UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
Programa de Pds-Graduag&o em Tecnologia Bioquimico-Farmacéutica
Area de Tecnologia em Alimentos

Efeito da associagao de culturas iniciadoras e probioticas na

acidificacao, textura e viabilidade em leite fermentado

Daniela Marques Saccaro

Dissertacao para a obtencéo do grau de
MESTRE

Orientadora:
Profa. Dra. Maricé Nogueira de Oliveira

Sao Paulo
2008



AGRADECIMENTOS

A professora Maricé Nogueira de Oliveira, pelos ensinamentos, apoio e orientacdo
na elaboracao deste trabalho.

Aos professores e colegas do Departamento de Tecnologia Bioquimico-
Farmacéutica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao
Paulo.

Aos técnicos de laboratério Alexandre, Ivani e Nilton.

A Leila Bonadio, pela correcdo das referéncias.

Ao Jorge de Lima, pela correcédo do texto.

A Danisco, pelo fornecimento das culturas lacteas utilizadas neste trabalho.

Ao CNPq, pela bolsa de mestrado, e a FAPESP, pelo auxilio a pesquisa.



Agradeco especialmente aos
meus pais, pelo incentivo no
inicio desta jornada.



SUMARIO

LISTA DE FIGURAS

LISTA DE QUADROS E TABELAS
RESUMO

ABSTRACT

1. INTRODUCAO
2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. Leite fermentado
2.1.1 Historico e definigao
2.1.2. Tecnologia de producao
2.2. Culturas acido-laticas
2.2.1. Culturas iniciadoras
2.2.2. Probiéticos
2.2.2.1. Mercado e definigao
2.2.2.2. Legislagao
2.2.2.3. Selecao das estirpes
2.2.2.4. Mecanismo de acéo e efeitos terapéuticos
2.3. Caracteristicas das culturas probiéticas
2.4. InteragOes entre as culturas acido-laticas
2.5. Deteccao e identificagao de bactérias probidticas

3. OBJETIVOS

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Procedimento experimental para obtencao do leite fermentado
composto por culturas probiéticas e iniciadoras associadas

4.1.1. Leite

4.1.2. Culturas laticas

4.1.3. Preparo do inéculo

4.1.4. Fermentacao

4.1.5. Acondicionamento e armazenamento

4.2. Determinagao dos parametros cinéticos

pagina

vii

viii

© ©O© oo O A WO W W =

N N - =2 A -
a W N A W0 =

31

32
32

32
32
32
33
34
34



4.3. Analises fisico-quimicas

4.3.1.
4.3.2.
4.3.3.
4.3.4.

Proteina, sélidos totais e gordura
Lactose

Valor de pH

Acidez total titulavel

4.4. Enumeracao seletiva

4.5. Determinacao da textura

4.6. Analise estatistica

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Caracterizagao do leite fermentado durante o periodo de estocagem

5.1.1.

5.1.2.

5.1.4.

Acidificagao e caracteristicas do leite fermentado composto pela associagéo
das culturas S. thermophilus e L. bulgaricus durante o armazenamento - CC2

Acidificacao e caracteristicas do leite fermentado composto pela associagao
das culturas S. thermophilus, L. bulgaricus, L. acidophilus e B. lactis durante o
armazenamento - CC4.1

. Acidificacao e caracteristicas do leite fermentado composto pela associacao

das culturas S. thermophillus, L. bulgaricus, L. acidophilus e L. rhamnosus
durante o armazenamento - CC4.2

Acidificagao e caracteristicas do leite fermentado composto pela associagéo
das culturas S. thermophillus, L. bulgaricus, L. rhamnosus e B. lactis durante o
armazenamento refrigerado - CC4.3

. Acidificagao e caracteristicas do leite fermentado composto pela associagao

das culturas S. thermophillus, L. bulgaricus, L. acidophilus, L. rhamnosus e B.
lactis durante o armazenamento refrigerado — CC5

6.DISCUSSAO

7.CONCLUSOES

9. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ANEXO — Tabelas com os resultados comparativos das analises fisico-quimicas e

microbiologicas dos leites fermentados nos ensaios em cultura mista e controle.

i

35
35
35
36
36
36

37
37

39
39
39

44

49

54

59

65

81
82



il

LISTA DE FIGURAS pagina

Figura 1. Perfil de textura de quatro amostras de leite fermentado registrado pelo 38
aparelho TA-XT2 (F: altura obtida ap6s a compressao das amostras,
valor utilizado para a medicao dos atributos).

Figura 2. Viabilidade de S. thermophillus (ST) e L. bulgaricus (LB) no leite apos a 42
inoculagéao (DO0) e no leite fermentado durante o armazenamento a 4°C.

Figura 3. Viabilidade de S. thermophillus (ST), L. acidophilus (LA), L. bulgaricus 47
(LB) e B. lactis (BL) no leite ap6s a inoculagéo (DO0) e no leite fermenta-
do durante o armazenamento a 4°C.

Figura 4. Viabilidade de S. thermophillus (ST), L. acidophilus (LA), L. bulgaricus 52
(LB) e L. rhamnosus (LR) no leite apds a inoculagao (D0) e no leite
fermentado durante o armazenamento a 4°C.

Figura 5. Viabilidade de S. thermophillus (ST), L. rhamnosus (LR), L. bulgaricus 57
(LB) e B. lactis (BL) no leite ap6s a inoculagéo (DO0) e no leite fermenta-
do durante o armazenamento a 4°C.

Figura 6. Viabilidade de S. thermophillus (ST), L. acidophilus (LA), L. bulgaricus 63
(LB) L. rhamnosus (LR) e B. lactis (BL) no leite apds a inoculagéo (D0)
e no leite fermentado durante o armazenamento a 4°C.

Figura 7. Tempo de fermentacao dos leites compostos por culturas associadas a 67
42°C no pH de final 4,5.

Figura 8. Variagado do pH dos leites fermentados durante o periodo de estocagem. 68
Figura 9. Variacdo da acidez dos leites fermentados durante o periodo de estocagem 68

Figura 10. Variacao da firmeza dos leites fermentados durante o periodo de estocagem 70

Figura 11. Variagao da consisténcia dos leites fermentados durante o periodo de 70
estocagem.

Figura 12. Variagao da coesividade dos leites fermentados durante o periodo de 71
estocagem.

Figura 13. Variagcao do Breaking Point (B.P) dos leites fermentados durante o periodo 71
de estocagem

Figura 14. Unidades formadoras de col6nia de L. acidophilus (colbnias escuras) e 75
L. rhamnosus (colbnias claras) no meio seletivo MRS clindamicina apés
a fermentacéo do leite (D1) em cultura mista no ensaio CC5.

Figura 15. Viabilidade do L. acidophilus (LA) nos leites apds a inoculagéo (D0) e nos 75
leites fermentados durante o armazenamento a 4°C.



Figura 16.

Figura 17.

Figura 18.

Figura 19.

Figura 20.

Figura 21.

Figura 22.

Unidades formadoras de coldnias de L. rhamnosus no meio seletivo MRS
vancomicina apoés a fermentagéo do leite (D1) em cultura mista no ensaio
CC5.

Viabilidade do L. rhamnosus (LR) nos leites apds a inoculagéo (D0) e nos
leites fermentados durante 0 armazenamento a 4°C.

Unidades formadoras de coldnia de B. lactis no meio seletivo RCA diclo-
xacilina apos a fermentacao do leite (D1) em cultura mista no ensaio CC5

Viabilidade da B. lactis (BL) nos leites ap6s a inoculacao (D0) e nos leites
fermentados durante o armazenamento a 4°C.

Viabilidade do S. thermophillus (ST) nos leites apds a inoculagéo (DO0) e
nos leites fermentados durante o armazenamento a 4°C.

Viabilidade do L. bulgaricus (LB) nos leites ap6s a inoculacao (D0) e nos
leites fermentados durante 0 armazenamento a 4°C.

Composicao dos leites fermentados com culturas associadas apés a fer-
mentacao (D1) e no ultimo dia de armazenamento (D21).

v

76

76

77

77

79

80



Quadro 1.
Tabela 1.
Tabela 2.

Tabela 3.

Tabela 4.

Tabela 5.

Tabela 6.

Tabela 7.

Tabela 8.

Tabela 9.

Tabela 10.

Tabela 11.

Tabela 12.

Tabela 13.

Tabela 14.

LISTA DE QUADROS E TABELAS

Efeitos benéficos e aplicacdes terapéuticas das bactérias probiédticas.
Requisitos fisicos-quimicos definidos para o leite fermentado.
Meios de cultura seletivos usados na deteccao de bactérias acido-laticas.

Métodos moleculares atualmente utilizados na diferenciacao de bactérias
acido-laticas.

Quantidade de cada cultura latica adicionada no leite autoclavado para a
preparacao do inéculo.

Co-culturas usadas na preparacao dos leites fermentados.

Esquema experimental utilizado para a fermentagao dos leites compostos
por culturas associadas.

Quantidade de antibiéticos empregada nos respectivos meios de cultura.

Descritos cinéticos de acidificagao do leite a 42°C até pH 4,5 composto
pela associacao das culturas S. thermophilus e L. bulgaricus.

Pés-acidificacao, acidez e textura do leite fermentado composto pela asso-
ciagao das culturas S. thermophilus e L. bulgaricus durante o periodo de
estocagem.

Composigao quimica do leite apés a inoculagao (D0) e do leite fermentado
durante o armazenamento refrigerado preparados com culturas associa-
das de S. thermophilus e L. bulgaricus

Descritos cinéticos de acidificacao do leite a 42°C até pH 4,5 composto
pela associagao das culturas S.thermophilus, L.bulgaricus, L.acidophilus e
B. lactis.

Pos-acidificagao, acidez e textura do leite fermentado composto pela
associacao das culturas S. thermophilus, L. bulgaricus, L. acidophilus e
B. lactis durante o periodo de estocagem

Composicao quimica do leite apds a inoculagéo(DO0) e do leite fermenta-
do durante o armazenamento refrigerado preparados com culturas associa-
das de S. thermophilus, L. bulgaricus, L. acidophilus e B. lactis .

Descritos cinéticos de acidificacao do leite a 42°C até pH 4,5 composto
pela associacao das culturas S. thermophilus, L. bulgaricus, L. acido-
philus e L. rhamnosus.

pagina

16
13
29

30

33

34

35

38

39

41

43

45

46

48

49



Tabela 15.

Tabela 16.

Tabela 17.

Tabela 18.

Tabela 19.

Tabela 20.

Tabela 21.

Tabela 22.

Tabela 23.

Pés-acidificacéo, acidez e textura do leite apds a inoculagdo (D0) e do
leite fermentado composto pela associagao das culturas S.themophilus,
L.bulgaricus, L.acidophilus e L.rhamnosus no periodo de estocagem.

Composicao quimica do leite apés a inoculagao (D0) e do leite fermenta-
do durante o armazenamento preparados com culturas associadas de
S. thermophilus, L. bulgaricus, L. acidophilus e L. rhamnosus.

Descritos cinéticos de acidificacao do leite a 42°C até pH 4,5 composto
pela associacao das culturas S thermophilus, L.bulgaricus, L.rhamnosus
e B. lactis.

Pés-acidificacao, acidez e textura do leite ap6s a inoculacao (DO0) e do
leite fermentado composto pela associacao das culturas S.thermophilus,
L.bulgaricus, L rhamnosus e B.lactis durante o periodo de estocagem.

Composicao quimica do leite apés inoculagao (D0) e do leite fermentado
durante o armazenamento preparados com culturas associadas de
S. thermophilus, L. bulgaricus, L. rhamnosus e B. lactis

Descritos cinéticos de acidificacao do leite a 42°C até pH 4,5 composto
pela associagdo das culturas S. thermophilus, L. bulgaricus, L. acido-
philus,L.rhamnosus e B. lactis.

Pés-acidificagédo, acidez e textura do leite apds a inoculagao (D0O) e do
do leite fermentado composto pela associacao das culturas S. thermo-
philus, L. bulgaricus, L. acidophilus, L.rhamnosus e B.lactis durante o
periodo de estocagem.

Composigao quimica do leite apés a inoculagcao(DO0) e do leite fermentado
durante o armazenamento preparados com culturas associadas de

S. thermophilus, L. bulgaricus, L. acidophilus, L. rhamnosus e B. lactis.

Descritos cinéticos de acidificagao dos leites compostos por culturas
associadas a 42°C até pH 4,5.

vi

51

53

55

56

58

60

61

64

66



vii
RESUMO

O presente trabalho tem como objetivo estudar o perfil de acidificacédo e a
inter-relacdo entre Streptococcus thermophilus TAO, Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus LB340, Lactobacillus acidophilus LAC, Lactobacillus rhamnosus
LBA, Bifidobacterium lactis BLO4 como culturas associadas em leite fermentado.
Cinco leites fermentados foram preparados, sendo a composi¢cao das co-culturas a
variavel estudada. O perfil de acidificacdo foi monitorado e os parametros
cinéticos, calculados. Os produtos foram submetidos as analises fisico-quimicas e
microbioldgicas durante o armazenamento a 4°C. As associagbes em cultura mista
provocaram a reducao do tempo de fermentacao dos leites. Durante os 21 dias de
armazenamento o pH e a firmeza dos leites fermentados variaram. Streptococcus
thermophilus TAO, Bifidobacterium lactis BL0O4 e Lactobacillus rhamnosus LBA
forneceram contagens acima de 10° log UFC/mL, porém Lactobacillus acidophilus
LAC e Lactobacillus bulgaricus LB340 foram inibidos em cultura mista,
demonstrando dificuldades de crescimento quando associados as demais
bactérias 4cido-laticas.

Palavras-chave: probiético, acidificacao, interacdes bacterianas, leite fermentado,
bactéria acido-latica
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ABSTRACT

The present study aimed to evaluate the acidification kinectic and inter-
relation between Streptococcus thermophilus TAO, Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus LB340, Lactobacillus acidophilus LAC, Lactobacillus rhamnosus
LBA, Bifidobacterium lactis BL04 like association cultures in fermented milk . Five
fermented milks were prepared and studied variable analyzed was the co-cultures
composition. Acidification was monitored and the kinectic parameters were
calculated. The products were submitted to physical chemistry and microbiological
analyses during the storage at 4°C. The associations in mixed cultures promoted
the reduction of fermentation time of the milks. During 21 days of storage, pH and
firmness of fermented milks varied. Streptococcus thermophilus TAO,
Bifidobacterium lactis BLO4 and Lactobacillus rhamnosus LBA presented counts
above 10° log cfu/mL However, Lactobacillus acidophilus LAC and Lactobacillus
bulgaricus LB340 were inhibited in mixed cultures demonstrating that these strains

had difficulty to grow when in associated cultures with lactic acid bacteria.

Keywords: probiotic, acidification, bacterial interactions, fermented milk, lactic acid
bacteria



1.  INTRODUCAO

Os produtos lacteos probidticos e/ou simbidticos sdo lideres dentro do
mercado de alimentos funcionais e considerados prioridade de pesquisa em
diversos paises. A valorizagao dos alimentos funcionais no mercado mundial esta
estimulando a inovacdo 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 probibticos
porque sdo encontrados naturalmente no corpo humano, sobrevivendo a acidez
do estbmago e, assim sendo, sdo capazes de colonizar o intestino (MARSHALL,
1991). Contudo, diversas publicacbes mostraram que as culturas probibticas
apresentam crescimento lento no leite. A presenca de bactérias viaveis, e em alto
namero no produto lacteo durante sua estocagem, € condicdo essencial para
assegurar o efeito probiético (OLIVEIRA et al.,, 2001; OLIVEIRA et al., 2008;
TAMINE et al., 2005).

Varios meios de cultura tém sido propostos para o cultivo de
Bifidobacterium e Lactobacillus, objetivando o isolamento, a quantificacdo e a
avaliacao da viabilidade dessas bactérias durante a estocagem sob refrigeracéo.
No entanto, a maioria dos meios de cultura tém se revelado insatisfatérios para a
diferenciacdo das espécies. Os meios de cultura seletivos devem estimular o
crescimento da cultura relacionada e inibir as demais culturas presentes em

produtos como iogurtes e leites fermentados.

A composicao quimica do alimento lacteo, assim como a do meio de
cultura, é influenciada diretamente pela atividade metabdlica da bactéria, que
interage intensamente com o meio durante o seu crescimento, ao converter
determinados componentes em produtos metabdlitos. Os carboidratos disponiveis
e as proteinas, especialmente aminoacidos livres, sdo 0s componentes mais

utilizados pelo metabolismo bacteriano (HELLER, 2001).



As estirpes comerciais devem favorecer as propriedades sensoriais do
alimento; de tal modo, que é comum usar culturas probi6ticas associadas a outros
tipos de culturas para a fermentacéo de produtos especificos, como, por exemplo,
o iogurte, no qual as bactérias probibticas sdo freqlientemente associadas as
bactérias iniciadoras (starters), Streptococcus thermophilus e Lactobacillus
bulgaricus, para aprimorar o sabor e a textura do produto e para diminuir o tempo
de fermentacao (SAARELA et al., 2000).

Diversas bactérias iniciadoras e probidticas estdo disponiveis
comercialmente. Diferentes combinacées de bactérias iniciadoras e probibdticas
acrescentam aos produtos lacteos fermentados caracteristicas tecnolégicas,
nutricionais e terapéuticas (JUILLARD et al, 1987). No entanto, as interacdes
microbianas nesses produtos podem ser benéficas (proto-cooperagéo) ou
desfavoraveis (antagonismo): ou seja, podem ocorrer mudangas indesejaveis na
composicdo da microbiota bacteriana durante a producdo e a estocagem do
produto sob refrigeracao (BELLENGIER; RICHARD; FOCAUD, 1997).

Apesar da grande diversidade de combinagdes probidticas encontradas
comercialmente, poucos estudos foram realizados sobre as inter-relagées entre as
bactérias acido-laticas (KNEIFEL, 1993). Assim, mais estudos sobre a relacao
entre essas bactérias devem ser efetuados, devido a grande importancia destes
microrganismos para a nutricio e a promog¢ao da saude do consumidor
(RAJAGOPAL; SANDINE, 1990, KAILASAPATHY; RYBKA, 1997).

