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RESUMO

MAGANHA, L.C. Efeito da inclusdo de leite em po6 e aglcar sobre a viabilidade de
bactérias probidticas em leite fermentado desnatado. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade

de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade de S&o Paulo, Pirassununga, 2010.

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da inclusdo de leite em pd desnatado e de agUcar
sobre a viabilidade de microrganismos probidticos e a qualidade do leite fermentado
desnatado. Para isso, foram congtituidos 8 tratamentos, a saber: 1. leite desnatado (LD) e
padronizado com 0,2% de gordura (LD 0,2%G); 2. LD 0,2%G + 5% de leite em p6 (Lp); 3.
LD 0,2%G + 10% de Lp; 4. LD 0,2%G + 15% de Lp; 5. LD 0,2%G + 5% de Lp + 10% de
acucar (A); 6. LD 0,2%G + 10% deLp + 10% de A; 7. LD 0,2%G + 15% de Lp + 10% de A;
8. LD 0,2%G + 10% de A. Foi preparada a cultura lactea mista DVS ABT-4 (Chr-Hansen)
contendo Streptococcus thermophilus, Bifidobacterium animalis e Lactobacillus acidophilus,
que foi aplicada em todos os tratamentos para a fermentacdo e producdo do leite fermentado.
O produto foi entdo envasado e armazenado a 5°C para as analises subsequentes. Os leites
fermentados foram submetidos a avaliacao fisico-quimica, microbiol6gica e sensoria nos dias
1, 10 e 21 apbés a fabricacdp. Os resultados mostraram que todos os tratamentos
permaneceram de acordo com a legislacéo brasileira no que diz respeito aos aspectos fisico-
guimicos, dém de os mesmos terem permanecido constantes durante os 21 dias de
armazenamento, com excecdo do pH, que diminuiu nos dias seguintes a fabricacdo em
decorréncia da poés-acidificacao dos leites fermentados. Quanto as caracteristicas
microbiol égicas, observou-se maiores contagens nos tratamentos com maior teor de leite em
po (tratamentos 3, 4, 6 e 7), principalmente para as bactérias probidticas, com diferenca
estatisticamente significativa entre todos os tratamentos. Entretanto, a adicdo de aglcar ndo
interferiu nas contagens de probioticos dos leites fermentados. As contagens microbiol 6gicas
permaneceram constantes durante todos os 21 dias de armazenamento. O tratamento 6 (LD
0,2%G + 10% de Lp + 10% de A) foi o que obteve melhores notas na avaliagdo sensorial nos
dias 1, 10 e 21 de armazenamento, indicando ser esta formulagdo a melhor dentre as estudadas

paraa aceitacdo do produto com maior viabilidade de bactérias probioticas.

Palavras-chave: L eite fermentado; sdlidostotais; probidticos; qualidade; leite.



ABSTRACT

MAGANHA, L.C. Effect of milk powder and sugar inclusion on the viability of probiotic
bacteria in fermented skim milk. MSc. Dissertation — Faculdade de Zootecnia e Engenharia

de Alimentos, Universidade de Sdo Paulo, Pirassununga, 2010.

The aim of this study was to evaluate the effect of skimmed milk powder and sugar inclusion
on the viability of probiotic microorganisms and on the quality of skimmed fermented milk.
Eight different treatments were prepared: 1. Skimmed and standardized milk (SM) at 0,2% of
fat (SM 0,2%F); 2. SM 0,2%F + 5% of milk powder (MP); 3. SM 0,2%F + 10% MP; 4.SM
0,2%F + 15% MP; 5. SM 0,2%F + 5% MP + 5% of sugar (S); 6. SM 0,2%F + 10% MP + 5%
S; 7. SM 0,2%F + 15%MP + 10%S; 8. SM 0,2%F + 10%S. The mixed lactic culture DVS
ABT-4 (Chr-Hansen) containing Streptococcus thermophilus, Bifidobacterium animalis and
Lactobacillus acidophilus was prepared and placed in al the treatments for the fermented
milk fermentation and production. The product was bottled and stored at 5°C for the
subsequent analyses. The fermented milks were submitted to physical-chemical,
microbiological and sensory analyses on the 1%, 10" and 21% days after production. Results
for the physic-chemical analyses showed that all the treatments comprised the requirements as
adopted in Brazilian regulations. All the physical-chemical variables were constant during the
21 days of storage, except for the pH, which decreased during storage because of the
fermented milks post-acidification. For the microbiological analyses, greater numbers,
especially the probiotic bacteria, were obtained in treatments with higher milk powder content
(treatments 3, 4, 6 and 7), with significant statistical differences among all the treatments.
However, the sugar addition did not interfere with the recovery of probiotic bacteria in the
fermented milks. The microbiological data were constant during the 21 days of storage.
Results obtained in the sensory analyses showed that treatment 6 was the one with higher
grades on days 1, 10 and 21 of storage, hence indicating that this composition is the best one
among those studied for acceptability of the product with greater viability of probiotic
bacteria

Keywords: fermented milk; total solids; probiotics; quality; milk.
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1. INTRODUCADO:

Entende-se por Leites Fermentados os produtos adicionados ou ndo de outras
substancias alimenticias, obtidas por coagulacdo e diminuicdo de pH do leite, ou
reconstituido, adicionados ou ndo de outros produtos |acteos, por fermentacéo |actea mediante
acao de microrganismos especificos. Estes microrganismos devem ser viaveis, ativos e
abundantes no produto final durante seu prazo de validade (Ministério da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento, 2007).

O leite fermentado é um produto comprovadamente reconhecido como de ata
qualidade organoléptica, e ¢ considerado um “produto vivo” uma vez que contém até cinco
bilhdes de células por grama. As bebidas lacteas com baixo grau de acidez sdo as que se
adaptam melhor ao paladar brasileiro e foram responsaveis pelo crescimento de cerca de 17%
no mercado de iogurtes em 2005, tendo movimentado cerca de R$ 2 bilhdes neste segmento
(AZEVEDO, 2006; TEIXEIRA, 2002).

A tecnologia de fabricacdo do leite fermentado envolve varias etapas de el aboragao:
obtencdo da matéria-prima, padronizacdo do teor de gordura do leite e gjuste dos solidos nédo
gordurosos (SNG), se necessario, homogeneizacdo, tratamento térmico, inoculacdo e por
Ultimo o envasamento do produto final. E importante destacar que a matéria-prima deve
apresentar alta qualidade bacterioldgica, para que possa proporcionar um meio indécuo ao
desenvolvimento da cultura. Esta deve conter baixa concentragdo microbiana, inexisténcia de
enzimas ou substancias quimicas interferentes e antimicrobianas (BRANDAO, 1995).

A producdo em condicles assépticas € essencial para evitar riscos de contaminagdo
por microorganismos patogénicos ou deteriorizantes. Para a sua producdo, rotineiramente
emprega-se um ou varios dos seguintes cultivos. Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus

casei, Bifidobacterium sp., Streptococcus salivarius subsp thermophilus €/ou outras bactérias



acido-lacticas que, por sua atividade, contribuem para a determinacéo das caracteristicas do
produto final (Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento, 2007).

Relativamente aos aspectos do consumo de leites fermentados, um dos fatores que
mais contribuiram para a crescente aceitacdo do produto € atribuicdo de efeitos benéficos a
salide humana, desde que foi postulados pelo pesquisador Elie Metchnikoff no inicio dos anos
1900 (SPREER, 1991). A vantagem mais concreta sobre a sallde associada ao consumo de
leites fermentados é a reducdo da ma absorcéo da lactose em casos de pessoas aérgicas a este
componente do leite. Outro fator de igual relevancia € a influéncia sobre pardmetros
imunol 6gicos, além de indicios no auxilio ao funcionamento do intestino (SAAD, 2006).

Tais vantagens a salude trazidas pela ingestdo de leites fermentados podem ser
confirmadas e/ou potencializadas através da incorporacéo de microrganismos probiéticos. Os
probidticos eram classicamente definidos como suplementos aimentares a base de
microrganismos que afetam beneficamente o animal hospedeiro, promovendo o balango de
sua microbiota intestinal. Diversas outras definicdes de probidticos foram publicadas nos
ultimos anos (SANDERS, 2003). Entretanto, a definicéo atual mente aceita i nternacional mente
€ que eles sGo microrganismos vivos que, quando administrados em quantidades adequadas,
conferem beneficios a salde do hospedeiro (FOOD AND AGRICULTURE
ORGANIZATION, 2001; SANDERS, 2003). Os Produtos lacteos probidticos e/ou
simbi éticos sdo lideres dentro do mercado de alimentos funcionais e considerados prioridade
de pesquisa em diversos paises. A vaorizacdo dos alimentos funcionais no mercado mundial
esta estimulando a inovagdo de produtos alimenticios, gerando, deste modo, uma grande
oportunidade paraincentivar o consumo de alimentos com importantes aplicacdes nutricionais
e terapéuticas. (SACCARO, 2008).

No estudo das bactérias probidticas e de seus beneficios, destaca-se 0 uso da

Bifidobacterium spp. O uso de Bifidobacterium spp. e/ou Lactobacillus acidophilus em leites



fermentados tornou-se popular no final da década de 70, como resultado dos avancos
cientificos na érea de taxonomia e ecologia das bifidobactérias. Sua popularidade também
aumentou devido a sua caracteristica de baixa capacidade de acidificacdo durante a
estocagem. Mulitas patentes surgiram principalmente devido aos desenvolvimentos ocorridos
na producdo de fermentos e de novos produtos (GOMES et al., 1999).

Diversos fatores afetam a viabilidade de bactérias probidticas em leite fermentado
(DAVE & SHAH, 1997). Altas concentragdes de sacarose adicionadas ao leite antes da
fermentacdo podem inibir as bactérias do iogurte, requerendo um longo tempo de fermentacéo
e levando a um baixo desenvolvimento de acidez (SHAH & RAVULA, 2000). Isto se deve
aos efeitos osmoticos dos solutos no leite e a baixa atividade de dgua. Segundo GARDINI et
al. (1999), a composicdo do produto em termos de conteldo de sdlidos totais afeta a
viabilidade dos probiéticos. SHAH et al., (2000) demonstraram que as bactérias probidticas
tém baixa viabilidade em produtos fermentados.

Segundo GOMES & MALCATA (1999), a qualidade da matéria-prima utilizada para
a producdo de leites fermentados € de suma importancia para o desenvolvimento dos
probidticos. Neste contexto, o |eite deve conter nutrientes essenciais, aminoacidos e pequenos
peptideos em quantidades suficientes para garantir o desenvolvimento das bifidobactérias.
Deste modo, € possivel melhorar as condigbes de multiplicagdo das bifidobactérias no leite
pela adicdo, por exemplo, de fontes de nitrogénio (ZACARCHENCO & MASSAGUER-
ROIG, 2004).

Tendo em vista as consideracOes acima, a finalidade do presente trabalho foi avaliar a
producéo de leite fermentado produzido com inclusdo de leite em pd e aglcar (como fonte de
sacarose), aumentando desta forma a quantidade de solidos totais, e seus efeitos sobre a

viabilidade de probiéticos e a qualidade do leite fermentado.



2. REVISAO DE LITERATURA:

2.1 - Letes Fermentados: Definicdes e Aspectos Historicos

O leite fermentado é um alimento lacteo conhecido desde os primordios da civilizago.
Algumas referéncias deste alimento sdo encontradas na Biblia: Abrado acreditava que sua
longevidade estava relacionada ao consumo de leite fermentado. Cientistas conhecidos, como
Hipdcrates, consideravam o leite fermentado ndo somente como um alimento, mas também
como um remeédio, prescrevendo-o no distirbio nos tratamentos de distlrbios estomacais e
intestinais. (OBERMAN, 1985).

No inicio do século 20, o bacteriologista russo Metchnikoff (Instituto Pasteur, Franca),
foi o primeiro cientista a apresentar uma explicacéo sobre os efeitos benéficos das bactérias
acido-lacticas presentes no leite fermentado (HUGHES, HOOVER, 1991). Ele atribuiu a
6tima saude e longevidade dos povos bulgaros ao consumo elevado e prolongado de leite
fermentado (LOURENS-HATTINGH; VILJOEN, 2001).

De acordo com a IN n°® 46 de 23/10/2007 (MAPA), que estabelece os “Padrdes de
Identidade e Qualidade de Leites Fermentados”, estes sdo os produtos resultantes da
fermentacdo do leite ou leite reconstituido, por fermentos lacteos proprios, sendo que estes
devem ser vidvels, ativos e abundantes no produto final durante seu prazo de validade.

Dentre os diversos tipos de leite fermentado existentes, o iogurte € provavelmente o
mais popular. O inicio da producéo de iogurte data do século Il a.C. e ocorreu provavel mente
no Oriente, 0 que explica a origem do proprio nome (jugurt). Uma das teorias a respeito da
descoberta do iogurte € de que quando o leite dos diferentes rebanhos comegou a ser utilizado
para a aimentacd0 humana, passou a ser armazenado em marmitas de barro; as altas
temperaturas do deserto, que chegavam a atingir 43°C, propiciavam 0 crescimento das
bactérias lacticas termofilicas presentes no leite, resultando num produto consistente e

aromético.



Originalmente, o processo de fermentagcdo envolvia a coagulacdo do leite por
microrganismos presentes naturamente no alimento, obtendo-se um produto final com
caracteristicas e propriedades fisico-quimicas diferentes da matéria-prima original
(ALM,1991). Atualmente, o leite fermentado pode ser definido como um produto adicionado
ou ndo de substancias alimenticias e fermentado mediante a agdo de cultivo de
microrganismos especificos, responsaveis pela coagulacéo e acidificagdo do leite (PIARD et

al., 1997).

2.2 — Tecnologia de Producéo de leites Fer mentados:

O leite fresco é fornecido para a producdo de iogurtes e leites fermentados em tanques
refrigerados. Uma avaliacao prévia é realizada e, em seguida, o leite é filtrado para a retirada
dos residuos solidos e armazenados a 5°C. O controle da qualidade do leite € realizado de
acordo com as seguintes condi¢oes:

- Condicles sanitarias: a temperatura de transporte, o nimero total de microrganismos
e células sométicas presentes e o grau de acidificacdo do produto;

- Caracteristicas tecnoldgicas. andlise do contelido de gordura e nitrogénio e deteccdo
dos antibi6ticos presentes.

O preparo do leite para a fermentacéo envolve vérias etapas.

e Padronizagéo

A gqualidade do leite depende da dieta alimentar e do estagio de lactacdo do animal,
assim como da época do ano em que foi coletado. Esses fatores sdo os principais motivos pelo
qual o leite deve ser padronizado, a fim de igualar o conteldo de gordura e proteina para a
producdo de leite fermentado. A padronizagdo permite a regulacdo da composicéo do leite

segundo as especificagdes nutricionais e sensoriais do produto.



Assim que o leite chega a fabrica € aguecido até 45°C e a seguir, centrifugado. O
conteido de gordura no leite deve ser menor que 7% e o teor de solidos totais deve ser
gjustado para 14%.

e Homogeneizacéo

A homogeneizagdo € realizada para reduzir os glébulos de gordura e impedir a
separacdo do creme sobre a superficie do leite durante a fermentacdo, resultando no aumento
da viscosidade do leite e consequiente estabilidade do leite fermentado durante a estocagem
(ALAIS, 1984).

e Tratamento térmico

O leite é submetido a pasteurizacdo para eliminar microrganismos patogénicos ou
agentes deteriorantes do produto, e para aprimorar as caracteristicas fisicas do produto, como
viscosidade e capacidade de retencéo de agua.

