos. Porém, atualmente, a inclusdo dos probidticos esta em varios
ramos da industria alimenticia, como na dos vegetais fermentados e carnes
(ROBERFROID, 2000).
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2.2.2 Género Bifidobacterium

As bifidobacterias em geral sdo caracterizadas por serem Gram-positivas, da
ordem actinomicetas. Nao formam esporos, sdo desprovidas de flagelos, catalase
negativas e anaerdébias (SGORBATI et al., 1995). Foram isoladas pela primeira vez
no final do século XIX por Tissier. Quanto a morfologia podem ser: bacilos com
forma de bengala, bifurcados, curtos ou curvados.

O género Bifidobacterium inclui trinta espécies, das quais dez sao de origem
humana, dezessete de origem animal, duas de &guas residuais e uma de leite
fermentado, esta apresentando boa tolerancia ao oxigénio. S&o caracterizadas por
um conteudo elevado de guanina e citosina que varia em termos molares de 54 a
67%.

Sao heterofermentativas, produzem acido acético e lactico na proporcao
molar de 3:2 a partir de dois moles de hexose, sem a produgcédo de CO,, exceto
durante a degradacdao do gluconato. A enzima chave desta via metabdlica
fermentativa é a frutose-6-fosfato fosfocetolase, a qual pode por isso ser usada
como marcador taxonémico na identificacdo do género, mas que nao permite a
diferenciagao entre as espécies.

Além da glicose, todas as bifidobactérias de origem humana sao capazes de
utilizar a galactose, a lactose e a frutose como fontes de carbono. Crociani et al.
(1994) apontou a possibilidade de algumas espécies serem capazes de fermentar
hidratos de carbono complexos.

Os substratos fermentados pela maior parte das espécies foram D-
galactosamina, D-glucosamina, amilose e amilopectina. A Bifidobacterium infantis foi
a Unica espécie capaz de fermentar o acido D-glucurénico, enquanto que estirpes de
Bifidobacterium longum fermentaram a arabinogalactana, bem como as gomas
arabica, ghatti e tragacantha.

O crescimento 6timo das bifidobacterias ocorre entre 37 e 41°C, ocorrendo
maximos e minimos de crescimento a 43-45°C e 25-28°C, respectivamente. O pH
6timo encontra-se entre 6 e 7, com auséncia de crescimento em pHs muito alcalinos

ou acidos.
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As bifidobacterias sdo de extrema importancia no complexo ecossistema ativo
no trato gastrointestinal humano como também de outros mamiferos (SGORBATI et
al, 1995).

Elas também dominam a microflora indigena dos recém-nascidos, sendo
estimuladas pelos componentes glicoproteicos da k-caseina. Sua propor¢ao diminui
com a idade, estabilizando-se como terceiro género mais abundante, ou seja, 25%
da flora intestinal total (FINEGOLD et al., 1983). O Bifidobacterium longum é uma
espécie que perdura por toda a vida do hospedeiro, por esse fato € a espécie mais
procurada para integrar alimentos funcionais (MITSUOKA, 1990).

Em relagdo aos fatores de crescimento os derivados do leite bovino e humano
sé@o considerados potenciais candidatos para assegurar um eficaz crescimento in
vitro das bifidobacterias. Os hidrolisados preparados a partir da caseina (PROULX et
al., 1994) ou a partir do préprio leite (GOMES et al., 1998) sdo bons exemplos, pois
representam uma flexivel fonte aminoacidos livres e peptideos de diversos pesos
moleculares.

As bifidobacterias sintetizam vitaminas do complexo B, elevando seu teor no
produto fermentado, e o teor de lactose é diminuido em aproximadamente 20 a 25%
devido a sua utilizagdo pelos microorganismos. A bifidobacterias assim como o
Lactobacillus casei produzem acido lactico L(+), que é de mais facil digestdo para
criancas de até um ano de idade, enquanto outros microrganismos produzem a
forma D(-) ou DL(+/-) (HOLT et al., 1994; TAMINE, MARSHALL, ROBINSON, 1995;
FERREIRA, 1997).

2.2.3 Género Lactobacillus

Foi isolado pela primeira vez por Moro (1900), a partir das fezes de lactentes
amamentados com leite materno.

Moro por sua vez atribuiu-lhes o nome de Bacillus acidophilus, designagao
genérica dos lactobacilos intestinais (GOMES e MALCATA, 1999).
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Estes microrganismos sao gram-positivos, nao formadores de esporos,
desprovidos de flagelos, possuem forma de bacilo ou cocobacilo e podem ser
anaerobios ou aerotolerantes. As condicbes Otimas para sua multiplicacdo sao
temperaturas de 35-40°C e pH de 5,5-6,0.

As espécies mais utilizadas s&o: Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
rhamnosus e Lactobacillus casei. Grande parte dos L. acidophilus degradam
amigdalina, celobiose, frutose, galactose, glicose, lactose, maltose, manose, sucrose
e esculina (NAHAISI, 1986).

Dados apontam para uma melhor utilizagdo da sucrose do que da lactose por
parte do Lactobacillus acidophilus, fato atribuido a diferenca nas atividades da B-
galactosidase e da B-frutofuranosidase. Enquanto que a B-galactosidase € uma
enzima construtiva do Lactobacillus acidophilus a B-frutofuranosidase pode ser
induzida (GILLILAND et al., 2002).

Microrganismo heterofermentativo produz quase que exclusivamente acido
lactico a partir da degradacao da glicose, embora possa também produzir algum
acetaldeido, uma vez que o L. acidophilus exibe uma elevada atividade de treonina
adolase (MARSHALL e COLE, 1983).

2.2.4 Mecanismos de Atuagao dos Probidticos

O efeito dos probiéticos pode ser dividido em efeitos nutricionais, fisiol6gicos
e antimicrobianos (FULLER, 1989).

e Supressao do numero de células viaveis através da producédo de compostos
com atividade antimicrobiana, a competi¢cao por nutrientes e a competi¢cao por
sitios de adeséo.

e Alteracdo do metabolismo microbiano, através do aumento ou da diminuicao
da atividade enzimatica.

e Estimulo da imunidade do hospedeiro, através do aumento dos niveis de
anticorpos e o aumento da atividade dos macréfagos.
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O desenvolvimento de probidticos eficazes aumenta a resisténcia contra
patégenos. Puupponen-Pimia et al. (2002) dizem que o emprego de culturas
probidticas exclui microorganismos potencialmente patogénicos e reforca os
mecanismos naturais de defesa do organismo.

Os probiéticos auxiliam a recompor a microbiota intestinal, através da adesao
e colonizagdo da mucosa intestinal, esta acdo impede a adesédo e subseqlente

producéo de toxinas ou invasao das células epiteliais por bactérias patogénicas.

2.2.5 Beneficios dos Probiéticos

Tissier no inicio do século XX defendia que as bifidobacterias eram
importantes para a nutricdo e saude das criancas e recém-nascidos afetados por
diarréias. Ele atribuia as bifidobacterias a propriedade de remover bactérias
putrefativas responsaveis pelas desordens gastrointestinais e de restabelecerem
ecologicamente os microrganismos intestinais dominantes (GOMES e MALCATA,
1999). Tempo depois Metchnikoff alegava que o consumo de grandes quantidades
de iogurte contendo Lactobacillus acidophilus resultava em um grande controle de
infeccdes por patdgenos entéricos (GOMES e MALCATA, 1999).

Os beneficios a saude do hospedeiro atribuidos a ingestdo de culturas
probidticas que mais se destacam sdo: controle da microbiota intestinal,
estabilizagdo da microbiota intestinal apés o uso de antibiéticos, promocao da
resisténcia gastrintestinal a colonizacao por patégenos, diminuicdo da populagao de
patdgenos através da producdo de &cido acético, acido lactico e bacteriocinas,
promogéao da digestdo da lactose em individuos intolerantes a lactose, estimula¢ao
do sistema imune, alivio da constipacdo, aumento da absorcdo de minerais e
producd@o de vitaminas.

Ainda nao totalmente elucidados estao: diminuicdo do risco de cancer de
colon (ROBERFROID, 2002) e de doenga cardiovascular, diminuicdo das
concentracbes plasmaticas de colesterol, efeitos anti-hipertensivos, reducdao da
atividade ulcerativa de Helicobacter pylori, controle da colite induzida por rotavirus e
por Clostridium difficile, prevencdo de infeccoes urogenitais, além de efeitos
inibitérios sobre a mutagenicidade (SHAH, LANKAPUTHRA, 1997; CHARTERIS et
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al., 1998; JELEN, LUTZ, 1998; KLAENHAMMER, 2001; KAUR, CHOPRA, SAINI,
2002; TUCHY et al., 2003).

Outros beneficios atribuidos aos probidticos sdo a modulacdo de funcdes
fisiolégicas chaves, como a absorcdo de calcio e, possivelmente, o metabolismo
lipidico. Estudos mostraram a aplicacdo da inulina e da oligofrutose como fatores
bifidogénicos.

Assim, ha um estimulo do sistema imunolégico do hospedeiro,
consequentemente, reducao nos niveis de bactérias patogénicas no intestino, alivio
da constipagdo, diminuicdo do risco de osteoporose, resultante da absorgédo
diminuida de minerais particularmente o calcio.

Adicionalmente haveria uma redugao do risco de arteriosclerose, através da
diminuicdo na sintese de triglicérides e acidos graxos no figado e diminuicdo do
nivel desses compostos no sangue (KAUR, GUPTA, 2002).

2.2.6 Viabilidade Probiotica

Um fator importante é o controle da viabilidade das estirpes de probi6ticos no
alimento que serve como veiculo no momento do consumo, para que seja
assegurado o efeito benéfico. Os produtos probidticos devem conter no minimo 10°
UFC/mL (BRASIL, 1997), sendo a dose diaria recomendada de 10% - 10° células
viaveis, realizavel através da ingesta de 100g de produto fermentado contendo 10° -
107 células viaveis/mL (RASIC e KURMANN, 1983).

Segundo Kurmann e Rasic (1991), sdo multiplos os fatores que afetam a
viabilidade dos probiéticos: pH, presenca de microrganismos competitivos,
temperatura de armazenagem e presengca de inibidores bacterianos na matriz
alimentar, como cloreto de sodio e perdxido de hidrogénio.

Na tentativa de melhorar a viabilidade a longo prazo das estirpes probiéticas,
foram realizados varios estudos sobre a substituicdo do vetor alimentar (DINAKAR e
MISTRY, 1994; GOMES E MALCATA, 1998) como também da protecao de estirpes
sensiveis ao acido por microencapsulacao com acetatoftalato de celulose (RAO et
al., 1989) ou com alginato de calcio (KIM et al, 1996).
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2.2.7 Probibdticos e lacticinios

Os principais veiculos de probiodticos existentes hoje integram trés grupos:
alimentos infantis, leites fermentados e outros produtos lacteos e preparacoes
farmacéuticas (RASIC e KURMANN, 1983).

Os lacticinios fermentados por bactérias probiodticas, principalmente
lactobacilos e bifidobacterias, sdo alvos de muitos estudos. Tais produtos possuem
elevado teor de nutrientes, que variam com o tipo de leite utilizado, de
microorganismo adicionado e processo de fabricacao.

De maneira geral o aumento da digestibilidade das proteinas e gorduras, a
reducao do conteudo em lactose, a absorcéo acrescida de calcio e ferro, o equilibrio
de conteudo em varias vitaminas e a presenca de alguns metabdlitos secundarios,
acoplados a presenca de células probiéticas viaveis, fazem dos leites fermentados
um dos alimentos naturais mais valiosos recomendados para o consumo humano
(RASIC e KURMANN, 1983).

2.2.8 Probidticos e Intolerancia a lactose

A alteracao do metabolismo microbiano pelos probiéticos ocorre por meio do
aumento ou diminuigdo da atividade enzimatica. Uma funcdo vital das bactérias
lacticas na microbiota intestinal é produzir a enzima B-D-galactosidase, auxiliando a
quebra da lactose no intestino.

Essa acdo ¢é fundamental, particularmente no caso de individuos com
intolerancia a lactose, os quais sdo incapazes de digeri-la adequadamente, 0 que
resulta em desconforto abdominal em grau varidvel (LOURENS-HATTINGH,
VILIJOEN, 2002).

Diversas evidéncias tém demonstrado que o consumo de quantidades
adequadas, de cepas apropriadas de bactérias lacticas (incluindo bactérias lacticas
nao-probidticas como Lactobacillus bulgaricus e Streptococcus thermophilus) é

capaz de aliviar os sintomas de intolerancia a lactose.
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Assim, consegue-se incorporar produtos lacteos e os nutrientes importantes
que fazem parte desses produtos de volta a dieta de individuos intolerantes a
lactose, anteriormente privados da ingestdo desses produtos. Estudos também
provam que os probidticos diminuem a incidéncia e a duracao das diarréias por
rotavirus em lactentes (SAAVEDRA et al.; 1994).

Outros efeitos descritos foram a reducdo ou supressdao da atividade de
enzimas fecais, como a B-glicuronidase, a nitroredutase e a azorredutase (LEE et
al., 1999; KOPP-HOOLIHAN, 2001).

2.3 Lactose

A lactose (4-O-B-D-galactopiranosil-D-glicose) (LACTOSE, 1996) é um
dissacarideo sintetizado nas células alveolares da glandula maméaria a partir de
glicose sangtiinea produzida essencialmente no figado a partir do acido propidnico
proveniente da fermentacao ruminal (GOURSAUD, 1985).

Fisico-quimicamente a lactose esta presente no leite, em média 5% no estado
molecular em solucdo verdadeira, com particulas de didmetros inferiores a 1nm
(GOURSAUD, 1985; AMIOT, 1991; MANAN; KARIM; KIT, 1999). E formada por dois
monossacarideos, uma molécula de D-glicose e uma de molécula de B-D-galactose.
O grupo no carbono anomérico da porcao glicose nao esta envolvido na ligacao
glicosidica, ficando livre para reagir com agentes oxidantes, sendo considerada
assim um acucar redutor (CAMPBELL, 2000). Podemos observar a estrutura
quimica da lactose na figura 2.

A lactose é cerca de dez vezes menos soluvel que a sacarose (VALSECHI,
2001). Tal caracteristica pode causar cristalizagao e, consequentemente, problemas
tecnoldgicos durante o processamento de alguns produtos.

A lactose também apresenta baixo poder adogante. Sua hidrélise possibilita a
obtencdo de um xarope mais doce contendo glicose e galactose (SANTOS;
LADERO; GARCIA-OCHOA, 1998).
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Glucose

Galactose

Figura 2 — Estrutura Quimica da Lactose
Fonte: MACEDO, 2003.

Segundo Carminatti (2001) a molécula de lactose contém um numero de
sitios ativos que a torna sensivel a modificagdes enzimaticas e/ou quimicas. Usada
em produtos assados promove reacdo de Maillard, melhorando a coloracdo do
alimento.

A lactose prolonga a acdo da vitamina D, no caso de reducao da radiacao

solar, colabora na prevencéo do raquitismo e da osteomalacia (KOCIAN, 1988).

2.3.1 Utilizagao da lactose pelas bactérias lacticas

A lactose, acucar fermentescivel mais importante no leite, ndo € usada
diretamente nos processos fermentativos pelas bactérias lacticas (Lactobacillus e
Streptococcus), mas indiretamente através da glicose e da galactose produzidas
pela hidrélise de sua molécula através da beta-D-galactosidase com produgéo final
de acido lactico. Na figura 3 pode ser visualizada a fermentag¢ao da lactose.

Geralmente a producao de acido lactico € detida em conseqliéncia de uma
auto-inibicao dos microrganismos pela acidez adquirida.
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Bactérias lacticas

C12H22011 + Hzo 4CH3-CH-COOH

v

4 4cidos lacticos

Lactose  + agua

v

3429 + 189 4 x 90g

v

Figura 3 — Reagao de Fermentagao Léactica da Lactose
Fonte: GOURSAUD, 1985

Em uma fermentacdo mista, formada por Lactobacillus e Streptococcus,
existe inibicao ao se atingir pH 4,3 (GOURSAUD, 1985; FERREIRA, 1996).

