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RESUMO

FERNANDES, Simone Souza. Monitoramento da microbiota de logurtes comerciais. 2011.
p.40. Dissertacdo de Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos. Instituto de Tecnologia,
Departamento de Tecnologia de Alimentos, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro,Seropédica, RJ, 2011.

logurte é um leite fermentado resultante de uma interacdo microbiana mutualista entre as
bactérias lacticas Streptococcus thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus.
Para que a qualidade do iogurte seja garantida o nimero de células destes dois
microrganismos individualmente, ndo deve ser inferior a 1x10" por grama, portanto uma
proporc¢do relativa de lactobacilos e estreptococos de 1:1 sendo a proporcdo 1:2 também
aceita. Durante o armazenamento dos iogurtes expostos para venda podem ocorrer pos-
acidificacdo e modificacdo na propor¢do dos dois microrganismos. Os objetivos desta
pesquisa foram avaliar iogurtes de quatro diferentes fabricantes as quais foram denominados
A, B, C, D quanto ao numero e equilibrio entre as duas bactérias lacticas durante o
armazenamento, € a0 mesmo tempo determinar as caracteristicas fisico-quimicas (pH e
acidez) e contagem de bolores e leveduras. Para tanto, adotou-se duas faixas de avaliacéo,
faixa | (até 20 dias de fabricacdo) e faixa Il (apds 20 dias). Foi observada melhor
recuperacdo L. delbruckii subsp. bulgaricus e S. thermophilus, respectivamente com o0s
meios LB e M17 que foram usados para determinacdo da proporcdo relativa dos dois
microrganismos. Foi verificado um desequilibrio no numero de lactobacilos que foi inferior
ao de cocos e, considerado inadequado, em duas das quatro marcas comerciais. Nos iogurtes
da marca A houve reducao significativa no nimero de lactobacilos da faixa | para faixa Il
levando a um aumento na proporcao de cocos relativa ao de bacilos. Nos iogurtes dos trés
outros fabricantes ndo houve diferenca significativa nas contagens de cocos ou de
lactobacilos de uma faixa para outra. Também ndo foi observada diferenca significativa de
acidez e pH relacionados ao tempo de prazo comercial nas faixas I e Il nas quatro marcas de
iogurte analisadas. A acidez dos iogurtes do fabricante D foi significativamente mais elevada
(P<0,05) que a dos demais, embora ndo tenha resultado em maior reducdo de pH nestes
produtos. Todas as amostras analisadas estavam em conformidade com a legislacdo vigente
no que se refere a0 minimo exigido de bactérias laticas totais que é de 1x10’ UFC/mL.
Também estavam em conformidade com relacdo a acidez, pH e contagem de bolores e
leveduras.

Palavras-chave: leite fermentado, Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus, poés-acidificacao
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ABSTRACT

FERNANDES, Simone Souza. Monitoring lactic microbiota in commercial yogurts.
2011. p.40. Dissertation in Food Science and Technology. Institute of Technology, Department
of Food Technology, Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, 2011.

Yogurt is a fermented milk resulting from a mutual interaction between the lactic acid
bacteria Streptococcus thermophilus and Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus. For
yoghurt quality assurance, the cell numbers of each microorganism, should not be less than
1x10’per gram, therefore a relative ratio lactobacilli and streptococci should be 1:1, although
a 1:2 ratio is also accepted. During storage of yoghurt exposed for sale, post-acidification
may occur, changing the ratio of the two microorganisms. The objectives of this research
were to evaluate yoghurts of four different manufacturers named A, B, C and D, in relation
to the number and balance between streptococii and lactobacilli during the storage and its
relation with acidity and pH. In this way, yoghurts with up to 20 days of manufacturing
(band 1) and more than 20 days (band Il) were evaluated. Better recovery of L. delbruckii
subsp. bulgaricus and S. thermophilus was observed with LB and M17 media respectively,
which were used to determine the relative ratio of the two microorganisms. An imbalance in
the lactobacilli numbers which were lower than that of streptococci was verified and
considered inadequate, in two out of four commercial brands. In yoghurts from the
manufacturer A, there was a significant reduction in the number of lactobacilli from band I to
band 1l leading to an increase in the relative ratio of streptococii to lactobacilli. There was no
significant difference in the counts of streptococci or bacilli from one band to another with
the other three brands of yoghurts. The acidity of yoghurts from manufacturer D revealed
significantly higher (P< 0.05) than the others, although it did not result in an increased pH
reduction. All samples attended the legislation in relation to total lactic acid bacteria counts,
acidity, pH and mould and yeast count.

Keywords: fermented milk, Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus, post-acidification
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1 INTRODUCAO

O iogurte é o mais antigo produto lacteo fermentado, estando presente na alimentagéo
humana desde os tempos mais remotos, quando a fermentagéo era utilizada unicamente na
conservacéo do leite.

Devido ao grande numero de novos produtos alimenticios e a tendéncia atual de
ingerir produtos naturais, a producdo e o consumo mundial de iogurte tém crescido. A
elaboracdo do iogurte é uma técnica que se expande cada vez mais no mundo inteiro, do
preparo simples, que atualmente vem se transformando em um processo bastante sofisticado.
Este produto é classificado como leite fermentado sendo definido pelo Regulamento da
Inspecdo Industrial de Produtos de Origem Animal — Instrucdo Normativa N°46 (BRASIL,
2007), como sendo o produto adicionado ou ndo de outras substancias, obtido por coagulacéo
e diminuicdo do pH do leite ou outros produtos lacteos, por fermentacdo lactica mediante a
acdo proto-simbiotica de Lactobacillus delbrueckii subsp bulgaricus e Streptococcus
thermophilus, aos quais podem ou ndo acompanhar, de forma complementar outras bactérias
acido-lacticas.

Lactobacillus delbrueckii subsp bulgaricus e Streptococcus thermophilus exibem uma
relagio mutualista durante o processo fermentativo de producdo do iogurte, produzindo,
portanto, mais &cido latico na forma de cultura mista, do que isoladamente e maior
desenvolvimento de sabor e aroma, importantes para a producéo de iogurtes.

Este produto requer o controle adequado de uma série de condicdes desde o seu
processamento até sua comercializacao, para que se tenha assegurada a qualidade do iogurte e
consequentemente a satde do consumidor.

E de suma importancia que exista um balanco adequado entre as contagens de
lactobacilos e estreptococos, pois a predomindncia de qualquer uma das especies pode
acarretar em defeitos no produto final. O monitoramento da contaminacdo por bolores e
leveduras também é importante, pois podem causar alteracdes de sabor, cor e estufamento das
embalagens nas prateleiras.

Outro fator importante para a qualidade de iogurtes esta relacionado a sua acidez, que
se altera durante o armazenamento, dependendo da acidez inicial e da temperatura de
producéo e estocagem.

Qualquer produto comercial alimenticio deve, por legislacdo, ser armazenado em
condicBes adequadas que garantam a manutencdo das caracteristicas originais do produto.
Portanto, a qualidade passou a ser considerada a chave para o sucesso em qualquer ramo da
atividade como forma de manter a competitividade. E, o consumidor tem se mostrado cada
vez mais exigente e consciente ao adquirir um produto, no que diz respeito a embalagem, a
composicao e valor nutricional da matriz alimenticia.

Considerando-se que, o iogurte requer condicGes adequadas de armazenamento, para
manutencdo das propriedades nutricionais, sensoriais e microbioldgicas, justifica-se a
importancia deste trabalho.

A presente pesquisa teve como objetivo verificar a proporcdo de Lactobacillus
delbrueckii subsp bulgaricus e Streptococcus thermophilus, em iogurtes naturais e integrais
de quatro diferentes fabricantes no decorrer do armazenamento nas goéndolas dos
supermercados correlacionando com suas caracteristicas fisico-quimicas.



2 OBJETIVOS

2.1  Objetivo geral

Avaliar o nimero e o equilibrio entre Lactobacillus delbrueckii subsp bulgaricus e
Streptococcus thermophilus em iogurtes de diferentes fabricantes no decorrer do
armazenamento correlacionando com suas caracteristicas fisico-quimicas.

2.2 Objetivos especificos

e Analisar amostras de quatro marcas de iogurtes, em diferentes tempos de
fabricacdo classificados em faixa | (até 20 dias) e faixa Il (mais de 20 dias)

e Realizar a contagem diferenciada de lactobacilos e estreptococos presentes nas
amostras durante a validade comercial do produto, em diferentes meios de cultura.

e Verificar a presenga de bolores e leveduras nas amostras de iogurtes analisadas.

e Avaliar a acidez e pH das amostras.

3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 Leite

Conforme o Regulamento de Inspecdo Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem
Animal (RIISPOA, 1952), entende-se por leite como o produto oriundo da ordenha completa,
ininterrupta, em condicgdes de higiene, de vacas sadias, bem alimentadas e descansadas, sendo
que o leite de outros animais deve ser especificado de acordo com a sua espeécie.

O Brasil apresenta producdo e exportacao significativa de leite, atingindo em 2002 a
margem de 20.400 milhGes de litros de leite produzidos com exportacdes de cerca de 184,8
milhdes de litros (EMBRAPA, 2002), além de ser o quinto pais em consumo de leite fluido,
com cerca de 70 Kg/ pessoa em 2004 (LACTEA BRASIL, 2011).

Segundo Fernandes (2005), leite é a principal matéria prima utilizada pela industria de
laticinios, apresentando excelentes qualidades nutricionais devido a sua constituicdo rica em
proteinas, célcio, fésforo, magnésio e vitaminas A, riboflavina e niacina, sendo considerado o
“alimento mais proximo da perfei¢ao”.

