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RESUMO

Uma das causas da disbiose intestinal ¢ devido ao uso indiscriminado de antibidticos. Um maior
uso de microrganismos probidticos em alimentos torna-se atrativo para que ocorra uma
recuperacdo mais rapida da microbiota intestinal, prevenindo o aparecimento de doengas
oportunistas. Dessa forma, ¢ visto como algo interessante ¢ necessario a ampliagdo da variedade
de alimentos contendo tais microrganismos, bem como o estudo de ingredientes que estimulem a
viabilidade dos probioticos nos produtos. O hidrolisado proteico de soro de leite ¢ um ingrediente
que poderia auxiliar a multiplicacdo de bifidobactérias em alimentos. Neste estudo, foi analisada
a viabilidade de trés cepas de bifidobactérias (Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB12,
Bifidobacterium bifidum CCT7603 ¢ Bifidobacterium longum BLG301) em caldo de Man
Rogosa Sharpe (MRS) com cisteina na presenga de diferentes concentragdes de hidrolisado
proteico de soro de leite (0 mg/ml, 0,0125 mg/ml, 0,25 mg/ml, 0,5 mg/ml e 1 mg/ml), incubado
em condigdes de anaerobiose por 24 h a 37°C. Posteriormente foi efetuado o plaqueamento em
profundidade das diluigdes decimais seriadas dos microrganismos nos caldos (método de pour
plate) em agar MRS com cisteina e incubag@o em condi¢des de anaerobiose a 37°C por 72 h para
a contagem de colonias nas placas. Foram efetuadas andlises estatisticas para as comparagdes do
comportamento das bactérias na presenca do hidrolisado proteico de soro de leite ¢ a avaliagdo de
seu metabolismo. Apesar do hidrolisado proteico, independentemente da sua concentragao
utilizada, ndo ter resultado em diferengas significativas (p>0,05) na viabilidade das
bifidobactérias estudadas, observou-se que a cepa B. bifidum CCT7603 obteve o resultado mais
promissor dentre os trés microrganismos analisados, apresentando a maior multiplicacdo na
presenca daquele ingrediente, particularmente na concentragao de 0,5 mg/ml, em comparagdo as
demais. Considerando a possibilidade de uso de uma cultura de bifidobactérias em um produto
contendo hidrolisado proteico, entre aquelas avaliadas no presente estudo, seria, portanto,
escolhida a cepa B. bifidum CCT7603.

Palavras-Chave: Bifidobactérias. Probiodticos. Hidrolisado proteico de soro. Multiplicacao

microbiana.



ABSTRACT

One of the reasons of intestinal dysbiosis is due to the indiscriminate use of antibiotics. A higher
use of probiotic microorganisms in foods becomes attractive to recover fast the intestinal
microbiota, preventing the appearance of opportunistic diseases. In this manner, the increase of
the variety of food with probiotic microrganisms is seen as something interesting and necessary,
as well as the study of ingredients that promote the viability of probiotics in products. The whey
protein hydrolyzate is an ingredient that might improve the growth of bifidobacteria in food
products. In this study, it was assessed the viability of three strains of bifidobacteria
(Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB12, Bifidobacterium bifidum CCT7603 and
Bifidobacterium longum BLG301) in de Man Rogosa Sharpe (MRS) broth with cysteine in the
presence of different concentrations of whey protein hydrolyzate (0 mg/ml, 0.0125 mg/ml, 0.25
mg/ml, 0.5 mg/ml and 1 mg/ml), incubated in anaerobic conditions for 24 h at 37°C . After this
period, the decimal dilutions of the broth with microorganisms were pour plated in MRS agar
with cysteine and incubated in anaerobic conditions at 37 °C for 72 h for counting of colonies on
agar plates. The statistical analysis was performed for comparing the bacterial behavior in the
presence of the whey protein hydrolyzate and evaluation of their metabolism. Despite the whey
protein hydrolysate at any concentration used in the assays did not result in significant
differences (p>0.05) concerning the viability of bifidobacteria studied, the strain B. bifidum
CCT7603 had the most promising result between the three microorganisms analyzed, achieving
the highest growth promotion in the presence of that ingredient, particularly in the concentration
of 0.5 mg/ml, when compared with the other strains. In view of a possible use of a culture of
bifidobacteria in a food product processed with whey protein hydrolyzate, among those evaluated

in this study, therefore, it would be chosen the strain B. bifidum CCT7603.

Keywords: Bifidobacteria. Probiotics. Whey protein hydrolyzate. Microbial growth.
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1 INTRODUCAO

O equilibrio ¢ um bom funcionamento da microbiota intestinal leva a homeostase das
fungdes biologicas do individuo, resultando em uma vida com mais qualidade (SAAD, 2006;
STEFE; ALVES; RIBEIRO, 2008).

A microbiota intestinal ¢ vasta e ¢ composta de um grande nimero de bactérias anaerobias
como Bacteroides spp., Bifidobacterium spp., Clostridium spp., Enterococcus spp., Eubacterium
spp., Fusobacterium spp., Peptostreptococcus spp., Ruminococcus (FORSYTHE, 2002).

Os microrganismos que compdem a microbiota intestinal irdo variar de populagdo com o
passar da vida do hospedeiro, colonizando e garantindo a estabilidade da microbiota intestinal,
sendo passivel de mudangas frente a fatores como tratamento com antibioticos, caracteristicas
genéticas e imunologicas do hospedeiro, modo de nascimento, idade, composicdo da dieta
aleitamento materno ou ndo, que podem, assim, desequilibrar a microbiota A formagdo da
microbiota do trato gastrointestinal, portanto, ocorre por simultaneidade das interacdes destes
fatores que podem um influenciar no efeito do outro, interacdes essas que resultam em efeitos
locais ou sistémicos, benéficos ou prejudiciais (MANZONI; CAVALLINI; ROSSI, 2008).

Um fator que gera preocupacao ¢ o uso indiscriminado de antibidticos em animais no
processo de producdo, deixando assim doses residuais e também no tratamento de infecgdes
(KAUR etal., 2011).

Disbiose ¢ o termo que vem sendo utilizado para o desequilibrio da microbiota intestinal,
definida pelo decaimento do niimero de microrganismos benéficos € o acréscimo dos patogenos.
J& a eubiose remete a condicdo, processo e acao de viver bem, tendo-se o equilibrio da microbiota
intestinal. As culturas probioticas sdo elementos essenciais para restabelecer a eubiose, quando
ocorre o desiquilibrio da microbiota seja qual for o motivo (ANTUNES et al., 2007).

