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RESUMO

A producdo de leites fermentados no Brasil baseiaa utilizacdo de microorganismos
iniciadores, comercializados por empresas estraagjekExiste um grande potencial para a
utilizacdo de bactérias fermentadoras da lactadadas a partir de produtos lacteos artesanais
brasileiros, como o0 queijo de coalho. O preseratbaltho teve como objetivos elaborar leites
fermentados a partir de bactérias acido-lacticadadas de queijo de coalho produzido em
Pernambuco, Brasil; avaliar a habilidade das biastéfVeissella confusa e Lactobacillus
acidophilus isoladas ou em associagéo, em fermentar o legsudtar em produtos finais com
caracteristicas sensoriais distintas; avaliar &ildade dessas culturavem como as
caracteristicas fisico-quimicas e microbiologicas teites fermentados durante 40 dias de
estocagem sob refrigeracdo a 8-10°C; avaliar dagéei dos leites fermentados sem e com
concentrado protéico de soro, em dois tempos thistirdez e 40 dias de estocagem sob
refrigeracdo e estudar o efeito da adicdo de cdrackn protéico do soro no tempo de
fermentacgéo do leite por estas bactérias acid@#ctAs curvas de fermentacao obtidas a partir
dos resultados de pH, acidez titulavel e contagamallturas lacticas indicaram valores de
acidez titulavel (%) mais altos e de pH mais bainos leites fermentados pbactobacillus
acidophiluse contagens adequadas do ponto de vista probiétisaperiores a legislagdo
brasileira em todos os leites fermentados elabsra@s leites fermentados puYeissella
confusa independentemente da adicdo de CPS, apresentanapo de fermentacdo maior,
enquanto que os leites fermentados pelas duasrasilassociadas apresentaram tempo de
fermentagdo menor. Todos os leites fermentado®radbs, independentemente da adigao de
CPS, apresentaram durante 40 dias de estocagemefsigeracdo a 8-10°C concentracbes
adequadas de microorganismos viaveis® (UFC/g). Durante as andlises sensoriais, 0s
provadores néo identificaram diferenca no sabaeest leites fermentados acrescidos ou néo
de CPS (p>0,05). Aos 10 e 40 dias de estocageml@@@- os leites fermentados por
Lactobacillus acidophilusapresentaram melhor aceitacdo (p<0,05) pelos pooead A
associacdo das culturas de bactérias 4cido-laaitdamadas mostrou-se potencialmente mais
vantajosa na elaboracdo de futuros produtos coargresem a necessidade de adicionar CPS e
podendo ser estocados a 8-10°C por 40 dias.

Palavras chave: leites fermentados, probidtidéeissella confusa, Lactobacillus acidophilus,
concentrado protéico de soro, tempo de fermentagdises sensoriais
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ABSTRACT

The manufacture of fermented dairy products in Biazbased on the use of starter cultures,
which are commercialized by foreign companies. gditesof that, there is a great potential to
exploit indigenous lactic acid bacteria, isolatednf artisanal dairy products. Therefore, this
work was carried out in order to produce fermentelks using lactic acid bacteria, isolated
from “coalho cheese” artisanaly made of raw milk Rernambuco state, BrazlWeissella
confusaand Lactobacillus acidophilustrains, isolated from that food and previouslyeds
according to some probiotic features were usedtedely or in association to ferment milk,
suplemented or not by whey protein concentrate (YWHGe viability of both cultures as well
as the physical-chemical and microbiological chizmastics of the fermented milks stored at 8-
10°C were studied during 40 days. The obtainedymtsdwere also submitted to a sensorial
evaluation on days 0and 48" after their preparation. Fermentation profilestield from
results of pH, titratable acidity (%), and bactedaunts showed higher values of titratable
acidity and lower values of pH in products fermenbs Lactobacillus acidophilusDesirable
counts of microorganisms, considering their prabipbtential and higher than the minimum
required by the Brazilian legislation, were recatde all fermented milks throughout time.
Products obtained byeissella confusdemanded a longer fermentation time, irrespectivél
WPC adding; while those fermented by both bactextpiired shorter times of production. All
the products showed minimum counts of viable bactr 1§CFU/g throughout the 40 days of
storage at 8-10°C. WPC adding did not cause vanidti the flavor of the obtained products
(p>0.05). Flavor of.actobacillus acidophilugermented milk was considered better on da¥ 10
and 40'. Indeed, the results pointed to a future probahiff producing fermented milks using
the tested cultures, preferably in association witdout WPC adding, presenting a shelf life
around 40 days if properly refrigerated.

Key-words: fermented milks, probiotic#yeissella confusa, Lactobacillus acidophilugiey
protein concentration, fermentation, sensorial ysisl
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1. INTRODUCAO

Atualmente, diferentes leites fermentados
tém sido encontrados a venda no mercado,
incluindo produtos contendo
microorganismos probidticos. A palavra
grega probidtico significa “em favor da
vida". Atualmente, a definicdo mais aceita
para  probi6ticos €& a  seguinte:
“microorganismos vivos que, quando
administrados em quantidades adequadas,
conferem beneficio & saude do hospedeiro”
(Joint FAO/WHO, 2002).

Estudos tém mostrado muitos beneficios
para as pessoas gque consomem oOs leites
fermentados contendo microorganismos
probiéticos. Os principais beneficios sao:
prevencdo de infeccbes intestinais e
diarréias; efeitos  anti-carcinogénicos;
reducdo dos niveis de colesterol; e melhor
digestdo da lactose, principalmente por
pessoas intolerantes a ela (Gilliland, 1989;
Kailasapathy e Rybka, 1997; Gomes e
Malcata, 1999 e Hattingh e Viljoen, 2001).

Segundo Gomes e Malcata (1999), o uso de
Lactobacillus  acidophilus em leites
fermentados tornou-se comum no fim de
1970, como resultado do aumento dos
conhecimentos a respeito da taxonomia e
ecologia dessa bactéria. Segundo Shah
(2000), varios produtos empregando esse
microorganismo probidtico ja estdo bem
estabelecidos no mercado.

O géneroWeissellafoi estabelecido para
abranger_euconostoc paramesenteroides
alguns Lactobacillus heterofermentadores,
que séao filogeneticamente muito préximos
(Collins et al, 1993). Atualmente, esse
género é composto por dez espécies:
Weissella confusaWeissella halotolerans,
Weissella hellenica, Weissella kandleri,
Weissella minor, Weissella
paramesenteroides,Weissella thailandensis,
Weissella viridescens, Weissella cibaga
Weissella kimchi(Bjorkroth et al, 2002 e
Nam et al, 2002). A classificacdo desse

género é recente, pois a filogenia dessas
bactérias s6 foi esclarecida em 1990
(Collins et al, 1993). No entanto, pode-se
citar esse novo género entre as bactérias
acido-lacticas de importancia nos alimentos
que, recentemente, tém sido associado a
varios produtos fermentados. Muitas
pesquisas vém sendo desenvolvidas com o
objetivo de descobrir novos probidticos, e o
géneroWeissellatem sido estudado como
uma possibilidade. Recentemente, alguns
trabalhos mostraram a possibilidade de
desenvolver probidticos a partir de alguns
representantes desse grupo, como a
Weissella confusae a Weissella kimchii,
para prevencdo de  gastrites por
Helicobacter pylori e infeccdes
ginecoldgicas nas mulheres,
respectivamente (Narat al, 2002 elee,
2005).

A producéo de leites fermentados no Brasil
baseia-se na fermentac&o do leite utilizando
microorganismos iniciadores,
comercializados por empresas estrangeiras.
No entanto, existe um grande potencial para
a utilizacdo de bactérias fermentadoras da
lactose isoladas a partir de produtos lacteos
artesanais brasileiros, como o queijo de
coalho. Guedes Neto (2004) e Guedes Neto
et al (2005) demonstraram efeitos
probiéticos (antagonisman vitro contra
microorganismos indesejaveis e
sensibilidade a antimicrobianos) de
bactérias acido lacticas isoladas de queijo
de coalho produzido em Pernambuco.
Assim, o desenvolvimento de leites
fermentados a partir destas bactérias pode
viabilizar registros de patentes, além de
estimular a elaboracdo de produtos novos,
com potencial probidtico para o consumo
humano.

Durante a producéo de leites fermentados,
algumas culturas de bactérias acido-
lacticas, consideradas iniciais dentro desse
processo precisam da incorporacdo de
alguns micronutrientes. O concentrado
protéico de soro € capaz de fornecer



aminodcidos essenciais e peptideos e, com
isso, reduzir o tempo de fermentacao, além
de aumentar a viabilidade das bactérias
probidticas (Dave e Shah, 1998). A adicéo
do concentrado protéico de soro em leites
fermentados foi capaz de aumentar as
contagens delactobacillus acidophilus

La5, demonstrando alta qualidade sensorial

A origem dos leites fermentados data de
longo tempo, ndo sendo possivel uma
precisa definicdo de seu aparecimento. No
inicio do século XX, a partir de estudos de
Metchnikoff, no Institute Pasteur(Paris —
Franca), as pesquisas comecaram a associar
a producdo dos leites fermentados com o
metabolismo de microorganismos lacteos.

desses leites durante o armazenamento sob A partir destas descobertas, varias culturas

refrigeracdo (Bozaniet al, 2004).

Portanto, a utilizagdo de novas culturas
lacticas probibticas, como aNeissella
confusa aliada ao desenvolvimento de
novas tecnologias de producdo de leites
fermentados, como a adicdo de novos
ingredientes, podem propiciar aumento de
rendimento para as inddstrias e lancamento
de produtos fermentados brasileiros, com
maior potencial funcional.

Os objetivos deste trabalho foram: elaborar
leites fermentados a partir de bactérias
acido-lacticas, isoladas de queijo de coalho
produzido em Pernambuco, Brasil; avaliar a
habilidade das bactérias acido-lacticas
Weissella confusa e  Lactobacillus
acidophilus isoladas ou em associacdo, em
fermentar o leite e resultar em produtos
finais com caracteristicas sensoriais
distintas; avaliar a viabilidade dessas
culturas bem comaas caracteristicas fisico-
guimicas e microbiologicas dos leites
fermentados durante 40 dias de estocagem
sob refrigeracdo a 8-10°C; avaliar a
aceitacao dos leites fermentados sem e com
concentrado protéico de soro, elaborados a
partir das bactérias acido-lacticAgissella
confusa e Lactobacillus acidophilugm
dois tempos distintos, dez e 40 dias de
estocagem sob refrigeracdo; estudar o efeito
da adi¢cdo de concentrado protéico do soro
no tempo de fermentacgdo do leite por estas
bactérias acido-lacticas.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Leites fermentados

lacticas foram isoladas e caracterizadas,
bem como o processo de fermentacdo
passou a ser controlado e padronizado pelas
industrias (Robinson, 1991).

“Entende-se por leites fermentados, os
produtos obtidos por coagulagcdo e
diminuicdo do pH do leite, por fermentacéo
lactica mediante acdo de cultivos de
microorganismos especificos.” Incluem-se
entre os tipos de leites fermentados o
iogurte, o leite aciddfilo, o Kefir, o Kumys

e a coalhada (Brasil, 2007).

Os ingredientes obrigatérios para a

producdo dos leites fermentados séo: leite
e/ou leite reconstituido padronizado em seu
conteudo de gordura, cultivos de bactérias
lacticas e/ou cultivos de bactérias lacticas

especificas. Os ingredientes opcionais

permitidos séo: leite concentrado, creme,

manteiga, gordura anidra do leite loutter

oil, leite em po, caseinatos alimenticios,

proteinas lacteas, outros sélidos de origem
lactea, soros lacteos, concentrados de soros
lacteos e outros ingredientes ndo lacteos
numa propor¢do maxima de 30% do

produto final (Brasil, 2007). Segundo o0s

Padrdes de Identidade e Qualidade dos
leites fermentados (Brasil, 2007), os

fermentos lacticos utilizados devem ser

viaveis, ativos e abundantes no produto

final durante seu prazo de validade.

Os requisitos minimos de contagens de
bactérias lacticas totais exigidos pela
legislacdo brasileira sdo 10UFC/g no
iogurte, leite aciddfilo, Kefir e Kumys e 10
UFC/g no leite fermentado ou cultivado e
na coalhada. Quando menciona-se o0 uso de
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bifidobactérias, a contagem minima
deveréa ser TQUFC/g. Os requisitos fisico-
quimicos e microbiolégicos, segundo a

legislacdo brasileira, encontram-se nos

Quadros 1 e 2.

Quadro 1: Requisitos fisico — quimicos oficiaisgiaispecao de leites fermentados

Matéria gorda lactea (g/100g) Acidez (g de acido
Norma FIL 116 A:1987 latico/100g) Proteinas lacteas
Parcialmente NormaFIL (g/1009)
Com creme Integral desnatado Desnatado 150:1991
Min. 6,0 3,0a5)9 0,6a29 Max. 0,5 0,6a20 Min. 2,9

Fonte: Brasil (2007)

Quadro 2: Critérios microbioldgicos oficiais panapecao de leites fermentados

Microorganismos Critério de aceitacao Norma
Coliformes/g (30°C) N=5 ¢=2 m=10 M=100 FIL73A:1985
Coliformes/g (45°C) N=5 c=2 m<3 M=10 APHA 1992c.24
Bolores e leveduras/g N=5 ¢=2 m=50 M=200 FIL94B199

Fonte: Brasil (2007)

2.2.Probioticos
2.2.1. Historico

A utilizacdo de microorganismos benéficos
ao homem data de milhares de anos atrés.
Apesar de serem utilizados empiricamente,
bactérias e leveduras estavam presentes nos
primeiros alimentos fermentados
descobertos, provavelmente, leites
fermentados, 0s quais jA eram mencionados
no Antigo testamento da Biblia, em Génesis
18:8, citado por Kroegeet al. (1989) e
Fuller (1992). Posteriormente, Plinio, um
historiador romano, recomendou o uso de
produtos lacteos fermentados para o
tratamento de gastrenterites, em 76 a.C.
(Robinson, 1991).

Ao longo da historia, o processamento de
queijos, leites fermentados (como iogurte e
kefir) foram sendo melhorados e, a partir
dos estudos de Elia Metchnikoff (1845-

1916) em 1907, pode-se, pela primeira vez,
tracar uma relacdo entre a fermentacéo do
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leite e o papel das bactérias e leveduras
acidificantes (Jay, 1996).

Outro pesquisador que forneceu importante
contribuicdo ao uso de probioticos foi
Tissier. Em 1906, ele recomendou a
administracdo de bifidobactérias para
criancas com diarréia, postulando que estas
bactérias poderiam competir com as
bactérias indesejaveis no intestino,
eliminando-as e tornando-se o]
microorganismo  intestinal ~ dominante
(Ballongue, 1993).

Adicionalmente, estudos realizados na tribo
Maasai (Tanzania — Africa) demonstraram
gue nativos que ingeriam elevadas
guantidades de carnes vermelhas, mas que
consumiam grandes quantidades Kole
Naoto (leite fermentado local, com a
presenca de Lactobacillus plantarum
raramente tinham problemas de
hipercolesterolemia. O fato foi explicado
pela habilidade das bactérias deste alimento
desconjugar sais biliares no intestino,



evitando sua absorcdo e utilizacdo para
sintese de colesterol, produzindo -efeito
hipocolesterolémico (Jay, 1996).

2.2.2. Definicédo e caracteristicas
desejaveis

Richard Parker, em 1960, utilizou pela
primeira vez o termo probi6tico, com o
significado de “a favor da vida”, de acordo
com a origem grega do termo. Lilley e
Stillwell (1965) utilizaram este termo para
descrever substancias secretadas por um
microorganismo que estimula o crescimento
de outro. Posteriormente, Fuller (1989)
modificou este conceito, introduzindo nova
definicdo, que seria “suplemento alimentar
constituido de microorganismos Vvivos
capazes de beneficiar o hospedeiro pelo
equilibrio da microbiota intestinal”.
Salminem (1999) definiu probidticos como
preparados de microrganismos, ou seus
constituintes, que tém efeito benéfico sobre
a saude e o bem estar do hospedeiro.

Atualmente, a definicAo de probidticos
utilizada pela Organizacdo Mundial de
Salde e Organizacdo de Agricultura e
Alimentos é a seguinte: “microorganismos
vivos que, quando administrados em
gquantidades adequadas, conferem beneficio
a saude do hospedeiro” (Joint FAO/WHO,
2002).

Para que um microorganismo seja
selecionado e utilizado na preparacdo de
produtos probidticos para seres humanos e
de outros animais ele precisa possuir
caracteristicas importantes. Estas incluem:
serem produzidos em ampla escala;
permanecerem estaveis e viaveis durante a
estocagem; serem capazes de resistir as
condi¢cbes adversas do trato gastrointestinal
(acidez gastrica e sais biliares) e nele
sobreviver, preferencialmente, aderindo-se
a mucosa; produzir efeito benéfico ao
hospedeiro (atividade antimicrobiana contra
patdgenos; reduzir a adesdo de patdgenos;
apresentar atividade hidrolitica sobre sais

biliares e contribuicdo nutricional); modular
a atividade imunologica e a producdo de
toxinas, e nao ser patogénico (Fuller, 1989;
Joint FAO/WHO, 2003).

A adesao as células do hospedeiro pode ser
uma caracteristica desejavel dos candidatos
a probioticos, uma vez que possuindo esta
habilidade, seus efeitos podem ser mantidos
por longo periodo, sem a necessidade da

continua administracéo dos
microorganismos, como acontece com
agueles que ndo permanecem no

hospedeiro. A hidrofobicidade da superficie
da célula microbiana é uma caracteristica
que indica seu potencial de adesdo as
mucosas, sendo que elevados valores
indicam maior habilidade de ades&o (Gusils
et al, 1999).

De acordo com FAO/WHO (2002), os
microrganismos utilizados como
probidticos apresentam relacdo espécie-
especifica com o hospedeiro; devem ser
identificados genotipica e fenotipicamente,
e precisam ter seus efeitos sobre a saude
investigados, a fim de se constatar a
seguranca do microorganismo. Devido ao
grande interesse em utilizar bactérias como
probidticos ou como culturas iniciais na
elaboracdo de produtos lacteos, a
identificacdo precisa desses
microorganismos até o grau de espécie é
considerada um pré-requisisto para a
selecdo de novas amostras de bactérias
isoladas (Moreir&t al. 2005).

2.2.3. Efeitos benéficos

O consumo de leites fermentados esta
bastante ligado as caracteristicas
terapéuticas desses produtos. Para garantir
esses efeitos, o produto fermentado deve
conter, no momento do consumo, no
minimo 16 UFC/g de bactérias probiéticas,
pois a dose diaria minima recomendada esta
entre 18e 10 UFC. Dessa forma, se 100g
do leite fermentado contendo entré 4a.0
UFC/g fossem consumidos diariamente, a
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dose diaria minima igual a 0 10° UFC
seria atendida (Rasic e Kurmann, 1983;
citado por Gomes e Malcata, 1999). Para
gue um microorganismo possa exercer a sua
acédo probidtica em um determinado habitat,
€ necessario que o0 mesmo esteja em nivel
populacional adequado, por isso, a
recomendacdo da dose diaria minima de
consumo. Segundo, Nicoli (1995) para que
tais efeitos ocorram, deve haver no trato
gastrointestinal pelo menos, "10FC/g de
conteldo intestinal.

