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RESUMO

Treés leites fermentados, o primeiro por Str. thermophilus, o segundo por Bif. longum e o terceiro por Lb. acidophilus e o leite fermentado
elaborado pela mistura de volumes iguais dos leites fermentados, separadamente, por Str. thermophilus, Bif. longum e Lb. acidophilus
tiveram seu pH, acidez titulavel, atributos sensoriais de sabor e acidez, e contagens de células viaveis determinadas, ao longo de 21 dias
de estocagem a 4°C. Nao houve diferenca significativa (p<0,05) para os atributos sensoriais entre o leite fermentado elaborado por
mistura e aquele contendo apenas Str. thermophilus. O leite fermentado por Str. thermophilus apresentou a maior acidez e menor pH,
enquanto o leite fermentado por Bif. longum apresentou a menor acidez e maior pH. As populacées de Str. thermophilus e Bif. longum
mantiveram-se constantes até 21 dias de estocagem, tanto nos leites fermentados isoladamente como no leite elaborado pela mistura,
enquanto as populagoes de Lb. acidophilus apresentaram reducao de um ciclo logaritmico.
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SUMMARY

MICROBIOLOGICAL, SENSORY AND POST-ACIDIFICATION EVALUATION DURING SHELF-LIFE OF FERMENTED MILKS CONTAINING
Streptococcus thermophilus, Bifidobacterium longum AND Lactobacillus acidophilus. Taste and acidity sensorial attributes, pH, titratable
acidity and microbial counts of milks fermented separately by Bifidobacterium longum, Lactobacillus acidophilus and Streptococcus
thermophilus and a beverage prepared by mixing them were studied during 21 days at 4°C. The mixed beverage and Str. thermophilus
fermented milk did not differ significantly (p < 0.05) for the sensorial attributes among them. Milk fermented by Str. thermophilus showed
the highest titratable acidity and the lowest pH while milk fermented by Bif. longum showed the lowest titratable acidity and the highest
pH. Str. thermophilus and Bif. longum counts remained constant in the beverage and in the separated fermented milks, during the 21

days of storage, while Lb. acidophilus counts were reduced by 1 log cycle.
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1-INTRODUCAO

O uso de Bifidobacterium spp. e/ou Lactobacillus
acidophilus em leites fermentados tornou-se popular no
final da década de 70, como resultado dos avancos cien-
tificos na area de taxonomia e ecologia das bifidobacté-
rias. Sua popularidade também aumentou devido a sua
caracteristica de baixa capacidade de acidificacao du-
rante a estocagem. Muitas patentes surgiram princi-
palmente devido aos desenvolvimentos ocorridos na
producdo de fermentos e de novos produtos [7].

VINDEROLA, BAILO & REINHEIMER [21] afirma-
ram que a adicao de bactérias probiéticas ao leite fer-
mentado € pratica amplamente adotada pelos laticini-
os. Contudo, fatores como acidez do iogurte, oxigénio
dissolvido, interacdes entre espécies, praticas de ino-
culacao e condi¢oes de estocagem podem condicionar a
sobrevivéncia da microbiota probi6tica em produtos lac-
teos fermentados [20, 21]. Sobre condicoes de estoca-
gem destes produtos, os mesmos autores [21] conclui-
ram nao haver estudos suficientes sobre a sobrevivéncia
dos probiodticos durante a estocagem refrigerada.
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As bifidobactérias sao usadas em fermentacoes de
leite de modo limitado devido ao lento crescimento.
Embora o leite seja um meio satisfatorio por conter
nutrientes essenciais, aminoacidos e pequenos pepti-
dios estdo presentes em quantidades insuficientes para
o crescimento de bifidobactérias. Ha, contudo, relatos
de casos de adaptacao das bifidobactérias ao leite apos
sucessivas transferéncias [7].

