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1. INTRODUÇÃO 

 
Atualmente, há uma crescente tendência da populacão por alimentos fun-

cionais, visto que o consumo destes alimentos, podem fornecer efeitos positivos à 
saúde do consumidor, pela presença de compostos bioativos e de propriedades 
probióticas e antioxidantes (DIAS et al., 2017). 

Os probióticos são definidos como microrganismos vivos, que quando ad-
ministrados em quantidades adequadas, são capazes de proporcionar benefícios 
à saúde do hospedeiro (FAO/OMS, 2002). Na indústria de alimentos, os probióti-
cos mais utilizados são do gênero Lactobacillus e Bifidobacterium (VILLALOBOS 
et al., 2020). Outrossim, juntamente com probióticos, em produtos lácteos, adicio-
nam-se frutas, por possuírem elevado potencial antioxidante como é o caso da 
amora-preta, com compostos fenólicos presentes em sua composição (CROGE et 
al., 2019), e que são ativos na regulação do metabolismo, proliferação celular, 
entre outros (CORY et al., 2018). 

Para a produção destes alimentos funcionais, é importante que a viabilida-
de de probióticos durante o armazenamento se mantenha. Nesse sentido a apli-
cação de métodos de conservação, como o processo de liofilização, são essenci-
ais para garantir a sobrevivência destes microrganismos por longos períodos 
(SANTIVARANGKNA, 2015). No presente trabalho objetivou-se avaliar a influên-
cia da liofilização nas características físico-químicas e de viabilidade celular, em 
leite fermentado por Lactobacillus sp. H7 adicionado de Bifidobacterium animalis 
subsp. lactis Bb-12 e polpa de amora-preta. 
 

2. METODOLOGIA 
 

 Foram utilizados 2 L de leite integral UHT, 10% de sacarose e submetidos 
a 95 ºC/5 min. Após, a mistura foi resfriada para adicão de 1% de Lactobacillus 
sp. H7 (8 log UFC.mL-1) isolado de kefir, com incubação em iogurteira, para fer-
mentação do leite (pH ~ 4,5), e para interromper a fermentação, foram armazena-
dos em refrigeração/24h. Na sequência, adicionou-se polpa de amora-preta liofil-
izada (4%), goma guar (0,5%) e 0,01% da cultura probiótica liofilizada Bifidobacte-
rium lactis Bb-12 (10 log UFC.mL-1), obtendo-se o leite fermentado probiótico com 
amora-preta. 

O leite fermentado foi separado em dois tratamentos, que foram arma-
zenados em refrigeração por 35 dias: LF - leite fermentado no estado de gel, e 
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LFLR - leite fermentado, liofilizado, reconstituído (com o mesmo volume de água 
que foi retirada pela liofilização), antes das análises.  

A determinação do valor de pH foi realizada utilizando pHmetro, e a acidez 
total titulável seguindo a metodologia de AOAC (1995). Para a contagem de célu-
las viáveis, homogeneizou-se 10 g de amostra em 90 mL de água peptonada 
(0,1%). Seguida de inoculação de 0,1 mL, a partir de diluições decimais seriadas 
(até 10-10), em placas de Petri contendo ágar MRS (Lactobacillus sp. H7) e ágar 
MRS suplementado (0,5 g.L-1 de cloreto de lítio; 0,75 g.L-1 de propionato de sódio; 
10 mL.L-1 de cisteína 10%) para B. lactis Bb-12. As placas foram incubadas por 
72h/37 ºC, em anaerobiose para B. lactis Bb-12 e aerobiose para Lactobacillus 
sp. H7 (DOORES et al., 2015). 
 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

O pH apresentou apenas efeito principal significativo para o tempo 
(p=0.008), indicando que as operações unitárias de liofilização e de reconstituição 
não influenciaram no pH do leite fermentado. Em relação à acidez, houve intera-
ções entre os fatores de tratamentos (formulações x tempo) (p=0.0435). Na com-
paração entre as formulações, foi possível observar que a formulação LF apre-
sentou acidez superior ou igual à formulação LFLR. 
 Islam et al. (2021) avaliaram propriedades tecnolológicas de bactérias áci-
do-láticas, e obtiveram estabilidade no pH (4,54-4,56) do leite fermentado em 21 
dias de armazenamento. Este resultado, corrobora com os resultados encontra-
dos no presente estudo para LF e LFLR, que apresentaram pH entre 4,3-4,2, res-
pectivamente. Da mesma forma, o aumento da acidez pode estar relacionado à 
atividade metabólica das bactérias nos alimentos, durante o armazenamento 
(BORGONOVI; CASAROTTI; PENNA, 2021). 