Vérias pesquisas tém mostrado muitos
beneficios para os consumidores de leites
fermentados contendo probioticos. Os
principais  beneficios nutricionais e
terapéuticos, ja relatados, foram: prevencao
de infec¢gbes intestinais, prevencdo de
diarréias, efeitos  anti-carcinogénicos,
reducdo dos niveis de colesterol e melhor
digestdo da lactose, principalmente por
pessoas intolerantes a ela, devido aos niveis
menores de lactose nesses produtos
fermentados. Todos esses beneficios foram
muito bem revisados por varios autores
como Gilliland (1989), Kailasapathy e
Rybka (1997), Gomes e Malcata (1999) e
Hattingh e Viljoen (2001).

O interesse pelos efeitos terapéuticos dos
leites fermentados contendo lactobacilos e
outras  bactérias  4cido-lacticas  nas
desordens gastrointestinais de humanos e
outros animais ocorre ha muitos anos
(Shahani e Chandan, 1979). A atividade
antibacteriana dos lactobacilos contra
microorganismos patogénicos € atribuida as
substancias com atividade antimicrobiana
produzidas por esses microorganismos
(bacteriocinas), ao acido lactico e outros
acidos organicos e a producao de peroxido
de hidrogénio (Gonzélezt al, 1993).
Lactobacillus spp. sdo predominantemente
isolados no ecossistema vaginal de
mulheres saudaveis. Esses
microorganismos tém efeito protetor contra
a colonizacdo de  microorganismos
patogénicos, devido principalmente a
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toxicidade do perdoxido de hidrogénio
produzido pelos lactobacilos (Ocaetal,
1999 e Beiget al,, 2005).

Leites fermentados podem apresentar
maiores niveis de aminodcidos livres e
vitaminas em relacdo aos leites néo
fermentados (Gomes e Malcata, 1999). A
propor¢do maior de aminoacidos livres

nesses produtos deve-se a atividade
proteolitica das culturas lacticas, que digere
parcialmente as proteinas durante a
fermentacdo. Os teores de vitaminas mais
altos no produto final podem ser

observados porque algumas culturas tém a
capacidade de sintetizar vitamina B e acido
félico durante a fermentacdo (Buttriss,

1997).

Outras  aplicagcbes  terapéuticas  ou
profilaticas, ja descritas, incluem tratamento
de hipersensibilidade alimentar, alergias,
dermatites atoOpicas, candidiase vaginal,
infeccbes do sistema  génito-urinario
inferior ou respiratério superior (Ouwehand
e Salminen, 1998 e Salminem, 1998).

2.3. O géneroLactobacillus
2.3.1. Caracteristicas gerais

Os representantes do génémactobacillus

possuem  caracteristicas  morfologicas,
metabdlicas e fisiologicas em comum. Eles
sdo bastonetes Gram-positivo, catalase
negativa, imoveis, ndo formadoras de
esporos, sem citocromo, microaerofilos,
nutricionalmente exigentes, tolerantes a
acidez, com metabolismo estritamente
fermentativo, sendo o &cido lactico o
principal produto do seu metabolismo de
carboidratos (Robinson, 1991; Jay, 1996).

Em relacdo ao metabolismo fermentativo,

as espécies do géndractobacilluspodem

ser classificadas como: homofermentativas
obrigatdrios (convertem hexoses em acido
lactico via Embden-Meyerhof Parnas,

sendo incapazes de utilizar as pentoses);



heterofermentativas facultativas (fermentam
hexoses em 4&cido lactico, e no caso de
algumas espécies e sob certas
circunstancias, em acidos lactico, acético e
féormico e etanol, sendo capazes de
fermentar pentoses em acidos lactico e
acético) e heterofermentativas obrigatdrios
(utilizam hexoses para obter &cidos lactico e
acético, etanol e di6éxido de carbono; e
pentoses para obter 4cidos lactico e acético)
(Jay, 1996 e Vandanst al. 1996).

Os lactobacilos  s&o  naturalmente
encontrados emhabitats ricos, como
vegetais, grdos e na microbiota do trato
gastrointestinal, trato respiratorio superior e
urogenital inferior de diferentes espécies
animais (Kandler e Weiss, 1986 e
Salminem, 1998).

O génerd_actobacillusé reconhecido como
um grupo de microorganismos seguro para
serem utilizados em alimentos (Lee e
Salminen, 1995). Por isso, sdo também
parte da microbiota de muitos alimentos
fermentados, como queijo, iogurte, kefir,
salame, polvilho, azeitonagsickles molhos
acidos, etc (Jay, 1996).

Entre os microorganismos do género
Lactobacillus a espécie Lactobacillus

acidophilus é considerada uma das
amostras mais utilizadas em produtos
lacteos contendo probidticos (Gomes e

Malcata, 1999).
2.3.2.Lactaobacillus acidophilus

Lactobacillus acidophilus2 um bastonete
Gram-positivo que pode ocorrer isolado,
assim como em pares ou em cadeias curtas.
O tamanho tipico é 0,6 — 0,@n de largura

e 15 — 6,0um de comprimento. Este
microorganismo € considerado
homofermentador obrigatério, quanto ao
seu metabolismo (Vandamet al. 1996),
ndo contém citocromos e, por isso, é
benzidina negativo. Além disso, é um
microorganismo microaerdfilo, tanto que o

crescimento superficial em meio soélido €,
geralmente, favorecido pela anaerobiose,
pela reducdo da pressdo de oxigénio ou
manutencédo de 5 a 10% de £@ maioria
das amostras deactobacillus acidophilus

pode fermentar amigdalina, celobiose,
frutose, galactose, glicose, lactose, maltose,
manose, salicina, sacarose, trealose e

esculina (Robinson, 1991).

O crescimento dbactobacillus acidophilus
pode ocorrer em temperaturas como 45°C,
embora o crescimento 6timo seja em torno
de 35-40°C. A tolerancia deactobacillus
acidophilus ao acido varia de 0,3% até
1,9%, sendo que o pH 6timo para seu
desenvolvimento esta entre 5,5-6,0 (Gomes
e Malcata, 1999). Ainda de acordo com os
mesmo autores, ao revisaram as condi¢des
de cultivo exigidas por essa espécie para
um efetivo crescimento da mesma,
observaram um requerimento complexo de
nutrientes como carboidratos fermentaveis;
proteinas e produtos da degradacdo de
proteinas; vitaminas do complexo B;
derivados do &cido nucléico; acidos graxos
livres insaturados; e alguns minerais, como
magnésio e manganés.

Atualmente, véarios produtos fermentados
comerciais (Quadro 3) sdo elaborados a
partir dessa cultura e o consumo desses
alimentos estd, geralmente, relacionado as
suas propriedades probidticas. Suskatic
al. (1997) avaliaram as propriedades
probiéticas da amostraLactobacillus
acidophilus M92 e observaram atividade
antibacteriana contra alguns
microorganismos patogénicos e tolerancia
alta dessa amostra ao sais biliares e as
condicbes de acidez no trato
gastrointestinal. Foi encontrada descrita na
literatura consultada, a capacidade que o
Lactobacillus acidophilugpossui eminibir

o crescimento d€andida albicanstendo,

por isso, efeito preventivo nas candidiases
vaginais (Ouwehand e Salminen, 1998). Foi
verificado, também, que leites fermentados
utilizando Lactobacillus acidophilus e
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Lactobacillus caseiassociados podem ser
utilizados na prevencdo e tratamento de
infeccdes intestinais e no restabelecimento
da microbiota intestinal normal apds longos
periodos de tratamento com antibioticos via
oral (Gonzéalezet al, 1993). As amostras
Lactobacillus acidophilus LC1 e
NFCO1748 foram descritas apresentando
como efeitos probitticos: aumento da
imunidade, prevencdo de diarréias e
constipacdo e promocao do equilibrio da
microbiota intestinal (Lee e Salminen,
1995).

De acordo com os Padrdes de Identidade e
Qualidade de leites fermentados (Brasil,
2007), o leite fermentado obtido pela
fermentacdo exclusiva de cultivos de
Lactobacillus acidophilusé denominado
leite aciddéfilo. No entanto, as amostras
probiodticas de Lactobacillus acidophilus
podem, também, ser adicionadas associadas
a outras espécies de bactérias acido-lacticas
durante a elaboracdo dos produtos lacteos
fermentados (Quadro 3).

Quadro 3: Produtos comerciais contendo amostraactebacillus acidophilus(L. acidophilus )

Produto Pais de origem

Microorganismos

Leite aciddfilo Varios paises

L. acidophilus

A-38 Dinamarca

L. acidophilus, B. bifidum, L. mesenteroigsp.cremoris,
Lactococcus sp.

Progurt Varios paises

L. acidophilus, B. bifidum, Lactococcsp.

Leite acidéfilo com

| Russia L. acidophilus, Saccharomyces fragilis, S. ceraeisi
eveduras
A-B Yoghurt Franca L. acidophilus, B. bifidum
Cultura Dinamarca |L. acidophilus, B. bifidum
Milky Italia L. acidophilus, B. bifidum
Nu-Trish A/B Milk EUA L. acidophilus, B. bifidum
Biomild Varios paises | L. acidophilus, Bifidobacteriurspp.
L. acidophilus, L. delbruecksisp bulgaricus,

logurte aciddfilo

Varios paises

Streptococcus thermophilus

. L. acidophilus, B. bifidum, L. delbruecksp bulgaricus,

B-Active Franca .
Streptococcus thermophilus

Biogarde Alemanha | L. acidophilus, B. bifidum, Streptococcus thermbyshi
Biogurte Alemanha | L. acidophilus, Streptococcus thermophilus
Biokys Republica Tchecal. acidophilus, B. bifidum, Pediococcus acidilactic
Mil-Mil Japéo L. acidophilus, B. bifidum, B. breve
Akult Japéo L. acidophilus, B. bifidum, B. breve, L. cassp casei

Fonte: adaptacao de varios autores por Gomes etd4[t999).

B. bifidum: Bifidobacterium bifidum; B. breve: Rifibacterium breve; L. acidophilus:
Lactobacillus acidophilus; L. casesp casei: Lactobacillus casesp casei; L. delbrueckisp
bulgaricus: Lactobacillus delbrueckissp bulgaricus; L. mesenteroidessp. cremoris,:
Leuconostoc mesenteroidesp.cremoris; S. cerevisiae: Saccharomyces cerevisiae

24



2.4. O géneroWeissdla
2.4.1. Taxonomia

No passado, os génerokactobacillus
Leuconostoc e  Pediococcus eram
considerados  distintos, com  pouca
possibilidade de sobreposicéo entre eles. No
entanto, estudos filogenéticos recentes
mostraram que existe uma inter-relacdo
significativa entre esses géneros de
microorganismos (Stiles e Holzapfel,
1997).

Os Lactobacillus quanto aos testes
fenotipicos, sédo subdividos em trés grupos
fermentativos: 0s obrigatoriamente
homofermentadores,os heterofermentadores
facultativos e 0s  obrigatoriamente
heterofermentadores. Eles podem, também,

ser subdivididos em trés grupos
filogenéticos  principais: Lactobacillus
delbrueckii, Lactobacillus casei-

pediococcuse Leuconostoc(Vandame et
al., 1996).

Martinez-Murcia e Collins (1990 e 1991),
citados por Martinez-Murciat al. (1993),
mostraram pelo seqiienciamento do gen que
codifica a subunidade ribossomal 16S, que
0 géneroLeuconosto@ composto por trés
linhas genéticas diferented:euconostoc
sensu strictp Leuconostoc
paramesenteroides(que inclui também
alguns Lactobacillus heterofermentadores,
comoLactobacillus confusyd.actobacillus
minor, Lactobacillus kandleri
Lactobacillus halotoleran® Lactobacillus
viridescensk Leuconostoc 0enos.

Martinez-Murciaet al(1993) obtiveram os
mesmos resultados que Martinez-Murcia e
Collins (1990 e 1991), apdés determinar o
sequenciamento genético das subunidades
23S de trés linhagens diferentes de

Leuconostoc Por isso, ressaltaram a
importancia de separar d.euconostoc
paramesenteroidesomo um novo género.

Collins et al. (1993) investigaram a relacéo
de espécies reconhecidas do género
Leuconostoccom outras bactérias acido-
lacticas, pelo seqienciamento genético das
subunidades ribossomais 16S de
microorganismos isolados de salsicha
grega. Esses microorganismos isolados
assemelhavam-se d@uconostocspp. por
produzirem &cido lactico D(-), mas diferiam
de muitas espécies pertencentes a esse
género, em Varios testes bioquimicos. O
sequenciamento das subunidades
ribossomais 16S, juntamente as analises dos
valores correspondentes as distancias
evolucionérias (Ko entre 0s
microorganismos isolados,Leuconostoc
spp. e as bactérias acido-lacticas,
evidenciaram  que  essas bactérias
desconhecidas (isoladas das salsichas)
tinham uma forte relacéo filogenética com o
grupo doLeuconostoc paramesenteroides
Dessa forma, Collinset al. (1993),
baseando-se em seus resultados e em
pesquisas anteriores (Martinez-Murcia e
Collins, 1990 e 1991 e Martinez-Murosh

al., 1993), propuseram que Lazuconostoc
paramensenteroides e, que espécies
relacionadas, fossem classificados em um
novo género, o qual eles propuseram que se
chamasse Weissella Além disso, as
bactérias isoladas das linglicas gregas,
citadas anteriormente, foram reconhecidas
como uma nova espécie, sendo
identificadas comodNeissella hellenicaA
Tabela 1 mostra a designacdo de espécies
de Lactobacilluse Leuconostogara 0 novo
géneroWeissellae a Figura 1 mostra as
inter-relacdes entre os membros do género
Weissella com outras bactérias acido-
lacticas.



Tabela 1: Designacéo de espécietalgtobacilluse Leuconostopara o0 novo géneMveissella
Nova designacdo: géneveeissella
Weissella paramesigtds

Grupo paramesenteroides
Leuconostoc paramesenteroides

Lactobacillus confusus Weissella confusa
Weissella halotolerans
Weissella kandleri
Weissella minor

Weissella viridescens

Lactobacillus halotolerans
Lactobacillus kandleri
Lactobacillus minor

Lactobacillus viridescens
Fonte: Collinset al. (1993)

W.halotolerans

W,
minor

W.

W paramesenteroides

viridescens

Leu. oenos

W. hellenica

W.confusa Leu. fallasux

W. kandleri

Leu. carmosum  Leu. gelidum

P. damnosus /
< L fermentum Leu. mesenteroides
L.
bucheneri Leu ,
pseudomesenteroides
L
acidophilus Leu. factis Leu. citreum

e
L. hamsters

A. urinae

E.faecalis . -
cars C. A . viridans
cC piscicola

muohile

L. delbrueckii

E. durans

V. fluvialis

V. salmoninarum

Lac.

S. agalactiae
garvieae

Lac. lactis

/

S. pyogenes
S uberis

Figura 1: Arvore filogendtica mostrando as inter-relagdes entre os membros do género
Weissella com outras bactérias acido-lacticas.

A, Aerococcus; C, Carnobacterium, E, Enterococcus, L., Lactobaciilus; Lac.,
Lactococcus; Leu., Leuconostoc, P, Pediococcus; S, Streptococcus, V, Vagococcus; W,

Weissella
Fonte: Collins et al. (1993)
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2.4.2. Morfologia

As bactérias pertencentes ao género
Weissellaapresentam, geralmente, a forma
pares, isoladas ou em pequenos grupos. As
células sdo Gram-positivo, ndo possuem
de bastonetes ou cocos, podendo ocorrer em

motilidade e ndo tém a capacidade de
formar esporos (Collinet al, 1993). A
Tabela 2 mostra as diferencas morfolGgicas
entre as espécies do génevdeissella

Tabela 2: Caracteristicas morfolégicas de espéaegnerdVeissella

Microorganismo

Morfologia

Weissella kandleri

Weissella viridescens
Weissella minor

Bastonetes irregulares

Pequenos bastonetes
Bastonetes com extremidades arredondadas e

estreitadas

Weissella halotolerans
Weissella confusa

Weissella paramesenteroides
Weissella helénica

Weissella cibaria

Weissella thailandensis

Coco/bastonetes
Bastonetes

Esférica ou lenticular
Esférica grande ou lenticular
Bastonetes curtos

Cocos

Fonte: Collinset al(1993)
1- Descrita por Tanasupawett al. (2000).

2.4.3. Caracteristicas de cultivo

As bactérias pertencentes ao género
Weissella assim como od.actobacillus,
sdo microaerdfilos. O crescimento ocorre na
superficie do meio sélido e acentua-se em
condicbes de anaerobiose ou pressao
reduzida de @ associado a concentracoes
de CQ entre 5 e 10% (Kandler e Weiss,
1986).

Segundo Kandler e Weiss (1986), os
nutrientes essenciais para o crescimento das
espécies que, na classificacdo antiga
pertenciam ao génerdactobacillus séo,
normalmente, encontrados no meio MRS,
onde estdo presentes os carboidratos
fermentaveis, a peptona e o extrato de carne
e leveduras.

Muitos pesquisadores utilizaram o caldo e 0
agar MRS para cultivar as espécies

pertencentes aVeissellae observaram o
crescimento efetivo, inclusive d&eissella
paramesenteroidegCollins et al, 1993;

Martinez-Murcia et al, 1993; Sameliset

al., 1994; Moreaet al, 1998; Paludan-
Mdller et al, 1999; Corsettiet al, 2001;

Walter et al, 2001; Bjorkrothet al, 2002;

Mugula et al, 2002; Muyanjeet al, 2002;

Moreiraet al, 2005).

Weissellaspp. cresce a 15°C, com excec¢do
da Weissela confusajue cresce a 45°C
(Collins et al, 1993). Além de crescer sob
essa temperatura, Weissela confusae
distingue por crescer em agar formando
colénias muito diferentes  daquelas
formadas pelas outras espécies, por serem
viscosas (Kandler e Weiss, 1986).

As amostras dé/eissella cibariecrescem a
15, 37 e 45°C. Segundo Bjorkro#t al.
(2002), amostras que foram isoladas de
espécimes clinicas e alimentos fermentados



diferem da maioria das outras espécies do
género Weissella por serem, também,
capazes de crescer a 45°C. Como citado
anteriormente, essa caracteristica s0 havia
sido relatada em amostras deissella
confusa (Collins et al, 1993). Em meio
contendo 6,5% de NaCl, somente algumas
amostras da espéci®Veissella cibaria
foram capazes de crescer. Entretanto, em
meio adicionado de 8% desse composto, foi
observado o crescimento de todos os
representantes dessa espécie (Bjorkeith
al., 2002).