De acordo com KLAVER, KINGMA & WEERKAMP
[8] as bactérias probiéticas se desenvolvem lentamen-
te no leite devido a sua baixa atividade proteolitica,
sendo pratica comum a adi¢cdo de bactérias do iogurte
para reduzir o tempo de fermentacdo. Contudo,
Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus, uma das bacteé-
rias do iogurte, produz acido latico durante a estoca-
gem refrigerada (pds-acidificacao) o que afeta, segundo
estes autores, a viabilidade das bactérias probiéticas.
A fim de superar o problema da pés-acidificacao, de acor-
do com DAVE & SHAH [4], a atual tendéncia é usar
fermentos chamados ABT, que contém Lb. acidophilus,
bifidobactéria e Str. thermophilus. Também OLIVEIRA et
al. [16] afirmaram que bactérias laticas podem ser adi-
cionadas durante a mistura final do produto diminuin-
do os custos da producao de leite fermentado contendo
probioticos.

Em geral, bifidobactérias se desenvolvem melhor
em meios sintéticos do que em leite. Contudo, estes
meios sdo caros para multiplicacdo de bifidobatérias
em grande escala, além de causarem sabores desagra-
daveis nos produtos finais. Assim, melhora das condi-
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coes de multiplicacao para diferentes linhagens de bi-
fidobactérias no leite, por exemplo, pela adicdo de fon-
tes de nitrogénio ou substancias que abaixem o poten-
cial redox do meio e a selecdo de linhagens menos
fastidiosas sao alternativas propostas para superar
esses problemas [7]. De acordo com MATTILA-
SANDHOLM, MATTO & SAARELA [14] a selecao cuida-
dosa das linhagens empregadas e o monitoramento do
processo de fabricacdo sdo necessarios para controlar
os produtos de metabolismo e o pH final.

VINDEROLA et al. [20, 21] relataram que o sucesso
da adicdo de culturas probiéticas é dependente das
espécies e linhagens usadas, das interagdes metabdli-
cas com bactérias laticas, das condicoes de fermenta-
cao, do pH do produto, da presenca de oxigénio e da
temperatura de estocagem. Outros autores [14] citam
ainda a resisténcia a fagos e viabilidade durante o pro-
cessamento e estocagem.

Como as bifidobactérias produzem, durante a fer-
mentacao, acidos acético [17] e latico a taxa de 3:2, seu
desenvolvimento excessivo pode gerar produtos com
sabor e aroma “a vinagre”, dificultando a aceitacdo do
produto pelos consumidores. Assim, uma combinacao
de linhagens especificas deve ser determinada para
evitar esse problema, selecionando-se aquelas que pro-
movam as propriedades sensoriais e de sobrevivéncia
mais vantajosas [13].

De acordo com GOMES & MALCATA [7], em funcao
da baixa velocidade de multiplicacao das culturas pro-
bioticas em relacdo as bactérias laticas tradicionais,
controle da assepsia e adicao de fatores promotores de
crescimento sao pré-requisitos para se obter altas con-
tagens iniciais de células viaveis de probidticos. Caso
contrario, esta populacao ficaria muito abaixo daquela
do fermento.

GOMES & MALCATA [7] enfatizaram que os fabri-
cantes devem observar se os bio-produtos fermentados
contém numero minimo satisfatério de células ativas
no momento do consumo de, pelo menos, 10°UFC/mL
devido a dose minima terapéutica diaria ser de 10% — 10°
células viaveis em 100g do bio-produto fermentado.
Outros autores [18] sugerem que para efeito terapéutico
o produto deve conter >2105células/mL. A legislacao bra-
sileira fixa o limite minimo em 10°UFC/mL [3].

Os objetivos deste trabalho foram comparar uma
bebida lactea contendo Lb. acidophilus, Bif. longume Str.
thermophilus, elaborada pela mistura de leites fermen-
tados em separado por estes microrganismos, com lei-
tes fermentados por cada um destes microrganismos,
quanto aos seus atributos sensoriais de sabor e aci-
dez, pH, acidez titulavel e populacdes microbianas ao
longo de 21 dias de estocagem a 4°C.