Em vista do exposto, este projeto visou estudar o perfil de acidificacao e
inter-relacdo entre Streptococcus thermophilus TAO, Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus LB340, Lactobacillus acidophilus LAC, Lactobacillus rhamnosus
LBA, Bifidobacterium lactis BLO4 como culturas associadas em leite fermentado.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Leite Fermentado

2.1.1 Histérico e definicao

O leite fermentado € um alimento lacteo conhecido desde os primérdios da
civilizacdo. Algumas referéncias sobre este alimento sdo encontradas na Biblia:
Abrado acreditava que sua longevidade estava relacionada ao consumo de leite
fermentado. Moisés considerava o leite fermentado um presente de Deus, assim
como o mel e o vinho. Cientistas conhecidos, como Hipocrates, consideravam o
leite fermentado ndo apenas um alimento, mas também um remédio,
prescrevendo-o no tratamento de disturbios estomacais e intestinais (OBERMAN,
1985). Na Francga, o leite fermentado foi relacionado a cura de infecgdes intestinais
e considerado um fator de auxilio a digestdo (LUQUET; CORRIEU, 2005).

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

Em 1908, Metchnikoff ganhou o prémio Nobel apds isolar o Bacillus
bulgaricus e analisar os efeitos benéficos desse microrganismo no leite
fermentado. Metchnikoff baseou seu estudo no fato de que as bactérias acido-
laticas, naturalmente presentes no intestino, apresentavam-se no leite e
produziam substancias que inibiam o crescimento de bactérias patogénicas e,

assim prolongavam a longevidade dos consumidores.

O Bacillus bulgaricus nao produzia alcool no leite, diferente de outros
alimentos lacteos amplamente consumidos na época, como kefir e koumys.

Metchnikoff acreditava que o crescimento de contaminantes bacterianos era



inibido pelo acido latico e outros produtos ainda nao identificados, que atuavam
sinergicamente no leite (HELFERICH & WESTHOFF, 1980).

Em 1917, Isaac Carasso comecou a produzir industrialmente o leite
fermentado em Barcelona; desde entdo uma grande quantidade deste alimento é
fornecida a populacédo (LUQUET; CORRIEU, 2005).

Originalmente, o processo de fermentacao envolvia a coagulacao do leite
por microrganismos presentes naturalmente 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 acao de cultivos de microrganismos especificos, responsaveis pela coagulacao
e acidificacao do leite (PIARD et al., 1997).

2.1.2 Tecnologia de producao
Preparo do leite

O leite fresco é fornecido para a producao de iogurtes e leites fermentados em
tanques refrigerados. Uma avaliacdo prévia é realizada e, em seguida, o leite é
filtrado para a retirada dos residuos sélidos e armazenado a 5°C.

O controle de qualidade do leite é realizado segundo:

- Condicbdes sanitarias: a temperatura de transporte, o numero total de
microrganismos e células somaticas presentes e o grau de acidificacao do

produto;

- Caracteristicas tecnoldgicas: analise do conteudo de gordura e nitrogénio

produzido e detecg¢ao dos antibidticos presentes.

O preparo do leite para a fermentacao envolve diversas etapas:



e Padronizacao

A qualidade 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 sao os
principais motivos pelo qual o leite deve ser padronizado, a fim de igualar o
conteudo de gordura e proteina para a producdo do leite fermentado. A
padronizacdo permite a regulagdo da composicdo do leite segundo as
especificacdes nutricionais e sensoriais do produto.

Assim que o leite chega na fabrica € aquecido até 45°C e a seguir,
centrifugado. O conteudo de gordura no leite deve ser menor do que 7% e o teor

de sélidos totais deve ser ajustado para 14%.

e Homogeneizacao

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

e Tratamento térmico

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

O tratamento térmico é 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 desnaturacao de mais de
85% das proteinas sollveis do soro, elementos responsaveis pela coagulacao do
leite (CASALIS, 1975).



Fermentacao

O leite fermentado é o produto obtido da fermentacdo do leite, através da
conversdao da lactose em acido latico pelas culturas iniciadoras Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus e Streptococcus thermophilus. A degradacao da
lactose favorece a reducdo do pH e, conseqlentemente, a precipitacdo das
proteinas do leite.

A fermentacéao é finalizada quando o pH de desejado é atingido. O gel obtido é
quebrado através de um sistema de bombeamento e imediatamente resfriado até
20°C, temperatura que facilita a adicdo do produto nas embalagens e limita as
mudancas na estrutura do gel. O produto € posteriormente refrigerado a 4°C,
mantendo-se a esta temperatura durante a estocagem, o transporte e a

distribuigéo.

2.2 Culturas acido-laticas

2.2.1. Culturas iniciadoras (starters)

As culturas do iogurte sao compostas por Streptococcus subsp.
thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, que sao bactérias
Gram-positivas, homofermentativas e termofilicas, cujo crescimento étimo é obtido
a 42°C (SPREER; MIXA, 1998).

O S. thermophilus tem a morfologia de cocos unidos, geralmente em
cadeias curtas, e crescimento ideal entre 37 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
manutencao da textura e da viscosidade adequadas mesmo apés a fermentacao
(COLLET, 2005).



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 (ROBINSON; TAMIME, 1975; DELLAGIO; TORRIANI; VLAEMINCK, 1992;
SABOYA; OETTERER; OLIVEIRA, 1997).

As bactérias do iogurte sdao agentes importantes na producdo e
conservacao de produtos lacteos, especialmente iogurtes, leites fermentados e
queijos (MOREIRA; ABRAHAM; ANTONI, 2000). Para a industria de alimentos
lacteos a andlise do comportamento de L. bulgaricus e S. thermophilus como
culturas associadas é considerada um fator mais importante do que avaliacéo

destes microrganismos em cultura pura.

S. thermophilus e L. bulgaricus apresentam uma relacdo de proto-
cooperagao no leite. A simbiose entre as bactérias iniciadoras comega quando o L.
bulgaricus produz enzimas que degradam a caseina, liberando peptideos e
aminoacidos como treonina, metionina e valina, moléculas utilizadas como fatores
de crescimento para o S. thermophilus. Em contrapartida, S. thermoplilus produz
acido latico, di6xido de carbono e acido formico a partir da degradacao da lactose,
crescendo rapidamente até valor de pH 5,5. A liberacdo de acido férmico e do
composto volatil dioxido de carbono estimula o desenvolvimento do L. bulgaricus.
Ao final da fermentagdo, L. bulgaricus produz acetaldeido e acidos graxos,
compostos que contribuem para o desenvolvimento do sabor caracteristico do
iogurte (BEAL; CORRIEU, 1994; HIGASHIO; YOSHIOKA; KIKUCHI, 1977;
SPREER; MIXA, 1998).

Um aspecto importante referente as culturas iniciadoras esté relacionado a
fermentacdo. Os estreptococos produzem exclusivamente acido latico L(+),
produto também formado no metabolismo humano e animal, enquanto os
lactobacilos produzem acido latico D(-) ou uma mistura dos dois isémeros. Ao final
da fermentacao observa-se maior producdo de acido latico, maior consumo de
carboidratos e maior quantidade de células viaveis, além do aprimoramento do
sabor e da textura do produto final (TAMIME; DEETH, 1989).



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 degradacao das proteinas do leite. As bactérias devem
possuir um eficiente sistema proteolitico, que estimule seu crescimento e realize a

rapida conversao da lactose em acido latico.

A andlise da atividade proteolitica das bactérias iniciadoras é um fator
importante para a avaliacao 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, produtos dos
quais pode ocorrer a producao de sabor amargo devido ao acumulo de peptideos,
resultado relacionado a intensa atividade proteolitica do L.bulgaricus.

Laye, Karleskind e Morr (1993) sugeriram que, de acordo com as
concentracdes e as proporcdes das culturas iniciadoras utilizadas, o sabor e a
textura do iogurte podem ser prejudicados. As mudancas quimicas observadas
durante o armazenamento incluem diminuicdo do teor de lactose e acetaldeido,
formacao de acido latico e, pequena, mas potencialmente importante, mudanca
nas concentragées de outros compostos volateis.

O estudo das diferentes associacbes de bactérias iniciadoras € muito
importante para analise de interacbes antagonisticas e sinergismos entre as
espécies, processo importante para a selecdo de estirpes que possam interagir
em protocooperacao no leite (RAJAGOPAL; SANDINE,1990).

Atividade acidificante

Importantes informacdes sobre a fisiologia de estirpes industriais podem ser
obtidas pelo estudo das condicbes da cultura através da avaliagao do seu perfil de
atividade cinética — crescimento, acidificagéo, rendimento em biomassa ou acido
latico. A quantificagdo da atividade acidificante das bactérias laticas permite obter
conhecimentos relacionados a fermentacdo e comparar o desempenho de
diferentes estirpes ou diferentes combinagdes destas durante a fermentacao
(LAMPRESH; FOSTER, 1963).



O perfil de acidificagdo das bactérias laticas pode ser monitorado pela
quantidade de acido latico produzido ou pelo pH, uma vez que a principal
propriedade das bactérias acido-laticas € a producdo de acido (WALSTRA;
WOUTERS; GEURTS, 2006).

A atividade acidificante durante o periodo de fermentacdo pode ser
monitorada pelo sistema Cinetique d° Acidification, que avalia a curva de pH,
medindo a queda do mesmo em intervalos regulares. A velocidade méxima de
acidificacao (Vmax) € calculada. O tempo para atingir a Vimax € 0 pH correspondente
também podem ser monitorados. De acordo com Picque et al. (1992), esses
parametros sdo os que melhor descrevem a cinética de acidificacdo. Os
parametros cinéticos de acidificagdo, como velocidade maxima de acidificacdo
(Vmax) € tempo de fermentacdo (t,n) de LAB em leite tém sido extensivamente
documentados (KRISTO; BILIADERIS; TZANETAKIS, 2003; LUCAS et al., 2004;
CHAMMAS et al., 2006; ALMEIDA; TAMIME; OLIVEIRA, 2008; DAMIN, 2008).

2.2.2. Probiodticos

2.2.2.1. Mercado e definicao

O interesse por alimentos saudaveis, nutritivos e de grande aproveitamento
pelo consumidor tem aumentado mundialmente. O uso destes produtos para a
promog¢ao do bem-estar e da saude e, ao mesmo tempo, como redutor do risco de
algumas doencgas, esta incentivando o desenvolvimento de novos ingredientes e,
assim, estimulando a inovagao dos produtos alimenticios e formando novos nichos
de mercado (MATSUBARA, 2001).

Os produtos compostos por bactérias probiéticas integram trés grandes
grupos comerciais: alimentos infantis, preparacées farmacéuticas e produtos
lacteos. Os produtos lacteos pertencem ao grupo mais representativo, constituido
por iogurtes, leites fermentados, sorvetes e queijos, nos quais se utilizam
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freqlentemente culturas iniciadoras e bifidobactérias (ou lactobacilos) como
aditivo ou suplemento (GOMES; MALCATA, 1999).

O crescimento do setor de alimentos lacteos fermentados representa uma
grande oportunidade para o aprimoramento de produtos com importantes
aplicagdes nutricionais e terapéuticas, caracteristicas altamente valorizadas pelas
empresas do ramo alimenticio. Outro beneficio relacionado ao setor lacteo € o
baixo custo tecnolégico necessario para a producédo dos alimentos fermentados
(SIENKIEWICZ; RIEDEL, 1990).

Novas descobertas relacionadas a diversos aspectos cientificos voltados a
nutricdo, especialmente ao estudo da dieta alimentar para a promog¢éao da saude,
tém ampliado as aplicacoes dos probibticos L. acidophillus, L. casei e B. lactis em
alimentos (SANDERS; HUIS IN'T VELD, 1999; HELLER, 2001).

A definicao de probidtico esta relacionada a importancia de células vivas
como componentes essenciais e efetivos para a manifestacdo de efeitos
benéficos. Huis In't Veld e Havenaar (1991) definiram os probi6ticos como uma
cultura pura ou mista composta por microrganismos vivos, que beneficiam a

microbiota enddgena intestinal de humanos e animais.

Segundo a legislacdao brasileira, probidticos sdo definidos como
microrganismos vivos capazes de melhorar o equilibrio microbiano intestinal,
produzindo efeitos benéficos a salde do individuo (AGENICA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA, 2008). Os microrganismos probidticos podem ser
inoculados a partir de uma preparacao que deve conter estirpes definidas e viaveis
em numero suficiente para alterar a microbiota do consumidor, por implantacéo ou
colonizacao, e exercer efeitos benéficos a saude (SCHREZENMEIR; DE VRESE,
2001).
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2.2.2.2. Legislacao
Normas Internacionais

Segundo a IDF (International Dairy Federation) e o Codex Alimentarius, as
principais normas internacionais relacionadas ao leite fermentado e iogurte sdo as

seqguintes:
e Producao

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

alimentos.
¢ Viabilidade das culturas

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

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 semidesnatado), e até 0,5%, em relacao aos iogurtes sem

gordura (a base de leite desnatado).

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

A IDF recomenda o limite maximo de 0,7% de &cido latico no iogurte, mas
sua quantificacao varia entre 0,6% e 15% em alguns paises. De acordo com
algumas normas nacionais, que utilizam o pH para expressar esse critério, este

apresenta-se geralmente entre 4,5 e 4,6.
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Normas brasileiras

As alegagdes sobre os alimentos funcionais s&do definidas, segundo a
legislacao brasileira, da seguinte forma:

e Alegacao de propriedade funcional a qual se refere o papel metabdlico ou
fisiolégico que o nutriente ou o n&o nutriente tem no crescimento,
desenvolvimento, manutencdo e outras funcdées normais do organismo

humano.

e Alegacao de propriedade de saude, que sugere ou implica na existéncia de
uma relagdo entre o alimento ou o ingrediente com a doenca ou condicao

relacionada a saude.

De acordo com o regulamento técnico do Mercosul, de Identidade e
Qualidade do Leite Fermentado, aprovado pelo Ministério de Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento e pela Secretaria de Vigilancia do Brasil (LERAYER et al., 2002),
o leite fermentado é definido como um produto adicionado ou nao de outras
substancias alimenticias, obtido por coagulacdo e diminuicdo do pH do leite, ou
leite reconstituido, através de fermentacéao latica mediante a acao de cultivos de
microrganismos especificos, que devem ser viaveis, ativos e abundantes no

produto final durante o prazo de validade.

A fermentagdo do leite pode ser realizada com um ou Vvarios dos seguintes
cultivos: Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Bifidobacterium spp., S.
thermophilus e/ou outras bactérias acido-laticas que, por sua atividade, contribuem

para a determinagao das caracteristicas do produto final.
Os requisitos sensoriais definidos para leites fermentados sao:
e Aspecto: consisténcia firme, pastosa, semi-sélida ou liquida.

e Cor: branca, de acordo com adi¢ao ou nao de substancias alimenticias e/ou

corante(s) adicionado(s).

e Odor e sabor: caracteristicos, de acordo com a(s) substancia(s)

alimenticia(s) e/ou substancia(s) aromatizantes/saborizante(s) adicionadas.
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As principais caracteristicas fisico-quimicas definidas para leites
fermentados estédo indicadas na Tabela 1.

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

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

Fonte: Lerayer et al., 2002

2.2.2.3. Selecao das estirpes

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 al. (1999), Foschino,
Cafaro, Ottogalli (1997) e Salminen et al. (1999), os requisitos para a selecédo de
uma estirpe probidtica sao:

e Tolerancia a acidez do estébmago.

e Aderéncia ao epitélio intestinal.

e Resisténcia no trato gastrointestinal.
e Estimulagao imunolégica.

e Atividade antagonistica contra patégenos como Helicobacter pylori,
Salmonella sp., Listeria monocytogenes e Clostridium dificile.

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

e Producao de boas caracteristicas sensoriais ao produto.
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A estirpe selecionada deve realizar a fermentacao do leite em cultura pura
ou quando associada, além de ser viavel durante todo o processamento e
estocagem refrigerada do produto, assegurando a manifestacdo dos efeitos

probidticos durante o consumo.

O produto probiético deve ter vida média, variando de 15 a 30 dias, e

propriedades sensoriais (cor, aroma, sabor e textura) aceitaveis.

Os microrganismos devem estar viaveis, apresentando-se em numero
elevado (>10° log UFC/mL) durante toda a estocagem do produto (TRABULSI;
SAMPAIQ, 2000).

2.2.2.4. Mecanismo de acao e efeitos terapéuticos

As bactérias acido-laticas utilizadas atualmente na producao de iogurtes e
leites fermentados pertencem principalmente aos géneros Lactobacillus,
Lactococcus, Streptococcus, Leuconostoc, Bifidobacterium e Propionibacterium
(GOLDIN; GORBACH, 1992). As espécies de maior interesse sado 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).

As bactérias acido-laticas sdao Gram-positivas e fermentadoras de lactose
com a producdo de acido latico, considerado o produto principal do seu
metabolismo. Estas bactérias agem acidificando o alimento, impedindo o
desenvolvimento de bactérias indesejaveis e aumentando o periodo de
conservacgao dos produtos fermentados (PIARD et al., 1997).

Os probidticos usados em iogurtes e leites fermentados geralmente sao
espécies isoladas do intestino humano, como as bifidobactérias e os lactobacilos,
que realizam a fermentacao latica do leite. A fermentacdo provoca a conversao
dos carboidratos em &cidos organicos (DRIESSEN; LOONES, 1992),
possibilitando a melhoria do sabor e da textura do alimento (TAMIME; DEETH,
1989).
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As bifidobactérias sintetizam vitaminas do complexo B, elevando seu teor
no produto fermentado. O teor de lactose é diminuido em aproximadamente 20 a
25% devido a sua degradacéao e utilizagdo por esses microrganismos durante a
fermentacgao do leite (TAMIME; MARSHALL; ROBINSON, 1995).

Mesmo com a sugestdo de varios mecanismos com atuacdes
independentes ou associadas, 0 modo de acado dos probi6ticos ainda nao esta
completamente esclarecido. A exclusdo competitiva € um dos processos mais
considerados em diversos estudos sobre a atuacdo dos probidticos, que
competem por nutrientes e sitios de fixacdo com outros patégenos ou mesmo com
outras bactérias da microbiota intestinal (OUWEHAND et al, 1999; CROSS,
2002). A exclusao competitiva demonstra a necessidade da ingestao de doses
elevadas de probidticos, assim como a realizagdo de administragdo continua para
manifestacao de suas propriedades funcionais.

As principais atuagbes das bactérias acido-laticas na defesa da microbiota
intestinal sao: (i) sintese de bacteriocinas (NAIDU; BIDLACK; CLEMENS, 1999);
(if) producdo de acidos organicos volateis (JIN; MARQUARDT; BAIDOO, 2000);
(iii) liberagao de peréxido de hidrogénio (HAVENAAR, HUIS IN'T VELD, 1992); (iv)
acao direta sobre o metabolismo celular, reduzindo a concentragdo de aménia no
organismo (KOZASA, 1986), e (v) liberacao de enzimas hidroliticas (DE VRESE et
al., 2001).