Weissella hellenicando cresce a 37°C e
apresenta crescimento lento a 10°C e 4°C.
H& crescimento dessa espécie em meio
enriquecido com 8% de NaCl, e ndo em
meio com 10% de NaCl ou &gar acetato.
Em caldo MRS, o crescimento é lento, com
tendéncia das células se precipitarem. As
colénias formadas sé&o, frequentemente,
pontos minusculos arredondados e branco
acinzentados (Collinst al, 1993).

Os representantes da espédigeissella
thailandensiscrescem em meio com 10%
de NaCl e no intervalo de temperatura
correspondente a 25 e 37°C, ndo sendo
capazes de crescer a 42°C. Esses
microorganismos crescem também em pH
8,0 (Tanasupawat al, 2000).

Weissella halotolerangpresenta um bom
crescimento na presenca de 12% de NaCl, e
um crescimento mais expressivo quando a
concentracdo desse sal se eleva a 14%
(Kandleret al, 1983, citados por Kandler e
Weiss 1986).

Weissella viridesceng uma espécie que
requer alguns fatores de crescimento
essenciais, como tiamina, biotina e
riboflavina. O &cido félico & considerado
um estimulante do crescimento para essa

espécie (Niven e Evans, 1957, citados por
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Kandler e Weiss, 1986).

Weissella paramesenteroidesesce bem a
30°C, mas algumas amostras preferem
temperaturas mais baixas, entre 18 e 24°C.
O requerimento de alguns fatores para seu
crescimento é alto, destacando-se a
riboflavina, a piridoxina e o acido félico. E
uma espécie mais tolerante ao NaCl e a pH
mais baixo, sendo capaz de crescer em meio
com pH inicial inferior a 5,0 (Garvie, 1967,
citado por Garvie, 1986).

2.4.4. Metabolismo

As espécies do génerdWeissella séo
heterofermentadoras obrigatérias, isto €, as
hexoses sdo fermentadadas resultando em
CO,, acido latico e etanol ou acido acético e
as pentoses sao fermentadas em 4&cido
lactico e &cido acético (Garvie, 1986). Esses
microorganismos nao possuem catalase,
nem o sistema citocromo. Com excecdo de
Weissella paramesenteroidesWeissella
hellenica e Weissella thailandensigjue
produzem &cido latico D (-), todas as outras
espécies deste género produzem isémeros
lactato DL a partir da glicose (Collires al,

1993 e Tanasupawaet al, 2000). O
Quadro 4 mostra as caracteristicas
metabolicas de cada espécie pertencente ao
géneroWeissella

2.4.5. Isolamento e ldentificacdo

2.4.5.1. Isolamento

O isolamento das bactérias do género
Weissellapode ser feito em agar MRS ou
em &gar APT, “all purpose tween”, que
contém triptona, tiamina, extrato de
levedura, glicose, “tween”, sulfato ferroso,
cloreto de sodio e outros sais (Evans e
Niven, 1951). O 4gar APT é, geralmente,
usado para o isolamento dé/eissella
viridescengKandler e Weiss, 1986).
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Entretanto, varios pesquisadores obtiveram
com sucesso o isolamento e crescimento de
varias espécies em agar MRS, como a
Weissella confusé@Johanssoret al, 1995,
Paludan-Milleret al, 1999, Corsettet al,
2001, Muguleet al, 2002 e Muyanj&t al,
2002); Weissella  minor, Weissella
halotolerans, Weissella paramesenteroides,
Weissella hellenicgCollins et al, 1993) e
Weissella viridescenSameliset al, 1994).

2.4.5.2. Identificacéo

Segundo Vandameet al. (1996), a
identificacdo de um microorganismo
desconhecido requer a combinacdo de
varias metodologias. Atualmente, existem
técnicas avancadas como aquelas que
utilizam principios da biologia molecular,
porém, alguns testes bioquimicos devem ser
realizados antes dessas técnicas, com o
objetivo de ter, primeiramente, uma
caracterizacéo fisiolégica do
microorganismo.

Os testes bioquimicos mais utilizados
incluem reagdo de Gram, produgdo de
catalase, capacidade de crescer em meios
sob temperaturas diferentes, producdo de
peroxido de hidrogénio, tipos de
carboidratos fermentaveis, configuragdo dos
acidos lacticos formados, capacidade de
hidrolisar aménia e habilidade em formar
polissacarideos (dextran), a partir da
sacarose (Kandler e Weiss, 1986; Colkts
al., 1993 e Bjorkrottet al, 2002).

Além dos testes bioquimicos, técnicas
como a andlise da composi¢cédo de bases do
DNA e analise da parede celular, quanto a
composicdo da estrutura peptideoglicana,
contribuem muito para a identificacdo da
espécie, por serem critérios bastante espécie
— especificos (Bjorkrotret al, 2002). O
Quadro 5 mostra os aminoacidos que
formam a estrutura peptideoglicana da
parede celular e, também, as diferengas de
bases que comp&em o DNA de cada espécie
do génerdNeissella.

Quadro 5: Sequéncia de aminoédcidos da estruturtidpeglicana da parede celular e a
composicao de bases do DNA (mol %) de espécieguergwWeissella

Microorganismo Peptidioglicano G + C (%Mol)

Weissella kandlefi Lis- Ala- Gli- Ala, 39
Weissella viridescerls Lis- Ala- Ser 41 - 44
Weissella minot Lis- Ser- Ala 44
Weissella halotolerans Lis- Ala- Ser 45
Weissella confush Lis- Ala 45 - 47
Weissella paramesenteroides 2 L- Lis- L- Ser- L- Ala; L- Lis- L- Ala, 37-38
Weissella cibari A30; L- Lis- L- Ala- L- Ala 44 — 45
Weissela hellenic¢a Lis- L- Ala- L- Ser 39,4 -40
Weissela thailandensis L- Lis- L- Ala2 38-41,2

Fonte:" Kandler e Weiss (1986)Garvie (1986); Bjorkroth et al(2002), Collins et al. (1993),
®Tanasupawat (2000)

As técnicas de identificagcdo molecular
incluem a extracdo do DNA total, seguida
pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR).
A partir do produto de PCR, pode-se

identificar 0o  microorganismo  pelo

seglienciamento da regido génica 16S — 23S
ou pelo perfil de restricdo enzimatica dessa
regiao génica. Como resultado dos avancos
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nas metodologias de sequienciamento dos
acidos nucléicos, o sequenciamento de
fragmentos de DNA que codificam a
producdo das subunidades ribossomais
tornou-se uma ferramenta de grande
importancia para a identificacdo de espécies
de microorganismos. Segundo Collatsal.
(1993), o numero de nucleotideos diferentes
€, significativamente, maior entre duas
espécies quando comparado a amostras da
mesma espécie.

Muitos trabalhos conseguiram, a partir
dessas técnicas da biologia molecular,
identificar novas espécies do género
Weissella, e contribuir bastante para a
evolucdo taxondmica desse novo género
(Collins et al, 1993; Martinez-Murciaet
al., 1993; Tanasupawaet al, 2000 e
Bjorkroth et al, 2002).

2.4.6.Weissdla confusa

Weissella confus@a foi isolada a partir da
cana de aclUcar e do suco de cenoura,
podendo ser encontrada, ocasionalmente,
em leite cru, saliva e, também, em rede de
esgoto (Kandler e Weiss, 1986).
Pesquisadores, mais recentemente, isolaram
essa mesma espécie a partir de amostras de
alho e folhas de bananeira (Paludan-Muller
et al, 1999); na bebida fermentada
chamadabgi, que € consumida por criancas
e adultos da Nigéria e que representa uma
parcela significativa da dieta dessas pessoas
(Johansson et al, 1995); em pées
tradicionais da regido da Apdulia, sul da
Italia, que séo feitos a base sieurdough

um tipo importante de trigo fermentado
(Corsetti et al, 2001); no togwa um
alimento fermentado produzido
artesanalmente na Tanzania, Africa
(Mugula et al, 2002); nobushera uma
bebida fermentada nado alcodlica, tipica das
regides montanhosas do oeste de Uganda,
Africa (Muyanjaet al, 2002) e em queijo
coalho produzido artesanalmente a partir de

leite cru em Pernambuco, Brasil (Guedes
Neto, 2004).

A Weissella confus@ foi isolada de fezes
humanas (Tannockt al, 1999 e Walteet

al., 2001) e, também, de amostras de
biépsia do coélon humano (Nielsagi al,
2003), o que indica a presengca dessa
espécie na  microbiota do trato
gastrointestinal de individuos sadios. O
isolamento de Weissella  confusa,
principalmente de partes do célon humano,
€ um fato de grande relevancia, pois a

aderéncia a mucosa do coélon é uma

caracteristica desejavel aos
microorganismos probi6ticos.
Segundo Tonget al. (2007), estudos

recentes indicaram resultados positivos da
associacdo de microorganismos probiéticos
a terapia utilizada contraHelicobacter
pylori, como aumento da taxa de
erradicacdo desse microorganismo no trato
gastrointestinal e, principalmente reducéo
dos efeitos colaterais, como diarréia,
niuseas e perda de apetite, provenientes da
terapia com antimicrobianos. Os
microorganismaos probioticos mais
estudados, atualmente, quanto aos seus
efeitos benéficos sdo as bactérias acido-
lacticas, principalmente osactobacillus
sp. eBifidobacteriumsp. Namet al. (2002)
avaliaram mais de 100 bactérias &cido-
lacticas isoladas de fezes de criangas com o
objetivo de determinar quais amostras
apresentariam atividade antagonista “in
vitro” contra o Helicobacter pylori
Observou-se maior atividade na amostra
identificada como Weissella confusa
PL9001, baseando-se na sua capacidade de
inibir o crescimento e a aderéncia do
Helicobacter pylori @ mucosa gastrica.
Esses resultados demonstraram a
possibilidade de se desenvolver um novo
probidtico para o estbmago com essa
amostra.
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2.5.0 concentrado protéico de soro
lacteo (CPS)

2.5.1. Caracteristicas gerais

As principais proteinas do soro lacteo sao:
a - lactoalbumina @ - lactoglobulina, que

constituem, aproximadamente, 25 e 55% do
total de proteinas, respectivamente.
Elas podem ser desnaturadas pelo calor e

interagirem, resultando em coagulacdo ou
formacdo de gel, dependendo da
concentracao protéica, do pH, composicéo
ibnica e temperatura (Morr, 1992).

O CPS é um produto mais recente, que foi
desenvolvido no século XX, no final da
década de 60 e inicio da década de 70
(Huffman e Harper, 1999). A Figura 2
mostra as etapas de producéo do CPS.

Soro

!

Clarificagéo

l Agua

e

Permeato Ultrafiltracao

!

Permeato Diafiltracdo

!

Secagem

!

Concentrado protéico de soro

Figura 2: Fluxograma simplificado da producéo dacemtrado protéico de soro

Fonte: Huffman e Harper (1999)

O teor de proteina nos concentrados
protéicos de soro lacteo varia de 34 a 85%,
conforme mostra a Tabela 3. O CPS com
35% de proteina do total de sdlidos €,
principalmente, utilizado como substituto

do leite desnatado em alimentos para
humanos e, também, em rac¢des para outros
animais. Os concentrados protéicos com
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maior teor protéico sdo usados,

exclusivamente, na alimentagcdo humana,
sendo a industria de laticinios o setor que
mais emprega esse concentrado, seguido
por padarias e industria de produtos

carneos (Cunningham, 1995; citado por

Wit, 1998).



Tabela 3: Composicéo tipica de produtos derivadasodo lacteo

Constituinte Soro em po CPS 34 CPI 80 Lactoalbumina PIS
Proteina % 13 34 80 90 92
Lactose % 75 53 6 0,5 1
Cinzas % 8 7 3 0,5 2
Gordura % 1 3 7 4 1
Umidade % 3 3 4 4 4

Fonte: Huffmam e Harper (1999)

CPS = concentrado protéico de soro; PIS = proiegiada de soro.

2.5.2. Propriedades funcionais

As proteinas do soro lacteo sdo bem
conhecidas pelo seu valor nutricional alto e
por suas propriedades funcionais versateis
em produtos alimenticios (Moet al,1973;
Yamauchi et al, 1980; Smitherset al,
1996; Mcintoslet al, 1998 e Wit, 1998).

As propriedades funcionais dos CPS de

interesse para a indastria alimenticia sao:
capacidade de formarem gel e interagirem
com a agua; serem emulsificantes,

espumantes e estaveis ao calor; bem como
as propriedades relacionadas com o sabor e
textura (Mangino, 1984).

A capacidade de formar gel € importante
para a inclusdo do CPS em varios produtos
alimenticios. Segundo Mangino (1992),
essa caracteristica, provavelmente,
continuard sendo a caracteristica funcional
mais importante dos concentrados protéicos
de soro.

A propriedade emulsificante benéfica das
proteinas do soro lacteo permite a
introdugcdo dos globulos de gordura como
elementos estruturais no gel protéico,
formado pela inducdo do calor. Além disso,
sabe-se que as interacdes entre as proteinas
do soro e a caseina induzidas pelo calor
tornam o leite uma interessante matéria
prima para todos os tipos de produtos com
textura e com alto valor nutricional (Wit,
1998).

Segundo Wit (1998), o comportamento das
proteinas do soro nos produtos alimenticios
€ uma outra caracteristica que poderia ser
definida como funcionalidade protéica.
Essa caracteristica reflete a maneira como
as proteinas interagem com O0S outros
componentes do alimento, como acgucares,
sal e outras proteinas. Essas interacdes sao

influenciadas pelos efeitos do
processamento como homogeneizagéo,
calor, resfriamento e condicbes de
armazenamento.

De acordo com Kessler (1998), nenhum
outro constituinte do leite tem tanta
influéncia nas propriedades estruturais e
organolépticas dos produtos lacteos
fermentados como a caseina e as proteinas
do soro. A combinacao de novas técnicas de
processamento e mudancas na composicao,
pH e composicao ibnica podem originar
novos produtos com aumento do potencial
de suas propriedades funcionais.

2.5.3. Efeito em leites fermentados

Bactérias probidticas crescem  muito
devagar no leite devido a falta de atividade
proteolitica (Klaveret al,1993; citados por
Dave e Shah, 1998). Devido a isso, leites
fermentados somente com culturas de
Lactobacillus acidophilus ou de
Lactobacillus acidophilug bifidobactérias
podem ser produzidos, mas apresentam um
longo tempo de fermentacdo e qualidade
final comprometida (Shah, 2000).

33



Com o objetivo de reduzir o tempo de
fermentagcdo dos leites fermentados
probidticos, culturas lacticas do iogurte sdo
adicionadas nesses produtbactobacillus
delbrueckii ssp. bulgaricus, no entanto,
produz &cido lactico durante a refrigeracdo
desses produtos, processo conhecido como
poés — acidificacdo, que afeta a viabilidade
das bactérias probidticas (Dave e Shah,
1998).

Segundo Dave e Shah (1998), algumas
culturas iniciais dos leites fermentados
podem precisar da incorporacdo de alguns
micronutrientes (peptideos e amino&cidos)
usando, por exemplo, o CPS, que reduz o
tempo de fermentacdo e aumenta a
viabilidade das bactérias probidticas. Por
isso, estudando o crescimento e viabilidade
de Streptococcus thermophilus,
Lactobacillus acidophilus éifidobactérias
em leite fermentado adicionado com 2% de
CPS, Dave e Shah (1998), observaram um
menor tempo de fermentacdo (9 horas) em
relacdo ao grupo controle (12 horas),
adicionado com 2% de leite em po
desnatado. O crescimento e multiplicacédo
do Streptococcus thermophilufi mais
rapido no leite fermentado suplementado
com o CPS, o0 que poderia ser a razao para
esse tempo de fermentagcdo ser menor.
Durante 35 dias de armazenamento de leites
fermentados sob refrigeracdo a 4°C, os
autores observaram um ligeiro declinio nas
contagens deStreptococcus thermophilus
no grupo controle e um aumento dessas
contagens nos produtos adicionados com o
CPS. As contagens dd.actobacillus

acidophilus no primeiro dia de

armazenamento dos leites adicionados com
o0 CPS foram inferiores aos leites
fermentados pertencentes ao  grupo

controle. Provavelmente, o menor tempo de
fermentacdo observado nos leites com o
concentrado protéico, ndo permitiu o
crescimento extensivo dokactobacillus

Foi verificado, também, um declinio
constante dessas contagens em todos o0s
produtos, durante todo o periodo de
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refrigeracéo, permanecendo sempre
superior a 10 UFC/g nesse periodo. Com
relacdo as bifidobactérias, a viabilidade
dessas bactérias foi maior na presenca do
CPS, quando comparado ao leite
fermentado controle. Dave e Shah (1998),
apos avaliarem os resultados das analises
eletroforéticas em gel de poliacrilamida
dodecil sulfato de sodio (SDS — PAGE) e
os resultados da viabilidade das culturas,
concluiram que a fonte de nitrogénio, nas
formas dos peptideos e aminoacidos, esta
relacionada com o aumento da viabilidade
das bifidobactérias em leites fermentados
preparados, também, com culturas de
Streptococcus thermophilesLactobacillus
acidophilus Portanto, proteinas e peptideos
parecem serem responsaveis pelas
diferencas na viabilidade das bactérias nos
leites fermentados adicionados com varios
ingredientes, além de serem responsaveis
pelo tempo gasto até que se alcance o pH
4.5 durante a fermentacdo desses produtos.

Bozanicet al. (2004) avaliaram o efeito da
adicdo de 2% de CPS ou 2% de leite em po
sobre a qualidade do leite fermentado com
Lactobacillus acidophilug.a5. As adicdes
de leite em pdé e CPS aumentaram as
contagens deactobacillus acidophiluta5

nos leites fermentados. No nono dia de
estocagem, esses leites fermentados
apresentaram contagem desses
microorganismos igual a 1,65¢10FC/g.

Os autores destacaram uma importancia
terapéutica para esse fato, pois esses
produtos apresentaram mais do que ix10
UFC/g de bactérias probidticas. Portanto, o
CPS teve uma forte influéncia no aumento
das contagens deactobacillus acidophilus
La5, pois as proteinas do soro lacteo
estimulam o crescimento dessas bactérias,
funcionando como uma fonte adicional de
aminoacidos necessarios. Foi demonstrado,
também, qualidade sensorial alta desses
leites fermentados durante todo periodo de
refrigeracdo analisado (nove dias a 5°C).



3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados nos
Laboratérios de Analises Fisico-quimicas,
Andlises  Microbiolégicas e Andlises

Sensoriais do Departamento de Tecnologia
e Inspecéo de Produtos de Origem Animal
da Escola de Veterinaria da UFMG, no
periodo de fevereiro a dezembro de 2007.