O tratamento térmico € realizado, na maioria das industrias, através de um sistema
tubular continuo entre 92-95°C, equipamento no qual o leite é aquecido durante alguns
minutos. O tratamento térmico provoca a desnaturacéo de mais de 85% das proteinas solUvels
do soro, elementos responsaveis pela coagulacéo do leite.(CASALIS, 1985).

e Fermentacéo:

O leite fermentado € o produto obtido da fermentacéo do leite através de um ou
véarios dos seguintes cultivos: Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Bifidobacterium
sp., Streptococcus salivarius subsp. thermophilus, e/ou outras bactérias acido-lacticas que, por
sua atividade, contribuem para a determinac8o das caracteristicas do produto final. A
degradacdo da lactose favorece a reducéo do pH e, conseqientemente, a precipitacéo das
proteinas do leite. A fermentacdo € finalizada quando o pH desgado € atingido. O gel obtido
€ guebrado através de um sistema de bombeamento e imediatamente resfriado a 20° C,

temperatura que facilita a adicéo do produto nas embal agens e limita as mudancas na estrutura



do gel. O produto é posteriormente é posteriormente resfriado a 4° C, mantendo-se a esta

temperatura durante a estocagem, transporte e distribuicéo.

2.3- Probidticos. Definicbes e Aspectos M er cadol 6gicos:

O interesse por alimentos saudavels, nutritivos e de grande aproveitamento pelo
consumidor tem aumentado mundialmente. O uso destes produtos para a promocéo do bem-
estar e da salde e, a0 mesmo tempo, como redutor de risco de algumas doencas, esta
incentivando o desenvolvimento de novos ingredientes e, assim, estimulando a inovacdo dos
produtos alimenticios e formando novos nichos de mercado (MATSUBARA, 2001).

Os produtos lacteos probidticos e/ou simbidticos sdo lideres dentro do mercado de
alimentos funcionais e considerados prioridade de pesquisa em diversos paises. A
valorizacdo dos alimentos funcionais no mercado mundia esta estimulando a producéo de
produtos alimenticios, gerando, deste modo, uma grande oportunidade para incentivar o
consumo de alimentos com importantes aplicagdes nutricionais e terapéuticas.

Os lactobacilos e as bifidobactérias sdo considerados agentes probidticos porque sao
encontrados naturalmente no corpo humano, sobrevivendo & acidez do estomago e, assim
sendo, sdo capazes de colonizar o intestino (MARSHALL, 1991). Contudo diversas
publicacdes mostraram que as culturas probidticas apresentam crescimento lento no leite. A
presenca de bactérias viaveis e em ato nimero no produto lacteo durante sua estocagem, é
condicdo essencial para assegurar o efeito probiotico (OLIVEIRA et al., 2001).

Os produtos compostos por bactérias probidticas integram trés grandes grupos
comerciais. alimentos infantis, preparacOes farmacéuticas e produtos lacteos. Os produtos
|&cteos representam 0 grupo mais representativo, constituido por iogurtes, leites fermentados,
sorvetes e queijos, nos quais de utilizam freguentemente culturas iniciadoras e bifidobactérias

(ou lactobacilos) como aditivo ou suplemento (GOMES; MALCATA, 1999).



O crescimento do setor de aimentos lacteos fermentados representa uma grande
oportunidade para o aprimoramento de produtos com importantes aplicacdes nutricionais e
terapéuticas, caracteristicas atamente valorizadas pelas empresas do ramo alimenticio. Outro
beneficio relacionado ao setor |acteo é o baixo custo tecnol égico necessario a producdo dos
alimentos fermentados (SIENKIEWICZ; RIEDEL, 1990).

Novas descobertas relacionadas a diversos aspectos cientificos voltados a nutricéo,
especialmente ao estudo da dieta aimentar para a promocdo da salde, tem ampliado a
aplicacdo dos probidticos L. acidophilus, L. casei e B. lactis em alimentos (SANDERS; HUIS
IN°T, 1999; HELLER, 2001).

A definicBo de probidtico esta relacionada a importancia de células vivas como
componentes essenciais e efetivos para a manifestacao de efeitos benéficos. Huis In’t Velt e
Havenaar (1991) definiram os probidticos como uma cultura pura ou mista composta por
microrganismos Vvivos que beneficiam a microbiota endogena intestinal de humanos e
animais.

Segundo a Legislacdo Brasileira, probidticos sdo definidos como microrganismos
vivos capazes de melhorar o equilibrio microbiano intestinal, produzindo efeitos benéficos a
salde do individuo (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2008). Os
mi crorganismos probi6ticos podem ser inoculados a partir de uma preparacéo que deve conter
estirpes definidas e viaveis em numero suficiente para alterar a microbiota do consumidor, por
implantacdo ou colonizagéo, e exercer efeitos benéficos a salde (SCHEREZENMEIR; DE

VRESE, 2001).



2.4 — Caracteristicas das Bactérias Acido-L acticas:
2.4.1 — CulturasIniciadoras (Starters)

As culturas do iogurte sdo compostas por Streptococcus subsp. thermophilus e
Lactobacillus delbruecki subsp. bulgaricus, que sd0 bactérias Gram-positivas,
homofermentativas e termofilicas, cujo crescimento 6timo € obtido a 42°C. (SPREER; MIXA,
1998).

O S. thermophilus tem a morfologia de cocos unidos, geralmente em cadeias curtas, e
otimo crescimento entre 37°C e 45°C, mas pode tolerar até 50°C. Algumas estirpes de S.
thermophilus sintetizam exopolissacarideos, polimeros bastante Uteis na producdo de leites
fermentados firmes, responsaveis pela manutencdo da textura e da viscosidade adequadas
mesmo apos afermentacdo. (COLLET, 2005).

Lactobacillus delbruecki subsp. bulgaricus € uma bactéria homofermentativa, ou sgja,
libera écido l4ctico durante a fermentacso, Gram-positiva e anaerdbia facultativa. E uma das
bactérias iniciadoras mais empregadas na fabricacdo de iogurtes e produtos lacteos.(KLEIN
et. al, 1998). Ainda, o L. bulgaricus apresenta-se em forma de bastonetes unidos em cadeias
longas, com crescimento 6timo entre 45-50°C, embora resista a temperaturas até -15°C.
(DELLAGIO; TORRIANI; VLAEMINCK, 1992; SABOYA; OETTERER; OLIVEIRA,
1997).

As bactérias do iogurte sdo agentes importantes na producdo e conservacdo de
produtos lacteos, especialmente iogurtes, leites fermentados e queijos (MOREIRA;
ABRAHAM; ANTONI, 2000).

As culturas iniciadoras S. Thermophilus e L. bulgaricus apresentam relacdo proto-
simbidtica no leite na qual este lactobacilo produz enzimas que degradam a caseina liberando
peptideos tais como metionina, treonina e valina que agem como fatores de crescimento para

S. thermophilus; este, por sua vez, libera acido férmico e CO, proporcionando melhor
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desenvolvimento L. bulgaricus. (MARTIN, 2002; OLIVEIRA, DAMIN, 2003). Ao fina da
fermentacdo, L. bulgaricus produz acetaldeido e acidos graxos, compostos que contribuem
para 0 desenvolvimento do sabor caracteristico do iogurte. (BEAL, CORRIEU, 1994;
HIGASHIO; YOSHIOKA; KIKUCHI, 1997; SPREER; MIXA, 1998).

Segundo Rajagopal e Sandine (1990), a quantidade de aminoacidos e peptideos
disponiveis no leite deve ser suficiente para auxiliar no crescimento das bactérias iniciadoras e
na degradacdo do leite. As bactérias devemn possuir um eficiente sistema proteolitico, que
estimul e seu crescimento e realize a rgpida conversao dalactose em acido | éctico.

A andlise da atividade proteolitica das bactérias iniciadoras € um fator importante para
a avaliacdo do crescimento destas culturas. Renz e Puhan (1975) relataram que a atividade
proteolitica realizada pelas bactérias iniciadoras pode apresentar alguns efeitos adversos em
iogurtes e leites fermentados, tais como producdo de sabor amargo devido ao acimulo de
peptideos, resultado relacionado aintensa atividade proteoliticado L. bulgaricus.

Laye, Karleskind e Mor (1993) sugeriram gue, de acordo com as concentracdes e as
proporcdes das culturas iniciadoras utilizadas, o sabor e a textura do iogurte podem ser
pregjudicados. As mudancas quimicas observadas durante 0 armazenamento incluem
diminuicdo do teor de lactose e acetaldeido, formacdo de &cido lactico e, pequena, mas
potencial mente importante, mudanca nas concentracfes de outros compostos voléteis.

As culturas iniciadoras s& normamente adicionadas aos leites fermentados
probiticos com o intuito de reduzir o tempo de fermentacéo, entretanto, L. bulgaricus tende a
pos-acidificacao no leite fermentado, o que afeta a viabilidade das bactérias probidticas
(OLIVEIRA et a.,2001; KLAVER, KINGMA & WEERKAMP, 1993; DAVE & SHAH;

1998).
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2.4.2 — Bifidobactérias:

As bifidobactérias foram primeiramente isoladas a partir de fezes de criangas recém-
nascidas em 1899 por Tissier, sendo descritas como microrganismos anaerébios de
morfologia bifida (Instituto Pasteur, Franca) (ISHIBASHI; SHIMAMURA, 1993). Tissier
recomendou a administracdo de bifidobactérias em criancas com diarréa com o objetivo de
combater esse distirbio intestinal e restabelecer seu dominio na microbiota (O’SULLIVAN et
al, 1992). Esses microrganismos sao Gram-positivos, anaerébicos, em forma de bastonetes,
ndo-esporulantes, sem mobilidade e ndo-resistentes a &acido. Atualmente, o género
Bifidobacterium é classificado na familia Actinomycetaceae, na qual estdo presentes trinta
espécies (KHEADR, 2007).

Bifidobacterium sp. produzem &cido lactico e acético sem produzir CO, , exceto
durante a degradacéo do gluconato. Segundo Itsaranuwat et. al. (2003), existem diferencas
morfologicas, havendo o formato de “Y” e membrana em forma de cocos, dependendo das
condicbes de crescimento e/ou da espécie. As bifidobactérias apresentam relevante
importancia, sendo aplicadas em muitos fermentados lacteos devido as suas propriedades
tecnol égicas e aos seus efeitos, e por estarem associadas com a diminui¢do de incidéncia de
dergias (BJORKSTEN et. a. 2001), e também com a prevencdo de alguns tipos de cancer
(GUARNER; MALAGELADA, 2003).

De acordo com Sanchéz (2006) e D’aimmo (2006), as bifidobactérias fermentam
glicose, galactose, lactose e frutose como fonte de carbonos benéficos a promocéo da salde.
Ainda, promovem a manutencdo do equilibrio da microbiota intestinal e protegem os

organismos dos patogenos e bactérias putrefativas.
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Bifidobacterium sp. possuem diversos habitats, como o intestino humano, a cavidade
bucal e 0 TGI animal. A temperatura ideal de crescimento para as bifidobactérias varia de
37°C a 42°C (DONG et. al., 2000). Ainda, nenhum crescimento € obtido acima de 46°C ou
abaixo de 20°C (GAVINI et a, 1991). O pH 6timo para as bifidobactérias varia entre 6,5 e
7,0 e nenhum crescimento é observado acima de 8,5. Esse microrganismo faz parte da
microbiota humana e possui uma relagéo simbidtica com o hospedeiro, sendo capaz de inibir
o crescimento de Candida albicans, E. coli e outras bactérias patogénicas. (BIAVATI et.d.,
2000).

Meghrous et a. (1990) foram os primeiros pesquisadores a provar que as
bifidobactérias produzem substancias antimicrobianas. Ac¢des inibitérias promovidas por
bifidobactérias foram descritas por Gibson e Wang (1994) contra Salmonella, Listeria,
Campylobacter, Shigella e Vibrio cholerae.

A comprovacdo dos efeitos clinicos benéficos relacionados as bifidobactérias
incentivou a utilizacdo destes probidticos em produtos alimenticios como iogurtes e leites
fermentados. Entretanto, as bifidobactérias apresentam pouco crescimento no leite, pois estdo
submetidas a situagdes de estresse no processo de fermentacdo, especialmente devido a
elevacdo da acidez do meio, a baixa disponibilidade de fontes de nitrogénio e a sensibilidade
ao oxigénio (NAGAWA; NAKABAYASHE; FUJINO, 1988,COLLINS; HALL, 1984).

Apenas estripes de Bifidobacterium animalis subsp. lactis tem demonstrado
habilidades para sobreviver em ambientes acidos. Estas culturas sd0 os probioticos
preferencialmente utilizados comercialmente em produtos a base de iogurte (JAYAMANNE;
ADAMS, 2006).

Segundo Matto et a. (2006), a Bifidobacterium lactis é a espécie mais utilizada em
aplicacOes probidticas, ja que o crescimento deste probidtico apos a fermentacdo forneceu

produtos com maior estabilidade durante a estocagem.
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Gueimonde et a. (2004), relataram gue as estirpes de B. lactis sdo bastante utilizadas
em produtos probidticos na Europa devido a grande resisténcia deste espécie em meios acidos
e sob condicOes de estresse oxidativo. Contudo, mesmo as bactérias B. lactis consideradas
estaveis podem apresentar limitacOes e deficiéncias tecnol dgicas para aplicacbes na industria
(MATTILA-SANDHOLM et a.,2002) Por conta desses fatores, Y olanda (2007) sugere um
método alternativo para aumentar a estabilidade e viabilidade das bifidobactérias, que pode
ser desenvolvido através de aplicagdes prolongadas destes microrganismos em meios
altamente acidos. As mudancas fenotipicas e o aperfeicoamento das propriedades biol 6gicas
estimulardo o aumento da resisténcia das bifidobactérias a acidez do meio e possibilitardo o

desenvolvimento de novas estirpes probidticas para utilizacdo comercial.

2.4.3 — Lactobacillus acidophilus:

O Lactobacillus acidophilus foi isolado a partir de fezes de criangas lactentes em 1900
pelo pesquisador Moro e nomeado Bacillus acidophilus. Posteriormente foi designado
Lactobacillus, e anos depois, devido as vantagens de ingestéo, a industria de alimentos iniciou
a producdo de iogurtes com elevadas contagens deste microrganismo. (ITSARANUWAT,
HAL HADDAD, ROBINSON, 2003).

O L. acidophilus é descrito como um bacilo circular, Gram-positivo, imovel e ndo-
esporulante. Este probidtico pertence ao grupo dos microrganismos homofermentativos
restritos, comporta as espécies mais acidificantes (2,7% de acido léactico), e as mais
termofilicas (40-52°C). O crescimento a 16°C € raro ou muito lento; ja em temperaturas
superiores 0 crescimento depende da estirpe, sendo que algumas podem crescer a 45°C e
outras a48°C (DU PLESSIS et al., 1996).

Encontrado naturalmente na microbiota intestinal e no trato urogenital humano, o L.

acidophilus apresenta como principais funcbes a protecdo contra patogenos, auxilio na
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digestdo da lactose, elevacdo no padréo nutricional dos alimentos, elevacéo da respostaimune
intestinal, e regulacéo dos niveis de colesterol no organismo (GILLILAND; 1990).

Alguns pesquisadores sugeriram que o L. acidophilus poderia substituir o L.
bulgaricus na producéo do iogurte. Porém, o L. acidophilus apresenta baixo crescimento no
leite, mesmo quando suplementado com nutrientes, além de produzir um leite fermentado
menos saboroso quando comparado ao iogurte tradicional (TRAMER, 1973). Contudo, L.
acidophilus comecou a ser incorporado no iogurte tradicional a fim de aumentar a
popularidade deste alimento, através da perspectiva de que apenas este microrganismo
sobreviveria no trato gastrointestinal (DAVIS, 1970; VEDAMUTHU, 1974).

Diversos produtos probiéticos estédo em desenvolvimento com o objetivo de permitir o
consumo de L. acidophilus em quantidades elevadas. De acordo com a literatura a
concentragcdo minima de células vidaveis de L. acidophilus para producdo dos efeitos
terapéuticos é de 10° log UFC/ml ou grama do produto (KURMANN; RASIC, 1988).

