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especialmente Cyntia.
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“Porque isto é também como um homem que, partindo para fora da terra, chamou os seus
servos, e entregou-lhes os seus bens. E a um deu cinco talentos, e a outro dois, e a outro
um, a cada um segundo a sua capacidade, e ausentou-se logo para longe. E, tendo ele
partido, o que recebera cinco talentos negociou com eles, e granjeou outros cinco talentos.
Da mesma sorte, o que recebera dois, granjeou também outros dois. Mas o que recebera
um, foi e cavou na terra e escondeu o dinheiro do seu senhor. E muito tempo depois veio o
senhor daqueles servos, e fez contas com eles. Entdo aproximou-se o que recebera cinco
talentos, e trouxe-lhe outros cinco talentos, dizendo: Senhor, entregaste-me cinco talentos;
eis aqui outros cinco talentos que granjeei com eles. E o seu senhor lhe disse: Bem estd,
servo bom e fiel. Sobre o pouco foste fiel, sobre muito te colocarei; entra no gozo do teu
senhor. E, chegando também o que tinha recebido dois talentos, disse: Senhor, entregaste-
me dois talentos, eis que com eles granjeei outros dois talentos. Disse-lhe o seu SENHOR:
Bem estd, bom e fiel servo. Sobre o pouco foste fiel, sobre muito te colocarei; entra no gozo
do teu senhor. Mas, chegando também o que recebera um talento, disse: Senhor, eu
conhecia-te, que és um homem duro, que ceifas onde ndo semeaste e ajuntas onde ndo
espalhaste; e, atemorizado, escondi na terra o teu talento; aqui tens o que € teu.
Respondendo, porém, o seu senhor, disse-lhe: Mau e negligente servo; sabias que ceifo
onde ndo semeei e ajunto onde ndo espalhei? Devias entdo ter dado o meu dinheiro aos
banqueiros e, quando eu viesse, receberia o meu com os juros. Tirai-lhe pois o talento, e
dai-o ao que tem os dez talentos. Porque a qualquer que tiver serd dado, e terd em
abundadncia; mas ao que ndo tiver até o que tem ser-lhe-d tirado. Langai, pois, o servo

intitil nas trevas exteriores; ali haverd pranto e ranger de dentes.”

Mateus, 25-24

“Feliz daquele que ndo teme aquilo que lhe é dado.”

Vil
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RESUMO GERAL

A producdo de iogurtes com Bifidobacterium spp. tem crescido muito nas ultimas
décadas visando a produgdo de alimentos funcionais. Contudo, para que o produto possa
apresentar tais propriedades, tem sido alegado que o nimero minimo de células vidveis de
Bifidobacterium spp. presentes no momento do consumo deva ser de 10° UFC/g de produto.
Entretanto, vérios estudos t€ém mostrado produtos comerciais com contagens menores do
que as recomendadas, durante a estocagem do iogurte. Esse fato € reflexo tanto da
dificuldade de incorporagdo destes microrganismos ao iogurte, devido as condi¢des de
processo que ndo sdo favordveis ao desenvolvimento da bifidobactéria, bem como pela
dificuldade de enumeracao destes microrganismos na presenca das culturas do iogurte. Este
trabalho avaliou o uso dos meios M-MRS, MRS-NNLP, MRS-LP, RCPB pHS5 ¢ RCPB
pHS5 enriquecido com extrato de figado, visando a contagem seletiva ou diferencial de
Bifidobacterium animalis Bb 12 na presenca das culturas do iogurte e estudou o efeito do
tratamento térmico do leite, visando o aumento do teor de lactulose e, da adicdo de
Propionibacterium freudenreichii PS-1, sobre o desenvolvimento e manuten¢do do nimero
de células vidveis de B. animalis Bb 12 durante a fermentacgao e estocagem do iogurte. Dos
meios estudados, o meio RCPB pHS, enriquecido com 150mL/L de extrato de figado, foi o
mais indicado para a contagem de B. animalis Bb 12 em iogurte por ter apresentado uma
excelente diferenciacdo deste microrganismo, apds a estocagem refrigerada do iogurte. O
tratamento térmico do leite de 142°C/15 segundos ndo afetou o desenvolvimento de B.
animalis Bb 12 durante a fermentagdo do iogurte e também ndo influenciou a sua
resisténcia a estocagem refrigerada. Entretanto, o tratamento térmico alterou
significativamente a textura, diminuindo consideravelmente a dureza, gomosidade e
adesividade do iogurte, resultando em um produto com menor separacdo de soro. A adi¢do
de P. freudenreichii PS-1 aumentou em aproximadamente duas vezes o nimero de células
de B. animalis Bb 12 ao final da fermentacdo e melhorou a resisténcia da bifidobactéria a
estocagem refrigerada. A presenca da propionibactéria também alterou significativamente a
textura final do iogurte, aumentando consideravelmente a gomosidade e adesividade do
produto final, bem como resultou em um iogurte com menor separacdo de soro durante a

estocagem refrigerada.
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ABSTRACT

Bifidobacterium spp. has been used to produce probiotic yoghurts due to its therapeutic
properties. However, it has been claimed that the number of bifidobactéria in yoghurt at the
time of consuming must be 10° CFU /g of product to perform their therapeutic functions.
Many studies found a low recovery of bifidobactéria from commercial products during
shelf life. The low viability of bifidobactéria can be attributed to the process conditions of
yoghurt, which is not favorable to the growth of bifidobactéria, and to the difficulty for
enumeration of bifidobactéria in the presence of yoghurt bacteria. The objectives of this
work were to evaluate the following media: M-MRS, MRS-NNLP, MRS-LP, RCPB pHS5
and fortified RCPB pHS5 to enumerate B. animalis Bb 12 in yoghurt, and to evaluate the
heat treatment of milk (142°C/15 seconds) and the addition of P. freudenreichii PS-1 on the
growth of B. animalis Bb 12 during yoghurt fermentation and during shelf life. RCPB pHS5
fortified with 150 mL/L of liver extract was the best media due to its excellent
differentiation during refrigerated storage of yoghurt. The heat treatment of milk (142°C/15
seconds) did not have effect on the growth of bifidobactéria during fermentation and it also
did not improve the bifidus viability during storage. Heat treatment, however, had a strong
effect on yoghurt texture, decreasing the sineresis and some parameters of TPA (hardness,
gumminess and adhesiveness). The addition of P. freudenreichii PS-1 increased two fold
the bifidobactéria growing during yoghurt fermentation and it also increased the viability of
bifidobactéria during yoghurt shelf life. The addition of P. freudenreichii PS-1 also
decreased the sineresis and increased TPA parameters of hardness, gumminess and
adhesiveness. Addition of P. freudenreichii PS-1 to the yoghurt seems to be a good growth

promoter for B. animalis Bb 12.
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INTRODUCAO GERAL

O iogurte é um dos produtos ldcteos mais produzidos e consumidos em todo o mundo.
Nos ultimos anos, tem-se dado muita atencdo a utilizacdo de bactérias do género
Bifidobacterium spp. em produtos lacteos, devido as suas excelentes propriedades
terapéuticas e nutricionais, visando a producdo dos chamados “iogurtes probidticos’.
Segundo Gomes & Malcata (1999), probidticos “sdo microrganismos vidveis (bactérias
lacticas ou extratos celulares desidratados aplicados em um produto fermentado), que
possuem um efeito benéfico apds sua ingestdo na saude do hospedeiro pelo melhoramento
da sua microbiota”. Entretanto, a incorpora¢do destes microrganismos ao iogurte é uma
tarefa muito dificil, devido as necessidades nutricionais da bifidobactéria e sua grande
sensibilidade as condicdes usuais de processo, principalmente a presenca do oxigénio.

A lactulose € um isdmero da lactose que tem sido descrito como um composto
prebidtico, isto €, um composto que promove a proliferacdo do género Bifidobacterium spp.
no intestino (Tamura, Mizota, Shimamura & Tomita, 1993; Mizota, 1996). A lactulose ndo
estd presente em leite cru e s6 aparece em leite processado com tratamento térmico intenso.
Visto que o tratamento térmico € pratica usual na fabricacdo do iogurte, a indugdo da
formacgdo de lactulose por tratamentos térmicos intensos parece ser um bom fator para o
aumento da viabilidade de B. animalis Bb 12 em iogurtes.

Por outro lado, alguns pesquisadores (Kaneko, Mori, Iwata & Meguro, 1994; Mori, Sato,
Taketomo, Kamiyama, Yoshiyama, Meguro & Sato,1997; Yamazaki, Kano, Ikeda, [sawa &
Kaneko, 1999) demonstraram que o género Propionibacterium spp. produz um estimulante
forte e especifico para as bifidobactérias: o 2-amino-3-carboxi-1,4-naftoquinona (ACNQ).
Esse estimulante age como mediador da reacdo de regeneracdo de NAD(P)", a qual permite
a utilizacdo do O,, aumentando a resisténcia da bifidobactéria a condi¢do de aerobiose.
Além da producdao de ACNQ, o género Propionibacterium spp. produz acido acético e
propidnico (Taniguchi, Nakazawa, Takeda, Kaneko, Hoshino & Tanaka, 1998), os quais
tém sido descritos como estimulantes de bifidobactéria (Kaneko et alii, 1994).

O objetivo deste trabalho foi o de melhorar a viabilidade de B. animalis Bb 12 em
iogurtes através de dois fatores: o melhoramento do valor nutricional do leite, através da
producdo de lactulose por tratamentos térmicos intensos, € o aumento da resisténcia de

bifidobactéria ao oxigénio, pela incorporacdo da espécie P. freudenreichii PS-1. A
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linhagem escolhida para o trabalho foi o B. animalis Bb 12, da Chr. Hansen Industria e
Comércio Ltda, devido a sua jd comprovada acdo como microrganismo probidtico

(Salminen, 1998).

17



REVISAO BIBLIOGRAFICA

O uso do género Bifidobacterium spp. em produtos lacteos tornou-se popular no fim da
década de setenta devido as suas propriedades terapéuticas e nutricionais. Devido a isso,
tem havido um interesse crescente no estudo desse género, principalmente no Japao,
Estados Unidos e alguns paises europeus (Gomes & Malcata, 1999). No Japdo, existem
mais de 53 tipos diferentes de produtos com a presenga do género Bifidobacterium
(Salminen, Wright & Decker, 1993).

Tem sido verificado que certas espécies desse género possuem a capacidade de resistir a
digestdo 4cida e a acdo dos sais biliares, conseguindo assim sobreviver ao transito
intestinal, alcancando o célon em ndmero considerdvel para uma agdo terapéutica efetiva.
Dentre os efeitos terapéuticos e nutricionais, podem ser citados: aumento do nivel de defesa
do organismo contra bactérias patogénicas, auxilio na produgdo de vitaminas e
aminodcidos, suspensdo da intolerancia a lactose e possivel redu¢do do nivel de colesterol.
Além disso, alguns estudos t€ém apontado um possivel efeito “anti-tumor” em algumas
espécies de Streptococcus, Lactobacillus e Bifidobacterium (Salminen et alii, 1993). Tem
sido alegado que para o género Bifidobacterium ter efeito probiético, o nimero de células
vidveis no produto final deva estar entre 10°-10° UFC/g (Gomes & Malcata, 1999;
Salminen et alii, 1993; Berrada, Lemeland, Laroche, Thouverot & Piaia, 1991). Segundo
Berrada et alii (1991), a escolha de uma cultura resistente para a producdo de leites
fermentados € muito importante, pois nem todas as espécies podem trazer beneficios ao
homem. Isso ocorre porque diferentes espécies de Bifidobacterium possuem diferentes
resisténcias as condicdes gdstricas do estdmago. Atualmente as espécies usadas como
probidticas sdo: B. breve, B. bifidum, B. infantis, B. animalis, B. longum e B. thermophilum
(Lee, Nomoto, Salminen & Gorbach, 1999). Estas espécies ndo sdo usadas como culturas
puras, pois possuem uma velocidade lenta de acidificacio e, como produzem 4cido acético
além do 4cido latico, apresentam um sabor indesejdvel de vinagre. Por isto, sdo usadas em
combinacdo com outras espécies de bactérias lacticas, como o Streptococcus thermophilus

e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (Law, 1997).
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Meétodos para contagem de Bifidobacterium spp. na presenga das culturas do iogurte

A falta de um método padrao para a enumeracgdo de Bifidobacterium spp. na presenca de
culturas do iogurte € um fator que dificulta em muito a otimizagdo da tecnologia de
fabricacdo de iogurtes probidticos e o controle da sua eficdcia como agente terapéutico. Os
meios de cultura usados se dividem em seletivos e diferenciais. Meios seletivos sdo
baseados na a¢do de um ou mais antibiéticos que inibem o desenvolvimento das culturas do
iogurte (por exemplo, meio MRS-NNLP e MRS-LP) ou na selecdo do desenvolvimento de
Bifidobacterium spp. pelo uso de um carboidrato que usualmente ndo € fermentado pelas
culturas do iogurte (por exemplo, a maltose no meio M-MRS). Meios diferenciais se
baseiam no uso de corantes especiais que diferenciam as coldnias de Bifidobacterium spp.
das coldnias das culturas do iogurte.

Um dos primeiros trabalhos estudando a contagem seletiva de Bifidobacterium spp. em
iogurte que produziu bons resultados foi descrito, na lingua japonesa, por Teraguchi,
Uehara, Ogasa & Mitsuoka em 1978 (Laroia & Martin, 1991). O trabalho indicava o uso do
dgar Glicose-Sangue-Figado, associado aos inibidores &cido nalidixico, sulfato de
neomicina, cloreto de litio e sulfato de paromomicina. Modler & Villa-Garcia (1993)
apontaram que a formulacdo descrita por Laroia & Martin dois anos antes estava
incompleta, pois o componente sangue desfibrinado (50 mL de sangue de cavalo ou
ovelha/L) foi retirado inadvertidamente da formulagdo. Posteriormente, Dave & Shah
(1997) propuseram o uso do meio MRS-NNLP, associando os antibiéticos NNLP (dcido
nalidixico, sulfato de neomicina, cloreto de litio e sulfato de paramomicina) ao meio MRS
para a contagem seletiva de Bifidobacterium em iogurtes.

Lapierre, Undeland & Cox (1992) propuseram o uso de cloreto de litio e propionato de
s6dio como inibidores das bactérias do iogurte associados ao dgar Figado-Cistina-Lactose
visando a contagem de Bifidobacterium em produtos de leite fermentado. Vinderola &
Reinheimer (1999) usaram esses inibidores para a contagem de Bifidobacterium spp. em
iogurtes associados ao meio MRS (MRS-LP).

O meio Maltose-de Man, Rogosa, Sharpe (M-MRS) foi desenvolvido como um meio
seletivo para o isolamento de Lactobacillus acidophilus de iogurtes (Rybka &

Kailasapathy, 1996). Durante as andlises foi notado que Bifidobacterium spp. poderia se
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desenvolver em dgar M-MRS devido a capacidade de algumas linhagens em fermentar a
maltose (Rybka & Kailasapathy, 1996). Dave & Shah (1997) usaram com sucesso este
meio para a contagem seletiva de Bifidobacterium spp. em iogurtes.

O primeiro trabalho a descrever o uso do corante Azul da Prissia foi escrito por Van
Wiel-Korstanje & Winkler (1970). Eles usaram o meio CBRCA (“China Blue-Blood-
RCA”) para a contagem diferencial da flora anaerobica predominante em fezes humanas.
Onggo & Fleet (1993) usaram o dgar RCPB para o isolamento e diferenciacdo de
Bifidobacterium, L. bulgaricus e S. thermophilus em iogurtes. Rybka & Kailasapath (1996)
propuseram o ajuste do pH do meio para 5, visando evitar o desenvolvimento da biota ndo
latica do leite. Ghodussi & Robinson (1996) obtiveram um excelente resultado com o meio
RCPB para a contagem diferencial de Bifidobacterium spp. em iogurtes. J4 Payne, Morris
& Beers (1999) ndo obtiveram uma boa diferenciagdo entre as coldnias de Bifidobacterium
spp. e as culturas do iogurte com este meio.

Além da falta de um método padrdo para a contagem de Bifidobacterium spp. na
presenca das culturas do iogurte, um dos maiores problemas para a produgdo de iogurtes
probidticos é a dificuldade de manutencdo do nimero minimo de 10° UFC/g deste
microrganismo durante toda a estocagem refrigerada do produto. Vérios sio os estudos que
podem ser encontrados na literatura que mostram uma queda na viabilidade de
Bifidobacterium em iogurtes (Vinderola, Bailo & Reinheimer, 2000; Dave & Shah, 1997;
Rosenthal & Bernstein, 1998; Gilliland, Reilly, Kim & Kim, 2002). Desta forma, vdrias
técnicas tém sido estudadas nos ultimos anos, visando melhorar a viabilidade das culturas
probidticas em iogurte: selecio de culturas resistentes ao meio dcido, uso de embalagens de
vidro, pré-fermentacdo do leite com as culturas probidticas antes da inoculacio das culturas
do iogurte, microencapsulacao, adaptagcdo da cultura por “stress” celular a condic¢io 4cida,
adicdo de 4cido ascorbico, adi¢do de cisteina e uso de células lisadas das culturas do iogurte

visando a liberagc@o da enzima B-galactosidase (Shah, 2000).

Tratamento térmico do leite

Tratamentos térmicos variando de 75°C por 1 a 5 minutos até 95°C por 5 a 10 minutos

tém sido usados na producdo do iogurte. Entretanto, outras combina¢des de tempo
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temperatura também podem ser empregadas, como os tratamentos HTST e UHT. A maioria
dos estudos mostra que o tratamento térmico do leite aumenta a capacidade de retencdo de
dgua do iogurte (Sondini, Remeuf, Haddad & Corrieu, 2004).

Durante o tratamento térmico, a principal mudanga que ocorre no leite é a desnaturagdo
e agregacao das proteinas do soro com as caseinas e os glébulos de gordura. As quantidades
das proteinas do soro ligadas as caseinas sdo muito maiores do que as quantidades ligadas
aos globulos de gordura (Sondini et alii, 2004). Segundo Corredig & Dalgleish (1996), em
tratamentos térmicos até 90°C por 60 minutos, dois tipos de reacdes podem ocorrer: a)
interacdo direta da -lactoglobulina com a caseina por intermédio da k-caseina e b) reacdo
entre B-lactoglobulina e o-lactalbumina com as micelas de caseina através da formagdo de
um intermedidrio em solugdo. A solubiliza¢do do célcio, fosfatos inorganicos e magnésio
das micelas durante a acidificagdo permanecem inalteradas com o tratamento térmico.

Dannenberg & Kessler (1988) mostraram uma relagdo linear entre a capacidade de
retengdo de dgua e a desnaturagdo das proteinas do soro provocada pelo tratamento térmico.
A estrutura protéica mais ramificada e menos grosseira formada pelo tratamento térmico
consegue imobilizar grandes volumes de dgua. Dannenberg & Kessler (1988) sugeriram
que uma grande desnatura¢do da B-lactoglobulina reduz a capacidade de coalescéncia das
micelas de caseina durante a fermentacdo, o que resulta em uma matriz protéica composta
de cadeias de caseina capaz de imobilizar grandes quantidades de d4gua. Quando a formagao
dos complexos entre a P-lactoglobulina e as caseinas atingem o seu maximo (99% de
desnaturacdo da pB-lactoglobulina, com um tratamento térmico de 95°C por 5 minutos), um
aumento adicional no tratamento térmico ndo aumenta a capacidade de retenc¢do de dgua
(Dannenberg & Kessler, 1988).

Segundo Sondini et alii (2004), a maioria dos estudos mostra que existe um ponto 6timo
para a intensidade do tratamento térmico em relagdo as suas conseqiiéncias na textura do
iogurte. Tem-se demonstrado que a desnaturacdo da -lactoglobulina deva estar entre 60 a
90% para uma otimiza¢do da capacidade de retencdo de dgua do iogurte. Se o tratamento
térmico for muito severo, com uma desnaturagdo acima de 90% da P-lactoglobulina,
ocorrerd um efeito negativo na capacidade de reten¢cdo de dgua. Parnell-Clunies, Kakuda &
de Man (1986) mostraram que um tratamento térmico UHT conduz a um iogurte com uma

menor firmeza do gel e uma menor viscosidade quando comparado com o tratamento
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convencional (85°C por 10-30 minutos). Segundo Mottar et alii (1989), este fato
provavelmente se relaciona com diferengas na cinética de desnaturagdo das proteinas do
soro, principalmente com a [-lactoglobulina e a a-lactalbumina. Também tem sido
proposto que a agregacdo das caseinas em particulas grandes durante o processo de UHT
pode conduzir a um gel mais fraco (Dannenberg & Kessler, 1998).

Além do efeito do tratamento térmico na estrutura do iogurte, devido a interacdo que
ocorre entre as proteinas do soro com a x-caseina das micelas (Lucey, Cheng, Munro &
Singh, 1998; Corredig & Dalgleish, 1996; Mottar, Bassier, Joniau & Baert, 1989),
tratamentos térmicos intensos provocam a producio de lactulose no leite. A lactulose € um
dissacarideo onde o residuo glicose da lactose foi isomerizado a frutose. O papel da
lactulose como fator de desenvolvimento do género Bifidobacterium spp. tem sido
demonstrado por alguns pesquisadores (Mizota, 1996; Tamura et alii, 1993). A
isomerizacdo da lactose a lactulose s6 € induzida por tratamentos térmicos intensos
(Andrews, 1986; Martinez-Castro & Olano, 1980), portanto a lactulose ndo é encontrada
em leite crd ou em leite pasteurizado. No leite esterilizado, a lactulose aparece na forma
livie ou ligada a aminogrupos das proteinas do leite. A isomerizacdo também ¢é
grandemente afetada pelo pH, sendo que a neutralizacdo a pH 7-7,5 aumenta o grau de
isomerizacdo a até 13,7% (Martinez-Castro & Olano, 1980). Assim, a possibilidade de se
produzir iogurtes probidticos com leites tratados termicamente visando o melhoramento das
condi¢Oes nutricionais do leite para a sobrevivéncia e manutencao do nimero necessdrio de
células vidveis de Bifidobacterium spp. durante o periodo de estocagem, representa um
tema muito interessante a ser investigado, visto que o tratamento térmico do leite € pratica
usual da inddstria para a producdo do iogurte visando um melhoramento da textura final do

produto.

Propionibacterium spp. como promotor de desenvolvimento de Bifidobacterium

A produgdo de iogurtes probidticos também € dificultada pela sensibilidade de
Bifidobacterium spp. a condicdo de aerobiose (Talwalkar & Kailasapathy, 2003). Como

uma bactéria anaerdbia naturalmente derivada do intestino humano, ela ndo possui meios
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de reduzir o oxigénio a dgua, como ocorre com as bactérias aerdbias. O sistema de
utilizacdo do oxigénio em bactérias probidticas € geralmente reduzido ou completamente
ausente. A falta de um sistema de transporte de elétrons nestas bactérias resulta na redugio
incompleta do oxigénio até perdxido de hidrogénio. Conjuntamente, estas bactérias nio
possuem a enzima catalase, que decompde o peroxido de hidrogénio a dgua. Em
conseqiiéncia, a exposi¢do ao oxigénio causa a acumula¢do de compostos t6xicos como o
anion superperoxido (Oy), radicais hidroxila (OH’) e peréxido de hidrogénio (H,0O,),
possivelmente conduzindo a morte da célula. Algumas técnicas tém sido estudadas visando
a protecdo de culturas probidticas frente ao oxigénio, de maneira que um nimero adequado
de células possa permanecer vidvel durante toda a vida ttil do iogurte. Dentre estas técnicas
pode-se citar: uso de linhagens do iogurte capazes de consumir o oxigénio, uso de
ascorbato e L-cisteina como removedores de oxigénio do meio, microencapsulacio,
“stress” adaptativo frente ao oxigénio e o uso de matérias especiais de embalagem
(Talwalkar & Kailasapathy, 2003).

