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RESUMO

Atualmente, o mercado consumidor tem tido que se adaptar as necessidades de
cada grupo de individuos a exemplo do publico de intolerantes a lactose, cujo
problema ainda pode se encontrar negligenciado, apesar da sua alta prevaléncia.
Nesse cenério, o Kefir, leite fermentado por culturas probidticas, abrange diversos
beneficios, podendo aliar valor nutricional, funcionalidade e qualidade. Sabendo que
a fermentacdo do leite com culturas probidticas favorece ao consumo da lactose,
neste trabalho foi estudado o comportamento desse acuUcar para viabilizar um
produto (Leite fermentado com micro-organismos probiéticos derivados do Kefir
BioLogicus) possivel de ser consumido pelos intolerantes a lactose. Parametros
fisico-quimicos (pH, acidez e lactose) e microbioldgicos (contagem de bactérias e
leveduras) foram acompanhados no momento da inoculag¢éo e no final do processo
fermentativo, bem como durante o periodo de armazenamento (35 dias). Com o
objetivo de obter a bebida, o indculo contendo os micro-organismos probiéticos, foi
adicionado no substrato (leite) a 27° C e os valores de pH e acidez monitorados,
permanecendo constantes. O processo de fermentacao foi realizado por um periodo
de 17 horas a temperatura ambiente (27° C). Apds o periodo de fermentagdo o
produto final foi acondicionado em cubas fermentativas a temperatura constante de
5° C. Esta estratégia permitiu a conservacédo do produto, uma vez que proporcionou
a estabilizacdo e a viabilidade dos micro-organismos probiéticos. A viabilidade
probiética péde ser acompanhada no presente estudo tanto para bactérias lacticas
(10® UFC/mL), quanto para leveduras (10° UFC/mL). Tais resultados superam os
requisitos minimos preconizados pelo MAPA (Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento). A acidez do produto, assim como o microbiolégico, atendeu de
forma satisfatoria a normatizacdo do MAPA. O trabalho mostrou que apos a
fermentacao do leite por micro-organismos probidticos ha um aumento significativo
da acidez, consequentemente, uma reducéo nos valores de pH. A concentracéo de
lactose também foi reduzida, do momento da inoculacdo (5,03% de lactose) ao final
das 857 horas do processo fermentativo estudado (3,86% da lactose). Dessa forma,
o Kefir BioLogicus® de leite pode ser inserido na dieta com a ingestdo do volume de

probiéticos necessarios por dia, sem ter que restringir os produtos lacteos de forma



severa, uma vez que a fermentacdo permite uma significativa reducédo do teor de

lactose.

Palavras-chave: Analises fisico-quimicas. Kefir. Lactose. Probioticos.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 — Estrutura quimica da laCtOSe ............ueeiiiiieiiiiiiiieiee e 14
Figura 2 — Graos de KEeFil .....cooiiiiiiii i e e e e e aeaees 17
Fluxograma 1 — Desenho dO €StUAO .........coeveviiiiiiiii e e 24
Fluxograma 2 - Fluxograma de producéo do Kefir BioLogicus®.................c.covureee... 26
Gréfico 1 — Determinacao da porcentagem de lactose em funcdo do tempo........... 30

Gréfico 2 — Andlise quantitativa de bactérias acido-lacticas em funcéo do tempo...32
Gréfico 3 — Andlise quantitativa de leveduras em funcdo do tempo............cccc.uueee... 33

Grafico 4 — Analise do pH e da acidez em fungao do tempo.........cccceeeeiviiiiiiieennnn. 34



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — ComposSIiGAO dO KEFir.......coiviiiiiiiiiiiii e 18
Tabela 2 — Valores médios e desvio padrdo dos resultados da lactose obtidos em
(0 [U] o] 1o = WS 29
Tabela 3 — Valores médios e desvio padrdo dos resultados de bactérias lacticas
ODtIdOS €M AUPIICALA ..o 31
Tabela 4 — Valores médios e desvio padrdo dos resultados de leveduras obtidos em
(0 [U] o] 1o L= WP 32
Tabela 5 — Valores médios e desvio padrédo dos resultados de pH e acidez obtidos
M UPHCALA ... 34



Sumario

L INEFOTUGED .. 9
1.1 Caracterizac80 do ProblemMa..........ccoeviviiiiiiie e 11
2V = oo I (T [ o 12
1.2.1 A Problemética da Intolerancia a Lactose e seu Impacto na Sociedade........... 12
A T Tod (01 U 13
1.2.3 Uso de Produtos Lacteos com Baixo Teor de LactoSe............uevvvvvevnvrnvnnnnnnnnnns 15
1.2.3.1 Importancia nutricional do leIte...........cccoveiiiiiiiiiii e, 15
1.2.3.2 LelteS ferMENTAUOS .......uveeiiii e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeannnnn s 16
1.2.3.3 Kefir: Um ProbiGtiCO.........cooiiiiiiiiiiiiie e 16
1.2.3.4 Kefir: uma SIMBDIOSE .......uuuiiiiiiiiiiiiiii e 19
1.2.4 Influéncia das Condicfes Ambientais N0 BIOProCeSSO0 ...........ueceeveeeeeeeeevvvvnnnnnn. 20
RS I [0 11 o= (Y7 21
2 ODJELIVOS ..o 22
P R o] 1= 1)V T = = | P 22
2.2 ODbjetivOS ESPECITICOS .....cvvieiiiei et 22
KN o 100 1 (=21 2SR 23
4 MEtOAOIOGIA. ....ccoiiieiieeie e 24
B0 ATBAL ...ttt 24
4.2 Objeto € grup0s de €StUAD ........ccoviiiiiiiie e 24
4.3 Periodo de refer@NCia..........ccouviiiiiiiiiiiieeeeee e 24
v D 11T =T o o e (o =] (T Lo 24
4.5 DefiNICAO UAS VANAVEIS. ......ueeiieiieeiiiiiiiieee ettt e e e e e e e 25
4.6 Método de coleta de dados ..........covvvviiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee e 25
4.7 MEtodo de @NAlISE .......ccoeviiiiiiiiiieee e 25
4.7.1 Producao do Kefir de leite .........oovviiiiiiiiiiiiiieeeee e 25
4.7.2 Determinacao de glicideos redutores em lactoSe...........cccvvvvvviiiiiiiiiiiiiiieennnnn. 26
4.7.3 Analise quantitativa de bactérias lacticas e leveduras ..............ccccevvvvvvieeenn.n. 27
4.7.4 DeterminacCao dO PH ... 27

4.7.5 Analise da acidez em &cido lactico para leites fermentados ..........ccccccevvveeeenn. 28



5 RESUIAAOS € QISCUSSAO . .. cu et 29

5.1 Determinagao do teor de laCtOSe.........coooeeeeeeeeeeeeeeee e 29
5.2 Andlise quantitativa de miCro-0rganiSMOS ............uuuvuiiiieeeerereeeiiiiineeeeeeeeeeeennnnnn 31
5.2.1 Bactérias aCidO-lACtiCaS...........coeeeeeiii e 31
A W1 U] = 1 PR 32
5.3 Andlise do pH € da @CIdEZ .........ccuueiiiiiiiie e 33
B CONCIUSOES. ... 35
T RETEIENCIAS ..o 36

ANEXO



1 INTRODUCAO

A intolerancia a lactose € um problema que atinge 75% da populagdo mundial
(HERTZLER & CLANCY, 2003), pois € uma desordem genética bastante comum
(DURING et al., 1998), que é caracterizada pela dificuldade em digerir a lactose, o
principal aclcar do leite. Isto se deve a uma deficiéncia na B-galactosidase ou
lactase, enzima responsavel por facilitar a absorcdo intestinal da lactose pela
degradacdo deste carboidrato em dois monossacarideos: glicose e galactose
(SUENAGA et al., 2003).