Pela acao das bactérias lacticas, uma molécula de lactose da origem a quatro
moléculas de acido lactico.

Uma vez que a lactase é uma endoenzima, precisa entrar na célula
bacteriana para ser degradada posteriormente.

As bactérias homofermentativas produzem essencialmente acido Iactico,
enquanto que as heterofermentativas produzem outros tipos de compostos, tais
como acido acético, propidnico, butirico e gas carbdnico (VALESCHI, 2001).

Devido a acédo metabdlica das bactérias sobre os componentes do leite, estes
sao transformados em substancias mais simples, permitindo o consumo por pessoas
que, por deficiéncia da enzima lactase no organismo, ndo toleram a lactose
(SALADO ANDRADE, 1989).

2.3.2 Hidrolise da Lactose

Segundo Silva e Cardoso (2007), a reducao do teor de lactose no leite e seus
derivados é de grande importancia nutricional e comercial ja que o consumo desses
alimentos beneficiaria as pessoas intolerantes a lactose.

Além de modificar a solubilidade da lactose a hidrélise dessa molécula é cada
vez mais importante na alimentagdo, pois se torna digerivel aos consumidores
intolerantes ao carboidrato (SCHLIMME e BUCHHEIM, 2002).
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A hidrélise da lactose oferece certas vantagens tecnolégicas, como a
diminuicdo dos riscos de cristalizacdo em derivados lacteos e o aumento do poder
adocante (SCRIBAN, 1985).

Dois métodos podem ser citados como principais na hidrélise da lactose. Sao

eles: método quimico e método enzimatico.

e Método Quimico: faz uso de altas temperaturas, que podem variar de 90° C a
150°C, e alta acidez (pH aproximadamente de 1,5). Nesse caso podem
ocorrer problemas tecnolégicos, como a desnaturacdo das proteinas do leite
e a coloracao e odor inaceitaveis pelo consumidor.

e Meétodo Enzimatico: pode ser aplicado no leite ou no soro sem tratamentos
prévios. Nesse método a hidrdlise é catalisada pela enzima lactase (B-
galactosidase). A vantagem do método é de que a reagdo se processa em
temperatura relativamente baixa (variando de 4° C a 40°C) o que resulta em
economia energética e a nao formagdo de produtos colaterais (SANTOS;
LADERO; GARCIA-OCHOA, 1998; VITOLO, 2001).

A hidrélise enzimatica através da enzima -galactosidase é um dos métodos
mais interessantes para a redugado dos teores de lactose no leite e seus derivados
(MATIOLI et al., 1994).

Além dos dois métodos apresentados existe também o método de hidrdlise da
lactose do leite a nivel industrial, onde a lactose € eliminada através de ultrafiltracao
ou do uso de resinas cataliticas por enzimas livres ou imobilizadas em reator
enzimatico de membranas (MAHAUT et al., 2004).

As enzimas utilizadas podem ser de origem fungica ou microbiana (MAHAUT
et al., 2004) e sua estabilidade e atividade depende da sua procedéncia. Geralmente
a B-galactosidase é extraida das leveduras alimentares Kluyveromyces lactis e
Kluyveromyces fragilis (GACESA e HUBBLE, 1990).
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2.3.3 Intolerancia a Lactose

A lactose ingerida no iogurte € mais efetivamente digerida que a lactose do
leite, ainda que o iogurte tenha quantidade equivalente em lactose. Este fato deve-
se a hidrdlise intestinal, pela acdo da B-galactosidase microbiana dos organismos
presentes no iogurte, durante a passagem no trato gastrointestinal (LIN, SAVIANO e
HARLANDER, 1991).

A lactose presente no iogurte € mais facilmente digerivel, pois cerca de 50%
de sua concentragdo original ja foi hidrolisada durante a fermentacao, e as células
bacterianas, durante o processo de metabolismo do organismo humano, sob
condicdes gastricas, sofrem “lise”, liberando a lactase (BRANDAOQ, 1995).

A lactase age sobre a lactose presente no leite, quebrando suas ligagdes e
produzindo D-glicose e D-galactose, que sao acucares mais sollveis e de mais
rapida absorgao.

Deve-se ter atengdo na hidrélise da lactose, pois a mesma sofre influéncia da
temperatura, pH, tempo de reacdo e concentracdo da enzima fatores estes que
influem na velocidade de reagdo (EVANGELISTA, 1998; GIST-BROCADES, 2004;
PROZYN, 2004).

Nos casos de intolerancia, a lactose passa ao célon sem ser hidrolisada e é
fermentada pelas bactérias ai presentes, produzindo acido lactico, acido butirico e
outros acidos volateis que reduzem o pH das fezes para menos de 6,0.

Como resultados aparecem sintomas de desconforto em virtude da excessiva
producao de gases dentro do intestino seguida de desordens intestinais como
cllicas e diarréias (AGGETT et al., 2003). O excesso de lactose também exerce um
efeito hiperosmético, aumentando o volume de fluidos no intestino.

Por esses sintomas desagradaveis, as pessoas deficientes em lactase
privam-se do consumo de leite e com isto de seus beneficios nutritivos
(GOURSAUD, 1985; KOCIAN, 1988; FERREIRA, 1997).

Intolerancia a lactose € um termo usado para descrever a incapacidade de
digerir a lactose devido a deficiéncia do sistema digestivo (KOCIAN, 1988; MANAN;
KARIM; KIT, 1999; TEO, 2002).
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A intolerancia pode ser classificada em trés grupos: intolerancia genética,

intolerancia adquirida e intolerancia transitéria.

e Intolerancia genética: é aquela congénita, manifestada em recém-nascidos e
€ uma condicao permanente, a forma congénita &€ muito rara;

e Intolerdncia adquirida: manifesta-se apés uma inflamacado ou algum dano
permanente na mucosa intestinal, geralmente ocorre em adultos e € muito
comum;

¢ Intolerancia transitéria: usualmente é uma condi¢cdo temporaria, causada por
dano na mucosa intestinal. Depois que o dano é reparado a mucosa
regenera-se e passa a produzir lactase novamente (KOCIAN, 1988; TEO,
2002).

Conforme Auricchio et al., (2000), mais de 50% da populagdo mundial
apresentam condicdo de deficiéncia de lactase, sendo esta uma das mais comuns
desordens genéticas. No entanto a lactose age como um promotor na absorcao e na
retencdo de calcio no intestino e na absor¢cdo de magnésio e manganés (MANAN;
KARIM; KIT, 1999).

Segundo Moriwaki e Matioli (2002), a reducao ou eliminagdo do leite e seus
derivados da dieta de criangas intolerantes a lactose pode comprometer a absorgao
de proteinas e riboflavina, além do calcio.

Portanto € recomendada a adigéo de calcio nos produtos lacteos sem lactose
ou com teor reduzido de lactose porque a absorcdo desse mineral no intestino é

baixa sem a presencga da lactose (KOCIAN, 1988).

2.4 Lactase

A B-D-galactosidase galactohidrolase comumente chamada de lactase € uma
hidrolase capaz de hidrolisar a lactose (CARMINATTI, 2001; OLIVEIRA, 2005;
LONGO, 20086).
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Ela pode ser encontrada em plantas (péssegos e améndoas), organismos
animais (pele, intestinos e cérebro) bactérias (Escherichia coli e Lactobacillus
bulgaricus), leveduras (Kluyveromyces lactis e Kluyveromyces fragilis) e fungos
(Aspergillus foetidus e Aspergillus niger) (CARMINATTI, 2001).

A legislacéo brasileira através da RDC n® 348/2003, diz que a enzima lactase
utilizada na industria alimenticia deve ser de origem microbiana, proveniente da
levedura Kluyveromyces lactis (BRASIL, 2003).

A lactase hidrolisa a lactose em dois monossacarideos D-glicose e D-
galactose, mais facilmente absorviveis e com maior solubilidade. A velocidade de
reacdo da enzima depende de alguns fatores importantes como: pH, temperatura,
tempo de reagcdo e concentracdo da enzima (EVANGELISTA, 1998; GIST-
BROCADES, 2004).

Normalmente a atividade enzimatica aumenta com o aumento da
temperatura, até atingir um potencial 6étimo, aumentando assim a formagé&o do
complexo enzimatico. Se o aumento da temperatura persistir a enzima sera
desnaturada e inativada pela acao do calor (RICHARD, 1985).

As enzimas possuem um pH 6timo onde sua atividade é maxima. A maioria
das enzimas tem seu pH 6timo entre 4,5 e 8,0 (RICHARD, 1985).

Segundo Gist-Brocades (2004) a hidrélise enzimatica da lactose estimula o
crescimento das culturas lacticas Streptococcus thermophilus e Lactobacillus
bulgaricus apesar das mesmas serem selecionadas pela sua habilidade em

fermentar a lactose.

2.5 Oleo de Linhaca

A utilizagdo da linhaca existe ha séculos em paises como Africa, Asia e
Europa, mais recentemente na América do Norte. O dleo de linhaga € extraido das
sementes do linho ou sementes da linhaga (Linum usitatissimum). Para o consumo
humano o 6leo é extraido com prensagem a frio.

O maior produtor mundial de linhaga € o Canada. Ja na América do Sul a
Argentina lidera a producao. O Brasil apresenta uma baixa producao, cerca de 21
toneladas/ano (GOMEZ, 2003).
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A linhaga é uma oleaginosa rica em &cido a-linolénico, entre 51-55% de acido
a-linolénico e 15-18% de &cido linoléico, acidos graxos da familia 6mega-3 e 6mega-
6 respectivamente (PRASAD, 1998; VISENTAINER et.al., 2003).

O dleo de linhacga é classificado como alimento funcional por ser a mais rica
fonte de acidos graxos émega-3 (PRASAD, 1997). Os déleos fornecem a maior fonte
de energia, sdo fonte de acidos graxos essenciais, contribuem para a sensacéo de
saciedade e aumentam a palatabilidade (INSTITUTE OF SHORTENING AND
EDIBLE, 1999). Também desempenham um papel fundamental como veiculo para
as vitaminas lipossoluveis como A, D, E e K (CASTRO, MENDES e SANTOS, 2004).

2.5.1 Acido Linolénico

A classe de alimentos funcionais caracterizada por possuir propriedades
especificas benéficas a saude humana, além de fornecer nutrientes para o
metabolismo (CORL et.al.,, 2001; ALBERTAZZI e COUPLAND, 2002) vem sendo
objeto de grande interesse pela pesquisa. Os acidos graxos poliinsaturados, como
os da série bmega 3 e o acido linoléico conjugado (CLA), estdo relacionados a
reducado na incidéncia de doencas cardiovasculares, prevencado e tratamento de
tumores (TAPIERO et.al., 2002) e prevencdo da osteoporose (ALBERTAZZI e
COUPLAND, 2002).

Diferentemente dos &acidos graxos monoinsaturados, 0s acidos graxos
poliinsaturados das familias 6mega-3 e 6mega-6, chamados de &cidos graxos
essenciais nao podem ser produzidos endogenamente pelos seres humanos, sendo
oriundos apenas da dieta (DUARTE, 2003; JONES, 2002; WAITZBERG, 2002),
devido a falta das enzimas dessaturases delta 12 e delta 15 (JONES, 2002).

Alguns estudos sugerem que o consumo de O6mega-3 reduz a taxa de
colesterol no sangue, aumenta as lipoproteinas de alta densidade (HDL), reduz o
teor de ftriglicérides, previne o cancer de prostata (LEE e LIP, 2003), ajuda no
tratamento de acne, eczema, psoriase e artrite reumatica (VISENTAINER et.al.,
2003; METCALF et.al.,, 2003) reduz a ocorréncia de arritmias e atua como
antitrombético (SHAHIDI e FINLEY, 2001).
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Breslow (2005) diz que os possiveis mecanismos que promovem a reducao
do risco cardiovascular estejam relacionados a propriedades anti-arritmicas, anti-
hipertensivas, redutoras dos niveis de triglicerideos, estimuladoras da funcao
endotelial, redutoras da agregabilidade plaquetaria e dos mecanismos pro-

inflamatorios.

2.6 Farinha de Arroz

O arroz é um alimento amplamente consumido pela populagédo em geral. O
Brasil encontra-se entre os dez maiores produtores mundiais, a producao nacional
de arroz na safra 2007/2008 foi de 12,11 milhdes de toneladas, superior em 7,0% a
colheita na safra anterior (CONAB, 2008).

A regiao sul participa da produgéao nacional com 70,6%, tendo como principal
estado produtor o Rio Grande do Sul com uma producdo de 7,36 milhdes de
toneladas (CONAB, 2008).

O aproveitamento do arroz € de fundamental importancia visto que no seu
beneficiamento sdo gerados aproximadamente 14% de graos quebrados conhecidos
como quirera (CASTRO et.al., 1999), apresentando assim um menor valor comercial
em relagdo aos graos inteiros (LOPES, 1989).

O aproveitamento do subproduto do arroz pode ser através da utilizacao do
mesmo como ingrediente em ragfes animais, vinicolas e cervejarias (SHIH et.al.,
1999). Também tem sido usado na produgédo de cereais produtos hipoalergénicos,
férmulas infantis e alimentos com baixa caloria (LUNDUBWONG e SEIB, 2000).
Segundo WANG et.al. (1994) o arroz vem sendo amplamente utilizado em produtos
manufaturados como em gréos inflados e pudins.

A farinha de arroz possui caracteristicas de grande valor para a alimentacéo:
nao é alergénica (existem variedades com ampla faixa de teor de amilose), pode ser
usada por portadores de doenga celiaca (substituindo o glaten), possui um granulo
pequeno apresentando textura suave e sabor brando frente ao cozimento
(POLANCO et.al., 1995), contém baixos niveis de sodio e alta propor¢cao de amidos
facilmente digeriveis (TORRES et.al., 1999).
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RESUMO: Mais de 50% da populac¢do mundial sofre com a incapacidade de digerir a lactose.
Os sintomas associados sdo normalmente caracterizados por dores e desconforto abdominais
seguidas de desordens intestinais como coélicas e diarréias. Diversas evidéncias tém
demonstrado que o consumo de quantidades adequadas de cepas apropriadas de bactérias
lacticas (incluindo bactérias lacticas nado-probidticas como Lactobacillus bulgaricus e
Streptococcus thermophilus) sdo capazes de aliviar os sintomas de intolerancia a lactose. A
presente pesquisa teve como objetivo elaborar iogurtes com baixo teor de lactose, acrescidos
de farinha de arroz e 6leo de linhaga e estudar a viabilidade dos microrganismos probidticos
nos produtos desenvolvidos. O menor valor de pH foi de 4,26 e o maior de acidez foi de
0,94% acido lactico. A lactose foi hidrolisada em mais de 70% para os tratamentos com
adi¢do de enzima lactase. As contagens de microrganismos se mantiveram dentro do exigido
pela legislacdo brasileira até o final da vida-de-prateleira.
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INTRODUCAO

A busca da populagdo por alimentos que tragam algum beneficio a satide € cada vez
maior. Como também € crescente entre consumidores com necessidades especificas a procura

por produtos que supram suas caréncias.
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A deficiéncia da enzima lactase é uma das desordens genéticas mais comuns entre a
populacdo. A intolerdncia a lactose é um termo usado para descrever a incapacidade de digerir
a lactose devido a deficiéncia do sistema digestivo> >*>*,

Mais de 50% da populag¢io mundial sofre com essa incapacidade de digerir a lactose”.
Nesses casos a lactose passa ao cdlon sem ser fermentada pelas bactérias ai presentes
produzindo 4cido lactico, dcido butirico entre outros acidos volateis fazendo com que o pH
das fezes diminua para um valor inferior a 6,0.

Os sintomas associados variam de individuo para individuo, mas sdo normalmente
caracterizados por dores e desconforto abdominais seguidas de desordens intestinais como
célicas e diarréias’. Além disso, a lactose fica em excesso no trato gastrointestinal exercendo
um efeito hiperosmotico aumentando os fluidos no intestino, provocando gases e inchacos.
Por esses sintomas o intolerante a lactose priva-se do consumo de leite e seus derivados bem
como dos seus beneficios'.