Gilliland, Stanley e Bush (1984) relataram que o L. acidophilus pode crescer em
concentracbes fisiologicas de ata acidez e estabelecer-se no trato gastrointestinal,
promovendo efeitos terapéuticos. Outros estudos demonstraram os efeitos benéficos deste
microrganismo na estimulagéo da resposta imune intestinal, em experimentos com ratos, e na
reducdo dos niveis de colesterol em porcos (LIN et al., 1989; PERDIGON,1989). Apesar
destes estudos, se faz necessério maiores estudos para comprovacao dos efeitos benéficos dos
Lactobacillus, especialmente L. acidophilus, em humanos e animais.

O crescimento de L. acidophilus pode ser inibido no produto probidtico de acordo com
a composicao do meio e a disponibilidade de nutrientes. As principais substancias inibidoras
do L. acidophilus sdo os acidos lactico, acético e benzoico, além do perdxido de hidrogénio

(COLLINS; ARAMAKI, 1980; GILLILAND; SPECK, 1977).
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2.5 - Efeitos Terapéuticos de Probidticos e M ecanismos de Acao:

As bactérias acido-lécticas atualmente utilizadas atual mente na producéo de iogurtes e
leites fermentados pertencem principalmente aos géneros Lactobacillus, Lactococcus,
Streptococcus, Leuconostoc, Bifidobacterium e Proprionibacterium (GOLDIN; GORBACH,
1992). As espécies de maior interesse sdo Lactobacillus acidophilus, L. casei, L. crispatus, L.
johnsonii, L. murinus, L. intestinalis, L. rhamnosus, L. plantarum, L. reuteri, L. salivarius,
Bifidobacterium bifidum, B. infantis, B. longum, B. brevis e B. lactis (BARRETO, 2003).

Os probiéticos normamente utilizados em leites fermentados e iogurtes geralmente
s80 espécies isoladas do intestino humano, como as bifidobactérias e os lactobacilos, que
realizam a fermentacao lactica do leite. A fermentacéo provoca a conversao dos carboidratos
em &cidos organicos, possibilitando a mehoria do sabor e da textura do aimento
(DRIESSEN; LOONES, 1992).

As bifidobactérias sintetizam vitaminas do complexo B, elevando seu teor no produto
fermentado. O teor de lactose € diminuido em aproximadamente 20 a 25% devido a sua
degradacéo e utilizagdo por esses microrganismos durante a fermentacéo do leite (TAMIME;
MARSHALL;ROBINSON, 1995).

Mesmo com a sugestdo de varios mecanismos com atuacBes independentes ou
associadas, 0 modo de acéo dos probidticos ainda ndo estd completamente esclarecido. A
exclusdo competitiva € um dos processos mais considerados em diversos estudos sobre a
atuacdo dos probioticos, que competem por nutrientes e sitios de fixagdo com outros
patdbgenos ou mesmo com outras bactérias da microbiota intestinal (OUWEHAND et al,

1999). A exclusdo competitiva demonstra a necessidade da ingestdo de doses elevadas de
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probidticos, assim como a realizacdo de administracdo continua para manifestacdo de suas
propriedades funcionais.

As principais atuagoes das bactérias acido-lacticas na defesa da microbiota intestinal
sd0: sintese de bacteriocinas (NAIDU, BIDLACK; CLEMENS, 1999) producédo de écidos
organicos volaeis (JIN, MARQUARDT;BAIDOO, 2000), liberacdo de peréxido de
hidrogénio (HAVENAAR, HUIS IN’T VELD, 1992), acdo direta sobre o metabolismo
celular, reduzindo a concentracdo de amdnia no organismo (KOSAZA, 1986), e liberacdo de
enzimas hidroliticas (DE VRESE et al, 2001).

A adicdo de probiéticos no leite ou em outros produtos fermentados beneficia a
microbiota intestinal; tais beneficios ja estdo amplamente descritos na literatura e podem ser
definidos como o aumento da modulagéo imunoldgica (defesas do organismo) e a prevencéo
de certas doencas €/ou incdmodos em humanos; como diarréia, devido a infeccdo com
Helicobacter pylori, ma digestéo de lactose, sindrome do intestino irritéavel, constipacéo,
elevado crescimento bacteriano no intestino, cancer cervical, cancer de bexiga, colesterol,
hipertensdo, infeccdo do trato urindrio e infecgBes relacionadas ao trato respiratério
(GOLDIN, 1998; HOLPZAPFEL et al., 1998, OUWEHAND et al, 2003).

Os aspectos funcionais dos microrganismos probidticos devem ser estabelecidos
através de estudos in vivo comprovadamente seguros aos humanos.

Segundo Fukushima et al. (1998), Donnet-Hughes et a. (1999) e Foschino, Cafaro,
Ottogalli (1997), os requisites para a selecéo de uma estirpe sio:

e Toleranciaaacidez do estomago.
e Aderénciaao epitdio intestinal.
e Resisténciano trato gastrointestinal .

e Estimulagdo imunologica.
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e Atividade antagonistica contra patdégenos como Helicobacter pylori,
Salmonella sp., Listeria monocytogenes e Clostridium dificile.

e Viabilidade e estabilidade durante a producéo e estocagem do produto.

e Producdo de boas caracteristicas sensoriais ao produto.

A estirpe selecionada deve realizar a fermentacéo do leite em cultura pura ou quando
associada, aém de ser vidvel durante todo o processamento e estocagem refrigerada do
produto, assegurando a manifestacdo dos efeitos probi6ticos durante o consumo.

O produto probidtico deve ter vida média variando de 15 a 30 dias e propriedades
sensoriais aceitavels, tais como cor, aroma, sabor e textura.

Os microrganismos devem estar vidveis, apresentando-se em niimero elevado (> 10°

UFC/ml) durante toda a estocagem do produto (TRABULSI; SAMPAIQO, 2000).

2.6 - I nter agBes entre Cultur as de Bactérias Acido-L acticas:

A composi¢do quimica do produto lacteo é influenciada diretamente pela atividade
metabdlica da bactéria, que interage intensamente com o meio ao converter determinados
componentes em produtos metabdlicos durante o crescimento. Os carboidratos disponivels e
as proteinas do leite, especialmente aminoacidos livres, sGo 0s componentes mais utilizados
pelo metabolismo bacteriano.

Variadas espécies ou subespécies de bactérias acido-lacticas podem conferir distintas
caracteristicas aos produtos alimenticios. Os compostos metabolicos finais de determinadas
culturas, puras ou mistas, podem contribuir para a elaboracéo de produtos com caracteristicas
sensoriaisindesgaveis (HELLER, 2001).

Diferentes combinacbes de bactérias iniciadoras e probidticas acrescentaram aos
alimentos lacteos fermentados caracteristicas tecnolOgicas, nutricionais e terapéuticas

(JUILIARD et a, 1987). Contudo, as interacbes microbianas podem ser benéficas
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(protocooperacdo) ou desfavoraveis (antagonismo), ou sgja, podem ocorrer mudancas
indesgjaveis na composic¢ao da flora bacteriana durante a producéo e estocagem refrigerada do
produto (BELLENGIER; RICHARD; FOCAUD, 1997).

Segundo Vinderola, Mochuitti e Reinheimer (2002), diversos tipos de interagdes
foram detectados entre as bactérias acido-1acticas, como estimulacdo, inibicdo e auséncia de
efeitos, sendo que, no gera, as bactérias probidticas foram as mais inibidas nesse estudo. A
selecdo da melhor combinacédo de estirpes deve ser uma medida adotada para aperfeicoar o
desempenho tecnolégico e favorecer a sobrevivéncia bacteriana durante a estocagem
refrigerada dos produtos | acteos.

As bactérias probidticas apresentam crescimento lento no leite devido a sua baixa
atividade proteolitica, sendo pratica comum a adicdo de bactérias do iogurte para reduzir o
tempo de fermentacdo. Entretanto, L. bulgaricus produz acido lactico durante a estocagem
refrigerada (pés-acidificacdo), o que afeta a viabilidade das bactérias probidticas. A fim de
superar 0 problema da pés acidificacdo, a tendéncia é usar fermentos que contenham S.
Thermophilus, L. acidophilus e Bifidobacterium sp. (OLIVEIRA et a.,2001; KLAVER,
KINGMA & WEERKAMP, 1993 DAVE; SHAH, 1998).

Gomes e Malcata (1999) sugeriram que, devido a baixa velocidade de multiplicacdo
de culturas probiéticas em relacdo as bactérias lacticas tradicionais, o controle da assepsia e a
adicdo de fatores promotores de crescimento devem ser pré-requisitos para obtencdo de
contagens elevadas de células probiéticas viaveis durante a estocagem do produto.

No geral, a estabilidade das bactérias acido-lacticas é assegurada principalmente
devido atrésfatores:

e Disponibilidade de carboidratos e aminoécidos.
e Degradacdo de componentes toxicos, como o perdxido de hidrogénio.

e Limitacdo da concentracdo de ions hidrogénio no meio.
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As bactérias acido-l4cticas crescem mais devagar sob pH écido, pois a acidez do meio
provoca a danificagdo celular, diminuindo a viabilidade durante a estocagem. Em alimentos
fermentados, como o iogurte, as bactérias acido-lacticas em culturas mistas séo injuriadas
devido ao &cido-latico produzido pelas demais bactérias presentes, assim como pela
acidificacdo crescente do produto durante a estocagem (HUTKINS; NANNEN, 1993).

As atividades metabdlicas das culturas iniciadoras e dos probidticos provocam
mudancas especificas nas caracteristicas quimicas do produto, afetando suas qualidades
sensoriais.

Componentes carbdnicos, como acido acético e latico, acetaldeido, acetona e diacetil,
s80 produtos metabdlicos resultantes da fermentacdo da lactose e proteinas (CHANDAN,
1992).

Alguns fatores importantes utilizados para minimizar as dificuldades de producéo séo
a selecdo da cultura adequada, o tratamento térmico rigoroso e o controle da acidez do
produto. O estado fisiol6gico dos organismos probidticos adicionados, as condigdes fisicas de
estocagem (tempo e temperatura) e a composicdo quimica do produto no qual os
microrganismos serdo adicionados (acidez, conteldo de carboidratos utilizaveis, fontes de
nitrogénio, contedo minera, atividade de &gua e conteldo de oxigénio) devem ser
considerados. As possiveis interagdes dos probidticos (bacteriocinas, antagonismo,
sinergismo) com outras culturas iniciadoras sdo fatores que devem ser priorizados, pois
podem influenciar a viabilidade das bactérias probioticas no produto elaborado (HELLER,

2001).

2.7 - Normas L egais Referentes aos L eites Fer mentados e Probioticos:
Segundo a IDF (International Dairy Federation), as principais normas internacionais

relacionadas ao |eite fermentado e iogurtes sdo as seguintes:



20

e Producéo:

O termo iogurte sO pode ser utilizado quando as culturas S. thermophilus e L.
bulgaricus sdo adicionadas no produto. Os probidticos L. acidophilus e Bifidobacterium spp.,
assim como bactérias com propriedades tecnoldgicas particulares, sdo consideradas culturas
seguras e podem ser adicionadas nos alimentos.

e Viabilidade das culturas:

A legislacdo de diversos paises considera que a microbiota bacteriana deve ser viavel
durante toda a estocagem do produto, mas 0s niveis minimos estabelecidos para a
quantificacdo efetiva variam de 10° a 10° UFC/g, segundo a regulamentaco do local.

GOMES & MALCATA (1999) enfatizaram gue os fabricantes devem observar se os
bio-produtos fermentados contém nimero minimo satisfatorio de células ativas no momento
do consumo de, pelo menos, 10°UFC/mL devido & dose minimaterapéutica didria ser de 10° —
10° células viaveis em 100g do bio-produto fermentado.

Outros autores (SHAH et.al., 1995) sugerem que para efeito terapéutico o produto
deve conter >10°células/mL. A legislacio brasileira fixa o limite minimo em 10°UFC/mL
(BRASIL, MAPA., 2007).

e Critérios analiticos:

A quantidade de gordura, segundo o Codex Alimentarius, deve ser de pelo menos 3%,
em iogurtes integrais, entre 0,5% e 3% em iogurtes com pouca gordura (a base de leite semi-
desnatado),e até 0,5% em relacéo aos iogurtes sem gordura (a base de | eite desnatado).

O contetido protéico do iogurte deve ser de pelo menos 2,8% no produto final, valor
equivalente a 33% do contetido de solidos totais no leite desnatado.

A IDF recomenda o limite maximo de 0,7% de acido lactico no iogurte, mas sua

quantificacdo varia entre 0,6% e 15% em alguns paises. De acordo com algumas normas
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nacionais, que utilizam o pH para expressar esse critério, este se apresenta geralmente entre
45e46.

As principais caracteristicas fisico-quimicas definidas para leites fermentados estdo
indicadas na Tabela 1:

Tabela 1: Requisitos fisico-quimicos definidos para o leite fermentado.

Produto Gordura (g/100g) Acidez (g/100g) Proteina (g/100q)
Com creme Min. 6,0 0,6-2,0 Min. 2,9
Integral 3,0-59 0,6-2,0 Min. 2,9
Parcialmente 0,6-2,9 0,6-0,2 Min. 2,9
desnatado
Desnatado Max. 0,5 0,6-0,2 Min. 2,9

Fonte: Lerayer et al. ( 2002).

Com relacéo as normas brasileiras, as alegacOes sobre os alimentos funcionais

s40 definidas da seguinte forma:

e A aegacdo de propriedade funcional a qual se refere o papel metabdlico ou
fisolégico que o nutriente ou O nd nutriente tem no crescimento,
desenvolvimento, manutencdo e outras fungdes normais do organismo
humano.

e Alegacdo de propriedade de saide, que sugere ou implica na existéncia de uma
relacdo entre o aimento ou o ingrediente com a doenca ou condi¢éo
relacionada a salide.

De acordo com o regulamento técnico do MERCOSUL, de Identidade e Qualidade do
leite fermentado, aprovado pelo Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento e pela

Secretaria de Vigilancia do Brasil (LERAYER et. al., 2002), o leite fermentado é definido
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como um produto adicionado ou ndo de outras substancias aimenticias, obtido por
coagulacéo e diminuicdo do pH do leite, ou leite reconstituido, através de fermentacdo lactica
mediante a acéo de cultivos de microrganismos especificos, que devem ser viave's, ativos e
abundantes no produto final durante o prazo de validade.

A fermentacdo do leite pode ser realizada com um ou varios dos seguintes cultivos:
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Bifidobacterium spp., S. thermophilus e/ou
outras bactérias acido-léticas que, por sua atividade, contribuem para a determinacéo das
caracteristicas do produto final.

Os requisitos sensoriais definidos para leites fermentados sdo:

e Aspecto: consisténciafirme, pastosa, semi-sblida ou liquida.

e Cor: branca, de acordo com adi¢do ou ndo de substancias alimenticias
e/ou corantes adicionados.

e QOdor e Sabor: caracteristicos, de acordo com a(s) substancia(s)
alimenticia(s) €/ou  substancia(s)  aromatizantes/saborizante(s)

adicionadas.