Kaneko et alii (1994) relataram a existéncia de um forte estimulante para o
desenvolvimento de Bifidobacterium produzido por Propionibacterium spp., o qual age
minimizando os efeitos indesejdveis do oxigénio sobre a cultura de bifidus. P.
freudenreichii 7025 foi a espécie mais estudada, mas outras espécies também apresentaram
a producdo do estimulador: P. freudenreichii IFO 12391, P. freudenreichii ATCC 8262, P.
jensenii ATCC 4964 e o P. acidipropionici ATCC 4875. Este estimulante, codificado de
ACNQ, se mostrou bastante especifico para o género Bifidobacterium, ndo apresentando
efeito sobre outras bactérias intestinais. Mori et alii (1997) determinaram a sua estrutura
quimica: 2-amino-3-carboxi-1,4-naftoquinona (C;;H7;NOy4). Segundo Yamazaki et alii
(1999), o ACNQ ndo age como substrato, e sim como mediador da transferéncia de elétrons
nas reacoes:

NAD(P)H + O, + H" — H,0, + NAD(P)"
H,0, + NAD(P)H + H" — 2H,0 + NAD(P)"

Estas reagdes sao catalisadas pelas enzimas NAD(P)H oxidase e NAD(P)H peroxidase.
O mesmo papel na transferéncia de elétron acontece com a forma NADH, onde as enzimas
NADH oxidase e NADH peroxidase atuam, mas o estimulo do ACNQ ¢ maior para o

sistema com a forma NAD(P)H. A atividade final das enzimas do sistema NADH é um
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terco daquelas com o NAD(P)H. Shimamura et alii (1992) demonstraram que a
sensibilidade de Bifidobacterium spp. ao O, € inversamente proporcional a sua capacidade
de apresentar atividade de NADH oxidase e peroxidase. Essas duas reacdes enzimaticas
conduzem a formacdo de dgua ao invés de peréxido de hidrogénio, o qual age inibindo o
desenvolvimento da bifidobactéria.

Alem disso, Kaneko et alii (1994) também estudaram a influéncia de acidos graxos de
cadeia curta, através da adi¢do dos seus respectivos sais (acetato, butirato e propionato), e
demonstraram que estes (especialmente o propionato), sdo estimulantes de
desenvolvimento para Bifidobacterium spp. em meios sintéticos, enquanto inibem o
desenvolvimento de outras bactérias como por exemplo as espécies de Clostridium
perfringens 7028, Bacterioides vulgatus JCM 5826" ¢ Escherichia coli O-601. Estes dados
sugerem a possibilidade de utiliza¢do de Propionibacterium spp. e Bifidobacterium spp. em
desenvolvimento associado na producdo de iogurtes, visto o possivel aumento da
resisténcia de Bifidobacterium ao oxigénio, bem como pela presenca de 4cidos graxos de
cadeia curta, como o &cido acético e propidnico, provenientes do metabolismo da

propioniobactéria.
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CAPITULO I

AVALIACAO DE MEIOS DE CULTURA PARA A
CONTAGEM DE Bifidobacterium animalis Bb 12 NA
PRESENCA DAS BACTERIAS DO IOGURTE

Artigo serd submetido a publicagdo no “Brazilian Journal of Microbiology”.
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AVALIACAO DE MEIOS DE CULTURA PARA A CONTAGEM DE
Bifidobacterium animalis Bb 12 NA PRESENCA DAS BACTERIAS DO IOGURTE

Fachin, L.; Moriya, J.; Gandara, A. L. N.; Viotto, W. H.!

! Departamento de Tecnologia de Alimentos, CP 6121, Faculdade de Engenharia de

Alimentos, Universidade Estadual de Campinas, Brasil.

RESUMO

Tem-se dado muita aten¢ao a utilizagio de Bifidobacterium spp. em iogurtes devido as
suas excelentes propriedades terapéuticas e nutricionais. Contudo, para que este produto
possa apresentar tais propriedades, € necessario que o nimero minimo de células vidveis de
Bifidobacterium presente no iogurte no momento do consumo seja de 10° UFC/g de
produto. Virios estudos t€ém mostrado um ndmero menor do que o recomendado em
produtos comerciais durante a estocagem do iogurte. Entretanto, para a correta avaliacdo do
nimero de células vidveis de Bifidobacterium durante a estocagem, € necessdrio a
padronizacdo de um método de contagem confidvel quando este estiver em presenca das
culturas do iogurte. Este trabalho avaliou o uso dos dgars M-MRS (“Maltose-de Man
Rogosa Sharpe”), MRS-NNLP (“de Man Rogosa Sharpe- Nalidixic acid, Neomycin sulfate,
Lithium chloride, Paromomycin sulfate”) e RCPB pHS (“Reinforced Clostridial Prussian
Blue at pHS”), visando a contagem do nimero de células de B. animalis Bb 12 na presenca
das bactérias do iogurte. O dgar M-MRS ndo foi seletivo, apresentando crescimento de
Lactobacillus  delbrueckii subsp bulgaricus. Apesar da boa seletividade para
Bifidobacterium, o dgar MRS-NNLP apresentou uma leve redu¢do no nimero de células,
quando comparado ao 4gar padrio MRS. O dgar RCPB pHS5 apresentou crescimento
diferencial de B. animalis Bb 12 em relacdo as bactérias do iogurte e uma recuperacao de

células igual ao do padrao MRS.

Palavras-chave: contagem, Bifidobacterium, bactérias lacticas, iogurte.
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INTRODUCAO

Probidticos sdo definidos como “microrganismos vidveis que apresentam um efeito
benéfico na saide do hospedeiro apds a ingestdo, pelo melhoramento de sua microbiota”
(5). Bactérias cientificamente comprovadas como probidticas sdo: Lactobacillus
acidophilus (NCFB 1478), Lactobacillus casei Shirota, Lactobacillus GG (ATCC 53103),
Bifidobacterium animalis Bb 12, Lactobacillus johnsonii Lj 1 e Lactobacillus reuteri (13).
Para que o iogurte exerca fungdes terapéuticas no organismo, a concentracdo de bactérias
probidticas exigida é de 10° UFC/g de produto (5). Entretanto, as condigdes de fabricacio
do iogurte ndo sdo 6timas para a sobrevivéncia de bifidobactérias, resultando em uma baixa
viabilidade destes microrganismos em produtos comerciais. Além disso, a falta de um
método padrdo para a contagem destes microrganismos na presenca das culturas do iogurte
torna muito dificil o melhoramento da tecnologia de fabricacdo destes produtos.
Conseqiientemente, a padroniza¢dao de um método para contagem seletiva ou diferencial de
Bifidobacterium, quando em presenca das culturas do iogurte, torna-se extremamente
importante. Varios métodos para contagem seletiva de Bifidobacterium em iogurte
baseados em culturas puras tém sido propostos (1, 2, 3,5, 6,7, 8,9, 10, 11, 14).

O 4gar seletivo Maltose-de Man Rogosa Sharpe (M-MRS) desenvolvido para o
isolamento de Lactobacillus acidophilus de iogurtes (10) permite o desenvolvimento de
linhagens de Bifidobacterium fermentadoras de maltose. Dave & Shah (3, 4) usaram com
sucesso este dgar para a contagem seletiva de Bifidobacterium spp. em iogurtes.

Van der Wiel-Korstanje & Winkler (12) usaram o corante Azul da China no agar
CBRCA (Azul da China-Sangue-RCA) para a contagem diferencial da microbiota
anaerdbia predominante em fezes humanas, estabelecendo uma concentragdo de 0.03% para
o uso do corante. Posteriormente, Onggo & Fleet (10) propuseram o dgar RCPB para o
isolamento e diferenciacdo de Bifidobacterium, L. bulgaricus e S. thermophilus em
iogurtes. Estas espécies foram facilmente diferenciadas neste dgar devido as caracteristicas
distintas de suas colonias por a¢do do corante, formando halos ao redor de S. thermophilus
e L. bulgaricus. Posteriormente, Rybka & Kailasapathy (11) propuseram o ajuste do pH do
agar para 5 (RCPB pHSY) visando o ndo desenvolvimento da microbiota ndo latica do leite.

Em 1991, Laroia & Martin (8) traduziram da lingua japonesa para o inglés o trabalho de

Teraguchi, Uehara, Ogasa e Mitsuoka (1978), que indicava o uso do dgar Glicose-Sangue-
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Figado associado aos inibidores dcido nalidixico, sulfato de neomicina, cloreto de litio e
sulfato de paromomicina. Em 1993, Modler & Villa-Garcia (9) apontaram que a
formulagdo descrita por Laroia & Martin dois anos antes estava incompleta, pois o
componente sangue desfibrinado (50 mL de sangue de cavalo ou ovelha/L) foi retirado
inadvertidamente da formulagcdo. Posteriormente, Dave & Shah (3, 4) propuseram os
antibiéticos NNLP (4cido nalidixico, sulfato de neomicina, cloreto de litio e sulfato de
paromomicina) em conjunto com o dgar MRS para a contagem seletiva de Bifidobacterium
em iogurtes.

De acordo com Vinderola & Reinhemer (13), poucos métodos sdo eficientes para uma
contagem correta das culturas do iogurte contendo bifidobactéria, causando dificuldades no
controle de qualidade. Apesar do grande nimero de métodos propostos na literatura, nem
todos apresentam bons resultados para a contagem de Bifidobacterium na presenga de S.
thermophilus e L. bulgaricus (14). Para assegurar a qualidade dos produtos probidticos €
necessdrio haver um método de rotina seguro e confidvel para quantificar células vidveis de
Bifidobacterium na presenca das culturas do iogurte. O objetivo deste trabalho foi avaliar os
agars RCPB pH5, M-MRS e MRS-NNLP na contagem de Bifidobacteriu, em presenca das

culturas lacticas do iogurte.

MATERIAL E METODOS

Culturas

Foram utilizadas culturas puras liofilizadas de Bifidobacterium animalis Bb 12 (Chr.
Hansen Industria e Comércio Ltda), Streptococcus thermophilus A (VisbyVac, Série 1000)
e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (LB341 TEXEL- Rhodia).

Preparaciao e manutenc¢ao dos inéculos

O in6culo de B. animalis Bb 12 foi preparado como segue (para 100 mL de inéculo):
Passo 1) Leite com extrato de levedura: leite em po desnatado marca Molico (12,5

gramas) foi adicionado de extrato de levedura (1 grama) e diluido em 85 mL de dgua Milli-
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Q, sendo posteriormente submetido a esterilizagdo a 115°C por 10 minutos (Autoclave
Universal Ortossintese);

Passo 2) 1 grama de glicose e 0,05 g de L-cisteina foram diluidas em 15 mL de 4dgua
Milli-Q e submetida a esterilizagdo por filtracio em membrana com poro de 0,45um de
diametro (Millipore®).

Passo 3) o leite esterilizado com extrato de levedura (1) foi entdo misturado a solugdo de
L-cisteina e glicose (2) em fluxo laminar.

O indculo das culturas do iogurte foi preparado com leite em pé desnatado reconstituido
(11% de so6lidos) e esterilizado a 115°C por 10 minutos.

As culturas do iogurte e B. animalis Bb 12 foram entdo ativadas separadamente a 37°C

por 18 horas e entdo resfriadas em banho de gelo.

Agar MRS (de Man, Rogosa, Sharpe)

Agar MRS (Oxoid) foi esterilizado 2 121°C por 15 minutos e usado como meio padrio

para B. animalis Bb 12 quando em cultura pura.

Agar RCPB pHS5 (Reinforced Clostridial Prussian Blue at pH5)

O 4gar RCA (Oxoid) comercial foi suplementado com 1% de glicose e ajustado a pH 5
de acordo com Rybka e Kailasapathy (11). O 4gar RCA e o corante Azul da Prassia (IRON
IIT Ferrocyanide, Sigma-Aldrich) foram esterilizados separadamente a 115°C por 15
minutos, resfriados a 50°C e misturados assepticamente. O corante Azul da Prissia foi

adicionado ao 4gar numa concentracdo final de 0,03%.

Agar Maltose-MRS (Maltose - de Man, Rogosa, Sharpe)

Todos os ingredientes para a composi¢do normal do 4gar MRS, com excecdo do dgar e
da glicose, foram suspensos em 1 L de dgua destilada e o pH foi ajustado para 6,6. Apds o
ajuste do pH, foram adicionados 10g de dgar e a mistura foi esterilizada em autoclave a

121°C por 15 minutos. Para a preparagdo da solu¢do de maltose, 25g de maltose foram
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dissolvidos em 50mL de dgua destilada. A solucdo foi esterilizada em filtro 0,45 pm
(Millipore®). 4 mL da solucdo de maltose foram adicionados em 100mL de dgar base a
temperatura de aproximadamente 50°C. A mistura foi cuidadosamente homogeneizada, sem

agitacao excessiva, para evitar incorporac¢do de ar.

Agar MRS-NNLP

O 4dgar MRS (Oxoid), obtido comercialmente, foi esterilizado a 121°C por 15 minutos.
Os agentes inibidores (cloreto de litio 3 mg/mL, 4cido nalidixico 15 ug/mL, sulfato de
neomicina 100 pg/mL e sulfato de paromomicina 200ug/mL) e L-cisteina (0,5 g/mL) foram
dissolvidos em d4gua destilada (aproximadamente 4 % do volume total do &4gar) e

esterilizados por filtracdo a vdcuo, em membrana com poro de 0,42 pm de didmetro.

Tratamentos

Ap0s o resfriamento dos in6culos em banho de gelo os seguintes testes foram realizados:

A) Um cultivo de B. animalis Bb 12 foi produzido apds incubacio de 1% do in6culo
ativado em leite reconstituido (12% de sélidos adicionado de 1% de extrato de levedura) a
37°C por 4 horas e 40 minutos;

B) Um iogurte padrdo foi produzido com S. thermophilus e L. bulgaricus com o uso de
1% dos in6culos ativados apds uma incubagdo em leite a 37°C por 4 horas e 40 minutos;

C) mistura do cultivo de B. animalis Bb 12 (A) com o iogurte padrao (B) inoculados
diretamente na superficie dos meios (M-MRS, MRS-NNLP ou RCPB pHY);

D) iogurte probidtico produzido com B. animalis Bb 12, S. thermophilus e L.
bulgaricus ap6s incubacdo em leite a 37°C por 4 horas e 40 minutos.

O tempo de 40 horas e 40 minutos foi o tempo no qual o iogurte probiético (D) atingiu o
pH 4,6. Para todos os experimentos, foi usado o mesmo tempo de incubagdo. Para os testes
B,C e D, a contagem foi realizada nos dgars M-MRS, MRS-NNLP e RCPB pHS, pois o
agar MRS ndo € seletivo ou diferencial. Para a contagem do teste A, a contagem foi
realizada no d4gar MRS (usado como padrdo para avaliacio da capacidade de recuperacdo) e

nos meios M-MRS, MRS-NNLP e RCPB pHS5.
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Contagem

Aliquotas de 1,0 mL do cultivo de B.animalis Bb 12 (A), do iogurte padrdao (B) e do
iogurte probidtico (D) foram decimalmente diluidos em dgua peptonada (0,1%) até 10°°.
Para o plaqueamento, 0,1 mL das diluicdes de 10* 2 10°® foi semeado na superficie dos
dgars de culturas avaliados. Para a mistura do item C, aliquotas de 0,05 mL das dilui¢des de
10 2 10 de B.animalis Bb 12 e do iogurte padrio foram semeadas na superficie dos dgars.
As placas foram incubadas a 37°C durante 72 horas em jarras de anaerobiose (Merck),
utilizando o gerador de anaerobiose Anaerocult A® (Merck). Apos este periodo, os meios
foram analisados quanto ao crescimento diferenciado ou crescimento seletivo e a
capacidade de recuperacdo celular de B.animalis Bb 12 foi comparada com a contagem
obtida com o dgar padrao MRS para o caso do cultivo puro de B. animalis Bb 12 (A). Os

testes foram feitos em triplicata.

Analise estatistica

O teste de Tukey foi aplicado para verificar diferenca na recuperacdo do microrganismo

nos agars estudados em relagdo ao dgar padrao MRS.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Agar M-MRS

Este meio de cultura ndo apresentou seletividade para B. animalis Bb 12, tendo sido
verificada a presenca de L. bulgaricus com uma alta contagem de células (4.8 x 10°
UFC/mL). Rybka & Kailasapathy (11) relataram que algumas linhagens de L. bulgaricus
podem fermentar a maltose e, além disso, a presencga de outros substratos no meio, como o
extrato de carne, pode favorecer o desenvolvimento desta espécie. Por outro lado, Dave &
Shah (3) observaram que em dgar M-MRS néo houve crescimento das bactérias do iogurte
e houve uma excelente recuperacdo de células de Bifidobacterium, porém os autores deste

trabalho usaram outras linhagens de Bifidobacterium (B .bifidum 1900 e 1901, B .longum
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1941 e 20097, B. adolescentis 1920, B. pseudolongum 20099, B. breve 1930 e B .infantis
1912).

Agar MRS-NNLP

Tabela 1. Contagem de B. animalis Bb 12 em d4gar MRS-NNLP e no dgar padrao MRS.

Contagem (UFC/mL)
Agar MRS Agar MRS-NNLP
A 2,4x10° 1,1 x 10%
B nd <10*
C nd 7,5 x.10°
D nd 2,2x 10°

* Média difere significativamente (p < 0,05) da contagem padrdo em dgar MRS.

A — cultivo de B. animalis Bb 12;

B —iogurte padrao S. thermophilus + L.bulgaricus;

C — mistura de B. animalis Bb 12 com o iogurte padrdo S. thermophilus + L.bulgaricus
plaqueados diretamente na superficie do meio;

D —iogurte probidtico com B. animalis Bb 12 + S. thermophilus + L.bulgaricus.

nd - ndo determinado devido ao 4gar MRS néo ser seletivo ou diferencial para B. animalis
Bb 12;

A Tabela 1 mostra a contagen de 1,1 x 10° UFC/mL para o cultivo puro de
Bifidobacterium animalis Bb 12 em dgar MRS-NNLP. Apesar da diferenca ser bastante
pequena, houve uma menor contagem de B. animalis Bb 12 no d4gar MRS-NNLP quando
comparado ao dgar padrdo MRS (2,4 x 10° UFC/mL).

O 4gar MRS-NNLP apresentou uma boa seletividade para Bifidobacterium, pois S.
thermophilus e L. bulgaricus (iogurte padrdo) ndo se desenvolveram neste dgar. Também
ndo houve desenvolvimento das culturas do iogurte na mistura (C) e no iogurte probidtico
(D). B. animalis Bb 12 se desenvolveu produzindo coldnias brancas de aproximadamente 1
mm de didmetro quando em cultura pura (A) e no iogurte probidtico (D). Vinderola &
Reinheimer (13) observou que S .thermophilus e L. bulgaricus foram capazes de se

desenvolver em dgar MRS-NNLP apesar do baixo nimero. Dave & Shah (3) obtiveram um
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bom desempenho do 4gar MRS-NNLP para a contagem de Bifidobacterium em iogurte e

usaram este dgar para a contagem de Bifidobacterium em um trabalho posterior (4).

Agar RCPB pH5

Tabela 2. Contagem de S.thermophilus, L.bulgaricus e B. animalis linhagem Bb 12 em
agar RCPB pHS.

Contagem (UFC/mL)
Agar MRS Agar RCPB pH5
A 3,6 x 10° 3,8 x 10%*
3,4 x.10°Lb
B nd 6
2.5 x 10°St
3,4x 10°Bb 12
C nd 6
1.1 x.10°Lb
1,9.x 10'Bb 12
D nd

5,0x 10’ Lb

* Media ndo difere significativamente (p < 0,05) da contagem padrdo em dgar MRS.

A — cultivo de B. animalis Bb 12;

B —iogurte padrao S. thermophilus + L.bulgaricus;

C — mistura de B. animalis Bb 12 com o iogurte padrdo S. thermophilus + L.bulgaricus
plaqueados diretamente na superficie do meio;

D —iogurte probidtico com B. animalis Bb 12 + S. thermophilus + L.bulgaricus.

Bb 12= Bifidobacterium animalis Bb 12; Lb= Lactobacillus delbrueckii subsp bulgaricus;
St= Streptococcus thermophilus.

nd - ndo determinado devido ao 4gar MRS ndo ser seletivo ou diferencial para B. animalis
Bb 12;

A contagem de B.animalis Bb 12 em 4gar RCPB pHS foi similar a contagem em 4gar
padrado MRS (Tabela 2). A contagem da cultura pura de B.animalis Bb 12 foi 3,8 x
10°UFC/mL e na mistura foi 34 x 10° UFC/mL, valores muito préximos ao obtido pelo

36



padrio MRS que foi 3,6.10°UFC/mL. No iogurte probidtico, a contagem de B. animalis foi
1,9 x 10’ UFC/mL. Houve crescimento de S.thermophilus somente quando provindo da
inoculacdo do iogurte padrdo, cuja contagem foi 2,5 x 10° UFC/mL. L. bulgaricus se
desenvolveu consideravelmente em todas as situacdes, mas suas coldonias eram bastante

distinguiveis de B. animalis Bb 12 pela presen¢a do halo azul (Figura 1).

Figura 1. Desenvolvimento de B. animalis Bb 12 e do iogurte padrdo inoculados
diretamente na superficie do dgar RCPB pHS5. Incubacdo em anaerobiose por 72 horas a
37°C. Setas largas — L. bulgaricus; Setas estreitas — B. animalis Bb 12.

B. animalis Bb 12 se desenvolveu produzindo coldnias brancas, sem halo azul, como
descrito na literatura (11). Porém, o diametro da coldnia se apresentou menor do que as
colOnias descritas por Rybka & Kailasapathy (11), de 2 mm de didmetro. Em nosso
trabalho, as colonias de B. animalis Bb 12 apresentaram um didmetro de aproximadamente
I mm. No iogurte padrdo, L. bulgaricus produziu coldnias com halo azul e centro branco,
com didmetro variando de 1 a 2 mm. Rybka & Kailasapathy (11) observaram que o ajuste
do pH do 4gar para 5 impediu o crescimento de S. thermophilus. Entretanto, em nossos

experimentos, quando apenas as culturas do iogurte foram inoculadas no &4gar, houve

37



desenvolvimento de S. thermophilus com a formacdo de colOnias extremamente pequenas,
com leve halo azul e centro branco. Por outro lado, ndo houve desenvolvimento de S.
thermophilus quando se usou a mistura da cultura pura de B. animalis Bb 12 com a cultura
mista de S. thermophilus e L. bulgaricus, inoculados diretamente na superficie do dgar
(Figura 1). Na Figura 1 podem ser visualizadas claramente as colonias de B. animalis Bb 12
em branco e as coldnias de L. bulgaricus circundadas pelo halo azul.