Diversas evidéncias tém demonstrado que o consumo de quantidades adequadas de
cepas apropriadas de bactérias lacticas (incluindo bactérias lacticas ndo-probidticas como
Lactobacillus bulgaricus e Streptococcus thermophilus) sdo capazes de aliviar os sintomas de
intolerdncia a lactose. Assim, consegue-se incorporar produtos lacteos e os nutrientes
importantes que fazem parte desses produtos de volta a dieta de individuos intolerantes a
lactose, anteriormente privados da ingestdo desses produtos.

A alteracdo do metabolismo microbiano pelos probidticos ocorre por meio do aumento
ou diminuicdo da atividade enzimatica. Uma fung¢fo vital das bactérias lacticas na microbiota
intestinal € produzir a enzima B-D-Galactosidase, auxiliando a quebra da lactose no
intestino™.

Probidticos s@o microrganismos vivos que administrados em quantidades adequadas

conferem beneficios a satde do hospedeirolg’46

, sendo que os principais beneficios dos
probidticos sobre a microbiota intestinal humana sdo: efeitos antagdnicos e a competicdo
contra microrganismos indesejdveis e os efeitos imunolégicos42.

Ja os beneficios a satde do hospedeiro atribuidos a ingestdo de culturas probidticas
que mais se destacam sdo: controle da microbiota intestinal, estabilizacdo da microbiota
intestinal apds o uso de antibidticos, promog¢ao da resisténcia gastrintestinal a colonizag@o por
patoégenos, diminui¢do da populacio de patégenos através da producgao de acido acético, acido
lactico e bacteriocinas, promocgéo da digestdo da lactose, estimulacéo do sistema imune, alivio

da constipagdo, aumento da absor¢@o de minerais e producao de vitaminas.
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Ainda nio totalmente elucidados estdo: diminui¢do do risco de cancer de célon® e de
doenca cardiovascular, diminuicdo das concentracdes plasmaticas de colesterol, efeitos anti-
hipertensivos, reducdo da atividade ulcerativa de Helicobacter pylori, controle da colite
induzida por rotavirus e por Clostridium difficile, preven¢ido de infecgdes urogenitais, além de
efeitos inibitérios sobre a mutagenicidade®”''***,

Quando em equilibrio a microbiota do hospedeiro impede que microrganismos
patogénicos presentes na mesma exer¢cam seus efeitos patogé€nicos. Consequentemente
estando em desequilibrio hd a proliferacio dos patégenos decorrendo em uma infeccdo
bacteriana®.

Os probidticos competem com as bactérias indesejaveis pelos nutrientes disponiveis
no nicho ecoldgico. O hospedeiro fornece as quantidades de nutrientes que as bactérias
intestinais necessitam e estas indicam ativamente as suas necessidades, chama-se esta de
relacdo simbidtica. Esta relacdo impede uma producido excessiva de nutrientes, a qual
favorece o estabelecimento de competidores microbianos com potencial patogénico ao
hospedeiro.

Segundo Koop-Hoolihan®®, Calder Kew'®, Guarner, Malagelada® os probidticos
podem impedir a multiplicacdo de seus competidores através de compostos antimicrobianos,
principalmente as bacteriocinas.

O conhecimento da microbiota intestinal e suas interagdes levaram ao
desenvolvimento de estratégias alimentares, objetivando a manutencdo e o estimulo das
bactérias normais ali presentes™.

E possivel aumentar o nimero de microrganismos promotores da satde no trato
gastrintestinal (TGI), através da introdug¢do de probidticos pela alimentagdo ou com o
consumo de suplemento alimentar prebidtico, o qual ird modificar seletivamente a
composicdo da microbiota, fornecendo ao probidtico vantagem competitiva sobre outras
bactérias do ecossistema'”.

Alia-se aos beneficios dos probidticos a utilizagdo de 6leo de linhaca, que contém
grandes quantidades de acido a-linolénico (51 a 55%) e acido linoléico (15 e 18%), acidos
graxos da familia Omega-3 e 6mega-6 respectivamente40’59. O ¢leo de linhaca é considerado
um alimento funcional por ser a mais rica fonte de dcidos graxos 6mega-3>°, contribuindo
para a sensacdo de saciedade e palatabilidade.

Os 4cidos graxos poliinsaturados, como das familias 6mega-3 e Omega-6, sdo
chamados de essenciais, pois ndo podem ser produzidos endogenamente pelos seres humanos

sendo oriundos apenas da dieta'”**%
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Alguns estudos sugerem que o consumo de acidos graxos poliinsaturados reduzem as
taxas de colesterol no sangue, aumentam as lipoproteinas de alta densidade (HDL), reduz o
teor de triglicérides, previne o cincer de prostata bem como reduz a ocorréncia de
arritmias®°.

Sendo assim, torna-se de grande interesse aos consumidores com intolerdncia a
lactose, a produg¢do de um alimento que proporcione uma melhora na qualidade de vida.
Aliando as caracteristicas especiais que os mesmos necessitam em relagdo ao baixo teor de
lactose e os beneficios a satde através das bactérias probidticas e do 6leo de linhaca.

Assim torna-se oportuna a produ¢do de um iogurte probidtico adicionado de 6leo de
linhaga com teor de lactose reduzido.

Objetivou-se com esse trabalho elaborar iogurtes com baixo teor de lactose, acrescidos

de farinha de arroz e 6leo de linhaga e estudar a viabilidade das bactérias lacticas e bifidas nos

produtos desenvolvidos.

MATERIAIS E METODOS

Os produtos, andlises fisico-quimicas e microbioldgicas foram realizadas nos
laboratérios do Departamento de Tecnologia e Ciéncia dos Alimentos (DTCA) do Centro de
Ciéncias Rurais (CCR) da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM).

Os iogurtes, num total de sete tratamentos, foram analisados no 1°, 7°, 14°, 21° e 28°
dias de estocagem, quanto ao valor pH, acidez expressa em &4cido lactico, teor de lactose e
contagem de bactérias lacticas e bifidas. A andlise fisico-quimica foi realizada em triplicata8 e

. o1, . . 36
as microbioldgicas em duplicata™.

Materiais

Para o preparo dos iogurtes utilizou-se as seguintes matérias- primas:
Leite UHT desnatado;
Actcar refinado especial;
Oleo de Linhaga Cisbraoleos (6leo bruto extraido por prensagem a frio);
Farinha de Arroz Favarin e Cia Ltda (F100 e F300), como substituto do leite em p6 (Apéndice
4).



38

A enzima para a hidrélise da lactose utilizada foi:
Enzima B-Galactosidase Lactozym® 3000L HPG (Novozymes).

Culturas lacticas utilizadas:
Cultura tradicional: fermento lactico Rich®, contendo culturas superconcentradas de
Lactobacillus bulgaricus e Streptococcus thermophilus (Chr. Hansen Ind. e Com. Ltda).
Cultura probidtica: fermento lactico probidtico Bio Rich®, contendo culturas
superconcentradas de Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium e Streptococcus

thermophilus (Chr. Hansen Ind. e Com. Ltda.).

Tratamentos

Foram realizados os seguintes tratamentos:

e TI -iogurte com adi¢do de 0,5% de Oleo de Linhaca e 1,5% de Farinha de Arroz;

e T2 -iogurte com adi¢io de 0,2%de enzima lactase, 0,5% de Oleo de Linhaca e 1,5%
de Farinha de Arroz;

e T3 -iogurte com adi¢do de 0,5% de enzima lactase, 0,5% de Oleo de Linhaca e 1,5%
de Farinha de Arroz;

e T4 - iogurte com adi¢io de 0,8% de enzima lactase, 0,5% de Oleo de Linhaca e 1,5%
de Farinha de Arroz;

e TS5 - iogurte com adi¢io 0,5% de Oleo de Linhaga;

e T6 - iogurte com adig¢do de 1,5% de Farinha de Arroz;

e T7 - iogurte controle, sem adi¢des de enzima, Oleo de Linhaca e Farinha de Arroz.

Preparaciao do leite adicionado de enzima lactase

Foram utilizados para cada tratamento, seis litros de leite UHT desnatado, divididos
em aliquotas de dois litros, ou seja trés repeti¢des para cada tratamento, em frascos separados
autoclavados com 2 litros de capacidade cada um. A seguir, acrescentaram-se quantidades
diferentes de enzima lactase nos leites dos tratamentos T2, T3 e T4. Cada frasco foi assim
denominado e rotulado: T2 (0,2% de enzima lactase), T3 (0,5% de enzima lactase), T4 (0,8%
de enzima lactase). Todos os frascos foram entdo levados para temperatura controlada, 8°C

por 12 horas, para sofrerem hidrélise da lactose.
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Ap6s esse periodo o leite passou pelo processo de aquecimento (92°C por 3 minutos)

para inativacdo da enzima lactase.

Preparacao da Cultura

As culturas utilizadas foram: Rich pacote com Igrama contendo Lactobacilus
bulgaricus e Streptococus thermophilus e Bio Rich pacote com 1 grama contendo
Lactobacilus acidophilus, Bifidobacterium e Streptococus thermophilus.

Os dois pacotes foram diluidos e homogeneizados assepticamente em leite UHT
integral previamente esterilizado. A porcentagem de cultura utilizada foi de 1% (V:V) para
cada litro de leite para todos os tratamentos. O tempo zero foi considerado o momento de
término da fermentacdo, para o tempo um foi considerado o pH ap6s vinte e quatro horas apds

o término da fermentacgao.

Preparacao do iogurte

Foram preparados 21 frascos com dois litros de leite UHT desnatado cada um, para a
preparagdo dos iogurtes (trés para cada tratamento). Cada frasco foi rotulado com um dos sete
tratamentos (T1, T2, T3, T4, TS5, T6, T7). Os tratamentos T2, T3 e T4 apds a hidrdlise da
lactose e a inativacdo da enzima lactase seguiram o mesmo processo dos demais tratamentos.

Todos os frascos foram adicionados de: 8% de agticar refinado e 0,1% de sorbato de
potdssio para cada litro de leite. Aos frascos T1, T2, T3, T4 e T6 foram adicionados 1,5% de
farinha de arroz para cada litro de leite. Os tratamentos T1, T2, T3, T4 e TS receberem adicao
de 0,5% de dleo de linhaga para cada litro de leite.

Todos os tratamentos sofreram pasteurizacdo a 92°C por 3 min., sendo que os que
continham 6leo de linhaca foram pasteurizados antes da sua adi¢do. Seguiram entdo para
resfriamento até 41°C para posterior fermentagao.

Houve entdo a inoculagdo asséptica de 1% da cultura lactica para cada litro de leite

preparada previamente.

Fermentacao do Iogurte

Os tratamentos foram homogeneizados e fermentados em banho termostatizado a

41°C.
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Durante o periodo de incubagdo foram feitas verificacdes de pH e acidez dos iogurtes
a cada 30 minutos a partir da terceira hora de fermentacio até que os mesmos atingissem pH

de 4,6. Foram entdo resfriados e armazenados a temperatura constante de 8°C.

Analises Fisico-Quimicas dos Iogurtes

Realizou-se a seguinte caracterizagdo fisico-quimica dos iogurtesg.

e Valor de pH: pHmetro digital Micronal Modelo 320, com eletrodo de vidro
combinado;

e Acidez expressa em acido lactico;

e Determinacdo da lactose: foi determinada a glicose para entdo fazer-se a
estequiometria da reagdo, considerando que para cada molécula de lactose degradada
sdo formadas uma molécula de glicose e uma molécula de galactose.

Utilizou-se Kit Glicose Monoreagente K082 Bioclin, a leitura foi determinada por
meio de espectrofotdmetro modelo 600, marca FEMTO. A leitura da absorbancia foi a

505 nm, e as amostras foram colocadas em banho-maria a 37°C por 15 minutos.

Analises Microbiologicas dos Iogurtes

Realizou-se a determinacdo de células vidveis de Bifidobacterium sp., Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus e Streptococcus salivarius ssp.
thermophilus.

Contagem de Bifidobacterium sp. — utilizou-se meio De Man, Rogosa e Sharp MRS-IM com
glicose adicionado de dicloxacilina, cloreto de litio e cloridrato de cisteina. A inoculagdo
realizada foi por profundidade, apds as placas foram invertidas e incubadas em jarras
contendo gerador de anaerobiose Anaerobac (Probac) a 37°C por 72 horas'2.

Contagem de Lactobacillus acidophilus — utilizou-se meio De Man, Rogosa e Sharp MRS-IM
com maltose. Foi realizada inoculagdo por profundidade, apds as placas foram invertidas e
incubadas em jarras com gerador de anaerobiose Anaerobac (Probac) a 37°C por 72 horas™.
Contagem de Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus — utilizou-se meio MRS 4gar glicose
acidificado. Foi realizada inoculacdo por profundidade em seguida as placas foram invertidas
e incubadas em jarras contendo gerador de anaerobiose Anaerobac (Probac) a 37°C por 72

2
horas™.
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Contagem de Streptococcus salivarius ssp. thermophilus — utilizou-se meio Agar M 17
adicionado de lactose a 10%. A inoculagdo realizou-se em profundidade, logo apds as placas

. . . . 22
foram invertidas e incubadas em aerobiose a 37°C por 48 horas™.

Analise Estatistica

Os dados de lactose foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA) e as médias
comparadas entre si através do teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade de erro. Os
resultados foram analisados através do programa Statistic 7.0, utilizando o delineamento de

blocos inteiramente casualizados’'.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Verifica-se que proporcionalmente ao aumento da acidez ocorre a queda do pH dos
tratamentos durante os 28 dias de estocagem (Grafico 1), relacdo conhecida como poés-
acidificacdo™. Esse fato se deve as bactérias licticas continuarem suas atividades metabélicas
mesmo depois da fermentacdo (Apéndice 2).

O aumento da acidez foi semelhante para os tratamentos, variando de 0,71 a 0,78% de
acido lactico para o primeiro dia de armazenagem até 0,85 a 0,94% de 4acido lactico para o
ultimo dia de andlise. Os resultados de acidez estdo conforme a legislagdo vigente que
estabelece um minimo de 0,6g de acido lactico/100g de iogurte e maximo de 1,5g de acido
lactico/100g de iogurte’.

Para os tratamentos T4, T2 e T3 obtiveram-se os menores valores de acidez, variando
de 0,71 a 0,85%, 0,75 a 0,89% ¢ 0,77 a 0,91% de 4cido lactico respectivamente.

A fermentacdo cessou em pH variando entre 4,35 e 4,50. O pH apresentou queda
durante a primeira semana de estocagem para todos os tratamentos, variando de 4,35 a 4,49
no primeiro dia até 4,29 a 4,44 no 28° dia.

Percebe-se que a queda de pH foi menos acentuada para os tratamentos adicionados de
lactase em comparag¢do com os demais, sendo que entre eles T4 (0,8% de lactase) apresentou
os maiores valores de pH seguido por T2 (0,2% de lactase) e T3 (0,5% de lactase). Os valores
encontrados foram de 4,42 a 4,39, 4,46 a 4,35 ¢ 4,49 a 4,44 para T2, T3 e T4 respectivamente.
As maiores quedas de pH foram notadas nos tratamentos T1 (4,29) e T7 (4,30) demonstrando

assim uma maior pés-acidificagdo em comparacdo com os outros tratamentos.
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Longo’' em seus estudos com leite pasteurizado adicionado de lactase observou que o
pH variou de 4,27 a 4,48 e a acidez de 0,77 a 0,88% de 4cido lactico para 12 dias de
estocagem, estando estes valores semelhantes aos observados nesta pesquisa. Scherner™
relata que alguns autores mencionam que o pH final do iogurte deve estar compreendido entre
3,8 e 4,2 para atingir as caracteristicas sensoriais e de textura desejaveis.

Em pesquisa realizada por Malta et al.* com iogurtes comerciais os valores de pH
encontrados foram inferiores a 4,5, importante para impedir o crescimento de bactérias
contaminantes.

Todos os tratamentos foram preparados com leite desnatado UHT, com valor de
lactose de 4,69%. Segundo Tronco™, a lactose apresenta-se no leite numa proporcao de
aproximadamente 4,8%. Portugal et al.*! encontrou concentracdo de lactose média de 4,6%,
variando de 3,8 a 5,3%.