2.8 - Viabilidade das bactérias probidticas em leite fer mentado:

A populagdo de bactérias |éticas depende da linhagem utilizada, interacéo entre as
espécies presentes, condigdes da cultura, composicéo quimica do meio (fonte de carboidrato),
acidez final, conteldo de solidos do leite, disponibilidade de nutrientes, promotores e
inibidores de crescimento, concentracdo de acUcar (pressdo osmética), oxigénio dissolvido
(especidmente para a Bifidobacterium), quantidade inoculada, temperatura de incubagéo,
tempo e temperatura de estocagem (Kailasapathy, Rybka, 1997; Hatting, Viljoen, 2001; Shah,

2001).
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A adicdo de bactérias probidticas aos produtos lacteos apresenta uma série de
dificuldades, sendo as principais, a pouca palatabilidade e o longo tempo de fermentacdo. De
um modo geral as bactérias bifidas crescem pouco no leite, produzindo pouco acido resultando
em um tempo de fermentacdo prolongado. Essas bactérias exigem um baixo potencial de oxi-
reducdo (Eh) parainiciar crescimento além de fatores de crescimento. A producéo de acido €
critica e ira definir as caracteristicas de qualidade e vida de pratel eira esperada para o produto.
Para isso é importante que um produto |acteo fermentado probidtico, atinja pH 4,6 no maximo
em 24 horas, e as culturas probidticas geralmente ndo tém essa capacidade. Nesta situagdo séo
empregados gustadores biologicos. As culturas que tem sido empregadas para esse fim sdo
mesofilicas e termofilicas (Streptococcus/Lactobacillus). O emprego de biogjustadores em
produtos probiéticos tem como finalidade basica resolver problemas de sabor, aroma e textura;
aumentar a taxa de crescimento e diminuir o tempo de fermentacdo; além de garantir o

processo fermentativo evitando problemas de contaminacéo (FERREIRA, 2001).

Dos vé&ios estudos de sobrevivéncia dos microrganismos probidticos realizados por
diversos pesquisadores, existe consenso geral de que produtos com acidez elevada (por
exemplo o iogurte) conduzem a maior perda de viabilidade do que produtos com baixa acidez
(por exemplo iogurte gelado, gelado tradicional e queijo), sendo necess&rio efetuar uma
selecdo cuidadosa das estirpes a utilizar. Na tentativa de melhorar a viabilidade em longo
prazo das estirpes probiodticas, foram executados diversos estudos sobre novas metodol ogias,
gue englobam quer a substituicdo do vetor alimentar quer a protecéo de estirpes sensiveis ao
acido por microencapsulacdo com acetatoftalato de celulose ou com aginato de cacio

(GOMES, MALCATA, 1999).

Além da acidez dos produtos e da acidez produzida durante a estocagem refrigerada, o

nivel de oxigénio nos produtos e sua permeabilidade através das embalagens, a sensibilidade
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as substancias produzidas pelas bactérias do iogurte e afalta de nutrientes no leite, séo fatores

responsaveis pela perda de viabilidade dos microrganismos probidticos (SHAH, 2001).

VINDEROLA, BAILO & REINHEIMER (2000b) afirmaram que a adicdo de bactérias
probidticas ao |eite fermentado € prética amplamente adotada pel os laticinios.

Contudo, fatores como acidez do iogurte, oxigénio dissolvido, interagdes entre espécies,
préticas de inoculagdo e condigdes de estocagem podem condicionar a sobrevivéncia da
microbiota probiética em produtos lacteos fermentados (VINDEROLA, PROSELLO,
GHIBERTO, REIHEINMER, 20008) (VINDEROLA, BAILO & REINHEIMER, 2000b).
Sobre condi¢oes de estocagem destes produtos, os mesmos autores (VINDEROLA, BAILO &
REINHEIMER, 2000b) concluiram n&o haver estudos suficientes sobre a sobrevivéncia dos
probidticos durante a estocagem refrigerada.

As hifidobactérias sdo usadas em fermentagdes de leite de modo limitado devido ao lento
crescimento.

Embora o leite sgja um meio satisfatorio por conter nutrientes essenciais, aminoécidos e
pequenos peptidios estdo presentes em quantidades insuficientes para o crescimento de
bifidobactérias. H4, contudo, relatos de casos de adaptacdo das bifidobactérias ao leite apos
sucessivas transferéncias (GOMES, MALCATA, 1999).

De acordo com KLAVER, KINGMA & WEERKAMP (1993) as bactérias probidticas se
desenvolvem lentamente no leite devido a sua baixa atividade proteolitica, sendo prética
comum a adicdo de bactérias do iogurte para reduzir o tempo de fermentacdo. Contudo,
Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus, uma das bactérias do iogurte, produz acido lético
durante a estocagem refrigerada (pos-acidificagdo) o que afeta, segundo estes autores, a
viabilidade das bactérias probidticas.

A fim de superar o problema da poés-acidificacdo, de acordo com DAVE & SHAH

(1998), a atua tendéncia é usar fermentos chamados ABT, que contém Lactobacillus
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acidophilus, Bifidobacterium sp. e Streptococcus thermophilus. Também OLIVEIRA et al.
(2002) afirmaram que bactérias laticas podem ser adicionadas durante a mistura final do
produto diminuindo os custos da producéo de leite fermentado contendo probi6ticos.

Ainda, diversos fatores afetam a viabilidade das bactérias probidticas em leite
fermentado. Altas concentracbes de sacarose adicionadas ao leite antes da fermentacéo
podem inibir as bactérias do iogurte levando a longos tempos de fermentacéo e a um baixo
desenvolvimento de acidez. (SHAH, N. P.; RAVULA, R. R.; 2000). Isto se deve aos efeitos
osmoticos dos solutos no leite e a baixa atividade de agua (VINDEROLA, C. G,
REINHEIMER, J. A., 2000). GARDINI et a. demonstraram que a composi¢cdo do produto
em termos de contelido de solidos totais afeta a viabilidade dos probidticos. SHAH &
RAVULA (2000) demonstraram que as bactérias probiéticas tem baixa viabilidade em
produtos fermentados.

Em geral, bifidobactérias se desenvolvem melhor em meios sintéticos do que em
leite. Contudo, estes meios sdo caros para multiplicagdo de bifidobatérias em grande escala,
adém de causarem sabores desagradéveis nos produtos finais. Assim, ha melhora das
condicbes de multiplicacdo para diferentes linhagens de bifidobactérias no leite, por exemplo,
pela adicdo de fontes de nitrogénio ou substancias que abaixem o potencial redox do meio e a
selecdo de linhagens menos fastidiosas sdo aternativas propostas para superar esses
problemas (GOMES, MALCATA, 1999). Ainda, de acordo com MATTILASANDHOLM,
MATTO & SAARELA (1999) a sdlecdio cuidadosa das linhagens empregadas e o
monitoramento do processo de fabricacdo sd0 necessarios para controlar os produtos de
metabolismo e o pH final.

Em trabalho realizado por THAMER, K.G.; PENNA, A. L. B. (2005), analisou-se o
efeito de teor de soro, aclcar e de frutooligossacarideos sobre a populacdo de bactérias

|&cticas probidticas em bebidas fermentadas. Dessa forma, determinaram-se as popul agdes de
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Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbruecki subsp. bulgaricus, Bifidobacterium e
Lactobacillus acidophilus. As maiores populacdes de microrganismos probidticos foram
observadas nas bebidas com baixa acidez e maior teor de solidos totais, além de haver
predominancia de Streptococcus thermophilus sobre os demais microrgani Smos.

VINDEROLA et al. (2000a, 2000b) relataram que o sucesso da adicdo de culturas

probicdticas € dependente das espécies e linhagens usadas, das interaces metabdlicas com
bactérias |&ticas, das condigdes de fermentacdo, do pH do produto, da presenca de oxigénio e
da temperatura de estocagem. Outros autores (MATTILA-SANDHOLM, MATTO,
SAARELA, 1999) citam ainda a resisténcia a fagos e viabilidade durante o processamento e
estocagem.

Como as hifidobactérias produzem, durante a fermentacdo, acidos acético (SAMONA,
MARAKIS, ROBINSON, 1996) e |&tico ataxa de 3:2, seu desenvolvimento excessivo pode
gerar produtos com sabor e aroma “a vinagre”, dificultando a aceitagdo do produto pelos
consumidores. Assim, uma combinacdo de linhagens especificas deve ser determinada para
evitar esse problema, selecionando-se aquelas que promovam as propriedades sensoriais e de
sobrevivéncia mais vantgjosas (MATTILA-SANDHOLM et. a., 2002).

Em trabaho realizado por OLIVEIRA, M. N.; DAMIN, M. R.; (2003), avaliou-se o
efeito do teor de sdlidos (12 a 15%) e da concentracdo de sacarose (0 a 8%) na acidificacao,
firmeza e viabilidade de bactérias do iogurte e probiéticas em leite fermentado. Para o
experimento, utilizaram das seguintes culturas: Streptococcus thermophilus e Lactobacillus
delbruecki subsp. bulgaricus (STLB); Streptococcus thermophilus e Lactobacillus
acidophilus (STLA); Streptococcus thermophilus e Lactobacilus rhamnosus (STLR). Como
resultados, notou-se que os leites fermentados por STLA apresentaram uma acidificacdo mais
acentuada; ja aqueles fermentados por STLR foram mais estavels, enquanto os leites contendo

maiores teores de solidos totais foram aguel es que obtiveram maior acidez total, independente
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da co-cultura utilizada, além do nimero de bactérias probidticas ter ficado acima do sugerido
pelaliteratura.

De acordo com GOMES & MALCATA (1999), em funcéo da baixa velocidade de
multiplicacdo das culturas probidticas em relacdo as bactérias | &ticas tradicionais, controle da
assepsia e adicdo de fatores promotores de crescimento sdo pré-requisitos para se obter altas
contagens iniciais de células probidticas viaveis. Caso contrario, esta populacéo ficaria muito
abaixo daguela do fermento.

Segundo GOMES & MALCATA (1999), a matéria-prima utilizada para a producéo de
leites fermentados sd0 de suma importancia para o desenvolvimento dos probiéticos. Assim, 0
leite pode conter nutrientes essenciais, aminoacidos e pequenos peptideos em quantidades
insuficientes para 0 desenvolvimento das bifidobactérias. Em gera, bifidobactérias se
desenvolvem melhor em meios sintéticos do que em leite. Contudo, tais meios podem
proporcionar sabores desagradaveis como resultado da fermentacdo. Assim, pode-se melhorar
as condicbes de multiplicacdo das bifidobactérias no leite pela adicdo, por exemplo, de fontes

de nitrogénio (ZACARCHENCO, P. B.; MASSAGUER-ROIG, S.; 2004).
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3-OBJETIVOS:

3.1- Objetivos Gerais:
O objetivo geral do projeto foi avaliar o efeito dainclusdo de leite em p6 desnatado e

de aglicar sobre a viabilidade de microrganismos probi6ticos adicionados ao |eite fermentado.

3.2 - Objetivos Especificos:

a) Determinar as caracteristicas fisico-quimicas (pH, matéria seca, gordura, proteina,
nitrogénio ndo-caseinoso, nitrogénio nado-proteico, caseina), microbiolégicas
(viabilidade de bactérias acido-l&ticas) e sensoriais do iogurte desnatado contendo 0, 5,
10 ou 15% de leite em pd e/ou 0 ou 10% de aglicar e mantido a 5°C por 21 dias;

b) Avdiar as possiveis diferengas entre as caracteristicas dos tipos de leite fermentado
produzidos, e desse modo verificar a formulacdo mais adequada para viabilizar a

adicdo de bactérias probidticas no iogurte e sua estabilidade ao armazenamento.
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4—-MATERIAL E METODOS:
4.1 — Delineamento Experimental:

O experimento constituiu-se de 8 tratamentos, ou sga, foram produzidos 8
tipos de leite fermentado partindo-se do leite bovino previamente desnatado contendo no
maximo, 0,1% de gordura. Os tratamentos encontram-se rel acionados abaixo:

e Tratamento 1: leite fermentado produzido a partir de leite desnatado (gordura = max.
0,1%).

e Tratamento 2: leite fermentado produzido a partir de leite desnatado (gordura = max.
0,1%) + 5% de leite em po.

e Tratamento 3: leite fermentado produzido a partir de leite desnatado (gordura = max.
0,1%) + 10% de leite em po.

e Tratamento 4: leite fermentado produzido a partir de leite desnatado (gordura = méax.
0,1%) + 15% de leite em po.

e Tratamento 5: leite fermentado produzido a partir de leite desnatado (gordura = max.
0,1%) + 5% de leite em p6 + 10% de aclcar.

e Tratamento 6: leite fermentado produzido a partir de leite desnatado (gordura = max.
0,1%) + 10% de leite em pd + 10% de aglcar.

e Tratamento 7: leite fermentado produzido a partir de leite desnatado (gordura = max.
0,1%) + 15% de leite em pd + 10% de agUcar.

e Tratamento 8: leite fermentado produzido a partir de leite desnatado (gordura = max.

0,1%) + 10% de acucar.

4.2 - Matérias-Primas Utilizadas no Experimento:
O leite utilizado no experimento foi o tipo longavida (UHT — ultra high

temperature) desnatado (Shefa®), adquirido em embalagens de 1 L, sendo todas provenientes
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de um mesmo lote de fabricacdo com vistas a facilitar a padronizacdo da composicdo do
produto em todos os tratamentos experimentais. Utilizou-se, também, leite em p6 desnatado
(Molico®) e agucar refinado (Unido®) para a composicdo dos leites fermentados dos

tratamentos 2 a 8.

4.3-Preparacéo das Culturas L acteas:

A cultura mista DVS ABT-4 (Chr-Hansen) contendo Streptococcus thermophilus,
Bifidobacterium animalis e Lactobacillus acidophilus, liofilizada e de uso direto, foi
dissolvida assepticamente em um litro de leite desnatado esterilizado e resfriado a 5°C, sendo
em seguida distribuida em frascos esterilizados, conforme descrito por THAMER & PENNA,
2005. Os frascos foram, entdo, mantidos em freezer a temperatura de -18°C, sendo
descongelados no momento do preparo para inoculacdo da cultura diretamente no leite

destinado a fabricacdo dos | eites fermentados.

4.4-Preparacdo do | ogurte:

O preparo dos leites fermentados foi realizado de acordo com o tratamento a ser
analisado, tendo como matéria-prima o leite longa-vida. O leite em pd desnatado e o aglcar
foram misturados conforme a porcentagem especifica de cada tratamento e reconstituidos em
&gua, sob agitacdo constante e vigorosa. Esta mistura foi aquecida até 85°C e mantida por 20
minutos em banho termostatizado. Em seguida, seguiu-se ao resfriamento em banho de dgua e
gelo até atingir 42°C. O tempo de fermentacéo do iogurte foi calculado a partir do inicio da
inoculacéo, até obter-se o valor de pH proximo de 4,7. Terminada a fermentacéo, foi feito
resfriamento em banho de &gua e gelo e os leites fermentados foram entdo embalados em

garrafas de 1L e armazenados em refrigerador a temperatura de aproximadamente 5°C.
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Todos os procedimentos foram repetidos uma vez a0 més, durante 3 meses, no
periodo de janeiro a marco/2010, totalizando 3 lotes de leite fermentado elaborado para cada
tratamento. Cada lote foi constituido por 05 litros/tratamento, perfazendo aproximadamente
120 litros de iogurte processado ao longo do experimento. As Figuras 1 e 2 apresentam 0s
leites fermentados no momento do envase e armazenados em camara fria a 5°C,

respectivamente.
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Figura 2: Leites fermentados armazenados em camarafria
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4.5- Caracterizacio da Populagiio de Bactérias Acido L acticas (BAL) no logurte:

Os leites fermentados processados foram armazenados em camara fria a temperatura
de 5°C, por 21 dias. Foram colhidas amostras/tratamento do produto nos dias 1°, 10° e 21°,
para a execucdo das andlises |aboratoriais.

Para a determinacéo de BAL, foram feitas as diluicdes decimais seriadas, em que 10
mL de amostra foram transferidas para um frasco de Erlenmeyer estéril contendo 90 mL de
agua destilada estéril. Essa solucdo foi entdo homogeneizada e em seguida foram feitas as
diluicBes subseqtientes até 10°®, seguindo-se entdo do plagueamento por profundidade.

