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RESUMO

Doze lotes de leites fermentados foram preparados a 42°C nos quais as variaveis estudadas foram o teor de sélidos totais (12 e 15%), o
teor de sacarose (0% e 8%) e o tipo de co-cultura (Streptococcus thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus ; Streptococcus
thermophilus e Lactobacillus acidophilus ; Streptococcus thermophilus e Lactobacillus rhamnosus). Parametros cinéticos para a diminuicao
do pH até 4,5 foram calculados. Determinacoes fisico-quimicas e microbiolégicas foram realizadas apos um e sete dias de armazenamen-
to dos produtos a 4°C. Com o aumento do teor de solidos totais e adicao de sacarose, a atividade de agua do leite diminuiu e o tempo para
atingir pH 4,5 variou conforme a co-cultura empregada. Os leites fermentados por S. thermophilus e L. acidphilus (STLA) apresentaram
pos-acidificacao mais acentuada. Aqueles fermentados por S. thermophilus e L. rhamnosus (STLR) foram mais estaveis. Os leites conten-
do maiores teores de sélidos totais foram aqueles com maior acidez total independente da co-cultura usada. Com o aumento do teor de
sacarose e de solidos soltveis houve um aumento da firmeza usando-se as co-culturas STLR e STLA. Apos sete dias, o numero de
bactérias do iogurte e as probidticas nao variou significativamente. Em todos os lotes, o nimero de bactérias probidticas ficou acima do
sugerido pela literatura.
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SUMMARY

EFFECT OF TOTAL SOLIDS AND SUCROSE CONTENTS ON ACIDITY, FIRMNESS AND VIABILITY OF YOGURT AND PROBIOTIC BACTERIA
IN FERMENTED MILK. Twelve batches of fermented milk were prepared at 42°C where the studied variables were total solids content
(12 and 15%), sucrose concentration (0 and 8%), and co-culture type (Streptococcus thermophilus and Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus ; Streptococcus thermophilus and Lactobacillus acidophilus ; Streptococcus thermophilus and Lactobacillus rhamnosus. Kinetic
parameters to decrease pH until 4.5 were calculated. Physico-chemical and microbiological determinations were carried out on products
after 1 and 7 days of storage at 4°C. The increase in total solids and the addition of sucrose resulted in water activity decrease, which
affected the time to reach pH 4.5 according to the milk and co-culture employed. The milk fermented by Streptococcus thermophilus and
Lactobacillus acidophilus (STLA) presented higher post acidification. Besides, the milk fermented by Streptococcus thermophilus and
Lactobacillus rhamnosus (STLR) was the more stable. The milks containing higher levels of total solids reached higher acidity independently
of the co-culture. Increasing sucrose amounts and total solids of milk resulted in higher firmness using the co-cultures STLR e STLA.
After seven days of storage, there were no major differences in the initial counts of yogurt and probiotic bacteria in all fermented milks.

In all batches, the number of probiotic bacteria was higher than suggested by literature.

Keywords: yogurt; probiotics; acidification; viability.

1 -INTRODUCAO

Muitos beneficios para a saude tém sido relaciona-
dos ao consumo de organismos probiéticos [16,17, 22].
Em geral, dependendo da cepa empregada e do efeito
benéfico desejado, um consumo de bactérias probioticas
entre 10% e 10" CFU/dia é recomendavel [23].

logurte € um leite fermentado produzido pela adi-
cao de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e
Streptococcus thermophilus ao leite. Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus libera aminoacidos e
peptideos da proteina do leite, estimulando o cresci-
mento do Streptococcus thermophilus. O crescimento de
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus € estimulado
pelo acido formico ou CO, liberado durante o cresci-
mento de Streptococcus thermophilus. Ocorre uma rela-
cao simbidtica [1, 24].
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A matriz de um processo de fermentacao lactica
destinada, seja a producao de um fermento, seja a fa-
bricacdo de um produto, passa necessariamente pela
colocacao em marcha das condigdes de cultura dos meios
adaptados as cepas bacterianas implicadas. Por outro
lado, o estudo da influéncia das condicoes de cultura
sobre as cinéticas de crescimento e de acidificacao e,
sobre os rendimentos da produgao (em biomassa ou
em acido lactico) permitem a obtencao de informacoes
interessantes sobre a fisiologia de cepas bacterianas
utilizadas industrialmente. Dentre estas condicoes, a
temperatura, o valor de pH e as concentracoes em subs-
trato e em produtos, sdo aquelas que agem mais sobre
a fase de crescimento exponencial das bactérias lacticas
[1, 24]. As caracteristicas do inoculo, a atividade de agua
(Aa), a osmolalidade, as concentracoes de oxigénio e
de substancias inibitoérias do meio sao fatores impor-
tantes. Portanto € interessante conhecer seus efeitos
sobre a cinética de crescimento e de acidificacgao.