E sabido que essas variagdes ocorrem porque a composicdo do leite sofre muitas
influéncias, como alimentacdo, raga e estacdo do ano™”.

Como mostra a tabela 1 para os mesmos dias de andlise verifica-se que as amostras
adicionadas de enzima lactase (T2, T3 e T4) diferiram estatisticamente entre si e as demais
amostras.

Os teores de lactose para T2 e T3 variaram de 1,32 a 1,15% e 1,09 a 0,82%
respectivamente, o tratamento T4 foi totalmente hidrolisado a partir do primeiro dia de
andlise.

Durante o armazenamento todos os tratamentos diminuiram suas quantidades de
lactose. As reducdes dos teores de lactose nos iogurtes sem adi¢do de lactase foram de 7,68%
para T1, 3,84% para TS5, 8,53% para T6 e 14,7% para T7. Entre os tratamentos adicionados de
lactase houve diferenga estatistica sendo que a hidrélise da lactose foi de 75% para T2, 82,5%
para T3 e 100% para T4 (Apéndice 3, Figura 5).

Segundo a literatura o consumo de lactose durante a fermentagdo e armazenamento de
iogurtes varia entre 10 e 30%", fato este observado nesta pesquisa.

Estudos realizados por Silva®® demonstraram uma diminui¢do nos teores de lactose de
12 a 20% em iogurtes probidticos com prebidticos. Pereira® observou reducdo no teor de
lactose durante as etapas de fermentacdo e resfriamento de iogurtes que variaram de 21 a
24%.

Longo®! utilizando uma concentragdo de 0,8g/L de enzima lactase diretamente no leite
a 40°C por 4h obteve hidrdlise de 88,07%. Utilizando esse leite na preparacdo de iogurtes

encontrou 85 a 86% de hidrolise da lactose.
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Barrantes et al.® encontraram menores valores de lactose em iogurtes frescos (34%) do
que naqueles armazenados (40%), mostrando a hidrélise da lactose durante a estocagem
refrigerada.

Ferronato et al.'” avaliaram os teores de lactose em iogurtes e leites fermentados
comerciais como subsidio para orientacdo nutricional de pacientes com intolerancia a lactose
e constataram que esses produtos apresentam em média 30% menos lactose que o leite. Com
isso eles indicaram que iogurtes e leites fermentados podem ser tolerados por pessoas que
possuem ma absorcao de lactose, mas ndo pelos intolerantes a lactose.

Segundo Manan, Karim e Kit*, os sintomas da intolerancia podem ser eliminados
quando a lactose € reduzida em 70%, valor calculado em aproximadamente 1,23% de lactose
em um consumo de 220 mL de produto lacteo.

Os valores de lactose dos iogurtes tratados previamente com enzima lactase sdo
considerados baixos, podendo ser utilizados tanto para pessoas que possuem ma absorcio de
lactose quanto pelos intolerantes a lactose. Os demais iogurtes apresentaram redugfo nos seus
teores de lactose, porém essa diminuicdo ndo elimina os sintomas desagraddveis da
intolerancia a lactose.

Na tabela 2 (Apéndice 3) apresentam-se as contagens de Streptococcus salivarius ssp.
thermophilus. Todos os tratamentos tiveram suas contagens crescentes durante o
armazenamento. Entre os tratamentos adicionados de enzima lactase a amostra T4 foi a que
apresentou menores contagens iniciais do microrganismo (10,77 a 20,42 log;o UFC/mL).

Durante a estocagem o tratamento T7 apresentou contagens de Streptococcus
salivarius ssp. thermophilus (13,40 a 21,40 log;o UFC/mL). Nao houve diferenca significativa
para os iogurtes adicionados de lactase em comparagdo com os demais. Os tratamentos T2, T3
e T4 apresentaram as mesmas contagens a partir do 7°dia de armazenamento.

Zacarchenco ef al.® encontraram contagens de S. thermophilus em leite fermentado de
9 logjo UFC/mL valores estes inferiores aos encontrados na presente pesquisa.

Em estudos com nutrac€uticos (6mega-3, isoflavonas e fitosterdis) e probidticos em
leites fermentados Robinson e al.** encontraram contagens de S. thermophilus de 8 logj
UFC/mL até o décimo dia de armazenagem.

Oliveira et al.”’ relataram que Streptococcus predominaram sobre as demais culturas
em todos os produtos onde estava presente. Essa caracteristica pode justificar o elevado

crescimento dos Streptococcus no presente estudo.
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As menores contagens de Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus (tabela 3), foram
para o tratamento T1, 8,47 a 8,64 log;o UFC/mL. Ja para T6 e T7 obtiveram-se os maiores
resultados encontrados (Apéndice 3). Os tratamentos adicionados de lactase ndo diferiram
significativamente dos demais.

Houve um decréscimo nas contagens durante o periodo de armazenamento para todos
os tratamentos. Observa-se uma queda de aproximadamente 2, 1 e 2 ciclos logaritmicos para
os tratamentos T2, TS e T7 respectivamente.

Os Padroes de Identidade e Qualidade (PIQ) de leites fermentados, Resolug¢do n°® 5, de
13 de novembro de 2000, estabelece um limite minimo para bactérias lacticas de 7 logo
UFC/mL, determinando que esses microrganismos especificos devem ser vidveis, ativos e
abundantes no produto final e durante seu prazo de validade.

Sabe-se que o iogurte deve conter propor¢des aproximadamente iguais de L.
bulgaricus e S thermophilus. Arnott, Duitschaever e Bullock® relacionam o pH e o
desenvolvimento de microrganismos em seus estudos e concluiram que deve ser encontrada
no final da fermentacdo do leite uma proporcdo de 1 lactobacilo para 1 streptococo (1:1),
quando o valor de pH estd em torno de 4,2 —4,5.

Os resultados encontrados nesta pesquisa vao ao encontro da bibliografia citada em
relacdo a presenga minima de bactérias lacticas nos iogurtes produzidos, observando-se que a
menor contagem determinada foi de 8 log;p UFC/mL. J4 em relagcdo a propor¢do existente
entre L. bulgaricus e S termophilus verificou-se para todos os tratamentos uma relacdo de 1
lactobacilo para 2 estreptococos, talvez favorecida pela temperatura de inoculagdo ou pelo pH
que foi de no minimo 4,24.

Moreira et al.*® encontraram em iogurtes comercializados em Lavras — MG uma
proporcao de L. bulgaricus e S termophilus entre 1:2,3 e 1:3, diferenga provavelmente ligada
a temperatura de inoculacdo mais baixa, favorecendo os Streptococcus ja que os mesmos siao
menos resistentes as temperaturas elevadas.

Rybka e Kailasapathi45 detectaram um maior nimero de células vidveis de S.
thermophilus nos iogurtes inoculados com culturas probidticas, variando de 9 — 7 logo
UFC/mL durante armazenagem.

O valor de pH implica na atividade metabdlica das bactérias, podendo favorecer um
determinado grupo em detrimento de outro.

No iogurte as bactérias do género Lactobacillus crescem e toleram valores de pH mais

: A 53
baixos que o género Streptococcus
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Segundo Vinderola er al.>®

os S. thermophilus apresentam-se em maior quantidade que
os L. bulgaricus em iogurtes contendo bactérias probidticas.

Segundo Dave e Shah'®, a presenca em menor quantidade de L. bulgaricus no produto
final favorece a diminuic¢do da pds-acidificacdo durante a vida-de-prateleira, importante para
garantir ao produto final sabor suave e evitar efeitos adversos do pH baixo sobre as bactérias
probidticas.

A tabela 4 apresenta os valores das contagens de Bifidobacterium sp. durante a
estocagem (Apéndice 3). O tratamento T1 chegou a um aumento de aproximadamente dois
ciclos logaritmicos.

O tratamento T7 foi a tinica que manteve-se com valores de 10® UEC/mL pelo periodo
de armazenamento. O tratamento T6 apresentou aumento de aproximadamente um ciclo
logaritmico até o 28° dia, (8 a 9 log;o UFC/mL).

Os tratamentos T2 e T3 apresentaram as mesmas contagens durante a estocagem. Os
outros tratamentos variaram suas contagens de 7 a 9 log;o UFC/mL durante o periodo de
armazenagem.

Pode-se verificar a influéncia da adicdo de enzima lactase no tratamento T4, pois foi o
que apresentou queda no nimero de microrganismos ao fim da vida-de-prateleira.

Os Padroes de Identidade e Qualidade (PIQ) de leites fermentados, Resolucdo n°® 5, de
13 de novembro de 2000’ preconizam um valor minimo de Bifidobacterium de 10° UFC/mL,
assim percebe-se que todos os tratamentos estido de acordo com a legislag@o.

Martin e Chou® observaram que a viabilidade de Bifidobacterium spp. depende de
suas diferentes espécies e linhagens. Similarmente Dave e Shah" reportaram que a espécie de
bifidobacteria usada na produgdo de iogurtes afeta sua viabilidade. Estudos de Shah et al.*®
mostram que o pH final do iogurte afeta a viabilidade de Bifidobacterium.

Segundo Vinderola et al’® iogurtes armazenados a 5°C com valores de pH em torno de
4,5 seriam arriscados para a viabilidade de microrganismos probiéticos. De acordo com Shah
e Lankaputhra49 bifidobactérias sdo menos resistentes a baixos valores de pH, sendo seu
crescimento retardado abaixo de 5,0.

Segundo Adams e Moss' a combinag¢do de baixo pH e acréscimo da acidez poderiam
resultar em aumento de acido ndo dissociado, o qual € mais danoso aos microrganismos e ¢é
claramente um fator no rapido decréscimo da populagido de bifidobactérias durante a vida-de-

prateleira do produto.
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Em estudos de Awaisheh er al.’ com leites fermentados adicionados de émega-3 e
Bifidobacterium infantis observou-se um nimero de células vidveis variando de 10°* a 10’
UFC/mL, indo ao encontro dos resultados encontrados nesse estudo.

Silva™® em estudo com iogurte probidtico adicionado de diferentes concentracdes de
culturas lacteas encontrou contagens que variaram de 6 e 7 logyy UFC/mL para
Bifidobacterium sp.

Rybka e Kailasapathy*’ e Dave e Shah'* observaram contagens de Bifidobacterium sp.
diminuindo em dois ciclos logaritmicos (7 a 5 log;o UFC/mL) em iogurtes.

Observa-se que a reducdo do pH e aumento da acidez no presente estudo ndo afetaram
a viabilidade das bifidobactérias, inclusive notou-se um pequeno crescimento de células
vidveis, exceto para o tratamento T4.

No caso de T4 ndo foi evidenciada a relagdo entre maior valor de pH e melhor
viabilidade celular como descrito anteriormente, ja que este tratamento apresentou o valor de
pH mais elevado (4,44).

Na tabela 5 verifica-se que o tratamento T7 manteve o nimero de microrganismos em
11 logjp UFC/mL pelo periodo de armazenamento (Apéndice 3). Apenas T4 (0,80% de
lactase) apresentou contagens crescentes até o fim da estocagem 9 a 11 log;o UFC/mL.

Para os tratamentos T2 e T3 (0,2 e 0,5% de lactase) observou-se um comportamento
semelhante com contagens de células vidveis praticamente iguais, variando de 9 a 11 logo
UFC/mL. Os tratamentos T5 e T6 apresentaram um breve crescimento seguido de um
decréscimo no ndmero de microrganismos, havendo diminuicao de 2 ciclos logaritmicos para
TS5 e 1 ciclo logaritmico para T6 durante a vida-de-prateleira.

Segundo Zacarchenco et al.®’, as contagens de células vidveis de L. acidophilus em
leites fermentados por Streptococcus thermophilus e Bifidobacterium longum apresentaram
uma redugio de 8 log;o UFC/mL para 10’ UFC/mL apés 21 dias de estocagem.

Oliveira et al.’’ relataram a reducdo de dois ciclos logaritmicos nas contagens de L.
acidophilus ap6s 28 dias de estocagem a 4°C na presenca de S. thermophilus.

Ja Bozanic, Rogeli e Tratnik’® observaram contagens de L. acidophilus superiores a 6
logio UFC/mL em leites fermentados.

Segundo Vinderola et al.”’L. acidophilus é mais sensivel que Bifidobacterium nos
meios dcidos estudados (iogurtes e leites fermentados com 4cido lactico) na faixa de pH de

3,5a4.,5.
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Em estudo realizado por Dave e Shah' com iogurte probidtico suplementado com
cisteina, proteina concentrada, caseina e triptona verificou-se um aumento de dois ciclos
logaritmicos (6 a 8 log;g UFC/mL) em todos os tratamentos testados.

Robinson et al.** encontraram contagens de L. gasseri de 8 logjo UFC/mL em iogurte
adicionado de 6mega-3, o qual se manteve até 15 dias de armazenamento.

Nesse estudo constatou-se que o crescimento de Lactobacillus acidophilus foi maior
que o de Bifidobacterium sp. corroborando com os resultados encontrados por Dave e Shah'*.
Tanto o pH quanto a enzima lactase ndo afetaram o crescimento do L. acidophilus neste

estudo.

CONCLUSAO

Pode-se inferir com o presente estudo que a enzima lactase utilizada nos iogurtes com
0,2%, 0,5% e 0,8% de lactase reduziu o teor de lactose dos tratamentos. As redugdes foram
maiores que 70%, portanto pode-se dizer que os iogurtes formulados com a enzima lactase
podem ser consumidos por pessoas intolerantes a lactose.

As contagens de Streptococcus salivarius ssp. thermophilus foram superiores as
encontradas na bibliografia. Houve a relacdo de 2:1 na propor¢do S. thermophilus/ L.
bulgaricus, o que pode favorecer a diminui¢do da poés-acidificagio durante a vida de
prateleira.

A queda de pH e o aumento da acidez ndo reduziram as contagens de lactobacilos e
das bifidobactérias.

O numero de células vidveis do L. acidophilus foi maior que a das Bifidobacterium,
mantendo-se em nimero superior até o fim da vida-de-prateleira. Tanto o nimero de células
vidveis dos microrganismos probidticos como das bactérias licticas ficaram dentro do
preconizado pela legislag@o vigente.

Nao foi possivel inferir a relagdo entre a lactose hidrolisada e o maior crescimento
microbiano nos iogurtes estudados. Também a relagdo com a adicdo de dmega-3 ndo foi

visualizada entre os tratamentos
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BECKER, L.V.; ALVES, L.L.; MATTANNA, P.; RICHARDS, N.S.P.S. Viability study of

lactic and bifid bacteria in yogurt with low lactose with flaxseed oil.

ABSTRACT

Over 50% of the world population undergoes the incapacity of digesting lactose. The
associated symptoms are usually characterized by abdominal aches and discomfort followed
by intestinal disorders such as colic and diarrhea. Several evidences have demonstrated that
the intake of adequate quantities of the adequate strains of lactic bacteria (including non-
probiotic lactic bacteria such as (Lactobacillus bulgaricus and Streptococcus thermophilus)
are able to relieve the lactosis intolerance symptoms. This research aimed at elaborate low
lactose yogurts, added with rice flour and flaxseed oil and study the viability of the probiotic
microorganisms in the developed products. The lower pH value was 4,26 and the higher
acidity value was 0,94 of lactic acid.

The lactose was hydrolyzed in more than 70% for the treatments with adding of the lactase
enzyme. The microorganisms counts were in the range allowed by Brazilian legislation until

the end of the shelf life.

KEYWORDS: lactic and bifid bacteria, yogurt, lactose, flaxseed oil
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Grifico 1 - Valores de pH e acidez (expressa em acido lactico) dos tratamentos durante os 28

dias de armazenamento.