2 - MATERIAIS E METODOS

2.1 - Materiais

Triptona, bacto bile, bacto peptona, agar (Difco,
Detroit, Mi, USA); sacarose, extrato de levedura, pur-
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pura de bromo-cresol (Merck, Darmstadt, Ge); KH,PO4,
propionato de sédio (SIGMA, St. Louis, MO, USA); cloreto
de litio (Synth, Diadema, SP, Brasil); Anaerobac (Probac,
Sao Paulo, SP, Brasil); agar MRS (Oxoid, Basingstoke,
Hampshire, En); leite em p6 desnatado (Molico, Nestlé,
Aracatuba, SP, Brasil). Leite desnatado UAT (SHEFA,
Amparo, SP, Brasil). Culturas liofilizadas de Str.
thermophilus, TA 559 (STr), Lb. acidophilus, LAC4 (LAC) e
Bif. longum, BL (BL) da Ezal® - Texel fornecidos por
Rhodia Food.

2.2 - Métodos

2.2.1 - Preparacao dos inéculos para os leites
fermentados

Leite desnatado reconstituido a 11% foi utilizado
para o preparo dos fermentos de Str. thermophilus (STr).
Para o fermento de Lb. acidophilus (LAC) utilizou-se lei-
te reconstituido a 11% adicionado de 0,5% de extrato
de levedura, enquanto para o fermento de Bif. longum
(BL) esta mistura foi também enriquecida com 0,05%
de cisteina. Todos os leites reconstituidos foram este-
rilizados a 115°C/10min e a solucdo de cisteina utiliza-
da foi esterilizada por filtracdo. Todas as etapas de
manipulacdo dos microrganismos foram realizadas em
camara de fluxo laminar.

2.2.2 - Obtencdo do leite fermentado por Str.
thermophilus

Leite desnatado reconstituido a 12% de soélidos to-
tais foi tratado a 95°C por 5 minutos, resfriado a 43°C e
inoculado com 2% de fermento de Str. thermophilus. Apos
3h de fermentacao, o leite fermentado foi resfriado a
20°C para batimento. Este leite fermentado foi codifi-
cado por C1.

Para a bebida lactea probiética, leite desnatado
reconstituido a 20% de solidos totais foi tratado a 95°C
por 5 minutos, resfriado a 43°C, inoculado com 2% de
fermento de Str. thermophilus, fermentado a 43°C em
aproximadamente 3,5 horas e resfriado a 20°C para
batimento.

2.2.3 - Obtencéao dos leites fermentados por Lb.
acidophilus e Bif. longum

Embalagens de leite UAT desnatado foram, assep-
ticamente, abertas e o leite acondicionado em recipien-
tes estéreis. Ajustou-se a temperatura do leite para
37°C, e inoculou-se com 4% de fermento constituido
por Bif. longum. A fermentacao foi realizada a 37°C por
20 a 22 horas, e estes leites foram codificados por C2.
Procedeu-se do mesmo modo para elaboracao dos lei-
tes fermentados por Lb. acidophilus tendo-se usado 2%
de inoculo, fermentacio a 37°C por 16 a 18 horas. Este
leite fermentado foi codificado por C3.

2.2.4 - Elaboracdo da bebida lactea probiética

A bebida lactea probiética foi elaborada pela mistu-
ra de 1000g de leite fermentado por Str.thermophilus a
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20% de solidos, 1000g de leite fermentado por Lb.
acidophilus e 1000g de leite fermentado por Bif. longum.
A mistura obtida foi batida por 2 minutos em batedeira
planetaria, previamente higienizada, (marca Walita).
Esta bebida foi codificada por C4.

2.2.5 - Embalagem e estocagem da bebida lactea
e dos leites fermentados

Apoés o batimento, as formulacoes foram envasadas
em garrafas de vidro esterilizadas, sendo, entao, esto-
cadas em camara fria, a 4°C. Foram realizados dois pro-
cessamentos, referidos neste texto como processamen-
tos 1 e 2.