O fator responsavel por essa diferenciacdo ainda ndo foi completamente elucidado.
Onggo & Fleet (10) explicam a formag¢do do halo azul em funcdo de um possivel
metabolismo preferencial do corante pelas culturas do iogurte, com a producdo das zonas
azuis ao redor destas. Outra possibilidade sugerida seria a mudanga no potencial de 6xido
reducdo do agar causada por S.thermophilus e L.bulgaricus. Em nossos estudos, foi
percebido que a formacdo do halo azul s6 ocorreu apds a exposicao da superficie da placa
ao ar por alguns minutos e as vezes horas, o que aponta para a segunda hipdtese como
sendo a mais provdvel. Outro fator que parece ter influéncia no surgimento e intensidade
das zonas azuis € a maior acidificacio das culturas de L. bulgaricus sobre o dgar. A adi¢do
de HCl 6 N com o auxilio de uma pipeta de Pasteur sobre o 4gar RCPB pH5 aumentou
consideravelmente a tonalidade azul do dgar, mostrando que uma maior acidificagdo tende
a formar zonas com um azul mais intenso. De forma contréria, a adi¢do de hidréxido de
sédio concentrado formou uma zona completamente transparente sobre o dgar, fazendo
com que a cor azul claro, caracteristica deste meio, desaparecesse. A reagdo de formacao do
Azul da Prissia € conhecida e bastante usada em medicina para a determinacdo de ferro em
casos de anemia.

O 4dgar RCPB pHS se apresentou bastante adequado para a contagem de
Bifidobacterium na presenca das bactérias do iogurte, ndo s6 pelo desenvolvimento

diferencial entre as colOnias, como pela excelente recuperagdo de suas células.

CONCLUSAO

Dos meios de cultivo estudados, o dgar RCPB pH5 € o mais indicado para a
contagem de Bifidobacterium na presenca das bactérias do iogurte, por apresentar

facilidade de preparacdo e boa recuperacao de Bifidobacterium.

38



Referéncia Bibliografica

10.

. Chateris, W.P.; Kelly, P.M.; Morelli, L.; Collins, J.K. Selective detection,

enumeration and identification of potentially probiotic Lactobacillus and
Bifidobacterium species in mixed bacterial populations. International Journal of
Food Microbiology 35 (1). 1-27, Mar, 1997.

Clark, P.A.; Cotton, L.N.; Martin, J.H. Selection of bifidobactéria for use as dietary
adjuncts in cultured dairy foods: Tolerance to simulated pH of human stomachs.
Cultured Dairy Products Journal 28, 11-14, 1993.

Dave, R..; Shah, N.P. Evaluation of media for selective enumeration of
Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii ssp bulgaricus, Lactobacillus
acidophilus and Bifidobacterium spp. Journal of Dairy Science 79, 1529-1536,
1996.

Dave, R.I.; Shah, N.P. Viability of yoghurt and probiotic bacteria in yoghurt made
from commercial starter cultures. International Dairy Journal. 1997.

Gomes, A.M.P.; Malcata, F.X. Bifidobacterium spp and Lactobacillus acidophilus:
biological, biochemical, technological and therapeutical properties relevant for use
as probiotic. Trends in Food Science & Technology 139-157, 1999.

Hartemink, R.; Kok, B.J.; Ween, G.H.; Rombouts, F.M. Raffinose-Bifidobacterium
(RB) Agar, a new selective medium for Bifidobactéria. Journal of Microbiological
Methods 27 (1) 33-43, 1996.

Lankaputhra, W.E.V.; Shah, N.P.; Britz, M.L. Evaluation of media for selective
enumeration of Lactobacillus acidophilus and Bifidobacterium spp. Food Australia.
48(3) 113-118, mar. 1996.

Laroia, S.; Martin, J.H. Methods for enumerating and propagating Bifidobactéria.
Cultured Dairy Products Journal May, 1991.

Modler, H.W.; Villa-Garcia, L. The growth of Bifidobacterium longum in a whey-
based medium and viability of this organism in frozen yogurt with low and high
levels of developed acidity. Cultured Dairy Products Journal, February, 4-8, 1993.
Onggo, I.; Fleet, G.H. Media for the isolation and enumeration of lactic acid

bacteria from yoghurts. The Australian Journal of Dairy Technology. Nov. 1993.

39



11. Rybka, S.; Kailasapathy, K. Media for the enumeration of yoghurt Bacteria. Int.
Dairy Journal 6, 839-850, 1996.

12. Van der Wiel-Korstanje, J. A. A.; Winkler, K. C. Medium for differential count of
the anaerobic flora in human feces. Applied Microbiology July, 168-169, 1970.

13. Vinderola, C.G.; Reinheimer, J.A. Culture media for the enumeration of
Bifidobacterium bifidum and Lactobacillus acidophilus in the presence of yoghurt

bacteria. International Dairy Journal 9 (8) 497-505,1999.

40



CAPITULO I

AVALIACAO DE MEIOS DE CULTURA PARA A
CONTAGEM DE B. animalis Bb 12 EM IOGURTE APOS
A ESTOCAGEM REFRIGERADA

Este trabalho serd submetido a publicacdo na revista “Milchwissenschaft”.
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Avaliacao de meios de cultura para a contagem de Bifidobacterium animalis
Bb 12 em iogurte apos estocagem refrigerada

Por L. FACHIN, A. L. N. GANDARA & W. H. VIOTTO

Universidade Estadual de Campinas, Faculdade de Engenharia de Alimentos,
Departamento de Tecnologia de Alimentos, C.P. 6121, Siao Paulo, Brasil

O 4gar RCPB pHS5 tem sido apontado como uma boa alternativa para a contagem de
Bifidobacterium em iogurte. Entretanto, existe uma grande dificuldade para a contagem
deste microrganismo em iogurtes apds a estocagem refrigerada, em virtude do tamanho
das coldnias, que se apresentam muito pequenas e s6 podem ser enumeradas com o auxilio
de um estereoscopio. Outro dgar, MRS-LP, tem sido recomendado para a contagem de
Bifidobacterium na presenca de bactérias do iogurte. Este trabalho avaliou a
suplementacdo do dgar RCPB pH5 com extrato de figado dessecado e com os sais
KH,PO4, K,HPO4, FeSO47H,O, MnSO4H,O e MgSO47H,0O, visando melhorar a
diferenciacdo das coldnias de Bifidobacterium em iogurte apds estocagem refrigerada, bem
como também avaliou a contagem seletiva de Bifidobacterium em iogurte com o 4gar
MRS-LP. O dgar MRS-LP apresentou a mesma recuperacao de células do dgar RCPB pH5
nao fortificado, sendo uma boa opg¢do para a contagem de Bifidobacterium em iogurte. A
adicdo do extrato de figado desidratado no dgar RCPB pHS5 (RCPB pHS5-Liver)
possibilitou aumentar significativamente o tamanho das colonias de Bifidobacterium apds
a estocagem refrigerada, tornando a diferenciacio das colOnias bastante facil e confidvel.
A adi¢do deste extrato também resultou em uma pequena inibi¢do no desenvolvimento de
L. bulgaricus. A adicdo dos sais (KH,PO4, K,HPO,, FeSO,7H,O, MnSO4H,O e
MgS0O,47H,0) ndo teve influéncia sobre o desempenho do 4gar RCPB pHS.

42



1. Introducao

Atualmente, muita atencdo tem sido dada ao uso de iogurtes probidticos (1). Para que o
produto exerca funcdes terapéuticas no organismo humano, a concentracdo de culturas
probiéticas deve ser de no minimo 10° UFC/g no momento do consumo do produto (4).
Entretanto, as condi¢des de fabricacdo do iogurte estdo longe de serem favordveis para a
sobrevivéncia de Bifidobacterium e isso tem resultado em um ntimero de células vidveis,
menor do que o recomendado durante a estocagem refrigerada do iogurte. Além disso, a
falta de um método padrdo para a contagem de Bifidobacterium na presenca das bactérias
do iogurte reduz a confiabilidade na tecnologia de producgdo destes iogurtes. Poucos
métodos tém sido eficientes para uma contagem correta de Bifidobacterium na presenga das
culturas do iogurte, causando dificuldades no controle de qualidade (10).

Onggo & Fleet (7) usaram o 4gar RCPB para o isolamento e diferenciacdo de
Bifidobacterium spp., L. bulgaricus e S.thermophilus em iogurtes. Rybka & Kailasapath (9)
propuseram o ajuste do pH do 4gar para 5, visando evitar o desenvolvimento da biota ndo
latica do leite. Ghodussi & Robinson (3) obtiveram um excelente resultado com o dgar
RCPB para a contagem diferencial de Bifidobacterium em iogurtes. J4 Payne, Morris &
Beers (8) ndo obtiveram uma boa diferenciac@o entre as coldnias de Bifidobacterium e as
culturas do iogurte com este dgar, ndo sendo possivel a contagem diferencial de
Bifidobacterium. Em um trabalho anterior, encontramos que o 4gar RCPB pHS5 apresentou
uma excelente diferenciacdo e recuperacdo de Bifidobacterium em relagdo as culturas do
iogurte quando a contagem foi feita logo apds a fermentacdo do iogurte e também quando
foram inoculadas na superficie do dgar culturas de cada microrganismo crescidas
separadamente. Entretanto, quando este dgar foi usado para a contagem de Bifidobacterium
em iogurtes durante a estocagem refrigerada, as colonias se apresentaram com um didmetro
extremamente pequeno, e sO puderam ser visualizadas com o uso de um estereoscépio com
um aumento de 15 a 20 vezes. Consequentemente, a capacidade da bifidobactéria em se
desenvolver no d4gar RCPB pHS5 numa condi¢dao de maior “stress celular”, como ocorre na
estocagem refrigerada, se mostrou bastante inferior, de forma que este d4gar nao se mostrou

uma boa opcao para a contagem de Bifidobacterium nesta condicao.
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Lapierre, Undeland & Cox (5) propuseram o uso de cloreto de litio e propionato de
s6dio como inibidores das bactérias do iogurte visando a contagem de Bifidobacterium em
produtos de leite fermentado associados ao &dgar Lactose-cistina-figado. Vinderola &
Reinheimer (10) usaram esses inibidores para a contagem de Bifidobacterium em iogurtes
associados ao dgar MRS.

Baseado nas fortificagdes propostas por Teraguchi, Uehara, Ogasa e Mitsuoka (1978)
em seu trabalho para contagem seletiva de Bifidobacterium, que foi descrito em Laroia &
Martin (6), o objetivo deste trabalho foi melhorar a diferenciacdo do dgar RCPB pHS e
também avaliar o uso do meio MRS-LP para a contagem de Bifidobacterium em iogurte,

apos a estocagem refrigerada.

2. Material e métodos

2.1. Culturas

Foram utilizadas culturas puras liofilizadas de Bifidobacterium animalis Bb 12 (Chr.
Hansen Industria e Comércio Ltda), Streptococcus thermophilus A (Wiesby Starter
Cultures & Media) e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus 18 (Wiesby Starter
Cultures & Media) e S. thermophilus TA 040 e L. bulgaricus LB 340 cedidas pela Rhodia
Food.

2.2. Ativacdo do inoculo

O in6culo para B. animalis Bb 12 foi preparado em leite em pé reconstituido a 12% de
solidos, suplementado de 1% de extrato de levedura e esterilizado a 115°C por 10 minutos.
A incubacgdo da cultura liofilizada de B. animalis Bb 12 foi feita a 37°C por 6 horas. O
in6culo das culturas do iogurte foi preparado com leite em p6 desnatado reconstituido (11%
de solidos) e submetido a esterilizacdo em autoclave a 115°C por 10 minutos. As culturas
liofilizadas de S. thermophilus e L. bulgaricus foram ativadas a 37°C até coagulacdo do

leite (6-7 horas para S. thermophilus e 14-15 horas para L. bulgaricus).
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2.3. Avaliacdo do dgar RCPB pH5, MRS-LP e do dgar RCPB pHS5 fortificado durante a
estocagem refrigerada do iogurte

Os meios foram testados para:

A) cultivos de B. animalis Bb 12, S.. thermophilus TA 040 e L. bulgaricus LB 340,
ativados separadamente em leite (conforme descrito no item 2.2), foram plaqueadas nos
meios RCPB pHS5, MRS-LP e RCPB pHS fortificado com sais e infusdo de figado
desidratado. Os cultivos também foram plaqueados em dgar MRS, usado como padrio.

B) iogurte probidtico produzido com B. animalis Bb 12, S.. thermophilus TA 040 e L.
bulgaricus LB 340 ap6s 30 dias de estocagem a 7°C.

Para o teste A, apds ativacdo das culturas, cada indculo foi decimalmente diluido em
4gua peptonada a 0,1% até 10, sendo que uma aliquota de 0,1 mL de cada diluicdo foi
plaqueada no agar em estudo através da técnica de semeadura em superficie. Foram
plaqueadas dilui¢des de 10 a 10 para RCPB pH5 e de 10" ate 10 para o dgar seletivo
MRS-LP e RCPB pHS fortificado. As placas foram mantidas a 37°C por 72 horas em jarras
de anaerobiose (Merck), utilizando-se como gerador de anaerobiose Anaerogen® (Oxoid).
Ap6s a incubacio, os meios foram analisados quanto ao desenvolvimento diferenciado ou
seletivo e quanto a recuperagdo celular de B. animalis Bb 12, comparando com a contagem
obtida no dgar padrao MRS no caso das culturas puras (item A) e comparando-se ao dgar
padrao RCPB pHS5 no caso do 1ogurte probidtico (item B).

A diferenca entre as médias foi analisada usando o teste t pareado, com o auxilio do

Software Statistica for Windows.

2.4. Efeito da adigcdo dos sais na fortificacdo do dgar RCPB pHS5

Com objetivo de avaliar o efeito da adi¢do dos sais (KH,PO4, K;HPO4, FeSO47H20,
MnSO4H,0, MgSO47H,0) no desempenho do dgar RCPB pHS5 fortificado, o seguinte
experimento foi delineado: um iogurte probidtico foi produzido com B. animalis Bb 12, S..
thermophilus A e L. bulgaricus 18. A contagem de B. animalis Bb 12 foi realizada no 4gar

RCPB pHS fortificado com os sais e com a infusdo de figado desidratado e comparado ao
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agar RCPBpH 5 fortificado somente com a infusdo de figado desidratado. A contagem foi
feita ap6s 30 dias da estocagem refrigerada do iogurte.
O experimento foi realizado em duplicata e a diferenca entre as médias foi analisada

usando o usando o teste t pareado com o auxilio do Software Statistica for Windows.

2.5.Meios de Cultura

2.5.1. Agar MRS

Agar MRS (DIFCO ou MERCK) foi usado como dgar padrdo para B. animalis Bb 12
quando em cultura pura. As placas foram mantidas a 37°C por 72 horas em condi¢des

anaerobias.

2.5.2. Agar RCPB pHS5

O 4gar RCA (OXOID) e o corante Azul da Prussia (SIGMA-ALDRICH) foram
esterilizados separadamente a 121°C por 15 minutos, sendo resfriados a 50°C e misturados
assepticamente. O peso equivalente a 0,03% de corante Azul da Pruissia no dgar final foi
dissolvido em 4gua destilada (12% do volume do dgar), sendo que o restante do volume de
dgua (88%) usado para dissolver os ingredientes do dgar RCA comercial, sendo este

posteriormente ajustado ao pH 5. A solug@o de corante ndo foi ajustada ao pH 5.

2.5.3. Agar MRS-LP

O dgar MRS (OXOID ou MERCK) foi dissolvido conforme instru¢des do fabricante em
93% do volume de dgua do 4gar e esterilizado a 121°C por 15 minutos. Os agentes
inibidores (cloreto de litio a 0.2 g/L e propionato de sédio 0.3 g/L) foram dissolvidos em
7% do volume de dgua do dgar e esta solucdo foi esterilizada em filtro de 0,22pum. A
solucdo de antibidticos filtrada foi cuidadosamente misturada em camera de fluxo laminar a

50°C ao 4gar MRS, evitando a incorporacdo de ar.
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2.5.4. Agar RCPB pHS fortificado

O 4agar RCPB pHS foi fortificado com os seguintes sais: KH,PO4 (1 g/L), K;HPO, (1
g/L), FeSO,7H20 (0,01 g/L), MnSO4H,0 (0,01 g/L), MgSO47H,0 (0,2 g/L) e com infusio
de figado desidratado (150 mL/L). A infusdo de figado foi preparada segundo Laroia &
Martin (5) e esterilizada separadamente a 121°C/15 minutos (tanto o precipitado quanto o
sobrenadante da extracdo foram esterilizados no mesmo frasco). Para a adi¢do posterior no
dgar, o extrato esterilizado foi deixado a decantar a temperatura ambiente, e o sobrenadante
(150 mL/L) foi adicionado ao dgar RCA ja adicionado dos sais e da dgua em capela de
fluxo laminar. O pH do 4gar RCA com os sais, o extrato de figado e a dgua ja adicionados
foi ajustado para 5. O volume de dgua usado para a dissolu¢do do corante Azul da Prissia
foi 12% do volume total do 4gar. Por exemplo: para a produ¢do de 300 mL de RCPB pH5
fortificado, os sais e o dgar RCA (pesado conforme orientagdo do fabricante) foram
dissolvidos em 219 mL de dgua Milli-Q (Milipore®) e misturados com a infusdo de figado
(45 mL) sendo posteriormente ajustados para pH 5 e esterilizados a 121°C/15 minutos.
Simultaneamente, o corante Azul da Pruassia (0,03 %) foi dissolvido em 36 mL de dgua e
também esterilizado a 121°C/15 minutos. A mistura do corante e do dgar foi feita em fluxo
laminar como no dgar RCPB pHS. Em um segundo experimento, o dgar RCPB pHS5 foi
fortificado apenas com a adicdo do extrato de figado sem a adicdo dos sais mencionados

(RCPB pH5-Liver).

3. Resultados e discussao

3.1. Avaliacdo do dgar RCPB pH5, MRS-LP e do dgar RCPB pHS5 fortificado durante a
estocagem refrigerada do iogurte

A recuperacdo de B. animalis Bb 12 em cada meio pode ser vista através dos dados da
Tabela 1. A contagem de B.animalis Bb 12 em cultura pura nos meios estudados nao foi
significativamente diferente da contagem em &agar padrao MRS (p<0,05). S. thermophilus
foi totalmente inibido em dgar RCPB pHS e em dgar RCPB pHS fortificado quando em
cultura pura (linha B), devido ao baixo pH do d4gar, como descrito por Rybka &

Kailasapathy (1996), e foi parcialmente inibido em dgar MRS-LP. Apesar de ndo termos
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Tabela 1- Contagem (log UFC/mL) de S. thermophilus, L. bulgaricus e B. animalis Bb

12 nos diversos meios estudados apds 30 dias de estocagem refrigerada.

Culturas RCPB pH5 MRS-LP RCPB pH5
fortificado
A* 8,54* 9,49* 9,53*
B* sC 5,19 sC
c* 8,55 7,60 6,50
Togurte” 6,40%* 6,41%* 6,60

*A - contagem de B. animalis Bb 12 em cultura pura, B — contagem de S. thermophilus TA
040 em cultura pura e C — contagem de L. bulgaricus LB 340 em cultura pura. As
contagens padrdes para B. animalis Bb 12 feitas em meio MRS foram de 8,54, 9,49 e 9,53
log UFC/mL, quando os experimentos foram feitos com: RCPB pHS, MRS-LP e RCPB
pHS5 fortificado, respectivamente.

bContagem de B. animalis Bb 12 em iogurte apds 30 dias de estocagem.

* Contagem nao difere significativamente da contagem no dgar controle MRS a p < 0,05.
** Contagem difere significativamente do dgar RCPB pHS5 fortificado a p < 0,05.

sc — sem desenvolvimento.

contado o nimero de células de S. thermophilus em dgar padrio MRS, é sabido que este
microrganismo geralmente se desenvolve até 8-9 log UFC/mL nas condi¢cdes usadas neste
estudo. Nos capitulos IV e V, n6s verificamos que S. thermophilus se desenvolveu até em
torno de 5 x 10° UFC/mL em iogurte. A inibicdo de S. thermophilus no dgar MRS-LP pode
ser comprovada pela baixa contagem obtida (5,19 log UFC/mL). O dgar RCPB pHS pode
ser usado para a contagem diferencial de L. bulgaricus em iogurte (9), como pode ser visto
na Tabela 1, que mostra a boa recuperacio de células deste microrganismo neste agar (8,55
log UFC/mL) quando em cultura pura. O 4gar MRS-LP apresentou uma redugdo de
aproximadamente 1 log na contagem de L. bulgaricus LB 340, quando comparado a
recuperacdo deste microrganismo no dgar RCPB pHS (que ndo € inibidor). Apesar deste
nivel de reducgdo ter sido satisfatério para a contagem seletiva de Bifidobacterium neste
estudo, € bastante conhecido que a sensibilidade aos antibidticos € dependente da cepa do
microrganismo usado. Uma reduc¢do de apenas 1 ciclo logaritmico no nimero de células de
Lactobacillus torna o uso do dgar MRS-LP bastante arriscado, uma vez que este dgar é

seletivo e nao diferencial. Como exemplo, caso seja usada uma cepa de L. bulgaricus com

48



uma maior resisténcia aos antibidticos deste dgar, as colonias de Lactobacillus poderdo ser
facilmente confundidas com as coldnias da bifidobactéria. Surpreendentemente, o agar
RCPB pHS fortificado também apresentou uma redugdo na contagem de L. bulgaricus de
cerca de 2 ciclos logaritmicos quando este foi inoculado em cultura pura (6,50 log
UFC/mL) e comparado ao d4gar RCPB pHS.

As coldnias de B. animalis Bb 12 se desenvolveram tendo um didmetro médio em torno
de 1 mm no 4gar fortificado apos a estocagem refrigerada do iogurte. As colonias de
Bifidobacterium no é4gar RCPB pHS5 s6 puderam ser vistas com o auxilio de um
estereoscopio, enquanto que no dgar MRS-LP as colonias de Bifidobacterium apresentaram
um diametro médio em torno de 0,1 mm.

