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Resumo

E sabido que iogurte possui grande aceitagdo sensorial por parte da populagdo, além de apresentarem
certo valor nutricional e possuirem uma elaboragao relativamente simples. A fermentagdo, processo
crucial para a obten¢do desse produto, normalmente ¢ realizada pelos microrganismos Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus e Streptococcus thermophilus, podendo haver adicdo de outras culturas
para diferenciacao tecnologica do produto. A relagcdo simbidtica entre essas bactérias ¢ importante para
o desenvolvimento do sabor e da textura caracteristicos do iogurte, sendo que a propor¢do entre as
culturas utilizadas influi diretamente sobre sua atividade metabolica no meio, o que consequentemente
refletird nas caracteristicas do produto final. Dessa forma, este estudo objetivou avaliar o impacto de
diferentes proporcoes de cultura contendo L. bulgaricus e S. thermophilus no processo de acidificagao
do meio, visando identificar aquela propor¢do na qual se obteria um melhor desempenho durante a
fermentacdo do leite para a produgdo de iogurte. Foram elaborados iogurtes utilizando-se trés diferentes
propor¢des de cultura iniciadora: 1:1 (TA), 1:2 (TB) e 1:3 (TC), contendo Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus e S. thermophilus, respectivamente. O acompanhamento do pH foi realizado a cada
hora ap6s a inoculagdo da cultura. O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado. A média dos resultados foram submetidas a andlise de variancia e posteriormente ao Teste
de Tukey. O tratamento TC conseguiu reduzir o pH do leite de 6,6 para 4,6 entre 4 h e 5 h de
fermentagdo, indicando uma acidificagdo adequada do meio, sendo esta a propor¢ao de melhor
desempenho dentre as avaliadas. Esse achado pode ajudar a otimizar processos de fermentacdo e

melhorar a qualidade da produgao de iogurte.
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Introducio

O iogurte ¢ definido pela legislacao brasileira como um produto cuja fermentacao latica €
realizada através da acao de Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus e Streptococcus thermophilus
sobre o leite integral, desnatado ou padronizado, podendo ser adicionado de outras culturas laticas
visando o desenvolvimento de demais caracteristicas desejaveis ao produto final (BRASIL, 2007).

Um dos produtos lacteos fermentados mais populares existentes no mercado, o iogurte vem
atraindo ainda mais atencdao ultimos anos em decorréncia da sua associagdo com probidticos,
destacando-o como um alimento funcional. A bebida ¢ rica em proteina, célcio, riboflavina e vitaminas
do complexo B, além de, em alguns casos, conter probidticos, o que deixa a bebida com um valor
nutricional superior ao proprio leite (TBCA, 2023). A demanda por este produto tem crescido diante da
procura de alimentos com beneficios nutricionais e que promovam a satde (GARCIA-BURGOS et al.,
2020).

Sendo um alimento de fécil digestdo, algumas variedades de iogurte contribuem para a
manutengdo da microbiota intestinal, além disso, a a¢do das bactérias laticas presentes no produto
possibilita uma melhor digestao e facilitam a absor¢do de nutrientes. Produzem também, durante seu
metabolismo, o 4cido lactico, que confere acidez desejavel, favorecendo a protecao natural do produto,
inibindo o crescimento de patogenos (CIRIBELIL; CASTRO, 2011).

A acidificagdo do leite por fermentagdo, além de ser um dos métodos mais antigos de
preservacao desse alimento, ¢ também o fator responsavel por proporcionar as caracteristicas texturais
e organolépticas tradicionais do iogurte. Existem muitos métodos diferentes de realizar esta fermentacao
e estes dao origem a uma variedade de produtos lacteos fermentados, incluindo kumiss, kefir, leite
acidofilo e iogurte (BINTSIS; PAPADEMAS, 2022).

O processo fermentativo normalmente ocorre com a adi¢ao de Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus e Streptococcus thermophilus, Lactococcus lactis ou Lactobacillus plantarum.