2.2.6 - Vida-de-prateleira dos leites fermenta-
dos

Os leites fermentados foram avaliados nos dias 1,
7, 14 e 21 quanto a pH, acidez titulavel, avaliacao sen-
sorial dos atributos de sabor e acidez, e determinacao
de células viaveis de Str. thermophilus, Lb. acidophilus e
Bif. longum.

2.2.7 - Determinacdes de pH e de acidez

O pH foi determinado utilizando o potenciometro
PH320 da marca WTW. A acidez titulavel foi determina-
da de acordo com a metodologia da AOAC [1], em tripli-
cata.

2.2.8 - Quantificacoes dos microrganismos

O agar ST (agar Streptococcus thermophilus) foi prepa-
rado de acordo com DAVE & SHAH [5], mas incubado em
aerobiose a 30°C por 48h de acordo com ZACARCHENCO
& MASSAGUER-ROIG [23]. O agar Bile-MRS foi prepara-
do de acordo com VINDEROLA & REINHEIMER [22], e
incubado a 37°C por 72h em aerobiose. O agar Cloreto de
Litio — Propionato de Soédio (LP-MRS) foi preparado de
acordo com LAPIERRE, UNDELAND & COX [9], usando
o meio base sugerido em VINDEROLA & REINHEIMER
[22], sendo as concentracoes de agentes inibitorios
0,5g/L de LiCl e 0,75g/L de propionato de sodio, de acor-
do com ZACARCHENCO & MASSAGUER-ROIG [24], e
incubado a 37°C por 72h em anaerobiose. Os plaquea-
mentos foram realizados em duplicata.

2.2.9 - Anailise sensorial

A avaliacdo dos atributos sensoriais de sabor e aci-
dez de cada produto, nos dois processamentos, foi rea-
lizada utilizando-se equipe de provadores composta por
35 consumidores potenciais dos produtos, seleciona-
dos em funcao da disponibilidade, interesse e habito
de consumir bebidas lacteas sem adicdo de acucar.

As analises sensoriais foram realizadas em amos-
tras (25g) servidas a 7°C, codificadas e apresentadas
aos provadores em sequiéncias aleatorizadas de acordo
com MACFIE et al. [12]. Os testes de aceitacdao foram
realizados usando escala hedonica estruturada mista
de 9 pontos (1 = desgostei muitissimo; 5= nem gostei,
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nem desgostei; 9 = gostei muitissimo) de acordo com
MEILGAARD, CIVILLE & CARR [15].

2.2.10 - Anailise estatistica

Os resultados dos testes de aceitacao foram ava-
liados através de Analise de Variancia e teste de Tukey,
usando o programa “Statistical Analysis System” (SAS
8.02 TS level 02MO0). O valor de P < 0.05 foi considerado
como significante.

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados das medidas de pH, acidez titulavel,
contagem de cé€lulas viaveis e médias das notas obti-
das nos testes de aceitacao dos leites fermentados,
durante a estocagem nos dias 1, 7, 14 e 21 estao apre-
sentados nas Tabelas 1, 2, 3 e 4.

TABELA 1. Valores de pH, acidez, contagens microbianas e
médias das notas obtidas nos testes de preferéncia das
formulacoes de leite fermentado por Str. thermophilus (C1),
leite fermentado por Bif. longum (C2), leite fermentado
por Lac. acidophilus (C3) e na bebida obtida pela mistura
destes 3 leites fermentados (C4) medidas no dia 1 de
estocagem a 4°C nos processamentos 1 e 2.

Proc. Comb. pH AcidTit" ST LAC" BLY  sabor’ acidez’
1 C1 444 1077 1.8x10° - - 5.8° 6.0"
1 C2 511 645 47x108  45° 5.6°
1 C3 468 772 7.4x10° - 5.9° 6.6%
1 C4 486 957 4.9x10° 1.3x10° 26x10° 6.5° 6.7°
2 C1 447 109.7 1.3x10° - - 6.3 6.6%
2 C2 50 737 - 1.5x10°  1.9° 4.0°
2 C3 478 703 - 2.4x10° - 4.6° 5.3%
2 C4 488 960 7.4x10° 2.0x10° 4.0x10° 6.4° 6.7°

1. Acid Tit significa acidez titulavel:

II, Il e IV. STr, LAC e BL significa Str. thermophilus, Lb. acidophilus e Bif. longum,
respectivamente;

V- Letras diferentes indicam diferencas significativas (P<0.05) entre as combinacoes
de leites fermentados.