A adicdo de probidticos 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 modulagdo imunolégica
(defesas do organismo) e a prevencao de certas doengas e/ou incObmodos em
humanos; como diarréia, devido a infeccdo com Helicobacter pylori, ma digestao
de lactose, sindrome do intestino irritavel, constipacdo, elevado crescimento
bacteriano no intestino, cancer cervical, cancer de bexiga, colesterol, hipertenséo,
infeccao do trato urinario e infeccdes relacionadas ao trato respiratorio (GOLDIN,
1998; HOLPZAPFEL et al., 1998; SALMINEM; MATTILA-SANDHOM; MATTO;
SAARELA, 1999; OUWEHAND et al., 2003; OLIVEIRA, 2007).
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O consumo de probidticos auxilia na manutencao da saude, restaurando o
vigor corporal e combatendo diversos disturbios (MITAL; GARG, 1992). A lista dos
principais beneficios terapéuticos atribuidos ao consumo de probi6ticos esta

indicada no Quadro 1.

Quadro 1. Efeitos benéficos e aplicagdes terapéuticas das bactérias probibticas

Efeitos benéficos Aplicagbes terapéuticas

Aumento do valor nutricional dos alimentos Prevencao de infecgbes urogenitais
Manutencao da microbiota intestinal Protecao contra diarréias
Estimulacéo do sistema imune Alivio da constipacao

Reducao da intolerancia a lactose Prevencao da osteoporose
Reducao do colesterol Prevencgao de doencas hepaticas

Reducao da pressao arterial

Fonte: Fuller, 1989; Parvez et al., 2006.

Diversos estudos indicaram que o controle preventivo contra infeccoes
intestinais pode ser realizado através da administracdo de alimentos lacteos
contendo L. acidophilus e/ou B. bifidum (RASIC; KURMANN, 1983; GORBACH,;
CHANG; GOLDIN, 1987).

Segundo Kim e Gilliland (1983), algumas pessoas ndao possuem a enzima
B-D-galactosidase, responsavel pela degradacdo da lactose. Isto resulta em
desconforto intestinal e restricbes alimentares; contudo, algumas bactérias
iniciadoras e probidticas produzem essa enzima, permitindo o consumo de
alimentos lacteos e a manifestacdo de seus efeitos benéficos em individuos

intolerantes a lactose.

Gillland e Walker (1989) afirmaram que o consumo de iogurte contribui
para a reducao do colesterol, diminuindo também o risco de ataques cardiacos.
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2.3. Caracteristicas das culturas probiodticas
Bifidobacterium animalis subsp. lactis

As bifidobactérias foram isoladas primeiramente a partir de fezes de
criangas recém-nascidas em 1899 por Tissier, sendo descritas como
microrganismos anaerdébicos de morfologia bifida (Instituto Pasteur, Franca)
(ISHIBASHI; SHIMAMURA, 1993). Tissier recomendou a administracdo de
bifidobactérias em criancas com diarréia com o objetivo de combater esse
disturbio intestinal e restabelecer o seu dominio na microbiota (O'SULLIVAN et al.,
1992).

Atualmente, trinta espécies pertencem ao género Bifidobacterium, sendo
que dez sdo de origem humana. As bifidobactérias sdo caracterizadas como
microrganismos Gram-positivos, anaerdbios, ndo esporulantes, produtores de
acido latico e acido acético, sem a formacdo de gas carbdnico (GOMES;
MALCATA, 1999).

A temperatura considerada ideal para o crescimento das bifidobactérias varia
entre 37-41°C, sendo que o limite maximo ocorre entre 43-45°C e nenhum
crescimento é obtido acima de 46°C ou abaixo de 20°C (GAVINI et al., 1991). O
pH 6timo para as bifidobactérias varia entre 6,5 e 7,0 e nenhum crescimento é
observado acima de 8,5.

O grupo Bifidobacterium spp. compde a maior parte da microbiota intestinal
humana e animal (SANZ, 2007). Segundo Itsaranuwat, Hal Haddad e Robinson
(2003), as bifidobactérias apresentam morfologias distintas, que variam desde o
formato Y até a conformacdo de cocos, dependendo das condicdes de

crescimento.

As bifidobactérias contribuem para manutengao do equilibrio da microbiota,
através de acgdes imunolégicas e fisiolégicas no trato intestinal (OUWEHAND;
SALMINEN; ISOLAURI, 2002).

Meghrous et al. (1990) foram os primeiros pesquisadores a provar que as

bifidobactérias produzem substancias antimicrobianas. Ag¢des inibitérias
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promovidas por bifidobactérias foram descritas por Gibson e Wang (1994) contra
Salmonela, Listeria, Campylobacter, Shigella e Vibrio cholerae.

A comprovagcdo dos efeitos clinicos benéficos relacionados as
bifidobactérias incentivou a utilizacdo destes probi6ticos em produtos alimenticios
como iogurtes e leites fermentados. Entretanto, as bifidobactérias apresentam
pouco crescimento no leite, pois estdo submetidas a situacées de estresse no
processo de fermentacao, especialmente devido a elevagédo da acidez do meio, a
baixa disponibilidade de fontes de nitrogénio e a sensibilidade ao oxigénio
(NAGAWA; NAKABAYASHE; FUJINO, 1988; COLLINS; HALL, 1984).

Apenas estirpes de Bifidobacterium animalis subsp. lactis ttm demonstrado
habilidades para sobreviver em ambientes &cidos. Estas culturas sdo os
probibticos preferencialmente utilizados comercialmente em produtos a base de
iogurte (JAYAMANNE; ADAMS, 2006).

Segundo Matto et al. (2006), a Bifidobacterium lactis € a espécie mais
utilizada em aplicagdes probidticas, ja que o crescimento deste probidtico apds a

fermentacéao forneceu produtos com maior estabilidade durante a estocagem.

Gueimonde et al. (2004), relataram que as estirpes de B. lactis sdo bastante
utilizadas em produtos probidticos na Europa devido a grande resisténcia desta
espécie em meios acidos e sob condicdes de estresse oxidativo. Contudo, mesmo
as bactérias B. lactis consideradas estaveis podem apresentar limitacdes e
deficiéncias tecnoldgicas para aplicacdes na industria (MATTILA-SANDHOLM et
al., 2002). Por conta desses fatores, Yolanda (2007) sugere um método alternativo
para aumentar a estabilidade e viabilidade das bifidobactérias, que pode ser
desenvolvido através de aplicacdes prolongadas deste microrganismo em meios
altamente acidos. As mudancas fenotipicas e o aperfeicoamento das propriedades
bioldgicas estimulardo o aumento da resisténcia das bifidobactérias a acidez do
meio e possibilitarao o desenvolvimento de novas estirpes probidticas para

utilizacdo comercial.
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Lactobacillus acidophilus

O Lactobacillus acidophilus foi isolado a partir de fezes de criancas
lactentes em 1900 pelo pesquisador Moro e nomeado Bacillus acidophilus.
Posteriormente foi designado Lactobacillus e anos depois, devido as vantagens de
ingestao, 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, imével e
nao esporulante. Este probidtico pertence ao grupo dos microrganismos
homofermentativos restritos, comporta as espécies mais acidificantes (2,7% de
acido latico) e as mais termofilicas (40-52°C). O crescimento a 16°C é raro ou
muito lento; ja em temperaturas superiores o crescimento depende da estirpe,
sendo que algumas podem crescer a 45°C e outras a 48°C (DU PLESSIS et al.,
1996).

Encontrado naturalmente na microbiota intestinal e no trato urogenital
humano, o L. acidophilus apresenta como principais fungcdes: protecdo contra
patdgenos, auxilio na digestdo da lactose, elevacao no padrao nutricional dos
alimentos, estimulagdo da resposta imune intestinal e regulacdo dos niveis de
colesterol no organismo (FULLER, 1991; GILLILAND, 1990).

Os beneficios nutricionais e terapéuticos obtidos pelo consumo de
L. acidophilus como alimento ou complemento da dieta alimentar foram as
principais metas de alguns estudos nos ultimos 20 anos (SANDINE, 1979;
SHAHANI; AYEBO, 1980).

Alguns pesquisadores sugeriram que o L. acidophilus poderia substituir o
L. bulgaricus na producao 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 comegou a ser incorporado

no iogurte tradicional a fim de aumentar a popularidade deste alimento, através da
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perspectiva de que apenas esta cultura poderia sobreviver no trato gastrointestinal
(DAVIS, 1970; VEDAMUTHU, 1974).

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

O crescimento do L. acidophilus pode ser inibido no produto probiético de
acordo com a composicdo do meio e a disponibilidade de nutrientes. As principais
substancias inibidoras do crescimento do L. acidophilus sado os &cidos latico,
acético e benzoico, além do peréxido de hidrogénio (COLLINS; ARAMAKI, 1980;
GILLILAND; SPECK, 1977).

Segundo Fernandes e Shahani (1988), a adicdo de hidréxido de calcio
durante a fermentacado pode ser uma alternativa para aumentar a viabilidade do
L. acidophilus, devido a conversao do acido latico em lactato de calcio, resultando

na diminuicao do teor de acidez do leite.

Gilliland, Stanley e Bush (1984) relataram que o L. acidophilus pode crescer
em concentragdes fisiologicas de elevada acidez e estabelecer-se no trato
gastrointestinal, promovendo efeitos terapéuticos. Outros estudos demonstraram
os efeitos benéficos deste microrganismo na estimulacdo da resposta imune
intestinal, em experimentos com ratos, € na redugao dos niveis de colesterol em
porcos (LIN et al., 1989; PERDIGON, 1989)

Apesar dos estudos clinicos relatados, as evidéncias cientificas dos efeitos
fisiolégicos dos Lactobacillus, em especial da espécie L. acidophilus, ndo foram
totalmente estabelecidas em humanos. Novas pesquisas sobre as caracteristicas
probidticas do L. acidophilus sao necessarias para comprovar os efeitos positivos
desta espécie na saude de humanos e de animais.
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Lactobacillus casei subsp. rhamnosus

O Lactobacillus casei subsp. rhamnosus € um probidtico heterofermentativo
facultativo, ou seja, que produz &cido latico, apds a fermentacdo de hexoses, e
acido latico e acético, apos a fermentacdo de pentoses. Os principais agucares
fermentados por esta bactéria sao lactose, maltose, sacarose, frutose e ramnose
(DELLAGLIO et al., 1994; BEAL; CORRIEU, 1994).

O L. rhamnosus faz parte do grupo L. casei, formado por espécies com
caracteristicas distintas, como L. rhamnosus GG, L. rhamnosus GR-1 e L. casei
Shirota. A disponibilidade de L. rhamnosus pode ser apresentada de diversas
formas aos consumidores; uma delas é através da ingestdo de alimentos
probiéticos (BRIGIDI et al., 2003; SAAVENDRA et al., 2004). Produtos lacteos,
como leite, iogurte, queijo e sorvetes, podem ser veiculos em potencial para o
consumo de L. rhamnosus (HEKMAT; MCMAHON, 1992; RYBKA; KAILASAPTHY,
1995).

Segundo Hekmat e Reid (2007), a estirpe L. rhamnosus GR-1 apresenta
eficiente producdo de acidos e proliferacdo no leite. No entanto, a adicao de
suplementos como inulina e extrato de levedura provoca a elevacdo das
contagens de L. rhamnosus GR-1 no leite probiético, gerando uma nova
alternativa de alimento funcional para utilizagdo como uma cultura base no

desenvolvimento de outros produtos lacteos fermentados.

Estudos clinicos realizados com L. rhamnosus GR-1 consideram este
microrganismo um agente eficaz no tratamento e prevencao de infeccdes
urogenitais em mulheres (REID, 2000). O uso de probidticos para restabelecer a
microbiota vaginal promove a formagdo de uma barreira contra agentes
patogénicos e podera futuramente ser uma alternativa para a prevencao de
infeccdes urinarias em mulheres. Os beneficios promovidos pelo uso de
L. rhamnosus GR-1 estdo diretamente relacionados a utilizacdo de antibioticos,
provocando a renovacao da microbiota urogenital através da criacdo de uma
barreira microbiolégica mais resistente a acdo de microrganismos patogénicos
(REID; COOK; BRUCE, 1987).
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L. casei Shirota, estirpe probidtica desenvolvida pela Yakult!, foi
originalmente isolado do intestino humano em 1930 e, ap6s diversos estudos,
considerado viavel para a colonizagdo do intestino e o fortalecimento da
microbiota intestinal humana (SPANHAAKA; HAVENAAR, 1993; TANAKA;
OHWAKI, 1994).

O L. casei Shirota sobrevive a passagem no trato gastrointestinal e
apresenta efeitos benéficos a saude. Segundo Spanhaak, Havennar, Schaafsma
(1998), o consumo de leite fermentado com L. casei Shirota trés vezes ao dia (10°
log UFC/mL) resultou no aumento da contagem de células viaveis de Lactobacillus

e Bifidobacterium nas fezes.

Outros estudos clinicos também relataram mudancas na composicao e
atividade metabodlica da microbiota fecal em individuos que consumiram leite
fermentado com L. casei Shirota; contudo novas pesquisas sdo necessarias para
demonstrar as alteracdes na microbiota intestinal provocadas pelo consumo, em
longo prazo, deste produto (SPANHAAK; HAVENAAR; SCHAAFSMA, 1998).

A estirpe L. rhamnosus GG é considerada o agente probidtico mais
estudado em ensaios clinicos com criangas e adultos. Este probiético foi isolado
do trato intestinal humano em 1983 e patenteado em 1985 por Sherwood Gorbach
e Barry Goldin (SILVA et al., 1987).

Fortes evidéncias dos efeitos benéficos promovidos pelo L. rhamnosus GG
foram obtidas apds a reducao de casos de diarréia em individuos tratados com
elevadas doses (10° log UFC/mL) deste probidtico ( ISOLAURI et al., 1991).

Alguns estudos relataram que o Lactobacillus GG pode reduzir o tempo de
duracdo e/ou amenizar os sintomas de gastrenterites. Kaila et al. (1995) e
Majamaa et al. (1995) relataram que as concentracées do anticorpo IgA
aumentaram significativamente em criancas ap6s a administracao do probiédtico

Lactobacillus GG, fator que comprova o fortalecimento da microbiota intestinal.

' Yakult é uma empresa japonesa de produtos alimenticios, conhecida mundialmente devido a
producido de leite fermentado com Lactobacillus casei Shirota
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2.4. Interacoes entre as culturas acido-laticas

A composicao quimica do produto lacteo € influenciada diretamente pela
atividade metabdlica da bactéria, que interage intensamente com o meio ao
converter determinados componentes em produtos metabdlitos durante o seu
crescimento. Os carboidratos disponiveis e as proteinas do leite, especialmente
aminoacidos livres, sdo os componentes mais utilizados pelo metabolismo

bacteriano.

Variadas espécies ou subespécies de LAB podem conferir distintas
caracteristicas aos produtos alimenticios. Os compostos metabdlicos finais de
determinadas culturas, puras ou mistas, podem contribuir para a elaboracao de
produtos com caracteristicas sensoriais indesejaveis (HELLER, 2001).

Diferentes combinacdes de bactérias iniciadoras e probibticas acrescentaram
aos alimentos lacteos fermentados caracteristicas tecnoldgicas, nutricionais e
terapéuticas (JUILIARD et al.,1987). Contudo, as interagdes microbianas podem
ser benéficas (protocooperacao) ou desfavoraveis (antagonismo), ou seja, podem
ocorrer mudancgas indesejaveis na composicdo da flora bacteriana durante a
producdo e a estocagem refrigerada do produto (BELLENGIER; RICHARD;
FOCAUD, 1997).

Segundo Vinderola, Mocchuitti e Reinheimeir (2002), diversos tipos de
interac6es foram detectados entre as bactérias acido-laticas, como estimulagao,
inibicao e auséncia de efeitos, sendo que, no geral, as bactérias probidticas foram
as mais inibidas nesse estudo. A selecdo da melhor combinacao de estirpes deve
ser uma medida adotada para aperfeicoar o desempenho tecnolégico e favorecer

a sobrevivéncia bacteriana durante a estocagem refrigerada dos produtos lacteos.

As bactérias probidticas apresentam crescimento lento no leite devido a sua
baixa atividade proteolitica, sendo pratica comum a adicao de bactérias do iogurte
para reduzir o tempo de fermentacao. Entretanto, L. bulgaricus produz acido latico
durante a estocagem refrigerada (p6s-acidificacdo), o que afeta a viabilidade das
bactérias probidticas. A fim de superar o problema da pés-acidificacdo, a
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tendéncia € usar fermentos que contenham L. acidophilus e bifidobactérias
(DAVE; SHAH, 1998).

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

No geral, a estabilidade das bactérias &acido-laticas € assegurada
principalmente devido a trés fatores: (i) disponibilidade de carboidratos e
aminoacidos, (ii) degradacdo de componentes toxicos, como o perdxido de
hidrogénio, e (iii) limitacdo da concentracdo de ions hidrogénio no meio. As
bactérias acido-laticas crescem mais devagar sob pH acido, pois a acidez do meio
provoca a danificacdo celular, diminuindo a viabilidade durante a estocagem. Em
alimentos fermentados, como o iogurte, as bactérias acido-laticas em cultura mista
sao injuriadas devido ao acido 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 probio6ticos
provocam mudancas especificas nas caracteristicas quimicas do produto,
afetando suas qualidades sensoriais.

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

Alguns fatores importantes utilizados para minimizar as dificuldades de
producao sao a selecao da cultura adequada, o tratamento térmico rigoroso e o
controle da acidez do produto. O estado fisiolégico dos organismos probiédticos
adicionados, as condicoes fisicas de estocagem (tempo e temperatura) e a
composi¢do quimica do produto no qual os microrganismos serao adicionados
(acidez, conteudo de carboidratos utilizaveis, fontes de nitrogénio, conteudo
mineral, atividade de agua e conteudo de oxigénio) devem ser considerados. As
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possiveis interagdes dos probidticos (bacteriocinas, antagonismo, sinergismo) com
outras culturas iniciadoras sédo fatores que devem ser priorizados, pois podem
influenciar a viabilidade das bactérias probibticas no produto elaborado (HELLER,
2001).

2.5. Deteccao e identificacao de bactérias probiéticas

Para definir se as culturas iniciadoras e probio6ticas sao viaveis, estratégias
classicas devem ser utilizadas. Diferentes métodos estdo disponiveis para
monitoramento das culturas como, por exemplo, variados meios e condi¢coes de
incubacado (temperatura, tempo e atmosfera), que proporcionam a variagdo na

cobertura microbioldgica do produto.