Em uma digestdo padrdo da lactose, seria esperada a obtencdo de dois
acucares simples a partir da quebra deste dissacarideo no interior do lumen do
intestino delgado. J& a dificuldade de digerir a lactose ocorre quando este aclcar se
apresenta em quantidade superior a atividade da lactase e atinge o célon
excessivamente. Esta probleméatica geralmente acomete adultos, devido a uma
tendéncia natural e bastante individualizada de declinio de atividade da lactase
nesta fase da vida (LOMER, PARKES & SANDERSON, 2007).

Sob o aspecto clinico, o termo intolerAncia a lactose, para assim ser
designado, devem ser apresentados sintomas associados a sinais clinicos que
interfiram na digestdo deste carboidrato. Estes sinais que podem desencadear 0s
sintomas sao: o baixo nivel de atividade da enzima lactase, a quantidade de lactose
consumida e a presenca de outros nutrientes, como proteina e gordura (SAHI, 1994;
MILLER, JARVES & McBEAN, 2007).

Dentre os sintomas mais comuns observados numa pesquisa com a
populacdo norte-americana intolerante a lactose, por ordem decrescente de
frequéncia, estdo: flatuléncia, dores abdominais, indigestdo, diarréia, inchaco,
constipacdo, vomitos, erupgdes cutaneas, aftas, e outros sintomas (KEITH et al.,
2011).

Na extincdo dos sintomas, que também podem existir na ma digestao,
produtos com culturas benéficas de micro-organismos podem ser bastante eficazes.
Produtos que apresentam a caracteristica de melhorar a digestdo da lactose podem
ser ndo sbé o iogurte, como também os leites fermentados que contém bactérias
probioticas (DE VRESE et al., 2001).
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A escolha do leite como matéria-prima para a insercdo destes micro-
organismos se deve, ndo apenas ao seu pre¢co acessivel, mas principalmente pelo
fato de atuar como fonte de diversos nutrientes como proteina, célcio, potassio,
magneésio, vitaminas A, D, B12 e riboflavina. Além disso, tanto a piramide alimentar
brasileira (PHILIPPI, 2006), quanto as Diretrizes Dietéticas de 2005 para
americanos, propdéem a recomendacédo de 3 porcdes por dia de leite, iogurte ou
gueijo, importantes na manutencdo da qualidade alimentar e dos ossos (USDA,
2005).

Ultimamente tem crescido o interesse pelo uso de micro-organismos
benéficos a saude humana, também atendendo ao propdsito de prevencédo e
tratamento de doencas. Estes micro-organismos caracterizam os probidticos que
também podem funcionar como medida alternativa na prevencéo ou tratamento de
inumeros tipos de desordens intestinais (MARTINS et al., 2005). A definicdo mais
atual de probidticos, aceita internacionalmente, indica que eles sdo micro-
organismos Vvivos, que ingeridos em quantidade suficiente, proporcionam beneficios
a saude do hospedeiro (FAO, 2001; SANDERS, 2003).

Quanto aos efeitos proporcionados pelas bactérias probitticas, ha trés tipos
de classificacdes. A primeira classificacao, diz respeito a atividade imunomoduladora
do hospedeiro, incluindo o sistema imune inato ou adquirido; uma segunda
classificacdo se refere ao efeito direcionado das bactérias aos demais micro-
organismos, sejam comensais ou patogénicos; e por ultimo, o efeito se fundamenta
na eliminacdo de metabdlitos microbianos, a exemplo das toxinas, induzindo a
desintoxicacao do intestino do hospedeiro (OELSCHLAEGER, 2010).

A importancia dos probidticos também se deve ao considerar que no trato
gastrointestinal, das 400 espécies bacterianas existentes, apenas de 30 a 40 destas
proporcionam efeitos aos seus hospedeiros, atingindo niveis dominantes (MOORE &
HOLDEMAN, 1974; VAUGHAN et al., 2000). Além disso, a microbiota normal
apresenta micro-organismos benéficos e deletérios (ROBERFROID, 2001).

Proporcionando beneficios, o probidtico é considerado um produto funcional
que pode produzir substancias bactericidas, promover adesdo a mucosa do intestino
e competir por nutrientes, sendo todos estes, mecanismos capazes de reduzir a
guantidade de bactérias patogénicas. Desta forma, as bactérias probioticas

apresentam efeito sobre a inibicdo da colonizacdo do intestino por bactérias
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patogénicas, além de apresentar eficacia no equilibrio bacteriano intestinal, controle
de diarréias, do colesterol e reducéo do risco de cancer (WAITZBERG, 2000).

Considerado um bom exemplo de produto probiotico, o Kefir também pode ser
denominado como um leite fermentado levemente acido e alcodlico cuja origem é
estabelecida na regido do Caucaso (Russia) (ANAR, 2000). O Kefir é obtido
tradicionalmente através do uso do leite como matéria-prima, sofrendo a acdo de
bactérias lacticas, leveduras e bactérias produtoras de acido acético. Estes micro-
organismos se encontram agregados a uma massa embebida por uma matriz
complexa de proteinas e carboidratos, que compdem o grao de Kefir (SIMOVA et al.,
2002; FARNWORTH & MAINVILLE, 2003).

Sao inimeros, os beneficios ofertados a saude, através da insercdo do Kefir
de leite na dieta. Com o seu consumo, puderam ser relatados efeitos anti-
bacterianos, de fortalecimento do sistema imunolégico, antitumoral e
hipocolesterolémico (IRIGOYEN et al. 2005).

Dentre as empresas que processam esse tipo de alimento, a BioLogicus® foi a
primeira empresa brasileira a industrializar produtos fermentados a partir de um
consércio de micro-organismos probiéticos - lactobacilos e leveduras,
principalmente. Atuando na producéo de bebidas fermentadas de leite de vaca, soja
e bufala, ainda se destaca por ser reconhecida mundialmente como empresa
pioneira na producdo de bebidas fermentadas de frutas. Atualmente, a BioLogicus®
estd coordenando a implantacdo do primeiro laboratério de producéo de probidticos
do pais, o Laboratério de Probidticos e Fitoterapicos — LPF, apos ter firmado um
convénio com o Instituto de Tecnologia de Pernambuco (ITEP).

1.1 CARACTERIZACAO DO PROBLEMA

Atualmente, séo diversos os alimentos lacteos fermentados comercializados,
mas € praticamente inexistente o conhecimento a cerca do teor de lactose destes
produtos (BORGES et al., 2010).

Os fornecedores de lactose na dieta sdo os produtos lacteos. Estes, quando
submetidos ao processo fermentativo, sdo melhores tolerados por grupos como 0s

intolerantes a lactose. A quantidade deste dissacarideo pode variar de acordo com a
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matéria-prima e o processo de producdo utilizado (ADOLFSSON, MEYDANI,
RUSSEL, 2004; SANDERS & LUPTON, 2006; SIMON & GORBACH, 1995).

Dessa forma, a fim de obter um produto para um publico especifico, ha
necessidade de compreender como ocorre a reducdo do teor de lactose,
especialmente quando o leite € submetido a um processo fermentativo responsavel

pela conversdo em acido lactico.

1.2 MARCO TEORICO

1.2.1 A Problematica da Intolerancia a Lactose e seu Impacto na Sociedade

Segundo Egashira e colaboradores (2008), a intolerancia a lactose é bastante
prevalente, especialmente entre os adultos negros, asiaticos e sul-americanos. Essa
problemética € historicamente conhecida como um estado fisiolégico “normal’
(MAHAN & STUMP, 2002), enquanto a tolerancia € considerada “anormal”. Isso se
deve ao fato da enzima lactase atuar de forma mais efetiva na mucosa intestinal do
recém-nascido, tendo sua atividade reduzida ap6s o desmame (SHILLS et al., 2003),
esta se limitando a 10% do valor neonatal na fase adulta. No entanto, esta situagéao
nao deve ser considerada uma condicdo patoldgica (EGASHIRA, MIZIARA & LEONI,
2008).