Em 2013, em reunido da International Scientific Association for Probiotics and Prebiotics
(ISAPP), a definicdo de probioticos foi atualizada para: “Microrganismos vivos que, quando
administrados em quantidades adequadas, confere um beneficio de saude ao hospedeiro”, tendo
sido amplamente adotada e aprovada por pesquisadores, oOrgdos regulamentadores e
consumidores. Organizacdes e agéncias como Organizacdo Mundial da Saude (OMS), Codex
Alimentarius, Health Canada, World Gastroenterology Organisation, European Food Safety
Authority (EFSA) e Institute of Food Technologists utilizaram a definicdo da FAO / OMS



quando se refere a probiodticos (HILL et al., 2014).

Segundo Hill et al. (2014), por exemplo, a Health Canada vem estabelecendo desde 2009
que a quantidade de bactérias probioticas como Bifidobacterium (espécies adolescentis, animalis,
bifidum, breve e longum) e Lactobacillus (espécies acidophilus, casei, fermentum, gasseri,
Jjohnsonii, paracasei, plantarum, rhamnosus e salivarius) em alimentos deve ser de, pelo menos,
10° unidades formadoras de coldnias (CFU) por porgao.

Diversas sao as vantagens que a utilizacdo de probiodticos podem oferecer a saude do
hospedeiro. Tais vantagens incluem a modulagdo da microbiota intestinal, atenuacdo dos efeitos
de alguns tipos de diarreias, produgdo de vitaminas que sdo absorvidas, a retomada da sintese de
vitaminas (principalmente as do complexo B que € prejudicada, quando a microbiota intestinal se
encontra anormal, evitando o surgimento da hipovitaminose), promog¢ao de resisténcia
gastrintestinal e urogenital a colonizagdo por microrganismos patogénicos, reestruturacdo da
microbiota intestinal apdés uma longa exposicdo a antibioticoterapia, estimulacdo do sistema
imunologico e alivio da constipacdo intestinal (CANANI et al., 2007; COUDRAY et al., 2005;
ISOLAURI, 2003; PELUSO et al., 2007; ROLFE, 2000; SCHIFFRIN et al., 1995; STEFE;
ALVES; RIBEIRO, 2008).

Lactobacilos, bifidobactérias e algumas espécies de Streptococcus foram avaliados para a
prevencao ou tratamento de diarreia associada ao uso de antibidticos, tendo sido verificados
como seguros para uso como probiodticos (D’SOUZA et al., 2002).

Os microrganismos probioticos podem contribuir com a “barreira intestinal”, diminuindo
a translocag@o bacteriana, que corresponde a migragdo de bactérias vidveis através da mucosa
intestinal para dentro da circulagdo. Esta funcdo tem sido sugerida para diminuir infeccdes e
possivelmente reagdes alérgicas aos antigenos alimentares (PARVEZ et al., 2006).

Para serem usadas como probidticos, mesmo entre um grupo de bactérias que ¢
geralmente reconhecidas como seguras (GRAS — generally recognised as safe), elas necessitam
ter identificacdo internacionalmente reconhecida de acordo com o Codigo Internacional de
Nomenclatura, sobreviverem ndo so a passagem pelo trato gastrointestinal através da exibigdo aos
sais biliares e acidez géstrica, mas também serem capazes de proliferarem no intestino; como
também serem consumidas num alimento que lhe deem protecdo durante a passagem pelo
estdmago, através dessa proliferacdo exercerem suas vantagens sob o hospedeiro, além de ter

essas vantagens comprovadas in vivo e in vitro por meio de uma dose conhecida, determinagao
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dos padrdes de resisténcia a antibidtico, serem capazes de aderirem ao muco ou epitélio
intestinal, oferecerem seguranca comprovada, ndo terem natureza patogé€nica, produzirem
substancias antibacterianas e influenciarem atividades metabolicas como a producdo de D-lactato
(PINEIRO; STANTON, 2007; ZUCCOTTI et al., 2008).

Além dos requisitos citados acima, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (2016)
exige outras medidas a serem tomadas pelas industrias, como: o dep6sito do microrganismo em
banco de culturas reconhecido internacionalmente; a descri¢do da forma e origem de obtencao da
bactéria e se houve modificacdo genética; resultado negativo de produgdo de toxinas e atividade
hemolitica; conhecimento do perfil de resisténcia a antimicrobianos e informacdes sobre a base
genética da resisténcia, quando confirmada, de acordo com a European Food Safety Authority
(EFSA); estudos que estejam disponiveis na literatura que descrevam eventuais efeitos adversos
observados com a cepa; a eficdcia comprovada através de estudos cientificos rigorosos, além da
descricao de possiveis efeitos colaterais em humanos; exigéncia de um laudo de comprovacao da
viabilidade da cepa no produto na quantidade minima viavel para prover beneficio funcional até o
final do prazo de validade, dentro das condi¢des de uso, armazenamento ¢ distribuigdo. Dessa
forma, a eficécia para propriedade funcional deve ser proposta pela empresa junto a Agéncia, a
qual serd avaliada quanto as suas alegacdes conforme a Resolugdo n. 18/1999 (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 1999).

As bifidobactérias sdo bactérias Gram positivas anaerobicas que estdo presentes no trato
gastrointestinal humano (ODA et al., 2013).

Manter a viabilidade e a estabilidade de culturas probidticas, ou seja, manter um nivel
apropriado de células vidveis durante o armazenamento do produto, dependendo da matriz e das
caracteristicas do meio, sem interferir na qualidade do produto, consiste em um desafio
tecnologico (GALLINA et al., 2012).

A viabilidade de bactérias probiodticas pode ser melhorada pela escolha apropriada de
cepas resistentes a acidos biliares e acidez, o uso de recipientes impermedveis ao oxigénio,
influéncia do nivel de inoculo, uso de acido ascorbico, microencapsulacdo, adaptagdo da
capacidade de se multiplicar em condi¢des inospitas (SHAH, 2000).