A avaliacao das caracteristicas fenotipicas € considerada um dos principais
meios para identificacdo e diferenciagdo microbioldgica. As caracteristicas
fenotipicas analisadas séo o tipo de crescimento (anaerdbica, aerdbica, facultativa
ou microaerdfila), os fatores de crescimento, a morfologia (celular ou da colbnia), a
reacdo de Gram e as caracteristicas da fermentacdo (CHARTERIS et al., 1997;
KLEIN et al., 1998; Mc CARTHEY, 2002).

Os meios seletivos e as condi¢cdes de incubacdo sdo empregados segundo
o isolamento desejado do grupo bacteriano de interesse. Este processo explora as
caracteristicas de crescimento dos organismos, incluindo suas necessidades
nutricionais, condicdes preferenciais para incubacao (temperatura, pH e potencial
redox) e suscetibilidade a certos componentes, como antibibticos, vitaminas e
sangue. Varios tipos de agar e meios liquidos sdo necessarios para examinar toda
diversidade de microrganismos usualmente utilizados nos variados métodos de
incubacao (CHARTERIS et al., 1997).

Arroyo, Cotton e Martin (1994) relataram que métodos rapidos e confiaveis
sdo necessarios para a rotina de enumeracdo das bactérias probibdticas,
permitindo o monitoramento das mudancas populacionais bacterianas durante a
estocagem dos produtos. Para serem eficientes, as metodologias de enumeracao

nao podem ser complexas, ou consumir muito tempo, e devem oferecer coldnias



26

de facil visualizacao (LIM; HUB; BACK, 1995).

No geral, meios seletivos sdo usados para isolamento de culturas
iniciadoras ou/e probibticos especificos. Como mencionado anteriormente,
determinados meios seletivos promovem o aprimoramento do grupo bacteriano de
interesse (por exemplo, Beerens Agar é freqlientemente usado para isolar
bifidobactérias de populacdes mistas) (BEERENS, 1990).

Diversos meios de cultura tém sido desenvolvidos para enumerar bactérias
probidticas em iogurtes e leites fermentados (DAVE; SHAH, 1996). Na pratica, a
quantificacdo diferencial de bactérias probidticas e iniciadoras € prejudicada
devido a presenca de multiplas espécies associadas estritamente relacionadas em
produtos como iogurtes, leites fermentados e queijos.

Charteris et al. (1997) forneceram extensa revisdo de diferentes técnicas
para o isolamento de espécies probidticas. Diferentes meios possibilitam a
diferenciacdo de grupos bacterianos baseados nas suas caracteristicas de
crescimento. Uma variedade de tipos de agar tem sido proposta para
quantificacdo de LAB probioticas especificas e culturas iniciadoras. Alguns destes

meios podem ser vistos na Tabela 4.

Poucos meios sdo realmente seletivos, de forma que uma confirmacéo da

identificacéo dos isolados seja necessaria.

A International Dairy Federation (IDF) (IDF, 1996, 1997 e 2003) sugere um
protocolo padrao de MRS e M17, meios usados para quantificagdo das culturas
iniciadoras L. bulgaricus e S. thermophillus, respectivamente.

A lista de meios usada para quantificacdo das LAB probioticas
(Bifidobacterium e Lactobacillus) é extensa e a selecao freqlentemente reflete a
preferéncia do usuario, de acordo com as facilidades de obtencao, preparacao e
custos. A Tabela 2 apresenta alguns meios de cultura utilizados comercialmente.

Os tempos de incubacao sdao também importantes, pois algumas LAB

crescem mais rapido que outras. Assim, é necessario checar o crescimento por
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dias consecutivos para assegurar que as colénias menores nao foram perdidas.

Na pratica geral para enumerar as bactérias das amostras, uma diluicdo em
série deve ser inicialmente preparada. As diluicdes contendo entre 25 e 250
colénias sao (geralmente) usadas para a contagem. Diversas amostras de cada
diluicdo em série sao preparadas a fim de permitir maior precisdo no calculo dos

componentes da amostra original.

Andlises microbiolégicas de probiéticos em produtos lacteos disponiveis no
mercado demonstram que a identificacdo e a quantificagcdo das espécies nem
sempre correspondem a informacao obtida no produto (HAMILTON-MILLER,
1999).

Segundo Pintado, Guyot e Ampe (2003) e Ercolini (2004), a legal
ramificacdo das patentes e o desejo diario do consumidor por transparéncia na
industria de alimentos valorizam cada vez mais a realizacdo de uma apuragao dos
rétulos dos alimentos para diferenciar as LAB usadas na industria de alimentos e
no mercado. Além disso, os novos métodos elaborados para o monitoramento e
caracterizacdo das culturas laticas mistas (probidticas ou iniciadoras) permitem
compreender e explorar tecnologicamente as interagcbes bacterianas,
aperfeicoando o controle durante a producdo e assegurando a qualidade do
produto final disponivel ao consumidor.

Apesar do grande interesse comercial envolvendo a utilizacdo de culturas
laticas, ndo ha muitas informacdes sobre as interacbes entre as bactérias
probidticas e iniciadoras no leite fermentado. Mais estudos sobre a relagdo entre
esses microrganismos devem ser realizados, devido a sua grande importancia
para a nutricdo e a promocao da saude do consumidor (RAJAGOPAL; SANDINE,
1990; KAILASAPATHY; RYBKA, 1997).

Atualmente, novas estratégias para a deteccao e identificagdo de bactérias
probidticas e iniciadoras foram propostas. Os métodos moleculares sdo os mais
utilizados dentre as técnicas consideradas, pois sao particularmente Uteis para a

diferenciacdo de microrganismos em nivel de espécie e linhagem. Isto é
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importante porque no iogurte e leite fermentado varias linhagens podem estar
presentes, sendo possivel realizar analises bacterianas através de técnicas

biotecnoldgicas no produto final.

As modernas técnicas utilizadas para a rapida deteccdo de lactobacilos,
bifidobactérias e propioniobactérias permitem a quantificacdo e analise da
dindmica de populagbes de uma linhagem individual baseadas em métodos
moleculares, cujos principios e aplicagées incluem: amplificacdo do rRNA 16S,
DNA microarray, sequienciamento de genes especificos (L-lactato desidrogenase —
Idh, recA, proteina heat shock de 60-Kda— hsp60, etc), analise dos resultados de
PCR, RAPD e Real Time PCR por técnicas de fingerprinting, como Eletroforese de
Campo Pulsado (PFE) e Eletroforese em Gel de Gradiente Desnaturante (DGGE).
Esta dltima permite uma analise de amplicons do rDNA 16S, quantitativamente
mais precisa, mais rapida e confiavel do que qualquer outra andlise em nivel de
espécie. A técnica que utiliza PCR em Tempo Real (Real Time), ou Q-PCR,
devera ser a mais utilizada no futuro para deteccao, identificagdo e quantificacéo
de Bifidobacterium. A Tabela 3 lista algumas técnicas moleculares usadas para a

identificagdo de bactérias laticas e probioticas.



Tabela 2. Meios de cultura seletivos usados na deteccao de bactérias acido-laticas.

Bactéria Meio de cultura Colbnia Incubacéao Referéncias
Streptococcus thermophilus ST agar 0,5 mm Aerébbica Dave e Shah (1996)
amarela 37°C, 24h
M17 agar 1,0mm Aerébica Jordano et al., (1992)
amarela, irregular 37°C, 48h
Lactobacillus bulgaricus MRS agar pH5,2 1,0 mm Aerdbica Dave e Shah (1996)
amarela, irregular 37°C, 48h
Lactobacillus acidophilus MRS sorbitol 0,1-0,5mm Anaerdébica Dave e Shah (1996)
amarela, regular, opaca 37°C, 72h
MRS clindamicina 0,1-0,5mm Anaerdébica Lankaphuthra e Shah (1996)
amarela, irregular, opaca 37°C, 72h
Lactobacillus rhamnosus MRS vancomicina 1,0-2,0 mm Anaerébica Tharmaraj e Shah (2003)
amarela, regular, brilhante  37°C, 72h
Bifidobacterium lactis RCPB pH5,0 1,0 mm Anaerébica Moriya et al., (2006)
azul, regular, opaca 37°C, 72h
BL gentamicina 0,1-0,5mm Anaerébica Lim et al., (1995)
amarela, regular, opaca 37°C, 72h

6¢



Tabela 3. Métodos moleculares atualmente utilizados na diferenciacao de bactérias acido-laticas.

Bactéria

Método de deteccéo Origem

Referéncias

Pediococcus sp, Weisella sp.
Leuconostoc sp,Lactobacillus

Lactobacillus bulgaricus

Lactobacillus sp

Lactobacillus acidophilus

Lactobacillus casei

Bifidobacterium sp.
Lactobaciilus sp.

Bifidobacterium sp.
Lactobacillus sp.
Lactobacillus sp.

Bifidobacterium sp.

Bifidobacterium sp.

PCR — Primer grupo-especifico TGl
Estudo da ecologia da microbiota intestinal

PCR — Primer espécie-especifico. Alimentos
Diferenciagao das subspécies de L.bulgaricus

PCR — RAPD r DNA 16S TGl
Diferenciagéo de Lactobacillus intestinal

Multiplex — PCR, Primers espécie-especificos Alimentos
de rDNA 16S, rDNA 23S e regido intergénica TGl
Diferenciacao de Lactobacillus e grupos rela-

cionados — 93,6% de fidelidade

PCR Primer espécie-especifico TGl
Monitoramen-to e diferenciagéo de subespé-
cies de L.casei apos ingestao

PCR — primer espécie-especifico e DGGE TGl
Estudo da microbiota na mucosa intestinal

PCR 16S rDNA. Alimentos
Diferenciagao e rotulagem comercial

PCR- 16S rDNA e regidao espacadora de RFLP  Culturas
Diferenciacao de espécies de Lactobacillus Puras

ERI - PCR — RAPD. Identificagdo de espécies  Culturas
Identificagdo de espécies Puras

Real Time — PCR e FISH. Primers espécies e TGl
Genero-especifico da regiao rDNA 16S

Walter et al., 2001

Torriani; Zapparali; Dellaglio, 1999

Sui; Leighto; Brady, 2002

Kwon et al., 2004

De Champs, 2003

Nielsen et al., 2003

Yeung et al., 2002

Yavuz et al., 2004

Ventura; Meylan; Zink, 2003

Gueimond et al., 2004
Ward; Roy, 2005

TGI: Trato Gastointestinal

0¢
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3. OBJETIVOS

O objetivo geral do presente trabalho foi estudar o efeito da associacéo de

culturas iniciadoras e probioticas em leite fermentado.

O objetivo especifico foi estudar o efeito da inter-relacdo entre as estirpes,
Streptococcus thermophilus TAQO, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
LB340, Lactobacillus acidophilus LAC, Lactobacillus rhamnosus LBA e
Bifidobacterium lactis BL04 sobre o perfil de acidificacao, textura e viabilidade em
leite fermentado.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Procedimento experimental para obtencao do leite fermentado composto

por culturas probiéticas e iniciadoras associadas

4.1.1. Leite

O leite em p6 desnatado Molico (Nestlé, Cagapava, Brasil), reconstituido a
12% de solidos totais, foi homogeneizado com auxilio de agitador magnético e
tratado termicamente a 85°C durante 15 minutos em sistema descontinuo. O leite
tratado foi imediatamente resfriado em banho de gelo até atingir 10°C e, a seguir,
transferido para garrafas de 250 mL previamente autoclavadas (121°C/15min),

sendo imediatamente resfriado em camara fria a 4°C por 24h.

4.1.2. Culturas laticas
As culturas utilizadas para inoculacao direta foram as seguintes:
e TAO040, Streptococcus thermophilus, Danisco, Franca.
e LB340, Lactobacillus bulgaricus, Danisco, Franca.
e LAC4, Lactobacillus acidophilus, Danisco, Franca.
e LBA, Lactobacillus rhamnosus, Danisco, Franca.

e BLO04, Bifidobacterium lactis, Danisco, Estados Unidos.

4.1.3. Preparo do inéculo

As culturas laticas foram pesadas em quantidade suficiente para obtencao
da contagem inicial de 10® log UFC/mL e posteriormente suspensas em
erlenmeyrs com 25 mL de leite padronizado (10% de sdélidos totais), previamente
esterilizado (121°C/15 min).
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As quantidades de culturas laticas utilizadas para a preparacdo dos
in6culos estdo descritas na Tabela 4.

A partir destes in6culos foram preparadas quatro associagdes de culturas
ou co-culturas: (i) CC4.1 - ST (TA040), LB (LB340), LA (LAC4) e BL (BL04); (ii)
CC4.2 - ST (TA040), LB (LB340), LR (LBA) e LA (LAC4); (iii) CC4.3 - ST (TA040),
LB (LB340), BL (BL04) e LR (LBA); e (iv) CC5 - ST (TA040), LB (LB340), BL
(BLO4), LA (LAC4) e LR (LBA). Como controle (CC2) foi utilizado o leite
fermentado inoculado com LB (LB340) e ST (TA040). A tabela 5 apresenta as co-
culturas elaboradas neste estudo e a tabela 6 fornece a quantidade de indculo
adicionada nos respectivos leites.

Tabela 4. Quantidade de cada cultura latica adicionada no leite autoclavado
para a preparacgao do inéculo.

Culturas Quantidade (g) Leite autoclavado (mL)
ST 0.0125 25
LB 0.2000 25
LA 0.1000 25
LR 0.4000 25
BL 0.1250 25

4.1.4. Fermentacao

As garrafas estéreis contendo o leite a 12% pasteurizado foram colocadas
em banho-maria acoplado ao sistema CINAC (Ysebaert, Frépillon, Franca) até a
estabilizacdo da temperatura em 42°C; em seguida foram inoculadas as culturas.
O esquema usado nos ensaios, considerando-se a base lactea (quantidade de
leite) e as culturas (quantidade de in6culo), pode ser visto na Tabela 6. Ap6s a
inoculagéo, o leite adicionado com a cultura latica foi homogeneizado e a cinética
de acidificagdo prosseguiu pelo Sistema CINAC. Quando o leite atingiu valor de
pH 4,5 (pH final), a fermentacdo foi interrompida. As garrafas com os leites
fermentados foram transferidas para a camara de fluxo laminar, na qual se
realizou a quebra do coagulo, movimentando-se manualmente o produto com

agitador de aco inox por aproximadamente 1 minuto.
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Acondicionamento e armazenamento

Os leites fermentados homogeneizados foram envasados manualmente em
potes plasticos de 50mL e imediatamente resfriados em banho de gelo;
posteriormente, os potes foram armazenados a 4°C em camara fria durante 21
dias. Os produtos foram submetidos as analises fisico-quimicas e as bactérias
iniciadoras e probibticas foram enumeradas seletivamente, 24 horas apds a
fermentacado e aos 7°, 14° e 21° dias de armazenamento a 4°C.

Tabela 5. Co-culturas usadas na preparacao dos leites fermentados.

Culturas e Siglas Controle Co-culturas
CC2 CC4.1 CC4.2 CC4.3 CC5
S. thermophilus (ST) + + + + +
L. bulgaricus (LB) + + + + +
L. acidophilus (LA) + + +
L. rhamnosus (LR) + + +
B. lactis (BL) + + +

Co-culturas: CC2 (S. thermophilus + L. bulgaricus); CC4.1 (S. thermophilus + L. bulgaricus +
L. acidophilus+ B. lactis); CC3.2 (S. thermophilus + L. bulgaricus + L. acidophilus + L. rhamnosus),
CC3.3 (S. thermophilus + L. bulgaricus + L. rhamnosus + B. lactis ) e CC5 (S. thermophilus +
L. bulgaricus + L. acidophilus + B. lactis + L. rhamnosus).

4.2. Determinacao dos parametros cinéticos

A modelagem da atividade acidificante de misturas de culturas laticas foi
realizada através do Sistema Cinetique d* Acidification. Isto é, mediante um método
automatico para a quantificacdo da atividade bacteriana com base em medidas de
valores de pH (SPINNLER; CORRIEU, 1989). A partir dos dados obtidos, foram
calculadas as velocidades maximas de acidificacao (dpH/dt), expressas em
miliunidades de pH/min (Vmax). No periodo final de incubacao foram avaliados os

seguintes parametros cinéticos:

tumax: tempo registrado na velocidade maxima de acidificacao (min)
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pHvmax: PH registrado na velociade maxima de acidificagao
toHs,0: tempo registrado no pH 5,0 (min)

toHa,5 - tempo de fermentagdo ou tempo registrado no pH 4,5 (min)

Tabela 6. Esquema experimental utilizado para a fermentacdo dos leites
compostos por culturas associadas.

Cédigo Culturas Que_lnt,idade total Quantidade de Quanf[id,ade de leite
do inéculo (mL) leite (mL) com in6culos (mL)
CC4.1 ST LB LABL 4 246 250
CC4.2 STLBLALR 8 242 250
CC4.3 STLBLRBL 8 242 250
CC5 ST LB LALRBL 9 241 250

Inéculos: 1mL das culturas ST, LB, LA e BL e 5mL de LR foram inoculados no leite autoclavado
segundo as combinagdes descritas acima.

4.3. Analises fisico-quimicas
4.3.1. Proteina, solidos totais e gordura

As porcentagens de proteina, sélidos totais e gordura dos produtos
foram obtidas através de medicdes efetuadas em aparelho digital Ekomilk, EON
Trading & Bulteh 2000, Stara Zagora, Bulgaria. As analises foram realizadas em
duplicata a partir de DO (apds a inoculagéo) e durante o periodo de estocagem.

4.3.2. Lactose

Os teores de lactose dos produtos foram determinados pelo método de
titulacao, utilizando-se solucéao de Fehling (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985). As
analises foram realizadas em duplicata, iniciando em DO e prosseguindo durante o

periodo de armazenamento.
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4.3.3. Valor de pH

As medicbes dos valores de pH foram realizadas em potencidémetro digital
Quimis, Diadema, Sao Paulo, nos 1°, 7°, 14° e 21° dias de armazenamento dos

leites fermentados. As analises foram realizadas em quadruplicata.

4.3.4. Acidez total titulavel

Para determinacdo do teor de acidez total titulavel foi utilizado o método
descrito por Instituto Adolfo Lutz (1985). Os resultados foram expressos em graus
Dornic. As analises de acidez foram efetuadas em quadruplicata a partir de DO
(antes da fermentacéo) e durante toda a estocagem do produto fermentado.