3.1. Controle de qualidade do leite em poé
desnatado

A opcéo de elaborar leites fermentados com
leite em pé desnatado seria justificada pela
associacdo das caracteristicas probioticas
das culturas utilizadas a imagem positiva do
consumo de leite desnatado pelos
consumidores, atualmente. A determinacao
da gualidade fisico-quimica e
microbiolégica dos lotes de leite em po
desnatado teve como objetivo caracterizar o
leite utilizado e consequientemente garantir
0 controle de qualidade da producédo dos
leites fermentados. Para realizacdo dos
experimentos foram utilizados quatro lotes
diferentes de leite em po6 desnatado da
marca Molico (Nestlé®, Aracatuba, Sao
Paulo, Brasil). Foram feitas, em duplicata,
as seguintes analises fisico-quimicas:
determinacbes de pH, acidez titulavel,
gordura, proteina, umidade, extrato seco
total e extrato seco desengordurado (Brasil,
2006). Para o controle microbioldgico,
foram realizadas, em duplicata, as andlises
de contagem global de mesofilos aerdbios
(UFC/ml), pesquisas de coliformes totais e
fecais (NMP/ml), Staphylococcusspp. e
Salmonella  spp. preconizados  no
Regulamento Técnico de Identidade e
Qualidade (RTIQ) de leite em po6 (Brasil,
1996), além da contagem de bolores e
leveduras. Todos o0s procedimentos
seguiram as metodologias contidas em
Métodos Analiticos Oficiais para Analises
Microbiol6gicas para Controle de Produtos
de Origem Animal e Agua (Brasil 2003).

3.2. Controle de qualidade do leite em poé
desnatado reconstituido, com ou sem a
adicdo de concentrado protéico de soro e
tratado termicamente

O leite em p6 desnatado foi reconstituido a
10% em &gua destilada, adicionado de
sacarose a 8% e acrescido a 2% ou ndo de
concentrado protéico de soro (CPS) (WPC
033RQL, Estabgem (GemadynJuiz de
Fora, MG) contendo minimo de 33,0 % de
proteinas lacteas, 3,5 a 3,6 de umidade e pH
entre 6,5 a 7,5) foi submetido a tratamento
térmico a 110°C por 10 minutos. ApGs este
processo, foi feito, em duplicata, o
plagueamento em meio MRS (Difco,
Detroit, Michigan, United Statgs da
diluicdo 10 do leite em p6 desnatado
reconstituido a 10%, do leite em po
desnatado reconstituido a 10% e adicionado
de 8% de sacarose e do leite em po
desnatado reconstituido a 10% e adicionado
de 2% de CPS.

3.3. Microorganismos

Foram utilizadas duas amostras de bactérias
acido-lacticas: Lactobacillus acidophilus
(L. acidophilug e Weissella confusgW.
confusd, previamente isoladas de queijos
de coalho artesanal e industrializado,
produzido em Pernambuco, Brasil,
identificadas por analise de restricdo
enzimatica de DNA ribossomal e avaliadas
guanto a  propriedades  probidticas
(sensibilidade a antimicrobianos e atividade
antagonista “in vitro” (Guedes Neto, 2004).
3.4. Curvas de
Crescimento

Fermentacdo /

A curva de fermentacdo foi obtida pelas
determinacfes do pH, da acidez titulavel e
da enumeracdo de bactérias acido-lacticas
(UFC/g) em meio 4gar MRS (Difcbetroit
Michigan, United Stat@sem intervalos de
tempo de duas horas desde o tempo zero
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(adicdo do in6culo) até a coagulacdo dos
leites desnatados adicionados de
Lactobacillus acidophilus (leite LA),
Weissella  confusa (leite WC) e
Lactobacillus acidophilus e Weissella
confusaassociados (leite LA+WC) sem e
com CPS.

O tempo de fermentacdo também foi
determinado durante a curva de
fermentacdo, considerando como momento
inicial a adigdo do inéculo ao leite e como
término a formacéo do coagulo.

3.5. Preparo dos leites fermentados

Na elaboracéo do leite fermentado, 1Q0
das culturas congeladas deacidophiluse

W. confusdoram transferidos para tubos de
ensaio contenddbml de Caldo MRS (Difco,
Detroit, Michigan, United Statgs Estes
tubos contendo as culturbsacidophiluse

W. confusdoram incubados a 3C = 2°C e
45°C £ 2°C, respectivamente, por 18 horas.
Este procedimento foi repetido por mais
duas vezes para garantir a ativacdo das
culturas.

Apbs esse periodo, 2% de cada cultura
ativada foram inoculados em recipientes
contendo leite desnatado reconstituido a
10%, adicionado de sacarose a 8%, tratado
termicamente a 12C por 10 minutos e
resfriado a 37C.

Os recipientes contendo leite e sacarose
adicionados de L. acidophilus foram
incubados a 3T + 2°C, enquanto que 0s
adicionados d&V. confusaisoladamente e
as duas culturas associadas foram
incubados a 4% + 2°C por tempo
necessario até a coagulacao do leite.

Os trés produtos fermentados constituiram
os inéculos para a elaboracdo dos leites
fermentados. Estes inoculos  foram
adicionados numa concentracdo igual a 2%
em recipientes de 200ml e 500ml contendo
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leite em po reconstituido a 10%, adicionado
de sacarose a 8%, acrescidos ou ndo de CPS
e tratado termicamente a P00 por 10
minutos. Os leites adicionados dos indculos
comL. acidophilusforam incubados a 37°C

+ 2°C, enquanto que os inoculados ddin
confusae com as duas culturas associadas
foram incubados a 45°G 2°C até a
coagulacdo. Apés a coagulacéo, os produtos
fermentados foram armazenados sob
refrigeracdo a 8-10°C. Os recipientes
contendo 200ml de leites fermentados
foram utilizados nas andlises fisico-
quimicas e microbioldgicas e 0s recipientes
com 500ml nas analises sensoriais. Esse
procedimento permitiu que cada frasco
fosse retirado da geladeira e analisado no
momento desejado.

Todo este processo foi feito para produzir
trés leites fermentados com adicdo de 2%
de CPS e trés leites fermentados sem adicéo
de CPS, a partir das culturasacidophilus,

W. confusa as duas culturas associadas.
leites

3.6. Analises laboratoriais dos

fermentados

3.6.1. Avaliacao fisico-quimica dos leites
fermentados

As analises foram realizadas nos dias um,
10, 20, 30 e 40 dias de estocagem dos leites
fermentados sob refrigeracdo a 8-10°C em
refrigerador (Ormifrio Ltda GCI004,
Sabara, MG, Brasil) O pH foi determinado
através do pHmetro digital (GEHAKA
PG1800, Sao Paulo, SP, Brasil). A
determinacdo da acidez titulavel, expressa
em gramas de acido lactico/100g de
produto, seguiu a norma IDF (1991), de
acordo com o RTIQ de leites fermentados
(Brasil, 2007). O teor percentual de gordura
foi obtido pelo método de Gerber (Brasil,
2005). Os teores percentuais de umidade e
extrato seco total (EST) foram
determinados na estufa (GEHAKA
G4023D, Sao Paulo, SP, Brasil) e balanca
(SHIMADZU AY220, Sé&o Paulo, SP,



Brasil) (Brasil, 2006). O teor percentual de
proteinas foi determinado pelo método
Micro-Kjedahl, no equipamento TECNAL
(TEO12, Piracicaba, SP, Brasil), segundo
Brasil (2006).

3.6.2. Avaliacdo microbiolégica dos leites
fermentados

As analises foram realizadas nos dias um,
10, 20, 30 e 40 dias de estocagem dos leites
fermentados sob refrigeracéo a 8 — 10°C.
3.6.2.1. Enumeracao dos
microorganismos acido-lacticos

Para as contagens dos microorganismos
foram feitas diluicbes decimais seriadas de
(10" a 10" dos leites fermentados
produzidos, em salina peptonada (0,85% de
NaCl e 0,1% de peptona). Em seguida,
aliquotas de 0,1ml das diluicbes
selecionadas foram incorporadas ao agar
MRS (Difco, Detroit, Michigan, United
State3 e incubadas sob aerobiose. A
temperatura de incubagdo pard.
acidophilusfoi 37°C + 2°C por 48 horas e
45°C £ 2°C por 48 horas paravd. confusa

e as duas culturas associadApos esse
periodo, a enumeracao dos
microorganismos foi feita através da
multiplicacdo do numero de colbnias
formadas na placa por 10 e também pelo
inverso da diluicdo (IDF, 1997).

3.6.2.2. Pesquisa de coliformes totais e
termotolerantes

A pesquisa de coliformes totais e
termotolerantes foi feita utilizando o
método do Numero Mais Provavel (NMP)
(Brasil, 2003). Na Prova Presuntiva, as
diluicées 16, 10* e 10? foram inoculadas
em triplicata em tubos contendo caldo lauril
sulfato de sodio e tubos de Durhan
invertidos. Estes tubos foram incubados a
36°C por 48 horas. A identificacdo da
presenca de gas nos tubos de Durhan indica
resultado positivo e requer a realizagdo do

teste confirmatério em caldo verde
brilhante bile 2% lactose para coliformes
totais e caldo EC para coliformes
termotolerantes.

3.6.2.3. Pesquisa de bolores e leveduras

A pesquisa de bolores e leveduras foi feita
de acordo com a Instrugcdo Normativa (IN)
62, Métodos Analiticos Oficiais para
Andlises Microbioldgicas para Controle de
Produtos de Origem Animal (Brasil, 2003).
Foram inoculados e espalhados com auxilio
da alca de Drigalski, 0,2ml das diluicbes
10°, 10* e 10° sobre a superficie do agar
batata glicose 2%, acidificado a pH 3,5. As
placas foram incubadas, sem inverter, a
25°C+ 1°C por cinco a sete dias.
dos leites

3.7. Avaliagdo sensorial

fermentados

A andlise sensorial de aceitagdo foi

realizada em dois momentos, 10 e 40 dias
de estocagem dos leites fermentados a 8-
10°C. Em cada momento, foram analisados
sensorialmente seis produtos diferentes
(leites fermentados produzidos com trés

culturas diferentes, com e sem a adicdo do
concentrado protéico de soro). Para cada
momento de andlise sensorial, foi utilizada

uma equipe de provadores nao treinados,
composta por 30 estudantes, funcionarios e
professores da Escola de Veterinaria da
UFMG, selecionados de acordo com

disponibilidade, interesse e habito de

consumir leites fermentados. As amostras
foram codificadas com  seqiéncias

aleatérias de trés digitos e servidas aos
provadores selecionados, dentro de cabines
individuais, em por¢des de 30ml em copos

de plastico incolor, a uma temperatura igual

a 8 -10°C.

Os provadores receberam uma ficha (Anexo
1) contendo uma escala ndo estruturada
formada por uma linha inteira, ancorada nos
extremos pelos numeros zero e 10 onde
marcaram um X, expressando o grau de
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aceitacdo do produto. Para interpretacdo
desses resultados, posteriormente, uma
régua com 10cm foi colocada sobre a linha
para quantificar o grau de aceitacdo dos
provadores. Além disso, a ficha continha

uma escala hedbnica de cinco pontos, que
permitia que os provadores expressassem 0
quanto gostaram ou desgostaram dos
produtos. Posteriormente, foram atribuidos

pontos para o0s graus de aceitacdo (1
Detestei, 2 = Ndo gostei, 3 = Nao gostei
nem desgostei, 4 = Gostei, 5 = Adorei) para
que os dados fossem analisados
estatisticamente.

A realizagdo das andlises sensoriais do
presente trabalho foi aprovada no dia 17 de
maio de 2007 pelo Comité de Etica em
Pesquisa (COEP) da UFMG, parecer
namero ETIC 111/07.

3.8. Andlise Estatistica

O experimento foi realizado utilizando
delineamento em blocos ao acaso com
arranjo em parcelas subdivididas. Cada lote
de leite em p6 desnatado representou um
bloco, o0s seis tratamentos (leites
fermentados sem e com CPS, elaborados
com L. acidophilus W. confusae as duas
culturas associadas) foram considerados as
parcelas, enquanto as subparcelas foram os
cinco tempos (um, 10, 20, 30 e 40 dias de
estocagem sob refrigeracdo) em que foram

realizadas as analises fisico-quimicas e

microbiol6gicas e os dois tempos (10 e 40

dias de estocagem) das analises sensoriais.
Foram realizadas quatro repeticbes do

experimento.

Para comparacdo das médias dos
tratamentos, considerando os parametros
fisico-quimicos e a enumeracgéo de bactérias
acido-lacticas (UFC/g) em meio 4gar MRS,
durante os 40 dias de estocagem, utilizou-se
a andlise estatistica paramétrica e aplicado o
Teste de Fisher e Student-Newman-Keuls,
em nivel de significancia de 5% (Sampaio,
2002).

Os resultados da avaliagdo sensorial foram
submetidos as analises estatisticas néao
paramétricas, através do teste de Kruskal-
Walllis, em nivel de significancia de 5%
(Sampaio, 2002).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Controle de qualidade do leite em po6
desnatado

A composicdo fisico-quimica e a acidez
titulavel de quatro lotes de leite em po
desnatado utilizados durante quatro
repeticbes da producdo de leites
fermentados estdo apresentadas na Tabela
4.

Tabela 4: Teores percentuais médios de componéisies-quimicos e acidez titulavel de

quatro lotes de leite em p6 desnatado

Parametro (%) Lote 1 Lote 2 Lote 3 Lote 4

Gordur 0 0 0 0

Proteina 34,92 34,70 37,30 34,83
Umidade 3,68 4,1¢ 3,1¢ 3,0t

Extrato Seco Total 96,37 95,85 96,87 96,95
Acidez * 1,52 1,52 1,62 1,5¢
*g de acido lactico/ 100g

Os resultados de umidade (%) encontrados segundo Iote, o qual apresentou um

nos leites em po6 utilizados estdo de acordo
com os valores estabelecidos pelo RTIQ de
leite em po (Brasil, 1996), com excec¢do do
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resultado um pouco acima do estabelecido
na legislacdo (maximo 4%). Esse fato pode
ter ocorrido devido a falhas no



processamento industrial ou padronizacdo
do leite ou até mesmo devido a condi¢gbes
de estocagem inadequadas. Teores de
umidade mais elevados podem ocasionar
aumento da atividade de agua no leite em
poé e, consequientemente, favorecimento do
crescimento  microbiano. Além  disso,
poderia ser observado neste produto
defeitos como “empedramento” ou
agregacao do leite em pd. No entanto, como
o teor de umidade ndo estava muito
elevado, esse defeito ndo foi verificado
macroscopicamente no segundo lote de leite
em po analisado.

Em relacdo ao teor maximo de gordura,

todos os leites em p6é6 avaliados

encontraram-se  dentro dos padrdes
estabelecidos na legislacdo (Brasil, 1996),
pois todos apresentaram resultados
inferiores a 1,5%. Esses resultados indicam
que a padronizacdo do leite e o

processamento industrial dos mesmos foi
correto, assim os leites em pd desnatados
avaliados foram ideais para a utilizagdo na
producéo de leite fermentado desnatado.

Como pode ser verificado na Tabela 4, os
resultados percentuais de acidez titulavel
estdo apresentados de forma diferente a
estabelecida na legislacdo (Brasil, 1996),
devido a técnica utilizada no presente
trabalho (Brasil, 2006). No entanto, todos
os leites apresentaram resultados de acidez
titulavel dentro dos padrdes, pois para cada
cinco gramas de leite em pd desnatado
analisado, foram gastos no maximo 9ml da
solucdo de hidroxido de sédio NaOH 0,1N,
atendendo o maximo permitido de 18ml de
NaOH 0,1N para 10g de sdlidos nédo
gordurosos no leite em po. Esses resultados
indicam qualidade microbiolégica adequada
da matéria prima, bem como o
processamento e estocagem adequados do
leite em po.

Os parametros proteina e extrato seco total
nao tém padrbes estabelecidos no RTIQ de
leite em p6. No entanto, o0s resultados

dessas varidveis, juntamente com 0S
demais, permitem verificar que a
composicao fisico-quimica dos quatro lotes
analisados foi bastante semelhante,
indicando uma padronizacgéo do leite em pé
desnatado utilizado durante o experimento.
A falta de padronizacdo poderia
comprometer os resultados fisico-quimicos
dos leites fermentados produzidos, o
metabolismo microbiano e,
conseguentemente, também os resultados
microbiol6gicos e a avaliagdo sensorial.

Todas as andlises para o controle
microbiol6gico dos quatro lotes de leite em
p6é desnatado indicaram auséncia de
microorganismos  mesofilos  aerdbios,
coliformes totais e fecaisStaphylococcus
spp. eSalmonellaspp.. Portanto, todos os
leites em pd desnatados analisados
atenderam aos requisitos estabelecidos na
legislacdo (Brasil, 1996) e apresentaram
qualidade microbiolégica adequada. A
gualidade do leite em pd desnatado
utilizado é resultado das Boas Préticas de
Fabricacdo aplicadas na industria, as quais
garantem a qualidade sanitaria e
conformidade do produto final com o
regulamento técnico especifico.

4.2. Controle de qualidade do leite em po6
desnatado reconstituido, com ou sem a
adicdo de concentrado protéico de soro e
tratado termicamente

N&o foi observado crescimento de colbnias
de microorganismos em meio MRS (Difco)
plaqueado com a diluicdo %0indicando
gue o tratamento térmico aplicado foi
adequado para garantir a esterilidade dos
leites em pé desnatados, reconstituidos a
10%, adicionados de agucar a 8% e 2% de
CPS.

4.3.Curva de Fermentacédo / Crescimento

4.3.1. pH
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As curvas de fermentacdo obtidas a partir

desnatados esterilizados, adicionadod.de

dos resultados de pH séo apresentadas na acidophilus e a 45°C dos leites adicionados

Figura 3, permitindo avaliar essa variavel
durante a incubacdo a 37°C dos leites

deW. confusa as duas culturas associadas,
sem e com CPS.

—LA sem CPS
LA com CPS
: WC sem CPS
540 \\ ——wWCcom CP3
B 20 LA + WG sem CPS
6,00 —LA+WC com CP3
T 5.80
f= 5
5,60 ——
540 \\
5,20 =
a.00 T T . . T T .
oo:oo 0z:00  04:00 0&:00 ne.o0 10:00 12:00 14.00 18:00
Tempeo (h)

Figura 3: Médias de trés repeticbes de pH durantermentacdo de leites desnatados
esterilizados, adicionados Hactobacillus acidophilugLA), Weissella confus@QVC) e as duas
culturas (LA+WC), sem e com concentrado protéiceate (CPS)

O término da fermentacdo foi considerado
baseando-se na observacdo da formacgéo do
codagulo, especificamente no
desprendimento do coagulo da parede do
frasco como mostra o Anexo 2, e ndo na
determinacao do pH. Isso explica porque o
pH final nos leites fermentados foi maior
gue o ponto isoelétrico da caseina (4,6)
(Fennema, 1996). Caso o leite fermentado
permanecesse por mais tempo incubado,
haveria retracdo do codgulo e dessoragem,
que comprometeria a aceitacdo dos
produtos durante as analises sensoriais,
além da interferéncia nos parametros fisico-
guimicos, como pH e acidez titulavel.
Segundo, Donkoet al. (2006), em geral,
um pH baixo ao fim da fermentacéo resulta
em maior queda de pH durante o periodo de
estocagem sob refrigeracdo. Essa reducédo
acentuada de pH poderia acontecer se 0s
leites fermentados permanecessem mais
tempo incubados, 0 que comprometeria a
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viabilidade das culturas probiéticas durante
0 armazenamento desses produtos sob
refrigeracéo.