Podendo atingir pessoas em todos os estagios da vida, a intolerancia a
lactose acomete criancas, normalmente de forma secundaria a uma infecgcdo em
nivel do intestino delgado, o que pode levar a destruicdo das células da mucosa
intestinal. Como a lactase € produzida na ponta das microvilosidades intestinais, a
mesma torna-se a enzima mais facilmente perdida nas doencgas intestinais, no
entanto devendo se procurar reintroduzir o leite 0 mais breve possivel (EGASHIRA,
MIZIARA & LEONI, 2008).

Ainda que a intolerancia seja vista como uma condi¢do “natural’, a mesma
nao deve ser negligenciada, visto a importancia da assisténcia necessaria ao
atendimento de uma média de 58 milhdes de brasileiros com algum tipo de

dificuldade em digerir a lactose pela deficiéncia da enzima lactase no intestino
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(BATAVO, 2004). Segundo Reis e colaboradores (1999), 46 a 67% dos brasileiros
sdo acometidos por tal problemética.

Quando a lactose ndo é hidrolisada e, consequentemente, deixa de ser
absorvida, esta € mantida no intestino exercendo uma a¢ao osmotica que desloca a
agua para o lumen intestinal. O dissacarideo ndo digerido acaba sendo fermentado
pelas bactérias do colon, gerando acidos graxos de cadeia curta, diéxido de carbono
e gas hidrogénio (MAHAN & STUMP, 2002).

O desencadeamento de sintomas, como a diarréia, pode ser ocasionada pela
acdo osmotica, enquanto a acdo bacteriana leva a desconforto, distensao e dores
abdominais, além de nauseas e flatuléncia. Estes sintomas podem levar ao
desequilibrio eletrolitico, desidratacdo, letargia, irritabilidade e acidose metabdlica
(PEREIRA, 1981).

O risco de se desenvolver uma intolerancia a lactose pode ser reduzido
mediante exposicdo precoce ao leite, 0 que pode determinar o diferente nivel de sua
prevaléncia em sociedades com frequéncia distinta de consumo lacteo (PEREIRA,
1981). Aliado a isto, pessoas com a doenca ja estabelecida podem tolerar
determinados teores de lactose gradativamente ao longo do tratamento, nao
necessitando de restricdes por toda a vida (HERTZLER, HUYNH & SAVAIANO,
1996).

Ha uma recomendacao geral de que o intolerante possa consumir diariamente
até 6g de lactose (HERTZLER, HUYNH & SAVAIANO, 1996). No entanto, segundo
Suarez e colaboradores (1997), diversos estudos indicam que a maioria dos
intolerantes a lactose ndo apresentam sintomas caracteristicos da problemética,
sendo capaz de ingerir a quantidade de lactose presente em um copo de leite (250

mL), o que corresponde em torno a 12 g de lactose.

1.2.2 Lactose

A lactose € um dissacarideo redutor (Figura 1) composto pela juncéo de duas
moléculas: os monossacarideos galactose e glicose (BOBBIO & BOBBIO, 2003),
sendo esta representante do residuo que confere propriedades redutoras a estrutura
quimica da lactose (GOURSAUD, 1985). E ainda um acucar sintetizado apenas

pelas glandulas mamarias da maioria dos mamiferos (MAHAN & STUMP, 2002) cuja
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concentracéo se altera de acordo com a espécie, compondo, em média, 5% do leite
de vaca (PEREIRA, 1981; MAHAN & STUMP, 2002).

Figura 1 — Estrutura quimica da lactose

CH,OH CH,0H
0 0
OH/ /N H
0
A\OH "/ OH  H /o
H OIH r! OH

Fonte: EGASHIRA, MIZIARA & LEONI, 2008

Visto que a lactose € o composto que mais pode alterar no leite, a sua
guantificacdo é importante (BORGES, PARAZZI & PIEDADE, 1987), partindo da
premissa que este aglcar se encontra numa proporcdo de aproximadamente 48 g/L
leite in natura (TRONCO, 1997). Existem diversos métodos quimicos nao seletivos
de determinacdo dos acUcares redutores, cujo grau de confiabilidade é alto. Para
tanto, é importante a pratica correta da metodologia apos eliminacdo ou, a0 menos,
reducdo dos interferentes presentes no bioprocesso (BORGES, PARAZZI &
PIEDADE, 1987).

Os métodos utilizados na determinacdo de aclUcares podem ser titulométricos
(MATISSEK, SHNEPEL & STEINER, 1998), gravimétricos (SPENCER & MEADE,
1945), espectrofotométricos (NELSON, 1944; MILLER, 1959; VILLELA, BACILA &
TASTALDI, 1973) e cromatograficos (CANO & ALMEIDA-MORADIAN, 1998).

No intuito de determinar o teor de lactose no Kefir, pode se fazer alusdo a
alguns métodos tradicionais de determinacdo de acuUcares redutores. Geralmente,
esses méetodos sdo baseados na reducdo de ions cobre presentes em solucdes
alcalinas (solucdo de Fehling) (LANE & EYNON, 1923; NELSON, 1944; DUBOIS et
al., 1956; MILLER, 1959), isto é, a técnica consiste na reducédo do licor alcalino de
Fehling pelo residuo redutor de glicose da lactose da amostra titulada (GOURSAUD,
1985). Ainda existem aqueles baseados na desidratacdo dos acucares, por uso de
acidos concentrados, com posterior coloracdo por compostos organicos, além da

simples reducdo desses compostos formando outros de coloracdo mensuravel no
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espectro do visivel (LANE & EYNON, 1923; NELSON, 1944; DUBOIS et al., 1956;
MILLER, 1959).

1.2.3 Uso de Produtos Lacteos com Baixo Teor de Lactose

Individuos que apresentam condigfes especiais, como a intolerancia a
lactose, de uma forma geral, apresentam as mesmas necessidades nutricionais de
pessoas que ndo sao acometidas por nenhuma problematica. Devido a isto, se da a
importancia de ndo restringir totalmente o consumo de produtos lacteos, podendo se
optar pela ingestédo de leites com baixo teor de lactose. Esses produtos podem ser: o
leite longa vida com baixo teor de lactose (ABLV, 2008), o leite Zymil (Parmalat),
Elegé — Baixo Teor de Lactose (Eleva), Sensy (Batavo), Betania Lactose Reduzida
(Betania) (BALDO, 2008).

1.2.3.1 Importancia nutricional do leite

O leite € um liquido constituido, em sua maior parcela, por agua (86%) sendo
também composto por lactose, vitaminas, minerais, proteinas e gorduras que
formam uma emulsdo responsavel por 12 a 15% de sdélidos (DUNKER,
ALVARENGA & MORIEL, 2008).

Para Dunker e colaboradores (2008), a qualidade da proteina do leite é de
suma importancia na promogdo do crescimento e desenvolvimento de criangas e
manutencdo da saude do adulto. A deficiéncia de um ou mais aminoacidos
essenciais pode ocasionar problemas na sintese protéica e assim impedir a
promocdo e manutencdo destes beneficios. Os aminoacidos essenciais, a exemplo
do triptofano, precursor da niacina e do neurotransmissor da serotonina, sdo aqueles
que precisam ser ofertados pela dieta ja que nao séo sintetizados pelo metabolismo

humano.

Neste cenario, entram os produtos de origem animal, como o leite, que
contém proteina de alto valor biolégico. O mesmo n&o ocorre com as proteinas de
origem vegetal, devido ao numero de alguns aminoacidos essenciais serem
ausentes ou reduzidos. As principais proteinas do leite sédo a caseina e as proteinas
do soro. A caseina € uma proteina de referéncia e de boa qualidade por atender as
necessidades do ser humano no que diz respeito a quantidade de aminoacidos

essenciais nela existente. Além disto, as proteinas do leite apresentam um alto grau



16

de digestibilidade, assim como toda proteina de origem animal (DUNKER,
ALVARENGA & MORIEL, 2008).