A contagem de B. animalis Bb 12 no dgar RCPB pH5 e no dgar MRS-LP apds a
estocagem refrigerada do iogurte ndo foi significativamente diferente em p < 0,05 (Tabela
1). O dgar RCPB pHS fortificado apresentou uma contagem levemente maior que os dois
meios citados apds a estocagem refrigerada do iogurte. Apesar do dgar RCPB pHS ter
apresentado uma boa recuperagdo de células apds o periodo de estocagem do iogurte, a
visualizagdo das coldnias de Bifidobacterium s6 pdde ser feita com o uso de um
estereoscopio, o que tornou a contagem bastante dificil e passivel de erros. Payne et alii (8)
ndo conseguiram distinguir as espécies de Bifidobacterium em relacdo as culturas do
iogurte quando culturas mistas foram inoculadas no 4gar RCPB. A fortificacdo deste dgar
com os sais e a infusdo de figado desidratado resolveu este problema, fazendo com que as
colonias de Bifidobacterium se desenvolvessem com um didmetro de cerca de 1 mm
facilitando bastante a contagem e a diferenciacdo das colonias. O dgar MRS-LP também
apresentou seletividade e pode ser usado para a contagem de Bifidobacterium ao final da
estocagem refrigerada do iogurte. O meio MRS-LP pode ser mais indicado que o meio
RCPB pHS5 fortificado na situagdo em que o nimero de células das culturas presentes no
iogurte esteja em desiquilibrio. Em situacdes onde o L. bulgaricus estiver com uma
contagem muito superior a contagem de B. animalis Bb12, provavelmente a contagem da
bifidobactéria serd mais dificil devido a sobreposi¢do das muitas coldnias de Lactobacillus
na superficie da placa sobre as da bifidobactéria. Em casos onde as culturas estejam em
equilibrio, o meio RCPB pHS5 fortificado é mais indicado devido ao maior desenvolvimento

do tamanho das colonias (1 mm contra 0,1 mm no meio MRS-LP), o que evidencia a sua
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melhor capacidade de promover o crescimento células de Bifidobacterium na superficie do
agar, e a reducdo de apenas 1 ciclo logaritmico no nimero de células de Lactobacillus

proporcionada pelo meio MRS-LP.

Efeito da adi¢do dos sais na fortificagcdo do dgar RCPB pH5

Tabela 2: Contagem (log UFC/mL) de B. animalis Bb 12 nas diversas fortificacoes do

agar RCPB pHS5.
A B C
7,30 £ 0,40 7,24 £ 0,51 7,41 £ 0,59

A) dgar padrao RCPB pHS.
B) agar RCPB pHS fortificado com todos os sais e com o extrato de figado.
C) adgar RCPB pHS5 fortificado apenas com extrato de figado (4gar RCPB pH5-Liver).

A Tabela 2 mostra o efeito da adicdo dos sais (KH,PO., K,HPO,, FeSO,7H,0,
MnSO4H,0, MgSO47H,0) no desempenho do dgar RCPB pHS5 fortificado. Neste segundo
experimento, ndo houve diferenca entre a recuperacdo de células do dgar RCPB pHS5
fortificado e do 4gar RCPB pHS. Também ndo houve diferenca na contagem de
Bifidobacterium com as diferentes fortificagdes utilizadas, mostrando que a presenca dos
sais ndo afeta o desempenho do dgar RCPB pHS fortificado. Portanto, apenas a adi¢do do
extrato de figado desidratado € suficiente para que o &dgar RCPB pHS5 aumente
consideravelmente a sua capacidade de diferenciacio de Bifidobacterium apds a estocagem
refrigerada do iogurte, quando estas células estdo mais estressadas devido ao pH écido do
iogurte.

A Figura 1 mostra o desenvolvimento de B. animalis Bb 12 no dgar RCPB pHS5 e no
dgar RCPB pHS5-Liver. As coldnias de B. animalis Bb 12 s@o praticamente invisiveis a olho
nu no adgar RCPB pHS, enquando que as colonias de B. animalis Bb 12 sdo facilmente
visualizadas no dgar RCPB pHS5-Liver. Na Figura 1 também podemos verificar uma leve
inibicdo na contagem de L. bulgaricus (colonias com o halo azul) no 4gar RCPB pHS5
fortificado (direita) quando comparado ao dgar RCPB pHS (esquerda). Neste caso, a
inibicdo foi bem menor do que os dois ciclos logaritmicos encontrados (Tabela 1). Esta

diferenca é provavelmente devida a menor sensibilidade linhagem utilizada neste
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experimento (L. bulgaricus 18) a fortificacdo do dgar RCPHpHS, em relagdo a cepa de L

LB 340 usada no experimento anterior.

e~

Figura 1. Placas de Petri da contagem do iogurte estocado a 7°C por 30 dias. Colonias
brancas de B. animalis Bb 12 (setas estreitas) em dgar RCPBpH 5 (esquerda) e em agar
RCPB pHS5 fortificado (direita). Colonias com halo azul de L. bulgaricus (setas largas).

4. Conclusao

Dentre os trés meios de cultura avaliados para a contagem de B. animalis Bb 12 (RCPB
pHS, MRS-LP e RCPB pHS fortificado), todos apresentaram capacidade de contagem deste
microrganismo. Entretanto, no 4dgar RCPB pHS, as colonias de Bifidobacterium se
desenvolveram extremamente pequenas € a contagem sO foi possivel com o uso de um
estereoscopio. O dgar MRS-LP apresentou boa seletividade para Bifidobacetrium, mas
apresentou inibi¢@o de apenas 1 ciclo logaritmico no nimero de células de L. bulgaricus. A
fortificacdo do meio RCPB pH5 com 150mL/L de extrato de extrato de figado desidratado
resultou no aumento significativo do diametro das colonias de Bifidobacterium, tornando a

sua contagem bastante facil e confidvel durante a estocagem refrigerada do iogurte.
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CAPITULO III

ESTIMULACAO DO DESENVOLVIMENTO DE
Bifidobacterium animalis Bb 12 POR Propionibacterium
freudenreichii PS-1

Artigo  serd  submetido a publicagdo no  “International  Dairy Journal”.
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Estimulacao do desenvolvimento de Bifidobacterium animalis

Bb 12 por Propionibacterium freudenreichii PS-1

Luciano Fachin; Walkiria Hanada Viotto*
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Resumo

Alguns trabalhos da literatura t€ém demonstrado que o género Propionibacterium spp.
produz um estimulante para a bifidobactéria: o 2-amino-3-carboxi-1,4-naftoquinona. Este
estimulador melhora a resisténcia de Bifidobacterium ao oxigénio. O objetivo deste
trabalho foi avaliar a influéncia de Propionibacterium freudenreichii PS-1 sobre o
desenvolvimento de Bifidobacterium animalis Bb 12 em leite. A adicdo de células ativas
de P. freudenreichii PS-1 em leite conjuntamente com células ativas de B. animalis Bb 12
conseguiu atuar como um bom promotor de desenvolvimento para a bifidobactéria quando
o ndmero inicial de células desta esteve entre 10°-10’ UFC/mL. Acima deste valor, as
células de B. animalis Bb 12 apresentaram um bom desenvolvimento em leite quando em
cultura pura, apresentando praticamente a mesma velocidade de desenvolvimento que
quando em presenca da propionibactéria. A adi¢do de células ativas de P. freudenreichii
PS-1 parece ter um bom potencial como promotor de desenvolvimento para a

bifidobactéria em produtos lacteos como o iogurte.

* Autor para correspondéncia: Tel (55) (019) 3788 3988 and Fax number: (55) (019)
3289 3617. E-mail address: walkiria @ fea.unicamp.br
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1. Introducao

Nos tltimos anos tem-se dado muita atencao a utilizacdo do género Bifidobacterium em
produtos lacteos, devido as suas excelentes propriedades terapéuticas e nutricionais,
visando a producdo dos chamados “iogurtes probidticos”. Segundo Gomes & Malcata
(1999), probidticos “sdo microorganismos vidveis (bactérias lacticas ou extratos celulares
aplicados como células desidratadas ou em um produto fermentado), que possuem um
efeito benéfico apds sua ingestdo na saude do hospedeiro pelo melhoramento da sua
microbiota”. Entretanto, a sobrevivéncia de Bifidobacterium em iogurte é complicada pela
sua alta exigéncia nutricional e pela sua susceptibilidade ao dcido e ao oxigénio, o que
diminui a viabilidade das células durante o processamento e estocagem do produto.
Conseqiientemente, um dos maiores problemas de producdo de produtos lacteos com
Bifidobacterium reside na falta de uma tecnologia de producdo que assegure uma alta
viabilidade deste microrganismo durante a estocagem do produto.

Virios estudos t€ém demonstrado (Kaneko, Mori, Iwata & Meguro, 1994; Yamazaki,
Kano, Ikeda, Isawa & Kaneko, 1999; Warminska-Radiko, Laniewska-Moroz,
Babuchowski, 2002) que a propionibactéria pode estimular o desenvolvimento de
Bifidobacterium. Warminska-Radiko et alii (2002) estudaram a capacidade de 27 diferentes
cepas de propionibactéria estimularem o desenvolvimento de 6 diferentes cepas de
bifidobactéria. Das 27 propionibactérias estudadas, todas elas estimularam o
desenvolvimento de no minimo 3 das bifidobactérias. Entretanto, 15 propionibactérias
também produziram metabdlitos inibidores para algumas cepas de bifidobactéria. Os
metabdlitos que estimularam o desenvolvimento das bifidobactérias se mostraram
caracteristicos das cepas de propionibactéria usadas e se mostraram pouco influenciados
pelos tipos de meios onde as propionibactérias se desenvolveram. Segundo Kaneko et alii
(1994), o estimulador produzido pelo género Propionibacterium age minimizando o0s
efeitos indesejaveis do oxigénio sobre a cultura de bifidus. Este estimulador se mostrou
bastante especifico para o género Bifidobacterium, ndo apresentando efeito sobre outras
bactérias intestinais (Kaneko et alii, 1994). Além disso, este estimulador também
apresentou-se bastante estdvel a vdrios tratamentos enzimdticos e térmicos numa ampla

faixa de pH (Kaneko et alii, 1994). Posteriormente, Mori, Sato, Taketomo, Kamiyama,
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Yoshiyama, Meguro & Sato (1997) identificaram a estrutura quimica do estimulador como
sendo: 2-amino-3-carboxi-1,4-naftoquinona (C;;H7NO4). O composto foi codificado como
ACNQ e revelou ter uma funcionalidade a partir de concentragdes bastante baixas -0,1
ng/mL- (Mori et alii, 1997). Segundo Yamazaki et alii (1998, 1999), o ACNQ atua como
mediador de transferéncia de elétrons entre o NADH ou o NAD(P)H e o oxigénio.
Shimamura et alii (1992) demonstraram que a sensibilidade do género Bifidobacterium ao
O, € inversamente proporcional a sua capacidade de apresentar atividade de NADH oxidase
e peroxidase. As reagdes enzimdticas mediadas pelo NADH ou o NAD(P)H conduzem a
formacdo de dgua ao invés de peréxido de hidrogénio, o qual age inibindo o
desenvolvimento de Bifidobacterium.

Kaneko et alii (1994) também demonstraram que dcidos graxos de cadeia curta, como o
acetato, o butirato e principalmente o propionato, sdo estimuladores de desenvolvimento
para a espécie Bifidobacterium, enquanto inibem o desenvolvimento de outras bactérias.
Portanto, ha evidéncias que a associacdo da propionibactéria a bifidobactéria pode resultar
na promoc¢do do desenvolvimento da bifidobactéria, seja pelo efeito do ACNQ, de aumento
da resisténcia ao O, ou pelo efeito estimulante da presenga de acidos graxos de cadeia
curta produzidos pela propionibactéria. Contudo, nenhum estudo sobre o desenvolvimento
conjunto destas culturas em leite tem sido relatado. Assim, o objetivo deste trabalho foi
verificar a acdo de P. freudenreichii PS-1 sobre o desenvolvimento de B. animalis Bb 12

em leite.

2. Material e Métodos

2.1 Material

Foram usadas culturas de Bifidobacterium animalis Bb 12 e Propionibacterium

freudenreichii PS-1, cedidas pela Chr. Hansen Industria e Comércio Ltda.
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2.2 Ativagdo das culturas

B. animalis Bb 12 foi ativado em leite em po reconstituido a 12% de sélidos com a
suplementacdo de 1% de extrato de levedura, 2% de glicose e 0,05% de L-cisteina. O leite
reconstituido a 12% foi acrescido de 1% de extrato de levedura e esterilizado a 115°C por
10 minutos. A mistura de glicose e L-cisteina foi dissolvida em agua (15% do volume
inicial do meio) e esterilizada em filtro com didmetro de poro de 0,2 pum, sendo
posteriormente adicionada a solucdo de leite e extrato de levedura em capela de fluxo
laminar. B. animalis Bb 12 foi entdo inoculado e incubado a 37°C por 6 horas.

O in6culo para P. freudenreichii PS-1 foi feito com leite reconstituido a 12% de sélidos,
suplementado com 1% de extrato de levedura, esterilizado a 115°C por 10 minutos. P.

freudenreichii PS-1 foi entdo inoculado e incubado a 37°C por 14 horas.

2.3 Contagem do niimero de células de B. animalis Bb 12 e P. freudenreichii PS-1 em leite

O meio RCA (OXOID) acidificado a pH 5 foi usado para a contagem de B. animalis Bb
12 incubado a 37°C por 3 dias, em condicdo de anaerobiose. O meio SMA (meio comercial
PCA + 10 % de leite a 11% de sdlidos) foi usado para a contagem de P. freudenreichii PS-

1, sendo incubado a 37°C por 3 dias em condi¢do de aerobiose.

2.4 Desenvolvimento associado de P. freudenreichii PS-1 e B. animalis Bb 12 em leite

As células de B. animalis Bb 12 e P. freudenreichii PS-1 foram ativadas e inoculadas
(2,5% do volume) em leite esterilizado (115°C/10 minutos). As culturas foram entdo
incubadas a 37°C, por um periodo de 6 horas, com medidas a cada 2 horas do nimero de

células de P. freudenreichii PS-1 e B. animalis Bb 12.
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2.5 Promoc¢do do desenvolvimento de B. animalis Bb 12 por P. freudenreichii PS-1 em

funcgdo do niimero inicial de células de Bifidobacterium

As células de B. animalis Bb 12 e P. freudenreichii PS-1 foram ativadas e inoculadas em
leite esterilizado (115°C/10 minutos). Para os valores iniciais do numero de células de B.
animalis Bb 12 acima de 6,0 x 108 UFC/mL, as inoculagdes foram feitas a 2,5 % do volume
de in6culo de Bifidobacterium. Para os valores iniciais do nimero de células de B. animalis
Bb 12 entre 1,0 x 10" e 3,0x 10’ UFC/mL, as inoculacdes foram feitas a 1 % do volume de
in6culo de Bifidobacterium. Para os valores iniciais do nimero de células de B. animalis Bb
12 abaixo de 1,0 x 10’ UFC/mL, o in6culo de Bifidobacterium foi diluido decimalmente e
foram inoculados 1 % e 2,5 % do volume dessa diluicdo no leite. Para os experimentos
onde Bifidobacterium e Propionibacterium foram incubados juntos em leite, o in6culo da
propionibactéria foi 2,5 % (~ 6,0 a 10,0 x 10’ UFC/mL) quando o indculo de
Bifidobacterium foi de 2,5 % e foi 1 % (~ 1,0 x10’ UFC/mL) quando o in6culo da
bifidobactéria foi de 1 % ou quando este foi feito com as dilui¢des decimais do in6culo (1
ou 2,5%).

A avaliacdo do desenvolvimento foi feita baseado no tempo de geracdo descrito por
Stanier, Doudoroff & Adelberg (1965), através do célculo do tempo para que o in6culo

completasse uma divisdo celular (TDC):

TDC = tempo de fermentacio (horas) [horas/1 divisdo]

namero de divisoes celulares

sendo que:

Numero de divisdes celulares=nd = ___ (log Nf-logNi)

0,301
Onde: Nf e Ni s@o os valores do numero de células no momento da inoculacdo (Ni, em
UFC/mL) e quando o pH atinge 4,6 (Nf, em UFC/mL); 0,301 vem da correcao da base do

logaritmo de 10 para 2.
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2.6 Efeito do tempo de ativagcdo das células de B. animalis Bb 12 sobre a promog¢do de

desenvolvimento

Visando a avaliagdo do efeito do tempo de ativacio das células da bifidobactéria sobre a
promocgdo de desenvolvimento na presenca da propionibactéria, células de B. animalis Bb
12 foram ativadas em leite em p6 reconstituido fortificado com extrato de levedura, glicose
e L-cisteina por dois periodos de tempo: a) por 6 horas, que foi o tempo onde ocorreu a
coagulagdo das proteinas do leite e b) por 18 horas. As culturas ativadas nestas diferentes
condi¢Oes foram inoculadas em leite esterilizado juntamente com a propionibactéria (2,5%
de in6culo para ambas) e o TDC para a cultura de B. animalis Bb 12 foi medido apds um

periodo de 4 horas (tempo para atingir o pH 4,6).

3. Resultados e Discussao

3.1 Desenvolvimento associado de P. freudenreichii PS-1 e B. animalis Bb 12 em leite

B. animalis Bb 12 se desenvolveu como coldnias brancas de 1 a 2 mm de didmetro no
meio RCA acidificado a pH5 enquanto que P. freudenreichii PS-1 ndo se desenvolveu
devido ao baixo pH do meio. P. freudenreichii PS-1 se desenvolveu como col6nias brancas
de cerca de 1mm de diametro no meio SMA, enquanto que B. animalis Bb 12 ndo se
desenvolveu devido a condicdo de aerobiose.

A Figura 1 mostra o desenvolvimento de B. animalis Bb 12 em leite na auséncia e
presenca de P. freudenreichii PS-1 (curvas A e B). Quando em cultura pura (curva A), B.
animalis Bb 12 se desenvolveu lentamente em leite passando de 7,8 para 8,15 log UFC/mL
ap6s 4 horas de fermentagdo. O desenvolvimento da bifidobactéria na presenca da
propionibactéria foi ligeiramente superior, de 7,78 para 8,56 log UFC/mL ao final das 6
horas de fermentacdo. A maior taxa de desenvolvimento de Bifidobacterium ocorreu apés 4
horas de fermentacdo, onde ocorreu o maior desenvolvimento da propionibactéria. Apds
este periodo, quando o desenvolvimento da propionibactéria comegou a declinar, o
desenvolvimento da bifidobactéria estacionou e o nimero de células permaneceu constante

com o tempo até o final da fermentacdo apds seis horas.

59



L
© o1 o

Log UFC/mL
oo
(3,
—im

~
~N O1 oo

o
N
~
»

Tempo (horas)

—o—A -8B —a-2C

Figura 1. Curvas de desenvolvimento de B. animalis Bb 12 em cultura pura (A) e em
cultura mista com P. freudenreichii PS-1 (B). (C) Curva de desenvolvimento de P.
freudenreichii na cultura mista com B. animalis Bb 12. Os indéculos iniciais de B. animalis
Bb 12 foram 7,81, 7,78 e 7,93 log UFC/mL para A, B e C, respectivamente (2,5% do
volume do leite).

3.2 Promogdo do desenvolvimento de B. animalis Bb 12 por P. freudenreichii PS-1 em

funcgdo do niimero inicial de células de Bifidobacterium

A Figura 2 mostra o tempo de divisao celular (TDC) para B. animalis Bb 12 em cultura
pura em leite (curva A) e em associagdo com a P. freudenreichii PS-1 (curva B). O
desenvolvimento da bifidobactéria em leite apresentou uma grande dependéncia do seu
nimero inicial de células (curva A). B. animalis Bb 12 apresentou um fraco
desenvolvimento em leite quando o inéculo foi menor que 1 x 10’ UFC/mL, com tempos de
divisdo celular maiores que 10 horas. A medida que o nimero inicial de células da
bifidobactéria aumentou até aproximadamente 1,0 x 108 UFC/mL, o seu tempo de divisdao
celular diminuiu consideravelmente até cerca de 1,8 horas. Quando em presenca da

propiniobacteria, B. animalis Bb 12 apresentou um desenvolvimento independente do seu
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nimero inicial de células, com um tempo de divisdo celular constante em torno de 1,74 *
0,33 horas. Portanto, a presenga da propionibactéria funcionou como um bom promotor de
desenvolvimento para a bifidobactéria quando o nimero inicial de células foi inferior a 1,0
x 10" UFC/mL. Com valores do niimero de células da bifidobactéria maiores que 1,0 x 10’
UFC/mL, esta conseguiu se desenvolver com um tempo de divisdo celular semelhante ao
que ocorreu na presenga da propionibactéria. Kaneko er alii (1994) demonstraram que
algumas espécies de Propionibacterium produzem um forte estimulante para a
bifidobactéria. Posteriormente, Mori et alii (1997) identificaram a estrutura quimica do
estimulante: 2-amino-3-carboxi-1,4-naftoquinona (C;;H;NO,) e Yamazaki et alii (1998,
1999) demonstraram que ele atua como mediador de transferéncia de elétrons entre o
NADH ou o NAD(P)H e o oxigénio, minimizando os efeitos prejudiciais deste a

bifidobactéria. Outro fator que pode ter influéncia na promog¢do de crescimento € a
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Figura 2. Tempo de divisdo celular (TDC) em funcdo do nimero inicial de células de
bifidobactéria inoculadas em leite (Nipicia). A- Desenvolvimento de B. animalis Bb 12
quando sozinho em leite; B - Desenvolvimento de B. animalis Bb 12 junto com P.
freudenreichii PS-1 em leite. O nimero de células iniciais de P. freudenreichii PS ficou
entre 1,0 a 10,0 x 10’ UFC/mL.
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producdo de acido propidnico pela propionibacetria dutrante a fermentagdo, visto que jd se
tem demonstrado que o propionato foi estimulador para Bifidobacterium em meios

sintéticos (Kaneko et alii,1994).

3.3 Efeito do tempo de ativagdo das células de B. animalis Bb 12 sobre a promog¢do de
desenvolvimento

O tempo de ativacdo das células de Bifidobacterium antes da inoculagdo também foi um
fator importante para a promoc¢do de desenvolvimento, sendo que a bifidobactéria
apresentou uma maior velocidade de desenvolvimento quando foi ativada por apenas 6
horas, em relagdo a um tempo de ativagdo de 18 horas. O tempo de 6 horas foi o tempo em
que a bifidobactéria conseguiu coagular as proteinas do leite. A exposicao da bifidobactéria
até um tempo de 18 horas provavelmente causou um maior “stress” celular nesta, devido ao
meio dcido do inéculo (que apds 6 horas ja estava em torno do pH 4,6), fazendo com que
esta ndo apresentasse a mesma velocidade de divisao celular durante a fermentacdo com a

propionibactéria (Tabela 1).

Tabela 1 - Efeito do tempo de ativacdo das células de B. animalis Bb 12 sobre a velocidade
de desenvolvimento da bifidobactéria (TDC) na presenca de P. freudenreichii PS-1.