O Streptococcus thermophilus ¢ um microrganismo gram-positivo, em forma de cocos, aerobio
facultativo, que fermenta a lactose fornecendo como principal produto o acido latico. E uma bactéria
acidofila e termofilica cuja temperatura 6tima de crescimento esta em torno de 37 a 45 °C, podendo
resistir a até 60 °C (RAULT; BOUIX; BEAL, 2009). E uma das principais espécies utilizadas nas
industrias de laticinios, tendo uma grande relevancia para a producdo de iogurte, mussarela e alguns
tipos de queijos. Seu potencial tecnoldgico estd relacionado a capacidade de acidificacdo, efeitos
desejaveis na textura e sabor de produtos lacteos por meio do metabolismo do aglcar presente no leite,
protedlise e produgdo de metabolitos importantes — tais como acetaldeido, exopolissacarideos e

vitaminas (MARKAKIOU et al., 2020).
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O Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus ¢ uma bactéria gram-positiva, em forma de
bastonetes, anaerdbia facultativa, capaz de fermentar a lactose em uma temperatura 6tima de 42 °C. E
amplamente conhecido e utilizado pela industria laticinista para a producao de iogurte contribuindo,
dentre outros fatores, com a produ¢ao de compostos organicos volateis, incluindo aldeidos, cetonas e
hidrocarbonetos, resultando no bom sabor do iogurte (TEIXEIRA; ALMEIDA, 2014).

A simbiose entre essas duas espécies € essencial para o processo de fermentagdo do leite na
producdo de iogurte; esses microrganismos sao comumente referidos como “culturas iniciadoras”,
podendo ser adicionadas de culturas probioticas, desempenhando papéis complementares durante a
fermentagdo (RAHMAN; ZAHANGIR ALAM; MUKTA, 2016). Ainda que cada bactéria tenha a
capacidade de realizar a fermentacdo do leite de forma independente, produzindo outros tipos de leites
fermentados, elas também sdo capazes de estabelecer uma protocooperagdo entre si por meio da troca
de metabolitos (ZOURARI; ACCOLAS; DESMAZEAUD, 1992), resultando em um tempo reduzido
de fermentacao.

Essas espécies sdo selecionadas devido as suas caracteristicas metabolicas e capacidade de
fermentagdo, que contribuem para a obtengao das caracteristicas desejadas no iogurte final. Yu, Yu e
Jin (2021) e Pérez et al. (1991), propuseram que a relacdo simbidtica entre S. thermophilus e L.
bulgaricus desempenha um papel fundamental na producio de iogurte e queijo, devido a redugdo do
tempo de fermentagdo. Na fermentacdo de alimentos, culturas mistas de diferentes espécies microbianas
interagem entre si. Essas interagdes podem ser neutras, positivas ou negativas para as cepas envolvidas.
As interacdes microbianas benéficas sao chamadas de interagdes mutualisticas (BOUCHER; JAMES;
KEELER, 1982).

A relagdo cooperativa das bactérias € caracterizada pelo fornecimento de acido férmico por S.
thermophilus, aumentando o pH do meio e estimulando o Lactobacillus bulgaricus que, por sua vez,
disponibiliza aminoacidos e peptideos através da protedlise da caseina, contribuindo para uma segunda
onda de crescimento para S. thermophilus. Através desses processos as bactérias favorecem uma a outra
e, juntas, promovem a fermenta¢do do leite em um menor tempo (HORIUCHI; SASAKI, 2012;
YAMAUCHI et al., 2019; YAMAMOTO et al., 2021).

Geralmente a relacdo de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e S. thermophilus no
iogurte € de 1:1 ou 1:2; o efeito de diferentes propor¢des tem despertado o interesse para a industria de
produtos lacticos, apesar disso, hd poucos estudos relacionados a tematica (DAN et al., 2023).

E relatado na literatura cientifica que culturas mistas de L. bulgaricus e S. thermophilus
apresentam uma boa taxa de sobrevivéncia apds o processo fermentativo (AMANI; ESKANDARI;
SHEKARFOROUSH, 2016; DAN et al., 2023; HAMDY et al., 2021; POPOVIC et al., 2020; SANTOS,

2019), o que ¢ algo desejavel, visto que o consumo dessas bactérias laticas traz efeitos positivos ao
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organismo humano. Por outro lado, o L. bulgaricus possui capacidade de crescer em baixa temperatura,
tal qual a de armazenamento (refrigeracdo), tornando o meio ainda mais 4cido pelo metabolismo da
lactose. O problema reside no fato de que a pos-acidificacao no produto final pode afetar a manutengao
das caracteristicas probidticas — uma vez que a diminui¢do do pH interfere no desenvolvimento
microbiano — e organolépticas (excesso de desenvolvimento do sabor azedo) do iogurte (DESHWAL et
al., 2021).

O L. bulgaricus ¢ um dos principais microrganismos responsaveis pela pos-acidificacdo em
1ogurtes devido a sua capacidade de desenvolvimento em temperaturas de refrigeracao e a sua tolerancia
ao pH &cido do meio (TEIXEIRA; ALMEIDA, 2014). Como a simbiose desse microrganismo com S.
thermophilus ¢ muito explorada para a producdo de iogurtes, nota-se a necessidade de controle do
crescimento de L. bulgaricus no produto, pois S. thermophilus € inibido pela diminui¢ao do pH.