Os derivados lacteos sdo distribuidos em varios segmentos englobando as bebidas
lacteas, leites fermentados, queijos processados, queijos petit suisse e iogurtes (REVELLION,
2011).

3.2  Fermentacdo Latica

A fermentacdo latica é realizada pelas bactérias pertencentes ao grupo latico ou
bactérias laticas. Fazem parte deste grupo os seguintes géneros bacterianos: Lactobacillus,
Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus, Lactococcus, Enterococcus, Carnobacterium e
Vagococcus. Nessa fermentacdo hé producdo de acido latico, podendo ser do tipo homolatica,
com maior quantidade desse componente em relagdo aos demais produtos formados, como o
diacetil, etanol e CO,, ou heterolatica, quando as propor¢fes desses produtos sao,
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praticamente, as mesmas. As bactérias homofermentadoras, quando metabolizam pentoses
podem mudar o padrdo de fermentagdo produzindo além de &cido latico, também &cido
acético, Figura 1 (FRANCO, 2007).

Acldo latico

Acido piruvico
Glicolise

CeHyp04 -W 2CH,~ C COOH W 2CH,~ C COOH

NADH
2ATP 2NADH, 2NADH:  2nap

Figura 1. Fermentacdo latica (MURRAY,2006)

A maioria das bactérias do acido latico pertence ao género Lactobacillus, que é
heterogéneo, com variedades fenotipicas e propriedades bioquimicas e fisioldgicas
diferenciadas. Esta heterogeneidade é conseqiiéncia da relagdo da porcentagem das bases
nitrogenadas, guanina (G) e citosina (C) do DNA, que varia de 32 a 53%, ou seja, a espécie de
lactobacilos estudada pode ser identificada de acordo com a porcentagem de guanina-citosina
encontrada (COPPOLA ; GIL-TURNES, 2004).

As vias classicas para distinguir as diferentes espécies deste grupo tém sido a
capacidade de fermentacdo de diferentes carboidratos, a configuracdo do acido latico
produzido e a capacidade de hidrolisar a arginina hum meio de crescimento de composi¢do
especifica. Ainda podem ser utilizadas analises de peptideoglicanos, e a porcentagem e G+C
do DNA, e estudos de homologia de DNA-DNA (NEVES, 2005).

As bactérias laticas podem utilizar duas vias fermentativas de acUcares para a
producdo de metabolitos. Uma delas é a via glicolitica, que realiza a glicolise anaerdbica (via
Embden-Meyerhof-Parnas) e tem como produto final o acido latico, com rendimento de 1,8
mol de &cido latico/mol de glucose, assim conhecida como fermentacdo homolatica. A outra é
a via metabdlica do 6- fosfogluconato/fosfocetolase, que produz quantidades significativas de
outros produtos, como o etanol, o acetato, e 0 CO,, juntamente com o acido latico, por isso,
este metabolismo é denominado de fermentacdo heterolatica (NEVES, 2005). Na Figura 2
consta 0 resumo esquematico da producdo de metabodlitos de acordo com o tipo de bactéria
lactea presente no alimento.



Lactose > Galactose
Glicose
Heterofermentativa Homofermentativa
Acido latico Acido latico
Acido acético
Etanol
CO,

Figura 2. Esquema da producdo de metabolitos principais na fermentacdo da glicose por bactérias do
acido latico homofermentativas e heterofermentativas (FERREIRA, 2005).

Todos os membros dos géneros Pediococcus, Streptococcus e Vagococcus Sao
homofermentadores, juntamente com algumas espécies de Lactobacillus. O género
Leuconostoc e algumas espécies de Lactobacillus sdo heterofermentadores. As diferencas
entre homofermentadores e heterofermentadores tém base genética e fisiologica. Os
homolaticos apresentam as enzimas aldolase e hexose-isomerase, mas ndo apresentam a
fosfocetalose. Ja os heterolaticos apresentam a fosfocetolase, mas ndo a aldose e a hexose-
isomerase (FRANCO, 2007).

A enzima lactase age sobre a lactose presente no leite, quebrando suas ligacGes e
produzindo D-glicose e D-galactose, que sdo aclcares mais soliveis e de mais rapida
absorcdo. Durante a reacdo uma molécula de agua é usada. Na hidrélise da lactose, especial
atencdo deve ser dispensada para a influéncia da temperatura, do pH, do tempo de reacéo e da
concentracdo da enzima, pois esses fatores determinam a velocidade da reacdo
(EVANGELISTA, 2005; PROZYN, 2004).

3.2.1 Controle

Microrganismos deteriorantes podem causar alteracGes na aparéncia, sabor e aroma
dos alimentos, quando encontrarem condicdes favoraveis para o seu crescimento. O controle
do desenvolvimento microbiano indesejavel em produtos como o iogurte, pode ser
conseguido através do estimulo do desenvolvimento de microrganismos responsaveis por
fermentacdes desejaveis (GAVA; SILVA; FARIAS, 2008), monitorando elementos
importantes tais como:

e pH - o leite em seu estado natural tem um pH proximo ao valor de 6,4. Como
na fermentacéo latica ha formacéo de &cidos, o crescimento de microrganismos
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pode ser controlado pela acidez no meio, que no leite em especial é
estabelecida em poucas horas.

e Fonte de energia - a maioria dos microrganismos ataca primeiro 0s
carboidratos, depois as proteinas e as gorduras. O leite é facilmente fermentado
porque a lactose é um acgucar simples.

e Disponibilidade de oxigénio - o oxigénio é um fator que limita bastante o
crescimento de microrganismos.

e Temperatura — cada grupo de microrganismos possui uma temperatura 6tima
de crescimento e, portanto, a temperatura do substrato exerce um controle
efetivo no crescimento microbiano. Pelo controle de temperatura, pode-se
favorecer 0 desenvolvimento dos microrganismos necessarios para
determinada fermentagé&o.

e Acdo de cloreto de sodio — o cloreto de sddio, dependendo da sua
concentracdo, € um fator negativo para a maioria dos microrganismos. Muitas
bactérias laticas conseguem crescer em determinadas concentragfes de sal,
produzindo acido latico, que também desfavorece o crescimento de
microrganismos responsaveis pelas alteragdes dos alimentos.

3.3 Leites Fermentados

Entende-se por leites fermentados os produtos adicionados ou ndo de outras
substancias alimenticias, obtidas por coagulacdo e diminuicdo do pH do leite, ou leite
reconstituido, adicionado ou ndo de outros produtos lacteos, por fermentacdo lactica mediante
acdo de cultivos de microrganismos especificos (BRASIL, 2007).

O consumo de produtos lacteos fermentados ocorre desde os tempos mais remotos,
sendo consumido em especial pelos orientais (VEISSEYRE, 1988).

Segundo Moreira et al., (1999), os leites fermentados sdo importantes para o
tratamento e prevencdo de diversos disturbios organicos, como desordens do estomago, figado
e intestinos.

De acordo com Soroa (1980), o consumo de leites fermentados estimula a producéo de
acido latico sobre as glandulas digestivas e intestinais, e reconstituem a flora intestinal.

A Instrucdo Normativa n° 46 (BRASIL, 2007), do Ministério da agricultura, classifica
os leites fermentados em:

e logurte -produto cuja fermentacdo foi obtida com cultivos protosimbi6ticos de
Streptococcus thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus aos
quais podem-se acompanhar, de forma complementar, outras bactérias acido-
lacticas que, por sua atividade contribuem para a determinacdo das
caracteristicas do produto final.

e Bebidas lacteas: além de iogurte, contém soro de queijo e por isso ndo podem
ser denominadas iogurtes, pois o teor de solidos ndo gordurosos do leite ndo
atende a especificacdo minima.

e Leite Fermentado ou Cultivado - produto cuja fermentacédo se realiza com um
ou varios dos seguintes cultivos: Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
casei. Bifidobacterium spp. Streptococus thermophilus e/ou outras bactérias
acidolacticas que por sua atividade contribuem para a determinacdo das
caracteristicas do produto final.

e Kefir - produto cuja fermentacdo resulta do cultivo de acidolacticos
elaborados com grdos de Kefir, Lactobacillus kefir, espécies dos géneros
Leuconostoc, Lactococcus e Acetobacter com producéo de &cido lactico, etanol
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e dioxido de carbono. Os grdos de Kefir sdo constituidos por leveduras
fermentadoras de lactose (Kluyveromyces marxianus) e leveduras ndo
fermentadoras de lactose (Saccharomyces omnisporus e Saccharomyces
cerevisae e Saccharomyces exiguus), Lactobacillus casei, Bifidobaterium ssp e
Streptococcus thermophilus.

e Kumys - produto cuja fermentacdo se realiza com cultivos de Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus e Kluyveromyces marxianus.

e Coalhada - produto resultante da acdo de fermentos lacticos mesofilicos
individuais ou mistos produtores de acido lactico sobre o leite pasteurizado ou
esterilizado.

O processamento tecnolégico dos diferentes tipos de leite fermentado € distinto, no
entanto, as caracteristicas mais apreciaveis e mais importantes destes produtos sao o sabor e a
textura. Essas propriedades estdo relacionadas com pré-aquecimento da matéria prima e com
0 crescimento das cepas microbianas e perfeitamente controladas (AMIOT, 1991).

34 logurtes

O iogurte surgiu na Europa oriental, especialmente na Bulgaria com os ndmades (SA;
BARBOSA, 1990). No passado, os ndmades carregavam pelo deserto leite acondicionado em
vasilhames feito de estdmago de bezerros, com o balancar durante o percurso este leite se
transformava em uma massa semi-solida, pela acdo da microbiota do leite, que encontrava no
vasilhame condic6es ideais de incubacao. As baixas temperaturas durante a noite paralisavam
0 processo de multiplicacdo dos microrganismos e ao amanhecer sem outra alternativa os
ndmades consumiam o produto e apreciando o seu sabor (AZEVEDO, 2004).