1.2.3.2 Leites fermentados

A maioria dos estudos voltados aos efeitos benéficos que os leites
fermentados proporcionam, ocorre em torno da problemética da ma digestdao da
lactose e precaucdo contra 0s seus sintomas gastrointestinais (DE VRESE et al.,
2001).

Segundo a resolugdo n°® 5 do MAPA (Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento), de 13 de novembro de 2000, Leites Fermentados séo os produtos
resultantes da fermentacdo do leite pasteurizado ou esterilizado, por fermentos
lacticos proprios, que devem ser viaveis, ativos e abundantes no produto final até o
término da sua vida de prateleira (BRASIL, 2000).

Uma definicdo mais atual, segundo a resolugdo n° 46 do MAPA, de 23 de
outubro de 2007, indica que os leites fermentados sao produtos obtidos por
coagulacéo e reducédo do pH do leite, onde séo inseridas, ou ndo, outras substancias
alimenticias. Esses produtos também podem ser reconstituidos, adicionados ou
isentos de outros produtos lacteos, e sofrer fermentacao lactica, que ocorre através
da atividade de cultivos de micro-organismos especificos. Ainda assim, € mantida a
mesma idéia de viabilidade, atividade e abundancia dos referidos micro-organismos

especificos no produto final, ao longo da sua vida util (BRASIL, 2007).

O processo fermentativo envolve a fermentacdo da lactose, que tém como
protagonistas bactérias que se dividem em dois grupos. Ha o grupo das bactérias
heterofermentadoras, que produzem alguns &acidos, como o acido lactico e o acético;
e as homofermentadoras, que sao geralmente responsaveis pela producdo do acido
lactico, gerado como subproduto da degradacdo dos aclcares (TRONCO, 1997),
como a lactose. Dentre os diferentes tipos de leites fermentados esta o produzido

pelos granulos de Kefir.

1.2.3.3 Kefir: um probioético

Os probidticos sdo micro-organismos vivos que através da fermentacao de
alimentos promovem efeitos benéficos por proporcionar o equilibrio da microflora

intestinal. Estes beneficios podem inserir os probiéticos na categoria de alimentos
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funcionais, atuando na integridade da mucosa gastrointestinal (DUGGAN, GANNON
& WALKER, 2002).

A busca por novas alternativas que atendam as necessidades do publico alvo,
compete a tecnologia alimentar. Nesse ambito, ha uma procura crescente por
alimentos com valor funcional agregado, a exemplo dos probiéticos que possuem
108 Unidades Formadoras de Coldnias (UFC/mL) (BRASIL, 2008).

A industria de laticinios, particularmente, achou nas culturas probiéticas uma
alternativa para a criacdo de novos produtos (CHAMPAGNE, GARDNER & ROY,
2005). Gracas a isto, uma imensa variedade de produtos lacteos probitticos se
encontram no mercado, e a diversidade desses produtos segue em expansao
(STANTON et al., 2003).

Embora seja menos conhecido que o iogurte, o Kefir € um probidtico, que
apresenta compostos bioativos que lhe conferem beneficios a saude considerados
singulares (FARNWORTH, 1999), sendo muito recomendado para atender ao
publico com intolerancia a lactose (HERTZLER & CLANCY, 2003).

O Kefir € uma bebida viscosa, levemente gaseificada, com pouco alcool,
obtida, tradicionalmente, através do leite de vaca. Essa bebida € obtida a partir de
graos de Kefir usualmente inseridos no leite. Esses gréos de Kefir (Figura 2) se
assemelham a floretes de couve-flér pequenos, de coloragdo branca a amarela,
textura viscosa, firmes e com uma média de comprimento de 1 a 3 cm (LA RIVIERE,
KOOIMAN & SCHMIDT, 1967; KOSIKOWSKI & MISTRY, 1997). Os graos consistem
de uma massa de proteinas, polissacarideos, micro-organismos mesofilos,
estreptococos &cido lactico homofermentativos e heterofermentativos, lactobacilos
termofilos e mesofilos, bactérias acido acéticas, e leveduras (HALLE et al., 1994;
TAMIME, MUIR & WSZOLEK, 1999).

Figura 2 — Graos de Kefir
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Fonte: FARNWORTH, 2003
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Segundo 0 mesmo regulamento técnico e normativa do MAPA que define os
leites fermentados, o Kefir é definido como uma bebida que se encaixa na definigcdo
destes produtos e cuja fermentacdo se realiza com cultivos acido-lacticos
elaborados a partir dos grédos de Kefir, Lactobacillus kefir, espécies dos géneros
Leuconostoc, Lactococcus e Acetobacter com producdo de acido lactico, etanol e
diéxido de carbono. Os gréos de Kefir sdo constituidos por leveduras fermentadoras
de lactose (Kluyveromyces marxianus) e leveduras nao fermentadoras de lactose
(Saccharomyces omnisporus, Saccharomyces cerevisae e Saccharomyces exiguus),
Lactobacillus casei, Bifidobaterium sp e Streptococcus salivarius subsp thermophilus
(BRASIL, 2007).

De forma bastante similar a resolucdo n® 46 do MAPA, o Codex Alimentarius
define o Kefir como sendo uma cultura starter (cultura-mée) elaborada a partir de
graos de Kefir, Lactobacillus kefir, espécies dos géneros Leuconostoc, Lactococcus
e Acetobacter que se desenvolvem através de uma relacdo simbidtica muito intensa.
O codex também afirma que os grdos de Kefir sdo compostos pelas mesmas
leveduras fermentadoras de lactose e ndo fermentadoras referidas no regulamento
técnico do MAPA. O Codex Alimentarius, também apresenta a composi¢ao quimica
média do Kefir (Tabela 1).

Tabela 1 — Composicdo do Kefir
COMPOSICAO QUIMICA DO KEFIR

Proteina do leite (% wiw) min. 2,8
Gordura do leite (% m/m) <10
Acidez titulavel, expressada por acido lactico (% m/m) min. 0,6
Etanol (% vol.w) ndo detectado
Resumo de micro-organismos constituintes da cultura mae (UFC/g em total) min. 10’
Leveduras (UFC/g) min. 10°

Fonte: Codex alimentarius, 2003

O Kefir apresenta composi¢des quimicas variaveis, portanto ndo havendo um
padrdo bem definido para estas estruturas (ZUBILLAGA et al.,, 2001). Estas
alteracbes nas composicbes podem ocorrer a depender da fonte e do teor de
gordura do leite utilizado, composi¢do dos graos ou de culturas e do processo
tecnolégico empregado (SALOFF-COSTE, 1996).

Os graos de Kefir agregam ao leite proteinas, polissacarideos e uma
microflora complexa que atua em associacao simbiética (GARROTE, ABRAHAM &
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DE ANTONI, 2000). A matriz de polissacarideos é responsavel pela estrutura dos
graos (FRENGOVA et al., 2002).

Além de ser rico em polissacarideos, o Kefir conta com o acido lactico, as
leveduras e o polissacarideo kefirano que concedem as propriedades ao produto
gracas as suas atuacdes simbidticas (FRENGOVA et al., 2002). No Kefir, o acido
lactico se encontra em altas concentracdes apds o processo fermentativo, onde
pode ocorrer a conversdo de aproximadamente 25% da lactose em acido lactico
(ALM, 1982).

A atuacdo destes probioticos, segundo Parvez e colaboradores (2006), na
fermentacdo lactea pode resultar em caracteristicas, como: a conservacdo de
produtos lacteos, devido a sintese de acido lactico e, possivelmente, de outros
compostos antimicrobianos; aumento do valor nutricional, que pode ocorrer por meio
da sintese de vitaminas ou da liberacdo de aminoacidos livres; e o fornecimento de
funcBes profilaticas ou terapéuticas. Contudo, € importante o conhecimento de que
as culturas probiodticas podem deixar de oferecer as duas primeiras caracteristicas
citadas, pois também estéo relacionadas as culturas starter presentes no produto.