O soro de leite deixou de ser visto como um subproduto da fabricagdo do queijo e da
precipitagdo apos e remogao da caseina, e passa a ser percebido como um coproduto, isto ¢, uma

matéria-prima valiosa para a producdo de novos alimentos com proteina e outros nutrientes de
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valor agregado. Além dos minerais e da lactose, o soro de leite contém cerca de 20% das
proteinas originalmente presentes no leite (SMITHERS et al. 1996).

A hidrolise consiste em um processo de clivagem das ligagdes peptidicas das proteinas
transformando-as em peptideos de tamanhos variados ¢ em aminoécidos livres (CLEMENTE,
2000).

Dessa forma, ¢ interessante avaliar a viabilidade da multiplicacdo das bifidobactérias em
componentes proteicos do leite, podendo levar ao desenvolvimento de novos produtos funcionais
com populagdes apropriadas desse microrganismo, pela importancia de se veicular um maior
nimero de probidticos para garantir que o trato gastrointestinal permaneca em homeostase, frente

as condigdes que possam acarretar o desequilibrio dele.



2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Probioticos

12

Probioticos, que significa literalmente "para a vida", sio microrganismos com influéncia

comprovada para a promogao da saude em humanos e animais (MARTEAU et al., 2001).

Existem varios mecanismos propostos pelos quais os probidticos podem proteger o

hospedeiro de distrbios intestinais, conforme apresentado no Quadro 1.

Quadro 1 — Apresentagdo dos mecanismos propostos para a protegdo do hospedeiro pelos

microrganismos:
Mecanismo | A¢do Observacgoes Referéncias
Producao de | As bactérias probioticas produzem uma | Estes ~ compostos | SHAH (2000)
substancias | variedade de substancias que s@o | podem reduzir ndo
inibidoras inibidoras de bactérias gram-positivas e | apenas o nimero de
gram-negativas,  estas  substancias | células vidveis, mas
incluem 4cidos organicos, peroxido de | também podem
hidrogénio e bacteriocinas afetar 0
metabolismo
bacteriano ou a
producao de
toxinas.
Bloqueio de [ Inibicdo competitiva para locais de KLEEMAN;
locais de | aderéncia bacteriana em superficies KLAENHAMMER
adesao epiteliais intestinais (1982)
Competicdo | Os probidticos podem utilizar os SHAH (2000)
por nutrientes que seriam consumidos por
nutrientes microrganismos patogénicos
Estimulo da | Evidéncias sugerem que estimulacdo da KAILA et al.,
imunidade imunidade especifica e ndo especifica (1992),
pode ser outro mecanismo para proteger PERDIGON et al.,

contra doenga intestinal

(1986)
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A soma de todos os processos pelos quais as bactérias inibem a colonizagdo por outras
cepas ¢ chamado de resisténcia a coloniza¢ao (SHAH, 2000).

A industria tem procurado atender as exigéncias dos consumidores que desejam produtos
que, simultaneamente, sejam saudaveis e atrativos. Para a utilizacdo de culturas probioticas na
tecnologia de fabricacdo de produtos alimenticios, além da sele¢do de cepas probioticas para uso
em humanos, as culturas devem ser empregadas de acordo com o seu desempenho tecnoldgico
(KOMATSU; BURITI; SAAD, 2008).

Culturas probidticas com boas propriedades tecnologicas devem apresentar boa
multiplicag¢do no leite, promover propriedades sensoriais adequadas no produto e ser estaveis e
viaveis durante armazenamento para que a multiplicacdo de probidticos ndo venha a resultar em
caracteristicas ndo comuns ou mesmo indesejaveis ao produto. Desta forma, podem ser
manipuladas e incorporadas em produtos alimenticios sem perder a viabilidade e a
funcionalidade, resultando em produtos com textura e aroma adequados. Essas exigéncias sdo
desafios tecnologicos significativos, uma vez que muitas bactérias probiodticas sdo sensiveis a
exposi¢ao a oxigeénio, calor ¢ acidos (KOMATSU; BURITI; SAAD, 2008; OLIVEIRA et al.,
2002).

A viabilidade das bactérias probioticas ¢ afetada por substincias inibidoras tais como o
acido latico produzido durante produgdo e armazenamento a frio. Durante a produgdo de iogurte,
bactérias do iogurte e bactérias probidticas produzem acidos organicos. O pH do produto tem de
ser 4.5 ou menor para atender aos requisitos legais e de produzir iogurte de boa qualidade. Além
disso, dependendo da extensdo de multiplicacdo das bifidobactérias, as concentragdes de acido
acético poderiam variar no produto. A atividade inibidora das bactérias laticas pode ser atribuida
a criacdo de um ambiente hostil para agentes patogénicos de origem alimentar e deteriorantes de
alimentos (SHAH, 2000).

Medidas podem ser tomadas como citadas no Quadro 2 para que a viabilidade das

bactérias probioticas possa aumentar.
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Quadro 2 — Exposicdo das medidas propostas para uma maior viabilidade da bactéria em

produtos probioticos.

Medidas Razbdes Exemplos Referéncias
Selegdo de cepas | Os microrganismos | Lactobacillus  acidophilus ¢ | GILLILAND;
resistentes a | probidticos devem | Bifidobacterium spp. sdo capazes | STALEY;
passagem pelo [ ser capazes de | de resistir a tais condigdes BUSH (1984)
trato gastrintestinal | sobreviver ao acido
humano no estdmago e sais

biliares
Uso de embalagens | Bifidobactérias sao | Garrafas de vidro garantiram | SHAH (2000)
que limitem a | anaerobias. A | maior viabilidade de culturas do
passagem do | toxicidade do | iogurte e probidticas no produto,
oxigénio oxigénio ¢ uma |ao contrario dos recipientes de

consideracao plastico.

importante porque

pode  facilmente

dissolver-se no

leite e  outros

alimentos liquidos.
Fidelidade as | As instrugcdes do | A ndo observagdo das instrugdes | SHAH (2000)
instrugdes do | fornecedor da [ ird resultar em uma viabilidade
fornecedor das | cultura devem ser | baixa de probidticos no produto
culturas seguidas final.

rigorosamente

quanto a

temperatura de

incubagdo e a

proporgao de

cultura probidtica a

ser adicionada
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Quadro 2 — Exposi¢do das medidas propostas para uma maior viabilidade da bactéria em

produtos probioticos (continuagao).