No Brasil, o iogurte foi introduzido nos anos 30, com a imigragdo européia, a partir de
um pequeno grupo de consumidores; entretanto, 0 consumo sé foi considerado significativo a
partir de 1970 (KROLON, 2008).

Em 1910, um médico chamado Metchnikoff relacionou o consumo elevado de iogurte
com a longevidade dos habitantes das montanhas da Bulgaria. Descobriu que, em uma
populacdo com pouco mais de um milh&o de habitantes, cerca de 1600 pessoas ultrapassavam
0s 100 anos de idade, com otimas condicGes de saude. Atribuiu a causa da longevidade ao
iogurte, que continha bactérias capazes de converter o aglcar do leite em &cido latico.
Prosseguindo as suas investigacdes, isolou o bacilo e dedicou todos os seus esfor¢os a estudar
as propriedades deste microrganismo, que chamou de Bacillus bulgaricus, sendo mais tarde
denominado Lactobacillus bulgaricus. No inicio do século XX, o iogurte era, portanto,
considerado medicinal.

Para Machado et al. (2011), o iogurte, que era considerado um medicamento no inicio
do século XX, hoje é consumido no mundo todo, em funcdo de um modo de vida, cada vez
mais ativo e urbano.

Estes microrganismos, apds fermentarem o leite, fornecem uma melhor digestdo
prévia dos seus principais componentes, favorecendo uma melhor assimilacdo, pelo
organismo de certos componentes do leite, principalmente a lactose e proteinas (BRANDAO,
1995).

A composicdo do iogurte é similar a do leite, embora se reconheca que existem
algumas diferengas devido a mudangas ocorridas pela fermentacdo bacteriana sobre a lactose
e pela adicdo de leite em pd, normalmente feita para aumentar os solidos do leite, o que
permite maior contetdo protéico, além da presenca de aditivos e flavorizantes (BRANDAO,
1995).
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Segundo apuragdo feita pelo jornal “O Estado de S. Paulo”, houve um aumento nos
rendimentos da populacgdo, que se refletiu no maior consumo de bebidas a base de soja (27%),
leites aromatizados (26%), leites fermentados (21%) e sobremesas prontas (20%). De acordo
0 estudo de mercado realizados por Machado et al. (2011), o consumo de iogurte no Brasil
deve crescer entre 10 e 15%.

A Tribuna do Brasil (2011) destaca que a fabricacdo de iogurtes no Brasil cresceu
consideravelmente nos ultimos 20 anos registrando, atualmente, uma producdo média de 400
mil toneladas/ano, representando 76% o total de produtos lacteos. Em 2007, o consumo de
iogurte aumentou 32% em relagdo a 2006.

No entanto, o consumo de iogurtes pelos brasileiros ainda € pequeno (3,0 kg/ano),
quando comparado a paises como a Franca, Uruguai e Argentina, onde 0 consumo per capita
do produto € de 7 al19 kg/ano (SANTANA et al., 2006).

Segundo OLIVEIRA (1993), o iogurte consumido diariamente exerce, efeitos
benéficos principais no auxilio da digestdo no funcionamento geral do aparelho digestivo, na
reducdo da incidéncia da intolerancia a lactose, de doencas gastrointestinais e acdo contra
microrganismos indesejaveis ou patogénicos.

3.4.1 Processamento basico do logurte

Segundo ORDONEZ et al. (2007), as etapas de processamento do iogurte estdo
descritas na Figura 3.

Primeiramente, a matéria prima deve ser enriquecida com os solidos lacteos, para a
padronizacdo da gordura, filtrada, desaerada e homogeneizada, o que reduz o tamanho dos
globulos de gordura e impede sua coalescéncia e a formacédo da linha de nata. Em seguida, o
leite é tratado termicamente com o objetivo de destruir microrganismos que possam competir
com o fermento do iogurte. Devem ser rigorosamente observados no aquecimento a
temperatura e o tempo que a matéria-prima deve permanecer sob esse bindmio tempo-
temperatura, podendo variar de 75°C durante 15 minutos até um tratamento UHT a 133°C
durante 1 segundo (ORDONEZ et al., 2007).

Apos aquecimento do leite, deve-se resfrid-lo a temperatura de 42 - 43°C. Isso pode
ser feito pela substituicdo da agua quente do banho-maria por agua fria. Para ndo haver
contaminacdo nessa fase, o recipiente do leite deve estar sempre fechado, sendo controlado
por termopares (LOBATO, 2000).

Depois do leite resfriado (42-45°C), adiciona-se de 2 a 3% de fermento (cultura ou
isca) apropriado, bem homogeneizado, quebrando-se todos os grumos e, apos a adicdo do
fermento, homogeneizado novamente por cerca de 2 minutos, para a sua distribuicdao
completa (ORDONEZ et al., 2007).
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Figura 3. Etapas de processamento de iogurte e leites fermentados.
Fonte: ORDONEZ et al. (2007).

O leite deve permanecer em completo repouso por aproximadamente 4-6 horas,
mantido a uma temperatura de 42 a 45°C, apds a inoculacdo dos microrganismos. Ao final da
fermentacdo, o codgulo deve apresentar pH ente 4,5 e 4,7 ou acidez de 70°D a 72°D. O gel
formado deve ser liso, brilhante, sem desprendimento de soro ou gases, com cheiro e sabor
préprios (TAMIME; ROBINSON, 1991).

A etapa posterior € o resfriamento, que objetiva inibir o desenvolvimento das bactérias
e, consequientemente, interromper a producdo de acido; é recomendado que se faca em duas
etapas para evitar o choque térmico, o que provocaria um encolhimento da massa e danos ao
coagulo, pois o resfriamento muito rapido pode provocar a separacdo de soro no iogurte
(ORDONEZ et al., 2005; TAMIME ; DEETH, 1980).

Segundo Orddfiez et al. (2007), a primeira etapa consiste em abaixar a temperatura a
18-20°C em, no maximo, 30 minutos, o que pode ser feito com dgua a temperatura ambiente.
Enquanto que na segunda etapa deve-se fazer o resfriamento a 10°C.

A temperatura de armazenamento deve ser de 2 a 5°C para conservar e melhorar a
consisténcia do iogurte, que deve ser consumido a temperatura de 10 a 12°C, na qual o sabor
torna-se mais apreciavel (LOBATO, 2000).
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A utilizagéo de edulcorantes no processamento de iogurtes tem o objetivo de diminuir
a acidez proveniente da fermentacdo e/ou da adicdo de frutas mais acidas, os adogantes mais
utilizados séo a sacarose e frutose, no entanto, pode-se adicionar maltose, galactose e frutose
(EARLY, 2000). Quando o iogurte é adicionado de frutas, o conteudo de agucares é de
aproximadamente 50% (ALFA-LAVAL, 1990).

3.4.1.1 Tipos de culturas tradicionais utilizadas no processo de fermentacéo

As bactérias lacticas tradicionalmente utilizadas na fabricacdo de iogurtes sdo
Streptococcus thermophilus (cocos unidos, geralmente em cadeias curtas) e Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus (bastonetes unidos em cadeias longas). Esses microrganismos
sdo termofilicos e homofermentativos utilizando a lactose como substrato energético com
liberacdo de &cido lactico. O crescimento associado destas duas culturas resulta em menor
tempo de coagulacdo do leite, maior producdo de &cido lactico e um maior desenvolvimento
de sabor e aroma no iogurte (TAMIME; DEETH, 1980; SABOYA; OETTERER;
OLIVEIRA, 1997).

Para a obtengdo de um iogurte de qualidade, o bom desenvolvimento durante o
processo de fermentacéo do leite deve-se a capacidade simbidtica das bactérias inoculadas. Os
bacilos possuem atividade proteolitica promovendo a liberagdo de pequenos peptideos e
aminodcidos, especialmente valina, que favorecem o crescimento dos cocos. Por outro lado, o
desenvolvimento dos cocos estimula o crescimento dos bacilos devido a producdo de acido
formico e a reducdo da quantidade de oxigénio disponivel no meio (SHAH, 2000; DRIESSEN
et al., 1982; TAMIME; DEETH, 1980).

No inicio da fermentacdo, o pH do leite favorece o desenvolvimento de S.
thermophilus, e com o aumento da acidificacdo, crescem L. bulgaricus. Estes sdo
proteoliticos, obtém aminodacidos a partir da caseina e ativam o crescimento dos estreptococos
que, por sua vez, estimulam o crescimento dos lactobacilos, estabelecendo uma relacdo de
simbiose (VARNAM, 1995). No entanto, quando uma grande quantidade de acido lactico é
acumulada no meio e o pH é extremamente reduzido, a inibicdo do desenvolvimento de S.
thermophilus € iniciada, enquanto que L. bulgaricus, por ser mais resistente a acidez,
aumenta e sobrepuja o primeiro, indicando uma relacdo de antibiose. Entretanto, em
condicdes de pH 4,3, o crescimento de ambas as bactérias é inibido (FERREIRA, 2005).

Segundo Tamime e Deeth (1980) e Tamime e Robinson (1999), a relagdo 6tima entre
cocos e bacilos para o desenvolvimento do sabor e aroma caracteristicos do produto é
dependente das propriedades das linhagens utilizadas e a proporc¢éo entre os dois deve ser de
aproximadamente 1:1. Este balanco adequado da cultura é importante para a obtencdo de um
iogurte com boas caracteristicas sensoriais e consequentemente comerciais.