Os leites fermentados foram avaliados em duplicata com inoculacdo por profundidade.
A populacdo de Streptococcus termophilus foi determinada utilizando-se agar M 17, seguido
de incubacdo em aerobiose a 37°C por 48 horas (IDF, 1997). A determinacdo da populacéo de
Bifidobacterium animalis foi feita utilizando-se de agar MRS-IM com glicose e adicionado de
solugbes de dicloxacilina, cloreto de litio e cloreto de cisteina, seguida de incubacdo em
anaerobiose a 37°C por 72 horas (CHR. HANSEN, 1999), e a de Lactobacillus acidophilus
utilizando-se 0 agar MRS-IM com maltose, seguida de incubacéo de anaerobiose a 37°C por
72 horas (IDF, 1999).
A figura 3 mostra a preparacdo dos materiais necessarios para sequéncia das andlises

microbiol dgicas.

Figura 3: Preparo de materiais para realizagdo das andlises microbiol 6gicas
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4.6- Avaliacéo Fisico-Quimica do logurte:

Os leites fermentados foram submetidos a analise de matéria seca, gordura e pH nos
dias 1, 10 e 21 ap6s a fabricacdo, de acordo com as técnicas descritas pelo INSTITUTO
ADOLFO LUTZ (1985).

O teor de proteinatotal dos leites fermentados, expresso em nitrogénio total (NT), foi
determinado através do método de Kjeldahl, conforme metodologia descrita pela Association
of Official Analytica Chemists - AOAC (1995). A determinacdo do nitrogénio ndo protéico
(NNP) foi efetuada apds prévia precipitacdo das proteinas do leite fermentado com acido
tricloroacético a 15%, seguido de filtracdo e andlise do filtrado através do método de Kjeldahl
(AOAC, 1995). A determinacdo do nitrogénio ndo caseinoso (NNC) foi efetuada através do
procedimento descrito por LYNCH e BARBANO (1998), os quais preconizam a precipitacao
da caseina com solucdo de &cido acético e acetato de sodio (pH = 4,6), seguida de filtracéo e
andise da concentracdo de N no filtrado mediante o método de Kjeldahl. O resultado final
(NNC) foi subtraido do valor de NT, fornecendo assim a concentracdo de caseina na amostra.

Asvariaveis NT, NNP, NNC e concentracdo de caseina foram também determinadas

nosdias 1, 10 e 21 apds a fabricagéo.

4.7- Avaliagdo Sensorial dosletes fermentados:

Para este procedimento, foram empregados os critérios estabelecidos por AMERINE
et al. (1967) e gustados de acordo com SPREER (1991), para a avaliacdo sensorial de
produtos lacteos fermentados. Para isto, as amostras de leite fermentado foram submetidas a
um painel ndo treinado de 30 provadores, os quais atribuiram valores aos produtos, huma
escala hedonistica de 9 pontos (Figura 4) para cada uma das seguintes caracteristicas. aspecto
(peso 0,5); consisténcia (peso 1,0); odor (peso 0,5); e, sabor (peso 2,0). O valor fina de cada

amostra correspondeu a média ponderada de pontos atribuidos pelos provadores para cada



caracteristica. As amostras foram submetidas ao painel em sua forma natural, sem acréscimo

de outros ingredientes. Ainda, as provas foram realizadas nos dias 1, 10 e 21 apés a

fabricacdo. As provas foram realizadas no Laboratério de Andises Sensoriais do

Departamento de Engenharia de Alimentos da FZEA/USP.

A Figura4 mostra o modelo de uma ficha utilizada pel os provadores para avaliacéo de

cada amostra de leite fermentado:

Data: Provador N° Amostra N°:
Classificacéo do Produto Aspecto Consisténcia Odor Sabor
Caracteristicas de Branco a Homogeneamente Puro; Puro, com
AR ligeiramente | espesso; auséncia acido; bouquet; acido;
amarelado de sinérise tipico tipico sabor de
aroma de iogurte
iogurte
Excelente (9)
Muito bom (8)
Bom (7)
M oderadamente bom (6)
Indiferente (5)

M oderadamente ruim (4)

Ruim (3)

Muito ruim (2)

Péssimo (1)

Nota Final:

Observagoes:

Figura 4: Modelo de Fichade Avaliagdo Sensorial das amostras de leite fermentado.

A Figura5 mostra a entrega de amostras dos leites fermentados a um provador durante

aandise sensorial.
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Figura5: Apresentacdo de amostras aos provadores durante a analise sensorial.

4.8- Andlise dos Resultados:

Os resultados obtidos nos exames laboratoriais foram submetidos a ANOVA de
acordo com os procedimentos estabel ecidos no general linear model do SAS (SAS, 2004). As
contagens de bactérias foram convertidas para log. A andise estatistica das caracteristicas
avaiadas, que envolveram medidas repetidas no tempo, foi redlizada utilizando-se os
procedimentos proc glm e proc mixed do programa SAS (SAS, 2004) para obtencéo do estudo
de regressdo através de contrastes ortogonais, sendo as diferencas testadas pelo teste de

Tukey. Todas as inferéncias estatisticas foram realizadas ao nivel de 5% de significancia.
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5- RESUL TADOSE DISCUSSAO:
5.1 — Avaliacéo Fisico-Quimica:

A Tabela 2 apresenta as médias obtidas nas andlises fisico-quimicas realizadas nos
leites fermentados dos oito tratamentos avaliados nos dias 1, 10 e 21 apos a fabricacéo. O teor
de gordura obtido nos leites fermentados de todos os tratamentos foi fixo (0,2%), portanto
estavaridvel ndo consta na Tabela 2 e nem foi avaliada estatisticamente.

N&o houve efeito significativo (P>0,05) dos tratamentos sobre o pH dos leites
fermentados, porém os valores diminuiram (P<0,05) similarmente em todos os tratamentos
durante o armazenamento, possivelmente devido a pés-acidificacdo dos leites fermentados,
gue ocorreu independentemente da maior porcentagem de matéria seca observada em alguns
tratamentos.

Segundo Coallins et a. (1980) o aumento da acidez em leites fermentados pode ocorrer
principamente em decorréncia da producéo de &cido lactico, acético e benzoico, durante o
armazenamento. O aumento da acidez pode também ocorrer devido a acdo das bifidobactérias
que podem produzir, durante a fermentacdo, &cido acético e lactico na propor¢do de 3:2
(Samona, Marakis, Robinson, 1996).

O incremento de solidos totais nas formulacfes dos tratamentos foi evidenciada nos
valores obtidos para matéria seca, assim como pela diferenca estatisticamente significativa
observada entre os tratamentos analisados, sobretudo nos tratamentos 6 e 7, nos quais houve
adicdo de 10% e 15% de leite em po, respectivamente, adém de 10% de aglcar.
Coerentemente, observou-se também maiores concentragdes de proteina total e caseina
(P<0,05) nos tratamentos com adicdo de 10 ou 15% de leite em po (T3 a T7). Entretanto,
aparentemente ndo houve influencia da adicéo de aglicar nos teores de proteina total e caseina

dos leites fermentados.
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Tabela 2: Resultados das andlises de pH, matéria seca, proteina, nitrogénio ndo-proteico

(NNP), nitrogénio ndo-caseinoso (NNC) e caseina dos leites fermentados durante o

armazenamento por 21 dias.

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 EPM
pH

Dia01 453% 482° 465" 469" 441° 476" 466" 455 0,059
Dial0 46152 444%% 460%% 4,492 446%* 4392 488%* 438%% (0,078
Dia21  427°® 430%% 434 436 411° 424“% 449® 4,10 0,029
EPM 0115 0098 0091 009 0119 0117 0121 0,094

Matéria Seca %

Dia01 841" 1297° 1597° 1866° 1928° 21277 24,15* 1558 0,982
Dial0 837" 1263 1542° 1824 1969° 21,81° 2555° 1659° 1,063
Dia21 841" 1263 1543® 1873 19,16° 22,17° 24,095% 16,95° 0,990
EPM 0148 0353 0268 0249 0359 0315 0430 0434

Proteina %

Dia01 4,15° 4,43° 8,052 8,72° 7,33 7,242 6,812 502° 00,3665
Dial0  441°  4,89° 6,922 781% 751* @ 819° 6,73*  460° 0,347
Dia21 4,913° 4893 7876% 769% 7,768  7,96° 77424  483° 0,338
EPM 0186 0093 0,755 0782 0391 0851 0479 0,354

Continua...

T1: leite fermentado desnatado (LFD); T2: LFD+5% leite em p6 (LP); T3: LFD+10% LP; T4:
LFD+15% LP; T5: LFD+5% LP+10% agUcar (A); T6: LFD+10% LP+10% A; T7: LFD+15%

LP+10% A; T8: LFD+10% A; EPM: Erro padréo da média.

AB Médias na mesma coluna com a mesma letra maitiscula ndo diferem significativamente
pelo teste de Tukey (P<0,05).
#h Médias na mesma linha com a mesma letra mindscula ndo diferem significativamente pelo
teste de Tukey (P<0,05).
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Tabela 2 (Continuacdo...): Resultados das andlises de pH, matéria seca, proteina, nitrogénio
ndo-proteico (NNP), nitrogénio néo-caseinoso (NNC) e caseina dos leites fermentados

durante o0 armazenamento por 21 dias.

T1 T2 T3 T4 TS5 T6 T7 T8 EPM

NNC %
Dia0O1 0,0049* 0,0051* 0,0042° 0,0030° 0,0047% 0,0050* 0,0028* 0,0023* 0,00025
Dial0 0,0043* 0,0019* 0,0033° 0,0027° 0,0040® 0,0032* 0,0022* 0,0019* 0,00024
Dia21 0,0039* 0,0020* 0,0014° 0,0012* 0,0015* 0,0017* 0,0018* 0,0017* 0,00020
EPM 0,00200 0,00056 0,00047 0,00034 0,00062 0,00056 0,00015 0,00027
NNP %
Dia0O1  0,081* 0,048" 0,067 0073 0060° 0066* 0,071*® 0,041° 0,0030
Dial0 0,064 0,048° 0,052 0066° 0,054 0,062 0,082° 0,041° 0,0029
Dia21  0,051* 0,050° 0,051* 0066° 0,057% 0,063 0,095 0,048 0,0037
EPM 0,0047 0,0008 0,0049 0,0062 0,0036 0,0018 0,0041 0,0015

Caseina %

Dia0l 414" 443° 805 872* 73 755 681° 502° 03665
Dial0  440° 489" 846* 781* 750° 819° 673  460° 03473
Dia21 491> 489" 787 769 7,76 79" 774 483 03378
EPM 0187 0093 0755 0782 0392 0851 0479 07354

T1: leite fermentado desnatado (LFD); T2: LFD+5% leite em p6 (LP); T3: LFD+10% LP; T4:
LFD+15% LP; T5: LFD+5% LP+10% agUcar (A); T6: LFD+10% LP+10% A; T7: LFD+15%
LP+10% A; T8: LFD+10% A; EPM: Erro padréo da média.

AB Médias na mesma coluna com a mesma letra maitiscula ndo diferem significativamente
pelo teste de Tukey (P<0,05).

#h Médias na mesma linha com a mesma letra mindscula ndo diferem significativamente pelo
teste de Tukey (P<0,05).
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Durante o periodo de armazenamento por 21 dias, os percentuais de proteina e caseina
mantiveram-se semelhantes em todos os tratamentos, havendo somente um pequeno aumento
(ndo significativo) nos dias seguintes a fabricagdo. Nao foram constatadas diferencas (P>0,05)
nos percentuais de NNC entre os tratamentos, sendo que os vaores de NNP foram menores
(P<0,05) somente nos leites fermentados dos tratamentos 2 e 8. Os resultados obtidos
permitem considerar que os leites fermentados experimentais apresentaram parametros fisico-
guimicos relativamente estaveis durante 0 armazenamento por 21 dias.

Ainda, de acordo com Lerayer et a. (2002) e a Instru¢cdo Normativa n. 46 do MAPA
de 2007, os leites fermentados desnatados devem possuir nivel de gordura méxima de 0,5%,
pH por volta de 4,5 a 4,6 e contetido protéico minimo de 2,9%. Também, segundo Kurmann
(1997), o pH ided para leites fermentados € proximo de 4,5, porguanto valores inferiores
podem levar areeicao por parte dos consumidores e favorecer a contracéo do coégulo, devido
a reducdo da hidratacédo das proteinas, causando dessoramento. Desta forma, pode-se afirmar
gue todos os leites fermentados avaliados encontraram-se dentro das normas brasileiras

previstas para este tipo de alimento, no que diz respeito aos quesitos fisico-quimicos.

5.2 — Avaliacéo Microbioldgica:

As andlises microbioldgicas foram efetuadas separadamente para a quantificacdo de
cada microrganismo supostamente presente no leite fermentado. As contagens obtidas para
Streptococcus thermophilus, Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium animalis nas
amostras dos diferentes tratamentos encontram-se na Tabela 3. Conforme observado em
relacdo aos parametros fisico-quimicos, exceto o pH, ndo houve efeito (P>0,05) do tempo de
armazenamento dos leites fermentados sobre as contagens de microrganismos obtidas nos dias
1, 10 e 21 apb6s a fabricagdo. Deste modo, ficou evidenciada a estabilidade dos

mi crorganismos analisados durante toda a vida de prateleira dos oito tratamentos avaliados.



Tabela 3. Resultados das contagens de Streptococcus thermophilus,
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Lactobacillus

acidophilus e Bifidobacterium animalis nos leites fermentados durante 0 armazenamento por

21 dias.
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 EPM

Streptococcus thermophilus Log UFC/ml

Dia01 823 811 822* 812° 818 818® 804° 7,92 0,022

Dia10 828® 810" 820° 817 812° 819® 803 792 0,023

Dia21 8,26" 811 827* 817° 816° 819° 801° 7,88 0,026

EPM 0009 0011 0016 0021 0016 0,014 0,019 0,015
Lactobacillus acidophilus Log UFC/ml

Dia01 6,44* 6,17° 649° 649° 647° 642° 654° 6,16° 0,003

Dia10 6,46° 624" 646° 652 646° 635 652° 6,24° 0,027

Dia21 647° 625° 655a 656 652° 646° 652° 6,22° 0,029

EPM 0,022 0028 0027 0019 0029 0029 0,009 0,031
Bifidobacterium animalis Log UFC/ml

Dia01 6,08¢ 607" 6,31° 651* 6,06% 6,24° 658 6,04 0,043

Dia 10 6,08¢ 616" 6,33° 648 6,05 6,23° 655 6,039 0,041

Dia21 6,07 614" 6,37° 656 6,12° 625° 6,61*° 6,05 0,045

EPM 0,030 0021 0014 0016 0034 0026 0,033 0,024

T1: leite fermentado desnatado (LFD); T2: LFD+5% leite em p6 (LP); T3: LFD+10% LP; T4:
LFD+15% LP; T5: LFD+5% LP+10% agucar (A); T6: LFD+10% LP+10% A; T7: LFD+15%
LP+10% A; T8: LFD+10% A; EPM: Erro padréo da média.

" Médias na mesma linha com a mesma letra mintiscula néo diferem significativamente pelo
teste de Tukey (P<0,05).

N&o foram constatadas diferencas (P>0,05) entre as médias em uma mesma coluna.
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Observou-se, porém, diferenca significativa (P<0,05) entre as contagens
microbioldgicas obtidas entre os tratamentos, sendo que, de modo geral, o0s tratamentos com
maior teor de solidos totais (T3, T4, T6 e T7) foram 0s que apresentaram maiores contagens
de Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium animalis, indicando a provavel influencia do
percentual de leite em po nestas contagens.

A Figura 6 mostra uma tipica placa de Petri contendo colénias de Streptococcus

thermophilus obtidas nas amostras de |eite fermentado.

Figura 6: Col6nias de Streptococcus thermophilus isoladas em Agar M17.