TABELA 2. Valores de pH, acidez, contagens microbianas e
médias das notas obtidas nos testes de preferéncia das
formulacoes de leite fermentado por Str. thermophilus (C1),
leite fermentado por Bif. longum (C2), leite fermentado
por Lac. acidophilus (C3) e na bebida obtida pela mistura
destes 3 leites fermentados (C4) medidas no dia 7 de
estocagem a 4°C nos processamentos 1 e 2

Proc. Comb. pH AcidTit' STr" LAC™ BLY  sabor’ acidez”
1 C1 43 1142 3.7x10° - - 5.0°7 5.6°
1 C2 512 64.6 3.9x10°  4.0° 4.9°
1 C3 47 772 6.2x10° - 5.7 6.0°
1 C4 469 1145 1.1x10° 21x10° 27x10° 6.4° 6.2°
2 C1 434 1161 22x10° - - 6.7 6.6
2 C2 499 748 8.5x10°  2.8° 4.2°
2 C3 481 765 2.7x10° - 4.9° 5.4%
2 C4 469 1100 6.3x10° 1.1x10° 27x10° 52® 5.5%®

1. Acid Tit significa acidez titulavel:

II, Il e IV. STr, LAC e BL significa Str. thermophilus, Lb. acidophilus e Bif. longum,
respectivamente;

V- Letras diferentes indicam diferencas significativas (P<0.05) entre as combinacoes
de leites fermentados.
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TABELA 3. Valores de pH, acidez, contagens microbianas e
médias das notas obtidas nos testes de preferéncia das
formulacoées de leite fermentado por Str. thermophilus (C1),
leite fermentado por Bif. longum (C2), leite fermentado
por Lac. acidophilus (C3) e na bebida obtida pela mistura
destes 3 leites fermentados (C4) medidas no dia 14 de
estocagem a 4°C nos processamentos 1 e 2.

Proc. Comb. pH AcidTit' STr" LAC™ BLY  sabor’ acidez’
1 C1 427 1296 1.2x10° B B 6.5 6.0°
1 C2 512 669 3.0x10®8  3.5° 46°
1 C3 46 806 3.1x10° - 5.3 5.7%
1 C4 456 1235 1.1x10° 2.4x10®° 2.3x10° 55% 5.6%
2 Cl1 424 1278 1.3x10° - - 6.4 6.5
2 C2 498 730 - 9.4x10°  2.6° 4.1°
2 C3 479 773 1.1x10° - 4.7 5.4%
2 C4 456 1166 6.2x10° 7.4x10°7 2.3x10° 6.2° 5.3®

1. Acid Tit significa acidez titulavel:

II, III e IV. STr, LAC e BL significa Str. thermophilus, Lb. acidophilus e Bif. longum,
respectivamente;

V- Letras diferentes indicam diferencas significativas (P<0.05) entre as combinacoes
de leites fermentados.

TABELA 4. Valores de pH, acidez, contagens microbianas e
médias das notas obtidas nos testes de preferéncia das
formulacoées de leite fermentado por Str. thermophilus (C1),
leite fermentado por Bif. longum (C2), leite fermentado
por Lac. acidophilus (C3) e na bebida obtida pela mistura
destes 3 leites fermentados (C4) medidas no dia 21 de
estocagem a 4°C nos processamentos 1 e 2.