Analisando as variacbes de pH (Figura 3)
durante 10:40h e 11:20h (Anexo 4) de
fermentacdo dd.. acidophilus em leites
desnatados sem e com CPS,
respectivamente, sdo observadas reducdes
de pH similares. Os leites fermentados por
L. acidophilus apresentaram pH inicial
igual a 6,41 e pH final semelhantes, 5,07 e
5,06 nos produtos sem e com CPS,
respectivamente. Além disso, comparando-
se todas as curvas presentes na Figura 3, €
possivel verificar que os leites LA foram os
gue apresentaram menor pH ao fim da
fermentacdo, indicando uma resisténcia
maior dessa cultura a condicbes com pH
mais baixos em relacdoVd. confusaEsse
fato demonstra melhor propriedade
probidtica doL. acidophilusem relacdo a



W. confusaindicando que &. acidophilus
poderia resistir melhor ao pH (1,5 — 2,0) do
estbmago humano (Dunnet al, 1999).
Além disso, essa resisténcia € interessante
para a conservacdo de microorganismos
vidveis durante o prazo de validade dos
leites fermentados, pois durante a
estocagem, o pH desses produtos reduz
ainda mais.

Os leites WC sem e com CPS apresentaram
0 mesmo tempo de fermentacdo (13 h)
(Anexo 3). Esses produtos apresentaram
tempo de fermentagcdo mais prolongado
quando comparados aos leites LA e
LA+WC (Anexo 4). O intervalo de tempo
entre a adicdo do inéculo e a obtencdo do
produto final deve ser considerado na
avaliacdo da viabilidade econbémica da
producdo industrial de leites fermentados,
pois tempos prolongados de fermentacdo
comprometem o fluxograma e o rendimento
industrial. Deste modo, a utilizagdo Wé
confusa na indastria poderia ser inviavel
economicamente, em comparagdao cbm
acidophilus

Os produtos elaborados apresentaram a
mesma tendéncia de queda do pH ao longo
da fermentacdo, que pode ser constatada
pela semelhanca entre as curvas de
fermentag&o no gréafico da Figura 3. O leite

com CPS apresentou reducéo de pH de 6,49
para 5,52 e, o mesmo leite sem CPS, uma
reducdo de 6,46 para 5,51. Os valores de
pH encontrados nos leites WC foram

maiores em relagcdo aos valores de pH
encontrados nos outros leites LA e

LA+WC. Considerando a escassez de
trabalhos avaliando a fermentacdo do leite
por W. confusaesses resultados tém grande

relevancia para avaliar o comportamento

dessa cultura durante todo o tempo de
fermentacdo em leites desnatados sem e
com fonte adicional de aminoéacidos e

peptideos.

Em relacéo as determinacdes de pH durante
fermentacg&o dos leites LA+WC, verifica -se

gue esses produtos apresentaram uma
reducédo de pH mais intensa, atingindo valor

final mais rapidamente em relacdo aos leites

adicionados com as mesmas culturas

isoladamente (Figura 3).

O menor tempo de fermentacdo (9:40h)
(Anexo 4) observado nos leites LA+WC,
em relacdo aos outros leites, sugere a
ocorréncia da relacdo de simbiose entre
essas culturas lacticas. No entanto, essa
relacdo ndo foi investigada no presente
trabalho. Considerando a reducéo do tempo
de fermentacdo no leite pelas cultutas
acidophilus e W. confusa a utilizagédo
dessas culturas simultaneamente, pode ser
vantajosa para a industria, até mesmo em
relacdo a utilizacdo dd.. acidophilus
isoladamente, pois além de potencializar a
utilizacao dos equipamentos, em
consequéncia da reducdo do tempo de
fermentacéo, a industria podera
disponibilizar no comércio um produto
fermentado com diferentes caracteristicas
sensoriais e probidticas.

O leite LA+WC sem CPS apresentou uma
reducdo de pH de 6,37 para 5,37 e 0 com
CPS uma reducédo de 6,43 para 5,44. Assim
como os leites adicionados com as culturas
isoladas, os leites LA+WC sem e com CPS
apresentaram curvas, a partir dos resultados
de pH, muito semelhantes. Além disso,
guando os leites LA+WC sem e com CPS
sdo comparados, observa-se 0 mesmo
tempo de fermentacdo (9:40h) entre eles
(Anexo 4). Esses resultados foram
diferentes dos encontrados por Dave e Shah
(1998) que observaram influéncia do CPS
no tempo de fermentacdo de leites
fermentados elaborados com as culturas
acidophilus bifidobactéria eStreptococcus
thermophilus simultaneamente. Os autores
observaram menores tempos de
fermentacdo (7,5h e 8,5h) nos leites
fermentados contendo 2% de CPS em
relacdo ao controle (12h).
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A mesma tendéncia observada na reducédo
do pH nos leites com a mesma cultura sem
e com CPS indicam que, provavelmente, o

CPS utilizado ou a porcentagem adicionada
desse ingrediente ndo influenciou na

reducdo do pH durante a fermentagdo de
todos os leites analisados.

A incorporagdo de micronutrientes ao leite
pode ser utilizada para reduzir o tempo de
fermentacdo dos leites fermentados
(Oliveira et al, 2001). No entanto, no
presente trabalho, a incorporacdo de
aminodcidos e peptideos por meio da adi¢ao

de 2% de CPS contendo 34,5% de proteinas
nao interferiu no tempo de fermentag&o dos
leites adicionados dé. acidophilus W.
confusa es duas culturas associadas.

4.3.2. Acidez Titulavel

Os valores apresentados na Figura 4

permitem acompanhar e comparar a acidez
titulavel (%) durante a fermentacao de leites

desnatados esterilizados, adicionados com a
mesma cultura, porém sem e com CPS, bem
como a fermentacdo de leites adicionados
com culturas diferentes.

0,50
048
040 7_"
° //—
- (1,35 :
< 0.0 7 — LAsem CPS
/ L& com GRS
0,25 = Wi sem CPS
/ —— W\ com CPS
0.20 1 LA+WC sem CPS
iRE : : : : . . : —— LA WL com CPS
00:00 0200 04:00 000 0800 1000 1200 1400 1600
Tempo (h)

Figura 4: Médias de trés repeticbes de acidezatiéll (%) durante a fermentac@o de leites
desnatados esterilizados, adicionadosLdetobacillus acidophilugLA), Weissella confusa
(WC) e as duas culturas (LA + WC), sem e com camaéda protéico de soro (CPS)

De acordo com a Figura 4, as curvas
obtidas a partir dos resultados médios de
acidez titulavel (%) durante a fermentacéo
dos leites LA sem e com CPS foram
bastante semelhantes. Os leites sem e com
CPS apresentaram, inicialmente, mesmo
percentual de acidez titulavel igual a 0,19,
no entanto, ao final da fermentacéo, o leite
com CPS apresentou acidez titulavel um
pouco maior (0,46%) em relacdo ao leite
sem CPS (0,42%). Os resultados de acidez
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titulavel e pH (Figura 3) encontrados nos
leites LA sem e com CPS foram bastante
semelhantes aos resultados encontrados por
Bozanic et al. (2004). Os autores nao
observaram diferenca na reducdo do pH
entre os leites sem e com 2% de CPS,
durante a producdo de leites aciddfilos,
porém, verificaram valores de acidez
titulavel um pouco mais altos nos leites
acidéfilos com CPS, assim como no
presente trabalho.



Os leites LA, quando comparados aos
outros leites, foram o0s que apresentaram
maiores valores de acidez titulavel (%) apos
o fim da fermentacdo, estando de acordo
com os resultados médios finais de pH
apresentados na Figura 3. Esses resultados
indicam maior tolerancia dessa amostra de
L. acidophilusem relacdo aV. confusaa
meios com acidez titulavel mais alta.
Segundo Gomes e Malcata (1999),Lo
acidophilusé capaz de tolerar variacdes de
acidez titulavel entre 0,3 a 1,9%. As
condicBes de acidez do trato gastrintestinal
de humanos comprometem
significativamente a viabilidade das
bactérias acido-lacticas (Liet al, 2006)

Por isso, a resisténcia a condi¢des de acidez
mais altas é caracteristica desejavel em
culturas probidticas, considerando-se a
importancia da sobrevivéncia desses
microorganismos no trato gastrointestinal
para garantir os efeitos benéficos a saude
(Fuller, 1989; Joint FAO/WHO, 2003).

Os leites WC sem e com CPS também
apresentaram aumentos de acidez titulavel
similares durante a fermentacdo, os quais
podem ser verificados nas curvas
apresentadas na Figura 4. No entanto,
observa-se que os valores de acidez
titulavel que constituem a curva
correspondente ao leite WC com CPS séo
superiores em relacdo ao mesmo leite sem
CPS (Figura 4). Os valores de acidez
titulavel no leite WC com CPS aumentaram
de 0,18 para 0,38% durante todo periodo de
fermentacdo, enquanto que no leite sem
CPS esse aumento foi de 0,16 para 0,33%.
Observam-se, também, na Figura 4 que o0s
leites WC foram o0s que apresentaram
acidez titulavel mais baixa, bem como pH
mais elevado (Figura 3) em comparacdo
com os leites LA e LA+WC, sem e com
CPS.

As curvas apresentadas na Figura 4, que
correspondem aos resultados médios de
acidez titulavel durante a fermentacdo dos
leites desnatados pelas duas culturas

associadas, sem e com CPS, demonstram
aumentos percentuais de acidez titulavel
semelhantes entre os leites sem e com CPS
até oito horas de incubacéo a 45°C. A partir
de oito horas de fermentagdo, observa-se a
estabilizagédo do valor de acidez titulavel no
leite com CPS e aumento da acidez titulavel
no leite sem CPS. A acidez titulavel
aumentou de 0,17 para 0,41% no leite com
as duas culturas sem CPS e de 0,20 para
0,37% no mesmo leite com CPS durante
todo o periodo avaliado.

Todos os leites fermentados apresentaram
acidez titulavel inferior a 0,60% (Figura 4),
valor oficial estabelecido pela legislacédo
(Brasil, 2007) como o contetdo minimo de
acidos que devem estar presentes nesses
produtos. A baixa acidez titulavel dos leites
fermentados esta de acordo com os valores
encontrados para pH, superiores a 4,6 e
discutidos anteriormente. Portanto, para que
esses produtos atingissem 0,60% de acidez
titulavel, o tempo de incubacdo na estufa
seria prolongado e, consequentemente,
ocorreriam perdas das caracteristicas
sensoriais dos leites fermentados como
aspecto, consisténcia, odor e sabor. Além
disso, os padrdes estabelecidos no RTIQ de
leites fermentados (Brasil, 2007) foram
estabelecidos com base na fermentacdo de
culturas lacticas comerciais, as quais, néo
foram as mesmas utilizadas no presente
trabalho. Dessa forma, os resultados de
acidez titulavel diferentes dos padrfes da

legislacdo poderiam ser justificados,
considerando-se que, para as bactérias
acido-lacticas testadas, novos valores

padrbes precisariam ser estabelecidos tanto
para a acidez titulavel, quanto para o pH,

gue nao tem padrdo estabelecido na
legislacéo.

bactérias-

4.3.3. Enumeracdo das

acido-lacticas
Os valores apresentados na Figura 5

permitem acompanhar o crescimento e a
viabilidade das culturak. acidophilug W.
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confusa e L. acidophilus W. confusaem
conjunto, durante a fermentacdo de leites

desnatados esterilizados sem e com CPS.
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Figura 5: Médias de trés repeticdes das contadegdJFC/g) durante a fermentacéo de leites
desnatados esterilizados adicionadosLdetobacillus acidophilusgLA), Weissella confusa
(WC) e as duas culturas (LA + WC) sem e com comadotprotéico de soro (CPS)

Observando as curvas formadas a partir das
contagens deL. acidophilus (Figura 5),
verifica-se que as contagens médias no leite
LA com CPS sao superiores as contagens
no mesmo leite sem o CPS. O leite LA
adicionado de 2% de CPS apresentou,
inicialmente, 10UFC/g, e o leite sem CPS
10° UFC/g. Os leites sem e com CPS
atingram 18 UFC/g em tempos de
incubacao muito préximos,
aproximadamente 4h de fermentacdo, no
entanto, ao fim da fermentacéo, o leite LA
com CPS apresentou *Il0FC/g, enquanto
que o sem CPS a contagem manteve-se
igual a 10 UFC/g. Os resultados
observados sugerem uma influéncia
positiva do CPS na viabilidade das culturas
delL. acidophilusdurante a fermentacao do
leite. Bozanicet al. (2004) encontraram
resultados semelhantes, pois observaram, ao
fim da fermentacdo de leites aciddfilos
suplementados com 2% de CPS, contagens
maiores dd_. acidophilusLA5 em relacéo

ao mesmo produto sem CPS. Dave e Shah
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(1998), embora tenham observado
influéncia do CPS na reducado do tempo de
fermentacdo, ndo verificaram a mesma
influéncia na viabilidade das culturas de
acidophilus utilizadas juntamente com
bifidobactéria eStreptococcus thermophilus
na elaboracdo dos produtos. Nos leites
fermentados sem e com 2% de CPS, os
autores verificaram contagens dé.
acidophilus inicialmente, 1OUFC/g e ap6s

a fermentacéo, contagens WFC/g.

A capacidade dda. acidophilusem tolerar
melhor condicbes mais altas de acidez
titulavel em relacéo a alguns
microorganismos probiéticos, descrita por
Donkor et al. (2006) e Gomes e Malcata
(1999) e comentada anteriormente em
relacdo a W. confusa torna-se mais
evidente no presente trabalho, quando os
resultados de acidez titulavel do leite
fermentado porlL. acidophilus (Figura 4)
sdo comparados com os resultados médios
de contagens de acidophilus



De acordo com a Figura 5, as médias das
contagens de WC no leite sem adicdo de
2% de CPS foram inferiores as contagens
nos leites com CPS durante as primeiras
quatro horas de incubacéo a 45 °C. A partir
das quatro horas de incubacgdo, a presenca
do CPS no leite parece ter influenciado no
crescimento e viabilidade da cultub4.
confusa pois foi observado um aumento
das contagens desse microorganismo no
leite com CPS. Embora sejam observadas
médias de contagens maiores no leite com
CPS em relacgéo ao leite sem CPS, ambos os
leites apresentaram contagen$UBC/g na
segunda hora de incubacdo € WEFC/g a
partir das quatro horas de incubacéo,
mantendo essa contagem até o fim da
fermentacéo.

As médias das contagens totais He
acidophilus e W. confusa seguiram a
mesma tendéncia durante a fermentacao dos
leites sem e com CPS. O leite LA+WC sem
CPS apresentou contagens superiores ao
leite com CPS, mas ambos apresentaram na
segunda hora de incubacéo contagerls 10
UFC/g, alcancando ¥QUFC/g na quarta
hora de incubacdo, assim como os leites
com as culturas isoladas.

O aumento da viabilidade de culturas
lacticas em leites fermentados adicionados
de CPS tem relacdo com a presenca de
nitrogénio na forma de peptideos e
aminoacidos (Dave e Shah, 1998) e parece
ter relagdo também com o tipo de cultura
utilizada na elaboracdo dos leites
fermentados. No presente trabalho, a
presenca do CPS parece ter influenciado
mais na viabilidade d&. acidophilusem
relacdo aVN. confusa

Todos os produtos apresentaram, ao fim da
fermentacdo, contagens superiores ao

minimo estabelecido no RTIQ de leites
fermentados (Brasil, 2007). A legislacédo
estabelece contagens mininas durante todo
o prazo de validade igual a "l0FC/g nos
leites acidofilos e minimo 20JFC/g nos
leites fermentados ou cultivados. No
presente trabalho, o0s requisitos da
legislacdo para o leite aciddfilo podem ser
considerados para o leite LA, pois € um
produto elaborado somente cont.
acidophilus e os padrbées do leite
fermentado ou cultivado para os leites WC
e LA+WC. Contagens mais elevadas de
microorganismos probidticos nos produtos
finais sdo desejaveis, para garantir que
contagens ideais sejam mantidas nos
produtos fermentados estocados sob
refrigeracdo durante todo o periodo de
validade. Além disso, segundo Rasic e
Kurmann (1983) citado por Gomes e
Malcata (1999) as contagens™I@° UFC/g
presentes nos produtos fermentados
elaborados corh. acidophilus W. confusa

e as duas culturas associadas sdo adequadas
do ponto de vista probidtico. Esses
resultados foram superiores as contagens
consideradas ideais (LOFC/g), segundo

0s autores, o que indica que mesmo se
houvesse uma reducdo dessas contagens
durante o armazenamento sob refrigeracao,
essas ainda permaneceriam adequadas para
garantir os efeitos probiéticos.