A contagem médiade S. thermophilus variou de 7,21x10® UFC/ml a 8,23x10® UFC/m
(7,88 a 8,23 Log UFC/mL) (Tabela 3). As maiores contagens de S thermophilus foram
encontradas nos tratamentos com maior porcentagem de solidos totais, especialmente
naqueles suplementados com 10% de leite em pé (T3 e T6), mas também no tratamento 1
(T1), que ndo foi suplementado com leite em p6é €/ou aclcar. Estes tratamentos nao
apresentaram diferenca estatisticamente significativa entre si, Ainda, a adicdo de aglcar
parece ndo influenciar na contagem final de Streptococcus thermophilus quando se compara

ostratamentos3e 6 (T3 e T6).
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A Figura 7 apresenta as médias globais obtidas para as contagens de Streptococcus
thermophilus para os oito tratamentos, permitindo observar mais claramente que as maiores
contagens foram encontradas nos tratamentos com maior adicdo de leite em po (T3 e T6),

além de T1, que ndo sofreu adicoes.

8.3
82 -
T 81 -
—
N
2
=13}
8 79 -
7.8 I
7.7 -
T1 T2 T3 T4 T5 T6 17 T8

Tratamentos

Figura 7. Contagem de Streptococcus thermophilus nos oito tipos de leites fermentados
experimentais. Valores expressam a média dos resultados obtidos nos dias 1,10 e 21 apés a
fabricacéo.

T1: leite fermentado desnatado (LFD); T2: LFD+5% leite em p6 (LP); T3: LFD+10% LP; T4:
LFD+15% LP; T5: LFD+5% LP+10% acucar (A); T6: LFD+10% LP+10% A; T7: LFD+15%
LP+10% A; T8: LFD+10% A.

Em trabalho realizado por Thamer e Penna (2005), no qual se avaliou o efeito do teor
de soro, aglcar e frutooligossacarideos sobre a viabilidade de bactérias écido-lacticas,
constatou-se maior contagem de bactérias |acticas nas bebidas com menor acidez e elevado
teor de solidos totais.

Observou-se, por outro lado, que os tratamentos 7 (T7) e 8 (T8) obtiveram menores
contagens de Streptococcus thermophilus. Tais resultados podem estar relacionados com a
ata concentragdo de nutrientes no tratamento 7, além da presenca de agUcar (sacarose),

fatores estes que podem prejudicar a atividade de agua e a conseqlente viabilidade de

bactérias acido-lacticas.
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Em trabalho realizado por Oliveira e Damin (2003), no qual se avaliou o efeito do teor
de sdlidos totais na firmeza e viabilidade de bactérias do iogurte, constatou-se que leites
contendo maior teor de solidos totais obtiveram maior acidez total, independente da co-cultura
utilizada.

Ainda, segundo Shah & Ravula (2000), altas concentractes de sacarose adicionadas ao
leite antes da fermentacdo podem inibir as bactérias do iogurte levando a longos tempos de
fermentagcdo e a um baixo desenvolvimento de acidez. Isto se deve aos efeitos osmoticos dos
solutos no leite e a baixa atividade de agua (VINDEROLA; REIHEINMER, 2000). Desta
forma, tais citagbes podem corroborar os resultados obtidos no presente estudo, ainda que os
tratamentos 7 e 8 tenham apenas 10% de agUcar, porcentagem esta que ndo prejudicou o
crescimento de S. thermophilus nos tratamentos T5 e T6.

A Figura 8 mostra uma tipica placa de Petri contendo colbénias de Lactobacillus

acidophilus obtidas nas amostras de |eite fermentado.

Figura 8: Colénias de Lactobacillus acidophilus isoladas em Agar MRS-IM com maltose.



A Figura 9 mostra as contagens médias globais obtidas para Lactobacillus acidophilus

Nos oito tratamentos.
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Figura 9: Contagem de Lactobacillus acidophilus nos oito tipos de leites fermentados
experimentais. Valores expressam a média dos resultados obtidos nos dias 1,10 e 21 apés a

fabricacéo.
T1: leite fermentado desnatado (LFD); T2: LFD+5% leite em p6 (LP); T3: LFD+10% LP; T4:
LFD+15% LP; T5: LFD+5% LP+10% aclcar (A); T6: LFD+10% LP+10% A; T7: LFD+15%
LP+10% A; T8: LFD+10% A.

A contagem média de L. acidophilus variou de 6,16x10° UFC/ml a 6,54x10° UFC/m
(6,16 a 6,56 Log UFC/mL) (Tabela 3). A Figura 9, juntamente com os resultados estatisticos
obtidos (Tabela 3), permite observar uma maior contagem de Lactobacillus acidophilus nos
tratamentos com maior porcentagem de solidos totais, porém, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa (P>0,05) entre estes tratamentos. Deste modo, embora 0 maior
teor de sdlidos totais colabore na maior contagem destes microrganismos, 0 enriquecimento
acima do obtido no tratamento 3 (T3), de 10%, ou 0 acréscimo de acucar, parecem nao
influenciar neste quesito.

Segundo Tramer (1973), Lactobacillus acidophilus poderia substituir Lactobacillus

bulgaricus na producdo de iogurtes e leites fermentados. Porem, o L. acidophilus apresenta



45

baixo crescimento no leite, mesmo quando suplementado com nutrientes, dado este que
poderia explicar o fendmeno ocorrido no presente experimento.

Menores contagens de L. acidophilus foram obtidas nos tratamentos T2 e T8. No caso
do tratamento T8, esta menor contagem pode ser justificada pela maior acidez obtida neste
caso, ja que os valores médios de pH variaram de 4,5 a 4,1. Segundo Coallins et a. (1980) o
crescimento de Lactobacillus acidophilus pode ser influenciado pelo aumento da acidez,
principalmente pela producdo de écido |&ctico, acético e benzoico, durante 0 armazenamento.
Tais mudancas podem também ser em decorréncia da menor porcentagem de solidos totais
neste tratamento, assim como no tratamento T2. No caso dos tratamentos T2 e T8, possiveis
falhas quanto a assepsia durante a producéo e estocagem podem ter colaborado nas menores
contagens de L. acidophilus observadas. De acordo com GOMES & MALCATA (1999), em
funcdo da baixa velocidade de multiplicacdo das culturas probidéticas em relacéo as bactérias
|&ticas tradicionais, controle da assepsia e adicdo de fatores promotores de crescimento sdo
pré-requisitos para se obter altas contagens iniciais de células probidticas viaveis, caso
contrério, esta popul agdo ficaria muito abaixo daquela do fermento.

Em alimentos fermentados, as bactérias &cido-lécticas em culturas mistas podem ser
injuriadas devido ao &cido léctico produzido pelas demais bactérias presentes, assim, como
pela acidificaco crescente do produto durante a estocagem (HUTKINS, NANNEN; 1993).
Similarmente, o L. acidophilus pode ser inibido de acordo com a composicdo do meio e
disponibilidade de nutrientes (COLLINS, ARAMAKI, 1980; GILLILAND; SPECK, 1977).
Desta forma, tais dados encontrados na literatura podem justificar o dados obtidos neste
experimento para L. acidophilus.

A Figura 10 apresenta uma tipica placa de Petri contendo col6nias de Bifidobacterium

animalis obtidas nas amostras de |eite fermentado.
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Figura 10: Colonias de Bifidobacterium animalis isoladas em Agar MRS-IM adicionado de
glicose e de soluctes de dicloxaciling, cloreto de litio e cloreto de cisteina.

A contagem média de B. animalis nos dias 1, 10 e 21 ap6s a fabricagdo variaram de
6,04x10° UFC/ml a 6,57x10° UFC/ml (6,03 a 6,61 Log UFC/mL) (Tabela 3), sendo que a
Figura 11 mostra as contagens médias globais de Bifidobacterium animalis nos oito

tratamentos.
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Figura 11: Contagem de Bifidobacterium animalis nos oito tipos de leites fermentados
experimentais, Valores expressam a média dos resultados obtidos nos dias 1,10 e 21 apés a
fabricacéo.

T1: leite fermentado desnatado (LFD); T2: LFD+5% leite em p6 (LP); T3: LFD+10% LP; T4:
LFD+15% LP; T5: LFD+5% LP+10% agUcar (A); T6: LFD+10% LP+10% A; T7: LFD+15%
LP+10% A; T8: LFD+10% A.
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Os dados observados na Figura 11, andisados juntamente com os resultados
estatisticos (Tabela 3), permitem afirmar que houve um maior crescimento de
Bifidobacterium animalis nos tratamentos com maior porcentagem de solidos totais, sendo
gue a diferenca destas contagens entre os tratamentos foi estatisticamente significativa
(P<0,05). Estes resultados permitem afirmar que houve um maior desenvolvimento destes
microrganismos em presenca de maior porcentagem de solidos totais, dados estes que vao de
encontro com os encontrados na literatura (ZACHARCHENCO, P. B.; MASSAGUER-ROIG,
S.; 2004). N&o houve diferenca significativa (P>0,05) entre os tratamentos com mesmo teor
de sdlidos totais (T1 e T8), cujadiferencafoi a adi¢do de aclcar no tratamento T8, mostrando
gue este componente ndo afeta na contagem final de Bifidobacterium animalis, nas condicdes
do presente estudo.

Em geral, as bifidobactérias se desenvolvem melhor em meios sintéticos do que em
leite. Contudo, estes meios se tornam caros para a multiplicacéo de bifidobactérias em grande
escala, dém de causarem sabores desagradaveis nos produtos finais. Assim, a melhora das
condi¢Bes de multiplicagdo de hifidobactérias em leite pode ser obtida, por exemplo, pela
adicdo de fontes de nitrogénio ou substancias que abaixem o potencial redox,
(ZACHARCHENCO, P. B.; MASSAGUER-ROIG, S.; 2004).

Em trabalho realizado por Thamer & Penna (2005), analisou-se 0 efeito de teor de
soro, aglcar e de frutooligossacarideos sobre a populacdo de bactérias |cticas probidticas em
bebidas fermentadas. Dessa forma, os autores determinaram as populagdes de Streptococcus
thermophilus, Lactobacillus delbruecki subsp. bulgaricus, Bifidobacterium e Lactobacillus
acidophilus. As maiores populacdes de microrganismos probiéticos foram observadas nas
bebidas com baixa acidez e maior teor de solidos totais, além de haver predominancia de

Streptococcus thermophilus sobre os demais microrganismos, o que também foi observado no
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presente estudo. Corroborando este fato, Gardini et al (1999) demonstraram que a composi ¢ao
do produto em termos de contetido de solidos total afeta a viabilidade de probidticos.

De acordo com Vinderola, Mochuitti e Reinheimer (2002), diversos tipos de
interacbes foram detectados entre as bactérias acido-lacticas, como estimulacdo, inibicéo e
auséncia de efeitos, sendo que, no geral, as bactérias probidticas foram as mais inibidas nesse
estudo. A selecdo da melhor combinacdo de estirpes deve ser uma medida adotada para
aperfeicoar o desempenho tecnoldgico e favorecer a sobrevivéncia bacteriana durante a
estocagem refrigerada dos produtos | acteos.

Com base nestas consideragbes, Jaymanne e Adams (2006) dizem que
Bifidobacterium animalis tem demonstrado habilidade para sobreviver em ambientes acidos.
Por serem mais resistentes, sdo preferencialmente utilizados comercialmente na producéo de
leites fermentados, 0 que estd condizente com os resultados satisfatérios obtidos para
Bifidobacterium animalis neste trabal ho.

Levando-se em consideracdo os trés microrganismos analisados, observou-se uma
maior contagem de S. thermophilus sobre os microrganismos probiéticos (L. acidophilus e B.
animalis). O mesmo foi observado em trabalho realizado por Oliveira e Damin (2003), onde
se estudou o €efeito do teor de solidos e da concentracdo de sacarose na viabilidade de
bactérias do iogurte e probidticas em leite fermentado. Neste estudo, 0 nimero médio de S.
thermophilus foi de 3,7x10° UFC/ml e 6,2x10° UFC/ml apés 1 e 7 dias de armazenamento,
respectivamente, predominando sobre o nimero de bactérias do iogurte e probidticas, cujas
médias obtidas foram de 1,4x10° para L. acidophilus, 6,5x10" para L. bulgaricus e 1,8x10°
UFC/ml para L. rhamnosus. Os autores observaram gue os leites contendo maiores teores de
solidos totais apresentaram maior acidez total, além de contagens de bactérias probioticas

acima do reportado na literatura. De fato, segundo Dave & Shah (1998), para culturas mistas
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de S. thermophilus e L. acidophilus, o primeiro predomina sob todas as condi¢des de culturas
usadas.

No que concerne aos efeitos benéficos dos probidticos sobre a salide humana e sua
importancia terapéutica, sabe-se que ha necessidade da ingestdo de doses elevadas de
probidticos, para que 0s mesmos sobrevivam a exclusdo competitiva e cheguem viaveis ao
sistema digestivo humano (OUWEHAND et al, 1999).

Gomes & Malcata (1999) enfatizaram que os fabricantes devem observar se os bio-
produtos fermentados contém nimero minimo satisfatério de células ativas no momento do
consumo de, pelo menos, 10° UFC/mL devido & dose minima terapéutica didria ser de 10° —
10° células vidveis em 100g do bio-produto fermentado. Outros autores sugerem que para
efeito terapéutico o produto deve conter quantidades acima de 10°células’/mL (SHAH et,d,,
1995). A legislacdo brasileira fixa o limite minimo em 10° UFC/mL (MAPA, 2007). Desta
forma, observando-se a contagem obtida de S. thermophilus, L. acidophilus e B. animalis para
0s oito tratamentos, é possivel afirmar que 0s mesmos apresentam a contagem minima
recomendada na literatura e exigida pela legislacdo brasileira, mantendo-se estaveis nos oito

tratamentos durante os 21 dias de armazenamento.

5.3 — Avaliagdo Sensorial

A andlise sensoria redizada avaliou quatros parémetros. aspecto, consisténcia,
odor e sabor. Tais parametros foram analisados nos oito tratamentos no 1°, 10° e 21° dias
apos a fabricagdo, com 30 provadores ndo-treinados. Cada provador avaliou 0s quatro
parametros citados acima em cada amostra, dando notas de acordo com uma escala de
intensidade, cujas notas variavam de 1 (péssimo) a 9 (Excelente). Para calculo da nota final,
foram aplicados pesos diferentes para cada parametro, sendo as notas expressas em médias

obtidas para cada tratamento, em cada diade andlise.
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A Tabela 4 apresenta as médias das notas atribuidas pelos provadores aos leites

fermentados nos dias 1, 10 e 21 ap0s a fabricacao.

Tabela 4: Notas médias e erro padréo referentes a andlise sensorial obtidos para os oito
tratamentos.

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 EPM

Dia01 5,7°° 57°° 47°° 51°* 67 69 65?% 63% 010
Dia 10 6,0 62 56" 61 65" 75 7 62°° 011
Dia21 428% 5gBd  gpAb 5 oBb 5 gBb 7 fa 5gBb 5EBP 12

EPM 0,19 0,14 0,16 0,18 0,18 0,14 0,17 0,17

T1: leite fermentado desnatado (LFD); T2: LFD+5% leite em p6 (LP); T3: LFD+10% LP; T4:
LFD+15% LP; T5: LFD+5% LP+10% acucar (A); T6: LFD+10% LP+10% A; T7: LFD+15%
LP+10% A; T8: LFD+10% A; EPM: Erro padréo da média.

A8 Médias na mesma coluna com a mesma letra maitiscula ndo diferem significativamente
pelo teste de Tukey (P<0,05).

& Médias na mesma linha com a mesma letra mintscula ndo diferem significativamente pelo
teste de Tukey (P<0,05).

Foram observadas diferencas estatisticamente significativa (P<0,05) entre os
tratamentos e também entre os dias analisados, com uma tendéncia a diminuicdo das notas
médias nos dias subsequientes a fabricacdo, com excecdo do tratamento 6 (T6), cujas notas
médias ndo apresentaram mudanca estatisticamente significativa entre si (P>0,05), mantendo-
se constantes durante os trés dias analisados.