Valores de pH durante armazenamento Valores de acidez durante armazenamento
1
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T1 iogurte com adi¢do de 0,5% de Oleo de Linhaca e 1,5% de Farinha de Arroz;
T2 logurte com adi¢do de 0,2%de enzima lactase, 0,5% de Oleo de Linhaca e 1,5% de

Farinha de Arroz;

T3 iogurte com adi¢io de 0,5% de enzima lactase, 0,5% de Oleo de Linhaca e 1,5% de
Farinha de Arroz;

T4 iogurte com adi¢io de 0,8% de enzima lactase, 0,5% de Oleo de Linhaca e 1,5% de
Farinha de Arroz;

T5 iogurte com adigdo 0,5% de Oleo de Linhaca;

T6 iogurte com adicdo de 1,5% de Farinha de Arroz;

T7 iogurte controle, sem adi¢des.
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Tabela 1 — Valores de lactose dos iogurtes probidticos durante armazenamento de 28 dias*

Tratamentos 1° dia 7 ° dia 14 ° dia 21 °dia 28 ° dia
Tl 4,52% 4,51 4,437 4,51 4,335
T2 1,32 1,30 < 1,23 B 1,15 1,15
T3 1,09 ™ 0,97 * 0,95 < 0,90 0,82 ™
T4 ND ND ND ND ™ ND
T5 4,62 4,56 4,554 4,554 4,514
T6 4,60 A 4,55 4P 4,54 4 4,53 ABP 4,29 €
T7 4,538 4,50 B° 4,45 A€ 4,25 4,00

* Valores de lactose expressos em porcentagem. ND — valor ndo determinado.

Valores com letras iguais (mindsculas) na mesma linha nio diferiram estatisticamente entre si
ao nivel de 5% de significancia.

Valores com letras iguais (maidsculas) na mesma coluna nao diferiram estatisticamente entre
si ao nivel de 5% de significancia.

T1 iogurte com adicdo de 0,5% de Oleo de Linhaca e 1,5% de Farinha de Arroz;

T2 Togurte com adi¢io de 0,2%de enzima lactase, 0,5% de Oleo de Linhaca e 1,5% de
Farinha de Arroz;

T3 iogurte com adi¢do de 0,5% de enzima lactase, 0,5% de Oleo de Linhaca e 1,5% de
Farinha de Arroz;

T4 iogurte com adicdo de 0,8% de enzima lactase, 0,5% de Oleo de Linhaca e 1,5% de
Farinha de Arroz;

TS5 iogurte com adigéo 0,5% de Oleo de Linhaga;

T6 iogurte com adig¢do de 1,5% de Farinha de Arroz;

T7 iogurte controle, sem adigdes.
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Tabela 2 — Contagens de Streptococcus salivarius ssp. thermophilus durante armazenamento

de 28 dias dos iogurtes probidticos*

Tratamentos 1° dia 7° dia 14° dia 21° dia 28° dia
T1 12,94 14,22 19,40 20,89 ND
T2 12,03 17,24 19,40 20,69 ND
T3 13,40 17,27 19,65 20,75 ND
T4 10,77 17,16 19,23 20,42 ND
T5 13,40 17,36 19,65 21,04 ND
T6 13,40 17,40 18,94 21,36 ND
T7 13,40 17,40 19,40 21,40 ND

*Valores em log;o UFC/mL.

ND - valor ndo determinado.

T1 iogurte com adi¢do de 0,5% de Oleo de Linhaca e 1,5% de Farinha de Arroz;

T2 Togurte com adi¢io de 0,2%de enzima lactase, 0,5% de Oleo de Linhaca e 1,5% de
Farinha de Arroz;

T3 iogurte com adicdo de 0,5% de enzima lactase, 0,5% de Oleo de Linhaca e 1,5% de
Farinha de Arroz;

T4 iogurte com adicdo de 0,8% de enzima lactase, 0,5% de Oleo de Linhaca e 1,5% de
Farinha de Arroz;

TS5 iogurte com adigio 0,5% de Oleo de Linhaga;

T6 iogurte com adig¢do de 1,5% de Farinha de Arroz;

T7 iogurte controle, sem adigdes.
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Tabela 3 — Contagens de Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus durante armazenamento

de 28 dias dos iogurtes probidticos*

Tratamentos 1°dia 7°dia 14 °dia 21°dia 28°dia
T1 8,47 8,61 9,63 9,60 8,64
T2 10,65 9,46 10,69 10,64 8,63
T3 9,40 11,59 10,44 10,57 9,52
T4 8,85 10,47 10,57 8,57 8,05
T5 10,99 12,03 9,77 9,45 9,59
T6 10,72 11,93 10,30 10,41 10,03
T7 11,41 12,02 9,96 10,85 8,97

*Valores em log;o UFC/mL

T1 iogurte com adi¢do de 0,5% de Oleo de Linhaca e 1,5% de Farinha de Arroz;

T2 Togurte com adi¢io de 0,2%de enzima lactase, 0,5% de Oleo de Linhaca e 1,5% de

Farinha de Arroz;

T3 iogurte com adi¢do de 0,5% de enzima lactase, 0,5% de Oleo de Linhaca e 1,5% de

Farinha de Arroz;

T4 iogurte com adi¢do de 0,8% de enzima lactase, 0,5% de Oleo de Linhaca e 1,5% de

Farinha de Arroz;

TS5 iogurte com adigio 0,5% de Oleo de Linhaga;
T6 iogurte com adicdo de 1,5% de Farinha de Arroz;

T7 iogurte controle, sem adigdes.
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Tabela 4 — Contagens de Bifidobacterium sp. durante armazenamento de 28 dias dos iogurtes

probidticos*
Tratamentos 1°dia 7°dia 14°dia 21°dia 28°dia
T1 ND 6,54 7,70 7,65 8,93
T2 ND 8,47 7,50 8,69 8,66
T3 8,72 8,58 7,82 8,68 8,79
T4 8,00 8,12 7,57 7,50 7,75
T5 ND 8,47 9,66 8,91 8,78
T6 ND 8,54 8,89 8,89 9,23
T7 8,15 8,76 8,66 8,97 8,96

*Valores em log;o UFC/mL

ND — valor ndo determinado

T1 iogurte com adi¢do de 0,5% de Oleo de Linhaca e 1,5% de Farinha de Arroz;

T2 Togurte com adi¢io de 0,2%de enzima lactase, 0,5% de Oleo de Linhaca e 1,5% de

Farinha de Arroz;

T3 iogurte com adicdo de 0,5% de enzima lactase, 0,5% de Oleo de Linhaca e 1,5% de

Farinha de Arroz;

T4 iogurte com adicdo de 0,8% de enzima lactase, 0,5%

Farinha de Arroz;

TS5 iogurte com adigio 0,5% de Oleo de Linhaga;

T6 iogurte com adig¢do de 1,5% de Farinha de Arroz;

T7 iogurte controle, sem adigdes.

de Oleo de Linhaca e 1,5% de
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Tabela 5 — Contagens de Lactobacillus acidophilus durante armazenamento de 28 dias dos

iogurtes probidticos™

Tratamentos 1°dia 7°dia 14°dia 21°dia 28° dia
T1 10,58 10,23 10,38 11,70 ND
T2 9,90 11,37 10,45 11,71 ND
T3 9,30 11,64 10,31 11,72 ND
T4 9,32 10,52 10,51 11,63 ND
T5 9,30 12,00 11,52 9,50 ND
T6 10,73 11,94 10,54 9,46 ND
T7 11,40 11,85 11,63 11,69 ND

*Valores em log;o UFC/mL

ND - valor ndo determinado

T1 iogurte com adi¢do de 0,5% de Oleo de Linhaca e 1,5% de Farinha de Arroz;

T2 Togurte com adi¢io de 0,2%de enzima lactase, 0,5% de Oleo de Linhaca e 1,5% de
Farinha de Arroz;

T3 iogurte com adicdo de 0,5% de enzima lactase, 0,5% de Oleo de Linhaca e 1,5% de
Farinha de Arroz;

T4 iogurte com adicdo de 0,8% de enzima lactase, 0,5% de Oleo de Linhaca e 1,5% de
Farinha de Arroz;

TS5 iogurte com adigio 0,5% de Oleo de Linhaga;

T6 iogurte com adig¢do de 1,5% de Farinha de Arroz;

T7 iogurte controle, sem adigdes.
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RESUMO: Sabe-se que no Brasil 58 milhdes de pessoas apresentam dificuldades em digerir
a lactose pela deficiéncia da enzima lactase no intestino. As reacdes a esses fatores sdo
sintomas de desconforto pela producido excessiva de gases dentro do intestino e desordens
intestinais como colicas e diarréias. A lactose ingerida no iogurte é mais efetivamente
digerida que a lactose do leite. Este fato deve-se a hidrdlise intestinal, pela acdo da lactase
microbiana dos organismos presentes no iogurte, durante a passagem no trato gastrointestinal.
A B-galactosidase hidrolisa a lactose em dois monossacarideos, glicose e galactose, mais
facilmente absorvidos pelo intestino. O objetivo deste trabalho foi o de elaborar e caracterizar
iogurtes com culturas probidticas, baixo teor de lactose e adicionados de dleo de linhaca. Os
iogurtes T6 e T7 foram classificados como desnatados e os demais como semi desnatados. A
relacdo entre pH e acidez foi inversamente proporcional, ou seja, a medida que o pH

decresceu a acidez aumentou em todos os tratamentos. A pos-acidificacio foi mais

evidenciada no iogurte T7.
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INTRODUCAO

7z

O iogurte é reconhecidamente um alimento de alto valor nutritivo e adequado a

qualquer dieta.
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E obtido da coagulagio do leite pela acdo de dois microrganismos, Streptococcus
salivarius ssp. thermophillus e Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus, ¢ fornece uma
melhor assimilacdo, pelo organismo, de certos componentes, principalmente a lactose e
proteinas’. De maneira geral o aumento da digestibilidade das proteinas e gorduras, a reducio
do conteudo de lactose, a absorcdo acrescida de célcio e ferro, o equilibrio de conteido em
vdrias vitaminas e a presenga de alguns metabdlitos secunddrios, acoplados a presenga de
células probidticas vidveis, fazem dos leites fermentados um dos alimentos naturais mais
valiosos recomendados para o consumo humano®>.

Os probidticos enquadram-se no conceito de alimentos funcionais, que € definido
como, o produto (alimento) que além de fornecer a nutricdo bdsica, promove a sadde. Tais
alimentos possuem potencial para promover a satide através de mecanismos nio previstos na
nutricdo convencional, devendo ser salientado que esse efeito restringe-se a promog¢do da
satide e ndo 2 cura de doengas™.

A alteracdo do metabolismo microbiano pelos probidticos ocorre por meio do aumento
ou diminuicio da atividade enzimatica. Uma fung¢fo vital das bactérias lacticas na microbiota
intestinal é produzir a enzima (-D-Galactosidase, mais conhecida como lactase, auxiliando a
quebra da lactose no intestino. Puupponen-Pimii et al.** dizem que o emprego de culturas
probidticas exclui microrganismos potencialmente patogénicos e reforca os mecanismos
naturais de defesa do organismo. Os probidticos auxiliam a recompor a microbiota intestinal,
através da adesdo e colonizagdo na mucosa intestinal, sendo que esta acdo impede a adesdo e
subseqiiente producido de toxinas ou invasio das células epiteliais por bactérias patogénicas.

A lactose ingerida no iogurte é mais efetivamente digerida que a lactose do leite. Este
fato deve-se a hidrélise intestinal, pela acdo da lactase microbiana dos organismos presentes
no iogurte, durante a passagem no trato gastrointestinal23 . A B-galactosidase hidrolisa a
lactose em dois monossacarideos, glicose e galactose, mais facilmente absorvidos pelo
intestino™. Tal hidr6lise facilita a absorcdo dos agticares por pessoas intolerantes a lactose.

Intolerancia a lactose € um termo usado para descrever a incapacidade de digerir a
lactose devido a deficiéncia do sistema digestiv021’26’42. A intolerancia a lactose é uma
desordem genética muito comum. Mais de 50% da populagdo mundial apresenta condi¢Ges de
deficiéncia de lactase, sendo esta a desordem genética mais comum?.

No Brasil, 58 milhdes de pessoas apresentam alguma dificuldade em digerir a lactose
pela deficiéncia da enzima lactase no intestino’. Nesses casos a lactose passa pelo c6lon sem
ser hidrolisada e é fermentada pelas bactérias af presentes, produzindo acido lactico, acido

butirico e 4cidos voldteis que reduzem o pH das fezes para valores inferiores a 6,0.
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As reagdes a esses fatores sdo sintomas de desconforto pela produgdo excessiva de
gases dentro do intestino e desordens intestinais como célicas e diarréias'.

A reducdo ou eliminagdo do leite e seus derivados na alimentacdo de criangas
intolerantes a lactose pode comprometer a absorcdo de calcio, proteinas e riboflavina®’.

Produtos fermentados tém sido recomendados para pessoas com intolerancia a lactose.
Este fato é atribuido a alta atividade da lactase presente nos microrganismos usados na
producdo do iogurte (normalmente Streptococcus salivarius ssp. thermophillus e
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus) comparados com outras bactérias produtoras de
dcido lactico™™*",

Juntamente aos beneficios dos probidticos a utilizacdo do 6leo de linhaga é de grande
valia no que diz respeito a promogdo da saude.

A linhaga € considerada um alimento funcional por ser a mais rica fonte de 4cidos
graxos dmega-3"", contribuindo para a sensacio de saciedade e palatabilidade.

O dleo de linhaca contém grandes quantidades de acido a-linolénico (51 a 55%) e
4cido linoléico (15 e 18%), 4cidos graxos da familia dmega-3 e dmega-6 respectivamente’' .

Os 4cidos graxos poliinsaturados, como das familias 6mega-3 e Omega-6, sdo
chamados de essenciais, pois ndo podem ser produzidos endogenamente pelos seres humanos
sendo oriundos apenas da dieta'>**".

Alguns estudos sugerem que o consumo de acidos graxos poliinsaturados reduz as
taxas de colesterol no sangue, aumentam as lipoproteinas de alta densidade (HDL), reduz o
teor de triglicérides, previne o cincer de préstata bem como reduz a ocorréncia de arritmias™.

Nesse contexto, torna-se pertinente o desenvolvimento de um iogurte produzido com
teor de lactose reduzido adicionado de ingredientes funcionais, proporcionando a melhoria na
qualidade de vida de pessoas com necessidades especificas. Isto contribui também com a
industria laticinista para o desenvolvimento de novos produtos para um mercado ainda pouco
explorado.

O presente trabalho propds produzir um iogurte probidtico com teor reduzido de
lactose através do uso da enzima -D-Galactosidase, adicionado de 6leo de linhaga, e verificar

suas caracteristicas fisico-quimicas, tais como acidez, pH, umidade, cinzas, proteina, gordura,

extrato seco total, extrato seco desengordurado e lactose.
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MATERIAIS E METODOS

Os produtos, andlises fisico-quimicas e microbioldgicas foram realizadas nos
laboratérios do Departamento de Tecnologia e Ciéncia dos Alimentos (DTCA) do Centro de
Ciéncias Rurais (CCR) da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM).

Os iogurtes foram analisados no 1°, 7°, 14°, 21° e 28° dia de estocagem, quanto ao
valor de pH, acidez expressa em acido lactico, teor de lactose, proteina, gordura, umidade,
cinzas, extrato seco total e extrato seco desengordurado. As andlises fisico-quimicas foram

realizadas em triplicatag.

Materiais

Para o preparo dos iogurtes utilizou-se as seguintes matérias- primas:

e [eite UHT desnatado;

® Agicar refinado especial;

e Oleo de Linhaga Cisbraoleos (6leo bruto extraido por prensagem a frio);

e Farinha de Arroz Favarin e Cia Ltda (F100 e F300), como substituto do leite em p6
(Apéndice 4).

A enzima para a hidrélise da lactose utilizada foi:

¢ Enzima -Galactosidase Lactozym® 3000L HPG (Novozymes).
Culturas lacticas utilizadas:

e Cultura tradicional: fermento lactico Rich®, contendo culturas superconcentradas de
Lactobacillus bulgaricus e Streptococcus thermophilus (Chr. Hansen Ind. e Com.
Ltda).

e Cultura probidtica: fermento lactico probidtico Bio Rich®, contendo -culturas
superconcentradas de Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium e Streptococcus

thermophilus (Chr. Hansen Ind. e Com. Ltda.).