A proporg¢ao utilizada em uma cultura mista desses microrganismos auxilia na questao da pos-
acidificacdo quando a concentracdo de L. bulgaricus € inferior, visto que ao final da acidificagdo a
quantidade de células sera menor, diminuindo seu poder de pos-acidificacdo (DAN et al., 2017). Fato
¢, que a industria fabricante de culturas laticas costuma fornecer produtos com proporgdes maiores de
S. thermophilus em detrimento de L. bulgaricus, a depender das caracteristicas do produto final
desejadas pelo cliente, que melhor se adaptam a sua producdo (a exemplo: 1:2, 3:2), apresentando um
tempo de fermentacao variavel, em torno de 4 a 6 h.

O tratamento térmico do leite constitui-se como um dos parametros de processamento de elevada
relevancia que exerce impacto sobre o crescimento associativo de L. bulgaricus e S. thermophilus. Além
disso, ¢ amplamente estabelecido que a aplicacdo de temperaturas elevadas no tratamento térmico do
leite resulta em desnaturacao consideravel das proteinas do soro, ocasionando alteracdes significativas
na firmeza e viscosidade do iogurte, bem como reduzindo a ocorréncia de sinérese em comparagao com
o iogurte produzido a partir de leite ndo submetido a aquecimento (LUCEY; SINGH, 1997). No entanto,
a principal razao para o tratamento térmico do leite ¢ aprimorar as propriedades de textura dos géis
acidos (MULVIHILL; GRUFFERTY, 1995).

Este estudo teve como objetivo avaliar o tempo de fermentacdo do leite para fabricacdo de

iogurte, utilizando culturas liquidas contendo proporg¢des diferentes de L. bulgaricus e S. thermophilus.

Material e Métodos

O presente trabalho foi desenvolvido no laboratério de Tecnologia de Produtos de Origem
Animal do Centro de Pesquisa em Ciéncias Agrarias (CPCA) do Instituto de Ciéncias Agrarias da

Universidade Federal de Minas Gerais (ICA/UFMG).
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Foram elaborados iogurtes (Figura 1) utilizando-se trés propor¢des diferentes da cultura liquida
termofilica contendo Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e Streptococcus thermophilus, a saber:

1:1;1:2 e; 1:3.

Figura 1 - Fluxograma de fabrica¢ao do iogurte

2L Leite pasteurizado padronizado (3% gordura)
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'
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Fonte: Dos autores, 2023.

Foram utilizadas culturas ativas de S. thermophilus e L. bulgaricus cultivadas separadamente e
mantidas no laboratério de Tecnologia de Produtos de Origem Animal do CPCA. Para os tratamentos
foram inoculadas trés proporcdes diferentes das duas bactérias. A andlise de pH foi feita nos tempos 0;
1; 2; 3; 4; 5 ¢ 6 h apds a inoculacdo da cultura. O experimento foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado (DIC) com trés repeticdes. As médias dos resultados foram submetidas a
analise de varidncia e posteriormente ao Teste de Tukey a 5% de probabilidade, pelo software R
(RSTUDIO, 2022). Embora os dados sejam quantitativos, ¢ valido o uso do teste de Tukey uma vez que
o mesmo foi aplicado isoladamente em cada tempo de fermentacdo, ndo tendo assim importancia a

fermentagdo ao longo das 6 h.

Resultados e discussao

S. thermophilus e L. bulgaricus sdo bactérias gram-positivas, sem mobilidade e catalase

negativa. A espécie S. thermophilus tem capacidade de metabolizar apenas a glicose presente na lactose,
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enquanto a galactose ¢ liberada no meio, possui baixa producdo de acido, consequentemente coagulo
fraco (CHANDAN; O’RELL, 2006).

A producdo de acido latico reduz o pH do leite, resultando na desestabilizacdo das micelas de
caseina ao atingir seu ponto isoelétrico — quando o pH chega a valores proximos de 5,1 —, sendo o
processo finalizado quando o pH atinge 4,6 (VAN DE WATER, 2003). De acordo com os resultados
da Tabela 1 e Figura 1, observa-se que durante a primeira hora de fermentagcdo, TB e TC demonstraram
maior capacidade de producdo de acido latico quando comparado a TA. Ao final da terceira hora de
fermentagao, TC apresentou maior producao de acido quando comparado aos demais tratamentos. Apos
seis horas de fermentacdo, os tratamentos TB e TC atingiram a faixa ideal de pH para iogurte (4,5 —

4,3), o que ndo aconteceu com TA.