Quanto a viabilidade, H7 e Bb-12 apresentaram interação (p = 0.0016) e (p 
= 0.0001), respectivamente, entre os fatores de tratamento (formulação x tempo) 
(Tabela 1). 
 

Tabela 1. Viabilidade de Lactobacillus sp. H7 e Bifidobacterium lactis Bb-12 em 
leite fermentado adicionado de amora-preta, durante armazenamento em refrige-
ração 

Tempo (dias) 
LF LFLR 

H7 

0 8,90 ± 0,35a 7,95 ± 0,12b 

7 8,02 ± 0,33a 7,99 ± 0,31b 

14 7,48 ± 0,21a 7,29 ± 0,09ª 

28 7,28 ± 0,16ª 7,17 ± 0,13ª 

35 7,28 ± 0,19a 7,21 ± 0,06a 

 Bb-12 

0 9,75 ± 0,19ª 8,93 ± 0,06b 

7 8,48 ± 0,24ª 8,03 ± 0,08b 

14 7,83 ± 0,12a 7,97 ± 0,23ª 

28 7,50 ± 0,11a 6,74 ± 0,30b 

35 7,46 ± 0,20a 6,74 ± 0,17b 



 

 

LF = Leite fermentado; LFLR = Leite fermentado liofilizado reconstituído. 
Médias ± desvio padrão com letras diferentes na mesma linha indicam diferença 

significativa pelo Teste T (p≤0.05) na comparação entre os diferentes tratamentos 

De acordo com Estilarte et al. (2021), a liofilização possibilitou a preserva-
ção e armazenamento em diferentes condições de todas as cepas avaliadas, cor-
roborando com o presente trabalho, visto que as concentrações dos isolados Lac-
tobacillus sp. H7 e Bifidobacterium lactis Bb-12, mantiveram-se em contagens 
altas e com viabilidade superior a 6 log UFC.mL-1 durante os 35 dias de armaze-
namento para os dois tratamentos.  

A influência do tempo na viabilidade de Lactobacillus sp. H7 e B. lactis Bb-
12 pode ser analisada na Figura 1 A e B, respectivamente 

 

 
Figura 1- (A) Viabilidade ao longo do tempo de H7 (IC = 0.468) e (B) de Bb12 (IC 
= 0.375) em leite fermentado (LF) e em leite fermentado liofilizado reconstituído 
(LFLR). 
Barras verticais indicam intervalo de confiança a 95% de probabilidade sendo que 
a não sobreposição das barras indicam diferença significativa 

É possível observar que o tempo afetou a viabilidade das bactérias Lacto-
bacillus sp. H7 e B. lactis Bb-12, reduzindo em ambas as formulações. Entretanto, 
esta redução não foi constante, apresentando também uma estabilidade da viabi-
lidade em determinados períodos de tempo. 

Estudos realizados por Jouki et al. (2021), demonstraram que a concentra-
ção de L. plantarum do iogurte liofilizado em pó, diminuiu durante o armazena-
mento, enquanto o iogurte liofilizado em pó contendo microcápsulas adicionadas 
de sorbitol apresentaram maior viabilidade do microrganismo, durante o armaze-
namento por 12 semanas. Portanto, a liofilização é um processo alternativo, que 
oferece alto grau de viabilidade celular, mas que requer mais estudos para o me-
lhoramento da viabilidade e atividade dos microrganismos.  
 

4. CONCLUSÕES 
 

A liofilização demonstrou ser um processo viável para conservação e 
viabilidade das bactérias avaliadas neste trabalho, visto que, os resultados 
obtidos foram satisfatórios, apresentando viabilidade superior a 6 log UFC.mL-1 
para H7 e Bb-12, durante o período de armazenamento sob refrigeração. 
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