4.4. Avaliacdo fisico-quimica dos leites
fermentados

4.4.1. pH

A Tabela 5 apresenta os valores de pH nos
tempos um, 10, 20, 30 e 40 dias de
estocagem de leites fermentados acrescidos
ou ndo de CPS e elaborados com as culturas
L. acidophilus W. confusae as duas
culturas associadas a 8-10°C.
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Tabela 5: Resultados médios de quatro repeticbgsHdee leites desnatados esterilizados,
fermentados potactobacillus acidophilusWeissella confus& Lactobacillus acidophiluse
Weissella confusaimultaneamente, sem e com concentrado protéisome armazenados a 8-

10 °C,durante 40 dias de estocagem

Leite Dias Médias
Fermentado 1 10 20 30 40

LAs 4,582 4,44"2 4,427? 4,3172 4,26"? 4,4G¢
LAc 4,58%2 4,372 4,3172 4,232 4,132 4,3%
WC s 57142 5,582 5,52°2 54772 5,42 5,53
WC ¢ 5,602 5,532 54772 5,48%2 5,342 5,48
LA+WC s 4,94%2 4,79%2 4,68"2 4,63%2 4,44"% 4,69
LA+WC ¢ 4,90 4,73%2 4,662 46172 447" 4,67

Letras minusculas diferentes na mesma linha e ma@sna mesma coluna indicam diferenca

estatistica significativa (p<0,05)

LA s: leite fermentado poktactobacillus acidophilusem CPS; LA c: leite fermentado por
Lactobacillus acidophilugom CPS; WC s: leite fermentado pafkeissella confusaem CPS;
WC c: leite fermentado poweissella confusedom CPS; LA+WC s: leite fermentado por
Lactobacillus acidophiluse Weissella confusasem CPS; LA+WC c: leite fermentado por
Lactobacillus acidophilus Weissella confuseom CPS

Como pode ser observado na Tabela 5, ndo
houve interacdo significativa (p>0,05) entre
0s tratamentos e os dias avaliados, ou seja,
as variacbes de pH encontradas em cada
leite fermentado elaborado,
independentemente, da adicdo do CPS nédo
foram diferentes (p>0,05)urante os 40
dias de estocagem sob refrigeracdo a 8-
10°C. Donkoret al. (2006) também ndao
observaram diferenca na diminuicdo do pH
entre diferentes iogurtes adicionados de
culturas probidticas durante 28 dias e,
segundo os autores, as variacbes de pH
observadas (p>0,05), provavelmente, néo
foram capazes de interferir na viabilidade
das culturas probidticas utilizadas. Ainda de
acordo com 0sS mesmos autores,
observando-se a Tabela 10, a diminuigédo de
pH observada entre os leites fermentados
produzidos neste experimento também nao
foi capaz de comprometer a viabilidade das
culturasL. acidophiluse W. confusa pois
nao foi observada diferenca nas contagens
totais de Dbactérias lacticas entre o0s
tratamentos (leites fermentados) e dias de
estocagem avaliados (p>0,05).
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Avaliando-se as médias de pH de cada
tratamento, observa-se ndo ter diferenca
(p>0,05) entre os leites fermentados
elaborados com a mesma cultura, com e
sem a adicdo do CPS. Esse ingrediente,
embora seja capaz de fornecer peptideos e
aminoacidos para muitos microorganismos
probiéticos, n&o ocasionou reducéo
significativa no pH dos leites fermentados.
Dave e Shah, (1998) avaliaram o pH de
iogurtes adicionados de culturas
probidticas, sem e com 2% de dois tipos de
CPS durante 35 dias de estocagem sob
refrigeragdo e observaram uma queda no
pH duas vezes maior nos leites fermentados
adicionados de CPS em relacdo ao iogurte
controle. Provavelmente, o teor protéico
presente em maior quantidade nos CPS
utilizados por esses autores, influenciaram
na fermentacdo das culturas, causando uma
diminuicéo significativa no pH ao longo do
periodo de estocagem avaliado. Este
comportamento ndo seria desejavel, pois
indica manutencéo da atividade metabdlica
microbiana, o0 que poderia resultar em
reducdo acentuada do pH, atingindo valores



que poderiam tornar-se prejudiciais a
viabilidade dos microorganismos presentes
no alimento e, assim, comprometer suas
propriedades probidticas, bem como
acentuar o gosto acido do produto podendo
0 mesmo ser rejeitado pelo consumidor.

Entre os seis leites fermentados avaliados,
0s que apresentaram pH mais alto durante
todo o periodo de estocagem foram aqueles
elaborados comW. confusa.Estes leites
fermentados apresentaram também pH
inicial  superior aos outros leites
fermentados. Os valores superiores de pH
desses produtos tém relacdo com o0s
menores percentuais de acidez e menores
contagens (UFC/9g) desses
microorganismos, apresentados durante
todo o periodo de estocagem. Esse fato
pode também estar relacionado com o tipo
de metabolismo desse microorganismo,
sendo heterofermentador obrigatério, as
hexoses sédo fermentadas resultando em
CO,, acido latico e etanol ou acido acético e
as pentoses sdo fermentadas em &cido
lactico e acido acético (Garvie, 1986). Os
leites fermentados que apresentaram pH

mais baixo foram aqueles produzidos com
L. acidophilus. Durante os 40 dias
avaliados, foi observado um decréscimo
médio de pH igual a 0,08 nos leites
fermentados conh. acidophilussem CPS,
este valor foi superior ao encontrado por
Zacarchenco e Massaguer-Roig (2004) que
observaram um decréscimo igual a 0,05 em
leites fermentados porl. acidophilus
durante 21 dias de estocagem
refrigeracéo a 4°C.

sob

Os resultados de pH ndo podem ser
discutidos com base no RTIQ de leites
fermentados (Brasil, 2007), pois esse, ndo é
um parametro fisico-quimico abordado
nessa legislagéo.

4.4.2. Acidez Titulavel

A Tabela 6 apresenta os valores de acidez
titulavel (%) nos tempos um, 10, 20, 30 e
40 dias de estocagem de leites fermentados
acrescidos ou ndo de CPS e elaborados com
as culturad.. acidophilus W. confusee as
duas culturas associadas a 8-10°C.

Tabela 6: Resultados médios percentuais de quepreticdes de acidez titulavel de leites
desnatados esterilizados, fermentados Ipactobacillus acidophilus Weissella confusae
Lactobacillus acidophiluse Weissella confusasimultaneamente, sem e com concentrado
protéico de soro, armazenados a 8-10 °C, durandeag@e estocagem

Leite Dias Média
Fermentado 1 10 20 30 40

LAs 0,58"° 0,66"° 0,64 0,765 0,76 "2 0,68°
LAc 0,63"° 0,73 0,73 0,89"2 0,94 "2 0,78"
WC s 0,31%° 0,34% 0,37%° 0,43 0,4352 0,38¢
WC ¢ 0,35% 0,40°¢° 0,40°° 0,44%° 0,4852 0,42°
LA+WC s 0,54"¢ 0,595°° 0,63"° 0,76 0,79 "2 0,66°
LA+WC ¢ 0,60 0,67/ 0,68"° 0,76%° 0,86"° 0,71°®

Letras minusculas diferentes na mesma linha e ma@sna mesma coluna indicam diferenca

estatistica significativa (p< 0,05).

LA s: leite fermentado poktactobacillus acidophilusem CPS; LA c: leite fermentado por
Lactobacillus acidophilugom CPS; WC s: leite fermentado pbfkeissella confusaem CPS;
WC c: leite fermentado p&eissella confusaom CPS; LA+WC s: leite fermentado
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A acidez titulavel (%) foi a Unica variavel
que apresentou diferenca significativa entre
tratamentos (leites fermentados) e dias de
estocagem sob refrigeracdo. Por isso, o
aumento observado nos teores percentuais
de acidez titulavel em cada tratamento
durante os 40 dias de estocagem avaliados
foi significativo (p<0,05). A diferenca
estatistica encontrada nos teores percentuais
de acidez e que nado foi observada na
variavel pH, pode ser explicada pela
unidade de medida destas variaveis, a
acidez titulavel em porcentagem e o pH em
escala logaritmica (inverso da concentracao
de ions H). No entanto, percebe-se que a
medida que o tempo transcorria, os valores
de pH dos leites fermentados diminuiam e
as porcentagens de acidez titulavel
aumentavam.

Os leites fermentados que apresentaram
acidez titulavel mais baixa no dia um apés a
fermentacdo e em todos os tempos de
estocagem avaliados foram os produzidos a
partir daW. confusa independentemente,
da adigéo de CPS. Esses resultados estéo de
acordo com os resultados observados neste
experimento para o pH, pois esses mesmos
leites fermentados foram o0s que
apresentaram valores mais altos para esta
variavel durante todos os dias de estocagem

sob  refrigeracdo. Os leites WC
apresentaram esses resultados,
provavelmente, devido ao tipo de
metabolismo (heterofermentador

obrigatério) dessa cultura, diferente do
metabolismo dd.. acidophilus O aumento

de acidez titulavel durante a estocagem dos
produtos sob refrigeracdo, conhecido como
acidificacdo p6s fermentacdo € observado
geralmente em iogurtes; no entanto, no
presente trabalho, essa pode ser verificada
de forma discreta nos leites adicionados de
L. acidophilus por meio dos valores de
acidez titulavel mais altos nesses produtos
em relacdo aos leites WC. A acidificacdo
poés-fermentacdo mais evidente nos leites
LA comparado ao leite WC pode ser
explicada pela persisténcia de atividade
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metabolica dos lactobacilos durante o
resfriamento (Béadt al, 1999).

Entre os seis leites fermentados elaborados
neste experimento, 0s que apresentaram
acidez titulavel mais alta, tanto no primeiro
dia apds a fermentacédo quanto durante todo
o periodo de refrigeracdo, foram os
produzidos conlL. acidophiluse as duas
culturas associadas, ambos adicionados de
CPS. Além disso, comparando as médias de
acidez titulavel dos tratamentos na Tabela
6, é possivel perceber que, embora seja
observado maior percentual de acidez
titulavel nos leites fermentados adicionados
de CPS, houve diferenca somente entre 0s
leites fermentados elaborados a partil.de
acidophilus (p<0,05). Provavelmente, o
CPS interferiu na fermentacdo db.
acidophilus aumentando a producdo de
acidos. Estes resultados estdo de acordo
com Dave e Shah, (1998) que observaram
um aumento duas vezes maior na acidez
titulavel de leites fermentados elaborados
comL. acidophiluse 2% de CPS durante 35
dias de estocagem sob refrigeragdo. Como
neste experimento d.. acidophilus foi
adicionado simultaneamente com W&.
confusa foi possivel observar também
maior acidez titulavel no produto obtido
pela fermentacdo realizada pelas duas
culturas.

Em relacdo aos padrBes estabelecidos no
RTIQ de leites fermentados (Brasil, 2007)
para o0s teores percentuais de acidez
titulavel, os leites fermentados sem a adi¢cao
do CPS, com excecdo d@/. confusa
apresentaram  valores inferiores ao
estabelecido na legislacdo até os dez dias de
estocagem a 8-10°C. Todos os leites
adicionados de CPS, exceW. confusa
apresentaram valores de acidez titulavel
entre 0,6 a 0,94% durante os 40 dias de
armazenamento sob refrigeracdo a 8-10°C.
Portanto, apresentaram valores dentro dos
requisitos estabelecidos na legislacdo, que
séo 0,6 a 2,0% de é&cido lactico.



Os leites WC apresentaram valores
percentuais de acidez titulavel entre 0,31 e
0,48, portanto, esses produtos apresentaram
resultados de acidez inferiores ao
estabelecido no RTIQ dos leites
fermentados logo apés a fermentagdo e
durante todo o periodo de estocagem sob
refrigeracdo. Dados sobre a producéo e a
avaliacdo da qualidade fisico-quimica de
leites fermentados obtidos a partir Wé
confusaséo escassos na literatura, somente
descrevendo a presenca \de confusaem
produtos fermentados artesanais. Portanto, a
legislacdo brasileira ndo define requisitos
especificos para esta cultura. Os resultados
encontrados neste experimento indicam que
esses produtos apresentam caracteristicas
fisico-quimicas distintas dos outros leites
fermentados, por isso, os padrdes fisico-

guimicos deveriam ser adaptados e
estabelecidos para esta cultura conforme
suas caracteristicas, caso a mesma fosse
utilizada comercialmente. Entretanto, para
atender a legislacdo vigente e o padrao de
leites fermentados no Brasil, se W.
confusa fosse utilizada, seria mais
recomendavel associa-la a outro
microorganismo, como b. acidophilus

4.4.3 Teor de Proteina

Os teores de proteina dos leites fermentados
elaborados no presente trabalho sdo
apresentados na Tabela 7, permitindo
avaliar durante 40 dias de estocagem sob
refrigeracdo a 8-10°C, a interferéncia do
CPS nesse paréametro e no valor
nutricional (protéico) desses produtos.

Tabela 7: Resultados médios percentuais de quepeticbes dos teores de proteina de leites
desnatados esterilizados, fermentados Ipactobacillus acidophilus Weissella confusae
Lactobacillus acidophiluse Weissella confusasimultaneamente, sem e com concentrado
protéico de soro, armazenados a 8-10 °C, duranied@le estocagem

Leite

Dias

Fermentado 1 10 20 30 40 Média
LAs 2,894 2,862 2,992 3,11*° 3,06 2,98
LAc 3,277% 3,37® 3,352 3,47 3,322 3,38
WC s 2,902 2,97%? 3,032 3,02 3,02 2,98
WC ¢ 3,302 3,342 3,47° 3,382 3,36 3,37
LA+WC s 2,792 2,9172 2,90%? 2,92%2 2,862 2,87
LA+WC c 3,162 3,277° 3,222 3,312 3,29 3,24

Letras minusculas diferentes na mesma linha e m#asna mesma coluna indicam diferenca

estatistica significativa (p<0,05)

LA s: leite fermentado poktactobacillus acidophilusem CPS; LA c: leite fermentado por
Lactobacillus acidophilugom CPS; WC s: leite fermentado pbfeissella confusaem CPS;
WC c: leite fermentado poweissella confusadom CPS; LA+WC s: leite fermentado por
Lactobacillus acidophiluse Weissella confusasem CPS; LA+WC c: leite fermentado por
Lactobacillus acidophilue Weissella confuseom CPS

Os resultados percentuais dos teores de
proteina dos seis leites fermentados
analisados ndo apresentaram interagdo
significativa com os tempos (dias) de

estocagem sob refrigeracdo a 8-10 °C
(p>0,05) (Tabela 7). Esse fato demonstra
que, embora sejam observadas variacdes no
percentual de proteina de cada leite

fermentado produzido, durante os 40 dias
de estocagem sob refrigeragdo a 8-10 °C,
essas variacoes nao foram

significativamente diferentes (p>0,05).

A comparacdo das médias dos percentuais

protéicos dos leites fermentados indica
diferenca (p<0,05) entre os mesmos leites
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fermentados, sem e com a adicdo de CPS.
Esses resultados devem-se a adi¢do de 2%
do CPS WPC 033RQL, Estabggm
contendo minimo de 33,0 % de proteinas
lacteas aos leites. Os leites fermentados
adicionados de 2% de proteina
apresentaram em meédia um aumento de
0.37% de proteina em relacdo aos outros
leites fermentados. Dave e Shah, (1998)
observaram um aumento médio igual a
0,7% de proteinas nos leites fermentados
suplementados com 2 % de CPS em relacéo
aos outros. Porém, esses autores utilizaram
dois tipos de CPS com teores percentuais de
proteina iguais a 72,5 e 73,5%, que explica
a diferenca entre esses resultados.

Com base no RTIQ de leites fermentados
(Brasil, 2007), as médias dos produtos
apresentados na Tabela 7, indicam com
excec¢do do leite LA+WC sem a adigcdo de
CPS, que todos atenderam ao requisito
minimo estabelecido, igual a 2,9% de
proteina. No entanto, uma andlise dos
valores percentuais de proteina de cada
tratamento, em cada momento analisado,
demonstra que o leite fermentado.
acidophilussem CPS atendeu ao requisito
minimo de 2,9%, somente a partir de 20
dias de estocagem, embora tenha
apresentado valores muito proximos como
2,89 e 2,86, respectivamente, nos dias um e
10 de refrigeracdo. Observa-se, também,
que o leite LA+WC sem a adicdo de CPS,
ndo atendeu ao requisito padrdo no dias um
e 40 de refrigeracao.

Alguns leites fermentados elaborados sem a
adicdo de CPS, ndo atenderam ao requisito
exigido na legislacdo e todos aqueles com
CPS apresentaram teores de proteina
superiores a legislacdo, indicando que
adicdo do CPS ao leite como fonte de
peptideos e aminoacidos essenciais € uma
alternativa para incrementar o teor protéico

dos leites fermentados elaborados com
microorganismos probidticos e,
consequentemente, aumentar o valor

nutritivo desses produtos.
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4.4.4. Teor de Gordura

Todos os leites fermentados apresentaram
zero por cento de gordura durante todos os
tempos de estocagem sob refrigeracédo a 8-
10°C. Esses resultados estdo de acordo com
o tipo de leite em p6 utilizado na producéo
dos leites fermentados, o leite em péd
desnatado. Além disso, os resultados
encontrados estdo dentro dos padrbes
estabelecidos no RTIQ de leites
fermentados (Brasil, 2007) que determina
no maximo 0,5% de gordura nos leites
fermentados desnatados.

4.4.5. Teores de Umidade e Extrato Seco
Total

Os resultados apresentados nas Tabelas 8 e
9 indicam, respectivamente, que os valores
percentuais de umidade e extrato seco total
dos tratamentos ndo tém relacdo
significativa com os dias analisados de
estocagem sob refrigeracdo a 8-10 °C
(p>0,05), indicando que o0s leites
fermentados produzidos mantiveram os
teores de umidade e extrato seco total
similares ao longo dos 40 dias avaliados.

Existe diferenca (p< 0,05) entre os valores

médios dos teores de umidade e extrato
seco total encontrados nos leites

fermentados elaborados com a mesma
cultura, sem e com a adicdo de CPS,

independentemente do tempo de estocagem.
Os resultados médios de sélidos totais nos
leites fermentados com e sem CPS variaram
entre 16,66 e 17,04% e 15,49 e 15,73%,
respectivamente. Corroborando com estes
resultados, os valores de umidade dos leites
fermentados elaborados com a adicdo de
CPS foram menores (p<0,05) que aqueles
dos produtos sem CPS (Tabela 8). Os
resultados dos leites fermentados sem CPS
sao semelhantes aos resultados
apresentados por Dave e Shah, (1998) que
observaram resultados médios para sélidos
totais entre 15,40 e 15,75%, porém para
todos os leites fermentados com e sem CPS.



Entretanto, a diferenca estatistica observada
neste experimento entre o0s leites
fermentados sem e com CPS é esperada e
compativel com a adicdo de 2% de CPS
(WPC 033RQL, Estabgem contendo
minimo de 33,0 % de proteinas lacteas e 3,5
a 3,6% de umidade) aos leites durante a
elaboracdo dos produtos fermentados.
Segundo Dave e Shah, (1998), o CPS é um
aditivo que tem sido bastante usado na
indastria como substituto do leite em po,

com o objetivo de aumentar o contetdo de
sélidos totais em iogurtes, alterar a
viscosidade e torna-lo com aspecto mais
cremoso. Além disso, Gardiet al. (1999)
demonstraram que a composicdo do
produto em termos de contetdo de sélidos
totais interfere na viabilidade dos
probiéticos. Por isso, o aumento de sélidos
totais por meio da adicdo de CPS pode
também interferir  positivamente nha
viabilidade das culturas probidticas.