As bactérias probidticas crescem lentamente no lei-
te devido a falta de atividade proteolitica 7], e a pratica
mais comum € a de adicionar as bactérias do iogurte
para melhorar o processo de fermentacao para a fabri-
cagao de leites fermentados contendo probioticos [3, 11,
15, 18]. Entretanto, Lactobacillus delbrueckii subsp.
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bulgaricus produz acido lactico durante o armazenamen-
to sob refrigeracao. Este fenéomeno conhecido por pos-
acidificacao, afeta a viabilidade das bactérias probioticas.
Para superar o problema da pos-acidificacao, a tendén-
cia atual € a de usar culturas iniciadoras isentas de
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus [3].

A firmeza do iogurte € um atributo importante na
aceitacao do produto pelo consumidor. Segundo ROSSI
[13] E O'NEIL, KLEYN & HARE [10], o iogurte deve ter
textura suave e corpo viscoso e nao apresentar fissuras;
ser firme e coeso para ser consumido com colher.

Diversos fatores afetam a viabilidade de bactérias
probiodticas em leite fermentado [4, 8]. Altas concentra-
¢oes de sacarose adicionadas ao leite antes da fermen-
tacdo podem inibir as bactérias do iogurte levando a
longos tempos de fermentacao e a um baixo desenvol-
vimento de acidez [20]. Isto se deve aos efeitos
osmoticos dos solutos no leite e a baixa atividade de
agua [21, 23]. GARDINI et al. [S] demonstraram que a
composicao do produto em termos de contetido de soli-
dos totais afeta a viabilidade dos probioticos. SHAH,
ALI & RAVULA [19] demonstraram que as bactérias
probiodticas tém baixa viabilidade em produtos fermen-
tados.

O presente trabalho teve como objetivos verificar a
influéncia da adigao de sacarose e do aumento do teor de
solidos do leite na acidificagao, firmeza e viabilidade de
bactérias do iogurte e probioticas em leite fermentado.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Fabricacdo do leite fermentado

Utilizou-se leite integral pasteurizado da marca Top
(Paulista, Brasil) normal e padronizado com leite em po
desnatado (Gléria, Rio de Janeiro) em 15% de solidos
totais e 26g/L de gordura. O leite foi repartido em fras-
cos de 250mL. A seguir, acrescentou-se sacarose con-
forme o leite. Os leites foram assim denominados L1
(leite 12% solidos totais + 0% de sacarose), L2 (leite
12% solidos totais + 8% de sacarose), L3 (leite 15%
solidos totais + 0% de sacarose) e, finalmente, L4 (lei-
te 15% solidos totais + 8% de sacarose).

A cultura lactea foi previamente diluida em SOmL
de leite esterilizado. A contagem inicial dos inéculos
foide 3,5x107UFC/mL, 1,5x107 UFC/mL, 6,0x10” UFC/
mL, 5,0x10° UFC/mL para as culturas de ST, LB, LA e
LR, respectivamente. A partir desta solugao, procedeu-
se a inoculacao do leite numa razao de 50% (vol/vol)
Streptococcus thermophilus e 50% (vol/vol) Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus (STLB), de 50% (vol/vol)
Streptococcus thermophilus, 50% (vol/vol) Lactobacillus
acidophilus (STLA) e 50% (vol/vol) Streptococcus
thermophilus, 50% (vol/vol) Lactobacillus rhamnosus
(STLR). As seguintes culturas liofilizadas para
inoculacao direta foram utilizadas: ST, Streptococcus
thermophilus TA040; LB, Lactobacillus bulgaricus LB340;
LA, Lactobacillus acidophilus LAC4 e LR, Lactobacillus
rhamnosus LBA, Rhodia, Francga.

Os erlenmeyrs contendo o leite foram colocados em
banho-maria acoplados ao sistema CINAC (Ysebaert,
Frépillon, Franca) até estabilizacao da temperatura a
42°C. Apos a inoculagao, o leite adicionado de cultura
lactica foi homogeneizado e a cinética de acidificagao
seguida pelo Sistema CINAC até valor de pH de 4,5. A
seguir o produto foi homogeneizado manualmente com
uma haste de aco inox através de movimentos suaves
durante dois minutos, disposto em potes, resfriados
em banho de gelo e estocados a 4°C.

