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RESUMO

Entende-se por fermentacdo o0s processos anaerdbios que tem por funcdo transformar uma
substancia em outra, produzido a partir de microrganismos, tais como bactérias e fungos, também
denominado de culturas laticas” ou fermentos. Estes microorganismos quando utilizados na
fabricacao de produtos alimenticios de consumo humano, acabam por ser benéficos a saude. Neste
trabalho foi avaliada a ativagdo fermentativa de Lactobacillus bulgaricus e Streptococcus
thermophilus, utilizados na fabricacéo de iogurte. Estes microrganismos atacam a lactose (aglcar do
leite) que acaba por liberar um acido, o qual juntamente com a caseina produz a coagulacdo. Esse
processo deve-se a agdo conjunta entre eles, quando encontrados em um meio especifico, ou seja,
quando utilizados em leite pasteurizado que apresente caracteristicas fisico-quimicas e
microbiolégicas adequadas. Verificou-se que quando as culturas de Lactobacillus bulgaricus e
Streptococcus thermophilus séo ativadas antes do processo inicial, acabam-se por reduzir o tempo da
fabricacdo do iogurte, sem que hajam alteracdes fisicas e quimicas que prejudiquem o produto final ,
portanto podendo gerar mais lucros .
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ABSTRACT

The fermentation is an anaerobic processes that transform a substance in other, produced in
microorganisms cultures, such as bacteria and mushrooms, also called lactic culture or ferments.
These microorganisms when used in the production of nutritious products of human consumption, it is
beneficial to the health. In this work, it was evaluated the activation of Lactobacillus bulgaricus and
Streptococcus thermophilus to fermentation process, used in the yogurt production. These
microorganisms attack the lactose (sugar of the milk), that making an acid, which together with the
casein, it produces the coagulation in milk. This process is due to action among the two components
of milk culture, when used in pasteurized milk, that presents characteristics physical-chemistries and
appropriate microbiologic. It was verified that when the cultures of Lactobacillus bulgaricus and
Streptococcus thermophilus are activated, before to the initial process, they finish for reducing the time
of the production of the yogurt, without physical and chemical alterations that harm the final product,
therefore could generate more profits.
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INTRODUCAO

De acordo com Tortora et al. (2005), durante a glicélise, ocorre a primeira
fase da fermentagdo do &cido latico. Assim, uma molécula de glicose é oxidada em
duas moléculas de acido pirtvico. Essa oxidagdo gera energia que € utilizada para



formar as duas moléculas de ATP, sendo que, em seguida as duas moléculas de
acido piravico sdo reduzidas por duas moléculas de NADH para formar duas
moléculas de acido latico, portanto, essa fermentacdo rende somente uma pequena
quantidade de energia. Dois importantes géneros de bactérias do &cido latico sao
Streptococcus e Lactobacillos. Uma vez que esse microrganismo produz somente
acido latico, eles sao referidos como homoléaticos. A fermentacdo do acido latico
pode resultar na deterioracdo de alimentos, contudo, o processo pode também
produzir iogurte a partir do leite. A fermentagdo € um processo de obtencdo de
energia utilizado por algumas bactérias e outros organismos. Ele ocorre com a
guebra da glicose em piruvato, que depois é transformado em algum outro produto,
como o é&lcool etilico e lactato, definindo fermentacdo alcodlica e lactica.
Respectivamente o fermento faz aumentar o volume da massa porque reage com o
aumento de temperatura, liberando CO, (SILVA et al.,1997).

Segundo Silva et al. (1997), no grupo das bactérias laticas incluem-se varios
géneros de bactérias aciduricas, as quais sdo produtoras de acidos laticos, gram-
positivas, catalase negativa e microaerofilas, sendo estas apresentadas nos
seguintes géneros: Lactobacillus, Leuconoctoc, Pediococcus, Estreptococcus,
Lactococcus e Enterococus. Estes sdo microrganismos importantes encontrados na
producdo de alimentos lacteos como: (iogurtes, leite fermentados, queijos e outros),
em determinado momento estes microrganismos podem ocasionar perdas de certos
tipos de alimentos, pois tem a capacidades de realizar o processo de acidificacéo,
ou seja, contribuem com os aumentos dos ions H*, ocasionando uma deteriorizacéo
desses alimentos.

Segundo a Instrugdo Normativa N° 16, DE 23 DE AGOSTO DE 2005
(MAPA), os produtos lacteos deverao conter uma concentracao de bactérias lacticas
estaveis e viaveis durante toda a data de validade, a empresa fabricante devera
comprovar a presenca desses padrdes através de laudos de analises realizados em
laboratoérios oficializados pela ANVISA.