Lucey e Singh (1998) descreveram que a temperatura O6tima de crescimento de S.
thermophilus situa-se entre 40 - 45°C, atingindo um minimo a 20°C e um maximo a 50°C.
Para L. delbrueckii subsp bulgaricus, a temperatura étima do crescimento situa-se entre 40 -
43°C, atingindo um minimo a 22°C e um méaximo a 52,5°C. Quando ocorre uma associacdo
entre S. thermophilus e L. delbrueckii subsp bulgaricus a temperatura étima de crescimento
fica entre 40 - 45°C e a coagulacdo pode demorar mais que quatro horas, dependendo da
porcentagem de inoculo adicionada.

Souza (1996) afirmou que 0s estreptococos e 0s lactobacilos apresentam, ainda,
resisténcia a degeneracdo, poder acidificante médio, e produzem substancias responsaveis
pela viscosidade, sabor e aroma caracteristicos do iogurte.



10
3.4.2 Tipos de iogurtes

Existem, hoje no mercado, varios tipos de iogurte, classificados de acordo com o
processo de elaboracdo, adicdo de ingredientes, composi¢do, consisténcia e textura, sendo
classificados segundo BRANDAOQ,1995 em :

e logurte tradicional: o processo de fermentacdo ocorre dentro da propria embalagem;
nao sofre homogeneizacdo e seu resultado € um produto firme, mais ou menos consistente;

e logurte batido: o processo de fermentagdo ocorre em fermentadeiras ou incubadoras
com posterior quebra do coagulo;

e logurte liquido: o processo de fermentacdo é realizado em tanques e €
comercializado em embalagens plasticas, tipo garrafa ou tipo “longa vida”.

e Bebidas lacteas: além de iogurte, contém soro de queijo e por isso ndo podem ser
denominadas iogurtes, pois o teor de sOlidos ndo gordurosos do leite ndo atende a
especificacdo minima.

Para Salado e Andrande (1989), os iogurtes sdo classificados conforme o aroma em:
logurte natural: é o iogurte com tipico sabor acido; logurte com frutas: € produzido pela
adicdo de frutas; logurte aromatizado: preparado por adicdo de acgucar, e/ou edulcorantes,
saborizantes e corantes sintéticos, ao iogurte natural.

Os mesmos autores relatam que a incubacao posterior ao processamento pode resultar
em diferentes tipos de iogurte: iogurte pasteurizado, iogurte concentrado, iogurte congelado e
iogurte em po.

As propriedades fisicas do iogurte, como consisténcia/ viscosidade do coagulo, séo de
suma importancia, pois quanto maior o contetido em sélidos da mistura destinada elaboragéo
do iogurte, maior a consisténcia e viscosidade do produto final. A pratica utilizada nas
industrias € a adicdo de leite em pd (integral, semi-desnatado ou desnatado), com o objetivo
de alcancar a concentracdo de solidos necessaria para a melhor consisténcia do iogurte
(TAMIME; ROBINSON, 1991).

Segundo Blumer (1989) o padrdo legal da FAO para a composi¢do quimica do iogurte,
em Varios paises esta baseado no teor de gordura contido no produto.

3.4.3 Composicao, valor nutritivo e terapéutico

logurte € um produto biologico e de alto valor nutritivo, ndo sendo permitido a
utilizacdo de conservantes ou inibidores (quimicos) de fermentacédo, pois estes vém eliminar o
seu valor terapéutico e torna-lo um produto de dificil digestdo (BISCAIA et al., 2004). O
valor nutritivo do iogurte depende da sua composi¢édo, ou seja, da matéria prima utilizada,dos
ingredientes adicionados e o processo de fabricacdo (EARLY,2000).

A composicdo do iogurte é semelhante a do leite, embora existam algumas diferencas
decorrentes do processo de fermentacdo bacteriana sobre a lactose e pela adi¢do de leite em
po, normalmente feita para aumentar os solidos do leite, o que permite maior contetdo
protéico, aléem da presenca de aditivos e flavorizantes (NEIROTTI; OLIVEIRA, 1988).

De acordo com Branddo (1995), os componentes normalmente presentes no iogurte de
frutas sdo os seguintes: lipideos: 1,5%; lactose: 3 - 4,5%; estabilizantes: 0,3 0,5% e sélidos
totais: 12 - 16%. Este autor também relatou que os estabilizantes comumente usados nos
iogurtes sdo gelatina, pectina e &gar-agar. E a adigdo de leite em pO ou de concentrados
protéicos, como 0s caseinatos com objetivos sensoriais, também contribui na melhoria do
valor nutricional do iogurte, por aumentar o contedo protéico do mesmo.

O iogurte possui 10 vezes mais &cido folico que o leite utilizado na elaboracdo. As
principais vitaminas, em mg/100g, presentes no iogurte de leite desnatado s&o: vitamina A,
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70; vitamina By, 42; vitamina By, 200; vitamina Bg, 46; vitamina B, 0,23; vitamina C, 0,7;
acido folico, 4,1; acido nicotinico, 125; 4cido pantoténico, 381; biotina, 2,6; e colina, 0,6
(TAMIME; ROBISON, 1985).

Salado e Andrade (1989) consideraram que durante a acidificacdo biolégica do leite, o
acido citrico diminui de 25 a 350%, o &cido lactico aumenta cerca de 60% e o &cido acético
aumenta cerca de 5%.

Tamime e Deeth, (1980) relataram que o iogurte é um alimento altamente nutritivo,
rico em proteinas, célcio e fosforo, recomendado para gestantes e lactantes, além de pessoas
idosas, que necessitam da reposicdo de calcio. Seu valor nutritivo é semelhante ao do leite
utilizado em seu preparo, adicionado dos nutrientes metabolizados pelos microrganismos
envolvidos no processo de fermentacao.

Sé et al. (2007) afirmaram que o iogurte ndo deve possuir menos que 3,0% de gordura,
enquanto o semi-desnatado contém ndo mais que 2,9%, e o desnatado menos de 0,5% da
gordura do leite. Todos os tipos de iogurte citados devem possuir ndo menos que 15% - 16%
de solidos ndo gordurosos e acidez titulavel entre 0,5 a 2,5% expressa em &cido latico.

Pombo et al, (1983) destacaram que o0 iogurte baseia-se num gel firme e fino,
resultante da fermentacdo da lactose em &cido lactico, o que ocasiona queda do pH e causa
progressiva solubilizacdo do fosfato-citrato de célcio e agregacédo da caseina.

Para Souza (2006), o iogurte € mais digerivel e apresenta uma concentracdo maior de
proteinas, sais minerais, vitamina A, vitamina B12, calcio e fosforo do que o leite.

Sé et al (2007) explicaram que o iogurte, aléem das qualidades nutricionais, possui a
capacidade na melhoria da digestibilidade e aumento da capacidade de defesa do organismo;
além disso, outros beneficios como niveis elevados do complexo B e de alguns aminoéacidos,
melhor utilizacdo da lactose, niveis reduzidos de lactose no produto e maior disponibilidade
de lactase.

Kleinman (1990) relataram que individuos podem aumentar sua tolerancia a produtos
lacteos por ingestdo de produtos fermentados como o iogurte. A lactose ingerida no iogurte é
mais efetivamente digerida que a lactose do leite, ainda que o iogurte tenha quantidade
equivalente em lactose. Lin et al, (1991) atribuem esse fato a hidrolise intestinal, pela acéo da
R-galactosidase microbiana dos organismos presentes no iogurte, durante a passagem através
do trato gastrointestinal.

A lactose presente no iogurte é mais facilmente digerivel, pois cerca de 50% de sua
concentracdo original ja foi hidrolisada durante a fermentacdo e, quando as células
bacterianas, durante o processo de metabolismo do organismo humano, sob condicGes de
digestdo gastrica, sofrem "lise", liberam lactase (BRANDAO, 1995).

A homogeneizacdo do leite para o preparo do iogurte quebra os glébulos de gordura
em particulas menores, o que facilita sua digestdo, assim as lipases bacterianas hidrolisam as
gorduras, resultando em &cidos graxos livres, o que facilita a sua absorcdo (GURGEL, 1994;
SABOYA et al, 1997).

Blumer (1989) destacou alguns estudos que comparam a digestibilidade do iogurte e a
do leite e esclarecem que: 32% do leite é digerido em uma hora; 36% do mesmo ¢é digerido
em duas horas; 44% é digerido em trés horas. No caso do iogurte: 91% € digerido em uma
hora; 92% é digerido em duas horas; 96,5% € digerido em trés horas.

Branddo (1995) considerara que diferencas na digestibilidade entre leite e iogurte séo
atribuidas as mudancas quimicas da proteina, durante a fermentacdo e que a digestibilidade
das proteinas no iogurte é aumentada devido a diversos fatores como: tratamento térmico mais
intenso; alta acidez e conseqliente menor coagulacdo das proteinas; secrecdo de enzimas
digestivas das glandulas salivares, estimulada pelas particulas de proteinas coaguladas;
homogeneizacdo; aumento do teor de peptideos e aminoécidos livres.
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Salado e Andrade (1989) ressaltaram que as bactérias que produzem &cido lactico tém
efeito antagdnico sobre o crescimento de varios microrganismos devido aos produtos
resultantes do metabolismo e das diferentes atividades bioquimicas. O &cido produzido pelas
bactérias lacticas apresenta efeito bacteriostatico e bactericida contra microrganismos
sensiveis, principalmente bactérias esporogénicas.

Branddo (1995) relacionou a inibigdo do crescimento de tumores em ratos que
ingeriram iogurte a fatores anticarcinogénicos produzidos por Lactobacillus bulgaricus.
Saboya (1997) descreveu que as propriedades anticarcinogénicas de microrganismos do
iogurte e de outras microbiotas lacticas podem estar relacionadas a eliminacdo de pro-
carcindgenos, modulacéo de enzimas pro-carcinogénicas e supressao de tumor.