O teor de solidos totais dos iogurtes foi determina-
do gravimetricamente em estufa a vacuo Marconi (Pira-
cicaba, Brasil) a 70°C durante 6h.

2.2 - Medida da atividade acidificante

Cada fermentacao, feita em duplicata, foi monitorada
através do Sistema CINAC [2]. A partir dos dados obtidos,
calcularam-se as velocidades de acidificacao (dpH/dt), o
tempo no qual atinge-se a velocidade maxima (T, ,h) e o
tempo para atingir valor de pH 4,5 (T, 5, min).

2.3 - Anilises fisico-quimicas e microbiolégicas

A atividade de agua dos iogurtes foi determinada
em equipamento Novasina a 25°C. A poés-acidificacao
foi determinada pela medida do valor de pH usando
potenciometro Quimis modelo Q-400M1 (Sao Paulo, Bra-
sil). Para determinacao do teor de acidez total titulavel,
expressa em graus Dornic, foi utilizado o método des-
crito pelo INSTITUTO ADOLFO LUTZ [6].

Amostras de iogurte (1lmL) e do indéculo foram
homogeneizadas com 9mL de agua triptonada 0,1% p/v
durante 2min em um agitador de tubos e, em seguida,
foram feitas diluigoes utilizando-se o mesmo diluente e
inoculacgoes em meios seletivos. L. bulgaricus, L. acidophilus
e L. rhamnosus foram enumerados em MRS (Merck, Sao
Paulo) a valor de pH 5,4 apos incubacao anaerdbica a 37°C
por 72h. S. thermophilus foi contado em M17 (Merck, Sao
Paulo) apos incubacao aerdbica a 37°C durante 72h.

A analise do perfil de textura dos leites fermenta-
dos foi feita através de teste de dupla compressao com
cilindro acrilico com 2,5cm de diametro, em analisador
de textura TA-XT2 (Stable Micro Systems, Godalming,
Inglaterra) controlado por microcomputador. A distan-
cia percorrida pelo cilindro na amostra foi de 10mm numa
velocidade de 10mm/s. O atributo firmeza foi determi-
nado segundo recomendacoes de PONS & FISZMAN [12]
que corresponde a altura do primeiro pico da curva de
dupla compressao.

Todas as analises fisico-quimicas e microbiologicas
foram feitas em duplicata apos 1 e 7 dias de armazena-
mento do produto a 4°C.

2.4 - Anidlise estatistica

A partir dos resultados obtidos procedeu-se a Ana-
lise de Variancia (ANOVA) e aplicou-se o teste de Tukey
mediante programa Statistica Statsoft (Tulsa, Estados
Unidos). Em todas as analises considerou-se um nivel
de significancia p < 0,05.
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3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 - Acidificacéao

A Tabela 1 apresenta os teores de soélidos totais, a
atividade de agua e os parametros cinéticos de quatro
diferentes leites fermentados por culturas mistas de S.
thermophilus (ST), L. bulgaricus (LB), L. acidophilus (LA) e
L. rhamnosus (LR). Observa-se que existe efeito de soli-
dos totais e do teor de acucar (p < 0,05) sobre os mes-
mos. Na primeira fase da fermentacao, verifica-se que o
tipo de leite afeta Vmax e Tmax. Para a co-cultura STLB,
houve diferenca significativa da Vmax com o aumento
do teor de solidos e do teor de sacarose. Tmax € menor
quando o leite foi padronizado em 15% de solidos totais
e acrescido de 8% de sacarose. Usando-se a co-cultura
STLA, Tmax € menor quando da incorporagao de agucar.
Observa-se que Vmax dos leites fermentados por STLR
foram significativamente diferentes enquanto Tmax foi
afetado pelo aumento do teor de soélidos e do teor de
sacarose. O menor valor de Vmax (7,7x10 3. upH/min)
foi obtido usando-se STLA em leite com 12% de soélidos
totais (L1), enquanto o maior (19,0x10°3. upH/min), em-
prega-se STLB em leite com 12% de solidos totais acres-
cidos de 8% de sacarose (L2). O tempo (Tmax) para atin-
gir Vmax variou de 2,6h (L2, STLR) a 6,4h (L1, STLA).

TABELA 1. Parametros cinéticos de quatro diferentes leites
fermentados por culturas mistas de S. thermophilus (ST),
L. bulgaricus (LB), L. acidophilus (LA) e L. rhamnosus (LR).