Os dados obtidos permitem visualizar uma nitida preferéncia dos provadores pelas
amostras dos tratamentos com adicdo de aglcar (T5 a T8), com diferenca estatisticamente
significativa entre os tratamentos (P<0,05). Esta tendéncia pode estar relacionada a
preferéncia dos consumidores por iogurtes comerciais de composicdo proxima a dos

tratamentos que apresentaram maior nota, principalmente dos tratamentos T6 (leite
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desnatado+10% leite em pé+10% aclcar) e T7 (leite desnatado+15% leite em po+10%
acucar). Entretanto, embora as maiores notas tenham sido obtidas para o tratamento 6 (T6),
este valor ndo foi estatisticamente significativo para o dia 1 e 10 quando comparando com 0s
outros tratamentos também contendo aclcar (T5, T7 e T8). Deste modo, estes tratamentos
foram avaliados como “moderadamente bons”, enquanto os tratamentos sem adigdo de agucar
foram avaliados como “moderadamente ruim” ou “indiferente”.

No dia 21, observou-se melhor nota para o tratamento 6 (T6), com diferenca
estatisticamente significativa (P<0,05) quando comparando com 0s outros tratamentos.
Assim, o tratamento 6 (T6) foi avaliado como “bom” neste dia de analise, enquanto os outros
tratamentos mantiveram a avaliacdo de “indiferentes” ou “moderadamente ruim”.

Segundo Heller (2001) variadas espécies ou subespécies de bactérias acido-lacticas
podem conferir distintas caracteristicas aos produtos alimenticios. Os compostos metabdlicos
finais de determinadas culturas, puras ou mistas, podem contribuir para a elaboracdo de
produtos com caracteristicas sensoriais indesejavel's.

Além disso, segundo Samona et a, (1996) as bifidobactérias produzem, durante a
fermentacdo, acidos acético (SAMONA, MARAKIS, ROBINSON, 1996) e laico na
proporcéo de 3:2, de modo que seu desenvolvimento excessivo pode gerar produtos com
sabor e aroma “a vinagre”, dificultando a aceitagdo do produto pelos consumidores,
caracteristica esta que pode influencia a aceitacéo do produto.

Ja as menores notas obtidas nos dias subsequentes a producdo dos leites fermentados
podem ter sido em decorréncia da pos-acidificacdo, ja que em alguns tratamentos, tais como
Tl e T3, o pH variou entre 4,30 e 4,10, principalmente no dia 21 (Tabela 3). Muitos
provadores relataram que algumas amostras, tais como as dos tratamentos 2 (T2) e 3 (T3),

apresentavam sabor “forte”, ou mesmo sabor de “queijo”.
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Segundo Kurmann (1997), o pH ideal para leites fermentados € proximo de 4,5,
porquanto valores inferiores podem levar arejeicao por parte dos consumidores e favorecer a
contracdo do coagulo, devido a reducdo da hidratacdo das proteinas, causando dessoramento
ou sinérese. No presente estudo, nenhum dos tratamentos apresentou sinérese, sendo que néo
houve diferenca (P>0,05) nos valores de pH, cujos vaores variaram no dia 21 apos a
fabricacéo de 4,10 (T8) a 4,49 (T7). Estes fatos indicam que o pH das amostras ndo
influenciou as diferengas nas notas atribuidas pelos provadores aos leites fermentados
experimentais.

Em sintese, o tratamento 6 foi o que obteve as melhores notas na avaliagdo sensorial,
tendo maior aprovacdo dos provadores nos trés dias de andlise, porém com diferenca
estatisticamente significativa (P<0,05) apenas para o dia 21, mostrando assim ser este o

tratamento mais adequado de acordo com os quesitos levados em conta pel os provadores.
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6- CONCLUSOES:

Face aos resultados obtidos no presente estudo, e considerando os objetivos propostos,
pode-se concluir que:
1) As variaveis fisico-quimicas dos leites fermentados experimentais mantiveram-se estavels
durante os 21 dias de estocagem, com excecdo do pH, em decorréncia da natura pos-
acidificacdo destes produtos durante a vida-de-prateleira;
2) A contagem de S. thermophilus prevaleceu sobre a contagem dos microrganismos
probi6ticos utilizados no estudo;
3) Foram obtidas maiores contagens de L. acidophilus e B. animalis nos tratamentos com
maior porcentagem de solidos totais (T4, T6 e T7), porém a adicéo de aclicar na porcentagem
utilizada neste trabal ho parece ndo influenciar nas contagens das bactérias acido-l4cticas.
4) As contagens para S. thermophilus, L. acidophilus e B. animalis, permaneceram estaveis
em todos os tratamentos durante os 21 dias de armazenamento, e estiveram de acordo com o
minimo estabelecido pelalegislacéo brasileira.
5) As notas da avaliagdo sensorial dos leites fermentados experimentais diminuiram durante o
armazenamento por 21 dias, com excegdo dos tratamentos T3 e T6.
6) O tratamento T6, constituido de leite desnatado (0,2% gordura) + 10% de leite em pd +
10% de aclcar obteve maior média na avaliagdo sensorial, indicando ser esta formulacdo a
melhor dentre as avaliadas para a producdo de leite fermentado contendo as bactérias

probi6ticas utilizadas no estudo.



7- REFERENCIASBIBLIOGRAFICAS:

AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, Legisiacio, Visalegis, Resolugio
RDC n.2 de 7 dejaneiro de 2002. Aprova o regulamento técnico de substancias bioativas e
probidticos isolados com alegacdo de propriedade funcional ou de salde, Disponivel em:
<http://e-legis,anvisa,gov,br/le sref/public/showact,php?id=1567& word>, Acesso em: 21 de
janeiro de 2008.

ALAIS, C.; Principe das techniques laitiéres, In: CHEFTEFJ],; CUE. JL.; LORIENT, D.; ed.
Science du lait, Paris, Edition SEPAIC, 1984, p.247-310.

ALM..L., The therapeutic effects of various cultures. an overview. In: ROBINSON, R.K.;
The therapeutical properties of fermented milks, London. Elsevier Applied Science, p.45-
64, 1991.

ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS, Officia methods of analyses
of AOAC International, 17 ed, Gaithersburg: AOAC, 1995.

AZEVEDO, S.; logurte light quer conquistar consumidor que nédo faz dieta, Terra viva.
Disponivel em: <http//www terraviva,com,br/clique/iogurtehtml>. Acesso em 15/07/2009.

BARRETO, G.P.M.; Quantificagao de Lactobacillus acidohpilus, bifidobactérias e bactérias
|&cticas totais em produtos probidticos comercializados no Brasil; Brazilian Journal of
Food Technology, v.6, p.119-126, 2003.

BEAL, C.; CORRIEU, G.; Viability and acidification activity of pure and mixed starters of S.
thermophilus 404 and L. bulgaricus 398at the different steps of their production, LWT —
Food and Science Technology, v. 27, p.86-92, 1994.

BELLENGIER, P.; RICHARD, J.; FOUCAUD, C.; Associative growth of Lactococcus lactis
and Leuconostoc mesenteroids strains in milk, Journal of Dairy Science, v.80, p.1520-
1527, 1997.

BIAVATI, B.; VESCOSO, M.; TORRIANI, S.; BOTAZZI, V.; Bifidobacteria: history,
ecology, physiology and applications, Annals of Microbiology, v.50, p.117-131, 2000.

BJORKSTEN, B.; SEPP, E.; JULGE, K.; VOOR, T.; MIKELSAAR, M.; Allergy
development and the intestinal microflora during the first year of life, Journal of Allergy
and Clinical Immunology, v.108, n.4; p.516-520, 2001.

BRANDAO, S.C.C.; Tecnologia da producdo industrial deleite, Revista L eite e Derivados,
n.25, p.24-38, 1995.

CASALIS, J;; Facterus technologiques influengant La consistance, La texture, I’arome, et Le
gout Du yaourt, Industries Alimentaires et Agricoles, v.92, n.11, p.1253-1262, 1975.

CHANDAN, C.R.; ed. Manufacturing yogurt and fermented milks, Oxford; Balckwell
Publishing, 364p, 1992.


http://e-legis.anvisa.gov.br/leisref/public/showact.php?id=1567&word

55

CHR HANSEN, Method for counting probiotic bacteria, Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus casei and Bifidobacterium in milk products made with nu-trish cultures, 4 p,
1999.

COLLET, L.SF.C.; A influéncia da adicao de caseinato de sddio sobre o escoamento e
posterior recuperacdo estrutural do iogurte batido, S0 Paulo, 2005, 105p.; Tese de
Doutorado — Faculdade de Engenharia Quimica — Escola Politécnica — Universidade de
S&o Paulo.

COLLINS, E.B.; HALL, J.B.; Growth of Bifidobacteriain milk and preparation of B. infantis
for adietary adjunct; Journal of Dairy Science, v.67, n.7, p.1376-1380, 1984.

COLLINS, E.B.; ARAMAKI, K.; Production of hydrogen peroxide by Lactobacillus
acidophilus, Journal of Dairy Science, v.62, p.353, 1980.

D’AIMMO, M.R.; MODESTO, M.; BIAVATI, B.; Antibiotic resistance of lactic acid
bacteria and Bifidobacterium spp isolated from dairy and pharmaceutical products,
International Journal of Food Microbiology, v,115, p,35-42, 2006.

DAVE, R.l.; SHAH, N.P.; Viability of yoghurt and probiotic bactériain yoghurts made from
commercial starters cultures, I nternational Dairy Journal, v.7, p.31-41, 1997.

DAVE, R,I,; SHAH, N,P, Ingredient supplementation effects on viability of probiotic bacteria
in yogurt, Journal of Dairy Science, v, 81, n,11, p, 2804-2816, 1998.

DAVIS, J.G.; Dietary or Health yogurt, Dairy Industries, v.35, p.827, 1970.

DELLAGLIO, F.; TORRANI, S.; VLAEMINCK, G.; Specific characteristics of
microorganisms used for fermented Milks, Bulletin of International Dairy Federation,
v.277, p.4-16, 1992.

DE VRESE, M., STEGELMANN, A.; RICHTER, B.; FENSELAU, S.; LAUE, C,;
SCHREZENMEIER, J.; Probiotics-compensation for lactase insufficiency, American
Journal of Clinical Nutrition, v.73, n.2; p.421-429, 2001.

DONNET-HUGHES, A.; ROCHAT, F.; SERRANT, P.; AESCHLIRMANN, JM.
SCHIFFRIN, J.E.; Modulation of nonspecific mechanisms of defense by acid lactic
bacteria: effective dose, Journal of Dairy Science, v.82, p.863-869, 1999.

DONG, X.; CHENG, G.; JAN, W.; Simultaneous identification of five Bifidobacterium
species isolated from human beings using multiple PCR primers, Systematic and Applied
Microbiology, v.23, p.386-390, 2000.

DRIESSEN, F.M.; LOONES, A.; Developments in the fermentation process (liquid, stirred
and set fermented milks) new technologies for fermented milks, Bulletin of the
International Dairy Federation, v.277, p.28-40, 1992.

DU PLESSIS, E.M.; DICKS, L.M.T.; VESCOSO, M.; TORRIANI, S.; DELLAGLIO, F;
Lactobacillus and related species. a review, Annali di Microbiologia ed Enzimologia,
v.46, n.2, p.319-340, 1996.



56

[FAO] FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS,
WORLD HEALTH ORGANIZATION, Evaluation of health and nutritional properties
of probioticsin food including powder milk with live bacteria, Cordoba, 2001, 34 p.

FERREIRA, C.L.L.F.,, Tecnologia para produtos lacteos funcionais. probidticos, In:
PORTUGAL, JA.B., CASTRO, M.C.D,, SILVA, PH.F,, SAVINO, A.C., NEVES, B.S,
ARCURI, E.F., O Agronegadcio do leite e os alimentos lacteos funcionais, Juiz de Fora:
EPAMIG - Centro Tecnoldgico - ILCT, p.183-203, 2001.

FOCHINO, R.; CAFARO, I..; OTTOGALLI, G.; Studio sulla vitalita di batteri probiotici
presenti in campioni di latti fermentati del commercio, Annali di Microbiologia ed
Enzimologia, v.47, p.151-164, 1997.

FUKUSHIMA, Y.; KAWATA, Y.; HARA, Y.; TEREDA, A.; MITSUOKA, T.; Effect of
probiotic formula on intestina immunoglobulin, A production in heathy children,
International Journal of Food and Microbiology, v.42, p.39-44, 1998.

GARDINER, G.E.; ROSS, R.P.; WALLACE, JM.; FITZGERALD, G.; SCANLAN, F.P,;

JAGERS, P.P.; STANTON, C.; Influence of a probiotic adjunct culture of Enterococcus
faecium on the quality of cheddar, Journal of Agric. Food. Chem., Washington, v.47,
n.12, p.4907-4916, 1999.

GARDINI, F.; LANCIOTTI, R.; GUERZONI, M.E.; TORRIANI, S.; Evaluation of aroma
production and survival of Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp,
bulgaricus and Lactobacillus acidophilus in fermented milks, International Dairy
Journal, v.9, p.125-134, 1999.

GAVINI, F.; POURCHER, A.M.; NEUT,C.;, MONGET,D.; ROMOND,C.; OGER,C,
IZARD, D.; Pheonotypic differenciation of bifidobacteria of human and anima origin,
International Journal Systematic Bacteriology, v.4, p.548-557, 1991.

GIBSON, G.R.; WNAG, X.; Regulatory effects of bifidobacteria on the growth of other
colonic bacteria, Journal of Applied Bacteriology, v.77, p.175-188, 1990.

GILLILAND, S.E.; SPECK, L.M.; Antagonistic action of Lactobacillus acidophilus towards
intestinal and foodborne pathogens in associative cultures, Journal of Food Protection,
v.40, p.820, 1977.

GILLILAN, SEE.; STALEY, E.T.; BUSH, J.L.; Importance of bile tolerance of Lactobacillus
acidophilus towards intestinal and foodborne pathogensin associative cultures, Journal of
Dairy Science, v.67, p.3045, 1984.

GILLILAND, S. E.; Hedth and nutritional benefits from lactic acid bacteria, FEMS
Microbiology L etters, v.87, p.175-188, 1990.

GOLDIN, B.R.; Hedth benefits of probiotics, British Journal of Nutrition, v.80, p.S203-
S207, 1998.



57

GOMES, A.M.P.; MALCATA, F.X., Agentes probioticos em alimentos. aspectos fisioldgicos
e terapéuticos, e aplicagdes tecnoldgicas, Bol. Biotecnol. Al., Sdo Paulo, n.64, p.12-22,
1999.

GUARNER, F.; MALAGELADA, J.R.; Gut flora in health and disease, L ancet, v.361, n.
9356, p.512-519, 2003.

GUEIMONDE, M.; DELGADO, S.; MAYO, B.; RUAS-MADIEDO, P.; Viahility and
Diversity of probiotic Lactobacillus and Bifidobacterium populations included in
commercia fermented milks, Food Resear ch I nternational, v.37, p.839-850, 2004.

HAVENAAR, R.; HUIS IN’T VELD, J.H.J,; Probiotics: ageneral review, In. WOOD, B.J.B.;
ed. The lactic acid bacteria, London, New York: Elsevier Applied Science, 1992, p.151-
170.

HELLER, K.J.; Probiotic bacteria in fermented foods, product characteristcsand starter
organisms, American Journal of Clinical Nutrition, v.73, p.374S-379S, 2001.

HIGASHIO, K.; YOSHIOKA, Y.; KIKUCHI, T.; Isolation and identification of growth
factors of S. thermophilus produced by L. bulgaricus , Journal of the Agricultural
Chemical Society of Japan, v.51, p.209-215, 1977.

HOLZAPFEL, W.H.; HABERER, P.; SNEL, J.; SCHILLINGER, U.; HUIS IN°'T VELD,
JH.J.; Overview of gut flora and probiotics, International Journal of Food
Microbiology, v.41, n.2, p.85-101, 1998.