Produtos como bebidas lacteas fermentadas e leites fermentados devem
conter uma quantidade igual ou superior a 10° UFC/g de bactérias laticas viaveis, ja
os iogurtes e queijos petit suisse esse contagem passa a 10’ UFC/g
(http://extranet.agricultura.gov.br/sislegisconsulta/servlet/VisualizarAnexo?id =7086 -
12/06/2008 —12:37 h).


http://extranet.agricultura.gov.br/sislegisconsulta/servlet/VisualizarAnexo?id%20=7086

De acordo com Laranja (2007), no Brasil a producao de leite vem crescendo
de forma acelerada, desde 1910 até 2005 houve um aumento de 70% , sendo que
esse crescimento tem atingindo uma porcentagem média de 3,5 % ao ano.

Sendo um alimento de importancia significativa na formacao corporea, o
leite € um dos alimentos mais importantes e completos presentes na vida do ser
humano e considerado um dos alimentos mais nutritivos existente atualmente, sendo
rico em muitas vitaminas e proteinas e possuindo 10 aminoacidos essenciais, assim
como &cidos graxos, imunoglobulinas e outros micronutrientes (PEREIRA et al.,
2001).

A qualidade dos produtos lacteos esta relacionado com a higienizacdo do
leite ordenhado (SA, 2004). No momento da producédo é que podem ocorre 0s
maiores focos de contaminacdo, caso a sala de ordenhacado e utensilios utilizados
nao esteja corretamente higienizados (SANTOS, 2008).

Conforme Aparecida et al. (2001), os microrganismos Sao seres
microscoépicos e podem ser encontrados em todos os ambientes, agua, ar, plantas,
animais e solos. O leite é pode ser considerado um meio de cultura propicio para
desenvolvimento de certos microrganismos contaminastes como, virus, leveduras,
mofos e coliforme fecal, pois apresenta em sua composicdo uma porcentagem alta

de agua e nutrientes.

MATERIAL E METODOS

Culturas de Streptococcus termophillus Sherman 1937 (Lactobacillales:
Streptococcaceae) e Lactobacillus bulgaricus Llia Metchnikoff 1910 (Lactobacillales
Lactobacillaceae), foram cultivadas em 1000 ml de leite pasteurizado, 3 amostras e
um grupo controle. Para tanto, utilizou-se bequer com capacidade para 1000 ml,
pHmetro digital (DM 20), pipeta volumétrica 10 ml, estufa de cultura (modelo 002
CB), Solucdo Dornic, fenolftaleina a 1% e leite in natura pasteurizado. Para esse
experimento foram pasteurizados 5000 ml de leite in natura, sendo posteriormente
transportados para 5 béqueres com capacidade de 1000 ml cada, um grama da
cultura latica, a qual permanecia em freezer com temperatura de -18°C. Foi passada
em um dessa amostra, recebendo o nome “solugcdo mae“. Essa por sua vez, teve a
fungéo de realizar a ativagédo das culturas. Outras 3 amostras foram usadas como

testes, recebendo 10 ml da “solucdo mée”, sendo que o teste 01 recebeu apds 30



minutos, teste 02 apdés 01:00 hora e teste 03 apds 01:30 horas, ja a amostra
controle permaneceu somente com o leite pasteurizado para certificar-se de que a
pasteurizagao teria sido eficaz, a cada 01:00 hora foram tomadas as medidas do pH,
acidez dornic e Quantidade de acido latico produzido. A andlise estatistica foi

realizada no Programa Estatistico Minitab for Windows (Release 11.13).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Verificou-se, de acordo com os resultados obtidos que, as bactérias
utiizadas nos ensaios, quando sdo ativadas antes de serem utilizadas na
fermentacdo do leite, acabam por ser mais ativas, quanto a fermentacéo, fato que
determina uma acidificacdo mais rapida do leite, produzindo maior quantidade de
acido latico, reduzindo o pH em menor tempo. Os resultados mostraram que o
tempo de fermentacao diminui, quanto maior for o tempo em que as bactérias ja se
encontram em atividade fermentativa (atividade fermentativa inversamente
proporcional ao tempo em que a bactéria encontra-se em atividade). Todos os 03
testes atingiram o pH desejado para a producdo de iogurte de 4,50, obtendo-se os
seguintes resultados: Ensaio 01 (Solugcdo mée); Ensaio 02 - 320 min.; Ensaio 03 -
300 minutos e Ensaio 04 em apenas 250 minutos. Tais resultados mostraram que
em culturas com maior tempo de ativacdo fermentativa, foi menor o tempo de
fermentacao, enquanto que o teste controle permaneceu com o0 mesmo pH do inicio
ao fim dos testes.