4.4. Enumeracao seletiva

A analise microbioldgica iniciou-se antes da fermentacao (D0) e prosseguiu
durante toda a estocagem. A diluicdo das amostras foi efetuada a partir de 9mL de
agua peptonada, no qual foi suspenso 1 mL de cada amostra (0,1% p/v) e
homogeneizado durante dois minutos. A suspensao homogeneizada foi submetida
a diluicbes seriadas, utilizando-se o mesmo diluente. As diluicbes apropriadas

foram inoculadas nos meios seletivos em duplicata.

S. thermophilus e L. bulgaricus foram enumerados em M17 agar e MRS pH
5,4, respectivamente, apds incubacao aerdbica a 37°C durante 48 horas. Os
probidticos L. acidophilus, B. lactis e L. rhamnosus foram enumerados nos meios
seletivos MRS clindamicina, RCA dicloxacilina e MRS vancomicina apos
incubacgéo a 37°C durante 72 horas em jarra de anaerobiose. Os meios M17 agar
e MRS pH 5,4 foram preparados de acordo com a metodologia descrita por
Jordano et al. (1992) e Dave; Shah (1996); ja os meios MRS clindamicina e MRS
vancomicina foram preparados segundo os métodos descritos por Lankaphuthra;
Shah (1996) e Tharmaraj; Shah (2003), respectivamente. A Tabela 7 ilustra a

quantidade de antibi6ticos adicionada nos respectivos meios de cultura.

As condigdes de anaerobiose foram criadas usando-se AnaeroGen (Oxoid,
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Basingstoke). Placas contendo de 30 a 300 colénias foram enumeradas e as
unidades formadoras de colénias por grama de produto (UFC/g) foram calculadas.
A seletividade dos meios de cultura foi confirmada através de observacao

microscopica da aparéncia das células nas colbnias.

4.5. Determinacao da textura

A andlise do perfil de textura dos leites fermentados foi realizada em
amostras mantidas sob temperatura de refrigeracao (entre 4 e 6°C), através de
teste de simples compressdao com cilindro acrilico de 2,5 cm de didmetro, em
analisador de textura TA-XT2 (Stable Micro Systems, Godalming, Inglaterra)
controlado por microcomputador. A distancia percorrida pelo cilindro na amostra
foi de 10 mm numa velocidade de 10 mm/s. O atributo firmeza em Newtons (N) foi
determinado segundo as recomendacgdes de Damin et al. (2008), que corresponde
a altura do primeiro pico da curva de simples compressao (Figura 1). Todas as
analises foram realizadas em quadruplicata, apdés um dia (D1) de armazenamento
dos produtos a 4°C. Além da firmeza, os atributos considerados nesta analise
foram a consisténcia (N.seg), a coesividade (N) e o Breaking Point (N) dos

produtos.

4.6 Analise estatistica

A partir dos resultados obtidos foi realizada a Analise de Variancia (ANOVA)
e o teste de Tukey para comparagcdo de médias mediante ao programa Statistica

versao 6.0. Em todas as analises foi considerado nivel de significancia P <0,05.
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Tabela 7. Quantidade de antibiéticos empregada nos meios de cultura.

Quantidade de  Quantidade

Cultura Meio base Antibiotico
antibiotico de meio
BL RCA pH 7,1 dicloxacilina 250ul 250mL
LR MRS pH 6,2 vancomicina 125ul 250mL
LA MRS pH 6,2 clindamicina 2.500ul 250mL

Cultura Mae (solugéo estoque): dicloxacilina 100 mg/ 50 mL, vancomicina 1000 mg/ 50 mL e

clindamicina 2,5 mg/50 mL

Forga (M)
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Figura 1. Perfil de textura de quatro amostras de leite fermentado registrado pelo
aparelho TA-XT2. (F: altura obtida apdés a compressdao das amostras, valor

utilizado para a medicao dos atributos).
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5 RESULTADOS

5.1. Caracterizacao do leite fermentado durante a estocagem

5.1.1 Acidificacao e caracteristicas do leite fermentado composto pela associacéao
das culturas S. thermophilus e L. bulgaricus durante o armazenamento — CC2

Cinética de acidificagdo

A avaliacdo dos dados cinéticos fornecidos pelo sistema CINAC, apoés o
monitoramento do ensaio controle composto pelas bactérias iniciadoras
S.thermophilus (ST) e L. bulgaricus (LB), forneceu como resultado mais relevante
o tempo médio total de 321,50 min (5,36h) obtido com a finalizacdo da
fermentacédo no pH final 4,5. A velocidade maxima média de acidificagao de
16,97.10°upH.min" foi atingida apds 209,10 min de fermentacdo em pH 5,45. A
Tabela 8 apresenta os resultados dos dados cinéticos neste ensaio.

Tabela 8. Descritores cinéticos de acidificacdo do leite a 42°C até pH 4,5
composto pela associacao das culturas S. thermophillus e L. bulgaricus.

Co-cultura  Amostras ty,ax Vmax pHvmax  tpHs,0 toHas PH final
(min) (.10'3 upH.min'1) (min) (min)

STLB STLB 1 214,20 16,51 5,38 240,00 320,00 4,51
STLB STLB2 210,00 16,71 5,44 240,00 322,00 4,51
STLB STLB3 208,20 16,81 5,43 240,00 322,00 4,50
STLB STLB 4 204,00 17,84 5,54 242,00 322,00 4,51
Media 209,10 16,97 5,45 240,50 321,50 4,51

d.p 4,23 0,60 0,07 1,00 1,00 0,00

C.V.(%) 2,02 3,51 1,23 0,42 0,31 0,05

tvmax: tempo registrado na velocidade maxima; Vna: velocidade maxima de acidificacdo; pHvmax: pH
registrado na velocidade maxima,; tyus 0: tempo registrado no pH 5,0; tons 50 tempo registrado no pH
4.5; pH final: pH registrado no final da fermentagéo.
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Pds-acidificacdo, acidez e textura do leite fermentado durante o

armazenamento

A medigéo do pH do leite fermentado em D1 forneceu o valor de 4,58. Nos
dias posteriores da estocagem os valores obtidos a partir desta andlise
continuaram a apresentar diminui¢cdo, apontando declinio mais sutil e gradual. Os
valores 4,20, 4,16 e 4,15 correspondem ao pH registrado respectivamente nos 7°,
14°e 21°dias de andlise do leite fermentado no ensaio controle (Tabela 9).

Os dados obtidos pela titulacdo do leite fermentado com solugao Dornic
(NAOH 0,1N) demonstraram aumento acentuado da acidez durante o periodo de
estocagem. Os valores em D1 e D21 foram, respectivamente, 113,26°D e
140,51°D (Tabela 9).

A anadlise da textura no ensaio CC2 demonstrou elevacado continua da
firmeza e da consisténcia do leite fermentado entre D1 e D14, apresentando os
valores 0,80 N e 1,24 N, e 9,13 Ns e 13,49 Ns, respectivamente. Ligeira
diminuicdo destes atributos ocorreu em D21, segundo os dados 1,11N e 10,85 Ns,
respectivamente. A coesividade do leite fermentado entre o 1°. e o 14°. dias de
analise do ensaio CC2 diminuiu de -1,05 para -1,53N, seguida por ligeira elevacao
para -1,02N no D21. O Breaking Point da composi¢ao controle aumentou de 0,56N
para 0,98N, em D1 e D14, respectivamente, mas pequena diminui¢cao para 0,70N
foi observada no D21 (Tabela 9).
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Tabela 9. Pés-acidificacdo, acidez e textura do leite fermentado composto pela
associacdao das culturas S. thermophillus e L. bulgaricus durante o periodo de

estocagem
Dias pH Acidez (D) Firmeza (N) Consisténcia (N.s) Coesividade (N) B.P. (N)
1 438%0,01 113,26x0,96 0,80 %0,00 9,13+1,07 -1,056 +0,15 0,56 £ 0,19
7 420+0,01 128,76+0,50 0,96 +0,09 10,21 £ 0,83 -1,19+£0,15 0,66 * 0,06
14 4,16+0,01 13526+2,99 1,24 +0,10 13,49 £ 0,91 -1,53+£0,14 0,98 £ 0,04
21 4,15+0,00 140,51 545 1,11 0,21 10,85+ 0,82 -1,02 +0,15 0,70 £0,10

(N=4); B.P.: Breaking Point

Contagem de bactérias iniciadoras e probidticas

A diminuigdo no crescimento de LB foi observada durante o

armazenamento refrigerado, sendo esta a estirpe mais inibida nesta composicéo.

A cultura com o melhor desempenho no ensaio controle foi o ST,
fornecendo mais de 10°® log UFC/mL células viaveis durante todo o periodo de
analise. O D1 foi destacado como o periodo em que a contagem de ST esteve
mais elevada, com valores acima de 10° log UFC/mL. Entre os 7°, 14° e 21° dias

de andlise, a contagem do ST permaneceu em torno de 10° log UFC/mL.

O numero de células viaveis de LB manteve-se acima de 10’ /og UFC/mL
entre D1 e D7, mas a reducdo de um ciclo logaritmico no crescimento desta
estirpe ocorreu entre o 7°. e o 14°. dias de andlise no ensaio controle. Uma

contagem em torno de 10°log UFC/mL células viaveis de LB foi obtida em D14 e
D21.

A Figura 2 descreve os valores das contagens das estirpes ST e LB no
ensaio controle.
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Figura 2. Viabilidade de S. thermophillus (ST) e L. bulgaricus (LB) no leite ap6s a

inoculagao (DO0) e no leite fermentado durante o armazenamento a 4°C.

Composigcao quimica do leite e do leite fermentado

A composicao quimica do ensaio controle é apresentada na Tabela 10 e os
valores médios desta analise durante a estocagem estédo indicados na Tabela XII

(no anexo).

O teor de lactose do leite no ensaio controle foi de 4,10% * 0,07. A
porcentagem de proteinas e de sélidos totais neste ensaio foram,
respectivamente, 4,15% = 0,06 e 11,45% + 0,21.

No decorrer dos 21 dias de armazenamento refrigerado, os teores de
lactose, proteina e sélidos totais do leite fermentado foram, em média, 4,02%,
4,39% e 12,52%, respectivamente.



Tabela 10. Composicao quimica do leite apds a inoculacédo (D0) e do leite
fermentado durante o armazenamento refrigerado preparados com culturas

associadas de S. thermophillus e L. bulgaricus.

Dias Lactose (%) Proteina (%) Solidos Totais (%)
0 4,10 £ 0,07 3,15+ 0,06 11.45 £ 0,21
1 4,07 + 0,09 4,35 + 0,01 12,42 +0,06
7 3,97 £ 0,01 4,44 + 0,20 12,67 £ 0,55
14 3,97 £0,16 4,38 + 0,25 12,49 + 0,69
21 4,09 + 0,06 4,37 +0,18 12,48 + 0,54
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5.1.2. Acidificagcao e caracteristicas do leite fermentado composto pela associacéao
das culturas S. thermophilus, L. bulgaricus, L. acidophilus e B. lactis durante o
armazenamento — CC4.1

Cinética de acidificagdo

A andlise dos dados cinéticos fornecidos pelo sistema CINAC, apds o
monitoramento do ensaio CC4.1, composto pela associagdo de quatro culturas,
duas iniciadoras (ST e LB) e duas probiéticas (LA e BL), forneceu como resultado
mais relevante o término da fermentacdo no tempo meédio de 285 min (4,75h). A
velocidade méaxima de acidificacdo foi de 16,18.10° upH.min10™", valor atingido

apés 189 min do inicio da fermentagao em pH 5,37.

Os resultados dos dados cinéticos do ensaio em cultura mista CC4.1 estao
apresentados na Tabela 11.

A associacao dos probio6ticos LA e BL provocou o aumento da atividade
proteolitica durante a fermentacéo do leite no ensaio CC4.1, efeito potencializado
pela acao metabdlica do ST e LB. Como resultado foi observada reducao de 36
min no tempo médio total de fermentacdo em relacdo ao ensaio controle (Tabela
9), assim como a utilizagdo de 30 min a menos para atingir a velocidade maxima

média de acidificacao.
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Tabela 11. Descritores cinéticos de acidificacao do leite a 42°C até pH 4,5 composto
pela associacdo das culturas S. thermophillus, L. bulgaricus,L. acidophilus e B.

lactis.
Co-cultura Amostras Typax Vmax pPHvmax  tpHs,0 toH4,5 pH final
(min)  (.-10° upH.min™) (min) (min)

STLBLABL LA 1 168,00 12,29 566 212,00 282,00 4,51

STLBLABL LA2 202,20 16,83 524 218,00 284,00 4,51

STLBLABL LA 3 193,80 17,46 530 214,00 286,00 4,46

STLBLABL LA 4 193,80 18,14 528 212,00 288,00 4,47

Média 189,45 16,18 537 214,00 285,00 4,49

d.p 14,84 2,65 0,19 2,83 2,58 0,02

C.V.(%) 7,83 16,37 3,63 1,32 0,91 0,53

tvmax: tempo registrado na velocidade maxima; Vs velocidade maxima de acidificagcao; pHymax: pH
registrado na velocidade maxima; tyuso: tempo registrado no pH 5,0; tonss: tempo registrado no pH
4,5; pH final: pH registrado no final da fermentagéo.

Pds-acidificacdo, acidez e firmeza do leite fermentado durante o

armazenamento

No primeiro dia da estocagem o pH foi de 4,31, esse valor comprova o
efeito da acidificagdo durante o processo de fermentacao, através da atividade
proteolitica das culturas ST, LB, LA e BL associadas no leite fermentado. Ligeira
queda no pH ocorreu entre o 7°. e o 14°. dias de analise, 4,31 e 4,24,
respectivamente. O pH do leite fermentado em cultura mista permaneceu em 4,24
no D21 (Tabela 12).

O valor da acidez do leite fermentado no ensaio CC4.1 foi de 128°D no
primeiro dia de analise. Nos demais dias de armazenamento a acidez elevou-se
gradualmente, chegando a 145°D no periodo final de estocagem refrigerada
(Tabela 12).
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Em relacdo a textura do leite fermentado composto pelos probiéticos LA e
BL associados as bactérias iniciadoras do iogurte, os valores da firmeza elevaram-
se ligeiramente, de 0,97 N para 1,94 N, durante o 1°. e o 21° dias de
armazenamento. A analise da consisténcia também apresentou elevacao dos

valores, com aumento de 11,16 Ns para 18,69 Ns neste mesmo periodo.

A reducgéo da coesividade de -1,26 N para -2,16 N foi obtida durante a
andlise da estocagem do leite fermentado no ensaio CC4.1. No mesmo periodo foi
observado aumento de 0,66N para 1,21 N no Breaking Point deste produto
(Tabela 12).

Tabela 12. Pés-acidificacdo, acidez e textura do leite fermentado composto pela
associagao das culturas S. thermophillus, L. bulgaricus, L. acidophilus e B. lactis

durante o periodo de estocagem.

Dias pH Acidez (D) Firmeza (N) Consisténcia (N.s) Coesividade (N) B.P. (N)
1 4,31£0,00 128,01x4,41 0,97 £0,05 11,16 £ 0,52 -1,26 £ 0,10 0,66 + 0,24
7 431+0,01 131,083%£557 1,40+0,26 14,19 £ 0,21 -1,67 £0,15 0,96 + 0,13
14 424 +0,01 13571+1,34 1,41+0,22 15,28 + 1,03 -1,69 £ 0,20 0,93 +0,12
21 4,24+0,02 145,070,557 1,94+0,57 18,69 + 2,80 -2,16 £ 0,46 1,21 £0,25

(N=4); B.P.: Breaking Point

Contagem de bactérias iniciadoras e probicticas

A contagem das bactérias probidticas LA e BL e iniciadoras ST e LB
associadas em cultura mista no leite apresentava-se praticamente acima de 10°
log UFC/mLapds a inoculagao; porém, durante a estocagem foi observada inibicao
na viabilidade das culturas LA e LB e a manutencédo da contagem de ST e BL
(Figura 3), sendo que o ST foi a cultura que apresentou a contagem mais elevada
neste ensaio, fornecendo com valores acima de 10° log UFC/mL células viaveis

durante todo o periodo de analise.

Em relacdo a BL, apesar desta estirpe demonstrar certa inibicado em D1, a
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elevacédo de um ciclo logaritmico nos valores da sua contagem ocorreu entre o 1°.
e o0 7°. dias de andlise. O nimero de células vidaveis de BL permaneceu
ligeiramente constante até o D21, fornecendo valores acima de 10’ log UFC/mL.

Apesar da diminui¢cdo de um ciclo logaritmico na contagem de LB entre D1
e D7, esta cultura apresentou grande estabilidade durante o periodo seguinte de
estocagem, mantendo-se em torno de 10° log UFC/mL.

A cultura considerada menos viavel no ensaio composto pelos probioéticos
LA e BL associados foi o LA, pois esta estirpe apresentou baixa contagem e nao
resistiu até o D14. Apesar deste probidtico apresentar contagem acima de 10 log
UFC/mL em D1, a inibicdo de um ciclo logaritmico ocorreu entre D1 e D7 e, em
seguida, entre D7 e D14, fornecendo os valores em torno de 10° log UFC/mL ao

final dos 14 dias de armazenamento refrigerado.
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Figura 3. Viabilidade de S. thermophillus (ST), L. bulgaricus (LB), L. acidophilus
(LA) e B. lactis (BL) no leite apés a inoculagéo (D0) e no leite fermentado durante
0 armazenamento a 4°C.
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Composigcao quimica do leite e do leite fermentado

A composigdo quimica do leite fermentado no ensaio CC4.1 esta
apresentada na Tabela 13. Os valores médios durante a estocagem podem ser
analisados na Tabela XII (no anexo).

O teor de lactose do leite no ensaio controle foi de 4,10% + 0,07. A
porcentagem de proteinas e de sélidos totais neste ensaio foi, respectivamente,
4,13% £ 0,06 e 11,45% £ 0,21.

Ja no leite fermentado, durante o periodo de estocagem, os teores de
lactose, proteina e solidos totais do leite foram, respectivamente, 4,04%, 4,47% e
12,75%.

Tabela 13. Composicao quimica do leite apdés a inoculagdo (DO) e do leite
fermentado preparado com culturas associadas de S. thermophillus, L. bulgaricus,
L. acidophilus e B. lactis durante o armazenamento.

Dias Lactose (%) Proteina (%) Solidos Totais (%)
0 4,10 £ 0,07 3,15+ 0,06 11,45+ 0,21
1 3,99 £ 0,02 429 +0,16 12,25 0,44
7 4,14 £ 0,03 4,42 + 0,28 12,64 £ 0,79
14 3,95 + 0,04 4,52 + 0,11 12,91 £ 0,33
21 4,07 £ 0,11 4,63 £ 0,04 13,21 £0,10
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5.1.3. Acidificacao e caracteristicas do leite fermentado composto pela associacéao
das culturas S. thermophillus, L. bulgaricus, L. acidophilus e L. rhamnosus durante
o0 armazenamento - CC4.2

Cinética de acidificagdo

A fermentacdo do leite composto pelas culturas iniciadoras, ST e LB, e
probidticas, LA e LR, no ensaio CC4.2 foi realizada em 271 min (4,51h).