HUGHES, D.B.; HOOVER, D.G.; Viability and enzymatic activity of bifidobacteria in milk,
Journal of Dairy Science, v.78, p.268-273, 1991.

HUIS IN’T VELD, J.H.J; HAVENAAR, R.; Probiotics and anima heath, Journal of
Chemical Technology and Biotechnology, v.51, n.4, p.562-567, 1991.

HUTKINS, R.W.; NANNEN, N.L.; pH homeostasis in lactic acid bacteria, Journal of Dairy
Science, v.76, p.2354-2365, 1993.

IDF INTERNATIONAL DAIRY FEDERATION STANDARD 117B:1997, Enumeration of
the characteristics of the microorganisms, IDF/ISO Standard, 1997, 5p.

IDF INTERNATIONAL DAIRY FEDERATION, Detection and enumeration of
Lactobacillus acidophilus, Dairy Fed. Brussels, n.306, p.23-33, 1999.

INSTITUTO ADOLFO LUTZ, Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz, 3a Ed. Sdo
Paulo, IAL, 1985, v.1.

ITSARANUWAT, P.; KHAWLA, S.; ROBINSON, R.K.; The potential therapeutic benefits
consuming “health promoting” fermented dairy products,; a brief update, International
Journal of Dairy Technology, v.56, n.4, p.203-210, 2003.

ISHIBASHI, N.; SHIMAMURA, S.; Bifidobacteria: research and development in Japan,
Food Technology, v.47, n.6, p.126-134, 1993.



58

JAYMANNE, V.S.; ADAMS, M.R.; Determination of survival , identity and stress resistance
of probiotic bacteria in bio-yogurts, Letters in Applied Microbiology, v.42, p.189-
194,2006.

JN, L.Z.; MARQUARDT, R.R.; BAIDOO, S.K.; Inhibition of enterotoxigenic Escherichia
coli K88, K99 and 987 by the Lactobacillus isolated from porcine intestine, Jour nal of the
Science of Food and Agriculture, v.80, n.5, p.619-624, 2000.

JUILIARDI, V.; SPINNLER, E.H.; DESMAUZEAUD, J.M.; BOQUIEN, Y.C.; Phenomenes
de cooperation et d’inhibition entre |és bacteries lactiques utilices en industrie laitere, L ait,
v.67, p.149-172, 1987.

KAILASAPATHY, K., RYBKA, S.; L,acidophilus and Bifidobacterium spp,, ther
therapeutical potentialand survival in yogurt, Australian Journal of Dairy Thechnology,
v.52, p.28-35, 1997.

KHEADR, E.; DABOUR, N.; LAY, C.; LACROIX, C.; FLISS, I.; Antibiotic sucsceptibility
profile of bacteria as affect by oxgall, acid and hydrogen peroxide stress, Antimicrobial
Agentsand Chemotherapy, v.51, n.1, p.169-174, 2007.

KLEIN, G.; PACK, A.; BONAPARTE, C.; REUTER, G.; Taxonomy and physiology of
probiotic lactic acid bacteria, I nternational Journal of Food Micraobiology, v.41, p.103-
125, 1998.

KLAVER, F.A.M.; KINGMAN, F., WEERKAMP, A.H.; Growth and survival of
bifidobacteriain milk, Netherlands Milk and Dairy Journal, v.47, p.151-164, 1993.

KOSAZA, M.; Toyocerin (Bacillus toyoi) as growth promoter for animal feeding , M.A.N.
Microbiology Aliments Nutrition, v.4, p.121-135, 1986.

KURMANN, JA.; RASIC, J.L.; Technology of fermented specia products, Bulletin of the
International Dairy Federation, v.277, p.101-104, 1997.

LAYE, |.; KARLESKIND, D.; MORR, C.V.; Chemical, microbiologica and sensory
properties of plain nonfat yoghurt, Journal of Food Science, v.58, p.991-995,1993.

LERAYER, A.L.S; MIGUEL, A.M.R.; GUEDES, A.L.A.; CARVALHO, A.F.; ed, Nova
Legislacdo comentada de produtos lacteos, Sdo Paulo: Revista Industria de Laticinios,
2002, p.62-80.

LIN, SY.; AYRES, JW.; WINKLER, W.J.; SANDINE, W.E.; Lactobacillus effects on
cholesteral: in vitro and in vivo results, Journal of Dairy Science, v.72, p.2885-2899,
1989.

LOURENS-HATTINGH, A.; VILJOEN, C.B.; Yoghurt as probiotic carrier food,
International Dairy Journal, v.11, n.1/2, p.1-17, 2001.

MAPA, Ministé&rio da Agricultura, Pecu&ria e Abastecimento; Regulamento Técnico de
Identidade e Qualidade de Leites Fermentados. Instrucdo Normativa n.46 de 23 de
Outubro de 2007, publicado no Diario Oficial da Uni&o, se¢do 1, p.5.



59

MARSHALL, V.M.; Gut derived-microrganisms for milk fermentations, Journal of
Chemical Technology and Biotechnology, v.51, p.548-553, 1991.

MARTIN, A.F.; Armazenamento do iogurte comercial e o efeito na proporcédo das
bactérias lacteas, 2002, 50p, (Mestrado em Ciéncias) — Escola Superior de Agricultura
“Luiz de Queiroz” , Universidade de S&o Paulo, Piracicaba, 2002.

MATSUBARA, S.; Alimentos Funcionais. uma tendéncia que abre novas perspectivas aos
laticineos, Industria de L aticineos, n.34, p.10-18, 2001.

MATTILA-SANDHOLM, A.; MATTO, J.; SAARELA, M.; Lactic acid bacteria with health
clams - interactions and interference with gastrointestina flora, International
DairyJournal, v.11, n.1, p.1-17, 1999.

MATTILA-SANDHOLM, T MYLLARINEN, P.;CRITTENDEN, R.; MOGENSEN, G
FONDEN, R.;SAARELA, M.; Technologica chalenges or futureprobiotic foods,
International Dairy Journal, v.12, n.2, p.173-182, 2002.

MATTO, J; ALAKOMI, H.L.; VAARI, A.; Influence of processing conditions on
Bifidobacterium animalis subsp lactis functionality with a special focus on acid tolerance
and factors affecting it, International Dairy Journal, v.16, p.1029-1037, 2006.

MEGHROUS, J.; EULOGE, P.; JUNELLES, A.M.; Screening of Bifidobacterium strains for
bacteriocin production, Biotechnology L etters, v,12, p,577-580, 1990.

MOREIRA, M.; ABRAHAM, A.; ANTONI, G.; Technological properties of milks fermented
with thermofilic lactic acid bacteria at suboptimal temperature, Journal of Dairy Science,
v.83, p.395-400, 2000.

NAGAWA, M.; NAKABAYASHI, A.; FUIJINO, S.; Preparation of the bifidus powder,
Journal of Dairy Science, v.71, n.7, p.1777-1782, 1988.

NAIDU, A.S.; BIDLACK, W.R.; CLEMENS, R.A.; Probiotic spectra of lactic acid bacteria
(LAB), Critical Reviewsin Food Science and Nutrition, v.39, n.1, p.13-126, 1999.

OBERMAN, H.; Fermented milks , In. WOOD, B.J.B.; ed. Microbiology of Fermented
Foods, London, New Y ork: Elsevier Applied Science Publishers, 1985, v.01, p.167-186.

OLIVEIRA, M.N.; SODINI, I.; REMEUF, F.; CORRIEU, G.; Effect of Milk suplementation
and cultura composition on acidification textural properties and microbiological stability of
fermented milks containing probiotic bacteria, International Dairy Journal, v.11, p.935-
942, 2001.

OLIVEIRA, N.O.; DAMIN, M.R.; Efeito do teor de solidos e da concentracéo de sacarose na
acidificacdo, firmeza e viabilidade de bactérias do iogurte e probidticas em leite
fermentado, Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, v.23, 2003.



60

OLIVEIRA, M.N.; SODINI, |.; REMEUF, F.; TISSIER, J.; CORREIEU, G.; Manufacture of
fermented lactic beverages containing probiotic cultures, Journal of Food Sciences, v.67,
n.6, p.2336-2341, 2002.

O’SULLIVAN, M.G.; THORNTON, G.; O’SULLIVAN, G.C.; COLLINS, JK.; Probiotic
bacteria : myth or reality? Trends in Food Science and Technology, v.3, p.309-314,
1990.

OUWEHAND, A.C.; KIRJAVAINEN, V.P; SHORTT, C.; SALMINEN, S.; Probiotics:
mechanisms and established effects, Antonie van L eeuwenhoek, v.82, p.279-289, 2002.

OUWEHAND, A.C.; VESTERLUND, S.; Hedlth aspects of probiotics, Drugs, v.6, p.573-
580, 2003.

PERDIGON, G.; Effect of LAB orally administered of yoghurt on the immune system, LAB
Fermentsv.57, p.77-84, 1989.

PIARDI, C.; HAUTEFORD, |.; FISCHETTI, V.A.; Cell wall anchoring of the Streptococcus
pyogenes M6 protein in various lactic acid bacteria, Journal of Bacteriology, v.179,
p.3068-3072, 1997.

RAJAGOPAL, SN.; SANDINE, E.W.; Associative growth and proteolysis of S.
thermophilus and L. bulgaricus in skim milk, Journal of Dairy Science, v.73, p.894-899,
1990.

RENZ, U.; PUHAN, Z.; Factors promoting bitternessin yoghurt, Milchwissenschaft, v.30,
p.265, 1975.

ROBINSON, R.K.; TAMIME, A.Y.; Manufacture of yogurt and other fermented milks, In:
ROBINSON, R.K., ed. Modern dairy technology, 2™ ed, London, Chapman & Hall,
p.1-47, 1993

SAAD, SM.l.; Probiéticos e Prebidticos: o estado da arte, Revista Brasileira de Ciéncias
Far macéuticas, v.42, n.1, p.1-16, 2006.

SABOYA, L.V.; OETTERER, M.; OLIVEIRA, A.J.; Propriedades profilaticas e terapéuticas
de leites fermentados — uma reviséo, Boletim da Sociedade Brasileira de Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos, Campinas, v.31, n.2, jul/dez 1997.

SACCARO, D.M.; Efeito da associacdo de culturas iniciadoras probidticas na
acidificacdo, textura e viabilidade em leite fermentado. 2008, 101p., (Mestrado em
Tecnologia Bioruimica-Farmaceutica), Faculdade de Ciencias Farmaceuticas,
Universidade de S&o Paulo, USP, S&o Paulo.

SALMINEN, S.; OUWEHAND, A.; BENNO, Y.; LEE, Y.K.; Probiotics: hoe should they be
defined? Trends Food Science Technology, v.10, p.107-110, 1999.

SAMONA, A.; ROBINSON, R.K.; MARAKIS, S.; Acid production by bifidobacteria and
yoghurt bacteria during fermentation and storage of milk, Food Microbiology, v.13, n.4,
p. 275-280, 1996.



61

SANCHEZ, B.; REYEZ-GAVILAN, C.G; MARGOLLES, A.; The F1IFO — ATPase of
Bifidobacterium animalis is involved in bile tolerance. Environmental Technology, v.8,
n.10, p.1825-1933, 2006.

SANDERS, E.M.; HUIS IN’T VELD, J.; Bringing a probiotic-containing functional food to
the market : microbiological, product, regulatory, and labeling issues, Antonie Van
L eeuwenhoek, v.76, p.293-315, 1999.

SANDERS, M.E.; Probiotics: considerations for human health, Nutr. Rev., New York, v.61,
n. 3, p.91-98, 2003.

SAS Institute, SAS User’s Guide: Statistics, SAS Institute Inc., Cary, NC., 2004.

SHAH, N.P.; LANKAPUTHRA, W.E\V.; BRITZ, M,L.; KYLE, W.SA.; Surviva of
Lactobacillus acidophilus and Bifidobacterium bifidum in commercial yoghurt during
refrigerated storage, I nternational Dairy Journal, v.5, n.5, p.515-521, 1995.

SHAH, N.P.; Probiotic bacteria: selective enumeration and survival in dairy foods, J. Dairy
Sci., v.83, n.4, p.894-907, 2000.

SHAH, N.P.; Functional foods from probiotics and prebiotics, Food Technology, v.55, n.11,
p.46-53, 2001.

SIENKIEWICZ, T.; RIEDEL, C.L.; Whey and whey utilization: possibilities for utilization in
agriculture and foodstuffs production, 2 ed., Gelsenkirchen-Buer Mann, 379p., 1990.

SPREER, E,; MIXA, A,; Milk and dairy product technology, New York: Marcel Dekker,
Food and Science Technology, v.84, 483p., 1988.

SPREER, E., Lactologia industrial, 2a Ed. Zaragoza, Acribia, 1991.

STANTON, C.; GARDINER, G.; LYNCH, P.B.; COLLINS, JK.; FITZGERALD, G.; ROSS,
R.P.; Probiotic and Dairy J., Amsterdam, v.8, p.491-496, 1998.

TAMIME, A.Y., MARSHALL, V.M.E., ROBINSON, R.K.; Microbiologica and
technological aspects of milks fermented by bifidobacteria, Journal of Dairy Research, v.
62, n.1, p.151-187, 1995.

TEIXEIRA, SIM.B.; Elaboracao de bebida lactea fermentada utilizando soro de ricota,
2002, 63p., Dissertagao (Magister Science) — Universidade Federal de Lavras, Lavras,
2002.

THAMER, K.G.; PENNA, A.L.B.; Efeito do teor de soro, acucar e de frutooligossacarideos
sobre a populacdo de bactérias |acticas probidticas em bebidas fermentadas, Revista
Brasileira de Ciéncias Far macéuticas, v.41, n.3, p.393-400, 2005.

TRABULSI, L.R.; SAMPAIO, M.M.S.C.; Probioticos, prebidticos e simbidticos, In:
TRABULSI, L.R.; SAMPAIO, M.M.S.C.; Os Probiéticos e a salide infantil, Sdo Paulo:
Nestlé, 2000, 15p. (Temas de Pediatria da Nestlé, 3).



62

TRAMER, J; Yoghurt cultures, Journal of the Society of Dairy Technology, V.26,
p.16,1973.

VEDAMUTHU, E.R.; Cultures for buttermilk, sour cream and yoghurt with specia
comments on acidophilus yoghurt, Cultured Dairy Products Journal of the American
Cultured DairyProducts I nstitute, v.9, p.16, 1974.

VINDEROLA, C.G.; PROSELLO, W.; GHIBERTO, D.; REINHEIMER, J.A.; Viability of
probiotic (Bifidobacterium, Lactobacillus acidophilus and Lactobacillus casei) and non
probiotic microflora in Argentinian fresco cheese, Journal Dairy Science, v.83, n.9, p.
1905-1911, 2000a.

VINDEROLA, C.G.; BAILO, N.; REINHEIMER, A.J.; Surviva of probiotic microflora in
Argentinian yoghurts during refrigerated storage, Food Resear ch International, v.33, n.2,
p.97-102, 2000b.

VINDEROLA, C.G.; MOCCHUITTI, P.; REIHEIMER, A.J,; Interactions among lactic acid
starter and probiotic bacteria used for fermented dairy products, Journal of Dairy Science,
v.85, p.721-729, 2002.

ZACARCHENCO, P.B.; MASSAGUER-ROIG, S.; Avaiacdo sensoria, microbioldgica e de
pos-acidificacdo durante a vida-de-prateleira de | eites fermentados contendo Streptococcus
termophilus, Bifidobacterium longum e Lactobacillus acidophilus, Ciéncia e Tecnologia
de Alimentos, v.24, n.4, 2004.

YOLANDA, S.; Ecological and Functional implications of the acid-adaptation ability of
Bifidobacterium: a way of selecting improved probiotic strains, International Dairy
Journal, v.17, p.1284-1289, 2007.