3.5  Alteragdes Durante o Armazenamento

Segundo Coelho et al. (2009) o iogurte, por estar sujeito a alteracbes microbiologicas e
fisico-quimicas, deve ser submetido a analises periodicas, de forma a estabelecer o periodo
em que o produto pode ser mantido no comercio em condi¢des compativeis com 0 consumo
humano. Ha vantagens econdmicas na extenséo da validade comercial do produto, entretanto,
durante a validade comercial, o alimento deve atender as exigéncias de qualidade
determinadas pela legislagéo vigente.

O produto deve ser conservado em frigorifico a temperatura maxima de 10°C, nao
sendo permitida a adicdo de substancias conservadoras. O recipiente deve ser de material
resistente a acdo do iogurte e ser hermeticamente fechado e esterilizado industrialmente. As
caracteristicas sensoriais e a composi¢cdo do produto ndo devem ser alteradas pelo material do
recipiente, cujo espaco livre ndo devera exceder 5% do seu volume (NUTRI, 2010).

Reddy et al. (1972) observou alteracdes quimicas e fisicas além das perdas
nutricionais, durante o armazenamento a 5°C por 16 dias, como a perda de vitaminas em
especial a B12 (28,6%) e acido félico (59,9%). A perda de outras vitaminas como niacina,
acido pantoténico e biotina ndo foram significantes.

Com a hidrolise das proteinas presentes no iogurte por acdo microbiana, ocorre a
formacdo do sabor amargo devido a formacdo de polipeptideos a qual estd diretamente
relacionada ao pH, temperatura e tempo de armazenamento do produto. Uma oscilacéo
consideravel de temperatura durante o armazenamento propicia o desenvolvimento de
microorganismos psicrotréficos, ou seja, aqueles que se desenvolvem em temperaturas de
refrigeracdo levando a alteracdes indesejaveis no iogurte (MORENO; KOSIKOWISK, 1973).

Segundo Tamime e Robison (1988) os produtos resultantes das protedlises causadas
por microrganimos vao depender dos componentes da fracdo protéica do leite e do tipo de
enzimas proteoliticas presentes em maior proporcdo no iogurte, podendo liberar mais
polipeptideos na presenca de polipeptidases ou aminoacidos livres quando em maior
concentracdo de peptidases. No caso da hidrdlise de peptideos é possivel observar que essa
reacdo ocorre mais intensamente na fase logaritmica e que a proporcao entre as culturas pode
afetar o nivel de aminoacidos presentes no iogurte podendo levar a uma acidez indesejavel,
causado pelo excesso de L. delbrueckii subsp. bulgaricus. Observa-se também, que apds
24horas de armazenamento, 0 espectro de aminoacidos no iogurte varia em relacdo a
proporcdo de cocos e bacilos, onde na proporgdo de (1:1) ocorre a formacdo de 56% de
tirosina, fenilalanina e leucina, ja na proporcéo de (3:1), forma-se 71% de prolina e outros
aminoacidos livres.

Tamime e Robison (1988) ainda ressaltam que na hidrolise de proteinas do leite o
contetdo de nitrogénio ndo protéico diminui quando a proporcdo de S. thermophilus e L.
delbrueckii subsp. bulgaricus, diminui e relatam que a quantidade de acidos graxos livres
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podem alterar a atividade proteolitica da cultura lactica e afetar a textura do codgulo.
Comentam também que a atividade proteolitica aumenta durante a hidrolise da lactose e que
leite com bactérias psicrotroficos se usado para a producdo de iogurte, acarretara, no aumento
significativo da atividade proteolitica das culturas, desenvolvendo sabores e aromas
inaceitaveis.

Estudando a liberacdo de tirosinas e acetaldeidos, Shing e Sharma (1982) e Garcia e
Valle (1986), constataram que culturas puras de L. delbrueckii subsp. bulgaricus apresentam
maior atividade proteolitica quando comparados a culturas puras de S. thermophilus.

Segundo Gassem e Frank (1990) o iogurte elaborado com leite sem tratamento térmico
apresenta um aumento significativo da protedlise, provavelmente devido as proteinases
produzidas por psicrotroficos presentes no leite e, por conseqiiéncia, um produto de qualidade
inferior apds 15 dias de armazenamento.

Juffs (1975) realizou um estudo onde analisou a atividade proteolitica com liberacéo
de tirosina, dos microrganismos presentes no leite armazenado em laboratério a 5°C por 7-8
dias, e a qualidade sensorial dos produtos, concluindo que a quantidade tirosina pode ser
usada para identificar a atividade proteolitica microbiana que ocorre durante o
armazenamento de produtos lacteos.

3.6  Qualidade do logurte

Para avaliacdo da qualidade do iogurte, s@o utilizados alguns parametros como:
avaliacdo microbiologica, de bactérias, coliformes, bolores, leveduras, teste de producdo de
acetaldeido, aspectos legais, conformidade quanto ao tipo e testes de validade comercial e de
seguranca (SOUZA, 1991). As avaliacdes sensoriais como sabor, aparéncia, consisténcia e
textura sdo comumente observadas (PENNA et al., 1997).

Quanto a qualidade, o iogurte pode ser avaliado através de analises como: acidez
titulavel, pH, determinacdo da composicdo, validade comercial. Ajustes da escala de
producdo pelo controle da quantidade de cultivos iniciadores (starter), nivelando a
concentracdo e observando um controle no tempo gasto na elaboracéo do produto, resulta em
maior uniformidade entre os lotes com relagdo a producdo de compostos responsaveis pelo
aroma,atividade proteolitica e lipolitica e de substancias, tais como; alcool, CO, e agentes
texturizantes como exopolissacarideos (FERREIRA,2001).

Segundo Arcuri et al. (2006), na producdo de iogurte, avaliagdes de pH e acidez do
produto final, sdo tdo importantes quanto ao aroma e sabor, pois um elevado teor de
acetaldeido influencia diretamente nas caracteristicas organolépticas do produto final.

De acordo com a legislacdo para leites fermentados (BRASIL, 2006), através da
Instrucdo Normativa N° 46, de 23 de outubro de 2007, o iogurte deve apresentar de 0,6 a 1,5¢
de &cido latico/100g.

Segundo Early (2000), para a obtencdo de um produto final de qualidade é necessario
controlar rigorosamente fatores como caracteristicas fisicas e quimicas da matéria-prima, 0s
ingredientes adicionais, o tratamento térmico utilizado, a emulsificacdo ou homogeneizacao e
a preparacdo da cultura e do substrato que esta sendo usado para fermentacéo.

O teor de solidos do leite exerce grande influéncia na acidez titulavel, e por isso, o pH
é o melhor critério para se expressar a acidez do iogurte. A acidez do iogurte é variavel e, o
ideal é que esteja na faixa de 0,7 a 0,9% de &cido lactico, ou pH de 4,4 a 4,0. Nestas faixas de
pH e acidez, o iogurte ndo é insipido, nem amargo ou excessivamente acido (SOUZA, 1991).

Pds-acidificacdo é a acidez produzida ap6s o periodo de incubagdo, ou seja, no
decorrer do resfriamento, armazenamento, e distribuicdo até o consumo do produto
(TAMIME e ROBINSON, 1991). A consisténcia do iogurte esta relacionada com sua acidez,
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que se altera no periodo de armazenamento, em maior ou menor grau, dependendo da acidez
inicial e da temperatura de estocagem do produto. O indice de acidez minimo de 0,7% de
acido lactico (p/p) para o iogurte no decorrer de sua validade comercial é determinado pela
Federacédo Internacional de Laticinios (IDF) (MARTIN, 2002).

O agUcar do leite é representado pela lactose e responde por cerca de 4,6% dos sélidos
do leite. Este carboidrato é um dos principais responsaveis pelo sabor e acidez agradavel dos
produtos lacteos (LOBATO, 2000).

A reducdo da viscosidade do iogurte pode ocorrer em diferentes etapas apds a
incubagdo: no bombeamento e transporte, resfriamento e na distribuicdo e acondicionamento.
Para que o iogurte tenha boa consisténcia, o leite deve ter 15% de extrato seco
desengordurado e para aumentar o teor de solidos, pode-se adicionar leite em po ou leite
concentrado (EQA:UFSC, 2011).

A avaliacdo sensorial € uma ferramenta importante para estabelecer a vida util dos
alimentos. A consisténcia final do iogurte depende em parte de fatores de fabricacdo, porém
as bactérias lacticas também exercem papel importante na obtencdo de boa textura, suave e
viscosa, por producdo de substancias mucilaginosas. Estas substancias sdo importantes porque
diminuem a necessidade de estabilizantes, favorecem a retencdo de aromas e conferem
aspecto brilhante ao produto (VARNAN; STHERLAND, 1995, apud SOUZA, 2006).

Souza (1991) relatou que o &cido lactico produzido pelas bactérias ndo tem odor e ndo
influi no aroma do produto, mas é responsavel pelo sabor acido e fresco, sobretudo, outros
pesquisadores demonstraram que o sabor e aroma do iogurte séo provenientes do acido lactico
e também das pequenas quantidades de acetaldeido, diacetil e acido acético.

3.6.1 Qualidade do leite utilizado como materia prima para a producao de iogurte

Lobato (2000) ressaltou que a higiene na hora da ordenha € um fator muito relevante,
pois de uma matéria-prima contaminada jamais se obtera um produto de boa qualidade. O
leite para fabricar o iogurte deve ser fresco, produzido em condic¢des sanitarias adequadas,
com baixa contagem total de bactérias, auséncia de microrganismos patogénicos e de
substancias inibidoras. O leite deve ser padronizado quanto ao teor de gordura, de 3 a 4%, esta
deve ocorrer antes do processo de fermentacgéo, resultando em um produto uniforme, além de
influenciar na consisténcia e textura do iogurte (REIS et al, 2007).