Medidas

Razoes

Exemplos

Referéncias

Microencapsulacao

A exposi¢ao
celular ao acido,
congelamento, alta
concentragdo  de
acucar e oxigénio €
normalmente

toxica e resulta em

injuria.

A microencapsulagdo ¢ um
processo em que as células sdao
retidas dentro da membrana de
encapsulagdo para reduzir a lesdo

celular ou perda de células.

SHAH (2000)

Adaptacao ao

estresse

Ambientes
agressivos
normalmente
causam a perda da
viabilidade dos L.
acidophilus e

outros probidticos.

Probiodticos podem ser adaptados
as condi¢des normalmente letais
(congelamento, oxigénio, acido)
previamente a sua adi¢do em

alimentos como iogurtes.

SHAT (2000)

Uso de acido

ascorbico

Acido ascorbico

pode proteger
contra o oxigénio.
O teor de oxigénio
e potencial redox
foram vistos como
fatores importantes
para a viabilidade
de bifidobactérias

durante 0

armazenamento.

A adicdo de acido ascorbico ¢
permitida em sucos de fruta e
outros produtos como um aditivo
alimentar. A fortificacdo de
iogurte com 4cido ascorbico
podera  aumentar o  valor
nutritivo do produto, além de
proteger 0s probidticos

presentes, tornando-se  mais
atrativo e interessante para o

consumidor

SHAH (2000)
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Quadro 2 — Exposi¢do das medidas propostas para uma maior viabilidade da bactéria em

produtos probioticos (continuagao).

Medidas Razbdes Exemplos Referéncias

Adigdo de cisteina | A cisteina ¢ capaz | O uso de cisteina em meio de | SHAH (2000)
de reduzir o[ culturas ¢ alimentos tem
potencial redox do | garantido a capacidade de
meio. O nitrogénio | multiplica¢do de bifidobactérias.

presente atua como

fator de
crescimento de
microrganismos.

Diversos produtos lacteos probiodticos, principalmente fermentados, vém sendo
desenvolvidos (KOMATSU; BURITI; SAAD, 2008; OLIVEIRA et al., 2002). Sao encontrados
no mercado brasileiro, por exemplo, leites fermentados aromatizados ou nao, iogurtes, mix de
leite fermentado com frutas e cerais e queijos (COOPERATIVA SANTA CLARA, 2016;
DANONE BRASIL, 2016; YAKULT, 2011). Dentre os produtos considerados como
farmacéuticos comercializados no Brasil podem ser citados alguns na forma de suplemento
alimentar de 6 g gramas para misturar com bebidas frias, suspensdo oral e comprimidos contendo
probidticos como o Leiba® (Unido Quimica) e Floratil® (Merck) respectivamente (FARMA
NUTRICAO FQM, 2016; MERCK, 2014; SANOFI, 2016; UNIAO QUIMICA, 2011).

2.2 Hidrolisado proteico de soro de leite

A producdo dos hidrolisados proteicos pode ser realizada pelos tipos de hidrolise
enzimdtica, acida ou alcalina. O processo de hidrolise enzimdtica apresenta uma série de
vantagens sobre a hidrolise quimica, como especificidade, controle do grau de hidrolise,
condigdes moderadas de agdo, disponibilidade comercial para a producdo em larga escala, custo
moderado, menor teor de sal no produto final e formacao minima de subprodutos (CLEMENTE,
2000).

A fabricagdo dos hidrolisados utiliza processos comuns aos demais ingredientes da

industria de alimentos, como coadjuvantes de grau alimenticio e equipamentos apropriados. As
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enzimas utilizadas sdo enzimas proteoliticas (pepsina, quimotripsina, tripsina), obtidas a partir de
animais, ou enzimas de nivel alimentar obtidas a partir de partes comestiveis de plantas e de
microrganismos com uma utilizagdo segura aceitdvel em nutricdo humana (SCHAAFSMA,
2009).

Nas ultimas décadas, numerosas pesquisas vém demonstrando as qualidades nutricionais
das proteinas soliveis do soro do leite, também conhecidas como whey protein. As proteinas do
soro sdo extraidas da por¢ao aquosa do leite, gerada durante o processo de fabricagao do queijo.
Durante décadas, essa parte do leite era dispensada pela indistria de alimentos. Somente a partir
da década de 70, os cientistas passaram a estudar as propriedades dessas proteinas.
(HARAGUCHI et al., 2006).

As proteinas de leite sdo utilizadas na forma de hidrolisados, onde normalmente sdo
reduzidas a amino4cidos e peptideos de baixo peso molecular (PACHECO et al., 2005).

As proteinas do soro promovem a formacdo dos ossos em humanos, estimulando a
proliferacdo e a diferenciacdo dos osteoblastos, aumentando a densidade mineral 6ssea e inibindo
a reabsor¢ao de calcio, além das evidéncias que sustentam a teoria de que as proteinas do leite,
incluindo as proteinas do soro, além de seu alto valor biologico, possuem peptideos bioativos,
que atuam como agentes antimicrobianos, anti-hipertensivos, antioxidantes reguladores da fungado
imune, assim como fatores de crescimento (HARAGUCHI; ABREU; DE PAULA, 2006; TOBA
et al. 2001).

2.3 Bifidobactérias

As bifodobactérias foram isoladas pela primeira vez no final do século XIX por Tissier,
sendo, em geral caracterizados por serem microrganismos gram-positivos, ndo formadores de
esporos, desprovidas de flagelos, catalase negativa e anaerobios (STEFE; ALVES; RIBEIRO,
2008).

Pertencente ao filo e classe de Actinobacteria, dentro do qual eles formam a ordem
Bifidobacteriales, a familia Bifidobacteriaceae inclui o género Bifidobacterium, contemplando
cerca de 55 espécies (RAJILIC-STOJANOVIC; SMIDT; DE VOS, 2007).