Contando com o perfil probiético composto por bactérias e leveduras
benéficas, o Kefir ainda agrega diversos valores nutricionais sendo composto por
vitaminas do complexo B, minerais e aminoacidos essenciais imprescindiveis para a
manutenc¢do de func¢des vitais do ser humano (TIETZE, 1996).

Os minerais calcio e magnésio e o aminoacido essencial triptofano sao
encontrados em grande quantidade no Kefir, exercendo efeito relaxante sobre o
sistema nervoso. Outro mineral presente no Kefir € o fosforo que atua no processo
de absorcao de nutrientes essenciais, como 0s carboidratos que tornam possivel a
oferta energética, e as proteinas que permitem a manutencdo e o crescimento
celular. O Kefir também pode auxiliar regulando a atuacdo renal e hepatica,
melhorando a cicatrizacdo e o sistema imune (TIETZE, 1996).

1.2.3.4 Kefir: uma simbiose

Dois dos principais micro-organismos que estao presentes no Kefir sdo as
bactérias acido-lacticas e as leveduras. Ambas as culturas, se separadas, nao
conseguem se multiplicar ou tém uma atividade bioquimica reduzida no leite
(KOROLEVA, 1991). E ainda que atuem de forma simbidtica, as bactérias acido-
lacticas (minimo 10, segundo a Norma FIL 117A:1998 do MAPA), ainda sdo
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encontradas em maior quantidade que as leveduras (minimo de 10* segundo a
Norma FIL 94A:1990 do MAPA) (BRASIL, 2007).

Atuando no leite, as bactérias &cido-lacticas tém como principal papel
aumentar o tempo de conservacao dos fermentados através da producéo de acido
lactico, em sua maioria. Estes acidos organicos acidificam o produto até o pH 4,

aproximadamente, impedindo o crescimento de bactérias indesejaveis.

Além desta caracteristica, através da producdo de enzimas a exemplo das
glicoliticas, lipoliticas e proteoliticas, as bactérias lacticas sdo capazes de modificar
caracteristicas sensoriais de produtos agricolas, através de alteracdes nas suas

propriedades, que se tornam mais complexas.

Ja4 no que diz respeito a atividade probiodtica, que pode ser atribuida as
bactérias lacticas, elas podem atuar vitalmente amenizando a intolerancia a lactose
uma vez que produzem a enzima B-D-galactosidase responsavel por degradar o
carboidrato no intestino. E também como atividade probiética em nivel da
higienizacdo do tubo digestivo, estas bactérias atuam participando da ampla flora de
micro-organismos capazes de promover defesa contra contaminacdes digestivas
(PIARD et al., 1999).

Embora haja um menor enfoque no estudo das leveduras, sua importancia se
da pela criacdo do, ja esperado, ambiente que propicia o crescimento de bactérias
do Kefir que colaboram para o seu flavor (CLEMENTI, GOBBETTI & ROSSI, 1989;
KWAK, PARK & KIM, 1996; SIMOVA et al., 2002).

A oferta de nutrientes fundamentais, como os aminoacidos e vitaminas, é
estabelecida por leveduras agregadas a produtos lacteos, sendo uma importante
funcdo destes micro-organismos que também ocasionam a alteracdo do pH e
producédo de CO; (VILJOEN, 2001).

1.2.4 Influéncia das Condigc6es Ambientais no Bioprocesso

Segundo Vinderola e colaboradores (2002), a escolha de combinacfes
especificas de espécies probibticas é de suma importancia para se proporcionar as
possiveis interacdes entre essas culturas inseridas na matéria-prima utilizada. Essa

pratica leva a otimizacdo do processo tecnoldgico, garantindo a viabilidade das

células ao longo do armazenamento sob refrigeracdo. No entanto, o maior desafio
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se encontra no controle da proporcao das diferentes cepas, cujas interacées podem
ser influenciadas pelo meio (CHAMPAGNE, GARDNER & ROY, 2005). Dessa forma,
se da a importancia de avaliar a proporcdo das cepas probidticas estudadas ao

longo de todo o processo de armazenamento.

No que diz respeito a influéncia da temperatura nesse processo de
armazenamento, essa variavel € um dos fatores externos que mais interferem no
crescimento e atuacdo metabdlica dos micro-organismos. Baixas temperaturas de
refrigeracdo reduzem a velocidade de reacdes enziméaticas e quimicas em
grandezas logaritmicas, visando preservar ao maximo a qualidade dos alimentos
(PEREDA, 2005).

Outros fatores que podem influenciar em caracteristicas como sabor,
viscosidade e constituicdo quimica ou microbiolégica do Kefir, sdo: agitacdo durante
0 processo fermentativo, o tamanho do inéculo de Kefir, a temperatura e o tempo de
refrigeracdo apos a fermentacdo (KOROLEVA, 1988).

1.3 JUSTIFICATIVA

Héa a necessidade de monitorar o produto fermentado com Kefir em relacdo as
caracteristicas fisico-quimicas e a concentracdo de lactose final, a fim de garantir a
seguranca do consumidor, especialmente, o intolerante a lactose.

O desenvolvimento do Kefir pode compor a dieta de grupos de intolerantes a

lactose, haja vista a sua propriedade funcional.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Monitorar a producéo de leite fermentado por graos de Kefir BioLogicus.

2.2 Objetivos Especificos

- Determinar o teor de lactose do produto fermentado ao longo de sua vida de

prateleira;

- Realizar analise quantitativa de bactérias lacticas e leveduras presentes no produto

fermentado;

- Analisar o pH e a acidez do produto fermentado.
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3 HIPOTESE

A incorporacdo de granulos de Kefir BioLogicus® no leite de vaca diminui a

concentracéo final de lactose.
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4 METODOLOGIA

4.1 Area
O presente trabalho foi desenvolvido nos Laboratérios de Pesquisa,
Desenvolvimento e Inovacdo (P, D & I) da Empresa - BioLogicus® Indistria e

Comércio de Produtos Naturais S/A.

4.2 Objeto e grupos de estudo
O objeto de estudo foi avaliar o teor de lactose em Kefir de leite de vaca. Para

este fim, foram realizadas analises de dois cultivos em duplicata.

4.3 Periodo de referéncia
A realizacdo das andlises ocorreu semanalmente no periodo de fevereiro a

marco de 2011.

4.4 Desenho do estudo

O desenho do estudo, abaixo representado, foi aplicado simultaneamente
para ambos os lotes (cultivos) realizados em duplicata.

Fluxograma 1 — Desenho do estudo

Leite de vaca

l—» Andlise fisico-quimica

To (zero h)
(inoculagéo)

| Andlise fisico-quimica
e
l microbiolégica
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Incubacgéo a 27°C/17h

l

T, (17 h)
(leite fermentado)

l

Armazenamento a 5°C

l

T, (185 h) a T4 (857 h) Analise fisico-quimica
(analise do Kefir a cada 7 dias) —> . e
microbiolégica

Analise fisico-quimica
5 e
microbioldgica
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4.5 Definicdo das variaveis
No presente estudo, as variaveis de respostas avaliadas, foram: concentracao

de lactose, pH, acidez, bactérias lacticas e leveduras.

4.6 Método de coleta de dados

A coleta de dados foi realizada a partir das analises experimentais, cujos
resultados foram registrados em caderno de laboratorio e em planilhas digitais.

As analises experimentais foram realizadas e registradas no periodo expresso
em horas, tendo o To (Tempo zero) representado o periodo imediato apés
inoculacdo do leite com os graos de Kefir/inicio da fermentacdo a temperatura
ambiente. Jad o T; (Tempo 1), representou o final da fermentacédo dentro de 17 horas
em temperatura ambiente, logo apds disto, ocorrendo o armazenamento a 5°C (T, a
Te) nos periodos subsequentes, totalizando 857 horas (35 dias).