Segundo Medeiros et al. (2005), os cuidados para a producdo de um leite com boa
qualidade é de suma importancia na fabricacdo do iogurte. Alguns pontos como instalacoes,
pessoal, utensilios, conservacdo (refrigeracdo), sanidade animal, uso de antimicrobianos
devem ser observados.

Arashiro et al. (2007), afirmaram que o leite com alta contagem de células somaéticas
também influencia o processo de fabricacdo e a qualidade final do iogurte. Apresenta ainda
menores concentracdes de lactose, interferindo de maneira negativa no crescimento das
culturas lacticas.

A presenca de residuos de antimicrobianos no leite é determinada como fraudado,
representando riscos para a saude publica e para a industria de laticinios (AGROPORTAL,
2002).

Lacaz (1992) considerou que a presenca de antimicrobianos, mesmo em pequenas
concentra¢des no leite utilizado como matéria-prima para o iogurte, € capaz de inibir a
fermentagdo lactica.

Para Figueiredo e Porto (2002), a qualidade dos produtos lacteos esta relacionada a
qualidade da matéria-prima, ou seja, dos leites crus que chegam a plataforma de recepcao e os
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parametros de qualidade do leite comercial sdo muito utilizados a fim de identificar problemas
nas préaticas de producéo e para determinar o valor do leite.

Na producéo do iogurte, a selecdo do leite deve preencher algumas condi¢cbes como
aroma e sabor normais, alto teor de sélidos totais, acidez inferior a 20° D, auséncia de
substancias inibidoras de enzimas, auséncia de microrganismos patogénicos e teor de gordura
padronizado (EQA:UFSC, 2011). Acidez alta ou muito baixa, sabor amargo, sabor de ranco,
oxidacdo, leite salgado, com odor desagradavel, gomoso, leite com residuo de antibioticos,
pesticidas e sanitizantes sdo alguns defeitos no leite que impedem o uso na fabricacdo de
iogurtes (ARCURI et al, 2006).
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4 MATERIAL E METODOS

Nestes tdpicos serdo descritos os materiais e reagentes utilizados na pesquisa, a
metodologia utilizada para amostragem e os procedimentos analiticos laboratoriais com
objetivo de obtencéo, preparo e determinacédo das amostras.

4.1  Aquisicdo das amostras

logurtes tipo natural e integral de quatro fabricantes denominados A, B, C e D, foram
adquiridos no comércio da cidade de Nova Iguacu, Rio de Janeiro, no periodo de novembro
de 2010 a marco de 2011. Considerando o tempo de fabricacdo, as amostras foram
enquadradas como pertencentes a faixa | (até 20 dias de fabricacdo) e faixa Il (mais de 20 dias
de fabricacdo). Os iogurtes foram transportados em caixas isotérmicas até o laboratorio de
Microbiologia da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ) — Instituto de
Tecnologia, Seropédica, onde foram analisados imediatamente.

Os produtos adquiridos tinham prazo comercial de 45 dias, estabelecido pelos
fabricantes. No total foram avaliadas 77 amostras distribuidas entre as marcas denominadas
A,B,C ,D e entre as faixas | e Il, sendo 18 unidades da marca A (9 da faixa | e 9 da faixa Il),
19 unidades da marca B (9 da faixa | e 10 da faixa Il), 20 unidades da marca C (10 de cada
faixa), e 20 unidades da marca D (10 de cada faixa).

4.2  Preparacao de amostras para analise

As amostras foram homogeneizadas com bastdo de vidro esterilizado, por 15 segundos
(BRASIL, 1981), observando-se a aparéncia do produto.

Foram retirados assepticamente 25g de iogurte com auxilio de uma espatula
esterilizada, transferidos para um frasco estéril com 225 mL de diluente (d&gua peptonada
0,1%), obtendo-se a diluicdo 10™. Sucessivamente a partir desta diluicio realizaram-se
diluicBes seriadas até 107, através da transferéncia de 1 mL de cada diluicdo para tubos
contendo 9 mL da solucdo diluente (Figura 4). Aliquotas destas diluicdes foram semeadas em
diferentes meios, seja para determinacéo de bactérias laticas ou bolores e leveduras.

4.3  Contagem de estreptococos e lactobacilos nos iogurtes

A partir da diluicdo 10* semeou-se pelo método de semeadura por espalhamento em
superficie, volumes de 0,1 mL em placas duplicatas nos meios: agar Lee, meio diferencial que
permite o crescimento tanto de lactobacilos como de estreptococos; agar MRS acidificado a
pH 5,2 e 4gar LB para avaliacdo seletiva da populacdo de L. delbrueckii subsp. bulgaricus;
Agar ST e M17 para avaliacdo seletiva da populacdo de S. thermophilus. Os meios foram
preparados conforme descrito por Downes e Ito (2001).

Apos a inoculacdo, as placas de Petri foram incubadas invertidas em jarras contendo
gerador de anaerobiose Anaerobac (PROBAC) a 37°C por 72 horas (IDF, 1997).
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Figura 4: Preparo de diluicGes decimais seriadas

4.4  Contagem de bolores e leveduras

Para a enumeracdo de bolores e leveduras, foi empregado o meio Agar Batata
Dextrose (ABD), ajustado a pH 3,5 com solucdo 10% de 4cido tartarico. Para o procedimento
analitico inoculou-se 1 mL das diluicdes 10* a 10* em placas em duplicata As placas foram
entdo incubadas a 28°C por 72hrs.

A contagem de bolores e leveduras foi realizada de acordo com os Métodos Analiticos
Oficiais para Analises Microbiol6gicas para Controle de Produtos de Origem Animal —
MAPA (BRASIL, 2003).

Figura 5. Contagem de col6nias usando o contador de colonia Quebec.

4.5  Avaliagdo da Morfologia Celular

Para confirmar a presenca de cocos ou de bacilos Gram positivos, as colonias
observadas nos diferentes meios foram submetidas a esfregaco e coradas pelo método de
Gram. As laminas foram observadas em microscopio 6tico com objetiva de imerséo.
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Posteriormente também foi realizada a prova de catalase.

4.6  Determinacao de pH

A determinacdo dos valores de pH foi realizada em triplicata em pHmetro digital,
marca Tecnopon (Piracicaba, SP) calibrando-se o aparelho com solucdes tampao, de acordo
com a metodologia estabelecida pelo Instituto Adolfo Lutz (SAO PAULO, 2008),

4.7  Determinacao da acidez titulavel
A acidez expressa acido latico, foi determinada em triplicata, atraves do método de

titulométrico (Figura 6) com solu¢do de NaOH 0,1N, usando como indicador a solucdo de
fenolftaleina 1,0%, conforme a metodologia descrita pelo Instituto Adolfo Lutz (2008).

Figura 6. Determinacéo de acidez dos iogurtes

4.8 Andlises estatisticas

Os resultados obtidos nas determinagdes fisico-quimicas (pH e acidez) e na contagem
do numero de células viaveis de L.. delbrueckii subsp. bulgaricus e S. thermophilus, das
amostras de iogurtes, avaliados por marca e por tempo de fabricacdo (Faixas | e II), foram
tratados estatisticamente pelo teste de comparagdo de médias de Newman-Keuls (SNK),
utilizando-se o programa computadorizado XLSTAT versédo 7.5.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram avaliados quatro marcas de iogurte adquiridas no comércio entre 0s meses de
novembro de 2010 a fevereiro de 2011, totalizando 77 amostras, entre as quais 45% estavam
com até 20 dias de fabricacdo (faixa I) e 54% com mais de 20 dias de producéo (faixa I1).

5.1 Contagem de bactérias laticas especificas do iogurte

Na contagem total de bactérias laticas foi empregado o Agar Lee, enquanto para
determinacdo seletiva de L. delbrueckii subsp. bulgaricus os meios Agar LB e Agar MRS
acidificado a pH 5,2 e para S. thermophillus os meios Agar ST e Agar M17.

Os valores médios de contagem nos diferentes meios encontram-se na Tabela 1 e
Figura 7. Foram detectadas diferencas significativas (P<0,05) entre as médias das contagens
nos diferentes meios pelo teste de Newman-Keuls. No meio Lee foi observada o maior
namero de células, pois ndo sendo um meio seletivo, permite uma melhor recuperacéo das
bactérias, especialmente as que sofreram alguma injdria, enquanto que 0s menores numeros
foram observados no meio MRS acidificado. A capacidade de recuperacdo celular nos meios
ST e LB n&o diferiram entre si (Tabela 1).

O meio Agar M17 apresentou melhor recuperagio de cocos que o meio ST. Além
disso, mostrou-se bastante seletivo, ndo sendo detectado crescimento de lactobacilos neste
meio.

Tabela 1. Médias das contagens e teste de Newman-Keuls (SNK) para analise de diferencas na
capacidade de recuperacdo dos microrganismos do iogurte nos diferentes meios.

MEIOS MEDIA
LEE 8,643"
M17 8,097°

ST 7,770°
LB 7,505
MRSac 6,926°

Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo houve diferenca significativa pelo teste de Student-
Newman-Keuls (P<0,05).
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Figura 7: Contagem da microbiota latica de iogurtes com até 20 dias de fabricacdo (Faixa I) e mais de
20 dias de fabricacdo (Faixa Il) dos fabricantes A, B, C e D nos diferentes meios de cultura
(Lee,ST,M17,LB e MRSac).