Em geral, as bactérias do intestino degradam polissacarideos a oligossacarideos de baixo
peso molecular, que podem ser, subsequentemente, degradados para monossacarideos através da

utilizacdo de uma ampla gama de enzimas de hidrolise de carboidratos. No caso de
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bifidobactérias, estes monossacarideos sdo convertidos em intermediarios pela via de
fermentacdo de hexoses, na qual atua a enzima frutose-6-fosfatofosfocetolase, um marcador
taxonomico da familia Bifidobacteriaceae, além de outras enzimas. Esta via permite que o
metabolismo de um mol de hexose pelas bifidobactérias produza 2,5 moles de ATP, assim como
um mol de acetato e um mol de lactato. Este metabolismo difere das bactérias laticas
homofermentativas, que produzem apenas 2 moles de ATP e 2 moles de 4cido latico a partir de 1
mol de glicose, e também das heterofermentativas, que produzem 1 mol tanto de acido latico,
como de etanol e ATP a partir de 1 mol de glicose. A razdo de lactato/acetato formada pelas
bifidobactérias pode variar dependendo da fonte de carbono utilizada e também da espécie
examinada. Tais diferencas observadas em relacdo ao metabolismo de hexoses pelas
bifidobactérias em relagdo as bactérias laticas ¢ conhecido por “desvio da frutose-6-fosfato” ou
“desvio bifido” (bifid shunt, em inglés) (DE VRIES et al., 1976; POKUSAEVA; FITZGERALD;
SINDEREN, 2011).

A temperatura ideal para o desenvolvimento das de espécie humana € entre 36 ¢ 38°C. Em
contraste, as de espécie animal apresentam temperatura ligeiramente mais elevada, cerca de 41-
43 °C, podendo atingir 46,5 °C. Nao ha multiplicacdo abaixo 20 °C. As bactérias deste género nao
apresentam termorresisténcia acima de 46°C como, por exemplo, a B. bifidum que ¢ destruida em
60 °C. Ja o pH otimo para multiplicagdo inicial ¢ entre 6,5 ¢ 7,0. Nenhuma multiplica¢ao
consegue ocorrer em pH abaixo de 5,0 ou acima de 8,0 (KLAENHAMMER et al., 2002).

A degradacao da glicose ¢ exclusiva e especificamente pela vida frutose-6-fosfato. A
fermentacdo de dois moles de glicose totaliza em trés moles de acido acético e dois moles de
acido latico. Na realidade, o acido pirtivico pode ser dividido ao longo de duas vias: a primeira €
a redug@o do piruvato para formar acido latico pela desidrogenase, uma enzima controlada pela
frutose-1,6-difosfato. A segunda via envolve a separagao do piruvato por fosforilagdo para formar
o 4cido formico e acetil fosfato, uma parte do qual ¢ subsequentemente reduzida ao alcool etilico,
regenerando assim NAD'. As propor¢des dos produtos finais de fermentacdo podem variar
consideravelmente de uma cepa para outra e até mesmo dentro da mesma espécie. Algumas cepas
produzem uma pequena quantidade de CO, que podem ser produzidos durante a degradacao de
gluconato (DE FELIPE et al., 1998).

Além dos hidrolisados proteicos de soro de leite, uma gama de outros ingredientes

proteicos do leite vem sendo estudados, a fim de ampliar a variedade para que possa abranger um



19

publico maior de consumidores de produtos lacteos. Como no estudo de Gagnon et al. (2014) que
usaram o leite fermentado com cepas de Bifidobacterium longum, isoladas tanto do célon infantil
como do adulto. O microrganismo B. /ongum subsp. longum representa subespécies comuns do
intestino que, ao utilizar seu mecanismo de defesa contra a presenca de oxigénio, resulta na
producdo de substancias antioxidantes benéficas a saide humana.

No estudo de Oda et al. (2013), os autores pesquisaram a atividade da lactoferrina, uma
glicoproteina encontrada no leite de mamiferos (nesse caso, o bovino), sobre as bifidobactérias.
Posteriormente observou-se que o hidrolisado de lactoferrina obtido com hidrélise por pepsina
mostrou atividade bifidogénica, isto ¢é, que resulta em estimulo da multiplicagdo de
bifidobactérias, muito mais forte do que a propria lactoferrina. Cepas de diferentes
bifidobactérias foram testadas tanto com a glicoproteina como com o hidrolisado em ensaios
posteriores.

Nos teste realizados por Azuma et al. (1984) com caseina hidrolisada de origem bovina e
humana, que por si s6 tinham atividade promotora sobre a multiplicacdo de bifidobactérias sem
qualquer tratamento, foi verificado que atividade era mais eficaz apos o tratamento da proteina
com quimosina ou pepsina.

Dessa forma, os hidrolisados proteicos de soro de leite encontram utilizacdo numa grande
gama de aplicagdes, uma vez que proporcionam um numero maior de vantagens quando em
comparagao com proteinas de soro de leite concentrada ou isoladas (KHAN, 2013).

Tendo em vista o levantamento bibliografico feito, essas vantagens poderdo dar condigdes
mais favoraveis de multiplicagdo para as bactérias, diminuindo consequentemente a quantidade
de in6culo e evitando o uso de outras substiancias promotoras e/ou protetoras que, no caso da
auséncia do hidrolisado, precisariam ser utilizadas para permitir elevada viabilidade. Sendo
assim, tal redugdo resultaria em um ganho econdomico para a industria, além de permitir um
numero maior de células vidveis nos produtos e, como consequéncia, também no trato
gastrointestinal do homem. Esses fatores t€ém levado ao aumento do interesse das industrias em
ampliar os estudos de probidticos em hidrolisados proteicos de soro de leite, especialmente para

cepas de bifidobactérias.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a multiplicagdo de bifidobactérias em hidrolisado proteico de soro de leite.

3.2 Objetivos especificos
Os objetivos especificos deste trabalho sdo:
a) testar os efeitos de diferentes concentragdes de hidrolisado proteico na multiplicagao de
bifidobactérias;
b) comparar os efeitos das concentragdes de hidrolisado proteico em trés diferentes cepas
de bifidobactérias;
c) identificar entre as trés cepas de bifidobactérias testadas a mais promissora para uso em

conjunto com o hidrolisado proteico em produtos lacteos e suas razdes.



21

4 METODOLOGIA

O hidrolisado proteico de soro de leite utilizado neste estudo foi obtido a partir da
hidrolise da proteina do soro lacteo utilizando pepsina, sendo fornecido pela Embrapa
Agroindustria de Alimentos (Rio de Janeiro, RJ) e enviado para o Nucleo de Pesquisa e Extensao
em Alimentos da Universidade Estadual da Paraiba. O hidrolisado proteico foi armazenado
sob congelamento (-18°C) até o uso nos ensaios de multiplicacdo de bifidobactérias, realizados
segundo a metodologia adaptada de Gomes et al. (1998) e Oda et al. (2013).