O ensaio realizado para obtencédo da “solucdo-méae” do fermento, obtido da
associacdo de Lactobacillus bulgaricus e Streptococcus thermophilus, atingiu o
ponto de fermentacdo ideal, com pH de 4,5 ap6s 120 minutos de incubacéo,
conforme pode ser verificada na Tabela 1 e comparada na Figura 1.

Tabela 1 — Obtencéo da “solucdo mae” a partir de 1000 ml de leite pasteurizado, com 1 grama de
Lactobacillus bulgaricus e Streptococcus thermophilus associados, incubados em faixa de 36°C.

Tempo de fermentacéo Variacao de Variagao de Variagao da % Temperaturas da
(em minutos) pH acidez Dornic Acido laticos / Fermentacéo
em (°C) litro em (°C)
(Inicio) 6,60 12,5 1,25 36,0
60 6,90 26,0 2,60 36,0
180 5,06 37,0 3,70 36,2
240 4,78 48,0 4,80 36,1

Término: 120 4,50 55,0 5,50 36,0




Posteriormente foi passado 10 ml da solu¢cdo mae para 1 litro de leite, sendo

obtido resultados conforme apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 — Variagdo de pH obtida na Fermentacdo de 1 litro de leite, incubada com 10 ml da
“solucao-mae”, apos 30 minutos de ativagédo, obtendo a solugéo 01.

Tempo de fermentacéo Variagéo de Variagéo de \(ariagéo da % Temperaturas da
(em minutos) pH acidez Dornic Acido laticos / Fermentacéo
em (°C) litro em (°C)
(Inicio) 6,60 14,0 1,40 36,0
60 6,53 16,0 1,60 36,0
120 6,40 19,5 1,95 36,2
180 6,01 32,0 3,20 36,1
240 4,92 42,0 4,20 36,0
320 4,55 46,0 4,60 36,0
Término: 320 4,50 50,0 5,00 36,0

Quando foi passado 10 ml da “solucdo mée”, obteve-se a Solucao 02, onde
foram observados os valores apresentados conforme Tabela 3, sendo que aos 300

minutos de ativagdo do fermento, foi obtido o pH de 4,5.

Tabela 3 — Variacédo de pH obtida na Fermentacéo de 1 litro de leite, incubada com 10 ml da “solucao
mae”, apos 60 minutos de ativacéo, obtendo-se a solucédo 02.

Tempo de fermentacéo Variacao de Variagao de \[ariagéo da % Temperaturas da
(em minutos) pH acidez Dornic Acido laticos / Fermentacéo
em (°C) litro em (°C)
(Inicio) 6,60 14,5 1,45 36,0
60 6,50 17,0 1,70 36,0
120 6,27 21,5 2,15 36,2
180 5,25 39,0 3,90 36,1
240 4,75 55,0 5,50 36,0
330 4,50 59,0 5,90 36,0
Término: 300 450 59,0 5,90 36,0

Apds 90 minutos de incubacdo, obteve-se os resultados conforme podem
ser verificados na Tabela 4, onde observou-se que a emulsédo do leite + fermento,
atingiu pH ideal para producdo de iogurte (pH igual a 4,5), ap6s 250 minutos de

ativacao, solucao 03.

Tabela 4 - Variacéo de pH obtida na Fermentacédo de 1 litro de leite, incubada com 10 ml da “solucao
mae”, apos 90 minutos de ativacdo, obtendo-se a solugao 03.

Tempo de fermentacéo Variagéo de Variagcao de Variagcdo da % Temperaturas da
(em minutos) pH acidez Dornic Acido laticos / Fermentacéo
em (°C) litro em (°C)
(Inicio) 6,60 15,5 1,55 36,0

60 6,48 16,5 1,65 36,0




120 6,37 22,0 2,20 36,2
180 5,33 40,0 4,00 36,1
240 4,54 50,0 5,00 36.0
270 4,50 58,0 5,80 36,0
Término: 250 4,50 58,0 5,80 36,0

Foi também retirado o grupo controle do leite pesquisado no presente
trabalho, onde foi verificado que a emulsédo encontrava-se estéril, pois ndo alterou o
pH, indicando a auséncia de microorganismos fermentadores, conforme pode ser

observado na Tabela 5.

Tabela 5 — Ensaio para grupo controle (sem adicdo do fermento), em amostra retirada do leite
pasteurizado utilizado nos experimentos.