Tabela 1 - Médias dos resultados de pH em funcao das diferentes proporcdes de fermento na elaboracao
de iogurte.

Média das trés repeti¢des pH

Proporgao n
Oh 1h 2h 3h 4h 5h 6h
TA (1:1) 3 6,63° 6,217 6,01° 5,712 533% 4,98° 4,68°
TB (1:2) 3 6,63? 6,09° 5,81° 5,40° 5,01° 4,64° 4,47°
TC (1:3) 3 6,63° 6,05° 5,64° 5,26° 4,84¢ 4,51¢ 4,34¢

Fonte: Dos autores, 2023.

Legenda: Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey a 5%.

TA: (1:1) Lactobacillus delbruecki subsp. bulgaricus: Streptococcus thermophilus; TB: (1:2) Lactobacillus delbruecki
subsp. bulgaricus: Streptococcus thermophilus; TC (1:3) Lactobacillus delbruecki subsp. bulgaricus: Streptococcus
thermophilus.

Pode-se observar também que o decréscimo do pH durante a fermentagdo ocorreu de forma mais
intensa durante a primeira hora de fermentagdo para todos os tratamentos, o que difere de estudo
conduzido por Van de Water (2003), em que a maior producao de dcido ocorreu a partir de quatro horas
apos o inicio da fermentagao.

E importante ressaltar que durante o processo de fermentagio, assim como ha produgao de acido
latico, ha também a producdo de compostos volateis aromaticos pelas culturas laticas, que sdo
imprescindiveis para a caracterizagao do iogurte € de outros derivados do leite. Se o acompanhamento
do nivel de acidez ¢ um indicativo da velocidade do metabolismo da lactose presente no meio para a
produgdo desses compostos, entdo uma acidificagdo lenta implica também em uma baixa producdo de
substancias de interesse tecnologico referentes as caracteristicas do produto final — tais como textura,
sabor ¢ aroma —, fato indesejavel para o processo (BINTSIS, 2018; HATTI-KAUL et al., 2018;
NAJERA-DOMINGUEZ et al., 2014; RUIZ et al., 2023).
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Figura 1 - Variagdo do pH durante o processo de fermentacao
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Fonte: Dos autores, 2023.

Pode-se apontar a acidificacdo como o principal objetivo da adicao de culturas starters (assim
chamadas por iniciarem a fermentacao ap6s tratamento térmico) ao leite, pois a diminui¢do do pH inibe
a atividade de microrganismos patogénicos, aumentando a viabilidade do produto, entre outros
beneficios (BARTH, 2014). Logo, o baixo desenvolvimento de acidez ¢ um problema que pode
inviabilizar a produg¢do de iogurte.

O tratamento que apresentou maior producao de acido durante o processo de fermentacao foi o
TC (1:3), composto por uma propor¢cdo de uma parte de L. bulgaricus para trés partes de S.
thermophilus. Em geral, o tempo de decaimento do pH iogurte foi inversamente proporcional a
concentragdo de S. thermophilus empregada, sendo o menor tempo aquele apresentado por TC (1:3) e
o maior tempo o apresentado por TA (1:1). Durante todo o tempo de fermentagdo os trés tratamentos
conseguiram produzir acido o suficiente para reduzir o pH de forma a coagular o leite adequadamente.

Ressalta-se que a propor¢ado 1:3 ja ¢ utilizada atualmente pela industria de alimentos no processo
de fabricagdo de iogurte, se apresentando vidvel comercialmente. O presente estudo vem a corroborar
esse fato.

A juncao de S. thermophilus e L. bulgaricus resulta em uma taxa de acidificagdo rapida. Essa ¢
uma importante caracteristica para a industria ao escolher uma cultura iniciadora, pois a velocidade de
fermentacdo ¢ determinante para o custo de produgdo e desenvolvimento do produto, quanto maior a
velocidade de reducao do pH menor serd o tempo de fermentagao (TAMIME, 2006; LIU et al., 2016).

A simbiose entre L. bulgaricus e S. thermophilus mostrou-se crucial para a fermentacao eficiente
do leite na producao de iogurte. A propor¢ao de 1:3 de L. bulgaricus para S. thermophilus (TC) resultou

em uma reduc¢ao satisfatéria do pH em menor tempo do que os outros dois tratamentos, indicando um
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bom desempenho dessa proporc¢do para a acidificacdo do leite. Esse resultado ¢ de grande relevancia,
pois o pH adequado ¢ fundamental para o desenvolvimento das caracteristicas sensoriais desejadas no
iogurte (RAULT; BOUIX; BEAL, 2009).