Proc. Comb. pH AcidTit' STr" LAC™ BLY  sabor’ acidez’
1 C1 419 1355 1.4x10° B B 5.8 61"
1 C2 506 703 - 49x10°  4.2° 5.3°
1 C3 463 789 2.1x10° - 6.0° 6.4®
1 C4 45 1217 82x10° 4.0x10° 27x10° 6.1 6.5
2 C1 420 1295 1.5x10° - - 6.6% 6.2%
2 C2 496 780 6.9x10° 2.6° 46
2 C3 478 857 1.2x10° - 5.5 5.7%

2 C4 453 1197 4.8x10° 3.7x10° 2.3x10° 5.9% 6.4°

1. Acid Tit significa acidez titulavel;

II, III e IV. STr, LAC e BL significa Str. thermophilus, Lb. acidophilus e Bif. longum,
respectivamente;

V- Letras diferentes indicam diferencas significativas (P<0.05) entre as combinacoes
de leites fermentados.

3.1 - Analise sensorial do atributo sabor

Em todas as analises sensoriais para sabor (1, 7,
14 e 21 dias) em ambos os processamentos, C1 e C4
nao diferiram entre si (P<0,05) (Tabelas 1 a 4). Apesar
de relatos de producao de acido acético [11, 19] por bi-
fidobactérias, que confeririam sabor e aroma “a vina-
gre” ao produto de fermentacao, este defeito nao foi
detectado na bebida lactea C4, que contém Bif. longum.

Painéis sensoriais comparando sorvetes de iogurte
contendo Bifidobacterium com os sorvetes de iogurte
tradicionais, nos estudos de DAVIDSON et al. [6], nao
apontaram diferencas entre os produtos. Também nes-
te estudo, o leite fermentado produzido pela mistura
de leites fermentados contendo probidticos (C4) nao
diferiu do tradicional (C1) no atributo sabor. De manei-
ra similar ZACARCHENCO [25] encontrou diferenca
entre leite fermentado por STr adicionado de popula-
coes iguais de BL e LAC (10°UFC/mL) e leite fermenta-

do apenas por STr, ao longo de 21 dias de estocagem
refrigerada, da mesma forma que no presente trabalho.

Em todas as analises sensoriais para sabor (1, 7,
14 e 21 dias) C1 e C4 diferiram, significativamente, de
C2. No 7° dia, C3 apresentou avaliacao sensorial esta-
tisticamente igual a C4 (processamentos 1 e 2) e C1
(processamento 1). No 14° dia, C3 mostrou-se estatis-
ticamente igual a C4 apenas no processamento 1. Apos
21 dias de estocagem a 4°C, C3 apresentou avaliacao
sensorial estatisticamente igual a C4 (processamen-
tos 1 e 2) e C1 (processamento 1).

3.2 - Anadlise sensorial do atributo acidez

Apo6s um dia de estocagem a 4°C, a bebida lactea
C4 obteve maior pontuacao média, entre os provado-
res, para o atributo acidez nao diferindo, significativa-
mente (p<0,05), de C1 em ambos processamentos (Ta-
belas 1 a 4).

Quanto ao atributo acidez, ZACARCHENCO [25]
encontrou que leites fermentados por STr adicionados
de populacodes iguais de BL (Bif. longum) e LAC (Lb.
acidophilus) (108UFC/mL) na forma liofilizada nao apre-
sentaram acidez diferentes do leite fermentado apenas
por STr ao longo de 21 dias de estocagem refrigerada.

Nas analises sensoriais realizadas no 1° dia de
estocagem, C4 diferiu significativamente de C2, enquan-
to C3 apresentou avaliacdo sensorial estatisticamente
igual a C4 (processamento 1) e C1 (processamentos 1 e
2) (Tabelas 1 a 4). Nos dias 7, 14 e 21 de estocagem, C4,
C1 e C3 nao diferiram entre si (P<0,05). No 7° dia, C2
diferiu de C4 (processamento 1) e de C1 (processamen-
to 2). Ja no 14° dia, C2 foi significativamente diferente
apenas de C1. No 21° dia de estocagem, C2 diferiu de
C4 (processamentos 1 e 2) e C1 (processamento 2).