A fermentacgao do leite na composicéo controle, segundo a Tabela 8, durou
50 min a mais do que a fermentacdo em cultura mista com LA e LR associados,
demonstrando que a adicdo destes probidticos contribuiu para a diminuicdo do
tempo da fermentacao (Tabela 14).

A velocidade maxima média de acidificacdo do leite fermentado composto
por LA e LR associados foi de 15,59.10upH.min™" atingida em pH 5,42, apds
aproximadamente 178 min do inicio da fermentacdo e 30 min antes da

composicao controle.

Tabela 14. Descritores cinéticos de acidificacao do leite a 42°C até pH 4,5 composto pela
associagao das culturas S. thermophillus, L. bulgaricus, L. acidophilus e L. rhamnosus.

Co-cultura Amostras tmax Vmax PHVmax toH5,0 toH4,5 pH final
(min) (-1 0° upH.min'1) (min) (min)
STLBLALR SBL 1 168,00 12,29 5,66 212,00 272,00 4,50
STLBLALR SBL 2 186,00 16,26 5,35 208,00 272,00 4,51
STLBLALR SBL 3 180,00 17,59 5,37 204,00 274,00 4,51
STLBLALR SBL 4 181,80 16,20 5,29 200,00 266,00 4,51
Média 178,80 15,59 5,42 206,00 271,00 4,51
d.p 7,72 2,29 0,17 5,16 3,46 0,01
C.V.(%) 4,2 141 3,1 2,6 1,3 0,1

timax: tempo registrado na velocidade méaxima; Vs velocidade maxima de acidificacdo; pHymax: pH
registrado na velocidade maxima; tyus0: tempo registrado no pH 5,0; tons 5: tempo registrado no pH 4,5; pH
final: pH registrado no final da fermentagéo.
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Pds-acidificacdo, acidez e firmeza do leite fermentado durante o

armazenamento

No ensaio CC4.2 o valor do pH no 1°dia de analise foi de 4,42. Entre D7 e
D14 o pH apresentou uma queda, estabilizando-se no 21° dia de armazenamento
refrigerado com o valor 4,20 (Tabela 15).

A acidez do leite fermentado em D1 foi de 112,31°D. No decorrer do
periodo de armazenamento ocorreu uma elevacdo gradual, com os valores
122,19°D, 125,01°D e 136,68°D, respectivamente, em relagdo aos 7°, 14° e 21°
dias de analise.

Algumas variacbes na firmeza ocorreram durante o periodo de
armazenamento refrigerado do leite fermentado. Inicialmente, foi registrada ligeira
diminuicdo da firmeza entre D1 e D7, segundo os valores 0,92 N e 0,80 N,
respectivamente. Em D14 e D21 ocorreu elevacdo dos dados dessa anélise, na
qual, o valor de 1,24 N foi obtido ao final do armazenamento (Tabela 15).

Assim como na analise da firmeza, a consisténcia do leite fermentado no
ensaio CC4.2 também apresentou variacbes no decorrer da estocagem
refrigerada, iniciando com o valor de 10,33 Ns no 1° dia de avaliagéao,
apresentando posterior reducéo para 9,13 Ns em D7 e finalizando com elevacao
para 12,38 Ns em D21.

Ligeiro aumento na coesividade foi observado entre D1, D7 e D14, com os
valores -1,26 N, -1,05 N e -1,00 N, respectivamente, seguido por reducao para o
valor de -1,48 N no 21° dia de analise. O Breaking Point do leite fermentado em
cultura mista apresentou variacées durante todo o periodo de armazenamento.
Em D1 e D7 ocorreu diminuicdo de 0,80 N para 0,56 N nos valores deste atributo;
posterior aumento de 0,67 N para 1,07 N, respectivamente, ocorreu em D14 e D21
(Tabela 15).
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Tabela 15. Poés-acidificacdo, acidez e textura do leite fermentado preparado com
culturas associadas de S. thermophillus, L. bulgaricus, L. acidophilus e L. rhamnosus
durante o periodo de estocagem.

Dias pH Acidez(°D) Firmeza(N) Consisténcia(N.s) Coesividade (N) B.P.(N)
1 4,42+0,01 112,31 £4,07 0,92+0,11 10,33 + 1,67 -1,26 £ 0,20 0,80 + 0,08
7  4,32+0,00 122,19+0,60 0,800,111 9,13+1,07 -1,05 £ 0,08 0,56 £ 0,19
14 4,20+0,01 125,01+3,74 0,88+0,12 9,62 + 1,06 -1,00 £0,13 0,67 £ 0,06
21 420+0,02 136,68+0,58 1,24+0,17 12,38 + 1,05 -1,48 £ 0,15 1,07 £ 0,29

(N=4); B.P.: Breaking Point

Contagem de bactérias iniciadoras e probicticas

A interacdo entre as bactérias acido-laticas ST, LB, LA e LR no leite
fermentado sob refrigeracao favoreceu o desenvolvimento do ST no ensaio CC4.2
(>10® Log UFC/mL) durante toda a estocagem refrigerada.

O desenvolvimento das culturas LA e LB diminuiu cerca de dois ciclos
logaritmicos entre D1 e D7. Os valores obtidos pela contagem de células viaveis
de LA e LB encontravam-se em torno de 10’ Log UFC/mL em D1 e 10° Log
UFC/mL em D7. O crescimento do LB manteve-se em torno de 10° log UFC/mL
em D14, mas foi inibido em um ciclo logaritmico no periodo seguinte, fornecendo a
contagem de 10* Log UFC/mL no Ultimo dia de estocagem refrigerada. O LA foi
considerada a estirpe menos viavel do ensaio CC4.2, pois sobreviveu apenas até
o 7°dia da estocagem, ao contrario do LB, que manteve-se até o D21, apesar da
baixa contagem.

O LR apresentou pouco crescimento em relacao as demais estirpes (em DO
e D1) em torno de 10° log UFC/mL células viaveis, respectivamente. Mas, ao
contrario das culturas LB e LA, o LR sobreviveu até o D21 e com uma contagem
mais elevada. A Figura 4 apresenta a contagem microbiolégica do ensaio CC4.2.
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Figura 4. Viabilidade de S. thermophillus (ST), L. bulgaricus (LB), L. acidophilus
(LA) e L. rhamnosus (LR) no leite ap6s a inoculagéao (D0) e no leite fermentado

durante o armazenamento a 4°C.

Composigcao quimica do leite e do leite fermentado

A Tabela 16 apresenta a composicao quimica do leite fermentado no ensaio
CC4.2 e a Tabela XIlI, no anexo, fornece os valores médios desta analise durante
a estocagem.

O teor de lactose do leite no ensaio controle foi de 4,10% + 0,07. A
porcentagem de proteinas e de sélidos totais neste ensaio foram,
respectivamente, 4,13% + 0,06 e 11,45% = 0,21.

O teor de lactose, proteina e sélidos totais do leite fermentado composto
pelos probiéticos LR e LA associados apresentou ligeira variacao, sendo,
respectivamente, 3,88%, 4,16% e 11,92%.
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Tabela 16. Composicao quimica do leite apdés a inoculagdo (DO) e do leite
fermentado preparado com culturas associadas de S. thermophillus, L. bulgaricus,

L. acidophilus e L. rhamnosus durante o armazenamento.

Dias Lactose (%) Proteina (%) Sélidos Totais (%)
0 4,10 £ 0,07 3,15+ 0,06 11,45 £ 0,21
1 3,77 £ 0,01 3,99 + 0,21 11,45 + 0,58
7 3,78 £ 0,01 4,14 + 0,25 11,86 £ 0,68
14 3,92 +0,10 4,35 + 0,07 12,43 + 0,21
21 4,06 + 0,04 4,17 £0,27 11,93 £ 0,75
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5.1.4. Acidificacao e caracteristicas do leite fermentado composto pela associacéao
das culturas S. thermophillus, L. bulgaricus, L. rhamnosus e B. lactis durante o

armazenamento — CC4.3

Cinética de acidificacdo

A Tabela 17 apresenta os dados cinéticos monitorados no sistema CINAC
durante a fermentagéo do ensaio CC4.3.

A analise dos dados cinéticos no ensaio CC4.3, composto pelas culturas
probidticas LR e BL associadas, forneceu como principal resultado o tempo médio
total de fermentacdo de 275 min (4,59h), com reducdo de 46,5 min no tempo de
fermentacdo em relacdo ao controle. A reducdo do tempo de fermentacao foi
efetuada devido a adicdo dos probidticas LR e BL, que contribuiram para a
aceleracao da acidificagao do leite através da hidrélise da lactose em metabdlitos
secundarios.

A velocidade maxima média de acidificagdo da cultura mista neste ensaio
foi de 17,68.10° upH.min", atingida em pH 5,48 apdés 184 min de fermentacdo. A
partir desse resultado foi possivel notar diminuicdo de 41 min em relagdo ao
tempo necesséario para o controle atingir a velocidade maxima de acidificagcao
(Tabela 17).
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Tabela 17. Descritores cinéticos de acidificagdo do leite a 42°C até pH 4,5
composto pela associacdo das culturas S. thermophillus, L. bulgaricus, L.

rhamnosus e B. lactis.

Co-cultura Amostras 4, Vmax PHvmax  tpHs,0 tpHas  PH final
(min)  (.-10°upH.min™) (min) (min)

STLBLRBL LR 1 186,00 17,10 6,05 202,00 272,00 4,51
STLBLRBL LR 2 184,20 17,29 5,25 200,00 272,00 4,51
STLBLRBL LR 3 181,80 18,07 5,33 204,00 278,00 4,50
STLBLRBL LR 4 184,20 18,26 5,27 204,00 278,00 4,50
Média 184,05 17,68 5,48 202,50 275,00 4,50
d.p 2,11 0,51 0,44 2,00 0,06 0,01
C.V(%) 1,14 2,81 8,36 0,98 1,25 0,12

tmax: tempo registrado na velocidade maxima; Vna: velocidade maxima de acidificacao;
PHvmax: PH registrado na velocidade maxima; tyuso: tempo registrado no pH 5,0; touas: tempo
registrado no pH 4,5; pH final: pH registrado no final da fermentacao.

Pds-acidificacdo, acidez e textura do leite fermentado durante o

armazenamento

No periodo de estocagem ocorreu diminuicdo sutil e gradual do pH,
apresentando os valores 4,33 e 4,23 em D1 e D21, respectivamente .

Algumas variagbes na acidez do leite fermentado em cultura mista
ocorreram durante o periodo de armazenamento refrigerado, com leve declinio de
121°D para 118°D, respectivamente, entre D1 e D7, seguido por ligeiro aumento
de 119°D para 124 °D, respectivamente, no 14° e 21°. dias de andlise.

A avaliacao da textura do leite fermentado composto pelos probioticos LR e
BL associados apresentou elevacéo da firmeza entre 0 1°e 0 14°dias de analise,
segundo os valores 0,99 N e 1,37 N, respectivamente. No D21, a firmeza do leite

fermentado permaneceu no valor de 1,37 N. Gradual elevacao da consisténcia foi
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observada nesta composicéo, cujos valores correspondentes ao D1 e D21 foram
de 11,33Ns e 15,49Ns, respectivamente.

A coesividade do leite fermentado em cultura mista diminuiu gradativamente
no decorrer da estocagem, de acordo com os seguintes valores: -1,28N, -1,44 N, -
1,67 N e -1,75 N, relacionados, respectivamente, a D1, D7, D14 e D21. A analise
do Breaking Point indicou algumas variacées nos dados durante a estocagem.
Entre DO e D7 foi registrada uma sutil elevacdo deste atributo de 0,80N para
1,10N, seguida por posterior diminuicdo para 0,92 N no 21°. dia de andlise.

A Tabela 18 fornece os valores da pés-acidificacao, acidez e textura do leite

fermentado no ensaio CC4.1 durante o armazenamento refrigerado.

Tabela 18. Pés-acidificagéo, acidez e textura do leite fermentado composto pela
associacdo das culturas S. thermophillus, L. bulgaricus, L. rhamnosus e B. lactis
durante o periodo de estocagem.

Dias pH Acidez (°D) Firmeza (N) Consisténcia (N.s) Coesividade (N) B.P.(N)
1 433+0,03 121,59+557 0,99+0,08 11,33 £ 0,57 -1,28 £ 0,14 0,80 £ 0,27
7 428+0,01 11855+1,70 1,13+0,16 12,37 £ 1,85 -1,44 + 0,21 0,93 £ 0,08
14 425%+0,00 119,26 +2,75 1,37%+0,15 14,44 £ 1,02 -1,67 £ 0,19 1,10 £ 0,20
21 423+0,02 124,51 +£4,20 1,37+0,20 15,49 £ 2,45 -1,75+0,26 0,92 + 0,46

(N=4); B.P.: Breaking Point
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Contagem de bactérias iniciadoras e probicticas

Os resultados da analise microbiolégica do leite fermentado composto pela
associagcao dos probidticos LR e BL e bactérias iniciadoras ST e LB podem ser
observados na Figura 5.

O ST foi considerada a stirpe de maior viabilidade do ensaio CC4.3, pois
apresentou as contagens mais elevadas (10°log UFC/mL) durante todo o periodo
de estocagem. Ja a BL nao forneceu contagens tédo elevadas como o ST, mas
apresentou crescimento satisfatério, mantendo-se em torno de 10° log UFC/mL
durante todo o periodo de analise.

Neste ensaio o crescimento do LR n&o apresentou variagdes significativas
durante a estocagem, permanecendo com valores em torno de 10° log UFC/mL.

A analise microbiol6gica do LB indicou algumas variagdes: contagens acima
de 107 log UFC/mL foram obtidas no 1°. dia de andlise, mas posterior diminuicio
de um ciclo logaritmico ocorreu entre D1 e D7. Essa inibicao foi superada no
periodo final de armazenamento, com contagens acima de 10°log UFC/mL.
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Figura 5. Viabilidade de S. thermophillus (ST), L. bulgaricus (LB), L. rhamnosus
(LR) e B. lactis (BL) no leite ap6s a inoculagédo (D0) e no leite fermentado durante

0 armazenamento a 4°C.
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Composigcao quimica do leite e do leite fermentado

A Tabela 19 fornece os valores de proteinas, solidos totais e lactose do leite
fermentado durante o armazenamento refrigerado e a Tabela Xll, no anexo,

apresenta os valores médios desta analise durante o periodo de estocagem.

O teor de lactose do leite no ensaio controle foi de 4,10% + 0,07. A
porcentagem de proteinas e de sélidos totais neste ensaio foi, respectivamente,
4,13% £ 0,06 e 11,45% £ 0,21.

O teor de lactose, proteina e soélidos totais do leite fermentado no ensaio
CC4.3 foi de 3,78%, 3,95% e 11,32%, respectivamente.

Tabela 19. Composicao quimica do leite apdés a inoculagdo (DO) e do leite
fermentado preparado com culturas associadas de S. thermophillus, L. bulgaricus,

L. rhamnosus e B. lactis durante o armazenamento.

Dias Lactose (%) Proteina (%) Sdlidos Totais (%)
0 4,10 £ 0,07 3,15 £ 0,06 11,45 £ 0,21
1 3,67 £ 0,04 3,94 £ 0,06 11,30 £ 0,17
7 3,59 £ 0,06 3,74 £ 0,40 10,75+ 1,06
14 3,71 £0,09 3,87 £0,35 11,11 £ 0,98
21 4,04 £ 0,05 4,23 + 0,04 12,11 £ 0,06

(N=2)
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5.1.5. Acidificacao e caracteristicas do leite fermentado composto pela associacéao
das culturas S. thermophillus, L. bulgaricus, L. acidophilus, L. rhamnosus e B.
lactis durante o armazenamento — CC5

Cinética de acidificagdo

A fermentacao realizada a partir da adicdo de cinco culturas acido-laticas
(ST, LB, LA, LR e BL) atingiu o pH de parada 4,5 em menor tempo do que o
controle, pois necessitou de aproximadamente 60 min a menos (Tabela 8) para
realizar o processo.

O tempo médio utilizado no ensaio em cultura mista para atingir o pH de
parada foi de 266 min (4,43h). A velocidade maxima média de acidificacdo no
ensaio CC5 foi de 17,19.10° upH.min™', atingida em pH 5,25, ap6s 168,30 min do
inicio da fermentacéo.

Os dados cinéticos do ensaio CC5 estdo expostos na Tabela 20.

A fermentacdo no ensaio CC5 foi mais rapida do que o controle,
provavelmente devido a potencializacao da hidrélise da lactose realizada através
da producéo de elevada quantidade de enzimas hidroliticas pelos trés probiéticos
presentes. As culturas LA, LR e BL, quando associadas ao efeito metabdlico de
ST e LB, provocam maior acidificagdo do leite fermentado, acelerando o processo

fermentativo.
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Tabela 20. Descritores cinéticos de acidificagao do leite a 42°C até pH 4,5
composto pela associacdo das culturas S. thermophillus, L. bulgaricus, L.

acidophilus, L. rhamnosus e B. lactis.

Co-cultura Amostras tmax Vmax PHvmax tpH50  tpH4,5 pH final
(min) (102 upH.min™) (min)  (min)
STLBLALRBL Mix 1 151,50 16,88 521 201,30 261,30 4,48
STLBLALRBL Mix 2 153,30 16,35 523 203,10 267,30 4,49
STLBLALRBL Mix 3 189,30 16,54 525 20550 269,10 4,51
STLBLALRBL Mix 4 185,10 18,40 529 20550 273,30 4,49
STLBLALRBL Mix 5 149,10 17,09 529 20550 269,10 4,48
STLBLALRBL Mix 6 181,50 17,88 524 20550 259,50 4,50
Média 168,30 17,19 525 204,40 266,60 4,49
d.p 18,83 0,80 0,03 1,80 522 0,01
C.V.(%) 11,19 4,64 0,62 088 1,9 027

tmax: tempo registrado na velocidade maxima; Vs velocidade maxima de acidificacao; pHymax: pH
registrado na velocidade maxima; t,uso: tempo registrado no pH 5,0; toas: tempo registrado no pH
4.5; pH final: pH registrado no final da fermentagéo.