Tempo de ativacao (horas) TDC (horas)
6 1,56 + 0,04
18 2,41 £ 0,04

4. Conclusao

O desenvolvimento de B. animalis Bb 12 em leite apresentou uma forte dependéncia do
seu numero inicial de células. Abaixo de 1,0 x 10’ UFC/mL, a bifidobactéria apresentou um
fraco desenvolvimento com tempos de divisdo celular maiores que 10 horas. Na presenca
da propionibactéria, B. animalis Bb 12 apresentou um desenvolvimento independente do
seu numero inicial de células, mostrando que a propionibactéria € um bom promotor de

desenvolvimento para a bifidobactéria quando esta estiver em contagens menores que 1,0 x
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10" UFC/mL. Na preparagdo do inéculo para a fermentacio, B. animalis Bb 12 nio deve ser

ativado por um periodo superior ao necessario para a coagulacdo do leite.
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CAPITULO IV

EFEITO DA ADICAO DE Propionibacterium
Jfreudenreichii PS-1 SOBRE O DESENVOLVIMENTO
DE Bifidobacterium animalis Bb 12 EM IOGURTE E
SOBRE A SUA VIABILIDADE DURANTE A
ESTOCAGEM REFRIGERADA
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Resumo

A producdo de iogurtes com Bifidobacterium spp. tem crescido muito nas ultimas
décadas visando a producdo de alimentos funcionais. Entretanto, um dos maiores
problemas para a producdo de iogurtes com estes microrganismos € a dificuldade de
manuten¢do de um ndmero minimo de células vidveis durante vida de prateleira do
produto. O objetivo deste trabalho foi estudar o efeito da adicdo da cultura
Propionibacterium freudenreichii PS-1 ao iogurte visando avaliar o seu efeito sobre o
desenvolvimento de Bifidobacterium animalis Bb 12 durante a fermentacio e sobre a sua
resisténcia a estocagem refrigerada, bem como monitorar as possiveis mudancas na textura
final do produto, na separacdo de soro e na pds-acidificacdo do iogurte. A adi¢dao de P.
freudenreichii PS-1 ao iogurte reduziu o tempo de fermentacdo em aproximadamente 1,2
horas, aumentando a taxa de desenvolvimento da bifidobactéria durante a fermentacdo e
diminuindo a tendéncia de reducdo no ntimero de células vidveis durante a estocagem
refrigerada. A presenca da propionibactéria também alterou significativamente a textura
final do iogurte, aumentando consideravelmente a gomosidade e adesividade do produto
final, bem como resultou em um iogurte com menor separacdo de soro durante a

estocagem e com menor tendéncia a pds-acidificacao.

* Autor para correspondéncia: e-mail: walkiria@fea.unicamp.br
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1. Introducao

O género Bifidobacterium spp. € geralmente empregado em produtos lacteos para a
producdo de iogurtes probidticos, devido as suas propriedades terapéuticas e nutricionais,
seguindo a tendéncia de produgdo de alimentos funcionais. Entretanto, o ambiente do
iogurte estd longe de ser adequado para o desenvolvimento e a manuten¢do da viabilidade
de culturas probidticas como as do género Bifidobacterium. Dentre os principais fatores que
contribuem para o fraco desenvolvimento dessas culturas em iogurte podemos citar a acidez
do iogurte (Vinderola, Bailo & Reinheimer, 2000), a sensibilidade dos probidticos ao
oxigénio (Talwalkar & Kailasapathy, 2003), as interacdes (antagonismo) com as culturas
do iogurte (Vinderola, Mocchiutti & Reinheimer, 2002, Dave & Shah, 1997), a baixa
atividade proteolitica destas culturas em leite (Klaver, Kingma & Weerkamp, 1993, Shihata
& Shah, 2000) e as condi¢des de estocagem do iogurte (Vinderola et alii, 2000). Por
conseqiiéncia, vdrios sio os estudos encontrados na literatura que mostram uma redu¢do na
viabilidade de Bifidobacterium spp. em leites acidificados ou iogurtes (Vinderola et alii,
2000; Dave & Shah, 1997; Rosenthal & Bernstein, 1998; Gilliland, Reilly, Kim & Kim
2002). O grau de reducgdo na viabilidade durante a estocagem € bastante varidvel, podendo
ser de uma leve diminui¢do no ndmero de células (Dave & Sha, 1997; Gilliland et alii,
2002) até 4 ciclos logaritmicos no final da estocagem do produto (Vinderola et alii, 2000).
Desta forma, varias técnicas foram estudadas nos dltimos anos visando uma melhoria da
viabilidade das culturas probidticas em iogurte: selecdo de culturas resistentes ao meio
dcido, uso de embalagens de vidro, pré-fermentagdao do leite com as culturas probidticas
antes da inoculacdo das culturas do iogurte, microencapsulagdo, adaptacdo da cultura por
“stress” celular a condi¢do 4cida, adi¢do de 4cido ascérbico, adicdo de cisteina e uso de
células lisadas das culturas do iogurte visando a libera¢do da enzima [-galactosidase (Shah,
2000).

Em 1994, Kaneko, Mori, Iwata & Meguro demonstraram que o género
Propionibacterium produz um forte estimulador para Bifidobacterium em meios sintéticos.
Posteriormente, Mori, Sato, Taketomo, Kamiyama, Yoshiyama, Meguro & Sato,1997
(1997) identificaram a estrutura quimica do estimulador 2-amino-3-carboxi-1,4-
naftoquinona  (C;;H7NOs). Em 1998, Yamazaki, Kano, Ikeda, Isawa & Kaneko

propuseram que este estimulador agia como mediador de transferéncia de eletrons entre o
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NADH e o oxigénio. Um ano depois, Yamazaki, Kano, lkeda, Isawa & Kaneko (1999)
demonstraram que esse estimulador realmente ndo funciona como substrato, € sim como
mediador da reacdo de regeneracdo de NAD(P)", a qual permite a utilizagio do O,
aumentando assim a resisténcia do género Bifidobacterium a condi¢do de aerobiose. Alem
disso, Kaneko et alii (1994) verificaram que dcidos graxos de cadeia curta, como o acetato,
o butirato e principalmente o propionato, podem ser estimuladores de desenvolvimento para
Bifidobacterium, enquanto inibem o desenvolvimento de outras bactérias. O género
Propionibacterium também produz acetato e propionato (Taniguchi, Nakazawa, Takeda,
Kaneko, Hoshino & Tanaka, 1998). Esses dados sugerem que possa ser alcancado um
desenvolvimento associado entre Propionibacterium e Bifidobacterium em cultura mista,
visto o possivel aumento da resisténcia do gé€nero Bifidobacterium ao oxigénio pela
presenca do estimulador 2-amino-3-carboxi-1,4-naftoquinona, bem como pela presenca de
dcidos graxos de cadeia curta, como o dcido acético e propidnico, provenientes do
metabolismo da propioniobactéria. Nenhum trabalho com o uso de propionibactéria em
conjunto com a cultura de bifidus, visando explorar um possivel desenvolvimento
associado entre estas duas culturas tem sido relatado em produtos lacteos. Além dos
possiveis beneficios sobre a cultura de bifidus com a presen¢a de Propionibacterium, esta
cultura tem sido também considerada com um grande potencial probiético, devido a
algumas cepas serem tolerantes a digestdo géastrica e pela sua capacidade de producdo de
alguns metabdlitos importantes como o 4cido propiodnico, algumas bacteriocinas e
vitaminas, especialmente a vitamina Bj,. Vérios estudos in vitro e in vivo visando a sele¢io
de linhagens de Propionibacterium com base na sua resisténcia géstrica e a sua adesao as
células epiteliais que possam ser usadas como probidticos tém sido relatados (Zarate,
Morata, Chaia, Gonzalez, 2002, Huang, Kotula, Adams, 2003; Hung & Adams, 2004).
Rinta-Koski, Beasley, Montonen & Mantere-alhonen (2001) isolaram duas espécies de P.
jensenii e uma espécie de P. freudenreichii do intestino de bovinos como potenciais
probidticos com base na sua resisténcia a acidez, aos sais biliares e a secre¢do pancreética e
usaram estas espécies para a producdo de um leite fermentado conjuntamente com B.
longum Bb 46. Neste estudo, a contagem da bifidobactéria foi superior nos leites
fermentados produzidos conjuntamente com as propionibactérias apdés um periodo de

estocagem de 3 semanas a 6°C.
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A adicdo de uma quarta cultura ao iogurte pode, entretanto, acarretar mudangas na
textura final do produto. O perfil de textura instrumental (TPA), com o uso do textur6metro
TA-XT2 (Stable Micro Systems), tem sido usado para monitorar os efeitos de diferentes
cepas de microrganismos sobre a textura final dos géis do iogurte (Rawson & Marshall,
1997).

A separacdo de soro do iogurte também € um importante paradmetro para a aceitabilidade
do produto final frente ao consumidor. Lucey, Munro & Singh (1998) usaram a medida de
separacdo de soro de géis acidos de leite produzidos com glucono-d-lactona como uma
avaliacdo rdpida e eficiente da textura dos géis de iogurte frente a diferentes condicdes de
processo como tratamentos térmicos do leite e temperaturas de geleificacao.

O objetivo deste trabalho foi estudar a adicdo de P. freudenreichii PS-1 ao iogurte
probidtico visando avaliar o seu efeito sobre o desenvolvimento de B. animalis Bb 12
durante a fermentagdo e sobre a sua resisténcia a estocagem refrigerada por 4 semanas, bem
como monitorar as possiveis mudancas na textura dos iogurtes através do perfil de textura

instrumental (TPA) e da avaliacdo da separacdo de soro.

2. Matérial e Métodos

2.1 Culturas

As culturas liofilizadas de Bifidobacterium animalis Bb 12 e Propionibacterium
freudenreichii PS-1 foram cedidas pela Chr. Hansen Inddstria e Comércio Ltda. e as
culturas liofilizadas de Streptococcus thermophilus A e Lactobacillus delbrueckii subsp.

bulgaricus 18 pela Wiesby Starter Cultures and Media.

2.2 Manutengdo e ativacdo das culturas

Os indculos de B. animalis Bb 12 e P. freudenreichii PS-1 foram preparados inoculando-
se as culturas liofilizadas em leite em pod reconstituido a 12% de sélidos suplementados
com 1% de extrato de levedura, previamente esterilizado a 115°C por 10 minutos. Os

in6culos foram entdo incubados a 37°C até coagulacado do leite (6 horas para B.animalis Bb
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12 e 14-15 horas para P. freudenreichii PS-1). Os in6culos de S. thermophilus e L.
bulgaricus foram preparados inoculando-se as culturas liofilizadas em leite em poé
desnatado reconstituido a 11% de s6lidos previamente esterilizado a 115°C por 10 minutos.
As culturas do iogurte foram entdo incubadas a 37°C até coagulagdo do leite (6-7 horas para

S. thermophilus e 14-15 horas para L. bulgaricus).

2.3 Sistemas modelo para avaliacdo do desenvolvimento de B. animalis Bb 12 em iogurte

com P. freudenreichii PS-1

Para a avaliacio da capacidade de P. freudenreichii PS-1 em promover o
desenvolvimento de B. animalis Bb 12 em iogurte o seguinte sistema modelo foi
conduzido: células ativadas preparadas conforme item 2.2 foram inoculadas em 25 mL de
leite pasteurizado comercial (marca Salute®), contido em tubos de vidro de 60 mL com
tampa de rosca, e posteriormente incubados a 37°C até a fermentacdo do iogurte a pH 4,6.
O numero de células de B. animalis Bb 12 foi quantificado no inicio (inoculac¢io) e apds a
fermentacdo. O volume de in6culo foi de 2,5% na propor¢do de 1:1:1:1. Foram produzidos:
a) um iogurte controle com Bifidobacterium e as culturas do iogurte e b) um iogurte teste
com Bifidobacterium, Propionibacterium e as culturas do iogurte. O iogurte teste € o
iogurte controle sempre foram produzidos nos mesmos dias sob as mesmas condicdes de
in6culo e incubacgdo, para diminuir o erro experimental e aumentar a sensibilidade do teste.
O meio RCPB pHS5 (descrito no capitulo I) foi usado para a contagem de B. animalis Bb 12,
com incubacdo a 37°C por 3 dias em condi¢do de anaerobiose. A avaliagdo da velocidade
de desenvolvimento da bifidobactéria foi feita baseado no tempo de geragcdo descrito por
Stanier, Doudoroff & Adelberg (1965), através do calculo do tempo para que o indculo

completasse uma divisdo celular (TDC):

TDC = tempo de fermentacio (horas) [horas/1 divisdo]

ndmero de divisoes celulares

sendo que:
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Numero de divisdes celulares=nd = ___ (log N-log Niicial)

0,301
Onde: N e Njicia s80 os valores do ndmero de células no momento da inoculacdo (Nipicial,
em UFC/mL) e quando o pH atinge 4,6 (N, em UFC/mL); 0,301 vem da corre¢do da base
do logaritmo de 10 para 2. Os iogurtes foram feitos em quadruplicata. Os tempos de divisao
celular (TDC) foram comparados por Analise de Variancia (Anova) de fator unico,

utilizando o software Excell for Windows (Microsoft®).

2.4 Producdo do iogurte

Leite cru integral (4 1) foi adicionado de 2% (p/v) de leite em po integral e aquecido a
70°C. O leite foi entdao homogeneizado a 200 Bar em um homogeneizador Niro Soavi (tipo
NS2006H) de duplo estagio. Apds a homogeneizacdo, o leite foi tratado termicamente a
90°C por 5 minutos em um banho de dgua aquecido com vapor. Apds este aquecimento, o
leite foi entdo resfriado a 20°C em um banho de dgua gelada. Dois litros do leite resfriado
foram inoculados com 1% de cada uma das culturas ativas de S. thermophilus, L.
bulgaricus e B. animalis Bb 12 para o iogurte controle e de S. thermophilus, L. bulgaricus,
B. animalis Bb 12 e P. freudenreichii PS-1 para o iogurte teste. Um iogurte com S.
thermophilus, .L. bulgaricus e P. freudenreichii PS-1, sem a presenca de B. animalis Bb 12
também foi produzido, como um branco para a avaliagdo dos dcidos organicos. Apds a
inoculagdo, os leites foram divididos em 7 copos plésticos de 200 ml cada um, sendo que o
restante do leite foi descartado. Os copos foram selados e colocados em um banho de dgua
a 37 £ 1°C, disposto em uma camara de fluxo laminar para que as medidas de pH e as
amostras destinadas as andlises microbioldgicas e cromatograficas pudessem ser coletadas
de forma asséptica. Um dos potes pldsticos de cada iogurte foi sempre usado para as
medidas do pH durante a fermentagdo, enquanto um segundo foi sempre usado para a
coleta das amostras para a avaliagdo microbioldgica e as andlises de HPLC durante a
fermentacdo. Os iogurtes foram fermentados até que o pH atingisse o valor de 4,8. Os
copos plasticos foram entdo retirados e resfriados em banho de gelo por 1 hora, até que a

temperatura do iogurte atingisse aproximadamente 12°C e foram entdo transferidos e
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mantidos em geladeira a 7°C, por um periodo de 4 semanas, para a avaliagdo do ndmero de
células vidveis dos microrganismos, do perfil de textura instrumental e da separacdo de soro
e do pH do iogurte durante a estocagem refrigerada. O processo de producao do iogurte foi

realizado em duplicata.

2.5 Medidas de pH

As medidas de pH do leite e dos iogurtes foram feitas em um pHmetro WTW modelo pH
320. O pH do leite antes da inoculagdo foi medido e considerado como o pH inicial do
iogurte antes da fermentacdo. A cada hora, o mesmo pote plastico era retirado do banho e a
medida de pH realizada em fluxo laminar. Apds a determinacdo do pH, o pote pléstico era
novamente selado e recolocado no interior do banho de 4gua. Ao final da fermentacgdo, o pote
usado para a construcdo da curva de pH era descartado. Anédlises do pH foram também

realizadas apds 24 horas e 30 dias de estocagem dos iogurtes.

2.6 Teor dos dcidos organicos durante a fermentacdo dos iogurtes

A preparagdo das amostras para a determinagdo dos dcidos (latico, acético e propidnico)
por HPLC foi realizada pelo procedimento abaixo:

5 gramas de iogurte eram pesados em tubos de vidro e adicionados de 4,6 mL de fase
movel (acido perclérico pH 1,9), 0,2 mL de carrez 1 (53,4 g de ZnSO4.7H,0/100 mL é&gua)
e 0,2 mL de carrez 2 (17,2 g de K4[Fe(CN)s].3H,O/100 mL 4gua) para a precipitagdo da
proteina, sendo que o peso total era anotado apds a adicao da fase mdvel e do carrez 1 e 2.
O tubo era agitado por 20 segundos manualmente e centrifugado a 617 x g por 15 minutos.
O sobrenadante era filtrado em membranas de acetato de celulose de 0,45 pum (Millipore®)
e as amostras injetadas no cromatdégrafo SHIMADZU LC 10A, do Departamento de
Ciéncia, de Alimentos da FEA-UNICAMP. O cromatégrafo era equipado com uma coluna
SHIMADZU SHIM-PACK SCR101H e detector de ultravioleta SPD M10A para os testes
de determinacdo dos dcidos organicos. As amostras filtradas eram injetadas na coluna a

uma temperatura de 65°C, com fluxo de 0,7 mL /minuto e fase mével de acido percldrico a
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pH 1,9. O volume de injecdo das amostras era 20 pl. Os acidos foram identificados pelos
respectivos tempos de retencdo dos seus padrdes (marca Supelco-Sigma) e suas medidas
foram feitas pelo método de padronizacdo externa. O teor dos dcidos no tempo zero era
estimado pela soma dos teores existentes nos indculos de cada iogurte. As amostras eram
retiradas nas primeiras trés horas de fermentacdo (da mesma forma que as medidas de pH)

e a ultima amostra era feita quando o iogurte atingiu o pH 4,8.

2.7 Andlises microbiologicas

A contagem das unidades formadoras de coldnias (UFC/mL) de S. thermophilus, L.
bulgaricus, B. animalis Bb 12 e P. freudenreichii PS-1 eram feitas nas primeiras trés horas
de fermentacdo e quando o iogurte atingia o pH 4,8. Os grificos da enumeracdo dos
microrganismos em func¢ido do tempo foram construidos usando-se a razdo N/Nipicia €m
funcdo do tempo (Figuras 2 e 3), onde Niyicia € N sd@0 0s valores do ndmero de células (em
UFC/mL) no momento da inoculagdo e em cada tempo avaliado, respectivamente.

S. thermophilus e L. bulgaricus foram enumerados em meio Skim Milk Agar (SMA) apds
incubacdo em condicdo de aerobiose a 37°C por 72 horas. Agar SMA foi preparado
acrescentando ao meio comercial PCA (Difco) 100 mL de leite desnatado reconstituido a
10% para 1 litro de PCA. O leite reconstituido foi esterilizado a 115°C por 10 minutos e
adicionado ao meio PCA comercial esterilizado a 121°C por 15 minutos em cimara de
fluxo laminar. As coldnias de L. bulgaricus foram melhores visualizadas contra luz
transmitida em um estereoscopio (15-20 vezes de aumento). A esterilizacdo do leite deve
ser feita no miximo a 115°C por 10 minutos, pois tratamentos mais intensos provocam
caramelizacdo dificultando muito a visualizacdo das coldnias de L. bulgaricus.

O meio RCPB pHS5-Liver foi preparado através da fortificagdo do meio RCPB pHS com
infusdo de figado desidratado (150 mL/L) para propiciar o aumento do didmetro das
coldnias de B. animalis Bb 12 (ver Capitulo II). A infusdo de figado foi preparada segundo
Laroia & Martin (1991) e esterilizada separadamente a 121°C/15 minutos (tanto o
precipitado quanto o sobrenadante da extracdo foram esterilizados no mesmo frasco). Para
a adi¢do posterior no meio, o extrato foi deixado decantar a temperatura ambiente apds a

esterilizacdo. A dgua do meio RCA (OXOID) e o sobrenadante da infusdo de figado
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desidratado (150 mL/L) foram adicionados ao meio RCA em fluxo laminar sendo o pH do
meio ajustado para 5 com HCI 6N. O meio foi entdo esterilizado a 121°C por 15 minutos. O
corante Azul da Prussia foi pesado a 0,03% do volume final do meio e adicionado de dgua
(12% do teor de dgua final do meio) e esterilizado a 121°C por 15 minutos. O volume de
dgua em que o meio RCA foi dissolvido foi calculado diminuindo o respectivo volume da
infusdo de figado desidratado (150 mL/L) e o volume de dgua necessdrio para dissolver o
corante Azul da Prussia (cerca de 12% do volume do meio). Por exemplo: para 300 mL de
RCPB pHS5 fortificado, o0 meio RCA (pesado conforme orientacdo do fabricante para 300
mL) foi dissolvido em 219 mL de dgua Milli-Q (Milipore®) e misturados com a infusdo de
figado (45 mL), sendo posteriormente ajustados para pH 5 e esterilizados a 121°C/15
minutos. Simultaneamente, o corante Azul da Prussia (0,03%) foi dissolvido em 36 mL de
dgua e também esterilizado a 121°C/15 minutos. A mistura do corante e do meio foi feita
em fluxo laminar. As placas foram mantidas a 37°C por 72 horas, em condi¢cdes
anaerdbicas (jarras de anaerobiose MERCK, com gerador de anaerobiose Anaerogen®, da
OXOID). Apos o periodo de incubacdo, as placas foram deixadas por 1 noite em exposi¢ao
ao ar atmosférico e a temperatura ambiente para que se formasse o halo azul que diferencia
as colonias de L. bulgaricus das coldnias da bifidobactéria.

A contagem dos microrganismos foi realizada logo apds a inoculag¢do das culturas no
iogurte (tempo zero) e depois de 1, 2 e 3 horas da fermentacdo do iogurte e ao atingir o pH
4,8. As mesmas andlises foram realizadas a cada semana durante os 30 dias de estocagem

refrigerada do 1ogurte a 7°C.

2.8 Andlise de perfil de textura instrumental (TPA)

No décimo dia de estocagem do iogurte, um pote foi retirado da geladeira e analisado
quanto ao perfil de textura instrumental (TPA), usando-se o texturdmetro TA-XT2 da
Stable Micro Systems. O iogurte foi agitado vinte vezes no sentido horério e vinte vezes no
sentido anti-hordrio, para homogeneizacdo da amostra e reincorporacdo do soro separado.
25 mL de iogurte foram vertidos no interior de um béquer de 100 mL de maneira que a

altura final da amostra fosse de 1,27 cm, como padronizado por Friedman, Whitney,
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Szczesniak, (1963) e armazenadas na geladeira por 1 noite para a estabilizagdo da
temperatura. No dia seguinte, cada béquer foi retirado da geladeira e a andlise de TPA foi
efetuada. Um probe cilindrico de 35 mm de didmetro foi usado com duas compressoes
sucessivas, com intervalo de 2 segundos cada uma, a uma velocidade de teste de 10 mm/s.
As velocidades de pré-teste e pos-teste foram também de 10 mm/s. Seis replicatas foram
realizadas para cada amostra. A diferenca significativa entre as amostras (p > 0,05) foi
calculada por Anélise de Variancia (Anova) de fator tunico, utilizando o software Excell for

Windows (Microsoft®).

2.9 Avaliacdo da separacdo de soro do iogurte durante a estocagem

O método de avaliacdo da separacdo de soro foi baseado em Lucey, Munro, Singh
(1998). A cada semana, o mesmo pote de cada iogurte foi aberto em condi¢des assépticas
(fluxo laminar) e a quantidade de soro da superficie do gel foi retirada com o auxilio de
uma seringa estéril. O iogurte era entdo cuidadosamente inclinado dentro do fluxo laminar a
um angulo de mais ou menos 30° e deixado por cinco minutos nesta posi¢cao. Apds este
tempo, o soro adicional foi retirado e a quantidade total foi pesada. Este procedimento foi
repetido a cada semana para se obter a quantidade total de soro. A separacdo de soro foi
entdo estimada calculando-se a porcentagem final de soro separado em cada semana em

relacdo ao peso inicial do iogurte (em torno de 200 g).