Tratamentos

Foram realizados os seguintes tratamentos:

¢ TI1 iogurte com adi¢do de 0,5% de Oleo de Linhaca e 1,5% de Farinha de Arroz;
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e T2 Iogurte com adi¢io de 0,2%de enzima lactase, 0,5% de Oleo de Linhacga e 1,5% de
Farinha de Arroz;

¢ T3 iogurte com adi¢do de 0,5% de enzima lactase, 0,5% de Oleo de Linhaca e 1,5% de
Farinha de Arroz;

e T4 iogurte com adi¢do de 0,8% de enzima lactase, 0,5% de Oleo de Linhaca e 1,5% de
Farinha de Arroz;

e TS5 iogurte com adi¢do 0,5% de Oleo de Linhaga;

e T6 iogurte com adicdo de 1,5% de Farinha de Arroz;

e T7 iogurte controle, sem adigdes.

Preparacao do leite adicionado de enzima lactase

Foram utilizados para cada tratamento seis litros de leite UHT desnatado dividido em
aliquotas de dois litros, ou seja, tr€s repeti¢des para cada tratamento, em frascos separados
autoclavados com 2 litros de capacidade cada um. A seguir, acrescentaram-se quantidades
diferentes de enzima lactase nos leites dos tratamentos T2, T3 e T4. Cada frasco foi assim
denominado e rotulado: T2 (0,2% de enzima lactase), T3 (0,5% de enzima lactase), T4 (0,8%
de enzima lactase).

Todos os frascos foram entdo levados para temperatura controlada, 8°C por 12 horas,
para sofrerem hidrélise da lactose. Apds esse periodo o leite passou pelo processo de

aquecimento (92°C por 3 minutos) para inativacdo da enzima lactase.

Preparaciao da Cultura

As culturas utilizadas foram: Rich pacote com Igrama contendo Lactobacilus
bulgaricus e Streptococus thermophilus e Bio Rich pacote com 1 grama contendo
Lactobacilus acidophilus, Bifidobacterium e Streptococus thermophilus.

Os dois pacotes foram diluidos e homogeneizados assepticamente em leite
previamente esterilizado. A porcentagem de cultura utilizada foi de 1% para cada litro de leite

para todos os tratamentos.
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Preparacao do iogurte

Foram preparados 21 frascos com dois litros de leite UHT desnatado cada um, para a
preparagdo dos iogurtes (trés para cada tratamento), cada frasco foi rotulado com um dos sete
tratamentos (T1, T2, T3, T4, T5, T6, T7).

Os tratamentos T2, T3 e T4 apds a hidrdlise e a inativagido da enzima lactase seguiram
0 mesmo processo dos demais tratamentos.

Todos os frascos foram adicionados de: 8% de Agucar Refinado e 0,1% de sorbato de
potdssio para cada litro de leite.

Aos frascos T1, T2, T3, T4 e T6 foram adicionados 1,5% de farinha de arroz para cada
litro de leite. Os tratamentos T1, T2, T3, T4 e TS5 receberem adicdo de 0,5% de Oleo de
linhaga para cada litro de leite.

Todos os tratamentos sofreram pasteurizacdo 92°C por 3 min., sendo que os que
continham 6leo de linhaca foram pasteurizados antes da sua adi¢do. Seguiram entdo para
resfriamento até 41°C para posterior fermentagao.

Houve ent@o a inoculagdo asséptica de 1% da cultura lactica para cada litro de leite

preparada previamente.

Fermentacao do Iogurte

Os tratamentos foram homogeneizados e fermentados em banho termostatizado a
41°C. Durante o periodo de incubacdo foram feitas verificacdes de pH e acidez dos iogurtes a
cada 30 minutos a partir da terceira hora de fermentacao até que os mesmos atingissem pH de

4,6. Foram entdo resfriados e armazenados a temperatura constante de 8°C.

Analises Fisico-Quimicas dos Iogurtes

Realizou-se a seguinte a caracterizacao fisico-quimica dos iogurtesg.

e Valor de pH em pHmetro digital Micronal Modelo 320, com eletrodo de vidro
combinado;

e Acidez, expressa em dcido lactico;

e Teor de proteinas: método de Micro-Kjeldahl;

e Teor de gordura: determinada no aparelho Milko-Tester MK III F 3140, Foss Electric;
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e Teor de umidade: método de secagem em estufa a 105°C ;

e Teor de cinzas: incineragdo em mufla a 550°C;

e Extrato seco total (EST): método de secagem em estufa a 105°C;

e Extrato seco desengordurado (ESD): calculado por diferenca.

e Determinacio da lactose: foi determinada a glicose para entdo fazer-se a
estequiometria da reagdo, considerando que para cada molécula de lactose degradada
sao formadas uma molécula de glicose e uma molécula de galactose.

e Utilizou-se Kit Glicose Monoreagente K082 Bioclin, a leitura foi determinada por
meio de espectrofotdmetro modelo 600, marca FEMTO. A leitura da absorbancia foi a

505 nm, e as amostras foram colocadas em banho-maria a 37°C por 15 minutos.

Analise Estatistica

Os dados de lactose foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA) e as médias
comparadas entre si através do teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade de erro. Os
resultados foram analisados através do programa Statistic 7.0, utilizando o delineamento de

blocos inteiramente casualizados™.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta os resultados dos valores médios dos teores de umidade, cinzas,
extrato seco total (EST), extrato seco desengordurado (ESD), proteina e gordura dos iogurtes
preparados.

A legislacdo brasileira ndo faz referéncia aos teores de lactose, pH, umidade, cinzas,
extrato seco total e extrato seco desengordurado, apresentando somente os valores de gordura
(g/100g), proteina (g/100g) e acidez (g de 4cido lactico/100g) para o produto iogurte.

Nio observou-se diferenca estatistica nos teores de umidade nos tratamentos estudados
(p>0,05), apesar de apresentarem diferentes formulagdes.

Em relagdo aos valores de cinzas encontrados nota-se que T4 apresentou o maior
valor, 0,74%, enquanto que o tratamento T6 obteve o menor percentual, 0,64%.

Observou-se que T1, T2, T4 e TS ndo diferiram estatisticamente entre si. Silva®® em
estudo com iogurte probidtico acrescido de prebidtico encontrou valores médios de umidade e

cinzas de 78% e 0,79% respectivamente, estando estes valores semelhantes ao desta pesquisa.
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O extrato seco total variou de 15,72 a 13,31% para os tratamentos T3 e TS5
respectivamente. Nota-se que apenas T1 e T2 néo tiveram diferenca estatistica entre si, 0s
demais tratamentos diferiram estatisticamente.

Segundo Fernandes'® estudando iogurtes com leite contendo diferentes niveis de
células somdticas os teores de EST encontrados variaram em torno de 13%. Wolfschoon-
Pombo, Granzinolli e Fernandes™® observaram iogurtes com diferentes teores de sélidos e
relataram que quanto maior esse valor maior também serd a acidez do produto.

Essa caracteristica ndo foi evidenciada no trabalho de Thamer e Penna® com bebidas
lacteas funcionais, onde € relatado que a acidez estd relacionada com o tipo de sélido
adicionado, licteo ou ndo, e com a atividade da cultura responsdvel pela fermentacdo. O
resultado obtido pelo estudo foi de 15,68 a 18,97% de EST. No presente trabalho também nao
se relacionou o aumento da acidez com os maiores valores de EST encontrados.

Ja em relacdo ao extrato seco desengordurado todos os tratamentos diferiram
estatisticamente entre si, com valores que variaram de 14,81% de ESD para T3 e 12,60% de
ESD para T5. Silva®® encontrou teores de ESD variando de 18,67 a 19,10%. Yabu et al.,49
relataram que na elaboracdo de iogurte de leite de vaca sempre é adicionado leite em po,
tendo como objetivo aumentar o teor de s6lidos totais para melhorar a consisténcia e textura
do iogurte. Pode-se dizer que nos iogurtes elaborados os baixos teores de extrato seco total
encontrados foram influenciados pela utilizacdo da farinha de arroz como substituinte do leite
em po6. Nota-se também que o extrato seco desengordurado obteve menores valores em
funcdo do EST e dos diferentes niveis de gordura.

Todos os iogurtes foram preparados com leite UHT desnatado contendo 0,3% de
gordura. Os tratamentos T6 e T7 apresentaram os menores valores de gordura por ndo
conterem adicdo de 6leo de linhaga na sua formulagao.

Notou-se que a adicdo da farinha de arroz aumenta a quantidade de gordura nos
iogurtes que a contém, uma vez que a farinha utilizada continha 0,72 g% de gordura. Os
iogurtes T1, T2, T3, e T4 apresentaram os maiores teores de gordura ja que foram adicionados
de 6leo de linhaca e farinha de arroz concomitantemente. Apenas os tratamentos T3 e T4 ndo
diferiram estatisticamente entre si.

Segundo a legislag@o brasileira podemos classificar os iogurtes T1, T2, T3, T4 e TS
como sendo semi desnatados onde se admite de 0,60 até 2,9% de gordura. Os iogurtes T6 e
T7 sdo classificados como desnatados, pois apresentaram teores de gordura menores que

0,5%*.
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Cezar'' relatou em seu trabalho com iogurte para pacientes intolerantes 2 lactose um
valor de gordura de 3,00 a 3,31% pois utilizou leite integral para as formulagdes.

Rodas et al.,34 relatam um teor de gordura de 1,60 a 2,73% em iogurtes comerciais
adicionados de frutas. Silva®™ usando leite integral na preparagdo de iogurtes encontrou
valores entre 3,12 e 3,15% de gordura. Awaisheh et al.,3 encontraram maiores contagens de L.
gasseri nos leites fermentados adicionados de 0,1% de dmega-3.

Sabe-se que durante a hidrdlise da lactose, para que ocorra a formacdo de glicose e
galactose, € necessdrio que esta reaja com a dgua diminuindo a quantidade de 4gua livre no
leite. Tal fato pode ocasionar um ligeiro aumento do teor de gordura. Essa caracteristica
também pode ter influenciado os teores mais acentuados de gordura nos tratamentos
adicionados de 0,5 e 0,8% de lactase.

Para os tratamentos T1, T2 e T7 os valores de proteina foram os mesmos € 0s menores
encontrados (2,81%). O tratamento T3 apresentou maior teor de proteina (2,93%),
consequentemente também obteve maior teor de EST (15,72%).

A legislacdo brasileira estabelece um minimo de 2,9% de proteinas lacteas em
jogurtes®. Assim, apenas o tratamento T3 estd de acordo com a legisla¢do, sendo que os
demais tratamentos apresentaram teores de 2,8% de proteinas, aproximando-se do minimo
estabelecido pela legislacdo. Cezar et al.,'' encontraram valores de proteina que variaram de
3,15 a 3,25% em iogurte desenvolvido com lactose reduzida.

Dave e Shah" afirmaram que o Lactobacillus acidophilus apresenta atividade
proteolitica, degradando a caseina em peptideos ou aminodcidos livres beneficiando assim o
crescimento de Bifidobacterium em produtos fermentados, fato que pode ter influenciado no
presente trabalho.

Silva®® obteve valores de proteina variando de 4,84 a 5,21% em iogurtes probidticos.
O iogurte € normalmente adicionado de leite em pd para aumentar seu teor de sélidos, o que
permite também um maior teor protéico agregad014.

Pode-se inferir que a substituicdo do leite em pé pela farinha de arroz neste trabalho
ndo agregou um teor de proteinas apropriado aos iogurtes segundo a legislagdo.

Na Figura 1 podemos observar os valores de pH dos iogurtes durante o periodo de
armazenamento de 28 dias (Apéndice 2). Percebe-se que em geral todos os tratamentos no
tempo zero (final da fermentacdo e inicio da vida-de-prateleira) partiram de valores
aproximados, entre 4,35 e 4,50, e a partir daf tiveram uma queda na primeira semana de

estocagem, seguida de uma diminuigéo lenta e gradual nas semanas seguintes.
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Nao houve diferenca estatistica em relacio ao pH na primeira semana de
armazenagem entre os tratamentos.

Entretanto, nota-se que os iogurtes que receberam tratamento enziméitico prévio
apresentaram um decréscimo no pH menos acentuado que os demais. O tratamento T4
apresentou o pH mais elevado entre todos os tratamentos (4,49 a 4,44), seguido pelos
tratamentos T3 (4,46 a 4,35) e T2 (4,42 a 4,39) respectivamente. O tratamento T7 diferenciou-
se estatisticamente dos demais pelos menores valores de pH durante os 21 primeiros dias de
estocagem (4,35 a 4,30).

A legislacdo brasileira ndo estabelece limites em relagdo ao pH dos iogurtesg. Segundo
a tecnologia de fabricacdo, o pH do iogurte depende do tipo de cultura utilizada para a
fermentacdo e pode variar de 4,5 a 4,8 em produtos recém elaborados'.

Observa-se na Figura 2 os resultados de acidez dos iogurtes durante o armazenamento.
Percebe-se que proporcionalmente ao decréscimo do pH ocorreu o aumento da acidez, sendo
os menores valores encontrados para T4 (0,71 a 0,85% de 4cido lactico) e T2 (0,75 a 0,89%
de 4cido lactico) respectivamente. Os maiores valores de acidez foram verificados no
tratamento T7 (0,78 a 0,94% de 4cido lactico) (Apéndice 2).

Os valores de acidez expressa em acido lactico estabelecidos pela legislacdo sdo de no
minimo 0,6g de 4dcido lactico/100g de produto e no maximo de 1,5g de acido lactico/100 g de
produto®. Portanto, todos os iogurtes estdo de acordo com os padrdes exigidos.

Os resultados encontrados de pH e acidez expressam uma menor pds-acidificacdo nos
iogurtes tratados previamente com a enzima lactase em comparago aos demais.

Iogurtes com baixa acidez (pH > 4,6) favorecem a separacdo do soro porque o gel ndo
foi suficientemente formado. Em contra partida, pH < 4,0 reduz a hidratagdo das proteinas
fazendo com que haja contragdo do codgulo e conseqiiente dessoramento’.

Scherner®® relata que alguns autores mencionam que o pH final do iogurte deve se
encontrar entre 3,8 e 4,2 para atingir as caracteristicas sensoriais e de textura desejaveis. Em
pesquisa realizada por Malta et al.,” com iogurtes comerciais os valores de pH encontrados
foram inferiores a 4,5, importante para impedir o crescimento de bactérias contaminantes.

Essa caracteristica dos iogurtes de diminuir significativamente seu pH e aumentar a
acidez proporcionalmente é chamada de pés-acidificagio®, fato decorrente da continua
atividade metabdlica das bactérias lacticas mesmo apds a fermentacio. Percebe-se que a pds-
acidificagdo do tratamento T7 (controle) foi maior que os demais, j& nos tratamentos
adicionados de lactase a pos-acidificacdo foi a menor verificada, caracteristica também

encontrada por Longo™*.
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A tabela 2 apresenta os teores de lactose durante o armazenamento dos iogurtes
(Apéndice 3).

Todos os tratamentos foram preparados com leite desnatado UHT, com valor de
lactose de 4,69%. Segundo Tronco® a lactose apresenta-se no leite numa propor¢io de
aproximadamente 4,8%. Portugal et al.,”® encontrou concentragdo de lactose média de 4,6%,
variando de 3,8 a 5,3%.

E sabido que essas variagdes ocorrem porque a composi¢io do leite sofre muitas
influéncias, como alimentacéo, raga e estacdo do ano’,

Como mostra a tabela 2 para os mesmos dias de andlise verifica-se que as amostras
adicionadas de enzima lactase (T2, T3 e T4) diferiram estatisticamente entre as demais e entre
Si.

Os teores de lactose para T2 e T3 variaram de 1,32 a 1,15% e 1,09 a 0,82%
respectivamente enquanto que o tratamento T4 foi totalmente hidrolisado a partir do primeiro
dia de andlise. Durante o armazenamento todos os tratamentos diminuiram suas quantidades
de lactose. As reducdes dos teores de lactose nos iogurtes sem adicdo de lactase foram de
7,68% para T1, 3,84% para TS, 8,53% para T6 e 14,7% para T7.

Entre os tratamentos adicionados de lactase houve diferenca estatistica sendo que a
hidrélise da lactose foi de 75% para T2, 82,5% para T3 e 100% para T4.