4.7 Método de analise

4.7.1 Producdo do Kefir de leite

Material: Cubas de fermentacéo de aco inoxidavel
Equipamento: Camara de refrigeracao
Matéria prima: Leite UHT

Gréos de Kefir BioLogicus®

Inicialmente, foram realizadas as analises fisico-quimicas do leite UHT a ser
fermentado.

Em seguida, foi realizada a inoculacédo de 5 litros de leite por gréos de Kefir
BioLogicus® (Fluxograma 2) na cuba de fermentacéo, representando o 1° lote. Esta
amostra foi incubada a 27°C, atingindo uma temperatura maxima de 28,1°C e
minima de 26,5°C, até atingir 17 horas, e entdo, armazenada a temperatura de 5°C.
O mesmo procedimento foi empregado para o 2° lote do produto.

As andlises fisico-quimicas, foram efetuadas semanalmente em duplicata,

dentro de um periodo de 5 semanas.
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Fluxograma 2 - Fluxograma de producéo do
Kefir BioLogicus®

Inocular o leite com gréos
de Kefir BioLoaicus®

‘

Incubar a 27°C/17h

v

Armazenar a 5°C

4.7.2 Determinacado de glicideos redutores em lactose

No intuito de determinar a lactose, foi utilizado o meétodo 432/IV de
determinacao de glicideos redutores em lactose para leites (INSTITUTO ADOLFO
LUTZ, 1985), sendo o resultado expresso pela média de quatro replicatas.

Materiais: baldo volumétrico de 100 mL, baldo de fundo chato de 300 mL, frasco
Erlenmeyer de 300 mL, bureta de 25 mL, pipetas volumétricas de 10 mL, pipeta
graduada de 2 mL, funil de vidro, papel de filtro, chapa aquecedora, e garra.
Reagentes: Solucdo de sulfato de zinco a 30% (m/v) F maia® Solucdo de
ferrocianeto de potassio a 15% (m/v) F maia®; Solucdes de Fehling A e B Dinamica
Quimica Contemporanea® Ltda.

Procedimento

Foi transferido, para o baldo volumétrico de 100 mL, 10 mL da amostra com o
auxilio da pipeta volumétrica, e logo foram adicionados e subsequentemente
homogeneizados, 50 mL de agua destilada, 2 mL de sulfato de zinco e 2 mL de
ferrocianeto de potassio. Apdés 5 minutos da solugdo em repouso, o balédo
volumétrico de 100 mL foi preenchido com agua destilada até o menisco ser
tangenciado. O baldo foi agitado apods ter sido vedado com sua tampa e seu
conteudo foi filtrado em papel de filtro inserido no funil acoplado ao Erlenmeyer de
300 mL.

Em etapa subsequente, foram transferidos para o baldo de fundo chato de
300 mL, 10 mL de Fehling A, 10 mL de Fehling B, e 40 mL de agua destilada.
Posteriormente, esta mistura foi aquecida até atingir seu ponto de ebulicédo, e assim,
titulada pela solucéo filtrada que foi transferida para a bureta de 25 mL. Atingido o

ponto de ebulicdo, ao longo da titulacdo, a mistura de Fehling foi constantemente
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agitada com o auxilio da garra até atingir seu ponto de viragem (formacdo de
residuo amarelo-tijolo no fundo do bal&o).

Ao término da analise, os valores foram aplicados na férmula abaixo:

Vx0,0676x 100
Lxv

glicideosredutores em lactose =

Onde:

0,0676 = n° de g de lactose que corresponde a 10 mL da solugao de Fehling
v = n° de mL da solug&o da amostra, gasto na titulagao

L = n° de mL da amostra

V = n° de mL da diluicdo da amostra (100 mL)

4.7.3 Andlise quantitativa de bactérias lacticas e leveduras

Foram coletadas duas amostras de Kefir de leite de vaca de dois diferentes
lotes. Essas amostras ficaram armazenadas sob refrigeracdo até o momento das
analises, exceto a denominada Tempo 0 (“zero”), correspondente ao momento em que
os graos foram inoculados. A contagem total de bactérias acido-lacticas viaveis foi
procedida conforme metodologia preconizada pela APHA (2001) para bactérias
lacticas e AOAC (Association of Official Analytical Chemists, 2002) para leveduras. As
contagens foram obtidas pelo método de plaqueamento em profundidade ou pour
plate, adicionando-se 1 mL de inéculo em placas de Petri e, em seguida, vertendo-se
de 15 a 20 mL do Agar fundido. Foram utilizados os meios de cultura MRS Difco®,
para bactérias lacticas, e Sabouraud Difco®, para leveduras, e as diluicbes decimais

10, 10° e 10°® para obtencao de contagens entre 30 e 300 coldnias.

4.7.4 Determinacéo do pH - Método 017/1V (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985)

Materiais: Potencidbmetro

Béquer de 50 mL
Procedimento

Para aferir o pH, foi utilizada uma amostra de aproximadamente 40 mL
empregando o método potenciométrico, com o auxilio de um eletrodo GEHAKA®
GEPHOBRBNC, acoplado ao potenciémetro digital PG 1800 GEHAKA®.
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475 Andlise da acidez em acido lactico para leites fermentados - Método
493/IV_(INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985)

Materiais: Bureta de 25 mL

Erlenmeyer de 125 mL
Pipeta graduada de 10 mL
Reagentes: Solucdo de hidroxido de sédio F maia® 0,1 M;

Fenolftaleina F maia®

Procedimento

Foi adicionada com uma pipeta graduada 10 mL de &gua destilada, 20 mL da
amostra, e 2 gotas da fenolftaleina. Esta solucdo foi agitada constantemente
enquanto era titulada por hidroxido de sodio 0,1 M previamente utilizado para
preencher a bureta de 25 mL. A titulagcdo foi concluida ao ser atingida uma coloragéo
résea (ponto de viragem da fenolftaleina).

Apos a conclusédo da titulacdo, a férmula abaixo foi aplicada:

.. .. m Vxf=x0,9
g de acido lactico por cento— = B —
v

Onde:

V = n° de mL de solucao de hidréxido de sédio (0,1 M) gasto na titulacao
P =n°g ou mL da amostra

0,9 = fator de conversao para o acido lactico

f = fator da solucéo de hidroxido de sédio (0,1 M)
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Determinacéao do teor de lactose

No estudo, o teor de lactose tem o seu valor reduzido a 3,86% apds 857
horas (Ts) conforme exposto na Tabela 2, ou seja, ao final dos 35 dias. A partir deste
resultado, € possivel afirmar que individuos intolerantes a lactose podem consumir o
volume diario necessario da bebida, ingerindo 100 mL do Kefir obtido no estudo,
uma vez que o consumo diario controlado de produtos derivados do leite, tolerado
pelo publico alvo, pode apresentar um valor maximo de 12 g de lactose (EGASHIRA,
MIZIARA & LEONI, 2008).

Tabela 2 — Valores médios e desvio padrao dos resultados da lactose obtidos em duplicata

Tempo Horas MEDIA (%) + DP*
To 0 5,03 0,5006
T1 17 4,59 0,1481
T 185** 4,34 0,1669
Ts 353** 4,25 0,2392
Ty 521** 4,38 0,1169
Ts 689** 4,08 0,1858
Ts 857** 3,86 0,0878

*DP: Desvio padréo
*Amostras mantidas refrigeradas a 5°C
Obs.: Fator utilizado para o célculo: 0,1352 (justificativas ndo disponibilizadas pela empresa)

No Grafico 1 esta apresentado o perfil de consumo da lactose pela microflora
do Kefir BioLogicus durante 857 horas (35 dias). Nas primeiras 17 horas (T,) a
temperatura ambiente, o consumo foi igual a 8,74%, decrescendo até 23,26% no
final do periodo de armazenamento, em relacéo ao valor de To. A partir do T, até o
Te, a concentracao de lactose decresceu de 4,59 a 3,86%, ou seja, uma variacao de
0,73%, mostrando uma boa estabilidade do produto durante todo o periodo de
armazenamento a 5°C. Isto reflete uma vantagem no que se refere ao longo periodo
de armazenamento pelo consumidor.