Ao avaliar o crescimento das bactérias laticas totais nas diferentes marcas de iogurte,
verifica-se que ndo foi encontrada diferenca significativa entre as quatro marcas avaliadas,
sendo os valores médios muito préximos (Figura 8)
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Figura 8. Médias gerais das contagens obtidas nos cinco meios avaliados (Lee, ST, M17, LB e
MRSac.) para os fabricantes A, B, C e D.

A Instrucdo Normativa 46 do MAPA (BRASIL, 2007) estabelece um limite minimo
para as bactérias laticas totais como sendo de 10’ UFC/g, determinando que esses
microrganismos especificos devam estar viaveis, ativos e abundantes no produto final e
durante seu prazo comercial. Sendo assim, as amostras analisadas atenderam a legislacao
vigente no que se refere ao minimo exigido de bactérias laticas totais (Tabela 1; Figura 7).

5.2  Proporcao entre bacilos / cocos e evolucdo do pH e acidez dos iogurtes

Foram adotados os meios Agar LB para contagem de lactobacilos e 0 meio Agar M17
para contagem de estreptococos, Visto serem 0S meios que apresentaram maior contagem para
0S respectivos microrganismos. Em cada uma das amostras do iogurte foram observadas a
proporcoes de cocos e bacilos pela diferenca morfoldgica celular das bactérias e as contagens
das colbnias nos meios LB e M17.

A identificacdo dos cocos e bacilos tem importancia uma vez que a inddstria deve
produzir e comercializar iogurtes com niveis aceitaveis de estreptococos e lactobacilos para
obtencdo de produto com caracteristicas desejaveis.

A morfologia das células de esfregacos de colbnias nos diferentes meios de cultura
empregados e corados pelo método de Gram foi visualizada por microscopia Optica. Foram
encontradas estruturas em forma de cocos na totalidade dos esfregacos das col6nias do meio
Agar M17, sendo que no meio Agar ST alguns bacilos foram encontrados. No meio Agar
MRS acidificado a totalidade dos esfregacos das colénias observadas foi de bacilos
alongados, enquanto que no meio Agar LB, células bacilares mais curtas foram observadas
(Figura 9).

Embora todas as amostras analisadas tenham atendido a legislagdo vigente no que se
refere a0 minimo exigido de bactérias laticas totais, foi verificado um desequilibrio na
proporc¢do relativa de bacilos e cocos recomendada que deveria ser de 1:1 até 1:4, conforme
afirmagdes de Lee et al. (1974).
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Figura 9: Morfologia celular de esfregacos corados pelo método de Gram mostrando formas bacilares

em meio &gar LB (A) e em &gar Lee (B) formas bacilares alongadas em meio agar MRSacidificado
(C) e formas cocoides em cadeia no meio agar M17 (D).

As médias das contagens de lactobacilos e estreptococos observados nos meios LB e
M17 respectivamente sdo inseridas na Tabela 2.

Observou-se reducéo de 1 ciclo logaritmico na populacdo de lactobacilos e de 0,6 na
de estreptococos da faixa | para Il nos iogurtes da marca A. Aparentemente a linhagem de L.
delbrueckii subsp. bulgaricus usada por esta empresa perdeu a viabilidade durante o
armazenamento. Houve reducdo significativa no namero de unidades formadoras de colonia
(UFC/g) de lactobacilos com o tempo de armazenamento, mas ndao no numero de
estreptococos. Como conseqiiéncia, a proporc¢do de cocos em rela¢do ao de bacilos aumentou
8,9 vezes da faixa | para Il passando de 3,9 para 12,8. Segundo Anderson, (1992) para gque a
qualidade do iogurte seja garantida, o numero de células de L. delbrueckii subsp. bulgaricus e
S. thermophilus, individualmente, ndo deve ser inferior a 10°/mL.

De acordo com Tamime e Robinson (1985) em um processo que empregasse
proporcoes de 1:1 de S. thermophilus e L. delbrueckii subsp. bulgaricus seria esperado uma
concentracdo maior de L bulgaricus, uma vez que o coco € inibido pela acidez produzida (em
pH abaixo de 5,0) e lactobacilos continuam a se multiplicar, embora mais lentamente. No
entanto, os resultados encontrados nesta pesquisa foram diferentes, ja que houve reducéo no
nimero de UFC/g de lactobacilos nos iogurtes do fabricante A durante o armazenamento e
ndo houve diferengas significativas nas contagens de cocos e de bacilos nos iogurtes dos
outros fabricantes (Tabela 2).

De acordo com Moreira (1999) as variagdes encontradas entre diferentes fabricantes
se devem a varios fatores, como controle inadequado da cultura, pontos falhos na fabricacéo
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ou deficiéncia na manipulacdo e condigcdes de estocagem incorretas durante a fabricacéo e
comercializagéo.

J& nos iogurtes do fabricante B, tanto na faixa | como na faixa Il o nimero de
estreptococos foi significativamente superior ao de lactobacilos. De uma faixa para outra ndo
houve aumento significativo no nimero de cocos ou de bacilos. Desta forma a proporcao de
bacilos e cocos néo foi alterada significativamente na comparacéo entre as faixas.

As contagens de lactobacilos e estreptococos das marcas C e D ndo diferiram
significativamente entre si e de uma faixa para outra. A proporcdo relativa de bacilos foi
maior quando comparada aos iogurtes de outras marcas. Portanto, os iogurtes destas marcas
foram os que apresentaram o melhor balanco relativo entre os dois microrganismos, uma vez
que a quantificagdo dos dois microrganismos nao diferiu significativamente.

Tabela 2. Contagem e propor¢édo de lactobacilos e estreptococos nos meios LB e M17 nas
faixas A e B.

FAIXA | (ATE 20 DIAS)

FAIXA 11 (APOS 21 DIAS)

MARCA lactobacilos estreptococos bacilo/coco lactobacilos estreptococos bacilo/coco
A 1,48x10°Aa  5,72x10° Aab 1:39 1,48x10" Bb 1,90x10° Aa 1:12,8
B 9,72x10"Ba  5,49x10° Aa 1:5,6 4,69x10"Bab  2,91x10° Aa 1:6,20
C 1,02x10° Aa  2,15x10° Ab 1:2,1 1,51x10° Aa  2,46x10° Aa 1:1,60
D 1,24x10° Aa  4,30x10° Aab 1:3,2 1,09x10° Aa  2,30x10° Aa 1:2,10

Médias de tratamentos com letras maiUsculas diferentes nas linhas e com letras mindsculas diferentes nas
colunas em cada faixa ,diferindo significativamente entre si pelo teste de Student-Newman-Keuls(P<0,05).

A proporc¢éo de cocos e bacilos na cultura do iogurte é normalmente de 1:1 ou 2:1 e é
evidente que o equilibrio entre estes pode ser quebrado com facilidade, a menos que variaveis
como as quantidades inoculadas, tempo e temperatura de armazenamento se mantenham sob
estrito controle (BRANDAO, 1995). Stocklin (1969) recomenda que esta proporcdo seja de
1:1 ou 1:2. Contudo Lee et al.(1974), Platt (1969), Tamime e Robinson (1991) , afirmaram
que a razdo de 1:1 no iogurte produz uma quantidade substancialmente maior de aminoacidos
livres, do que quando a razao 1:3 é utilizada. Segundo estes autores 70 ug% séo liberados na
razdo 1:1, sequida de 50 pug% na proporc¢édo 1:2 e 41 ug% na proporcao 2:1. Contudo a acidez
destes iogurtes foi um pouco mais elevada atingindo 1,9% de acido latico na proporcdo 1:1.

5.2.1 Caracteristicas Quimicas do logurte: pH e Acidez

Com a finalidade de acompanhar a acidez do produto, e seus efeitos sobre os atributos
de qualidade do iogurte, procedeu-se a titulacdo de cada amostra de iogurte, uma vez que a
acidez é um dos fatores que limita uma aceitacdo do produto.

Os resultados obtidos nas determinagdes fisico-quimicas (pH e acidez) das amostras
nas quatro diferentes marcas avaliados em diferentes tempos de validade comercial, faixas A
(até 20 dias) e faixa Il (ap6s 20 dias), encontram-se na Tabela 3 e Figura 8 onde os valores
representam a média das amostras de cada fabricante.
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Tabela 3. Médias de pH e Acidez (% g/mL de &cido latico)

Acidez pH
Marca
Faixa | Faixa Il Faixa | Faixa Il
A 0,70 Ab 0,75 Ab 4,09 Aa 3,95 Aa
B 0,75 Ab 0,72 Ab 3,99 Aa 3,90 Aa
C 0,76 Ab 0,83 Ab 4,01 Aa 4,01 Aa
D 1,00 Aa 0,94 Aa 4,00 Aa 4,02 Aa

Meédias seguidas de mesma letra maidscula em cada linha e da mesma letra mindscula na coluna nao
diferem significativamente ao nivel de 0,05%

Interpretando-se 0s valores expostos na Tabela 3, observa-se que ndo houve
diferenca significativa de acidez e pH relacionados ao tempo de vida de prateleira, isto &,
faixas | e Il. Também ndo foi observada diferenca significativa nos valores de pH das
diferentes marcas de iogurte.

Com relacdo a acidez os iogurtes do fabricante D foram significativamente mais
elevados (P<0,05) quando comparado aos demais iogurtes (Tabela 3). Entretanto a acidez
mais elevada dos iogurtes do fabricante D ndo resultou em um menor pH nestes produtos.
Desta forma, estes iogurtes possuiam maior resisténcia a reducdo do pH, possivelmente
devido a um teor de solidos mais elevado que propiciou um sistema tampao as mudancas de
pH. Outra possibilidade seria a capacidade proteolitica da linhagem de lactobacilos
empregada pela empresa D em hidrolisar a caseina liberando produtos capazes de elevar o pH
do iogurte de maneira semelhante ao relatado por Suriyarachch e Fleet (1981) com espécies
proteoliticas de leveduras.