Tabela 8: Resultados médios percentuais de quepkticbes dos teores de umidade de leites
desnatados esterilizados, fermentados lpactobacillus acidophilus Weissella confusae
Lactobacillus acidophiluse Weissella confusasimultaneamente, sem e com concentrado
protéico de soro, armazenados a 8-10 °C, duréniéad de estocagem

Leite Dias Média
Fermentado 1 10 20 30 40

LAs 84,53 84,652 84,432 84,492 84,332 84,48
LAc 83,342 83,272 83,20%2 83,062 83,20%? 83,2F
WC s 84,422 84,242 84,272 84,242 84,142 84,26
WC ¢ 83,00'? 83,10%? 82,852 82,942 82,90"2 82,95
LA+WC s 84,462 84,662 84,492 84,562 84,372 84,50
LA+WC ¢ 83,26 83,262 83,30"? 83,682 83,19*2 83,3%

Letras minusculas diferentes na mesma linha e m#asna mesma coluna indicam diferenca

estatistica significativa (p<0,05)

LA s: leite fermentado pokactobacillus acidophilusem CPS; LA c: leite fermentado por
Lactobacillus acidophilugom CPS; WC s: leite fermentado pbfeissella confusaem CPS;
WC c: leite fermentado poWeissella confuseom CPS; LA+WC s: leite fermentado por
Lactobacillus acidophiluse Weissella confusasem CPS; LA+WC c: leite fermentado por
Lactobacillus acidophilus Weissella confuseom CPS

O RTIQ de leites fermentados (Brasil,

2007) ndo define critérios para os teores
percentuais de umidade e extrato seco total,
por isso, com base na legislagdo brasileira
ndo é possivel comparar os resultados
descritos nas Tabelas 8 e 9. No entanto,
varias industrias de laticinios brasileiras
tém elaborado leites fermentados utilizando

aditivos (amido, carragena, etc). Desta
forma, embora esteja estabelecida na
legislacdo a concentragdo maxima no
produto final de determinados aditivos,
seria importante a definicdo de valores
oficiais de teores de umidade e extrato seco
total para a inspecdo destes alimentos em
relacdo a estes parametros de qualidade.
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Tabela 9: Resultados médios percentuais de queiaticbes dos teores de extrato seco total de
leites desnatados esterilizados, fermentadod @aobacillus acidophilusWeissella confusa
Lactobacillus acidophiluse Weissella confusasimultaneamente, sem e com concentrado
protéico de soro, armazenados a 8-10 °C, duranied@le estocagem

Leite Dias Média
Fermentado 1 10 20 30 40

LAs 15,472 15,352 15,572 15,5142 15,672 15,5F
LAc 16,66"° 16,73° 16,80%° 16,942 16,80%° 16,78
WC s 15,582 15,762 15,732 15,762 15,862 15,73
WC ¢ 17,00'? 16,002 17,152 17,062 17,102 17,04
LA+WC s 15,542 15,342 15,5142 15,442 15,63? 15,49
LA+WC c 16,742 16,742 16,70"° 16,32°° 16,8142 16,66'

Letras minusculas diferentes na mesma linha e mdasna mesma coluna indicam diferenca
estatistica significativa (p<0,05)

LA s: leite fermentado pokactobacillus acidophilusem CPS; LA c: leite fermentado por
Lactobacillus acidophilugom CPS; WC s: leite fermentado pbfeissella confusaem CPS;
WC c: leite fermentado poWweissella confuseom CPS; LA+WC s: leite fermentado por
Lactobacillus acidophiluse Weissella confusasem CPS; LA+WC c: leite fermentado por
Lactobacillus acidophilus Weissella confuseom CPS

4.5. Avaliacdo microbiologica dos leites A Tabela 10 apresenta as contagens totais
fermentados das bactérias acido-lacticas nos tempos um,
10, 20, 30 e 40 dias de estocagem a 8-10°C
4.5.1 Enumeracdo dos microorganismos de leites fermentados acrescidos ou nao de
acido-lacticos CPS e elaborados com as -culturbs

acidophilus W. confusae as duas culturas.

Tabela 10: Contagens médias (UFC/g) em agar MR§udeo repeticbes de leites desnatados
esterilizados, fermentados pbactobacillus acidophilusWeissella confusa& Lactobacillus
acidophiluse Weissella confusaimultaneamente, sem e com concentrado protéicsone
armazenados a 8-10 °C, durante 40 dias de estocage

Leite Dias

Fermentado 1 10 20 30 40 Media

LAs 1,8x16%* 55x16%* 6,7x16** 72x16%* 50x16%* 8,4x16*
LAc 72x18%*  70x16** 75x16%* 75x16%* 45x1§** 6,7 x16”
WC s 23x18*  24x16** 32x16%* 2, 7x16%* 16x1** 24x16°
WC ¢ 72x18%* 14x16%* 25x16** 20x16%* 1,1x16%* 29x16°

LA+WC s 57x18%% 25x16%* 30x16%* 33x18%* 20x16%* 3,3x1G6B
LA+WC ¢ 45x16%2 35x16%2 27x18%* 23x16%* 24x16%* 3,0x188

Letras minusculas diferentes na mesma linha e mdasna mesma coluna indicam diferenca
estatistica significativa (p<0,05)

LA s: leite fermentado pokactobacillus acidophilusem CPS; LA c: leite fermentado por
Lactobacillus acidophilugom CPS; WC s: leite fermentado pbfeissella confusaem CPS;
WC c: leite fermentado poWweissella confuseom CPS; LA+WC s: leite fermentado por
Lactobacillus acidophiluse Weissella confusasem CPS; LA+WC c: leite fermentado por
Lactobacillus acidophilus Weissella confuseom CPS
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Nao foi observada diferenca (p>0,05) entre
os valores médios de quatro repeticbes das
contagens (UFC/g) das bactérias lacticas
totais presentes nos seis leites fermentados
e os valores médios de quatro repeticdes
dessas contagens durante cada um dos cinco
tempos (dias) diferentes de estocagem sob
refrigeracdo a 8-10°C (Tabela 10). Esse
resultado indica que, como pode ser
verificado na Tabela 10, embora sejam
observadas variacdes entre as contagens de
cada leite fermentado nos diferentes dias de
estocagem avaliados, essas nao foram
diferentes (p>0,05) ao longo dos 40 dias de
estocagem a 8-10 °C. Bozamical (2004)
avaliaram as contagens dle acidophilus

em leites aciddfilos durante nove dias sob
refrigeracdo a 5 °C. Os autores observaram
uma contagem dé&. acidophilusno nono

dia semelhante & contagem no terceiro dia
de estocagem. Além disso, a contagem
média del. acidophilusobservada no nono
dia (1,65 x 18 foi semelhante a observada
no décimo dia de estocagem desse
experimento (Tabela 10). No entanto, Dave
e Shah, (1998) observaram um declinio
constante das contagens ldeacidophilus
durante 35 dias estocagem.

A legislacdo brasileira estabelece requisitos
minimos de contagens de microorganismos
especificos nos leites fermentados que
devem ser cumpridos durante todo o prazo
de validade desses produtos. Esses critérios
estdo definidos para o leite aciddfilo, cuja
fermentacdo se realiza exclusivamente com
cultivos deL. acidophiluse também para o
leite fermentado ou cultivado, obtido a
partir da fermentacdo de uma ou varias
bactérias acido-lacticas, inclusive b.
acidophilus  Portanto, as contagens
minimas estabelecidas no RTIQ de leites
fermentados para o leite acidofilo, podem
ser consideradas para o leite fermentado por
L. acidophilus sem e com CPS, e as
contagens minimas do leite fermentado ou
cultivado podem ser aplicadas para os leites
fermentados porW. confusa sem e com

CPS e para os leites fermentados pelas duas
culturas associadas sem e com CPS. Estas
contagens minimas s&o ‘16 10 UFC/g
para o leite acidéfilo e leite fermentado ou
cultivado, respectivamente. Diante do
exposto, pode ser verificado na Tabela 10,
gue durante os 40 dias de estocagem sob
refrigeragcdo, todos esses  produtos
fermentados apresentaram contagen§ 10
UFC/g, superiores ao estabelecido no RTIQ
de leites fermentados (Brasil, 2007).

Além de atender aos requisitos da
legislacao brasileira, 0s produtos
probiéticos devem garantir os efeitos
benéficos, especificos de cada

microorganismo, a saude do consumidor.
Para que isso aconteca, 0S microorganismos
probidticos devem estar vidveis e estaveis
no produto fermentado, bem como em
concentracbes adequadas no produto
durante todo o prazo de Vvalidade
estabelecido. Atualmente, varias pesquisas
tém sido desenvolvidas com o objetivo de
se determinar a concentracdo adequada de
microorganismo probiéticos vidveis, bem
como a dose minima diaria (UFC/dia) dos
leites fermentados probioticos, que garanta
os efeitos benéficos a saude do consumidor.
Alguns autores sugerem no minimo
10°UFC de bactérias probiéticas por grama
de leite fermentado, pois a dose diaria
minima recomendada esta entré #0170
UFC (Rasic e Kurmann, 1983; citado por
Gomes e Malcata, 1999). Dessa forma, se
100g do leite fermentado probidtico
contendo entre fOa 10 UFC/g fosse
consumido diariamente, a dose diaria
minima igual a 19 - 10° UFC seria
atendida, garantindo os efeitos probidticos.
Com relacdo aos efeitos probidticos,
verifica-se na Tabela 10, que todos os leites
fermentados elaborados sem e com CPS,
apresentaram concentracfes adequadas de
microorganismos viaveis (1QJFC/g) no
dia um apos a fermentacdo e se mantiveram
adequadas ao longo dos 40 dias de
estocagem sob refrigeracdo a 8-10°C.



Verifica-se, também, que o0s leites
fermentados que apresentaram maiores
contagens durante o periodo de estocagem
avaliado foram os elaborados coin
acidophilus (Tabela 10). Esses mesmos
leites fermentados foram o0s que
apresentaram maior percentual de acidez,
conforme a Tabela 6. Esses resultados estdo
de acordo com os observados por Dorgtor

al. (2006). Esses autores avaliaram iogurtes
adicionados de culturas probidticas, entre
elas oL. acidophilus durante 28 dias de
estocagem a 4°C e verificaram queL.o
acidophilus parece ser capaz de tolerar
melhor as condi¢des de acidez em relagéo a
outros microorganismos probidéticos.

As contagens de  microorganismos
encontradas neste experimento durante os
40 dias de estocagem parecem ser
superiores ao descrito em algumas
pesquisas (Dave e Shah, 1998; Oliveita
al., 2002; Zacarchenco e Massaguer-Roig,
2004 e Donkotet al, 2006) especialmente
sobre os leites fermentados pol.
acidophilus pois séo escassos os trabalhos
que avaliam a producdo de leites
fermentados comV. confusabem como a
contagem total dessa cultura nesses
produtos. Dave e Shah (1998) avaliaram
iogurtes adicionados de acidophilus sem

e com 2% de CPS e encontraram contagens
entre 10 e 10 UFC/g durante os 35 dias
avaliados sob refrigeracdo a 4°C.
Zacarchenco e Massaguer-Roig (2004)
observaram uma reducdo nas contagens de
L. acidophilus em leites fermentados
elaborados somente com esta cultura de 10
para 10 apds 21 dias de estocagem a 4°C.
Donkoret al. (2006) encontraram contagens
iniciais deL. acidophilusem iogurtes iguais

a 10 UFC/g que se mantiveram até os 21
dias de estocagem a 4°C, quando foi
observado uma reducdo para®UBC/g.
Oliveira et al. (2002) observaram
diminuicdo da viabilidade das culturaslde
acidophilus que foram adicionadas
juntamente adstreptococcus thermophilus
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de 16 para 16apds 28 dias de estocagem a
4°C.

Na Tabela 10, é possivel observar que nédo
existe diferenca (p>0,05) entre as médias
das contagens (UFC/g) dos mesmos leites
fermentados sem e com CPS. Portanto,
neste experimento, a adicdo de peptideos e
amino&cidos por meio de 2% de CPS nao
foi capaz de interferir significativamente na
viabilidade das culturas. acidophiluse W.
confusa. Os aminoacidos e peptideos
existentes no CPS podem ser utilizados
como fatores de crescimento para as
culturas lacticas, favorecendo a viabilidade
das mesmas. Champagret al. (1996)
avaliaram o CPS como meio de cultura para
culturas lacticas e observaram maior
crescimento desses microorganismos no
CPS em relacdo ao leite e ao meio de
cultura comercial avaliado. Dave e Shah,
(1998) também observaram um declinio
constante das contagens ldeacidophilus
durante 35 dias estocagens em leites
fermentados sem e com CPS. Entretanto,
Bozanicet al. (2004) observaram diferenca
(p<0,05) nas contagens de acidophilus
em leites fermentados sem e com CPS.
Segundo os autores, a adicdo de CPS
aumentou a contagem de células viaveis de
L. acidophilusno leite acidofilo, pois o CPS
serviu como uma fonte adicional de
amino&cidos essenciais para esta cultura. O
conteudo de proteinas no CPS utilizado no
trabalho de Bozaniet al. (2004) varia entre

60 a 60,5%, ou seja, quase o dobro do
utilizado neste experimento. Este fato
poderia explicar a forte influéncia do CPS
na viabilidade das culturas utilizadas por
esses autores.

45.2. Pesquisa de coliformes totais e
termotolerantes

Durante as quatro repeticdes de pesquisa de
coliformes totais e termotolerantes em
todos os leites fermentados, nao foi
observada presenca de gas em nenhum dos



tubos contendo caldo Lauril Sulfato de

Sddio e tubos de Durhan invertidos. Por
isso, somente a Prova Presuntiva foi
realizada durante essa analise. Esses
resultados indicam qualidade higiénica

adequada durante todo o processo de
producdo e armazenamento dos leites
fermentados produzidos. Além disso, o0s
resultados apresentados indicam auséncia
de coliformes totais e termotolerantes nos
leites fermentados no dia um apos a
fermentacdo e durante os 40 dias de
estocagem sob refrigeracdo a 8-10 °C,
qualidade microbiolédgica superior a exigida

no RTIQ de leites fermentados (Brasil,

2007).

4.5.3. Pesquisa de bolores e leveduras

Nao foi observado crescimento de colbnias
de bolores e leveduras nas placas. Os
resultados indicaram auséncia de bolores e
leveduras em todos os leites fermentados
durante os 40 dias sob refrigeracdo a 8-

10°C, qualidade superior a exigida no RTIQ
de leites fermentados (Brasil, 2007), que
permite até duas amostras entre cinco com
contagens entre 50 a 200 UFC/g e
demonstraram que nao ocorreu
contaminagéo ambiental ou por
manipulacdo com esses microorganismos.
dos leites

4.6. Avaliacdo sensorial

fermentados

4.6.1. Teste de aceitacdo pela escala
heddnica de cinco pontos

As medianas apresentadas na Tabela 11
referem-se aos resultados da andlise
sensorial dos leites fermentados por
acidophilus W. confusae as duas culturas
associadas sem e com CPS representados
em forma de pontos atribuidos a cada grau
de aceitacdo (adorei a detestei) presente na
escala hedbnica de cinco pontos da ficha
sensorial.

Tabela 11: Medianas dos resultados do teste d&agd@ei(escala hedbnica de cinco pontos) de
leites desnatados esterilizados, fermentadod.@aobacillus acidophiluswWeissella confusa
Lactobacillus acidophiluse Weissella confusasimultaneamente, sem e com concentrado
protéico de soro armazenados por 10 e 40 diasdafperacdo 8-10°C

Leites Dias
fermentados
10 40
LAs 4,072 4,072
LAc 4,0ABa 4,OABa
WC s 3,0 3,082
WC ¢ 3,0¢° 3,0°B2
LA+ WC s 3,0°° 4,0M
LA+WCc 3,08%¢? 4,00

Letras minUsculas diferentes na mesma linha e ma@sna mesma coluna indicam diferenca

estatistica significativa (p<0,05)

1- Detestei, 2- N&o gostei, 3-N&o gostei nem desgasGostei, 5-Adorei

LA s: leite fermentado pokactobacillus acidophilusem CPS; LA c: leite fermentado por
Lactobacillus acidophilugom CPS; WC s: leite fermentado pbfeissella confusaem CPS;
WC c: leite fermentado poWweissella confuseom CPS; LA+WC s: leite fermentado por
Lactobacillus acidophiluse Weissella confusasem CPS; LA+WC c: leite fermentado por
Lactobacillus acidophilus Weissella confuseom CPS
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Os resultados da analise sensorial dos leites
fermentados armazenados por 10 dias sob
refrigeracdo a 8-10°C indicaram uma
preferéncia pelos leites LA,
independentemente da adicdo ou ndo de
CPS, os quais apresentaram uma mediana
correspondente ao grau de aceitacdo
“gostei”. Zacarchenco e Massaguer-Roig
(2004) utilizaram uma escala hedbnica de
nove pontos (desgostei muitissimo a gostei
muitissimo) para avaliar o atributo sabor de
leites fermentados elaborados coin
acidophilus e observaram uma pontuacdo
que atribui a esses leites a aceitacdo “ndo
gostei nem desgostei,” inferior a observada
no presente trabalho. A diferenca na
aceitacdo dos produtos entre os trabalhos
pode ser explicada pela utilizacdo de
amostras diferentes de acidophilus que
possuem padrdao de fermentacdo distintos,
resultando em produtos sensorialmente
diferenciados.

O leite LA+WC com CPS aos 10 dias de
estocagem apresentou mediana
correspondente a classificacdo ndo gostei
nem desgostei, que nao foi diferente do leite
LA com CPS (p>0,05), indicando uma
aceitacdo similar entre esses dois leites
fermentados (Tabela 11). Provavelmente, os
teores de acidez titulavel presentes nesses
leites fermentados influenciaram na
aceitacdo sensorial desses produtos. Os
leites LA+WC e LA, ambos adicionados de
CPS, apresentaram aos dez dias de
estocagem valores de acidez titulavel iguais
a 0,67% e 0,73%, respectivamente. Esses
resultados ndo foram diferentes (p>0,05),
assim como os graus de aceitacdo descritos
anteriormente, justificando este fato.
Entretanto, o leite LA+WC com CPS
apresentou aceitacdo inferior ao leite LA
sem CPS, indicando que, neste caso, a nao
adicdo deste ingrediente interferiu na
aceitacdo dos produtos avaliados aos 10
dias. Mais uma vez, demonstrando maior
influéncia da cultura bacteriana utilizada na
elaboracdo dos leites fermentados em
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relacdo a adicdo ou ndo do CPS na
aceitacdo sensorial dos produtos avaliados.

Na avaliacdo sensorial dos leites
fermentados armazenados por 10 dias sob
refrigeragdo, os provadores demonstraram
menor aceitacdo pelos leites WC sem e com
CPS e leites LA+WC sem CPS,
provavelmente, devido a acidez mais baixa
observada nesses leites fermentados em
relacdo aos leites LA. Esses leites
fermentados apresentaram medianas
menores em relacdo aos outros leites,
correspondendo a classificacdo “ndo gostei
nem desgostei,” sendo que foram
observados provadores que adoraram
(mediana maxima igual a cinco) e outros
gue detestaram (mediana minima igual a
um) esses produtos (Anexo 4).