3.3 - Medidas de pH e acidez tituldavel dos leites
fermentados

Os menores valores de pH e os maiores de acidez
titulavel foram encontrados no leite fermentado C1. Por
sua vez, os maiores valores de pH e os menores de
acidez titulavel foram encontrados no leite fermentado
C2. Estas observacoes puderam ser verificadas duran-
te todo o periodo de estocagem, nos 2 processamentos
(Tabelas 1 a 4). Os valores de pH de C2 sao coerentes
com a observacao de GOMES & MALCATA [7] acerca do
PH apos fermentacao de leites por bifidobactérias. Tam-
bém MATTILA-SANDHOLM et al. [13] afirmaram que a
capacidade de producao de acidos organicos pelas bifi-
dobactérias em leite € limitada, o que explica os maio-
res valores de pH de C2 em relacao aos outros leites
fermentados.

OLIVEIRA et al. [16] consideraram que variacdes
de pH, ao longo do tempo de estocagem, menores que
0,12 sao decréscimos menores e, variacoes entre 0,14
e 0,32, decréscimos perceptiveis. Assim, de acordo com
OLIVEIRA et al. [16], C1 (variacoes de 0,25 a 0,27) e C4
(variagcoes de 0,35 a 0,36) apresentaram decréscimos
perceptiveis de pH, enquanto C2 (0,04-0,05) e C3 (0,05)
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apresentaram decréscimos menores. Os valores de pH
obtidos para C2 e C3 estdao de acordo com as afirma-
coes de DAVE & SHAH [4, 5] sobre a reduzida capacida-
de de acidificacao destes microrganismos na estoca-
gem refrigerada.

Contudo os valores maiores de pH em C4, quando
comparados aos de C1 (Tabelas 1 a 4), também concor-
daram com os relatos de GOMES & MALCATA [7] sobre
a inibicao da acidificacao de produtos lacteos fermen-
tados contendo probidticos, durante a estocagem refri-
gerada

SHAH et al. [18] analisando iogurtes comerciais con-
tendo LAC e Bif bifidum encontraram valores de pH, logo
apods o resfriamento que segue a fermentacao, entre
4,07 e 4,36. Apos 33 dias de estocagem esses valores
de pH baixaram para 3,8 a 4,26, respectivamente.

3.4 - Contagens de células vidaveis nos leites fer-
mentados

Os leites fermentados C1 e C4 apresentaram con-
tagens de células viaveis de Str. thermophilus constan-
tes ao longo dos 21 dias de estocagem refrigerada, res-
pectivamente ao redor de 108UFC/mL e 10°UFC/mL. Esta
diferenca foi decorrente da diluicdo do leite fermentado
por STr para elaboracao da bebida lactea. Também, de-
vido a este efeito, nota-se valores de contagens de cé-
lulas viaveis de LAC e BL menores na bebida lactea que
em C2 e C3. Os valores das contagens para STr varia-
ram entre 1,2 e 3,7x10°UFC/mL (Tabelas 1 a 4). OLIVEI-
RA et al. [16] relataram que STr predominou em todos
os produtos onde estava presente.

As contagens de células viaveis de LAC em C3 e
C4 apresentaram uma reducido de 10°UFC/mL para
10"UFC/mL ap6s 21 dias de estocagem (Tabelas 1 a4), a
qual foi observada a partir do 14¢ dia em C4 no 2° pro-
cessamento. OLIVEIRA et al. [16] relataram a reducéao
de 2 ciclos logaritmicos nas contagens de LAC apos 28
dias de estocagem a 4°C, na presenca de STr. Estes au-
tores relataram também decréscimos acima de 1 ciclo
logaritmico para LAC em fermentacoes apenas com este
microrganismo. Os resultados de BOZANIC, ROGELI &
TRATNIK [2], que elaboraram leites fermentados por
LAC mostraram contagens superiores a 10°UFC/mL.