Foram usadas culturas liofilizadas de trés cepas de bifidobactérias — Bifidobacterium
animalis subsp. lactis BB12 (Chr. Hansen) Bifidobacterium bifidum CCT7603 (Fundagdo André
Tosello) e Bifidobacterium longum BGL301 (Granotec), armazenadas sob congelamento até a
realizagdo das analises.

As culturas liofilizadas foram ativadas em caldo MRS-C preparado com o caldo base de
Man Rogosa Sharpe (MRS, Difco, Sparks, MD, EUA) enriquecido com cisteina (hidrocloreto de
L-cisteina monoidratada Merck, Darmstadt, Alemanha, 0,05 g para 100 ml de caldo) (ODA et
al., 2013) por 24 h em anaerobiose (gerador de anaerobiose Anaerobac, Probac do Brasil). As
culturas foram reativadas a cada 15 dias em caldo MRS-C, mantendo assim, a sua viabilidade
para os testes.

Para os ensaios, foi realizada a leitura das culturas ativadas em espectrofotometro UV Vis
Spectrophotometer Meter (modelo SP 2000 UV, Spectrum, Shangai, China) no comprimento de
onda de 630 nm (ODA et al., 2013). De acordo com a concentragdo necessaria para os ensaios (6
a 7 log UFC/ml, densidade oOptica de aproximadamente 0,8 em 630 nm), foram definidas as
dilui¢des necessarias para o preparo do indculo.

O ino6culo (com densidade Optica inicial de 1,653 a 2,568, correspondente a 9 a 10 log
UFC/ml) foi diluido com solu¢do salina em tubos de ensaio estéreis para uso nos testes, de modo
a ser utilizada uma aliquota de 50 pl da dilui¢do (aproximadamente 5 a 6 log UFC), conforme

apresentado na Tabela 1.
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Tabela 1 — Dilui¢ao do in6culo para uso nos ensaios com bifidobactérias.

Dilui¢do Volume do caldo Volume de solu¢do Volume  final Proporcao final de

contendo a salina (ml) (ml) bactéria na dilui¢ao

cultura (ml)

1 1 9 10 1:10
2 1 9 10 1:100
3 1 3 4 1:400

Foi realizado o preparo de uma solu¢do mae contendo hidrolisado proteico na concentragao
de 4 mg/ml, pesando-se 80 mg de hidrolisado em 20 ml de agua destilada. Esse conteudo foi
esterilizado por filtragdo utilizando membrana de 0,2 pm em ambiente estéril. A partir dessa

solugdo mae estéril foram realizadas duas dilui¢des, conforme apresentado na Tabela 2.

Tabela 2 — Diluicao da solugdo mae para uso nos ensaios com bifidobactérias.

Diluicao Volume de Volume de agua Volume final Concentragdo de
solucdo mae (ml) destilada estéril (ml) hidrolisado na
(ml) dilui¢ao (mg/ml)
1 5 5 10 2
2 2,5 7,5 10 1

A partir da dilui¢do 2, foi realizado o preparo de uma terceira diluicdo (diluicdo 3),

conforme apresentado na Tabela 3.

Tabela 3 — Diluicao da “dilui¢ao 2 para uso nos ensaios com bifidobactérias.

Dilui¢ao Volume de Volume de agua Volume final Concentragdo de
diluigdo 2 (ml) destilada  estéril (ml) hidrolisado na
(ml) dilui¢ao (mg/ml)

3 1 19 20 0,05
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Para a realizacdo dos ensaios de avaliacdo dos efeitos das diferentes concentracdes de
hidrolisado proteico sobre a multiplicacao das bifidobactérias, foram utilizadas aliquotas de 0,05
ml da dilui¢do dos microrganismos, 3 ml de caldo MRS-C e 1 ml da solu¢do mae e/ou diluigdes

do hidrolisado, conforme a Tabela 4.

Tabela 4 — Componentes utilizados no ensaio com as bifidobactérias.

Ensaio  Cepa Volume da  Volume de Forma do  Concentracao final

diluicdo do  caldo MRS- hidrolisado ou 4agua de hidrolisado

inoculo (ml) C (ml) utilizada no ensaio  utilizado no ensaio
e volume (ml) (mg/ml)
1 BB12 0,05 3 Solu¢do mae — 1 ml 1
2 BB12 0,05 3 Diluigdo 1 — 1 ml 0,5
3 BB12 0,05 3 Diluig¢ao 2 — 1 ml 0,25
4 BBI12 0,05 3 Dilui¢do 3 — 1 ml 0,01
5 BBI12 0,05 3 Agua estéril — 1 ml 0
6 CCT 7603 0,05 3 Solugdo mae — 1 ml 1
7 CCT 7603 0,05 3 Dilui¢do 1 — 1 ml 0,5
8 CCT 7603 0,05 3 Dilui¢do 2 — 1 ml 0,25
9 CCT 7603 0,05 3 Diluigdo 3 — 1 ml 0,01
10 CCT 7603 0,05 3 Agua estéril — 1 ml 0
11 BGL301 0,05 3 Solu¢ao mae — 1 ml 1
12 BGL301 0,05 3 Diluigao 1 — 1 ml 0,5
13 BGL301 0,05 3 Dilui¢ao 2 — Iml 0,25
14 BGL301 0,05 3 Diluigao 3 — Iml 0,01
15 BGL301 0,05 3 Agua estéril — 1 ml 0

BB12 = Bifidobacterium animalis subsp. /actis BB12; CCT7603 = Bifidobacterium bifidum CCT7603; BGL301 =
Bifidobacterium fongum BGL301.

Os tubos contendo os componentes de cada ensaio foram colocados em jarra de
anaerobiose contendo gerador de anaerobiose (Anaerobac) e incubados por 24 h. A turvagdo apds
24 horas foi o indicio de que o conteudo estava apto para prosseguimento dos testes. A partir do

tubo com a turvagao foram realizadas dilui¢des decimais em série com solugao salina. Aliquotas
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de 1 ml das diluigdes dos ensaios foram transferidas para placas de Petri de vidro estéreis para
semeadura de agar MRS-C (agar MRS preparado com cisteina adicionada na proporgao 0,05
g/100 ml) em profundidade (técnica de pour plate) e incubacdo das placas ap6s o endurecimento
do meio de cultura em jarras de anaerobiose por 72 h (GOMES et al., 1998). Apos a incubagao
foram realizadas as analises das placas para classificar as aptas para a contagem das colonias com
o auxilio de um contador de colonias eletronico.