Alimentos para dietas com restricdo a alguns monossacarideos e/ou dissacarideos,
especialmente formulados para atender as necessidades de portadores de intolerancia a sua
ingestdo e/ou portadores de erros inatos do metabolismo de carboidratos, podem conter no
maximo 0,5g do nutriente em referéncia por 100g ou 100mL do produto final a ser
consumido’. Assim pode-se dizer que o iogurte elaborado com leite hidrolisado com 0,8% de
lactase (tratamento T4) pode ser utilizado por pessoas intolerantes a lactose.

Segundo a literatura o consumo de lactose durante a fermentag¢do e armazenamento de
iogurtes varia entre 10 e 30%".

De acordo com Trevisan* utilizando duas enzimas, (0,8%), diferentes obteve-se
reducdes de 72,3 e 88,6% em leites pasteurizados. Ainda em seus estudos foi constatado pela
metodologia de superficie de resposta que em determinadas temperaturas e concentracdes de
enzimas atingiu-se quase 100% de hidrdlise da lactose.

Segundo Carminatti'® em avaliacdo da hidrélise enzimdtica da lactose em reator de
membrana utilizando Kluyveromyces lactis, o grau de hidrdlise foi de aproximadamente 100%

a uma temperatura de 30°C, pH 6,0 e concentrag@o de enzima de 1250 mg/L.



72

Longo®* utilizando uma concentragdo de 0,8g/L de enzima lactase diretamente no leite
a 40°C por 4h obteve hidrdlise de 88,07%. Utilizando esse leite na preparacdo de iogurtes
encontrou 85 a 86% de hidrélise da lactose.

Barrantes et al.,® encontraram menores valores de lactose em iogurtes frescos (34%)
do que naqueles armazenados (40%), mostrando a hidrdlise da lactose durante a estocagem
refrigerada.

Ferronato et al.,'® avaliaram os teores de lactose em iogurtes e leites fermentados
comerciais como subsidio para orientacdo nutricional de pacientes com intolerancia a lactose
e constataram que esses produtos apresentam em média 30% menos lactose que o leite.

Com isso eles indicaram que iogurtes e leites fermentados podem ser tolerados por
pessoas que possuem ma absor¢do de lactose, mas ndo pelos intolerantes a lactose.

Segundo Manan, Karim e Kit*, os sintomas da intolerancia podem ser eliminados
quando a lactose é reduzida em 70%, valor calculado em aproximadamente 1,23% de lactose
em um consumo de 220mL de produto lacteo.

Os teores de lactose dos iogurtes com leite tratado previamente com enzima lactase
sdo considerados baixos podendo ser utilizados tanto para pessoas que possuem ma absorcio
de lactose quanto pelos intolerantes a lactose.

Os demais iogurtes apresentaram reducdo nos seus teores de lactose, porém essa
diminuicdo ndo elimina os sintomas desagraddveis da intolerancia a lactose.

Segundo Ferreira'’, quanto menor for o valor de pH, maior é a acidez ¢ menor é a
quantidade de lactose do iogurte. Para os iogurtes adicionados de lactase essa caracteristica

ndo € evidenciada. Pode-se perceber essa informacao no tratamento T7 (controle).

CONCLUSOES

Os teores de umidade, cinzas, extrato seco total, extrato seco desengordurado ndo sao
referenciados na legislacdo, contudo os resultados encontrados nesse trabalho sdo coerentes
com a bibliografia encontrada.

Os teores de gordura foram mais altos para os tratamentos adicionados de dleo de
linhaca e farinha de arroz (T1, T2, T3 e T4). Quanto aos teores de proteina encontrados
apenas o iogurte T3 estd de acordo com a legislacdo brasileira, sendo que os demais iogurtes
apresentaram valores inferiores aos recomendados.

Todos os iogurtes tiveram seus teores de lactose reduzidos. Pode-se dizer que o uso de

enzima lactase na matéria-prima do iogurte hidrolisou eficientemente a lactose presente.
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BECKER, L.V.; ALVES, L.L.; MATTANNA, P.; RICHARDS, N.S.P.S. Physicochemical

composition of probiotic yogurt with reduced lactose content.

ABSTRACT

It is known that in Brazil 58 million people show difficulty in digesting lactose due to
deficiency of lactase enzyme in the intestine. The reactions to these factors are symptoms of
discomfort due to the excessive production of gas in the intestine and intestinal disorders such
as colic and diarrhea. The lactose ingested in the yogurt is more efficiently digested than milk
lactose. This is because of intestinal hydrolysis, by the action of the microbial lactase of
organisms in the yogurt, during its way through the gastrointestinal tract. The B-galactosidase
hydrolyzes the lactose in two monosaccharides, glucose and galactose, which are more
efficiently absorbed by the intestine, these hydrolysis ease the sugar absorption by people who
are lactose intolerant. This work aimed at elaborate and characterize yogurts with probiotic
cultures. Low lactose content and flaxseed oil. The yogurts T6 and T7 were classified as skim
milk and the others as semi-skimmed. The pH acidity relation was inversely proportional,
thus, as the pH decreased the acidity increased in all treatments. The post acidification was
more evident in the T7 yogurt. The contents of lactose decreased in all treatments, the most

impressive decreases were observed in the lactase added yogurts.

KEYWORDS: Probiotic yogurt, lactase, physicochemical.
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Tabela 1 — Caracterizacio fisico-quimica dos iogurtes probidticos adicionados de 6leo de

linhaga. Andlise realizada no 15° dia de armazenamento.

Andlises  log T1 log T2 Iog T3 log T4 log TS Iog T6 log T7
Umidade  85,26"  8524% 8428  84.66"  86,69°  86,66"  8589"
(%)
Cinzas  0,72°%  0,72%" 0,68 0,74" 0,72°" 0,64° 0,71%
(%)
EST (%) 14,74  14,76° 15,72* 15,348 13,31F 13,34F 14,11°
ESD (%) 13,85° 13,88  1481%  1443" 12,60° 12,93F 13,81F
Proteina  2,81° 2,81° 2,934 2,85¢ 2,85¢ 2,88" 2,81°
(%)
Gordura  0,89"®  0,88" 091" 0,91* 0,71¢ 0,41° 0,30"
(%)

Valores com letras iguais na mesma linha ndo diferiram estatisticamente entre si ao nivel de

5% de significancia.

T1 iogurte com adi¢do de 0,5% de Oleo de Linhaca e 1,5% de Farinha de Arroz;

T2 logurte com adi¢do de 0,2%de enzima lactase, 0,5% de Oleo de Linhaca e 1,5% de

Farinha de Arroz;

T3 iogurte com adi¢do de 0,5% de enzima lactase, 0,5% de Oleo de Linhaca e 1,5% de

Farinha de Arroz;

T4 iogurte com adicdo de 0,8% de enzima lactase, 0,5%

Farinha de Arroz;

TS5 iogurte com adigdo 0,5% de Oleo de Linhaca;

T6 iogurte com adi¢do de 1,5% de Farinha de Arroz;

T7 iogurte controle, sem adigdes.

de Oleo de Linhaca e 1,5% de
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Figura 1 — Valores de pH durante o armazenamento de 28 dias dos iogurtes probidticos
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T1 iogurte com adi¢do de 0,5% de Oleo de Linhaca e 1,5% de Farinha de Arroz;

T2 Togurte com adi¢io de 0,2%de enzima lactase, 0,5% de Oleo de Linhaca e 1,5% de
Farinha de Arroz;

T3 iogurte com adi¢io de 0,5% de enzima lactase, 0,5% de Oleo de Linhaca e 1,5% de
Farinha de Arroz;

T4 iogurte com adi¢io de 0,8% de enzima lactase, 0,5% de Oleo de Linhaca e 1,5% de
Farinha de Arroz;

TS5 iogurte com adigéo 0,5% de Oleo de Linhaga;

T6 iogurte com adig¢do de 1,5% de Farinha de Arroz;

T7 iogurte controle, sem adi¢des.



81

Figura 2 — Valores de acidez em % de 4cido latico durante o armazenamento de 28 dias dos

iogurtes probidticos
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T1 iogurte com adi¢do de 0,5% de Oleo de Linhaca e 1,5% de Farinha de Arroz;
T2 logurte com adi¢do de 0,2%de enzima lactase, 0,5% de Oleo de Linhaca e 1,5% de

Farinha de Arroz;

T3 iogurte com adi¢do de 0,5% de enzima lactase, 0,5% de Oleo de Linhaca e 1,5% de

Farinha de Arroz;

T4 iogurte com adicdo de 0,8% de enzima lactase, 0,5% de Oleo de Linhaca e 1,5% de
Farinha de Arroz;

T5 iogurte com adigdo 0,5% de Oleo de Linhaca;

T6 iogurte com adicdo de 1,5% de Farinha de Arroz;

T7 iogurte controle, sem adigdes.
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Tabela 2 — Teores de lactose dos iogurtes probidticos durante armazenamento de 28 dias*

Tratamentos 1°dia 7 °dia 14 ° dia 21 °dia 28 °dia
Tl 4,52% 4,51 4,437 4,51 4,335
T2 1,32 1,30 < 1,23 B 1,15 1,15
T3 1,09 ™ 0,97 * 0,95 < 0,90 0,82 ™
T4 ND ND ND ND ™ ND
T5 4,62 4,56 4,554 4,554 4,514
T6 4,60 A 4,55 4P 4,54 4 4,53 ABP 4,29 €
T7 4,538 4,50 B° 4,45 A€ 4,25 4,00

* Valores de lactose expressos em porcentagem. ND — valor ndo determinado

Valores com letras iguais (mindsculas) na mesma linha nio diferiram estatisticamente entre si
ao nivel de 5% de significancia.

Valores com letras iguais (maidsculas) na mesma coluna nao diferiram estatisticamente entre
si ao nivel de 5% de significancia.

T1 iogurte com adicdo de 0,5% de Oleo de Linhaca e 1,5% de Farinha de Arroz;

T2 Togurte com adi¢io de 0,2%de enzima lactase, 0,5% de Oleo de Linhaca e 1,5% de
Farinha de Arroz;

T3 iogurte com adi¢do de 0,5% de enzima lactase, 0,5% de Oleo de Linhaca e 1,5% de
Farinha de Arroz;

T4 iogurte com adicdo de 0,8% de enzima lactase, 0,5% de Oleo de Linhaca e 1,5% de
Farinha de Arroz;

TS5 iogurte com adigéo 0,5% de Oleo de Linhaga;

T6 iogurte com adig¢do de 1,5% de Farinha de Arroz;

T7 iogurte controle, sem adigdes.



5 DISCUSSAO

Quando existe a deficiéncia da enzima lactase o processo de hidrélise da
lactose nao ocorre. Assim, ndo ha dissociacdo da lactose nos seus dois
monossacarideos: glicose e galactose. Com isso, esses produtos ndo serao
absorvidos por transporte ativo dependente de sddio e mediado por carreador. A
lactose passa ao célon sem ser hidrolisada e é fermentada pelas bactérias ai
presentes, produzindo acido lactico, &cido butirico e outros &cidos volateis que
reduzem o pH das fezes para um valor inferior a 6,0. Esse mecanismo é chamado
de intolerancia a lactose e tem como sintomas diarréia, dor e distensdo abdominal
ou flatuléncia (AGGETT et al., 2003).

A deficiéncia da enzima beta-galactosidase (lactase) no organismo é
considerada uma desordem genética muito comum entre a populagdo mundial. Na
maioria da populacdo, ap6s o desmame, ha um declinio gradual da atividade da
lactase. A diminuicdo dos niveis de lactase é progressivo durante a infancia e a
adolescéncia, havendo um aumento nas taxas de ma absorcdo de acordo com a
idade (MANAN; KARIM; KIT, 1999).

As pessoas com intolerancia a lactose dependem de uma dieta diferenciada
para ndao sofrerem dos sintomas descritos anteriormente. Juntamente a esse fato
esta a busca cada vez maior por produtos que tragam algum beneficio a saude.

A utilizacao dos iogurtes nas dietas vem de milhares de anos atras e cresce a
cada ano. A fermentagéo favorece a diminuigéo dos niveis de lactose em fungao dos
microrganismos presentes que degradam esse acucar. Os produtos fermentados
estdo sendo muito indicados para pessoas intolerantes a lactose, porém,
dependendo do consumidor, os sintomas desagradaveis ndo sao totalmente
eliminados.

Os microrganismos probitticos sdo considerados alimentos funcionais, pois,
além de fornecerem a nutricao basica promovem a saude. Os probiodticos colonizam
o0 intestino humano competindo com microrganismos patogénicos além de promover
a digestdo da lactose em individuos intolerantes a mesma, tudo isso aliado a

estimulacao do sistema imune entre outros beneficios.
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Assim como os probiéticos, os Oleos ricos em Omega-3 também sao
considerados funcionais. O 6leo de linhaca é fonte de &cidos graxos essenciais,
contribuem para a sensacao de saciedade e aumentam a palatabilidade.

Com base nos relatos acima, ressalta-se a importancia da producao de um
iogurte, naturalmente com menor teor de lactose, adicionado de enzima lactase,
probidticos e 6leo de linhaca. Desta forma, os resultados obtidos na presente
pesquisa demonstram a eficiente hidrélise da lactose nos iogurtes adicionados de
enzima beta-galactosidase. A utilizacdo da enzima lactase no leite, matéria-prima do
iogurte, durante doze horas a 8°C foi eficaz na hidrdlise da lactose. Houve coeréncia
nos resultados encontrados em relacao aos diferentes teores de lactase utilizados,
ou seja, nas mesmas condicoes de tempo e temperatura, quanto maior a
concentracdo da enzima utilizada, maior foi a hidrdlise obtida. Os tratamentos
adicionados de lactase apresentaram baixos teores de lactose estando de acordo
com os padrdes regulamentados pela legislacdo de alimentos para fins especiais,
podendo assim, ser utilizados por intolerantes a lactose.

Em relagédo aos valores de pH e acidez expressa em &cido lactico, houve uma
relagéo inversa, enquanto ocorria o decréscimo do pH havia um aumento da acidez
durante o periodo de 28 dias de armazenagem. Essa relacdo conhecida como pés-
acidificacdo acontece em virtude da continua atividade metabdlica das bactérias
lacticas mesmo apds a fermentacdo. Verificou-se menor pdés-acidificacdo nos
tratamentos com teor de lactose reduzidos e, maior pos-acidificacdo no tratamento
controle, no qual ndo houve adigdo de lactase e 6leo de linhaga. O decréscimo do
pH é importante para que ndo haja a proliferagao de patégenos.

O ndmero de células viaveis de Streptococcus salivarius ssp. thermophilus
apresentou-se elevado em relacdo a bibliografia encontrada, porém, manteve a
propor¢ao de 2:1 em relagao ao Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus, 0 que pode
ter sido favorecido pela temperatura de inoculagédo ou pelo pH final de 4,24. A
presenca em menor quantidade de Lactobacillus bulgaricus no produto final pode
favorecer a diminuigdo da pos-acidificagdo durante a vida-de-prateleira, esse fator é
importante para garantir sabor suave ao produto final e evitar efeitos adversos do pH
baixo sobre as bactérias probibticas.
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Em relagéao as bifidobactérias, houve crescimento microbiano na maioria dos
tratamentos. Contudo, pode-se notar que a utilizacdo da maior concentracao de
lactase e/ou o maior valor de pH, influenciou negativamente o referido tratamento,
fazendo com que a contagem decrescesse em um ciclo logaritmico ao fim da
armazenagem. O pH ndo afetou negativamente o crescimento das bifidobactérias
dos demais tratamentos. Todas as contagens estdo de acordo com o que estabelece
a legislacéao brasileira.

Em contra partida, o nUmero de Lactobacillus acidophilus foi crescente até o
fim da vida-de-prateleira no tratamento adicionado da maior concentracao da enzima
lactase. O tratamento controle apresentou contagens de L. acidophilus de 10"
UFC/mL durante todo o periodo de armazenamento. Constatou-se que o
crescimento de Lactobacillus acidophilus foi maior que o de Bifidobacterium sp.
corroborando com os resultados encontrados na literatura. Tanto o pH quanto a
enzima lactase néo afetaram o crescimento dos microrganismos. As contagens de L.
acidophilus apresentaram-se conforme preconiza a legislacao.