Pds-acidificacdo, acidez e textura do leite fermentado durante o

armazenamento

O pH apresentou uma queda entre D1 e D7, com o valor de 4,33 e 4,27,
fornecendo este mesmo valor no ultimo dia de armazenamento refrigerado.

Os valores da acidez do leite fermentado composto pela associacdo dos
probidticos BL, LA e LR apresentaram algumas variagcdes; como a elevacao dos
dados D1 e D7, segundo os valores 115,30°D e 120,50°D, respectivamente, a
reducao para 116,47°D no D14 e a posterior elevacao deste atributo no ultimo dia

de analise com o valor de 129,21 °D.

Em relacéo a textura, no 1° e 7° dias de andlise foi registrada elevagdo da
firmeza de 0,86 N para 1,11 N e ligeiro declinio, para 1,08N, no D14. A seguir,
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observou-se uma elevagdo da acidez para 1,18 N no D21. Apesar de algumas
variagdes no decorrer da estocagem, no geral foi observado aumento de 9,80 Ns
para 12 Ns, respectivamente, na consisténcia do leite fermentado no ensaio CC5
em DO e D21. A coesividade do leite fermentado no ensaio CC5 diminuiu
gradualmente durante todo o periodo de armazenamento refrigerado,
apresentando os valores -1,11 N e -1,33 N em relacdo aos 1°. e 21°. dias da

estocagem.

O Breaking Point obtido ap6s as analises do texturémetro evidenciou
grande elevacéao dos valores durante toda a estocagem. O ensaio CC5 apresentou
elevacao continua deste parametro, segundo os dados 0,62 N, 0,88 N e 0,92 N,
respectivamente, em D1, D7 e D14, mas finalizou a andlise com declinio, de
acordo com o valor de 0,89 N obtido em D21.

A Tabela 21 apresenta os dados das analises fisico-quimicas do ensaio
CCs5.

Tabela 21. Pés-acidificacdo, acidez e textura do leite fermentado preparado com
culturas associadas de S. thermophillus, L. bulgaricus, L. acidophilus, L. rhamnosus e

B. lactis durante o periodo de estocagem.

Dias pH Acidez (°D) Firmeza (N) Consisténcia (N.s) Coesividade (N) B.P.(N)
1 433+0,01 11530+2,69 0,86 0,05 9,80 £ 0,58 -1,11 £ 0,08 0,62 £ 0,23
7 427 +0,04 120,50+1,52 1,11%£0,24 11,55 £ 1,33 -1,29 £ 0,23 0,88 £0,13
14 428+0,03 116,47+£3,29 1,08+0,13 11,41 £ 0,65 -1,34 £ 0,11 0,92 £0,19
21 427 +0,01 129,21 £3,93 1,18 £0,21 12,00 £ 1,07 -1,33 £ 0,21 0,89 £ 0,09

(N=4); B.P: Breaking Point
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Contagem de bactérias iniciadoras e probicticas

A contagem das espécies bacterianas (ST, LB, LA, LR e BL) avaliadas
durante a estocagem do ensaio CC5 forneceu como resultados mais relevantes a
elevada quantificagdo de todas as culturas no 1°. dia de andlise e, também, o
posterior declinio no periodo seguinte, prosseguindo com esse comportamento até
o periodo final de armazenamento.

As bactérias que apresentaram maior contagem microbiolégica foram ST e
BL e as espécies que apresentaram o melhor desempenho nesta mistura foram
ST, LR e BL. Esses resultados foram avaliados com base na manutenc¢do de uma
contagem satisfatoria, ou seja, acima de 10° log UFC/mL até o final da estocagem.

A Figura 6 fornece os resultados da analise microbiolégica do leite
fermentado no ensaio CC5.

Apesar da contagem elevada do ST em D1 (>10°log UFC/mL), a diminuicéo
de dois ciclos logaritmicos ocorreu em D7, prosseguindo em D14, com os valores
acima de 10% log UFC/mL e 10° log UFC/mL, respectivamente. A contagem de ST
manteve-se acima de 10° log UFC/mL no D21.

A andlise microbiolégica de LA iniciou com valores em torno de 10’ log
UFC/mL em D1. Queda de um ciclo logaritmico na contagem desta estirpe foi
registrada entre o 1°. e o 7°. dias de andlise do leite fermentado; essa mesma
reducdo ocorreu entre D7 e D14. A estirpe LA cresceu apenas até o D14,
apresentando, ao final da analise microbioldgica, a contagem acima de 10° log
UFC/mL

O desenvolvimento de LB foi semelhante ao de LA, ja que esta cultura nao
cresceu até o 21°. dia de andlise, apresentando a contagem acima de 10° log
UFC/mL no D14.

O probidtico LR foi considerado mais viavel do que LA e LB neste ensaio,
porque forneceu contagens mais elevadas e sobreviveu até o final da estocagem.
A contagem de LR no 1°. dia de andlise encontrava-se acima de 10’ log UFC/mL,

mas a diminuicdo de um ciclo logaritmico ocorreu entre o 1°. e 7% dias de
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armazenamento, apesar dessa inibicaio o numero de células viaveis de LR

manteve-se em torno de 10°log UFC/mL entre D7 e D21.
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Figura 6. Viabilidade de S. thermophillus (ST), L. bulgaricus (LB), L. acidophilus
(LA), L. rhamnosus (LR) e B. lactis (BL) no leite ap6s a inoculacao (D0) e no leite

fermentado durante o armazenamento a 4°C.

Composicao quimica do leite e do leite fermentado

A Tabela 22 fornece os dados obtidos a partir das analises fisico-quimicas
de lactose, proteinas e sélidos totais do leite fermentado do ensaio CC5 e a
Tabela Xll, no anexo, apresenta os valores médios desta andlise durante a
estocagem.

O teor de lactose do leite no ensaio controle foi de 4,10% + 0,07. A
porcentagem de proteinas e de sélidos totais neste ensaio foi, respectivamente,
4,13% + 0,06 e 11,45% = 0,21.

O teor de lactose, proteina e sélidos totais do leite fermentado obtido no
ensaio CC5 foi de 3,83%, 4,28% e 12,25%, respectivamente.
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Tabela 22. Composicao quimica do leite antes da fermentacdo (D0O) e do leite
fermentado preparado com culturas associadas de S. thermophillus, L. bulgaricus, L.
acidophilus, L. rhamnosus e B. lactis durante 0 armazenamento.

Dias Lactose (%) Proteina (%) Solidos Totais (%)
0 4,10 £ 0,07 3,15+ 0,06 11,45 £ 0,21
1 3,90 + 0,08 4,11 +£0,13 11,79 £ 0,35
7 3,88 £ 0,02 4,20+ 0,17 12,02 £ 0,48
14 3,66 + 0,08 4,42 + 0,06 12,61 + 0,16
21 3,97 £ 0,07 4,40 + 0,06 12,58 £ 0,14
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6. DISCUSSAO

Cinética de acidificacdo

O ensaio CC5, composto pela associacao dos probiéticos L. acidophilus,
L. rhamnosus e B. lactis, foi considerado o estudo que possibilitou a maior
otimizagdo do tempo de fermentagdo do leite em cultura mista, apresentando
valores significativos estatisticamente. Este necessitou de apenas 266 min (4,43h)
para atingir o pH desejado, tempo médio muito inferior, se comparado aos 321,50
min utilizados pelo controle (Figura 7).

A associagao de cinco culturas no ensaio CC5 possivelmente intensificou a
hidrélise da lactose, devido a producdo de grande quantidade de enzimas
hidroliticas; como resultado foi constatada acelerada queda do pH durante a
fermentacéao do leite nesta composicao.

Em comparacdo ao controle, os ensaios CC4.1, CC4.2 e (CC4.3
apresentaram menor tempo médio de fermentacdo, 285, 271 e 275 min,
respectivamente. Sendo que, os ensaios CC4.2 e CC4.3 nao forneceram valores
significativamente diferentes. Esse resultado permite constatar que as culturas
probidticas possuem grande participagdao na acidificacao do leite fermentado em

cultura mista.

Segundo Heller (2001), o tempo de fermentagdo do leite composto pelas
bactérias iniciadoras pode ser menor do que 2,5 horas, devido a relacdo de
simbiose entre as estirpes. Ja a fermentacdo realizada a partir de culturas
probidticas utilizando o L. acidophilus como substituto do L. bulgaricus pode durar
de 6 a 8 horas. Relativo a este estudo é possivel ressaltar que a utilizacao do
namero maior de culturas, como a combinacao das culturas iniciadoras com dois

ou trés probiodticos, possibilitou a reducao do tempo de fermentacao do leite.

Nao foram observadas diferencas significativas relacionadas aos

parametros cinéticos Vmax, pHmax e pH final (P < 0,05) neste estudo.
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De acordo com a Tabela 23 a velocidade maxima média de acidificacéo
mais elevada foi obtida a partir da associacdo dos probidticos B. lactis e
L. rhamnous (CC4.3) com o valor de 17,68.10° upH.min"'. A elevada viabilidade
dos probidticos B. lactis e L. rhamnosus em cultura mista no leite fermentado

possibilitou esse resultado.

O ensaio CC4.2, composto pelos probiéticos L. rhamnosus e L. acidophilus,
apresentou a menor velocidade maxima média de acidificagdo com o valor de
15,59.10° upH.min™ (Tabela 23). A auséncia da B. lactis nesta composicdo e a
baixa viabilidade do L. acidophilus em cultura mista deve ter influenciado esse
resultado.

Tabela 23. Descritores cinéticos* de acidificagdo dos leites fermentados
compostos por culturas associadas a 42°C até pH 4,5.

Co-culturas tumax Vmax pPHymax toHs,0 pH final
(min) (.10°upH.min™) (min)
168,30 17,19 5,25 204,40 4,49
CC5 b .
+18,83 +0,80 +0,03 +1,80 +0,01
189,45 16,18 5,37 214,00 4,49
CC4.1 . .
+14,84 +2,65 +0,19 +2 83 +0,02
178,80 15,59 5,42 206,00 4,51
CC4.2 . .
+7,72 +2,29 +0,17 +5,16 +0,01
184,05 17,68 5,48 202,50 4,50
CC4.3 . .
+2,11 +0,51 +0,44 +2.00 +0,01
209,10 16,97 5,45 240,50 4,51
cc2
+4,23° +0,60 +0,07 +1,009 0,00

Média + desvio padrdo; (N=4);

*tvmax: tempo registrado na velocidade maxima; Vs velocidade méaxima de acidificagao; pHymax:
pH registrado na velocidade maxima,; tyuso: tempo registrado no pH 5,0; tonass: tempo registrado no
pH 4,5; pH final: pH registrado no final da fermentagéo;

a.b.¢.d. \al0res na mesma coluna com letras diferentes significativamente (P < 0,05).
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Figura 7. Tempo de fermentacédo dos leites compostos por culturas associadas a
42°C no pH de parada 4,5. Médias (N = 4) com diferentes letras séo

significativamente diferentes (P < 0,05).

Pds-acidificacdo, acidez e textura dos leites fermentados durante o

armazenamento

A andlise do pH e da acidez forneceram variagdes significativas durante a
estocagem refrigerada dos leites fermentados. A Tabela | (no anexo) e as Figura 8

e 9, respectivamente apresentam os resultados obtidos.

O ensaio CC5 forneceu os valores de pH mais estaveis durante todo o
periodo de estocagem refrigerada. Entretanto, o ensaio CC4.2 foi considerado um
diferencial entre os demais estudos em cultura mista, ja que apresentou os leites

fermentados com os menores valores de pH.

A combinacao dos probioticos L. acidophilus e B. lactis (CC4.1) produziu o
leite fermentado de maior acidez, com o valor maximo de 145°D no D21, dado

superior ao 140,51°D do controle. Por outro lado, a associacao dos probiéticos
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B. lactis e L. rhamnosus (CC4.3) foi considerada a composicdo de menor acidez,

com o valor de 124,5°D no D21 (Figura 9 e Tabela Il, no anexo).

pH

d1 d7 di4 d21

tempo de armazenamento (dias)

1 —o— CC2

-o- CC4.1
~-2-- CC4.2
—= CC4.3
—e CC5

Figura 8. Variacao do pH dos leites fermentados durante o periodo de estocagem
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Figura 9. Variacdo da acidez dos leites fermentados durante o periodo de

estocagem
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A andlise dos resultados da firmeza e da consisténcia dos leites
fermentados durante os 21 dias de armazenamento esta apresentada
respectivamente nas Figuras 10 e 11 e nas Tabelas Ill e IV (no anexo). Observou-
se 0 aumento destes atributos na primeira semana de armazenamento, sendo
que, apos esse periodo, notaram-se variagdes significativas segundo a associacao
de culturas empregada.

O leite fermentado de textura mais firme e consistente foi obtido no ensaio
CC4.1, composto pelos probiéticos L. acidophilus e B. lactis. Ja4 as amostras com
a menor firmeza e consisténcia foram obtidas no ensaio CC4.2, através da
associagao dos probidticos L. acidophilus e L. rhamnosus. A auséncia da B. lactis
no ensaio CC4.2 possivelmente estd associado ao baixo aprimoramento da

textura das amostras.

A combinagdo das estirpes L. rhamnosus e B. lactis no ensaio CC4.3
também forneceu leites fermentados com firmeza e consisténcia satisfatorias, mas

os valores nao foram tao elevados como no ensaio CC4.1.

De Vuyst e Degeest (1999) consideraram que diferentes estirpes de
Lactobacillus podem produzir diversos tipos de exopolissacarideos (EPS).
Atualmente, as culturas mais estudadas em relacdo a formacdo de EPS sao
L. rhamnosus e S. thermophilus, permitindo a producéo de leites fermentados com
textura mais aprimorada. Neste estudo, a combinacdo das culturas S.
thermophilus, L. acidophilus e B. lactis produziu o leite fermentado de maior

firmeza e consisténcia.

Os valores do Breaking Point dos leites fermentados foram
significativamente semelhantes. Contudo, variagdes significativas da coesividade
dos produtos foram observadas entre D7 e D21 (P<0,05).

Os leites fermentados com maior coesividade foram obtidos nos ensaios
CC5 e CC4.2. Ja o leite fermentado de menor coesividade foi obtido no ensaio

CC4.1 com o valor minimo de -2,16 N no D21 (Figura 12 e Tabela V, no anexo).

Os leites fermentados com maior Breaking Point foram obtidos nos ensaios
CC4.1 e CC4.3 (Figura 13 e Tabela VI, no anexo). Entretanto, o ensaio CC4.2
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apresentou os produtos com o0s menores valores deste atributo durante a
estocagem refrigerada.

2,4
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Figura 10. Variagcao da firmeza dos leites fermentados durante o periodo de estocagem
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Figura 11. Variacdo da consisténcia dos leites fermentados durante o periodo de
estocagem
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Contagem de bactérias laticas

O probidtico L. acidophilus (LA) foi considerado a estirpe de menor
viabilidade no leite fermentado em cultura mista, pois apresentou baixa contagem
e néo sobreviveu apds o 14°. dia de andlise em nenhum dos ensaios (Figura 15 e
Tabela VIII, no anexo).

O ensaio CC5, do qual o LA estava associado aos probioticos L. rhamnosus
e B. lactis, foi o estudo que apresentou o maior numero de células viaveis de LA.

O ensaio CC4.2, composto pela combinagao dos probioticos L. acidophilus
e L. rhamnosus, foi a associacdo que provocou a maior inibicdo do
desenvolvimento do LA, ja que esta estirpe sobreviveu apenas até o 7°. dia de
analise, com a baixa contagem de 10° log UFC/mL. A auséncia da B. /actis nesta
composi¢do influenciou diretamente a viabilidade do LA no leite fermentado.
Segundo Samona e Robinson (1994), o desenvolvimento de L. acidophilus é
estimulado quando associado a bifidobactérias, pois estas produzem acetato,
composto metabolizado pelo L. acidophilus.

Zacarchenco e Massaguer-Roir (2004) constataram a redugcdo de dois
ciclos logaritmicos nas contagens de L. acidophilus, quando associado a
S. thermophilus e B. longum, ao final da estocagem do leite fermentado em cultura
mista. Ja Vinderola, Mocchiutti e Reinheimer (2002) consideraram o L. acidophilus
a estirpe mais inibida no iogurte em cultura mista em relagéo as demais bactérias
acido-laticas avaliadas (S. thermophilus, L. bulgaricus, Lactococcus lactis,
Lactobacillus casei e Bifidobacterium spp).

Gilliland e Speck (1977) consideram o perdxido de hidrogénio, substancia
resultante do metabolismo do L. bulgaricus, o principal agente responséavel pela
diminuigdo da viabilidade do L. acidophilus em cultura mista no iogurte. A partir
desse resultado, esses pesquisadores concluiram que o iogurte nao deve ser
considerado um meio adequado para a inoculagdo do L. acidophilus, ja que,

devido ao longo periodo de estocagem, ndo € possivel considerar que o
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L. acidophilus sobreviva em contagem suficiente para beneficiar a microbiota

intestinal.

Thamer e Penna (2005) consideraram que os produtos com acidez elevada,
como, por exemplo, os iogurtes conduzem a maior perda de viabilidade celular das
bactérias relacionadas do que os produtos com baixa acidez (por exemplo, o
queijo), sendo necessario efetuar uma selecéo cuidadosa das estirpes utilizadas.
Ao contrario do exposto anteriormente, os probibticos L. acidophilus e B. lactis nao
apresentaram baixa viabilidade no ensaio CC4.1, considerado o mais acido, ja que
a B. lactis forneceu a contagem mais elevada neste estudo e o L. acidophilus,
apesar da elevada inibicdo em cultura mista, resistiu com contagem acima de
10° Log UFC/mL até o D14.

Na Figura 14 pode-se observar o aspecto das colénias de L. acidophilus
(colénias escuras) no meio seletivo MRS clindamicina apds a fermentacao do leite
(D1) em cultura mista no ensaio CC5.

O probiodtico LR foi considerado mais estavel do que o L. acidophilus no
leite fermentado em cultura mista, devido a manutencao da alta viabilidade desta
estirpe durante toda a estocagem (Figura 17 e Tabela IX, no anexo). Segundo
Kontula (1999), o L. rhamnosus utiliza melhor os derivados de lactose do que o L.
acidophilus, com aproveitamento de 97-99% e 84-96%, em comparacdo a

utilizacao de glicose, respectivamente.

O desenvolvimento do probibtico L. rhamnosus (LR) foi mais estimulado
quando associado a B. lactis e L. acidophilus (CC5), fornecendo contagem acima
de 10° log UFC/mL durante todo o periodo de estocagem. Ja nos ensaios CC4.2
(L. acidophilus e L. rhamnosus) e CC4.3 (L. rhamnosus e B. lactis), os resultados
das contagens de células viaveis de LR foram semelhantes, mas nao forneceram

valores tao elevados quanto aos obtidos no ensaio CC5.