Tipo Sdlidos Teorde Aa 10°.Vmax Tmax

de  Totais sacarose
leite (%) (%)

TpH 4,5
(upH/min) (h) (h)

STLB STLA STLR STLB STLA STLR STLB STLA STLR

L1 12,3 0 0,988 14,5° 7,7* 128 52* 64° 39° 79° 125" 7.3
L2 19,5 8 0,985 19,0° 12,8° 152° 4,7° 38" 26° 66° 82° 55°
L3 14,7 0 0,987 12,9* 11,7° 137° 44° 43° 30*° 7,1* 102° 68°
L4 225 8 0,980 14,5° 135 145° 3,8° 36° 28° 68 87" 66"

Médias (n=2) na mesma coluna com a mesma letra nao sao significativamente
diferentes pelo teste de Tukey (P<0,05). Simbolos : V__ = velocidade maxima; T =
tempo correspondente a atividade maxima V__; TPH4VS= tempo para atingir pH %5,

O tempo para atingir pH 4,5, pH de parada da fer-
mentacao, variou de 5,5h (L2, STLR) a 12,5h (L1, STLA).
Observa-se pela Tabela 1, o efeito do aumento do teor
de solidos e da concentracao de sacarose sobre TpH4,5.
Usando-se a co-cultura STLB, nao houve efeito signifi-
cativo (p £ 0,05) com aumento do teor de solidos e adi-
¢ao de sacarose. A adicao de sacarose e a padronizagao
do leite afeta significativamente TpH4,5 quando se em-
prega STLA. O TpH4,5 é sensivelmente reduzido quan-
do da utilizagao de sacarose (cerca de 40%). Para a co-
cultura STLR, existe diferenca significativa entre TpH4,5
dos leites L2, L3 e L4.

3.2 - Pés-acidificacao

O valor de pH dos leites fermentados variou de 4,12
a 4,55 ede 4,03 a 4,43 apos 1 e 7 dias de armazenamen-
to a 4°C, respectivamente. Apos 1 dia, o menor valor de

pH foi obtido em leite fermentado pelas bactérias do
iogurte (STLB) independente do tipo de leite emprega-
do. O pH dos leites fermentados por STLB, STLR e STLA
foi significativamente crescente, nesta ordem, quando
foi empregado leite padronizado ou nao sem sacarose.
Em leites contendo sacarose, os menores valores de
pH foram obtidos com STLB enquanto nao foram obser-
vadas diferencas significativas para os leites fermen-
tados por STLR e STLA (Figura 1a). Apos 7 dias de arma-
zenamento, os valores de pH dos leites fermentados
por STLA mostraram pos-acidificacdo mais acentuada,
sendo inferiores aos pH daqueles fermentados por STLB
(p<0,05). Os leites fermentados por STLR mostraram-
se mais estaveis quanto a pés-acidificagao (Figura 1b).

Apos 1 dia, a acidez total dos leites fermentados foi
de 70,18 a 108,78°D. Os leites com teor de sdlidos de
12% adicionados ou nao de sacarose apresentaram me-
nor acidez total, independente da co-cultura emprega-
da, com excecao para STLA. Os leites contendo maiores
teores de soélidos totais foram aqueles com maior acidez
total, independente da co-cultura usada. Apos 7 dias a
acidez total aumentou ficando entre 75,19 a 111,91°D.
A menor acidez total foi obtida com os leites contendo
12% de solidos totais e, a maior, com aqueles com 15%
de solidos totais (p<0,05).

3.3 - Firmeza de leites fermentados

Apos um dia de armazenamento, o leite fermenta-
do com STLB apresentou maior firmeza (31,5 a 41,5g)
segundo o leite utilizado. Empregando-se a co-cultura
STLR, obteve-se a menor firmeza (13,9 a 20,9g) enquanto
com STLA esta variou de 10,9 a 30,0g (Figura 2a). Estes
valores foram inferiores aos determinados por OLIVEIRA
et al. [11] que enriqueceram o leite com proteinas de
leite e hidrolisado de caseina e empregando as cultu-
ras ST7, LAS e LC35 também em co-cultura.
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FIGURA 1. Pés-acidificacao de leites fermentados prepara-
dos com bactérias do iogurte S. thermophilus e L. bulgaricus
(STLB) e probidticas S. thermophilus e L. acidophilus e (STLA)
e S. thermophilus e L. rhamnosus (STLR) em diferentes
tipos de leites (L1: leite + 0% de sacarose; L2: leite +
8% de sacarose; L3: leite 15% so6lidos totais + 0% de
sacarose; L4: leite 15% solidos totais + 8% de sacarose)
apos 1 (a) e 7 (b) dias de armazenamento a 4°C.