Contudo, o estudo de Irigoyen e colaboradores (2005), ao testar diferentes
concentracbes de gréos de kefir e leite, demonstraram uma diminuigcdo nos teores
de lactose de até 22% em apenas 24 horas em relagéo a concentracao inicial. Apés
o periodo de fermentacéo, a concentracdo permaneceu nesta faixa até o 14° dia de
armazenamento a 5°C, temperatura na qual o estudo vigente também comprova

uma maior estabilidade na atividade metabdlica dos micro-organismos.
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Grafico 1 — Determinacédo da porcentagem de lactose em funcao do tempo
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Pesquisas como a de Wechenfelder (2009), também foram avaliadas sob
outros tipos de condicdes, onde o foco era voltado para a utilizacdo de Kefir oriundo
de quatro populacdes diferentes, submetidas a concentracbes de graos/leite
distintas. Como resultado, foi visto que para as 4 diferentes amostras contendo as
proporcdes de 1:10 e 1:5 de concentracao de graol/leite, apés 168 h de fermentacéao,
tiveram uma reducado de até 64 e 70% de lactose, respectivamente. Desta maneira,
ocorreu uma diminuicdo bastante consideravel da concentracdo de lactose,
reafirmando que a concentracao de inéculo presente, influencia na taxa de consumo
do acucar.

Em outro estudo, realizado por Terra (2007), utilizando um in6culo a 8% foi
observada uma concentracao de 3,02 e 1,1% de lactose no Kefir integral apds 12 e
72 horas de fermentacao, respectivamente, a temperatura na faixa de 24 a 29°C. O
autor conclui que apés 24 h de fermentagéo o kefir j4 apresenta uma concentracao
do dissacarideo que se ingerido por individuos intolerantes a lactose ndo causara os
desconfortos caracteristicos da problematica.

Apesar de algumas diferencgas entre os resultados do estudo e os obtidos na
literatura, é importante ressaltar que os procedimentos adotados foram aqueles
descritos pela empresa. Até o presente momento, estes processos fornecem ao
Kefir BioLogicus uma boa aceitabilidade em funcdo das caracteristicas sensoriais

obtidas pelo desenvolvimento dos cultivos.
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5.2 Anélise quantitativa de micro-organismos

5.2.1 Bactérias acido-lacticas

No que diz respeito as bactérias lacticas, segundo a Instrucdo Normativa n°
46, de 23 de outubro de 2007, o MAPA especifica, respaldado pela Norma FIL
117A:1998, que ao longo do seu prazo de validade, o Kefir deve apresentar um
quantitativo total minimo de 10’ UFC/mL (BRASIL, 2007).

O cumprimento desta norma pode ser contemplado na Tabela 3, onde a
contagem inicial (imediatamente apos introducdo do consorcio probidtico) ja foi da
ordem de 10° UFC/mL (6,45 log UFC/mL), cujo comportamento logo aumentou para
um valor que se manteve em 10® UFC/mL (8,92 a 8,64 log UFC/mL) durante todo o

periodo estudado.

Tabela 3 — Valores médios e desvio padrao dos resultados de bactérias lacticas obtidos em duplicata

Tempo Horas MEDIA (log) + DP*
To 0 6,45 0,1713
T1 17 8,92 0,0850
T2 185** 8,76 0,2364
T3 353** 8,89 0,0912
T4 521 ** 8,64 0,3471
Ts 689** 8,44 0,0133
Te 857** 8,64 0,0766

*DP: Desvio padrao
*Amostras mantidas refrigeradas a 5°C

Portanto, vale ressaltar que, mesmo antes do processo de armazenamento
em camara fria, a bebida fermentada a base de Kefir BioLogicus® atingiu e
ultrapassou o valor minimo exigido (10’ UFC/mL). Além disto, as bactérias
alcancaram a concentracdo maxima nas 17 horas de fermentagdo em temperatura
ambiente (Gréafico 2), onde, a contagem de 8,92 log UFC/mL foi atingida, assim se
aproximando do valor de 10° UFC/mL. Apdés este periodo, a alteracdo da
temperatura para 5°C fez com que a microflora lactica fosse mantida
aproximadamente constante até 857 horas de fabricacdo do produto.

Comparativamente, Rea e colaboradores (1996), alcangaram uma contagem
inicial e final do cultivo da bactéria lactica Lactococcus de 103 a 10° UFC/mL,
respectivamente, necessitando utilizar periodo fermentativo superior (58 horas) ao
do estudo em questdo, que em 17 horas de incubac&o ja atingiu valor proximo a 10°
UFC/mL.
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Gréfico 2 — Analise quantitativa de bactérias acido-lacticas em funcéo do tempo
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Segundo a mesma instrucdo normativa do MAPA apresentada para bactérias

lacticas, as leveduras sdo encontradas em menor quantidade (minimo de 10*
UFC/mL, segundo a Norma FIL 94A:1990) no Kefir (BRASIL, 2007). Esta quantidade
minima estabelecida foi superada pelos valores obtidos no estudo (Tabela 4), uma

vez que a quantidade de células ao final do cultivo atingiu o valor médio de 6,16 log

UFC/mL. Neste mesmo periodo foi observado um aumento de 47,25% de células em

relacdo ao inéculo inicial, sendo que 36% foi observado apenas nas primeiras 17

horas.

Tabela 4 — Valores médios e desvio padrao dos resultados de leveduras obtidos em duplicata

Tempo Horas MEDIA (log UFC/mL) + DP*
To 0 4,19 0,3891
T1 17 5,70 0,1596
T, 185** 5,78 0,1103
Ts 353** 5,80 0,0845
T, 521** 6,40 0,8837
Ts 689** 5,99 0,1261
Ts 857** 6,17 0,1766

*DP: Desvio padréao

*Amostras mantidas refrigeradas a 5°C

Como pode se observar na curva de disperséao (Gréfico 3), a concentragcao de

leveduras se manteve dentro dos padrbes estabelecidos pelo MAPA. No Tempo O,

logo apos a inoculacdo do leite, ja € apresentada uma contagem minima aceitavel,

tendo o crescimento atingido o seu ponto maximo na ordem de 10’ (6,40 log

UFC/mL) ao se atingir 521 horas de fermentacdo. A contagem de leveduras se
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estabilizou em 10° UFC/mL, correspondente a 5,99 log UFC/mL e 6,17 log UFC/mL,
respectivamente, ao se alcancar 689 e 857 horas de fermentagdo, mantendo o valor

superior ao preconizado pelo MAPA.

Comparativamente, Rea e colaboradores (1996), obtiveram uma
concentracdo de leveduras de 10% a 10° UFC/mL, para um periodo superior de

incubacéao (58 horas), que também obedeceria a instrugdo normativa do MAPA.

Grafico 3 — Andlise quantitativa de leveduras em fungéo do tempo
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5.3 Anélise do pH e da acidez

Segundo Franco & Landgraf (1996), a reducdo do pH, atingindo um valor
desejavel, permite a inibicdo do desenvolvimento de micro-organismos patogénicos
resistentes ao tratamento térmico da matéria-prima (o leite), podendo provocar
alteracdes no prazo de validade do produto.