O tempo de fermentagao dessas espécies microbianas ¢ desfavorecido quando sozinhas. Yu, Yu
e Jin (2021) constataram que S. thermophilus necessita de 12 h para atingir um pH ideal (=4,5) para
elaboracdo de iogurte, enquanto L. bulgaricus precisaria de pelo menos 24 h para realizar o processo
nas mesmas condig¢des.

Dan et al. (2023) analisaram diferentes propor¢des de L. bulgaricus e S. thermophilus para a
elaboracdo de iogurte, sendo elas: 1:1 (Al), 1:10 (A2), 1:100 (A3), 1:1000 (A4) e 1:2000 (AS).
Avaliando o tempo de fermentagdo dos tratamentos testados, A1 demonstrou um tempo igual a 6,5 h —
resultado semelhante ao tratamento TA (1:1) realizado no presente estudo, sendo este 0 menor tempo
de fermentacao obtido em fung¢do das diferentes propor¢des de microrganismos, mas ainda semelhante
ao tratamento controle (cultura mista obtida comercialmente). A tendéncia dos tratamentos foi de
aumento progressivo do tempo de fermentagdo, sendo que o tratamento A4 obteve o maior tempo, 8 h.
O tratamento A5 apontou uma diminui¢ao do tempo com relagdo a A4, o que pode indicar uma
correlagdo nao linear entre a proporcao de bactérias e o tempo de fermentacao do produto. Assim, a
faixa de proporcao 1:1 (Al) a 1:10 (A2) apresentou os melhores tempos de acidificagdo, o que difere
do presente estudo, em relacdo a propor¢ao 1:1, uma vez que TA (1:1) ndo atingiu a faixa de pH
adequada.

Yang et al. (2022) realizaram um estudo onde foi utilizada a propor¢ao de L. bulgaricus/S.
thermophilus de 1:1000 e obtiveram um tempo de fermentacao (7,5 h) condizente com Dan et al. (2023).
Eles também avaliaram a pos-acidificagcdo nessa proporcao, encontrando uma baixa capacidade de
redu¢do do pH do produto apods 21 dias de armazenamento. Em outro estudo, Dan et al. (2017), ao
estudar a influéncia da propor¢ao microbiana na producao de compostos de importancia tecnologica,
chegou a conclusdao de que o tratamento 1:1000 se destacou com relacdo a produgdo de compostos
aromaticos importantes para o perfil organoléptico do iogurte. Embora seja reportado na literatura que
essa propor¢do apresenta um maior tempo de fermentagdo em comparagdo com outros tratamentos
(como por exemplo 1:1, 1:10 e 1:100), para a escolha de uma combinagao ideal ¢ importante levar em
consideragdo o impacto dessa nas caracteristicas finais do produto, para a preservacdo/melhoramento
de seu perfil sensorial, visto que este ¢ um importante fator para a preferéncia do publico consumidor
pelo produto.

Uma cultura mista adequadamente balanceada ¢ a chave para assegurar a qualidade tecnolédgica

do produto final, uma vez que a proporcao das bactérias laticas influencia ndo s6 no tempo de
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fermentacdo, mas também nos perfis de acidos, compostos aromaticos e polissacarideos que auxiliam
nas caracteristicas fisico-quimicas do produto (DAN et al., 2017).

Os resultados desse estudo fornecem insights valiosos para otimizar o processo de fermentagao
do leite na producdo de iogurte, levando em consideracdo a simbiose entre L. bulgaricus e S.
thermophilus. Trabalhos futuros podem explorar outras varidveis, como tempo de fermentacdo e
temperatura, e também a relacdo das diferentes proporgdes das bactérias nas caracteristicas sensoriais

do iogurte, a fim de aprimorar ainda mais o processo ¢ a qualidade do iogurte produzido.

Conclusao

No presente estudo foi observado que o tratamento que obteve melhor resultado no tempo de
fermentagdo foi o TC (1:3) composto por uma proporc¢ao de uma parte de Lactobacillus bulgaricus para
trés partes de Streptococcus thermophilus. Mais estudos com enfoque na tematica podem auxiliar na
otimizacdo do processo de elaboracdo de iogurtes, reduzindo custos e melhorando as caracteristicas
organolépticas do alimento, uma vez que alteragdes na cultura starter influenciam na concentracao dos

compostos de identidade do produto final.
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