Nighswonger et al. (1996) consideraram que a producdo de peroxido de
hidrogénio e bacteriocinas produzidas por S. thermophilus e L. bulgaricus inibiu a
estabilidade dos probidticos L. casei e L. acidophilus associados no iogurte

durante 28 dias de estocagem refrigerada a 5°C. Neste trabalho também é
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possivel notar uma ligeira inibicdo de LR quando associado a LA no leite
fermentado, segundo a Figura 17.

Na Figura 16 pode ser observado o aspecto das colonias de L. rhamnosus
no meio seletivo MRS vancomicina apés a fermentacao do leite (D1) em cultura
mista no ensaio CC5.

A B. lactis (BL) foi considerada a estirpe probiética de maior viabilidade para
utilizacdo em cultura mista no leite fermentado durante o periodo de estocagem,
pois sua contagem manteve-se em torno de 10’ log UFC/mL durante a estocagem
de todos os leites fermentados analisados (Figura 19 e Tabela X, no anexo).

A BL apresentou bom desempenho quando associada aos probiodticos
L. rhamnosus no ensaio CC4.3 e L. acidophilus no ensaio CC4.1, mas a
combinacao desta cultura com o L. acidophilus forneceu maior estimulagcao para o

seu desenvolvimento no leite fermentado.

Zacarchenco (2004) relatou que a B. longum manteve contagem constante
e acima de 10® log UFC/mL quando associada a S. thermophilus e L. acidophilus

ao longo de todo o periodo de estocagem refrigerada.

Damin et al. (2008) avaliaram os efeitos do tempo de estocagem do iogurte
composto por L. bulgaricus, L. acidophilus e B. lactis, respectivamente em co-
cultura com S. thermophilus, e concluiram que o iogurte preparado com a co-
cultura S. thermophilus e B. lactis apresentou maior estabilidade reoldgica e

viabilidade celular durante a estocagem refrigerada.

A associacao da BL conjuntamente com o L. rhamnosus e L. acidophilus foi
considerada a combinacdo mais prejudicial para esta cultura, especialmente

devido a baixa contagem desta estirpe no final do periodo de estocagem.

Na Figura 18 pode ser visto o aspecto das colbnias de B. lactis no meio
seletivo RCA dicloxacilina apds a fermentacédo do leite (D1) em cultura mista no
ensaio CC5.
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Figura 14. Unidades formadoras de colénia do L. acidophilus (coldnias escuras) e
L. rhamnosus (colbnias claras) no meio seletivo MRS clindamicina apés a
fermentacao do leite (D1) em cultura mista no ensaio CC5.
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Figura 15. Viabilidade do L. acidophilus (LA) nos leites apds a inoculacao (DO0) e
nos leites fermentados durante o armazenamento a 4°C. Médias (N = 2) com
diferentes letras sao significativamente diferentes (P < 0,05).
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Figura 16. Unidades formadoras de col6nias de L. rhamnosus no meio seletivo

MRS vancomicina apés a fermentacao do leite (D1) em cultura mista no ensaio

CC5.
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Figura 17. Viabilidade do L. rhamnosus (LR) nos leites apds a inoculacao (DO0) e

nos leites fermentados durante o armazenamento a 4°C. Médias (N = 2) com

diferentes letras sao significativamente diferentes (P < 0,05).
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Figura 18. Unidades formadoras de col6nia de B. lactis no meio seletivo RCA
dicloxacilina apds a fermentacao do leite (D1) em cultura mista no ensaio CC5.
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Figura 19. Viabilidade de B. /actis (BL) nos leites apés a inoculagdo (DO) e nos
leites fermentados durante o armazenamento a 4°C. Médias (N = 2) com
diferentes letras sao significativamente diferentes (P < 0,05).
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A cultura iniciadora S. thermophilus (ST) foi considerado a estirpe mais
estimulada neste estudo, pois apresentou as contagens mais elevadas mesmo

apoés os 21 dias de estocagem refrigerada (Figura 20 e Tabela Xl, no anexo).

A quantificacao das unidades formadoras de colénia de ST foi praticamente
similar em todos os ensaios, fornecendo contagem acima de 10° log UFC/mL
durante toda a estocagem (Figura 20). Oliveira et al. (2002) relataram que o
S. thermophilus predominou em todos os produtos, apresentando contagem acima

de 10° log UFC/mL no iogurte em cultura mista.

O ensaio CC5, composto por trés probidticos (L. acidophilus, L. rhamnosus
e B. lactis), apresentou a composicao mais prejudicial para o desenvolvimento do
ST, provocando queda de dois ciclos logaritmicos desta estirpe ao final da
estocagem. Apesar dessa inibicdo, o ST manteve-se viavel neste ensaio, pois
apresentou contagem acima de 10%log UFC/mL ao final do periodo de analise.

O L. bulgaricus (LB) foi considerado uma cultura viavel para utilizagdo no
leite fermentado quando associado as combinagdes probibticas L. acidophilus e B.
lactis (CC4.1), e L. rhamnosus e B. lactis (CC4.3), mantendo contagem acima de
10°log UFC/mL até o final do periodo de estocagem (Figura 21 e Tabela VII, no

anexo).

Os ensaios CC4.2 (L. acidophilus e L. rhamnosus) e CC5 (L. acidophilus,
L. rhamnosus e B. lactis) foram considerados os mais prejudiciais para o
desenvolvimento do LB, fornecendo valores entre 10* e 10°log UFC/mL no ensaio
CC4.2, entre D14 e D21, e nao apresentando nenhum crescimento no D21 do
ensaio CC5.

A auséncia de B. lactis na composicdo do ensaio CC4.2 pode estar
relacionada a baixa viabilidade do LB neste estudo, ja que este apresentou
contagens satisfatérias em todos os ensaios dos quais a B. lactis estava presente
(Figura 21).
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Figura 20. Viabilidade do S. thermophilus (ST) nos leites apds a inoculacao (D0) e
nos leites fermentados durante o armazenamento a 4°C. Médias (N = 2) com
diferentes letras sao significativamente diferentes (P < 0,05).
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Figura 21. Viabilidade do L. bulgaricus (LB) nos leites ap6s a inoculacao (D0O) e
nos leites fermentados durante o armazenamento a 4°C. Médias (N = 2) com
diferentes letras séo significativamente diferentes (P < 0,05).
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Composigcao quimica dos leites e leites fermentados

As médias dos teores de lactose, proteina e sélidos totais dos leites foram
respectivamente, 4,10 + 0,05, 3,15+ 0,06 e 11,45+ 0,16 g.100g" em DO, sem
diferenca significativa entre eles. Entretanto durante a estocagem a composicéao
quimica dos leites fermentados foi significativamente distinta (P<0,05) de acordo

com a Figura 22 e a Tabela Xl (no anexo).

Os teores de sélidos totais dos leites fermentados apresentaram pequena,
mas significativa (P<0,05), variacao, possivelmente devido ao tratamento térmico
do leite (85 °C/ 15 min), a fermentacéao (42 °C) e a0 armazenamento refrigerado.

Os valores da composicdo quimica média dos leites e dos leites
fermentados estdo de acordo com aqueles encontrados na literatura (CUNHA et
al., 2002; VENTUROSO et al., 2007; FANTI et al., 2008).
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Figura 22. Composicao dos leites fermentados com culturas associadas apos a
fermentacao (D1) e no ultimo dia de armazenamento (D21).
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7. CONCLUSOES

As associacOes de culturas laticas elaboradas neste estudo afetaram a

acidificacao, diminuindo o tempo de fermentacédo dos ensaios relacionados.

A associacao das culturas probidticas L. acidophilus, L. rhamnosus e
B. lactis com as iniciadoras do iogurte (CC5) apresentou maior reducao do tempo
de fermentacdo, valores de pH mais estaveis durante a estocagem e maior
estimulacao microbiolégica dos probioticos, ja que incentivou o crescimento destas
estirpes no leite fermentado. Entretanto, a textura obtida com esta associacdo nao
foi tao satisfatoria quando comparada a textura relativa aos leites fermentados
compostos pelas associacdes probidticas L. acidophilus e B. lactis (CC4.1) e L.
rhamnosus e B. lactis (CC4.3).

De modo geral, empregando-se L. acidophilus e B. lactis (CC4.1)
produziu-se o leite fermentado com os melhores atributos de textura. Este ensaio,
porém, apresentou os produtos mais acidos, superando os valores obtidos no

controle.

A viabilidade de todas as estirpes estudadas foi influenciada pela
associacdo de culturas laticas durante a fermentacdo e armazenamento dos
produtos. S. thermophilus, B. lactis e L. rhamnosus forneceram contagens efetivas
para a manifestacdo dos efeitos probidticos, porém L. acidophilus e L. bulgaricus
foram inibidos em cultura mista, demonstrando dificuldades de crescimento

guando associados as demais bactérias acido-laticas.

A utilizacao de quantidade maior de inéculo das culturas L. acidophilus e L
bulgaricus e/ou a adicao de fatores de crescimento sdo medidas tecnoldgicas que
podem contribuir para aumentar a Vviabilidade destas estirpes. Como
consequéncia, isto pode permitir o aperfeicoamento da inter-relagdo entre as
culturas ST, LB, LA, LR e BL associadas no leite fermentado durante o

armazenamento refrigerado.
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ANEXO



Tabela I. Variagcdo do pH do leite apds a inoculacédo (D0) e do leite fermentado

durante o periodo de estocagem nos ensaios CC5, CC4 e CC2

Dias CC2 CC5 CC4a.1 CC4.2 CC4.3
0 6,53 + 0,04 6,55 + 0,04 6,47 £ 0,01 6,56 + 0,04 6,55 + 0,11
1 4,38 + 0,01 4,33 £ 0,01 4,31 £ 0,00 4,42 + 0,01 4,33 + 0,03
7 4,20 + 0,01 4,27 + 0,04 4,31 £ 0,01 4,32 + 0,00 4,28 + 0,01
14 4,16 £ 0,01 4,28 + 0,03 4,24 + 0,01 4,20 £ 0,01 4,25+ 0,00
21 4,15+ 0,00 4,27 + 0,01 4,24 + 0,02 4,20 + 0,02 4,23 + 0,02
(N=4)

Tabela Il. Variacdo da acidez do leite apds a inoculacéo (D0) e do leite fermentado

durante o periodo de estocagem nos ensaios CC5, CC4 e CC2

Dias CC2 CC5 CC4.1 CC4.2 CC4.3
0 27,30 £1,56 26,26 £ 1,14 26,26 = 1,31 26,26 = 1,31 26,26 = 1,31
1 116,11 £ 0,96 115,30 £ 2,69 128,01 = 4,41 112,31+ 4,07 121,59 +£ 5,57
7 128,76 £ 0,50 120,50 £1,52 131,03 £5,57 122,19 £ 0,60 118,55 £1,70
14 135,26 £ 2,99 116,47 = 3,29 135,71 £1,34 125,01 £3,74 119,26 £ 2,75
21 140,51 £5,45 129,21 £ 3,93 145,06 £ 0,57 131,68 £ 0,58 124,512 £ 4,20




Tabela lll. Variagdo da firmeza do leite fermentado durante o periodo de

estocagem nos ensaios CC5, CC4 e CC2

Dias cc2 cC5 CcC4.1 CC4.2 cc43
1 0,80 £ 0,00 0,86 0,05 0,97 £0,05 0,92 £ 0,11 0,99 0,08
7 0,96%0,09 1,11 £ 0,24 1,40 £ 0,26 0,80 £ 0,11 1,13£0,16
14 1,24%0,10 1,08 £ 0,13 1,41£0,22 0,88 £0,12 1,37+ 0,15
21 1,11£0,21 1,18 0,21 1,9 4+ 0,57 1,24 0,17 1,37+ 0,20
(N=4)

Tabela IV. Variacdo da consisténcia do leite fermentado durante o periodo de

estocagem nos ensaios CC5, CC4 e CC2

Dias CC2 CC5 CC4.1 CC4.2 CC4.3
1 9,13 +£1,07 9,80 £ 0,58 11,16 £ 0,52 10,33 + 1,67 11,33 £ 0,57
7 10,21 + 0,83 11,65 +1,33 14,19 + 0,21 9,13 +1,07 12,37+ 1,85
14 13,49 + 0,91 11,41 £ 0,65 15,28 + 1,03 9,62 £ 1,06 14,44 + 1,02
21 10,85 + 0,82 12,32 +1,07 18,69 + 2,80 12,38 + 1,05 15,49 + 2,45




Tabela V. Variagdo da coesividade do leite fermentado durante o periodo de
estocagem nos ensaios CC5, CC4 e CC2

Dias CC2 CC5 CC4a1 CC4.2 CC4.3
1 -1,05+0,15 -1,11 £ 0,08 -1,26 £ 0,10 -1,26 £ 0,20 -1,28 £ 0,14
7 -1,19+0,15 -1,29 £ 0,23 -1,67+ 0,15 -1,05+ 0,08 -1,44 + 0,21
14 -1,53£0,14 -1,34 £ 0,11 -1,69 £ 0,20 -1,00 £ 0,13 -1,67+£ 0,19
21 -1,02 £ 0,15 -1,33 £ 0,21 -2,16 + 0,46 -1,48 £ 0,15 -1,75+ 0,26
(N=4)

Tabela VI. Variacao do Breaking Point (B.P) do leite fermentado durante o periodo

de estocagem nos ensaios CC5, CC4 e CC2

CC2 CC5 CC4.1 CC4.2 CC4.3
0,56 +0,19 0,62 + 0,23 0,66 + 0,24 0,80 + 0,08 0,80 + 0,27
0,66 + 0,06 0,88 +0,13 0,96 +£0,13 0,56 +£0,19 0,93 £ 0,08
0,98 + 0,04 0,92 +0,19 0,93+0,12 0,67 +, 0,06 1,10 £ 0,20
0,70+0,10 0,89 £ 0,09 1,21 +0,25 1,07 £ 0,29 0,92 £ 0,46

(N=4)



Tabela VII. Contagem microbiol6gica (log UFC/mL) do L.bulgaricus (LB) no leite

fermentado apdés a inoculacdo (DO) e no leite fermentado durante o

armazenamento refrigerado nos ensaios CC5, CC4 e CC2.

Dias CC2 CC5 CC4.1 CC4.2 CC4.3
0 5,04 + 0,00 5,00 + 0,00 6,18 £ 0,14 6,05 + 0,21 5,78 + 0,25
1 7,72 £0,07 7,95 £0,02 7,25 0,01 7,06 £ 0,03 7,09 + 0,03
7 7,15 +0,02 6,15+ 0,00 6,46 + 0,15 5,35+ 0,49 5,81 + 0,05
14 6,97 + 0,05 5,68 +0,15 6,07 £ 0,05 5,38 £ 0,08 6,50 + 0,14
21 6,07 + 0,08 0.00 6,15+ 0,01 4,85+ 0,00 6,02 + 0,03
(N=2)

Tabela VIII. Contagem microbioldgica (log UFC/mL) do L.acidophilus (LA) no leite
fermentado apdés a inoculacdo (DO) e no leite fermentado durante o
armazenamento refrigerado nos ensaios CC5 e CC4.

Dias CC5 CC4.1 CC4.2
0 5,39+0,12 6,31 £ 0,06 6,05 + 0,21
1 7,15+ 0,01 7,17 £ 0,01 7,03 £0,03
7 6,50 + 0,04 6,02 + 0,09 5,42 + 0,60
14 5,91 £ 0,01 5,26 £ 0,20 0,00
21 0,00 0,00 0,00




Tabela IX. Contagem microbiolégica (log UFC/mL) de L.rhamnosus (LR) no leite
(DO)

armazenamento refrigerado nos ensaios CC5 e CC4.

fermentado apés a

inoculacao

e no

leite fermentado durante o

Dias CC5 CC4.2 CC4.3
0 5,15+ 0,21 5,78 + 0,00 5,00 + 0,00
1 7,71 £ 0,06 6,18 £0,14 6,27+ 0,10
7 6,32 + 0,00 5,95 + 0,07 6,11+ 0,10
14 6,57 £ 0,02 5,87 £ 0,06 5,96+ 0,01
21 6,48 + 0,00 5,98 + 0,04 6,04+ 0,05

Tabela X. Contagem microbiolégica (logUFC/mL) da B.lactis (BL) no leite

fermentado apdés a inoculacdo (DO) e no leite fermentado durante o

armazenamento refrigerado nos ensaios CC5 e CC4.

Dias CC5 CC4.1 CC4.3
0 6,01 £ 0,00 5,90 + 0,00 5,90 + 0,00
1 8,39 £ 0,01 6,57 £ 0,60 7,07+ 0,10
7 7,04 £ 0,00 7,21 £ 0,02 6,95+ 0,05
14 7,21 £ 0,01 7,16 £ 0,06 6,78+ 0,03
21 6,48 + 0,00 7,21 £ 0,05 7,00+ 0,05




Tabela XI. Contagem microbiolégica (log UFC/mL) de S.thermophillus (ST) no

leite fermentado apds a inoculacdo (D0) e no leite fermentado durante o

armazenamento refrigerado nos ensaios CC5, CC4 e CC2.

Dias CC2 CC5 CC4.1 CC4.2 CC4.3
0 5,39+0,12 5,39+0,12 6,30 + 0,00 6,30 + 0,43 6,45 + 0,00
1 9,10+£0,10 10,48 £ 0,12 8,92 £ 0,06 8,91 £ 0,21 8,98 + 0,02
7 8,83 + 0,09 8,50 +0,10 8,89 + 0,01 8,84 + 0,01 9,18 + 0,00
14 8,94 + 0,03 6,50 + 0,04 8,84 £ 0,06 8,70 £ 0,01 8,71+ 0,02
21 8,95 £ 0,01 6,48 + 0,00 8,82+0,12 8,88 + 0,07 9,02 + 0,03
(N=2)

Tabela XIl. Composicdo quimica do leite fermentado durante o periodo

de estocagem nos ensaios CC5, CC4, e CC2.

Dias Lactose Proteina Solidos Totais

CC2 4,02 £ 0,07 4,39 + 0,04 12,52 £ 0,11
CC4.1 4,04 + 0,08 447 +0,14 12,75 +0,41
CC4.2 3,88 +0,14 4,16 £ 0,15 11,92 £ 0,40
CC4.3 3,75+ 0,20 3,95+ 0,21 11,32 £ 0,58

CC5 3,83+0,12 4,28 + 0,15 12,25 + 0,41