O valor de pH obtido no final do processo fermentativo (4,5) também foi
alcancado por Rea e colaboradores (1996) e Martins (2006) em seus trabalhos. Os
resultados (Tabela 5 e Gréafico 4), permitem concluir que a variacdo do pH e da
acidez foi significativa apenas nas primeiras 17 horas devido a atividade dos micro-
organismos a temperatura ambiente, quando converte lactose a acido-lactico. A
estagnacdo da atividade (Grafico 4) devido ao resfriamento, fez com que néo

houvesse variagéo significativa dos valores de pH e acidez.
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Tabela 5 — Valores médios e desvio padrao dos resultados de pH e acidez obtidos em duplicata

Tempo Horas pH (MEDIA) pH (xDP) Acidez (MEDIA %) Acidez (+ DP¥)
To 0 6,57 0,0692 0,19 0,0144
T1 17 4,54 0,0127 0,78 0,0322
T, 185** 4,45 0,0718 0,80 0,0750
T3 353** 4,38 0,0432 0,87 0,0118
T, 521** 4,36 0,1664 0,94 0,0567
Ts 689** 4,50 0,1884 0,99 0,1164
Te 857** 4,50 0 0,83 0,0463

*DP: Desvio padrao
*Amostras mantidas refrigeradas a 5°C

Similarmente, os resultados de Terra (2007) apresentaram valores para o pH
do leite in natura igual a 6,7. Ap6s 12 horas de fermentacao, pH igual a 4,5 e apés

72 horas atingiu um valor igual a 3,3.

De acordo com o Padrédo de ldentidade e Qualidade do MAPA, a Norma FIL
150:1991 estabelece que o Kefir deve apresentar uma acidez menor que 1 g de
acido lactico/100g (BRASIL, 2007), o que € alcancado através da estratégia adotada
neste estudo, conforme resultados apresentados no Gréfico 4.

Grafico 4 — Andlise do pH e da acidez em fun¢&o do tempo
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6 CONCLUSOES

No processo fermentativo adotado neste trabalho, foi possivel observar a
diminuicdo do pH, sugerindo a degradacao de lactose a acido lactico pela microflora
do Kefir. Esta permitiu a reducéo da concentracdo do acucar a um nivel inferior ao
méaximo tolerado pela maioria dos intolerantes a lactose que sdo 12 gramas por dia.
A otimizagdo do consumo da lactose foi possivel gracas a manutencdo da
viabilidade probidtica do Kefir BioLogicus®, que ao longo de todo o estudo
apresentou contagens superiores ao minimo estabelecido pela Normativa vigente,
tanto para bactérias acido-lacticas, quanto para leveduras.

Além disso, os valores de acidez também estiveram dentro do preconizado
pela Normativa superando os valores minimos estabelecidos especificamente para o
Kefir. Portanto, a partir deste estudo, foi possivel confirmar que o Kefir BioLogicus®

consegue reduzir o teor de lactose do produto.
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ANEXO

HISTORICO DA EMPRESA BIOLOGICUS — INDUSTRIA E COMERCIO
DE PRODUTOS NATURAIS S/A.

A BioLogicus® foi constituida em 2004, tendo como objetivo aglutinar
pesquisadores de diferentes dreas do conhecimento para o desenvolvimento de
produtos e processos inovadores na area de biotecnologia. O critério para inclusdo
dos pesquisadores é que 0s seus projetos tenham como principio a inovacgao

biotecnoldgica e o absoluto respeito ao meio ambiente.

Em 2005, a empresa implantou o primeiro laboratério piloto de pesquisa em
probiéticos, contando com a parceria da Secretaria de Saude do municipio de
Camaragibe — PE. Nessa experiéncia inicial, foram selecionadas varias patologias
de grande incidéncia nas comunidades carentes e desenvolvidos alguns produtos
especificos, a base de substancias bioativas procedentes de um consércio de
microrganismos de propriedade da empresa, denominado Kefir BioLogicus®. Os
produtos desenvolvidos foram testados clinicamente e apresentaram resultados

importantes.

Em 2006, a empresa foi incubada no Programa de Empresas de Base
Tecnologica do Instituto de Tecnologia de Pernambuco — ITEP, onde recebeu
treinamento e qualificacdo, especialmente na area empresarial. Em 2007 a empresa
participou de uma competicdo nacional - Programa Empreender é Show da
ANPROTEC - sendo selecionada entre as trés empresas incubadas mais inovadoras
do pais. Na referida competicdo recebeu os prémios de: Melhor Estudo de
Viabilidade Técnica das Empresas Incubadas; Empresa mais Inovadora e
Empreendedora das Empresas Incubadas; e Empresa mais Votada pelos Visitantes
do Site da ANPROTEC.

Em 2008 foi selecionada pelo Governo do Estado de Pernambuco para
participar do “stand” do Governo como modelo de inovagdo em biotecnologia
durante um evento nacional denominado Tecnolactea 2008. Outros avangos

importantes em 2008 foram:
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e Participacdo no Bitec 2008 - Programa de Iniciacédo
Cientifica e Tecnolégica para Micro e Pequenas
Empresas — uma iniciativa de cooperacdo entre o
INSTITUTO EUVALDO LODI - IEL, o SENAI, o SEBRAE
e 0 CNPq, que tem por objetivo transferir conhecimentos
gerados nas instituicbes de ensino diretamente para o
setor produtivo. PROJETO APROVADO: ANALISE
MICROBIOLOGICA DE MICROORGANISMOS
PROBIOTICOS E COMPETIDORES EM BEBIDAS
FERMENTADAS

e Convénio de cooperacgdo técnica e financeira de apoio a
micro e pequenas empresas do estado de Pernambuco
Sebrae/PE e o Instituto de Tecnologia de Pernambuco —
ITEP, sendo uma das 04 empresas selecionadas e
beneficiadas.

e Projeto aprovado pela FINEP — Progex — para subvengé&o
ao desenvolvimento de embalagens para exportacao.

e Convénio com as seguintes instituicbes: Universidade
Federal de Pernambuco; Centro de Investigacion
Pesquera (Cuba); Genetech - empresa de pesquisa em
genética de microorganismos; VPO industria de perfumes
e cosméticos e ITEP.

Em 2009 foi convidada pelo ITEP para coordenar o primeiro laboratério de
probiéticos do pais, Laboratorio de Probidticos e Fitoterapicos — LPF. Nesse mesmo

ano teve os seguintes projetos aprovados:

o RHAE/FAPs FACEPE 2009 - pesquisador na empresa —
“‘Desenvolvimento de microcapsulas Probidticas para
adicdo em alimentos e bebidas”.

e BITEC 2009 92 EDICAO: “Desenvolvimento de pastilhas
nutracéuticas com probiéticos do Kefir BioLogicus®”.

e SEBRAE 2009 - PROMOCAO DE EMPREENDIMENTOS
INOVADORES DO SEBRAE NACIONAL;
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e PAPPE/FACEPE - SUBVENCAO ECONOMICA:
“Imobilizado de um consércio probidtico para produgao de
bebidas fermentadas de alto valor nutricional e isentas de
alcool”.

e SUBVENGAO ECONOMICA/FINEP 2009 —
“‘Desenvolvimento de linha dermocosmeética natural
probidtica”.

e FINEP/CAPES - Programa Nacional de Pds-Doutorado
(PNPD): “Imobilizado de um consorcio probiético para
producéo de bebidas fermentadas de alto valor nutricional
e isentas de alcool”.

e Integra 0 PROGEX com o Nucleo Operacional de
Pernambuco.

Em dezembro de 2009 o Projeto “Desenvolvimento de pastilhas nutracéuticas
com probidticos do Kefir BioLogicus®™ foi selecionado como um caso de sucesso no

Estado de Pernambuco.

No inicio de 2010, a BioLogicus® foi aprovada pelo FUNDO
CRIATEC/BNDES/BNB recebendo aporte financeiro para cooperac¢ao administrativo-

financeira e com isso se tornando uma Sociedade Anénima (SA).

Em 2011 a BiolLogicus contratou um Diretor Executivo e um Financeiro, com
objetivo de operacionalizar os setores de negdcios, comercial, marketing e
Financeiro, respectivamente, bem como estruturou o departamento de Pesquisa,
Desenvolvimento e Inovacéo (P,D&l) com a contratacdo de novos pesquisadores e
aprovacdo de novos editais de pesquisa junto aos 6rgdos de Fomento estaduais
(FACEPE, SEBRAE) e Nacionais (CNPQ).