As medianas observadas nas andlises
sensoriais dos produtos armazenados por 40
dias a 8-10°C foram mais altas nas
avaliacbes dos leites LA+WC sem e com
CPS deixando de apresentar a aceitagdo
“ndo gostei nem desgostei” aos 10 dias de
armazenamento para apresentar a aceitagao
“gostei”. Embora esses leites fermentados
tenham apresentado medianas mais altas
aos 40 dias de estocagem, essas nao foram
estatisticamente diferentes dos valores de
suas medianas encontradas aos 10 dias de
estocagem. Provavelmente, o0 aumento
significativo da acidez titulavel (p<0,05)
nesses produtos durante o periodo de
estocagem influenciou na mudanca de
aceitacdo de “ndo gostei nem desgostei”
para “gostei”. Esse aumento foi de 0,59 e
0,67% no décimo dia de estocagem para
0,79 e 0,86% aos 40 dias de estocagem dos
leites LA+WC sem e com CPS,
respectivamente.

Os leites WC sem e com CPS apresentaram
mediana igual a trés (ndo gostei nem
desgostei) nas andlises sensoriais aos 10 e
40 dias de estocagem. No entanto, aos 40
dias de armazenamento o leite WC com



CPS apresentou aceitacdo equivalente aos
leites LA (p>0,05). Segundo Zacarchenco e
Massaguer-Roig (2004), a producdo de
acido acético por bifidobactérias pode
conferir ao produto fermentado sabor e
aroma de ‘“vinagre”, no entanto,
considerando que &V. confusatambém
produz esse acido durante seu metabolismo,
esse defeito ndo foi relatado nos leites WC
pelos provadores. Portanto, as medianas
mais baixas encontradas nesses produtos,
provavelmente, foram resultado de niveis
mais baixos de acidez e ndo a producédo do
acido acético.

Foi verificado, durante todas as andlises
sensoriais, que a maior parte dos
provadores associaram, imediatamente, o
termo leite fermentado & marca comercial
que utiliza a culturdactobacillus casessp

Provavelmente, os provadores utilizaram
esses produtos como referéncia na
avaliacdo sensorial e, como o leite WC
possui acidez titulavel mais baixa em
relacdo aos produtos comerciais, eles foram

considerados  produtos  sensorialmente
inferiores.
Os mesmos leites fermentados,

independentemente da cultura bacteriana
utiizada, sem e com CPS avaliados

sensorialmente aos 10 e 40 dias de
estocagem sob refrigeracéo nao

apresentaram medianas diferentes (p>0,05),
indicando que os provadores néo

identificaram diferenca no sabor entre os

leites sem e com CPS, ou seja, a presenca
do CPS néo interferiu no sabor desses
produtos. As interagBes entre as proteinas
do soro e a caseina induzidas pelo calor
tornam o leite uma interessante matéria
prima para todos os tipos de produtos com
textura e com alto valor nutricional (Wit,

1998). Considerando a presenca de
proteinas do soro usando o CPS e a
presenca de calor durante a incubacdo a
temperaturas de 37 e 45°C dos leites
adicionados de culturas lacticas, as

possiveis interagbes entre as proteinas do

CPS e caseina do leite durante a producéao
desses produtos, provavelmente,
melhoraram o valor nutricional do produto
final, mas nao interferiram  nas
caracteristicas sensoriais.

Com relacdo ao aspecto sensorial, os leites
fermentados ndo apresentaram diferenca
(p>0,05) entre os dois tempos de estocagem
avaliados (10 e 40 dias), sugerindo que o
periodo de 40 dias pode ser utilizado como
tempo de validade para esses produtos, pois
esse periodo de estocagem sob refrigeracdo
a 8-10°C nado comprometeu as
caracteristicas sensoriais dos produtos
avaliados.

4.6.2. Teste de aceitacdo pela escala néo
estruturada

As medianas das pontuacfes observadas na
escala ndo estruturada ancorada nos
extremos pelos nameros zero e 10 durante
as analises sensoriais dos leites fermentados
estocados por 10 e 40 dias sob refrigeracédo
8-10°C (Tabela 12) foram bastante
semelhantes aos resultados apresentados
anteriormente na Tabela 11.

Os resultados indicam que com 10 dias de
estocagem a 8-10°C os produtos mais
aceitos foram os leites LA sem e com CPS
(Tabela 12). As medianas desses produtos
foram 7,0 e 6,45, respectivamente, no
entanto, esses leites fermentados chegaram
a obter 10 e zero como nota maxima e
minima, respectivamente (Anexo 5). A
discrepancia entre as notas pode ser
justificada pelo painel de provadores néo
treinados utilizado no experimento. Além
disso, nédo foi verificada diferenca (p>0,05)
entre esses leites sem e com CPS. Esses
resultados néo foram semelhantes aos
observados por Bozaniet al. (2004) que
avaliaram varias caracteristicas sensoriais e
observaram qualidade superior nos leites
acidofilos suplementados com CPS em
relacdo ao controle. No entanto, esses
autores utilizaram cinco provadores
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treinados nas andlises sensoriais, 0 que
pode explicar a diferenca na qualidade entre
os leites aciddfilos sem e com CPS. Além
disso, no trabalho de Bozaret al. (2004)

foi adicionado 2% de CPS nos leites, assim
como no presente trabalho, porém o
conteudo de proteinas desse CPS variou
entre 60 a 60,5%, diferentemente do

utilizado neste experimento. Veith e

Reynolds (2004) observaram uma relacdo
positiva entre a composicdo das proteinas
do CPS e a capacidade de formarem gel e
interagirem com a A&gua, fatores que
poderiam interferir nas caracteristicas

sensoriais dos leites fermentados.

Tabela 12: Medianas dos resultados do teste déag@ei(escala ndo estruturadims leites
desnatados esterilizados, fermentados Ipactobacillus acidophilus Weissella confusae
Lactobacillus acidophiluse Weissella confusasimultaneamente, sem e com concentrado
protéico de soro armazenados por 10 e 40 diassfiperacéo 8-10°C

Leites Dias
fermentados 10 40
LAs 7,078 6,082
LAc 6,45°82 55784
WC s 5,02 5,082
WC ¢ 5,062 5,572
LA +WC s 5,02 6,5M
LA +WCc 5,05¢2 6,25

Letras minUsculas diferentes na mesma linha e ma@sna mesma coluna indicam diferenca

estatistica significativa (p<0,05)

LA s: leite fermentado poktactobacillus acidophilusem CPS; LA c: leite fermentado por
Lactobacillus acidophilugom CPS; WC s: leite fermentado pbfeissella confusaem CPS;
WC c: leite fermentado poweissella confusedom CPS; LA+WC s: leite fermentado por
Lactobacillus acidophiluse Weissella confusasem CPS; LA+WC c: leite fermentado por
Lactobacillus acidophilue Weissella confuseom CPS

No teste de avaliacdo sensorial com escala
nao estruturada, diferentemente do ocorrido
no teste de aceitacdo utilizando a escala
hedbdnica, foi verificada diferenca entre os
leites WC sem e com CPS armazenados por
40 dias sob refrigeracdo a 8-10°C, sendo
que o produto adicionado de CPS
apresentou uma melhor aceitacdo (Tabela
12). Verificou-se também que os leites WC
apresentaram notas (medianas) que nao
foram diferentes (p>0,05) dos leites LA,
por isso, pode-se considerar que a aceitagédo
dos leites WC e LA foram similares aos 40
dias de armazenamento sob refrigeracao.
Porém, o leite WC sem CPS também foi
inferior (p<0,05) aos leites LA+WC sem e
com CPS.
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De maneira geral, aos 40 dias de

armazenamentos a 8-10°C os leites
fermentados  apresentaram  resultados
estatisticos mais similares que aos 10 dias.
Quando os resultados do teste de aceitacdo
dos leites fermentados armazenados por 10
dias sdo comparados com os resultados dos
produtos armazenados por 40 dias, ndo foi
observada diferenca (p>0,05) entre as
medianas. Os resultados da escala nao
estruturada confirmam a idéia dos

resultados apresentados no teste de
aceitacdo com a escala hedbnica, de que
estes produtos fermentados podem

apresentar uma vida de prateleira de 40
dias.



Mangino (1992) considera a capacidade de
formar gel a caracteristica funcional mais
importante dos concentrados protéicos de
soro. A viscosidade ndo foi avaliada
isoladamente nas analises sensoriais, mas é
importante destacar que, mesmo nao
observando diferenca (p>0,05) entre os
leites sem e com CPS, todos os leites
fermentados adicionados de CPS
apresentaram, durante os 40 dias de
estocagem sob refrigeracdo, um coagulo
mais firme e um nivel de sinérese mais
moderado em relacdo aos leites sem CPS.
Oliveira e Damin (2003) observaram efeito
significativo da adicdo de sacarose e do
aumento do teor de solidos totais do leite,
bem como da co-cultura empregada, na
firmeza dos leites fermentados. Esses
resultados tém relagdo com as observacoes
feitas nos leites fermentados elaborados no
presente trabalho, pois o0s autores
observaram esse efeito em leites
fermentados com teores de solidos totais
(15%) e sacarose (8%) iguais as dos
produtos elaborados neste experimento.

5. RESUMO DOS RESULTADOS

Os leites fermentados pdr. acidophilus
quando comparados aos outros leites
fermentados, apresentaram valores de
acidez titulavel (%) mais altos, assim como
valores de pH mais baixos ao fim da
fermentacéo.

Todos os leites fermentados apresentaram
contagens adequadas do ponto de vista
probidtico e superiores ao minimo
estabelecido no RTIQ de leites fermentados
(Brasil, 2007) ao fim da fermentacéo.

Os leites LA+WC, independentemente da
adicdo de CPS, apresentaram um tempo de
fermentacdo menor, podendo ser vantajoso
para a inddstria a utilizacdo dessas culturas,
simultaneamente, em relacdo a utilizacao do
L. acidophilusouW. confusasoladamente.

A incorporacédo de aminoacidos e peptideos
por meio da adigéo de 2% de CPS contendo
34,5% de proteinas nao interferiu no tempo
de fermentacédo dos leites,
independentemente das culturas lacticas
adicionadas.

Os leites fermentados elaborados c@vn
confusa independentemente da adicdo de
CPS, apresentaram pH mais alto e acidez
titulavel mais baixa durante os 40 dias de
estocagem sob refrigeracdo a 8-10 °C.

Nao foram observadas diferencas (p>0,05)
nos parametros fisico-quimicos avaliados
(exceto acidez titulavel) durante 40 dias de
estocagem dos leites fermentados sob
refrigeracdo a 8-10°C, sugerindo que esse
tempo pode ser utilizado como prazo de
validade para esses produtos.

Todos os leites fermentados elaborados,
independentemente da adicdo de CPS,
apresentaram concentragbes adequadas de
microorganismos viaveis (1QFC/g) para
garantir os efeitos probidticos, durante 40
dias de estocagem sob refrigeracdo a 8-
10°C, sugerindo que esse periodo pode ser
utilizado como tempo de validade para
esses produtos.

Os resultados da pesquisa de coliformes

totais e termotolerantes e bolores e
leveduras indicaram auséncia desses
microorganismos em todos os leites

fermentados durante os 40 dias sob

refrigeragdo, portanto, a qualidade
microbiolégica dos leites fermentados
avaliados foi superior a exigida na

legislacéo (Brasil, 2007).

Durante as andlises sensoriais dos leites
fermentados estocados por 10 e 40 dias sob
refrigeragcdo a 8-10°C, os provadores nao
identificaram diferenca no sabor entre os
leites fermentados acrescidos ou ndo de
CPS, ou seja, a presenca do CPS nao
interferiu  no sabor desses produtos
(p>0,05).
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Os leites fermentados, com relacdo ao
aspecto sensorial, ndo apresentaram
diferenca (p>0,05) entre os dois tempos de
estocagem avaliados (10 e 40 dias),
sugerindo que o periodo de 40 dias pode ser
utilizado como tempo de validade para
esses produtos, pois esse periodo de
estocagem néo comprometeu as
caracteristicas sensoriais dos produtos
avaliados.

6. CONCLUSOES

As culturas lacticad.. acidophilus e W.
confusa poderiam ser utilizadas na
producdo industrial de novos leites
fermentados probidticos. O periodo de 40
dias pode ser utilizado como tempo de
validade para esses produtos, pois todos os
leites fermentados apresentaram durante
este periodo contagens adequados do ponto
de vista probiético e superiores ao minimo
estabelecido na legislacdo. Além disso, este
periodo ndo comprometeu as caracteristicas
sensoriais dos produtos avaliados. A adi¢ao
de 2% de CPS contendo 34,5% de proteinas
nao interferiu no tempo de fermentacdo dos
leites, independentemente das culturas
lacticas adicionadas. Além disso, a presenca
do CPS néo interferiu no sabor destes
produtos, portanto este ingrediente pode ser
utilizado durante a elaboragéo industrial de
leites fermentados.

7. PERSPECTIVAS FUTURAS

Os resultados obtidos neste trabalho
indicam a possibilidade da utilizagdo dos
microorganismos isolados de produtos
lacteos artesanais, como o queijo de coalho,
na producdo industrial de novos leites
fermentados. O ideal seria a associacao das
amostras dd.. acidophiluse W. confusa
testadas, proporcionando menor tempo de
fermentacdo. Dessa forma, a producdo
industrial brasileira desses produtos poderia
tornar-se menos dependente das culturas
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lacticas comercializadas por
estrangeiras.

empresas

Provavelmente, o concentrado protéico de

soro poderd ser utilizado, futuramente, para
reduzir o tempo de fermentacdo do leite

pelas culturas lacticas testadas e melhorar a
viabilidade das mesmas, porém o teor de
proteina presente no concentrado protéico
de soro e a porcentagem adicionada desse
ingrediente ao leite devem ser modificados

em relacdo a formulacdo utilizadas no

presente trabalho para tentar potencializar
os efeitos desse aditivo no produto final e

proporcionar beneficios econbmicos ao

fabricante.

Os resultados indicam, também, a

necessidade de serem realizadas novas
pesquisas avaliando os aspectos sensoriais
dos leites fermentados por painéis com

juizes treinados e o comportamento das
culturas em sistema de producdo em escala
industrial.
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9. ANEXOS

Anexo 1: Modelo da Ficha Sensorial utilizada naéliaes sensoriais dos leites fermentados estogamtos
10 e 40 dias sob refrigeracéo a 8-10 °C

ANALISE SENSORIAL DOS LEITES FERMENTADOS
Nome: Data:
Por favor, prove com atencdo as amostras.
Identifique o nimero de cada amostra marque um x na linha abaixo, como se estivesse dando uma
nota para o produto numa escala de 0 (zero) a €f).(darque também uma das opg¢les a segulir
dando sua opinido sobre cada amostra.

Amostra:
0 10
{ 2 ADORE!L f »GOETEL £ MAD GOS TEL [ ] LA GOSTEL [ PDETESTEIL
HNEM DESGISTEL
Amostra:
0 10
£ 3 ADDIRED i PiGOESETEL {f b 1 A SHONS TEL -] LAY GRS TED [ »DOETESTEL
HNEM DESGISTEL
Amostra:
0 10
£ 2 ADORER L »GOSETEL f F MAOD GOSTEL { 3 MNAO GOSTEL [ »yDETESTEIL
™NEM DESGOSTEL
Amostra:
0 10
£ 2 ADORER L »GOSETEL f F MAOD GOSTEL { 3 MNAO GOSTEL [ »yDETESTEIL
™NEM DESGOSTEL
Amostra:
0 10
£ 2 ADORER L »GOSETEL f F MAOD GOSTEL { 3 MNAO GOSTEL [ »yDETESTEIL
™NEM DESGOSTEL
Amostra:
0 10
o 2 ADDORER i 2 EOSETEL { » MNAOD GOSTEL {1 NAO I GOSTELD [ »yDETESTEIL

MNMEM DESGIOSTEL



Anexo 2: Fotografia do coagulo formado e o seumesfimento da parede do frasco.
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Anexo 3: Médias de trés repeticbes do tempo decfietagdo de leites desnatados esterilizados
adicionados deactobacillus acidophilus, Weissella confuesas duas culturas associases e
com concentrado protéico de soro

14:00 - 13:00
12:00 - o400
: : - m LA+WC s
10:00 - 09:40 09:40
= ELA+WCc
;’ 8:00 - mLAS
o
g 6:00 - OLAc
— mWCs
4:00 -
EWCc
2:00
0:00 - T T
LA+WCs LA+WCc LAs LA c WC s WCc
Leites fermentados

LA s: leite fermentado pokactobacillus acidophilusem CPS; LA c: leite fermentado por
Lactobacillus acidophilugom CPS; WC s: leite fermentado pbfeissella confusaem CPS;
WC c: leite fermentado poWeissella confuseom CPS; LA+WC s: leite fermentado por
Lactobacillus acidophiluse Weissella confussem CPS; LA+WC c: leite fermentado por
Lactobacillus acidophilus Weissella confuseom CPS
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Anexo 4: Resultados maximos e minimos do teste c#itagdo (escala hedbdnica de cinco
pontos) de leites desnatados fermentadosLpotobacillus acidophilusWeissella confusa
Lactobacillus acidophiluse Weissella confusasimultaneamente, sem e com concentrado
protéico de soro armazenados por 10 e 40 diasefiparacao a 8-10°C

Dias
Leites fermentados 10 40
Minimo Maximo Minimo Maximo
LAs 1 5 2 5
LAc 1 5 1 5
WC s 1 5 1 5
WCc 1 5 1 5
LA+WC s 1 5 1 5
LA+WC ¢ 1 5 1 5

1- Detestei, 2- Nao gostei, 3-Nao gostei nem desgasGostei, 5-Adorei

LA s: leite fermentado poktactobacillus acidophilusem CPS; LA c: leite fermentado por
Lactobacillus acidophilugom CPS; WC s: leite fermentado pbfeissella confusaem CPS;
WC c: leite fermentado poweissella confuseom CPS; LA+WC s: leite fermentado por
Lactobacillus acidophiluse Weissella confusasem CPS; LA+WC c: leite fermentado por
Lactobacillus acidophilue Weissella confuseom CPS

Anexo 5: Resultados méaximos e minimos do testecdéagdo (escala ndo estruturaday
leites desnatados fermentados pactobacillus acidophilusWeissella confuse Lactobacillus
acidophiluse Weissella confusaimultaneamente, sem e com concentrado protéicsone
armazenados por 10 e 40 dias sob refrigeracadda3-1

Dias
Leites fermentados 10 40

Minimo Maximo Minimo Maximo
LA's 0,0 10,0 0,5 10,0
LAc 0,0 10,0 0,0 10,0
WC s 0,5 9,5 0,0 10,0
WCc 0,0 10,0 0,0 10,0
LA+WC s 0,0 10,0 0,5 10,0
LA+WC ¢ 0,5 10,0 0,5 10,0

LA s: leite fermentado pokactobacillus acidophilusem CPS; LA c: leite fermentado por
Lactobacillus acidophilugom CPS; WC s: leite fermentado pbfeissella confusaem CPS;
WC c: leite fermentado poWeissella confuseom CPS; LA+WC s: leite fermentado por
Lactobacillus acidophiluse Weissella confusasem CPS; LA+WC c: leite fermentado por
Lactobacillus acidophilue Weissella confuseom CPS
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