Apos 7 dias de armazenamento, a firmeza dos lei-
tes fermentados permaneceu praticamente estavel, com
excecao daquele preparado com STLA, que aumentou
cerca de 9% em meédia. Usando-se leite adicionado de
8% de sacarose obteve-se a maior firmeza, enquanto
nao foram observadas diferencas significativas quando
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empregou-se os demais tipos de leite (p < 0,05) (Figura
2b). A menor firmeza foi obtida usando-se STLR em lei-
te. Com o aumento do teor de sacarose e de sélidos
soluveis houve um aumento da firmeza usando-se as
co-culturas STLR e STLA.
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FIGURA 2. Firmeza de leites fermentados preparados com
bactérias do iogurte S. thermophilus e L. bulgaricus (STLB)
e probiodticas S. thermophilus e L. acidophilus e (STLA) e S.
thermophilus e L. rhamnosus (STLR) em diferentes tipos
de leites (L1: leite + 0% de sacarose; L2: leite + 8% de
sacarose; L3: leite 15% so6lidos totais + 0% de sacarose;
L4: leite 15% soélidos totais + 8% de sacarose) apos 1 (a)
e 7 (b) dias de armazenamento a 4°C.

Observou-se efeito significativo da adicao de sacarose
e do aumento do teor de sodlidos totais do leite, bem
como da co-cultura empregada na firmeza dos leites fer-
mentados (p £ 0,05).

3.4 - Viabilidade das culturas

A viabilidade de S. thermophilus, L. bulgaricus,
L. acidophilus e L.rhamnosus pode ser vista na Figura 3.

O numero de S. thermophilus médio foi de 3,7x10°
UFC/mL e 6,2x10°UFC/mL ap6s 1 e 7 dias de armazena-
mento, respectivamente, predominando sobre o namero
de bactérias do iogurte e probidticas (Figura 3a). Segun-
do DAVE & SHAH [3] e VINDEROLA & REINHEIMER
[23] para culturas mistas de S. thermophilus e L.
acidophilus o primeiro predomina sob todas as condigoes
de culturas usadas.

a) S. thermophilus b) Bactérias Probiéticas
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FIGURA 3. Viabilidade de S. thermophilus e L. bulgaricus (LB)
e das probioticas L. acidophilus (LA) e L. rhamnosus (LR) em
4 diferentes tipos de leite (L1, L2, L3 e L4) fermentados
apos 1 (d1) e 7 (d7) dias de armazenamento a 4°C.

Observa-se que apos 1 dia de armazenamento
obteve-se, em meédia, 6,5x10” UFC/mL, 1,4x10°UFC/
mL e 1,8x10°UFC/mL de L. bulgaricus, L. acidophilus
e L. rhamnosus, respectivamente. Apos 7 dias, o name-
ro de bactéria probiotica média manteve-se estavel, en-
quanto de L. bulgaricus apresentou um ligeiro aumento

(Figura 3b). L. rhamonosus apresentou melhor viabilida-
de, como anteriormente verificado por NNGHSWONGER,
BRASHEARS & GILLILAND [9] e OLIVEIRA et al. [11].
Em todos os casos, a populacao foi superior ao sugeri-
do pela literatura [14, 23].

4 - CONCLUSOES

A adicao de sacarose e a padronizacao do leite afetam
significativamente o tempo para atingir pH 4,5 (TpH4,5)
dos leites fermentados pelas co-culturas Streptococcus
thermophilus e Lactobacillus acidophilus; Streptococcus
thermophilus e Lactobacillus rhamnosus. Os leites fermen-
tados por Streptococcus thermophilus e Lactobacillus
acidophilus mostraram pos-acidificacdo mais acentuada
apos 7 dias de armazenamento. Observou-se aumento
da firmeza com o aumento do teor de sacarose e de soli-
dos soluveis usando-se as co-culturas Streptococcus
thermophilus e Lactobacillus acidophilus ; Streptococcus
thermophilus e Lactobacillus rhamnosus. O nimero de bac-
térias probioticas foi superior ao sugerido pela literatura
e se manteve estavel apos 7 dias de armazenamento. O
numero de Streptococcus thermophilus predominou sobre
as demais culturas em todas as condicoes estudadas.
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