Nao houve reducdes consideraveis nas populacoes
de BL em C2 e C4 visto que as contagens mantiveram-
se ao redor de 105UFC/mL. LANKAPUTHRA, SHAH &
BRITZ [11] realizaram estudos de sobrevivéncia, sob
condicoes de acidez nos pH 3,7, 3,9, 4,1 e 4,3, com 9
linhagens de bifidobactérias. No estudo destes pes-
quisadores, apos 24 dias de estocagem a 4°C, uma das
linhagens de Bif. longum e uma de Bif. pseudolongum
apresentavam contagens ao redor de 10°UFC/mL, mes-
mo valor obtido no final do processamento, antes da
estocagem refrigerada.

O leite fermentado C4, que apresentou a maior va-
riacao de pH (Tabelas 1 a 4), mostrou contagens mini-
mas aceitaveis de células viaveis de BL e LAC, manten-
do-se acima de 10°UFC/mL ap6s 21 dias de estocagem.
LOURENS-HATTINGH & VILJOEN [10] relataram que

em pH 4,0 o numero de células viaveis de LAC nao de-
cresceu significativamente. Contudo, ha trabalhos que
apontam perda de viabilidade de LAC nesta faixa de pH
o que poderia ser, portanto, dependente da linhagem.
LOURENS-HATTINGH & VILJOEN [10] também afirma-
ram que a tolerancia a acidez de Bifidobacterium spp.
depende da linhagem. Segundo TAMIME, MARSHALL &
ROBINSON [19] a maioria das linhagens de bifidobac-
térias é sensivel a pH menores que 4,6. Contudo,
LANKAPUTHRA, SHAH & BRITZ [11] concluiram que
Bif. longum e Bif. pseudolongum sobrevivem melhor em
condicoes de acidez que outras linhagens de bifidobac-
térias estudadas.

ZACARCHENCO [25] relatou que as contagens de
LAC e BL reduziram-se em 2 ciclos logaritmicos ao final
da estocagem. Contudo, no presente trabalho esta re-
ducao nao foi observada com BL, as contagens manti-
veram-se constantes ao longo da estocagem refrigera-
da mesmo com a diluicdo efetuada para a elaboracao da
bebida lactea C4. LAC, porém, apresentou reducodes de
1 ciclo logaritmico ao final da estocagem de C2 e C4.

VINDEROLA et al. [22] concluiram que LAC é mais
sensivel que bifidobactérias nos meios acidos estuda-
dos (iogurtes e leite acidificado com acido latico) na
faixa de pH de 3,5 to 4,5.

4 - CONCLUSOES

O leite fermentado por Str. thermophilus (C1) e a
bebida lactea (C4) elaborada pela mistura de volumes
iguais de leites fermentados em separado por Str.
thermophilus, Bif. longum e Lb. acidophilus nao diferiram
entre si (P<0,05) para os atributos sabor e acidez du-
rante a estocagem refrigerada.

Os menores valores de pH e os maiores de acidez
titulavel foram encontrados no leite fermentado ape-
nas por Str. thermophilus, enquanto o leite fermentado
por Bif. longum apresentou a menor acidez titulavel e
maior pH.

A bebida lactea, que apresentou o maior abaixa-
mento de pH, manteve valores minimos aceitaveis para
Bif. longume Lb. acidophilus (acima de 10°UFC/mL apos
21 dias de estocagem).

O leite fermentado apenas por Str. thermophilus e
a bebida lactea elaborada pela mistura de volumes
iguais de leites fermentados em separado, apresenta-
ram contagens constantes de Str. thermophilus ao lon-
go dos 21 dias de estocagem refrigerada. Também o
leite fermentado por Bif. longum e a bebida lactea apre-
sentaram contagens constantes de Bif. longum.

As contagens de Lb. acidophilus no leite fermenta-
do por este microrganismo e na bebida lactea reduzi-
ram de 105UFC/mL para 107UFC/mL apés 21 dias de
estocagem, enquanto que para Bif. longum, mantiveram-
se constantes, ao redor de 10°UFC/mL.

E possivel elaborar a bebida lactea proposta anali-
sando-se a aceitacao pelos provadores e a viabilidade de
Bif. longum e Lb. acidophilus apds 21 de estocagem a 4°C.
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