3. Resultados e Discussao

3.1 Desenvolvimento de B. animalis Bb 12 em iogurte com P. freudenreichii PS-1 em testes
modelo

A adi¢do de células ativas de P. freudenreichii PS-1 aumentou a velocidade de divisao
celular de B. animalis Bb 12 durante a fermentagdo do iogurte (p<0,05), o que pode ser
visto através do menor tempo de divisdo celular apresentado na Tabela 1. O tempo para que

a bifidobactéria apresentasse uma divisdo celular foi aproximadamente a metade do tempo
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necessdrio (cerca de 2,02 horas) para que uma divisdo celular acontecesse no iogurte sem a

presenca da propionibactéria (cerca de 4,26 horas).

Tabela 1. Efeito da adicdo de P. freudenreichii PS-1 no tempo de divisdo celular (TDC) de

B. animalis Bb 12 em iogurte*.

TDC sem propionibactéria TDC com propionibactéria

B. animalis Bb 12 4,19 +0,21 2,02 TDC £ 0,38

*logurte produzido em sistema modelo com leite pasteurizado (25 mL) fermentado em tubos de
vidro (inoculagcdo a 2,5% em volume na propor¢do de (1:1:1:1). Incubagcdo a 37°C até a
Sfermentacdo do iogurte a pH 4,6.

3.2 Curvas de pH

4,5 ‘ ‘ : ‘
0 1 2 3 4 5

Tempo (horas)

‘—O—A —A—B‘

Figura 1. Evolucdo do pH durante a fermentacio do iogurte. logurte sem P. freudenreichii
PS-1 (A) e com a presenca de P. freudenreichii PS-1 (B).
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A adicdo de P. freudenreichii PS-1 diminuiu significativamente o tempo de
fermenta¢do do iogurte como mostrado na Figura 1. O iogurte com P. freudenreichii PS-1
apresentou um tempo de fermentacdo de 3,25 + 0,25 horas enquanto que o tempo de
fermentacdo para o iogurte sem a propionibactéria foi 4,45 & 0,38 horas. O menor tempo de
fermentacdo do iogurte com a presenca da propionibactéria estd relacionado com a maior
velocidade de produgdo de 4cido lactico no iogurte com a presenca da propionibactéria

(Figura 4).

Tabela 2. Valores de pH dos iogurtes apds 24 horas e 4 semanas de estocagem®.

Tempo de estocagem Iogurte sem propionibactéria logurte com propionibactéria
24 horas 4,77+ 0,15 4,77 £ 0,08
4 semanas 4,35 +0,12 4,52 +0,12

A Tabela 2 mostra o valor de pH dos iogurtes apds 24 horas e apds 4 semanas de
estocagem refrigerada. Os dois iogurtes permaneceram praticamente sem nenhuma queda
no pH apds 24 horas de estocagem refrigerada. O iogurte sem a propionibactéria apresentou
um pH ligeiramente menor do que o iogurte com a propionibactéria, indicando uma pds-
acidificacdo menos intensa no iogurte com a propionibactéria. Um importante ponto que
pode ter influenciado a maior pds-acidificacdo do iogurte sem a propionibactéria foi a
maior quantidade de L. bulgaricus (4,68 x 10° UFC/mL., Figura 2) presente no inicio da
fermentacdo em comparacio ao iogurte com a propionibactéria (2,40 x 10° UFC/mL,
Figura 3). O desenvolvimento de L. bulgaricus também foi razoavelmente maior no iogurte
sem a propionibactéria durante a fermentacdo (L. bulgaricus aumentou o seu nimero inicial
de células em 148 vezes no iogurte padrdo em comparacdo a 78 vezes no iogurte com a
propionibactéria, Figuras 2 e 3), o que pode ter deixado as células de L. bulgaricus no
iogurte padrdo mais ativas resultando em uma maior pds-acidificacdo. Outro ponto que
pode ter influenciado a menor pds-acidificacdo no iogurte com a propionibactéria foi o
maior teor de dcido propionico neste iogurte. Perez Chaia, De Saad, Holgado & Oliver
(1995) mostraram que o teor de &acido propidnico pode ter um efeito inibitério ou

estimulante em cepas de Lactobacillus, o que depende da sensibilidade de cada cepa ao
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acido. Na figura 6 podemos verificar que, durante toda a fermentagdo, o teor de acido

propidnico foi maior no iogurte com a propionibactéria.

3.3 Desenvolvimento de B. animalis Bb 12, S. thermophilus e Lactobacillus delbrueckii

subsp. bulgaricus durante a fermentacdo do iogurte

A Figura 2 mostra a curva de desenvolvimento de B. animalis Bb 12, de S.
thermophilus e de L. bulgaricus para os iogurtes produzidos sem a presenca da
propionibactéria. S. thermophilus apresentou um aumento no seu nimero inicial de células
em torno de 230 vezes ao final da fermentacdo do iogurte enquanto que L. bulgaricus
apresentou um aumento de aproximadamente 150 vezes no seu nimero inicial de células. S.
thermophilus comecou a apresentar um desenvolvimento exponencial aproximadamente
apo6s 1 hora de fermentacdo enquanto que enquanto que L. bulgaricus comecou a apresentar
um desenvolvimento exponencial somente apds 2 horas de fermentacdo. As células de S.
thermophilus tenderam a diminuir a sua velocidade de desenvolvimento no final da
fermentacdo (apds 3 horas), o que ndo aconteceu com L. bulgaricus. Este comportamento
concorda com o desenvolvimento associado existente entre estas duas linhagens em iogurte
(Rasic & Kurmann, 1978), no qual S. thermophilus apresenta um maior desenvolvimento
no inicio da fermenta¢cio com um maior desenvolvimento de L. bulgaricus quando o pH
diminui. S. thermophilus apresenta um desenvolvimento mais acentuado no inicio da
fermentacdo devido ao maior valor do pH e pela atividade proteolitica de L. bulgaricus.
Conforme ocorre a diminuicdo do pH, as células L. bulgaricus, mais resistentes a
acidificacdo do meio, se desenvolvem mais rapidamente podendo chegar a valores similares
ou até maiores que o numero de células de S. thermophilus.

B. animalis Bb 12 apresentou um lento desenvolvimento durante a fermentacdo do
iogurte sem a propionibactéria (Figura 2), aumentando seu nimero de células em torno de

apenas 4 vezes ap0ds a fermentacao de 4,5 horas do iogurte.
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Figura 2. Razao de desenvolvimento (N/Nipicia) de B. animalis Bb 12 (B), L. bulgaricus (L)
e S. thermophilus (S) durante a fermentacdo do iogurte. Nipicias para B, L e S foram 1,48 x
107, 2,33 x 10°e 4,68 x 10° UFC/mL, respectivamente. Ordenada em escala logaritmica.

A Figura 3 mostra as curvas de desenvolvimento de B. animalis Bb 12, de L. bulgaricus
e da contagem total de P. freudenreichii PS-1 mais S. thermophilus no iogurte produzido
com a presenga da propionibactéria. Nao foi possivel contar individualmente P.
freudenreichii PS-1 e S. thermophilus, cujas colonias ndo apresentaram diferencas visuais
no meio SMA. A contagem total de P. freudenreichii PS-1 e de S. thermophilus apresentou
um desenvolvimento bastante ripido sem praticamente nenhuma fase de adaptacdo. P.
freudenreichii PS-1 quando adicionado em leite juntamente com B. animalis Bb 12
(Capitulo 3) também praticamente ndo apresentou fase de adapta¢do de desenvolvimento.
L. bulgaricus comegou a apresentar um desenvolvimento exponencial logo apés uma hora,

0 que sO ocorreu apds 2 horas no iogurte sem a propionibactéria (Figura 2).
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Figura 3. Razdo de desenvolvimento (N/Ninicia) de B. animalis Bb 12 (B), L. bulgaricus (L)
e da contagem total de S. thermophilus e P. freudenreichii PS-1 (PS) durante a fermentacao
do iogurte. Niyicia para B, PS e L foram 1,40 x 10°, 1,82 x 10’ e 2,64 x 10° UFC/nL,
respectivamente. Ordenada em escala logaritmica.

B. animalis Bb 12 apresentou um aumento de cerca de 10 vezes o seu nimero inicial de
células ap6s um periodo de fermentacdo de cerca de 3,25 horas, contra um aumento de 4
vezes no seu ndmero inicial de células em 4,45 horas de fermentacdo no iogurte sem a
presenca da propionibactéria. A presenca de células ativadas de P. freudenreichii PS-1
revelou-se um bom promotor de desenvolvimento para B. animalis Bb 12 em iogurte pois
além de aumentar o ndmero final de células da bifidobactéria também diminuiu em cerca de

1,20 horas o tempo de fermentacao do iogurte.

3.4 Teor dos dcidos orgdnicos (ldtico, acético e propionico)

A quantidade dos 4cidos latico, acético e propidnico produzidos por S. thermophilus, L.
bulgaricus, B. animalis Bb 12 e P. freudenreichii PS-1 nos in6culos usados para a producio

dos iogurtes se encontra na Tabela 3. S. thermophilus produziu cerca de 6,91 mg de 4cido
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Tabela 3. Teor dos dcidos organicos produzidos pelas culturas do iogurte, B. animalis Bb

12 e P. freudenreichii PS-1 nos in6culos usados para a fermentacio dos iogurtes.

Acido Litico Acido Acético Acido Propi6nico
(mg/g) (mg/g) (mg/g)
S. thermophilus 6,91+1,70 - -
L.. bulgaricus 5,95 £1,51 - -
B. animalis Bb 12 2,36 £ 0,47 3,23 +0,13 2,73 +£0,57
P. freudenreichii PS-1 5,15+£1,00 1,29 £ 0,04 5,49 £ 0,81

/g de iogurte nas 6-7 horas de fermentacio do in6culo enquanto que L. bulgaricus produziu
cerca de 5,95 mg/g em aproximadamente 14-15 horas. B. animalis Bb 12 e P.
freudenreichii PS-1 produziram 4cido ldtico, acético e propidnico durante a fermentacio
dos in6culos. B. animalis Bb 12 produziu os trés dcidos praticamente em propor¢des
similares (2,36, 3,23 e 2,73 mg/g de acido latico, acético e propidnico, respectivamente). P.
freudenreichii PS-1 produziu mais dcido propionico e litico (5,49 e 5,15 mg/g) com uma
menor producdo de dcido acético (1,29 mg/g).

A Figura 4 mostra uma produgdo de dcido ldtico muito mais acentuada nos iogurtes
produzidos com P. freudenreichii PS-1 (curvas B e C). Para estes iogurtes, a concentracao
de 4cido ldtico ja se encontrava em 15 mg/g apés a primeira hora da fermentacao,
aumentando rapidamente até um valor préximo a 7,10 mg de 4cido ldtico por grama de
iogurte ao final da fermentac@o em 3,25 horas. Para o iogurte sem a propionibactéria (curva
A), o teor de 4cido latico aumentou lentamente chegando a um valor de 1 mg/g somente
apos as duas primeiras horas da fermentac¢iao. Apds este periodo, a produgio de 4cido latico

aumentou exponencialmente até o final da fermentacao chegando a um valor de 7,23 mg/g.
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Figura 4. Produgdo de dcido litico nos vdrios iogurtes estudados. A- iogurte sem P.
freudenreichii PS-1; B - iogurte com P. freudenreichii PS-1; C - iogurte com as culturas do
iogurte e P. freudenreichii PS-1 sem a presenca de B. animalis Bb 12.

A Figura 5 mostra um aumento no teor de dcido acético muito similar entre o iogurte
produzido com e sem a presenca de P. freudenreichii PS-1 (curvas E e D, respectivamente).
O teor de 4cido acético aumentou de 31,44 pg/g no tempo zero (inoculag@o) para cerca de
24424 ng/g ao final das 4,45 horas de fermentagdo do iogurte sem a propionibactéria e de
44,52 ng/g para 186,81 pg/g ao final das 3,25 horas de fermentacdo do iogurte com a
propionibactéria. A curva F mostra a producio de dcido acético no iogurte produzido com
as culturas do iogurte e a propionibactéria, sendo que o teor de dcido acético aumentou

continuamente de 13,89 até 125,53 ng/g durante as 4 horas de fermentagao.
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Figura 5. Producdo de 4cido acético nos vdrios iogurtes estudados. D- iogurte sem P.
freudenreichii PS-1; E - iogurte com P. freudenreichii PS-1; F - iogurte com as culturas do
iogurte e P. freudenreichii PS-1 sem a presenca de B. animalis Bb 12 e G — Diferenga
matematica entre a curva E e F.

Podemos calcular aproximadamente o teor de dcido acético produzido pela
bifidobactéria no iogurte com os quatro microrganismos diminuindo o teor de 4dcido acético
mostrado na curva E do teor de 4dcido acético mostrado na curva F. Apesar da bifidobactéria
ter apresentado um maior desenvolvimento no nimero de células no iogurte com a presenca
da propionibactéria, a producdo de dcido acético pela bifidobactéria (curva G) neste iogurte
foi bastante inferior ao teor de dcido acético produzido pela bifidobactéria no iogurte sem a
propionibactéria (curva D), onde o desenvolvimento da bifidobactéria foi menor. O teor de
acido acético produzido pela bifidobactéria no iogurte produzido com P. freudenreichii PS-
1 (curva G) aumentou de 30,64 pg/g no tempo zero (inoculacdo) para um teor de 68,99
png/g ao final da fermentacdo em 3,25 horas. Samona, Robinson & Marakis (1996)
mostraram que o género Bifidobacterium geralmente apresenta o seu desenvolvimento

desvinculado da producdo de 4cido. Através da comparagdo da curva F com a curva G,
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podemos notar que o aumento no teor de dcido acético no iogurte produzido com P.
freudenreichii PS-1 foi quase todo decorrente do metabolismo da propionibactéria com
pouca influéncia do metabolismo da bifidobactéria.

A Figura 6 apresenta a producdo de 4cido propidnico durante a fermentacdo dos
iogurtes. O teor de 4cido propidnico no iogurte sem P. freudenreichii PS-1 (curva H)
aumentou de 31,45 pg/g até 89,58 pg/g ao final das 4,5 horas de fermentacio. O iogurte
com P. freudenreichii PS-1 (curva I) apresentou uma leve tendéncia de aumento na
producio de dcido propidnico, passando de 82,61 pg/g para 105,33 ng/g ao final das 3,25
horas da fermentacdo. O iogurte produzido com as culturas do iogurte e P. freudenreichii
PS-1 (curva J) apresentou o maior aumento no teor de dcido propionico, passando de 51,16

ng/g para 174,45 pg/g ao final das 4 horas de fermentagdo do iogurte.
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Figura 6 - Producao de acido propidnico nos varios iogurtes estudados. H- iogurte sem P.
freudenreichii PS-1; 1 - iogurte com P. freudenreichii PS-1; J - iogurte com as culturas do
iogurte e P. freudenreichii PS-1 sem a presenca de B. animalis Bb 12 e L — Soma
matematica entre a curva He J.
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Como a propionibactéria e a bifidobactéria sdo as unicas cepas produtoras de acido
propidnico, caso ndo tenha ocorrido nenhum antagonismo especifico para a producio deste
dcido entre a bifidobactéria e a propionibactéria no iogurte produzido com os quatro
microrganismos, o teor final de 4dcido propidnico em um iogurte com estas quatro culturas
deveria ser semelhante a soma dos dcidos mostrados nas curvas H e J. A curva L mostra a
soma do acido propidnico produzido no iogurte sem a propionibactéria (curva H) com o
acido propidnico produzido no iogurte sem a bifidobactéria (curva J). Entretanto, a
producio de dcido propidnico obtida experimentalmente na curva I foi relativamente menor
do que a concentragdo esperada na curva L. Este fato sugere que o dcido propidnico
produzido pela propinonibacteria possa ter sido consumido durante a fermentacdo do
iogurte pela bidfidobacteria, e este pode ter sido um dos fatores responsdveis pelo aumento
na sua contagem final de células. Kaneko et alii (1994) demonstraram que dcidos graxos de
cadeia curta, como o acetato, o butirato e principalmente o propionato, podem ser

estimuladores de desenvolvimento para Bifidobacterium.

3.5 Viabilidade de B. animalis Bb 12, S. thermophilus e de Lactobacillus delbrueckii subsp.

bulgaricus durante a estocagem refrigerada

A Figura 7 mostra a viabilidade das culturas do iogurte durante a estocagem refrigerada.
A viabilidade de S. thermophilus no iogurte sem a presenga da propionibactéria (curva A),
apresentou um valor constante no nimero de células em torno de log 9 UFC/mL durante
todo o periodo de estocagem. A contagem total de S. thermophilus e P. freudenreichii PS-1
também praticamente ndo apresentou queda no nimero de células, ficando em torno de log
9,1-9,2 UFC/mL durante toda a estocagem do iogurte. Surpreendentemente, a contagem de
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus apresentou uma queda de aproximadamente 1
ciclo logaritmico apds as duas primeiras semanas de estocagem para ambos 0s iogurtes
produzidos com ou sem a presenca da propionibactéria (curvas C e D, respectivamente).
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus é reconhecidamente mais resistente ao meio
dcido que S. thermophilus. E provével que o teor de dcido acético e propidnico do meio

produzidos tanto pela propionibactéria como pela bifidobactéria tenha sido responsavel pela
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diminuicdo da viabilidade de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus durante a
estocagem refrigerada. Samona et alii (1996) sugeriram que a pods-acidificacdo mais lenta
em iogurtes probidticos com Bifidobacterium poderia estar relacionada ao efeito inibitério
do 4cido acético sobre as culturas do iogurte. Parker & Moon (1982) mostraram que dentre
16 misturas de Lactobacillus e Propionibacterium, apenas 1 delas ndo apresentou uma
inibi¢do no desenvolvimento ou na producdo de dcido e CO,. Perez Chaia et alii (1995)
mostraram que, tanto em uma cultura mista ou em cultura pura de Lactobacillus, a medida
que a concentracdo de 4cido propidnico aumenta no meio, ocorreu uma inibi¢do no

desenvolvimento € um aumento na atividade fermentativa da cultura.
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Figura 7. Contagem das culturas do iogurte durante a estocagem refrigerada. A - S.
thermophilus em iogurte sem a presenga da propionibactéria; B - Contagem total de S.
thermophilus e P. freudenreichii PS-1 no iogurte com a propionibactéria; C - L. bulgaricus
em iogurte sem a presenca da propionibactéria e D - L. bulgaricus em iogurte com a
presenca da propionibactéria.

A Figura 8 apresenta a viabilidade de B. animalis Bb 12 durante a estocagem refrigerada
do iogurte. A contagem de B. animalis Bb 12 apresentou uma menor redug¢do no nimero de

células vidveis no iogurte produzido com a propionibactéria (cerca de 0,3 ciclos
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logaritmicos), enquanto que no iogurte sem a propionibactéria a queda foi
aproximadamente 0,8 ciclos logaritmicos durante as quatro semanas de estocagem
refrigerada. Kaneko et alii (1994) demonstraram que o género Propionibacterium produz
um forte estimulador para Bifidobacterium em meios sintéticos: o 2-amino-3-carboxi-1,4-
naftoquinona (C;;H7;NO,). Yamazaki et alii (1999) demonstraram que esse estimulador
funciona como mediador da reagio de regeneracido de NAD(P)", a qual permite a utiliza¢do

do O,, aumentando a resisténcia do género Bifidobacterium a condi¢do de aerobiose.
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Figura 8. Contagem de B. animalis Bb 12 durante a estocagem refrigerada do iogurte.
logurte sem P. freudenreichii PS-1 (A) e com P. freudenreichii PS-1 (B).

3.6 Perfil de textura instrumental

A Tabela 4 apresenta os valores do perfil de textura instrumental para cada amostra de
iogurte. O parametro fraturabilidade ndo foi avaliado pois a amostra se mostrou bastante
adesiva e os dois pardmetros sdo mutuamente exclusivos (Szczesniak, Brandt & Friedman,
1963). O termo mastigabilidade ndo foi usado pela amostra ser semi-solida. Os termos

coesividade e elasticidade ndo apresentaram diferenca significativa a p < 0,05 enquanto que
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os termos dureza, adesividade e gomosidade apresentaram diferenca significativa. O termo
dureza pode ser avaliado conjuntamente com o parametro secunddrio gomosidade, que €
bastante importante no caso do iogurte e é produto da dureza pela coesividade. A
gomosidade do iogurte com P. freudenreichii PS-1 (B) apresentou um valor 31% maior do
que a gomosidade do iogurte sem P. freudenreichii PS-1. Apesar de ndo termos realizado
nenhum teste sensorial entre as amostras, a gomosidade do iogurte com a propionibactéria
foi visualmente maior, possuindo uma caracteristica gomosa de culturas que produzem
exopolissacarideos (EPS). O género Propionibacterium pode ser produtor de
exopolissacarideos (de Vuyst & Degeest, 1999).

Podemos usar os gréficos sensoriais produzidos por Szczesniak et alii (1963) para
termos uma idéia do que significam em termos sensoriais as unidades do texturémetro,
transformando estas unidades instrumentais em unidades sensoriais facilitando assim a
nossa interpretagdo dos resultados. Entretanto, ¢ muito importante ressaltar que a discussao
abaixo € ilustrativa, e visa dar uma idéia do que significam as unidades do texturdmetro em
termos sensoriais com o auxilio dos graficos gerados por Szczesniak et alii (1963). A
correlacdo exata dos parametros encontrados neste estudo ndo pode ser feita com os
grificos sensoriais de Szczesniak et alii (1963) pois ndo sabemos exatamente em quais
condicdes foram feitas as medidas do texturdmetro naquele trabalho e por isso ndo hd como
garantir que foram usadas as mesmas condi¢des de andlise no texturdmetro, tanto de
preparo de amostra como da padronizagdo das velocidades de teste do equipamento. Pelas
curvas de calibracdo de Szczesniak er alii (1963), uma diferengca entre 79 e 115 no
pardmetro gomosidade do texturdmetro equivale aproximadamente a 0,5 unidades
sensoriais em uma escala de 5 pontos onde os extremos da escala sdo: 1) pasta de farinha
em uma solucdo a 40% em peso e 5) pasta de farinha em uma solu¢@o a 60% em peso. Uma
medida de 79 unidades instrumentais estaria entre o valor 2 (pasta de farinha a 45% em
peso) e o valor 3 (pasta de farinha a 50% em peso), enquanto que um valor instrumental de
115 estaria entre o valor 3 da escala sensorial (pasta de farinha a 50% em peso) e o valor 4
(pasta de farinha a 55% em peso). Essa relacio nos d4 uma idéia muito mais clara da
grande diferenca encontrada entre as duas amostras para o item gomosidade.