Tempo de fermentacgéao Variacao de Variacdo de \[ariagéo da % Temperaturas da
(em minutos) pH acidez Dornic Acido laticos / Fermentacéo
em (°C) litro em (°C)
(Inicio) 6,60 15,0 1,50 36,0
60 6,60 15,0 1,50 36,0
120 6,62 15,0 1,50 36,2
180 6,61 15,0 1,50 36,1
240 6,60 15,0 1,50 36,0
270 6,60 15,0 1,50 36,0
Término: 340 6,60 15,0 1,50 36,0

O experimento conduzido em emulsdo de leite, o qual recebeu 10 ml de
solucdo mae (leite associado ao fermento Lactobacillus bulgaricus e Streptococcus
thermophilus, mostrou resultados diretamente proporcionais de pH em relacdo ao
tempo, pois quando analisados em Regressao Polinomial de 3 fatores, verificou-se
um valores estatisticamente significativos para o devido teste (com F=87,63; P<0,02;

r> = 0,99), conforme pode ser verificado na Figura 1.
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Figura 1 — Verificagdo da alteragcdo de pH (em Graus Dornic - °D), conforme tempo de fermentacdo
do leite, a partir de 10 ml da “solucédo mé&e” de Lactobacillus bulgaricus e Streptococcus thermophilus,
incubados em 36 °C (+ 1 °C)

Valores semelhantes também foram obtidos no segundo experimento, onde
a solucéo recebeu 10 ml da solucdo mae, apdés 30 minutos de ativacédo do fermento,
sendo verificado o valor do teste de regresséo com valor altamente significativo (F =
67.99; P<0,02; r* = 0,99), conforme verifica-se na Figura 2.
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Figura 2 — Verificacdo da alteracdo de pH (em Graus Dornic - °D), conforme tempo de fermentag&o
do leite, a partir de 10 ml da “solucdo méae” de Lactobacillus bulgaricus e Streptococcus thermophilus,
incubados em 36 °C (+ 1 °C).

O terceiro ensaio também mostrou valores semelhantes para andlise de

Regressao, a qual recebeu 10 ml da solugdo mae, apos 60 minutos de ativacdo do

fermento, podendo ser verificado que o valor do teste de regressao apresentou valor



altamente significativo (F = 76:67 P<0,02; r* = 0,99), conforme pode ser verificado na

Figura 3.
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Figura 3 — Verificagéo da alteracdo de pH (em Graus Dornic - °D), em regressao polinomial, conforme
tempo de fermentacdo do leite, a partir de 10 ml da “solucdo méae” de Lactobacillus bulgaricus e
Streptococcus thermophilus, incubados em 36 °C (+ 1 °C)

Resultado muito interessante, foi verificado quando os dados obtidos nos
trés experimentos foram analisados em Regresséao Linear, indicando alta correlacéo
negativa (Correlagcdo de Pearson = -0,996), indicando que o valor para o tempo de
fermentacdo torna-se menor, conforme aumenta-se 0 tempo de ativacdo das
bactérias fermentadoras (valores inversamente proporcionais). O valor observado
para a Regressdo Linear mostrou valores estatisticamente significativos para a
analise de Regressao Linear (F = 120,33; P<0,05), conforme pode ser observado na

Figura 4.
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Figura 4 — Verificacdo da alteracdo de pH (em Graus Dornic - °D), em regressdo polinomial,
conforme tempo de fermentacéo do leite, com auséncia de Lactobacillus bulgaricus e Streptococcus
thermophilus, incubados em 36 °C (+ 1 °C)




CONCLUSAO

Os resultados obtidos, conforme ensaios realizados mostraram que o
tempo de fermentacdo diminuiu gradativamente, tendo um desenvolvimento mais
rapido nas culturas, reduzindo o pH em menor tempo, se utilizadas bactérias laticas
ja ativadas previamente. No entanto, foi observado também, durante os trés
ensaios, que os padrdes fisicos e quimicos mostraram variagdes de acidez Dornic e
% de acido latico do produto final insignificante, consistindo este, um importante
fator a ser considerado na producdo de iogurtes, pois verifica-se que tal fator é
responsavel por manter a qualidade do sabor, aroma, textura e viscosidade ao
término da fabricacdo dos iogurtes, lembrando que durante o processo da
fermentacdo a produgdo também necessita de um menor tempo de exposi¢cdo a
determinados tipos de contaminaces microbiologicas, considerando que possam
estar presentes no ambiente. Assim o produto podera ser disponibilizado no
mercado com maior tempo na prateleira, atendendo assim, uma maior demanda no
mercado, gerando maior lucratividade, sem que o produto perda as suas

qualidades.
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