Os resultados foram apresentados como média + desvio-padrdo. Para a realizacdo dos
testes estatisticos, os resultados foram avaliados quanto a normalidade ¢ a homogeneidade de
variancias. Os dados que atenderam a normalidade e homogeneidade de varidncias foram
analisados por analise de variancia (ANOVA). Os demais dados foram analisados por testes nao

paramétricos, tendo sido usado o programa estatistico STATISTICA® 7.0.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos nos ensaios com bifidobactérias e hidrolisado proteico de soro estdo

apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 — Resultados da andlise referente a multiplicagdo das bactérias.

Hidrolisado proteico de soro no meio de cultura (mg/ml)

Trata- 0 0,0125 0,250 0,500 1,000
mento

Bifidobacterium spp. (log UFC/ml)

BB12 8,56 +0,42Aa 8,53 +0,36Aa 8,49+0,36Aa §,44+0,40Aa 8§,74+0,47Aa
CCT7603 8,50+0,27Aa 8,74+0,16Aa 8,83 +0,11Aa 892+0,13Aa 8,76 +0,22Aa
BLG301 8,63 +0,23Aa 8,77+047Aa 8,65+0,32Aa 8,65+031Aa 8,71+0,27Aa

a,b letras minusculas iguais na mesma linha ndo diferem significativamente (p > 0,05) para um mesmo tratamento
entre as diferentes concentragdes de hidrolisado.

A,B letras maitsculas iguais na mesma coluna nio diferem significativamente (p > 0,05) para uma mesma
concentragao de hidrolisado entre os diferentes micro-organismos.

Nao foram verificadas diferencas significativas entre a multiplicagdo de bifidobactérias,
tanto entre as cepas analisadas, como entre as concentracdes de hidrolisado proteico de soro (p >
0,05).

Com base na Tabela 5, pode ser observado que, para a bactéria BB12 o estimulo da sua
multiplica¢do na concentra¢do de 1,0 mg/ml de hidrolisado aumentou em apenas 0,18 ciclo log
em comparacao ao controle sem hidrolisado e em 0,3 ciclo log quando comparado a concentragdo
de 0,5 mg/ml de hidrolisado. J4 para CCT7603, apesar de ndo significativo, houve também um
estimulo da multiplicacdo até 0,5 mg/ml de hidrolisado em 0,42 ciclo log, tendo sido maior que o
observado para a cepa BB12; entretanto, pode ser percebido também um leve efeito inibitorio na
concentracdo 1,0 mg/ml do hidrolisado. Por outro lado, para a cepa BLG301 ndo houve uma
tendéncia clara de estimulo ou inibi¢ao da multiplica¢do na presenca do hidrolisado proteico.

No estudo feito por Correia et al. (No Prelo), foi realizada a analise direta do caldo
contendo os microrganismos cultivados na presenca de hidrolisado proteico em microplacas
também em absorbancia de 630 nm. Naquele estudo, as cepas de bifidobactérias CCT7603, BB12

e BLG301 foram inibidas na presenga de 10 mg/ml de hidrolisado. Por este motivo, tal
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concentragdo ndo foi utilizada no presente estudo. Naquele estudo ainda, a concentragdo de 1
mg/ml de hidrolisado também foi inibitoria para a cepa BB12. De modo contrario, neste estudo a
cepa BB12 apresentou a maior viabilidade (8,74 log UFC/ml) na concentragdo de 1 mg/ml de
hidrolisado. Esta diferenga da multiplicacdo da cepa BB12 na presenca de 1 mg/ml de hidrolisado
na microplaca em comparagdo ao cultivo em tubo de ensaio e posterior plaqueamento pode ter
sido resultante da condi¢do de anaerobiose ser mais favoravel no cultivo em tubo (presente
estudo) que no uso de microplacas (Correia No Prelo). Dessa forma, outros estudos serdo
necessarios para confirmar os reais efeitos do hidrolisado proteico de soro sobre essa cepa.

Por outro lado, no estudo de Correia et al. (No Prelo), a cepa BLG 301 foi estimulada na
concentragdo de 1 mg/ml de hidrolisado. No presente estudo, entretanto, o estimulo da cepa
BLG301 na concentragdo de 1 mg/ml de hidrolisado ndo foi confirmado, uma vez que o valor
observado (8,71 log UFC/ml) foi praticamente igual ao valor obtido na concentragdo de 0,0125
mg/ml. Dessa forma, independente de qual foi o0 método usado para avaliar o comportamento do
microrganismo em hidrolisado proteico de soro de leite, ndo houve uma tendéncia de estimulo da
multiplicagdo da BLG301 em ambos os estudos, diferente do observado para as demais.

Para a cepa CCT7603, no estudo em microplacas de Correia et al. (No Prelo) este
microrganismo apresentou um estimulo da densidade otica a 630 nm de 0,120 na auséncia de
hidrolisado para 0,248 na concentragdo de hidrolisado de 0,01 mg/ml. Quando comparado a
avaliacdo em placas de Petri deste estudo, também foi observado um leve aumento de 8,5 log
UFC/ml na auséncia do hidrolisado para 8,74 log UFC/ml na concentracdo de hidrolisado de
0,0125 mg/ml. Apesar de ndo significativos (p > 0,05), pequenos aumentos subsequentes da
viabilidade desse microrganismo foram obtidos também nas concentrag¢des de 0,250 mg/ml e 0,5
mg/ml no presente estudo. Apesar de ndo significativo (p > 0,05), neste estudo e no trabalho de
Correia et al. (No Prelo), foi observada tendéncia de efeito inibitorio do hidrolisado proteico de
soro de leite sobre a cepa CCT7603 quando adicionado nas concentragdes mais elevadas (1,0
mg/ml em ambos os estudos e 10 mg/ml no estudo com microplacas).

Tais resultados reforcam a necessidade de estudo dos ingredientes em varias
concentragdes sobre 0s microrganismos uma vez que, um mesmo ingrediente pode exercer tanto
efeito inibidor como estimulante dependendo da dose utilizada.