A adesividade € outro fator muito importante para a descricao da textura do iogurte, e a

adi¢do da propionibactéria aumentou significativamente este parametro. O iogurte com a
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adi¢do da propionibactéria apresentou uma adesividade de cerca de — 120 unidades do
texturdmetro contra um valor de — 80 unidades no iogurte sem a propionibactéria (Tabela
4). Fazendo o mesmo raciocinio anterior, esta diferenca equivale aproximadamente 1
unidade sensorial em uma escala de 5 pontos onde os extremos sdo: 1) gordura vegetal
hidrogenada e 5) manteiga de amendoim. Um valor de —80 estaria entre a escala 1 (gordura
vegetal hidrogenada) e a escala 2 (massa de biscoito), enquanto que a adesividade de —120
estaria entre a unidade sensorial 2 (massa de biscoito) e a unidade sensorial 3 (“‘cream

cheese”, marca ‘“Philadelphia”).

Tabela 4. Perfil de textura instrumental (TPA) dos iogurtes produzidos sem a presencga de

P. freudenreichii PS-1 (A) e com P. freudenreichii PS-1 (B).

Parametros A B
Dureza* 103,23 + 13,46 186,91 + 60,71
Adesividade™ -80,02 + 28,31 -121,43 £1,62
Elasticidade 0,96 + 0,06 0,81 £0,36
Coesividade 0,78 £ 0,02 0,65+0,16
Gomosidade* 79,75 £ 12,78 115,98 +£9,07

* Parametros que apresentaram uma diferenca significativa a p > 0,05. logurte padrdao sem
P. freudenreichii PS-1 (A) e iogurte teste com P. freudenreichii PS-1 (B).

3.7 Separagdo de soro

A adicdo da propionibactéria diminuiu significativamente a sinerese do iogurte (Figura
9). Ao final da primeira semana, a separacao de soro do iogurte sem a propionibactéria ja
estava entre 2 e 3% do peso total do iogurte, sendo que para o iogurte com a
propionibactéria este valor foi aproximadamente 1 % e sé chegou a ficar entre 2 e 3% na
ultima semana de estocagem. A menor separagdo de soro no iogurte com a propionibactéria
pode ter sido também resultado da produgcdo de EPS por parte da propionibactéria,
produzindo uma matriz mais densa com menor tendéncia de expulsio do soro. Em

decorréncia dessa diferenca na separacdo de soro, o iogurte com a presenca da
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propionibactéria se mostrou visualmente muito mais adequado do que o iogurte sem a

propionibactéria.
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Figura 9. Separacdo de soro (em porcentagem) dos iogurtes durante a estocagem
refrigerada. Iogurte sem P. freudenreichii PS-1 (A) e com P. freudenreichii PS-1 (B).

4. Conclusao

A adi¢do de células ativas de P. freudenreichii PS-1 apresentou-se como um bom
promotor de desenvolvimento de B. animalis Bb 12 durante a fermentacdo do iogurte,
aumentando em duas vezes o seu nimero final de células vidveis, além de reduzir o tempo
de fermentacdo em aproximadamente 1,2 horas. A presenca da propionibactéria também
aumentou a resisténcia da bifidobactéria a estocagem refrigerada, o que foi evidenciado
pela menor redu¢do no nimero de células vidveis no iogurte com a propionibactéria quando
comparado ao iogurte sem a propionibactéria. A presenca da propionibactéria também
alterou sifgnificativamente a textura final do iogurte, aumentando consideravelmente a
gomosidade e adesividade do produto final. O iogurte produzido com a propionibactéria

também apresentou uma menor separagdo de soro durante a estocagem € uma menor

tendéncia a pds-acidificagao.
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CAPITULO V

EFEITO DO TRATAMENTO TERMICO DO LEITE
SOBRE O DESENVOLVIMENTO DE Bifidobacterium
animalis Bb 12 EM IOGURTE E SOBRE A SUA
VIABILIDADE DURANTE A ESTOCAGEM
REFRIGERADA
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Efeito do tratamento térmico do leite sobre o desenvolvimento
de Bifidobacterium animalis Bb 12 em iogurte e sobre a sua

viabilidade durante a estocagem refrigerada

Luciano Fachin; Walkiria Viotto*

Faculdade de Engenharia de Alimentos, Departamento de Tecnologia de Alimentos -

UNICAMP - CP 6121 CEP 13083-970 Campinas SP - Brasil.

Resumo

A producdo de iogurtes com Bifidobacterium spp. tem crescido muito nas ultimas
décadas. Um dos maiores problemas para a producdo de iogurtes com bifidobactérias € a
dificuldade de manutencdo de um nidmero minimo de células vidveis durante toda a
estocagem refrigerada do produto. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do
tratamento térmico do leite sobre o desenvolvimento de B. animalis Bb 12 durante a
fermentacdo e sobre a sua resisténcia a estocagem refrigerada, bem como monitorar as
possiveis alteracdes na textura final do produto, na sinerese e na pds-acidificagdo do
iogurte. O tratamento térmico de 142°C/15 s do leite ndo afetou o tempo de fermentagdo
do iogurte e o desenvolvimento de B. animalis Bb 12 durante a fermentacao, também nao
influenciou o nimero de células vidveis de B. animalis Bb 12 durante a estocagem
refrigerada, além de ndo ter afetado a pds-acidificacdo do iogurte. Entretanto, este
tratamento alterou significativamente a textura, diminuindo consideravelmente a dureza,
gomosidade e adesividade do iogurte, bem como resultou em um produto com menor

separagdo de soro durante a estocagem.

* Autor para correspondéncia: (55) (019) 3788 3988 e Fax (55) (019) 3289 3617. E-
mail: walkiria@fea.unicamp.br
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1. Introducao

O género Bifidobacterium spp. tem sido usado em iogurtes devido as suas propriedades
terapéuticas e nutricionais. Entretanto, o ambiente do iogurte ndo é adequado para o
desenvolvimento e a manutencdo da viabilidade de Bifidobacterium. Alguns dos principais
fatores que contribuem para o fraco desenvolvimento dessas culturas em iogurte sdo a
acidez do iogurte, (Vinderola, Bailo & Reinheimer, 2000), a sensibilidade dos probidticos
ao oxigénio (Talwalkar & Kailasapathy, 2003), as interagdes (antagonismo) com as culturas
do iogurte (Vinderola, Mocchiutti & Reinheimer, 2002, Dave & Shah, 1997), a fraca
atividade proteolitica destas culturas em leite (Klaver, Kingma & Weerkamp, 1993, Shihata
& Shah, 2000) e as condi¢des de estocagem do iogurte (Vinderola et alii, 2000). Por
conseqiiéncia, varios sdo os estudos que podem ser encontrados na literatura que mostram
uma queda na viabilidade de Bifidobacterium em leites acidificados ou iogurtes com o
tempo de estocagem refrigerada (Vinderola et alii, 2000; Dave & Shah, 1997; Rosenthal &
Bernstein, 1998; Gilliland, Reilly, Kim & Kim, 2002). O grau de queda no ndmero de
células vidveis durante a estocagem € bastante varidvel, podendo ser de uma leve
diminuicdo (Dave & Shah, 1997; Gilliland et alii, 2002) até uma queda de 4 ciclos
logaritmicos no final da estocagem do produto (Vinderola et alii, 2000).

A lactulose € um dissacarideo onde o residuo glicose da lactose foi isomerizado a frutose
e o seu papel como fator de desenvolvimento do género Bifidobacterium tem sido
demonstrado por alguns pesquisadores (Mizota, 1996; Tamura, Mizota, Shimamura &
Tomita, 1993). A isomerizacdo da lactose a lactulose ¢ induzida em tratamentos térmicos
intensos (Andrews, 1986; Martinez-Castro & Olano, 1980). A lactulose nio é encontrada
em leite cru ou em leite pasteurizado e, no leite esterilizado, aparece na forma livre ou
ligada a aminogrupos das proteinas do leite. A isomeriza¢do também € grandemente afetada
pelo pH, sendo que a neutralizac@o a pH 7-7,5 aumenta o grau de isomerizacao a até 13,7%
(Martinez-Castro & Olano, 1980). Assim, a possibilidade de se produzir iogurtes
probidticos com leites processados com tratamentos térmicos intensos visando o aumento
do teor de lactulose para a melhorar a sobrevivéncia e manutencdo de Bifidobacterium
durante o periodo de estocagem refrigerada representa um tema muito interessante a ser

investigado.
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Por outro lado, o tratamento térmico intenso necessario a producao da lactulose também
pode afetar grandemente a estrutura do iogurte, devido a interacdo que ocorre entre as
proteinas do soro (B-lactoglobulina e a-lactalbumina) com a k-caseina das micelas (Lucey,
Tamehana, Singh & Munro, 1998; Corredig & Dalgleish, 1996; Mottar, Bassier, Joniau &
Baert, 1989). O tratamento térmico € geralmente usado pela industria para aumentar a
capacidade de retencdo de dgua das proteinas e melhorar a textura final do iogurte. A
interacdo entre as proteinas do leite depende da intensidade e tempo do tratamento térmico.
Formam-se prolongamentos a partir da superficie da micela de caseina, que atuam como
pontes que aumentam as ligacdes cruzadas entre as proteinas (Mottar et alii, 1989; Lucey et
alii, 1998). Essa interacdo determina a estrutura final dos iogurtes produzidos com leites
tratados termicamente, € consequentemente sua textura e aceitabilidade. Portanto, é
provdvel que o uso de um tratamento térmico intenso diferente do tradicional provoque
mudancas na textura final do produto.

O perfil de textura instrumental (TPA), com o uso do textur6metro TA-XT2 (Stable
Micro Systems), tem sido usado para monitorar a textura final dos géis do iogurte (Rawson
& Marshall, 1997). O perfil de textura instrumental possui os seguintes termos comumente
usados: dureza, elasticidade, adesividade, coesividade, fraturabilidade, gomosidade e
mastigabilidade. A viscosidade também pode ser medida com o texturOmetro e estd
incluida no perfil de textura original descrito por Szczesniak, Brandt & Friedman (1963),
mas geralmente ndo € incluida dentro do perfil de textura instrumental (Rosenthal, 1999). A
sinerese do iogurte também é um importante pardmetro para a aceitabilidade do produto
final frente ao consumidor. Lucey et alii (1998) usou a medida de separacdo de soro de géis
acidos de leite produzidos com glucono-4-lactona como uma avaliagdo rapida e eficiente da
textura dos géis de iogurte frente a diferentes condi¢des de processo como diferentes
tratamentos térmicos do leite e diferentes temperaturas de geleificacdo.

O objetivo deste trabalho foi estudar o uso de um tratamento térmico UHT de 142°C/12
segundos comparado ao tratamento térmico tradicional de 90°C/5 minutos visando avaliar o
seu efeito sobre o desenvolvimento de Bifidobacterium animalis Bb 12 durante a
fermentacdo e sobre a sua resisténcia a estocagem refrigerada por 4 semanas, bem como

monitorar as possiveis mudangas na textura e separacdo de soro dos iogurtes.
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2. Matérial e Métodos

2.1 Culturas

A cultura liofilizada de Bifidobacterium animalis Bb 12 foi cedida pela Chr. Hansen
Industria e Comércio Ltda (Valinhos-SP/Brasil) e as culturas liofilizadas de Streptococcus
thermophilus A e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus 18 pela Wiesby Starter
Cultures and Media.

2.2 Manutencgdo e ativagdo das culturas

O inéculo de B. animalis Bb 12 foi preparado com leite em pé reconstituido a 12% de
sélidos, suplementado com 1% de extrato de levedura, esterilizado a 115°C por 10 minutos.
A ativagdo da cultura liofilizada de B. animalis Bb 12 foi feita até a coagulacdo do leite
(37°C por 6 horas). O inéculo das culturas do iogurte foi preparado com leite em pod
desnatado reconstituido (11% de sélidos) e esterilizado 115°C por 10 minutos. As culturas
de S. thermophilus e L. bulgaricus foram ativadas a 37°C até coagulagado do leite (6-7 horas

para S. thermophilus e 14-15 horas para L. bulgaricus).

2.3 Sistema modelo para avaliacdo do desenvolvimento de B. animalis Bb 12 em iogurte
com lactulose

Para a avaliacdo da capacidade da lactulose de promover o desenvolvimento de B.
animalis Bb 12 em iogurte, o seguinte sistema modelo foi conduzido: células ativas foram
inoculadas em leite pasteurizado (25 mL) contido em tubos de vidro na propor¢do de 1:1:1.
O volume de in6culo foi 2,5% e as amostras foram incubadas a 37°C até a fermentagdo do
iogurte a pH 4,6. O nimero de células vidveis de B. animalis Bb 12 foi quantificado no
inicio (inoculacdo) e apds a fermentagdo do iogurte até pH 4,6. Foram produzidos: um
iogurte padrdo com Bifidobacterium e as culturas do iogurte e o iogurte teste com
Bifidobacterium e as culturas do iogurte com a adi¢do de 2% de lactulose. O iogurte teste e
o iogurte padrdo sempre foram produzidos nos mesmos dias sob as mesmas condi¢des de

indculo e incubag¢do para diminuir o erro experimental e aumentar a sensibilidade do teste.
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O meio RCPB pHS (Capitulo I) foi usado para a contagem de B. animalis Bb 12, sendo
incubado a 37°C, por 3 dias, em condi¢do de anaerobiose. A avaliacdo da velocidade de
desenvolvimento da bifidobactéria foi feita (baseado no tempo de geracdo descrito por
Stanier, Doudoroff & Adelberg (1965), através do cdlculo do tempo (em horas) para que o

in6culo completasse uma divisdo celular (TDC):

TDC = tempo de fermentacio (horas) [horas/1 divisao]

namero de divisoes celulares

sendo que:

Nuamero de divisdes celulares=nd = __ (log N-log Ninicia1)

0,301
Onde: N e Nipicial $30 0s valores do nimero de células no momento da inoculacdo (Nipicial,
em UFC/mL) e quando o pH atinge 4,6 (N, em UFC/mL); 0,301 vem da corre¢ao da base
do logaritmo de 10 para 2. Os iogurtes foram feitos em quadruplicata. Os tempos de divisao
celular (TDC) foram comparados por Andlise de Varidncia (Anova) de fator tnico,

utilizando o software Excell for Windows (Microsoft®).

2.4 Producdo do iogurte

Iogurte controle: leite cru integral (4 L) foi adicionado de 2% de leite em pé integral e
aquecido a 70°C. O leite foi entdo homogeneizado a 200 Bar em um homogeneizador Niro
Soavi TYPE NS 2006H de duplo estidgio. Apos a homogeneizagdo, o leite foi tratado
termicamente a 90°C por 5 minutos em um banho de dgua aquecido com vapor. Apds este
aquecimento, o leite foi resfriado até 20°C em um banho gelado e armazenado em geladeira
(7°C) por 1 noite. Dois litros do leite resfriado foram inoculados com 1% de cada uma das
culturas ativas de S. thermophilus,L. bulgaricus e B. animalis Bb 12. Apds a inoculacdo, o
leite foi dividido em 7 copos plésticos de 200 mL cada um, sendo que o restante do leite foi
descartado. Os copos foram selados e colocados em um banho de dgua a 37£1°C. O banho
de 4gua foi colocado no interior de uma capela de fluxo laminar para que as medidas de pH

e as amostras para microbiologia e HPLC pudessem ser coletadas de forma asséptica. Um
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dos potes plasticos de cada iogurte foi sempre usado para as medidas do pH durante a
fermentacdo. Um segundo pote foi sempre usado para a coleta das amostras para as
medidas de microbiologia e de HPLC durante a fermentagdo. O iogurte foi fermentado até
que o pH atingisse o valor de 4,8. Os copos plasticos foram entdo retirados e resfriados em
banho de gelo por 1 hora até que a temperatura do interior dos frascos atingisse cerca de
12°C e foram entdo transferidos e mantidos em geladeira (7°C) por um periodo de 4
semanas para a avaliacdo do iogurte durante a estocagem refrigerada. O processo de
producio do iogurte foi feito em duplicata.

Togurte teste: leite cru integral (15 litros) foi adicionado de 2% de leite em poé integral e
tratado termicamente a 142°C por 15 segundos em uma planta piloto de UHT da GEA
Tuchenhagen do Brasil, com aquecimento tubular indireto e homogeneizagao nao-asséptica
de 200 Bars a 70°C. O leite foi envasado em uma capela de fluxo laminar em garrafas PET
e armazenado em geladeira por 1 noite até a producdo dos iogurtes, que foi feita da mesma

forma descrita para o iogurte tradicional.

2.5 Medidas de pH

As medidas de pH do leite e do iogurte foram feitas em um pHmetro WTW modelo pH
320. O pH do leite antes da inoculagdo foi medido e considerado como o pH inicial do
iogurte antes da fermentacdo. A cada uma hora, o mesmo pote plastico foi retirado do
banho e a medida de pH foi realizada em fluxo laminar. Ap6s a medida ser realizada, o pote
plastico foi novamente selado e recolocado no interior do banho de dgua. O pH foi também

medido apds 24 horas e 30 dias de estocagem dos iogurtes.

2.6 Teor dos dcidos organicos durante a fermentacdo dos iogurtes

A preparagdo das amostras para a determinagdo dos dcidos (latico, acético e propidnico)
por HPLC foi realizada pelo procedimento abaixo:

5 gramas de iogurte foram pesados em tubos de vidro e adicionados de 4,6 mL de fase
movel (4cido perclérico pH 1,9), 0,2 mL de Carrez 1 (53,4 g de ZnS0O4.7H,0/100 mL 4gua)
e 0,2 mL de Carrez 2 ( 17,2 g de K4[Fe(CN)s].3H,O/100 mL de dgua) para a precipitacio
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da proteina, sendo que o peso total foi anotado apés a adicao da fase movel e do carrez 1 e
2. O tubo de rosca foi agitado por 20 segundos manualmente e centrifugado a 1500 rpm por
15 minutos. O sobrenadante foi filtrado com membranas de acetato de celulose de 0,45 um
(Millipore®) e as amostras injetadas no cromatografo.

Foi usado um cromatégrafo SHIMADZU LC 10A, do Departamento de Ciéncia de
Alimentos da FEA-UNICAMP. O cromatégrafo foi equipado com uma coluna
SHIMADZU SHIM-PACK SCR101H e detector de ultravioleta SPD M 10A para os testes
de determinacdo dos 4cidos organicos. As amostras filtradas foram injetadas na coluna a
uma temperatura de 65°C, com fluxo de 0,7 mL /minuto e fase mével de 4cido percldrico a
pH 1,9. O volume de inje¢do das amostras foi 20 pl. Os 4cidos foram identificados pelos
respectivos tempos de retengcdo dos seus padrdes (marca Supelco-Sigma) e suas medidas
foram feitas pelo método de padronizagdo externa. O teor dos dcidos no tempo zero foi
estimado pela soma dos teores existentes nos indculos de cada iogurte. As amostras foram
retiradas nas primeiras trés horas de fermentacdo (da mesma forma que as medidas de pH)

e a ultima amostra foi feita quando o iogurte atingiu o pH 4.,8.

2.7 Contagem microbiologica

A contagem das unidades formadoras de colonias (UFC/mL) de S. thermophilus, L.
bulgaricus e B. animalis Bb 12 foram feitas nas primeiras trés horas de fermentacdo e
quando o iogurte atingiu o pH 4,8. Os gréficos da enumeracdo dos microrganismos em
funcdo do tempo foram construidos usando-se a razdo N/Njyiia €m funcdo do tempo
(Figuras 2 e 3), onde Niyicias € N s@o os valores do nimero de células (em UFC/mL) no
momento da inoculac@o e em cada tempo avaliado.

S. thermophilus e L. bulgaricus foram contados em meio Skim Milk Agar (SMA) apds
incubacdo em condi¢do de aerobiose a 37°C por 72 horas. SMA foi produzido
acrescentando ao meio comercial PCA (Difco) 100 mL de leite desnatado reconstituido a
10% para 1 litro de PCA. O leite reconstituido foi esterilizado a 115°C por 10 minutos e
adicionado ao meio PCA comercial esterilizado a 121°C por 15 minutos em camara de
fluxo laminar. As coldnias de L. bulgaricus foram melhores visualizadas contra luz

transmitida em um estereoscépio (15-20 vezes de aumento). A esteriliza¢do do leite deve
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ser feita no maximo a 115°C por 10 minutos, pois tratamentos mais intensos provocam uma
caramelizacdo do leite, dificultando muito a visualizagdo das coldnias de L. bulgaricus.

O meio RCPB pHS5-Liver foi produzido através da fortificagdo do meio RCPB pHS com
infusdo de figado desidratado (150 mL/L) para propiciar o aumento do didmetro das
colonias de B. animalis Bb 12 (ver Capitulo II). A infusdo de figado foi preparada segundo
Laroia & Martin (1991) e esterilizada separadamente a 121°C/15 minutos (tanto o
precipitado quanto o sobrenadante da extracdo foram esterilizados no mesmo frasco). Para
a adicao posterior no meio, o extrato foi deixado a decantar a temperatura ambiente apds a
esterilizacdo. A dgua do meio RCA (OXOID) e o sobrenadante da infusdo de figado
desidratado (150 mL/L) foram adicionados ao meio RCA em fluxo laminar sendo o pH do
meio ajustado para 5. O meio foi entdo esterilizado a 121°C por 15 minutos. O corante
Azul da Prussia foi pesado a 0,03% do volume final do meio e adicionado de dgua (12% do
teor de dgua final do meio) e esterilizado a 121°C por 15 minutos. O volume de dgua em
que o meio RCA foi dissolvido foi calculado diminuindo o respectivo volume da infusdo de
figado desidratado (150mL/L) e o volume de dgua necessdrio para dissolver o corante Azul
da Prussia (cerca de 12% do volume do meio). Por exemplo: para 300 mL de RCPB pHS
fortificado, o meio RCA (pesado conforme orientacdo do fabricante para 300 mL) foi
dissolvido em 219 mL de dgua Milli-Q (Milipore®) e misturados com a infusdo de figado
(45 mL), sendo posteriormente ajustados ao pH 5 e esterilizados a 121°C/15 minutos.
Simultaneamente, o corante Azul da Prissia (0,03%) foi dissolvido em 36 mL de dgua e
também esterilizado a 121°C/15 minutos. A mistura do corante e do meio foi feita em fluxo
laminar. As placas foram mantidas a 37°C por 72 horas, em condicdes anaerdbias (jarras de
anaerobiose MERCK, com gerador de anaerobiose Anaerogen® (OXOID). Apés o periodo
de incubagdo, as placas foram deixadas por 1 noite em exposicdo ao ar atmosférico e a
temperatura ambiente para que se formasse o halo azul que diferencia as coldnias de L.
bulgaricus das coldnias da bifidobactéria.