A legislacao brasileira ndo faz referéncia aos teores de lactose, valor de pH,
umidade, cinzas, extrato seco total e extrato seco desengordurado. Assim, fez-se
comparagao dos resultados encontrados com a bibliografia, sendo que estes
estavam de acordo com o encontrado por outros autores.

E estabelecido pela legislacdo brasileira um minimo de 2,9% de proteinas nos
iogurtes. O presente trabalho apresentou apenas um tratamento conforme o
preconizado. Observou-se que a propor¢cao de proteina nos iogurtes variou de 2,81
a 2,93, uma variagdo pequena, podendo-se inferir que a lactase, as bactérias
probidticas e o 6leo de linhaga n&o influenciaram o teor de proteinas. Contudo, a
substituicdo do leite em po6 pela farinha de arroz pode ter influenciado no valor
agregado de proteinas. Sabe-se também que o Lactobacillus acidophilus apresenta
atividade proteolitica, degradando a caseina em peptideos ou aminoacidos livres, o
que pode ter afetado o teor de proteinas do iogurte estudado.

Os iogurtes adicionados de 6leo de linhaca e farinha de arroz obtiveram os
maiores valores de gordura, ou seja, foram classificados como semi-desnatados,
pois, apresentaram valores entre 0,60 e 2,90% de proteinas. J& o iogurte contendo
apenas farinha de arroz e o iogurte controle ficaram classificados como desnatados

por conter teor de gordura inferior a 0,5%, segundo a legislacdo brasileira.



6 CONCLUSAO

Pode-se inferir com o presente estudo que a enzima lactase utilizada na
matéria-prima dos iogurtes reduziu eficientemente o teor de lactose dos tratamentos.
As reducgdes foram maiores que 70%, portanto pode-se dizer que os iogurtes
formulados podem ser consumidos por pessoas intolerantes a lactose. Contudo,
apenas o iogurte adicionado da maior concentragao de lactase (0,8%) esta conforme
a legislagao de produtos para fins especiais.

As contagens de Streptococcus salivarius ssp. thermophilus foram superiores
as encontradas na bibliografia. Houve a relacao de 2:1 na proporcao Streptococcus
thermophilus/ Lactobacillus bulgaricus. O numero de células viaveis do Lactobacillus
acidophilus foi maior que a das Bifidobacterium, mantendo-se em numero superior
até o fim da vida-de-prateleira. Tanto o numero de células viaveis dos
microrganismos probidticos como das bactérias lacticas ficaram dentro do

preconizado pela legislacéo vigente.

Verificou-se menor poés-acidificacdo nos tratamentos com teor de lactose

reduzidos e maior pés-acidificagdo no tratamento controle.

Os teores de umidade, cinzas, extrato seco total, extrato seco
desengordurado ndo sao referenciados na legislacdo, contudo os resultados
encontrados nesse trabalho sdo coerentes com a bibliografia encontrada. Os teores
de gordura foram mais altos para os tratamentos adicionados de 6leo de linhaga e
farinha de arroz. Quanto aos teores de proteina encontrados apenas iogurte T3
(0,5% de lactase, 0,5% de Oleo de linhaca e 1,5% de farinha de arroz) esta de
acordo com a legislagdo brasileira, sendo que os demais iogurtes estdo muito

proximos dos valores estabelecidos.

O presente trabalho € muito importante tanto para a comunidade cientifica

como para as pessoas intolerantes a lactose.
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A continuacao dessa pesquisa € de grande valia, pois vai avaliar, além das
caracteristicas aqui estudadas, outros fatores importantes como o perfil de acidos

graxos e a utilizacao de outros microrganismos, por exemplo.
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8.1 Apéndice 1

REVISTA ALIMENTOS E NUTRICAO

Informacoes gerais e escopo

A revista ALIMENTOS E NUTRICAO/BRAZILIAN JOURNAL OF FOOD AND
NUTRITION é um periodico trimestral, especializado e arbitrado, aberto a
comunidade cientifica nacional e internacional, que publica artigos originais, notas
prévias e trabalhos de revisao relativos as areas de Alimentos (ciéncia e tecnologia)
e Nutricdo. Os manuscritos podem ser encaminhados em portugués, inglés ou
espanhol e serdo aceitos mediante aprovacao de revisores. Os trabalhos de revisao
devem representar uma andlise critica de assunto atual e relevante baseando-se,
inclusive, em artigos do(s) proprio(s) autore(s) e estardo condicionados a
disponibilidade de publicagdo considerando que em cada fasciculo sdo publicados,
no maximo, dois trabalhos dessa natureza.

E vedada a reprodugéao dos trabalhos em outras publicagées ou sua tradugao
para outro idioma sem a autorizagdo da Comissao Editorial. Os originais deverao ser
acompanhados de documento de transferéncia de direitos autorais, contendo a
assinatura do(s) autor(es) e, também, de documento contendo os dados completos
dos autores (nome, endereco, telefone, e-mail, area de atuacgao, titulagéao atual, local
de trabalho, cargo ocupado). Lembrando que, toda mudanga de endereco devera
ser comunicada imediatamente a revista.

Preparacao dos originais

Apresentacao.

Os trabalhos devem ser digitados em uma s6 face, fonte Times New Roman
12, em folha de papel branco, formato A4 (210x297mm), mantendo margens laterais
de 3 cm e espaco duplo em todo o texto, empregando editor de texto MS Word
versao 6.0 ou superior. Todas as paginas devem ser numeradas a partir da pagina
de identificagdo. Cada trabalho deveréa ser enviado, via correio, em 1 via impressa e
uma em disquete ou CD, ou em uma cépia eletrbnica via e-mail.

Estrutura do trabalho.

Os trabalhos devem obedecer a seguinte seqiéncia: Titulo; Autor(es) (por
extenso e apenas o sobrenome em mailsculo); Filiagdo cientifica do(s) autor(es)
(indicar em nota de rodapé: Departamento, Instituto ou Faculdade, Universidade-
sigla, CEP, Cidade, Estado, Pais); Resumo (escrito no idioma do artigo, com maximo
de 200 palavras); Palavras-chave (com até 7 palavras retiradas de Thesaurus da
area, quando houver); Texto (INTRODUCAO, MATERIAL E METODOQO(S),
RESULTADO(S), DISCUSSAO, CONCLUSAO); Agradecimentos; Abstract
(precedido da Referéncia Bibliografica do proprio artigo, sendo o titulo em inglés) e
Keywords; Referéncias bibliograficas (trabalhos citados no texto). Obs. Trabalhos
escritos em inglés deverdo ser acompanhados de resumo e palavras-chave em
portugués, também precedidos da referéncia bibliografica do préprio artigo e com o
titulo em portugués, apresentados apds os agradecimentos.
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Referéncias bibliograficas.

Devem ser dispostas em ordem alfabética pelo sobrenome do primeiro autor e
numeradas consecutivamente; seguir a NBR 6023 (agosto 2002) da ABNT. Os
autores sao responsaveis pela exatidao das referéncias bibliograficas.

= Livros e outras monografias (até 3 autores colocar todos 0os nomes separados
por “;”, quando tiver mais que 3 colocar o nome do 12 e usar et al.)

CERVO, A. L.; BERVIAN, P. A.; SILVA, A. S. Metodologia cientifica: para uso dos

estudantes universitarios. 2.ed. Sdo Paulo: McGraw-Hill do Brasil, 1978. 144p.

= Capitulos de livros

BENAVIDES, H. et al. An exceptional bloom of Alexandrium catenella in the Beagle
Channel, Argentina. In: LASSUS, P. et al. (Ed.) Harmful marine algal blooms. 2™
ed. Paris: Lavoisier tercept, 1995. p.113-119.

= Entidades

ASSOCIATION OF ANALYTICAL COMMUNITIES. Official metohods of analysis:
method 959.08 paralytic shellfish poison — biological method. Washington, DC, 2000.
cap. 49, p.49-51.

= Meio eletronico

CERVO, A. L.; BERVIAN, P. A.; SILVA, A. S. Metodologia cientifica: para uso dos
estudantes universitarios. 2.ed. Sado Paulo: McGraw-Hill do Brasil, 1978. Disponivel
em: http:www.cerbrasil.com.br. Acesso em: 22 ago. 2007.

= Dissertacoes e teses

VEIGA NETO, E. R. Aspectos anatémicos da glandula lacrimal e de sua
inervacao no macaco-prego (Cebus apella), (Linnaeus, 1758). 1988. 63f.
Dissertacdao (Mestrado em Ciéncias Bioldgicas) — Instituto de Biociéncias,
Universidade Estadual Paulista, Botucatu, 1988.

= Artigos de periédicos

Abreviaturas.

Os titulos de periodicos deverdo ser abreviados conforme o Biological
Abstracts, Chemical Abstracts, Index Medicus, Current Contents. DELGADO, M.C.
Potassium in hypertension. Curr. Hypertens. Rep., v.6, p.31-35, 2004.

= Trabalho de congresso ou similar (publicado)

TRAINA JUNIOR, C. GEO: um sistema de gerenciamento de base de dados
orientado a objeto: estado atual de desenvolvimento e implementagdo. In:
SIMPOSIO BRASILEIRO DE BANCOS DE DADOS, 6, 1991, Manaus. Anais...
Manaus: Imprensa Universitaria da FUA, 1991. p.193-207.

» Legislagéao

BRASIL. Medida proviséria n® 1.569-9, de 11 de dezembro de 1997. Estabelece
multa em operagdes de importacao, e da outras providéncias. Diario Oficial [da]
Republica Federativa do Brasil, Poder Executivo, Brasilia, DF, 14 dez. 1997.
Seccgéo 1, p. 29514.
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Citacao no texto.

Utilizar sistema numérico. A citagdo de um autor no texto (quando necessaria)
devera ser pelo sobrenome e o numero da referéncia sobrescrito. Ex: ...entendido
por Silva.® No caso de dois autores, os sobrenomes devem ser separados por &. Ex:
.. entendido por Silva & Rocha.® Mais de dois autores, indicar apenas o sobrenome
do primeiro seguido de et al. Ex: ...entendido por Silva et al.,%, ou ainda, apenas pelo
numero de referéncia sobrescrito. Ex: ...entendido pelos autores. 2**

Notas
Devem ser reduzidas ao minimo e colocadas no pé de pagina. As remissdes para
o rodapé devem ser feitas por asteriscos, na entrelinha superior.

Anexos e/ou Apéndices
Serao incluidos somente quando imprescindiveis a compreensao do texto.

Tabelas
Devem ser numeradas consecutivamente com algarismos arabicos e
encabecadas pelo titulo.

Figuras
Desenhos, gréficos, mapas, esquemas, férmulas, modelos (em papel vegetal e
tinta nanquim, ou computador); fotografias (em papel brilhante); radiografias e
cromos (em forma de fotografia). As figuras e suas legendas devem ser
claramente legiveis apds sua redugéo no texto impresso de 10x17 cm. Devem-se
indicar, a lapis, no verso: autor, titulo abreviado e sentido da figura. Legenda das
ilustrac6es nos locais em que aparecerdo as figuras, numeradas
consecutivamente em algarismos arabicos e iniciadas pelo termo FIGURA.

Unidades de medida e simbolos
Devem restringir-se apenas aqueles usados convencionalmente ou sancionados
pelo uso. Unidades ndao-usuais devem ser claramente definidas no texto. Nomes
comerciais de drogas citados entre parénteses, utilizando-se no texto o nome
genérico das mesmas. Férmulas e equacbes escritas em linha, por exemplo,

a
Z’ escreva a/b, +ex , escreva ex/2.

Os dados e conceitos emitidos nos trabalhos, bem como a exatiddo das
referéncias bibliogréficas, sdo de inteira responsabilidade dos autores. Os trabalhos
que ndo se enquadrarem nessas normas serdao devolvidos aos autores, ou serao
solicitadas adaptagdes, indicadas em carta pessoal.

ENVIO DOS TRABALHOS

Correspondéncia e artigos para publicagéo, dever&do ser encaminhados a:
ALIMENTOS E NUTRIGAO (revista)Servigo Técnico de Biblioteca e Documentagao
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - UNESP

Rodovia Araraquara-Jaud, km 1

Caixa Postal 502

14801-902 Araraquara - SP - Brasil

Fax: (0XX16)3332-1576

E-mail: revistas@fcfar.unesp.br
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8.2 Apéndice 2

Tabelas com os valores de pH e acidez expressa em acido lactico para os
tratamentos durante o0 armazenamento de 28 dias.

Tabela 1 — Valores de acidez (% de acido lactico) para os tratamentos durante

armazenamento
Tratamento 1%ia 7%lia 14%ia 21%ia 28%ia
T1 0,74 0,827 0,84°F° 0,897° 0,942
T2 0,75 BCd 0,79 BCe 0,81 ©¢ 0,83°P 0,89 “2
T3 0,77 A8d 0,82%° 0,83 BCe 0,86 2P 0,91 BC2
T4 0,71 b 0,77°° 0,78 "¢ 0,81°P 0,85P2
T5 0,758 0,79 BCe 0,89 4P 0,90 4P 0,932
T6 0,78%° 0,80 AB° 0,84 8P 0,89%2 0,922
T7 0,782 0,821 0,85 582 0,90%2 0,94 %2

Valores com letras iguais (mindsculas) na mesma linha nao diferiram estatisticamente entre si ao
nivel de 5% de significancia.

Valores com letras iguais (mailsculas) na mesma coluna nao diferiram estatisticamente entre si ao
nivel de 5% de significancia.

Tabela 2 — Valores de pH para os tratamentos durante armazenamento

Tratamento Semana1 Semana2? Semana3 Semana4 Semanab

T1 443 4,38"° 4,34 P 427 4,29 ™
T2 4,42 ©2 4,38 Aab 4,35 8P 4,38 A° 4,39 Bab
T3 4,46 B2 4,35 B° 4,34 BCP 4,33 B° 4,35 P
T4 4,497 4,40 "° 4,38 "¢ 4,38 "¢ 4,44 "°
T5 4,37 PEa 4,25 ©° 4,33 BCP 4,27 ¢ 4,32 PEP
T6 4,38 P2 4,26 ©° 4,32 CPP 4,26 ©P° 4,33 CPP
T7 4,35 Fa 4,24 ©° 4,30 PP 4,24 be 4,30 EFP

Valores com letras iguais (mindsculas) na mesma linha néo diferiram estatisticamente entre si ao
nivel de 5% de significancia.
Valores com letras iguais (mailsculas) na mesma coluna nao diferiram estatisticamente entre si ao
nivel de 5% de significancia.
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8.3 Apéndice 3

Gréficos apresentando as contagens de bactérias lacticas e bifidas nos
tratamentos durante os 28 dias de armazenamento (logio UFC/mL).

Steptcoccus salivarius ssp. thermophilus
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Figura 1 - Efeito do tempo de estocagem na manutencao do nimero de células
viaveis de Streptococcus salivarius ssp. thermophilus nos diferentes tratamentos.

Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus
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Figura 2 - Efeito do tempo de estocagem na manutencéo do niumero de células
viaveis de Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus nos diferentes tratamentos.
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Lactobacillus acidophilus
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Figura 3 - Efeito do tempo de estocagem na manuteng&o do numero de células
viadveis de Lactobacillus acidophilus nos diferentes tratamentos.

Bifidobacterium sp.
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Figura 4 - Efeito do tempo de estocagem na manutencao do nimero de células
viaveis de Bifidobacterium sp. nos diferentes tratamentos.
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Grafico com os teores de lactose (expresso em porcentagem) dos diferentes
tratamentos durante os 28 dias de armazenamento.

Lactose
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Figura 5 - Teores de lactose nos diferentes tratamentos durante armazenamento.



8.4 Apéndice 4

Tabela com a composigao fisico-quimica da farinha de arroz utilizada como

ingrediente na fabricagdo dos iogurtes.

Tabela 1 — Composicao fisico-quimica da farinha de arroz

Composicao Teor
Umidade (g%) 11,70
Cinzas (9%) 0,42
Acidez (mL sol. N%) 0,65
Proteina Bruta (g%) 8,00
Lipidios (9%) 0,72
Carboidratos (g%) 78,56
Atividade de 4gua a 17,7°C 0,478
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