Reforga-se também a importancia das bactérias probidticas serem adicionadas em meios

proteicos como o hidrolisado proteico de soro de leite. O principal motivo para isso seria devido
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ao retardamento do declinio do pH (efeito tamponante), permitindo assim maior sobrevivéncias
das cepas e evitando que a multiplicagdo seja tdo lenta, além de manter o pH estavel durante o
armazenamento. Dessa forma, se fosse utilizado o leite /n natura ou o leite em po6, a mesma
atividade poderia ndo ser observada, uma vez que estes microrganismos nao possuem atividade
proteolitica sobre as proteinas do leite e, dessa forma, ndo poderiam utilizar facilmente os
peptideos e aminoacidos presentes. Assim, o hidrolisado facilitaria a assimilacdo de peptideos ¢
aminoacidos pelos microrganismos probioticos.

No estudo de Oda et al (2013), foram analisadas as atividades bifidogenicas da
lactoferrina /n natura, do hidrolisado desta proteina obtido pela digestdo com pepsina e também
do isolado proteico de soro de leite contra as cepas de bifidobactérias B. breve ATCC15700 ¢ B.
longum subsp. infantis ATCC 15697, sendo esta tltima da mesma espécie da cepa BLG301
analisada no presente estudo. No caso especifico dos resultados com B. longum subsp. infantis
ATCC 15697 por aqueles autores, as concentracdes eficazes minimas do hidrolisado de
lactoferrina do isolado proteico de soro de leite isolado foram 30 e 300 pg/ml, respectivamente.
A lactoferrina /in natura ndo mostrou atividade bifidogénica nas mesmas concentragdes. Para as
duas cepas analisadas por aqueles autores, o hidrolisado de lactoferrina mostrou maior atividade
bifidogénica que a lactoferrina in natura ou o isolado proteico de soro. Os autores confirmaram
assim a influéncia positiva da presenga de proteinas em sua forma hidrolisada para uma maior
viabilidade da multiplica¢do das bifidobactérias.

Na pesquisa de Charteris et al. (1998) foi desenvolvida uma metodologia in vitro que
imita o transito no gastrointestinal humano vivo. A tolerdncia de espécies de lactobacilos e
bifidobactérias ao trato gastrintestinal foi determinada naquele estudo. De modo geral, as cepas
de Dbifidobactérias mantiveram viabilidade durante transito intestinal simulado, sendo
considerados intrinsecamente tolerantes. Apenas Bifidobacterium adolescentis 15703 mostrou
uma redugdo progressiva da viabilidade, sendo considerada intrinsecamente sensivel.
Bifidobacterium breve 15700 também mostrou uma redugdo na viabilidade no inicio dos testes,
mas recuperou a viabilidade apds 4 h de ensaio. Os mesmos autores estudaram também o efeito
da adigdo da proteina do leite (caseinato de sodio, isolado proteico de soro e a mistura dos dois
ingredientes em igual propor¢ao), na viabilidade dos microrganismos durante o transito gastrico e
entérico. Em geral, a adicdo das proteinas do leite (isoladas ou combinadas) melhorou a

tolerancia dos probidticos a etapa gastrica, mas ndo teve influéncia sobre a etapa entérica. As
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cepas Lactobacillus casei 212.3 e B. infantis 25962 que exibiram completa tolerancia ao transito
gastrico simulado na presenga do isolado proteico de soro. Dessa forma, reafirma-se que os
ingredientes proteicos do soro podem ser favordveis a sobrevivéncia das bifidobactérias em
determinados estagios do transito gastrintestinal.

Petschow e Talbott (1990) realizaram um ensaio /n Vvitro para estudar a atividade de
promogao do leite humano, do leite de vaca e das fragdes do soro de leite e da caseina de ambos
os tipos de leite sobre a multiplicacdo de cinco cepas de bifidobactéria. A atividade de promogao
do leite humano foi maior do que a do leite de vaca para Bifidobacterium bifidum ATCC 11863 ¢
Bifidobacterium longum ATCC 15708. Os autores verificaram que o soro do leite humano e o
soro de leite de vaca foram altamente ativos no estimulo dos microrganismos. Ja a caseina do
leite humano foi apenas ligeiramente ativa, enquanto que a caseina do leite de vaca foi quase
inativa. Naquele estudo, apenas a cepa B. bifidum ATCC 15696 mostrou maior resposta de
multiplicagdo na presenca de caseina do leite humano que no soro de leite de vaca. Estes
resultados fornecem mais um indicio da possibilidade de uma boa viabilidade para essa espécie
de bifidobactéria, como foi apontado no presente trabalho também para B. bifidum CCT7603.

Considerando o comportamento de bifidobactérias em outros nutrientes, como 0s
carboidratos, Gallina et al. (2012) avaliaram a viabilidade de duas espécies de probidticos, B.
longum e B. animalis, adicionadas em iogurtes com e sem frutooligossacrideos durante 28 dias de
armazenamento a 4 °C. Naquele estudo, a viabilidade foi afetada pelo tipo de cepa e pela
presenca de frutooligossacarideos, sendo que a espécie B. animalis apresentou melhor resultado
de estabilidade que B. fongum, sendo que o maior niimero de bifidobactérias no iogurte foi obtido
com a adicdo de frutooligossacarideos. Mesmo considerando a natureza diferente do ingrediente
estudado naquele estudo (carboidratos), estes resultados se aproximam dos obtidos no presente
estudo com hidrolisado proteico em que a auséncia de estimulo da multiplicagdo da espécie B.

longum foi observada quando em comparag@o com as demais cepas avaliadas.
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6 CONCLUSAO

O hidrolisado proteico de soro de leite, independente das concentracdes utilizadas, nao
resultou em diferenga significativa na multiplicacdo das cepas das bifidobactérias analisadas.
Porém, para a cepa CCT7603, o hidrolisado resultou em uma leve tendéncia de promogao da
viabilidade desse microrganismo na concentra¢do de 0,5 mg/ml. Considerando a possibilidade de
uso de uma cultura de bifidobactérias em um produto contendo hidrolisado proteico, a cepa B.
bifidum CCT7603 seria a escolhida. Reforca-se também a necessidade de outros estudos a cerca
de ingredientes que influenciam positivamente a viabilidade das bifidobacterias, principalmente
porque, dependendo da quantidade utilizada, podem resultar em efeito contrario, inibindo a

multiplicacdo, conforme ¢ relatado em varios estudos.
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