A contagem dos microrganismos foi realizada logo apds a inoculacido das culturas no
iogurte (tempo zero) e as 1, 2 e 3 horas da fermentac@o do iogurte e ao atingir o pH 4,8. As
mesmas andlises foram realizadas a cada semana durante os 30 dias de refrigerada do

iogurte a 7°C.
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2.8 Andlise do perfil de textura instrumental (TPA)

No décimo dia de estocagem do iogurte, um pote foi retirado da geladeira e analisado
quanto ao perfil de textura instrumental (TPA), usando-se o texturdmetro TA-XT2 da
Stable Micro Systems. O iogurte foi agitado vinte vezes no sentido hordrio e vinte vezes no
sentido anti-horério, para homogeneizacdo da amostra e reincorporacdo do soro separado.
25 mL de iogurte foram vertidos para um béquer de 100 mL, de maneira que a altura final
da amostra fosse 1,27 cm, como padronizado por Friedman, Whitney, Szczesniak (1963) e
armazenadas em geladeira por 1 noite para a estabilizacdo da temperatura. No dia seguinte,
cada béquer foi retirado da geladeira e a andlise de TPA foi efetuada. Um probe cilindrico
de 35 mm de didmetro foi usado com duas compressdes sucessivas, com intervalo de 2
segundos cada uma, a uma velocidade de teste de 10 mm/s. As velocidades de pré-teste e
pos-teste foram também de 10 mm/s. Seis replicatas foram realizadas para cada amostra. A
diferenca significativa entre as amostras (p > 0,05) foi calculada por Andlise de Variancia

(Anova) de fator tnico, utilizando o software Excell for Windows (Microsoft®).

2.9 Avaliacdo da sinerese do iogurte durante a estocagem

A cada semana, o mesmo pote de cada iogurte foi aberto em condi¢des assépticas (fluxo
laminar) e a quantidade de soro da superficie do gel foi retirada com o auxilio de uma
seringa estéril. O iogurte foi entdo cuidadosamente inclinado dentro do fluxo laminar a um
angulo de mais ou menos 30° e deixado por cinco minutos nesta posi¢do. Apds este tempo,
uma quantidade de soro adicional foi retirada e a quantidade total de soro foi pesada. A
cada semana, a quantidade de soro retirada foi pesada e somada a quantidade de soro
retirada na semana anterior.A separacdo de soro foi entdo estimada calculando-se a
porcentagem final de soro separado em cada semana em relagdo ao peso inicial do iogurte

(em torno de 200 g).

3. Resultados e Discussao

3.1 Desenvolvimento de B. animalis Bb 12 em iogurte com lactulose em testes modelo
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Tabela 1. Efeito da adi¢do de lactulose sobre o desenvolvimento de B. animalis Bb 12 S.

thermophilus e L. bulgaricus em iogurte*.

TDC sem lactulose (h) TDC com 2% de lactulose (h)

S. thermophilus 0,66 + 0,05 0,68 +0,13
L. bulgaricus 0,92 +0,15 0,95+ 0,02
B. animalis Bb 12 426+0,24 2,36 £0,57

*logurte produzido em sistema modelo com leite pasteurizado (25 mL) fermentado em tubos de
vidro (inoculagdo a 2,5% em volume na propor¢do de 1:1:1). Incubagdo a 37°C até a

fermentacdo do iogurte a pH 4,6.

A adicdo de lactulose em um teor de 2% aumentou a velocidade de divisdo celular de B.
animalis Bb 12 (p<0,05) durante a fermentacdo do iogurte, o que pode ser visto pelo menor
tempo de divisdo celular apresentado na Tabela 1. O tempo para que a bifidobactéria
apresentasse uma divisao celular foi aproximadamente a metade do tempo necessario (cerca
de 2,36 horas) para que uma divisdo celular acontecesse no iogurte sem lactulose (cerca de
4,26 horas). Nao houve diferenca significativa (p<0,05) para os valores dos tempos de
divisdo celular (TDC) para ambas as culturas do iogurte (S. thermophilus e L. bulgaricus)
com 0 e 2% de lactulose, mostrando que com a presenca da lactulose no leite, as culturas do
iogurte ndo aumentaram a sua capacidade de divisao celular. Estes resultados indicam que a
presenca de lactulose no leite pode ser usada para melhorar o desenvolvimento da
bifidobactéria sem afetar o desenvolvimento de S. thermophilus e L. bulgaricus durante a
fermentacdo do iogurte. Além disso, a adi¢do de lactulose pode contribuir para as
caracteristicas de um produto simbidtico, isto €, conter tanto um prebidtico (lactulose)

quanto um probidtico (bifidobactéria).

3.2 Curvas de pH

O tratamento UHT praticamente nao afetou o tempo de fermentacdo do iogurte como
mostrado na Figura 1, com um perfil de acidificacdo praticamente igual para os dois

iogurtes durante toda a fermentacdo. O iogurte tradicional apresentou um tempo final de
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fermentacdo de 4,44 + 0,38 horas contra 4,25 + 0,25 horas do iogurte produzido com leite

UHT.

4,5 ‘ ‘ : ‘
0 1 2 3 4 5

Tempo (horas)

——A B

Figura 1 — pH durante a fermentacdo do iogurte. Iogurte controle com tratamento de 90°C
por 5 minutos (A) e iogurte teste com tratamento térmico de 142°C por 15 segundos (B).

A Tabela 2 mostra o valor de pH dos iogurtes ap6s 24 horas e apds 4 semanas de
estocagem refrigerada. Os dois iogurtes permaneceram praticamente sem nenhuma
mudanca no pH apds 24 horas de estocagem refrigerada e apresentaram praticamente a
mesma queda de pH durante a estocagem refrigerada (em torno de 0,4 unidades). Um
importante ponto que pode explicar a queda similar do pH nos dois iogurtes pode ser vista
nas Figuras 2 e 3, que mostra praticamente a mesma quantidade de L. bulgaricus nos dois
jogurtes no inicio da fermentacdo (4,68 x 10° UFC/mL no iogurte padrdo e 5,75 x 10°
UFC/mL no iogurte teste), além de apresentarem praticamente a mesma taxa de
crescimento. L. bulgaricus é reconhecidamente o microrganismo que mais influencia a p6s-

acidificacdo do iogurte.
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Tabela 2. Valores de pH dos iogurtes apos 24 horas e 4 semanas de estocagem™.

Tempo de estocagem Iogurte Tradicional Iogurte UHT
24 horas 4,77+ 0,15 4,86 + 0,04
4 semanas 4,35+£0,12 447 +£0,14

3.3 Desenvolvimento de B. animalis Bb 12, S. thermophilus e L. bulgaricus durante a
fermentagdo do iogurte
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Figura 2 — Razdo de desenvolvimento (N/Niicia) de B. animalis Bb 12 (B), L. bulgaricus
(L) e S. thermophilus (S) durante a fermentacdo do iogurte. Nipicia para B, L e S foram 1,48
x 107, 2,33 x 10°e 4,68 x 10° UFC/mL, respectivamente. Ordenada em escala logaritmica.

A Figura 2 mostra a curva de desenvolvimento de B. animalis Bb 12, de S.
thermophilus e de L. bulgaricus para o iogurte tradicional. S. thermophilus apresentou um
aumento do nimero inicial de células em torno de 230 vezes ao final da fermentacdo do
iogurte enquanto que L. bulgaricus apresentou um aumento de aproximadamente 150 vezes

no seu numero inicial de células. Este desenvolvimento estd de acordo com o ja bastante
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conhecido desenvolvimento associado entre as culturas do iogurte (Rasic & Kurmann,
1978). B. animalis Bb 12 apresentou um lento desenvolvimento durante a fermentacio do
iogurte, aumentando seu nimero de células em torno de apenas 4 vezes apos a fermentacao

de 4,5 horas.

1000

N/N inicial

0 1 2 3 4 5
Tempo de fermentacéo (h)

——S =L —+B

Figura 3. Razao de desenvolvimento (N/Nipicia) de B. animalis Bb 12 (B), L. bulgaricus (L)
e de S. thermophilus durante a fermentacdo do iogurte produzido com leite UHT. Nipicial
para B, S e L foram 2,75 x 107, 4,15 x 10° e 5,75 x 10° UFC/mL, respectivamente.
Ordenada em escala logaritmica.

A Figura 3 mostra as curvas de desenvolvimento de B. animalis Bb 12, de L. bulgaricus
e de S. thermophilus no iogurte produzido com leite UHT. A contagem de S. thermophilus
apresentou um desenvolvimento de aproximadamente 200 vezes o seu numero inicial de
células enquanto que L. bulgaricus apresentou um desenvolvimento de aproximadamente
180 vezes o seu numero inicial de células. Neste caso, L. bulgaricus ndo apresentou uma
fase de adaptacdo, diferentemente do que aconteceu no caso do iogurte tradicional,

comecando o seu desenvolvimento logo apds o inicio da fermentacdo do iogurte (Tabela
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3). No iogurte tradicional, L. bulgaricus apenas comecou o seu desenvolvimento
exponencial apds duas horas do inicio da fermentacdo. Tratamentos térmicos severos
podem produzir grandes quantidades de dcido foérmico, que é um estimulante para o
desenvolvimento de L. bulgaricus (Rasic and Kurmann, 1978).

O desenvolvimento de B. animalis Bb 12 também praticamente ndo foi afetado pelo
tratamento UHT do leite, pois este apresentou um aumento de cerca de 5,5 vezes o seu
numero inicial de células apés um periodo de fermentacdo de cerca de 4,25 horas, contra

um aumento de 4 vezes no seu nimero inicial de células em 4,45 horas de fermentacao no

iogurte tradicional.

3.4 Medidas dos dcidos organicos (ldtico, acético e propionico) durante a fermentagcdo do
iogurte
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Figura 4. Producdo de 4cido latico nos varios iogurtes estudados. logurte controle com
tratamento de 90°C por 5 minutos (A) e iogurte teste com tratamento térmico de 142°C por
15 segundos (B).
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A Figura 4 mostra praticamente a mesma producao de 4cido léatico para os dois iogurtes
(curvas A e B). A producio de 4cido latico atingiu 7,66 mg de dcido/g de iogurte no iogurte
produzido com leite UHT e 7,24 mg de dcido/g de iogurte no iogurte tradicional.

A Figura 5 mostra um aumento no teor de dcido acético no iogurte produzido com o leite
UHT (curva D) em relacdo a produgdo de dcido acético no iogurte tradicional (curva C). O
teor de dcido acético aumentou de 31,44 pg/g no tempo zero (inoculagio) para cerca de
24424 ng/g ao final das 4,45 horas de fermentag¢do do iogurte tradicional e de 31,44 ng/g

para 353,94 ug/g ao final das 4,25 horas de fermentacdo do iogurte produzido com leite

UHT.
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Figura S - Producao de acido acético nos varios iogurtes estudados. logurte controle com
tratamento de 90°C por 5 minutos (C) e iogurte teste com tratamento térmico de 142°C por
15 segundos (D).

A Figura 6 apresenta a producdo de &4cido propidnico durante a fermentacdo dos
iogurtes. O teor de dcido propidnico no iogurte tradicional (curva E) aumentou de 31,45

ng/g até 89,58 ng/g ao final das 4,5 horas de fermentacdo, enquanto que no iogurte UHT o
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seu aumento foi 31,45 pg/g até 137,12 ug/g ao final das 4,25 horas da fermentacido. O
tratamento UHT do leite aumentou tanto a produgdo de 4cido acético quanto a produgdo de
dcido propionico pela bifidobactéria, entretanto, este fato ndo se relacionou com um
aumento no numero de células da bifidobactéria (Figura 3 comparada a Figura 2). Samona
et alii (1996) mostraram que o gé€nero Bifidobacterium geralmente apresenta o seu

desenvolvimento desvinculado da producdo de 4cido.
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Figura 6 - Producdo de 4cido propidnico nos vdrios iogurtes estudados. logurte controle
com tratamento de 90°C por 5 minutos (E) e iogurte teste com tratamento térmico de 142°C
por 15 segundos (F).

3.5 Viabilidade de B. animalis Bb 12, S. thermophilus e de L. bulgaricus durante a
estocagem refrigerada

A Figura 7 mostra a viabilidade das culturas do iogurte durante a estocagem refrigerada.
S. thermophilus (curvas A e B), apresentou um valor constante no nimero de células em

torno de log 9 UFC/mL durante todo o periodo de estocagem, para os dois iogurtes
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estudados. Surpreendentemente, a contagem de L. bulgaricus apresentou uma queda de
aproximadamente 1 ciclo logaritmico apds as duas primeiras semanas de estocagem para
ambos os iogurtes, tratados a 90°C por 5 minutos e 142°C por 15 segundos (curvas C e D,
respectivamente). L. bulgaricus é reconhecidamente mais resistente ao meio acido que S.
thermophilus. E provdvel que o teor de dcido acético e propidnico produzido pela
bifidobactéria tenha sido responsivel pela diminuicdo da viabilidade de L. bulgaricus
durante a estocagem refrigerada. Samona, Robinson, Marakis (1996) sugeriram que a pds-
acidificacdo mais lenta em iogurtes probidticos com Bifidobacterium poderia estar
relacionada ao efeito inibitério do dcido acético sobre as culturas do iogurte. Perez Chaia,
De Saad, Holgado & Oliver, (1995) mostraram uma inibi¢io do desenvolvimento de

Lactobacillus devido ao aumento da concentragdo de 4cido propidnico em meios sintéticos.
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Figura 7. Contagem das culturas do iogurte durante a estocagem refrigerada. S.
thermophilus em iogurte tradicional (A); S. thermophilus em iogurte produzido com leite
UHT (B); L. bulgaricus em iogurte tradcional (C) e L. bulgaricus em iogurte produzido
com leite UHT (D).

A Figura 8 apresenta a contagem do nimero de células vidveis de B. animalis Bb 12
durante a estocagem refrigerada do iogurte. Nao houve diferenca significativa entre a

contagem de B. animalis Bb 12 nos dois iogurtes estudados. O iogurte tradicional
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apresentou uma reducdo do nimero de células durante a estocagem de 0,8 ciclos
logaritmicos enquanto o iogurte produzido com leite UHT sofreu uma redugdo de 1,25

ciclos logaritmicos.
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Figura 8. Contagem de B. animalis Bb 12 durante a estocagem refrigerada do iogurte.
Iogurte controle com tratamento de 90°C por 5 minutos (A) e iogurte teste com tratamento
térmico de 142°C por 15 segundos (B).

3.6 Perfil de textura instrumental

A Tabela 4 apresenta os valores do perfil de textura instrumental para cada um dos
iogurtes estudados. O parametro fraturabilidade nao foi avaliado, pois a amostra se mostrou
bastante adesiva e os dois parametros sao mutuamente exclusivos (Szczesniak et alii,
1963). O termo mastigabilidade ndo foi usado pela amostra ser semi-sélida.

Os termos coesividade e elasticidade ndo apresentaram diferencga significativa a p <

0,05 enquanto que os termos dureza, adesividade e gomosidade apresentaram diferenca

111



significativa (p < 0,05). O termo dureza pode ser avaliado conjuntamente com o parametro
secunddrio gomosidade, que € bastante importante no caso do iogurte e € produto da dureza
pela coesividade.

O iogurte tradicional apresentou uma dureza muito maior que o iogurte produzido com
leite UHT (Tabela 4). A maior dureza do iogurte estd relacionada com a estrutura final da
sua matriz protéica (Rawson & Marshall, 1997). O tratamento térmico intenso necessario a
producdo da lactulose também afetou grandemente a estrutura do iogurte provavelmente
devido a interacdo que ocorre entre as proteinas do soro (P-lactoglobulina e o-
lactalbumina) com a k-caseina das micelas. A interac@o entre as proteinas do leite depende
da intensidade e tempo do tratamento térmico. Formam-se prolongamentos a partir da
superficie da micela de caseina, que atuam como pontes que aumentam as ligagcdes
cruzadas entre as proteinas (Corredig & Dalgleish, 1996; Lucey et alii, 1998; Mottar et alii,
1989). Os dados da Tabela 4 mostram que o 1ogurte produzido com leite tratado a 90°C por
5 minutos apresentou uma maior dureza que o iogurte produzido com leite tratado a 142°C
por 15 segundos. Isso parece indicar que o tratamento de 90°C por 5 minutos resultou em

uma maior interacdo protefna-proteina e, consequentemente, uma matriz protéica mais

densa e firme que o iogurte tratado a 142°C por 15 segundos.

Tabela 4 — Perfil de textura instrumental (TPA) do iogurte tradicional e do iogurte

produzido com leite UHT.

Pardmetros 90°C por 5 minutos 142°C por 15 segundos
Dureza* 103,23 £ 13,46 62,03 £ 10,72
Fraturabilidade 14,61 £ 6,97 11,11 + 1,39
Adesividade* -80,02 £ 28,31 -13,22+9,72
Elasticidade 0,96 + 0,06 1,1 +£0,11
Coesividade 0,78 £0,02 0,85+ 0,06
Gomosidade* 79,75 £12,78 51,92 £5,03

* Pardmetros que apresentaram uma diferenca significativa a p>0,05. Iogurte tradicional

(A) e iogurte produzido com leite UHT (B).

A maior dureza do iogurte se refletiu em uma maior gomosidade do iogurte controle em
comparacdo com o iogurte produzido com leite UHT (Tabela 4). O iogurte tradicional

também apresentou uma adesividade muito maior que o iogurte produzido com leite UHT.
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O iogurte produzido com leite UHT praticamente ndo apresentou adesividade, que € uma
caracteristica de produtos bastante fluidos. Portanto, o tratamento térmico do leite a 142°C
por 15 segundos resultou em um iogurte menos firme e com uma caracteristica mais fluida,

evidenciada pela menor gomosidade e principalmente pela auséncia de adesividade.

3.7 Separagdo de soro
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Figura 9 - Separacdo de soro (em porcentagem) dos iogurtes durante a estocagem
refrigerada. Iogurte tradicional (A) e iogurte produzido com leite UHT (B).

O tratamento térmico do leite na temperatura de UHT resultou em um iogurte com uma
menor tendéncia a sinérese em relacdo ao iogurte tradicional (Figura 9). Esse fato estd
provavelmente também relacionado com a formacdo da matriz protéica do iogurte. Uma
matriz protéica menos densa proporciona uma menor interagdo proteina-proteina
conduzindo a uma menor tendéncia de contracdo do gel com o tempo, resultando em uma

menor tendéncia de expulsio do soro.
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4. Conclusao

O tratamento térmico de 142°C/15 segundos ndo foi eficaz para aumentar o
desenvolvimento de B. animalis Bb 12 durante a fermentacio do iogurte e ndo melhorou a
resisténcia da bifidobactéria a estocagem refrigerada em comparagdo ao iogurte produzido
com o tratamento térmico convencional de 90°C por 5 minutos. Entretanto, este tratamento
aumentou a producdo de dcido acético e propidnico da bifidobactéria durante a fermentagcao
do iogurte. O tratamento térmico teve um impacto negativo na textura final do iogurte, com
a produgdo de um iogurte menos firme, menos gomoso e menos adesivo do que aquele
obtido com o leite que sofreu tratamento térmico convencional. A adi¢do de lactulose ao
leite aumentou a velocidade de divisdo celular da bifidobactéria, ndo afetando as culturas
do iogurte, mostrando que a adi¢do deste produto ao leite pode, além de produzir um

iogurte simbidtico, aumentar a divisdo celular da bifidobactéria durante a fermentacio.
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Conclusao Geral

Dentre os meios de cultura avaliados para a contagem de B. animalis Bb 12 (M-MRS,
MRS-NNLP, RCPB pH5, MRS-LP e RCPB pHS5 fortificado) em iogurte, o meio RCPB
pHS5 fortificado com 150 mL/L de extrato de extrato de figado desidratado foi o mais
indicado pois conseguiu aumentar significativamente o didmetro das colOnias de
Bifidobacterium tornando a sua contagem bastante facil e confidvel durante a estocagem
refrigerada do iogurte. O meio M-MRS nio apresentou seletividade para Bifidobacterium,
pois houve o desenvolvimento de L. bulgaricus. O meio MRS-NNLP apresentou uma
excelente seletividade para B. animalis Bb12 em iogurte ndo havendo crescimento de S.
thermophilus e L. bulgaricus. O meio MRS-NNLP mostrou uma leve diminui¢do no
numero de células da bifidobactéria quando em comparagdo ao meio padrao MRS. Levando
em conta que esta medida foi feita logo apds a fermentacao do leite, isto €, na situacdo de
menor “stress” celular da bifidobactéria em relagdo ao meio dcido, € provavel que a queda
na recuperacao de células da bifidobactéria aumente apds a estocagem refrigerada, quando
o “stress” da bifidobactéria € bem mais acentudo. Por este motivo, quando a contagem de
bifidobactéria € feita logo apds a fermentagdo do iogurte, o meio MRS-NNLP pode ser uma
op¢ao, mas o seu emprego durante a estocagem refrigerada do iogurte ndo € aconselhado. O
meio RCPB pHS5 apresentou uma boa diferenciacdo de B. animalis Bb12 em iogurte,
entretanto, o seu uso também ¢€ restrito a contagem de Bifidobacterium tao somente apos a
fermentacdo do iogurte, pois este meio apresentou as colonias da bifidobactéria na
superficie do &dgar extrememente pequenas quando a contagem foi feita durante a
estocagem refrigerada do iogurte. Isso demonstra que o meio RCPB pH5 ndo tem a
capacidade de desenvolver apropriadamente as células de Bifidobacterium que sofreram o
“stress” devido ao meio dcido. O meio MRS-LP apresentou uma excelente seletividade
para Bifidobacterium em iogurte e também apresentou a mesma recuperacio de células que
o meio padrao MRS em cultura pura. Este meio também se mostrou eficaz para a contagem
da bifidobactéria apds a estocagem refrigerada do iogurte e, portanto, foi um dos meios
indicados neste estudo para a contagem de Bifidobacterium nao s6 apds a fementacio, mas
também durante a estocagem refrigerada do iogurte. O meio RCPB pHS5 fortificado com

extrato de figado desidratado também apresentou uma excelente diferenciacdo de
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Bifidobacterium em iogurte e é também indicado para a sua contagem durante a estocagem
refrigerada do iogurte, juntamente com o meio MRS-LP.

A adicdo de células ativas de P. freudenreichii PS-1 promoveu maior desenvolvimento
de B. animalis Bb 12 durante a fermentacdo do iogurte enquanto que o tratamento térmico
do leite a 142°C/15 segundos ndo resultou em diferencas no desenvolvimento da
bifidobactéria no iogurte quando comparado ao iogurte padrdo feito com leite tratado a
90°C por 5 minutos. P. freudenreichii PS-1 também diminuiu a queda no nimero de células
da bifidobactéria durante a estocagem refrigerada apesar do tratamento térmico ndo ter
influéncia na resisténcia da bifidobactéria a estocagem refrigerada. Entretanto, o tratamento
térmico aumentou a produgdo de 4cido acético e propidnico da bifidobactéria durante a
fermentacdo do iogurte. Tanto a adicdo de P. freudenreichii PS-1 quanto o tratamento
térmico tiveram grande efeito sobre a textura do iogurte. O iogurte adicionado de
propionibactéria apresentou uma textura muito mais gomosa do que o iogurte padrdo, com
uma provdvel produciao de EPS, o que resultou em um iogurte também com uma menor
tendéncia a sinerese. Ja o iogurte produzido no tratamento UHT apresentou textura muito
menos gomosa € menos firme do que o iogurte tradicional. O iogurte produzido com leite
UHT também apresentou menor sinerese do que o iogurte traditional. O iogurte com
propionibactéria apresentou uma menor pds-acidificacdo, provavelmente devido ao menor
nimero inicial de células de L. bulgaricus. Diferencas no tratamento térmico nao

influenciaram a pés-acidifica¢do do iogurte.
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