E amplamente aceito por varios autores que lactobacilos resistem melhor a valores de
pH baixos e tendem a superar a populagéo de estreptococos quando o pH € inferior a 4,0, que
frequentemente é atingindo por pos acidificacdo durante a validade comercial destes leites
fermentados. Ao término do periodo fermentativo os iogurtes apresentam um pH em torno de
4,2-4,5 e a proporc¢do esperada de lactobacilos e estreptococos é de 1:1. S .thermophilus tem
seu crescimento inibido em pH 4,2-4,4 ou abaixo, sendo que L. bulgaricus pode tolerar pH
3,5-3,8 (ARNOTT et al., 1974 ; MOREIRA et al.,1999).

A intensidade da pds-acidificacdo em iogurtes depende da capacidade de acidificacao
das culturas, da etapa de fermentacdo nos tanques, do resfriamento, da temperatura de
armazenamento e do valor de pH inicial (SHAH e RAVULA, 2000; TAMIME e ROBSON,
1975).

Com relacdo aos iogurtes da marca D nos quais foi registrada a maior acidez (Tabela
3), também foi encontrada uma propor¢do de lactobacilos em relacdo a cocos mais elevada
que nos iogurtes dos fabricantes A e B (Tabela 3).

Longo et al. (2006), analisando a acidez de iogurtes naturais no Parana, obtiveram
resultados semelhantes aos do presente trabalho e consideraram a pos-acidificacdo como a
possivel causa do aumento da acidez titulavel de algumas amostras analisadas

De acordo com Lourens-Hatting e Vijoen (2001), uma excessiva pés-acidificacdo
ocorre, principalmente, devido o crescimento incontrolavel de L. bulgaricus nas temperaturas
de refrigeracdo pode ser prevenida através do controle do pH, da aplicacdo de Boas Praticas
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de Fabricacdo. Entretanto isto ndo foi observado nos iogurtes estudados, pois mesmo os do
fabricante D que apresentaram uma maior acidificacdo ainda continham um nimero maior de
estreptococos relativo ao de lactobacilos.

Segundo Veisseyre (1988), o iogurte pode atingir um pH final entre 3,6 a 4,3 no qual
as bactérias lacticas desenvolvem-se normalmente Os valores de pH das amostras de iogurtes
da marca B variaram de 3,5 a 4,2 representando a maior variagdo encontrada. Esta variacdo
maior nos valores de pH dos diferentes lotes podem estar relacionados a deficiéncias na
manutencéo da qualidade como condic¢des de temperatura de armazenagem nao controladas.

De acordo com Dave Shah (1998) e Gueimonde et al. (2004) entre os fatores que
influenciam no pH estéo temperatura de armazenagem, a concentracdo de oxigénio contida no
produto e permeabilidade do oxigénio através da embalagem, presenca de conservantes e de
outros microrganismos, aumento da acidez durante a armazenagem, o &cido e o peréxido de
hidrogénio produzidos pela bactéria do iogurte alteram no valor do pH. Assim alguns destes
fatores provavelmente terdo contribuido para uma maior acidez encontrada em algumas destas
amostras.

Os valores médios de acidez oscilaram entre 0,70 a 1,00 (Tabela 3), atendendo a
legislagdo que considera aceitavel uma acidez entre 0,6 a 1,5 gramas de &cido latico/100g de
acordo com FIL150:1991 e Instrugdo Normativa n° 46 (BRASIL, 2007).

Tealdo (1989) verificou uma menor aceitacdo do produto quando este atingiu valores a
partir de 1,12% de &cido lactico, durante o armazenamento.

Para Tamime e Robinson (1991), o desenvolvimento de acidez no iogurte ndo deve
ultrapassar valores de 1,17%, apds o0 armazenamento, valores estes maiores que 0S
encontrados nesta pesquisa.

N&o existe uma concordancia entre os autores no que diz respeito aos valores
adequados de acidez do iogurte. Para Humpherey e Plunkett (1969), a acidez inicial deve ser
de 1,0 a 1,25% enquanto para Ginslov (1970) a acidez deve ser menor que 1,2%. Segundo
Branddo (1995) imediatamente ap0s sua producédo, o iogurte deve apresentar uma acidez de
0,9 a 1,0%.

Souza (1991) afirma que acidez entre 0,7 e 1,25% sdo comuns, sendo ideal a faixa de
acidez entre 0,7 e 0,9%. Entretanto, para Tamine e Robinson (1991), o desejavel para iogurte
¢ apresentar uma acidez em torno de 0,72-1,17% de acido lactico.

O problema da poés-acidificacdo pode ser reduzido e até solucionado, com uma
adequada manutencdo das condicGes ideais de temperatura, durante o armazenamento do
produto, evitando assim, outras modificacbes no iogurte como desenvolvimento de
microrganismos tolerantes a acidez, e alteracfes sensoriais que comprometem a qualidade e
comercializacdo do produto. Em experimentos verificando a qualidade de iogurtes, Salinas
(1986) relatou que o aumento de acidez titulavel é diretamente proporcional ao tempo de
armazenamento.

Salji e Ismail(1983) concluiram que as mudancas na acidez do produto ocorreram em
maior ou menor grau, dependendo do valor inicial da temperatura de refrigeracdo, do tempo
de armazenamento e do poder de pds-acidificacdo das culturas utilizadas,nas amostras
analisadas. A acidez excessiva em iogurtes favoreceu o rigor no cumprimento da data de
validade destes produtos. Isto obrigaria a sua retirada do mercado, uma vez que esta variacdo
de acidez pode favorecer ao desenvolvimento de outros microrganismos mais resistentes a
acidez como fungos além de causar alteragcdes sensoriais indesejadas no produto

Moreira (1999) analisou diferentes tipos de iogurte fabricados na regido de Lavras-
MG e encontrou, em sua pesquisa, acidez em torno de 1%, e em dois tratamentos a acidez
atingiu concentracdo de até 1,2%de &cido lactico, embora o desejavel seja apresentar acidez
em torno de 0,70-0,72% de acido lactico segundo Abreu (1997).
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Para Bellucci (1991) o aumento de acidez tituléyel, em seu experimento, foi
diretamente proporcional & temperatura de armazenamento. A temperatura de 12°C todos 0s
tratamentos produziram valores maiores de acidez titulavel do que a temperatura de 3°C.

5.3  Populacéo de bolores e leveduras e nos iogurtes

A presenca de leveduras e bolores em iogurte é um indicativo de préaticas sanitarias
insatisfatorias na fabricacdo. logurtes com aclcar ou frutas adicionados sdo especialmente
susceptiveis ao crescimento de leveduras. Para Arnott, Duitschaever e Bullock (1974),
contagens de leveduras menores que 10 UFC/g e de bolores menores que 1 UFC/g sdo ideais.
Sdo consideradas insatisfatorias contagens de leveduras maiores que 100 UFC/g e maiores
que 10 UFC/g de bolores.

N&o foram detectados bolores e leveduras nos iogurtes da faixa 1 como I, sendo o0s
valores de todas as amostras menores que 10 UFC/g. Portanto os iogurtes nos lotes dos quatro
fabricantes analisados encontram-se dentro do valor maximo de 200 UFC/g permitido pela
legislacdo brasileira (BRASIL, 2007) e conforme as especificacdes sugeridas por Arnott,
Duitschaever e Bullock (1974).

Em 1997, Hoffmann e colaboradores fizeram um estudo em S&o José do Rio Preto,
com 26 amostras de iogurte sendo que destas, 22,2% se mostraram em desacordo com a
legislacdo brasileira e, portanto, ndo deveriam ser ingeridas, visto que poderiam acarretar
dano a saude publica. Algumas espécies de bolores e leveduras utilizam acido lactico,
elevando, consequentemente, o valor de pH do meio conforme (FRANCO; LANDGRAF,
2003). De outra forma, Suriyarachch e Fleet (1981) isolaram de iogurtes espécies proteoliticas
de leveduras capazes de elevar o pH do produto através da hidrolise da caseina.
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6 CONCLUSOES

Todas as amostras analisadas atenderam a legislacdo vigente no que se refere ao
minimo exigido de bactérias l4ticas totais que é de 1x10" UFC/g. Também estavam de acordo
com relacdo a acidez, pH e contagem de bolores e leveduras contaminantes.

Foi verificado um desequilibrio no namero de lactobacilos que foi inferior ao de cocos
e, considerado inadequado, em duas das quatro marcas comerciais estudadas, provavelmente,
devido perda de viabilidade durante o armazenamento.

Nos iogurtes da marca A houve reducdo significativa no nimero de lactobacilos da
faixa | (até 20 dias) para faixa Il (ap6s 20 dias) levando a um aumento na proporcdo de cocos
relativa ao de bacilos. Nos iogurtes dos trés outros fabricantes ndo houve diferenga
significativa nas contagens de cocos ou de bacilos da faixa | para Il.

Né&o houve diferenca significativa de acidez e pH relacionados ao tempo de vida de
prateleira, isto €, faixas | e 1l nas quatro marcas de iogurte analisadas.

Com relacdo a acidez os iogurtes do fabricante D os valores encontrados foram
significativamente mais elevados (P<0,05) quando comparado aos demais iogurtes.
Entretanto a acidez mais elevada dos iogurtes do fabricante D n&o resultou em um menor pH
nestes produtos, possivelmente devido a um teor de solidos mais elevado, que propiciou um
sistema tampéo as mudancas de pH.
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ANEXO 1

COMPOSICAO DOS MEIOS DE CULTIVO UTILIZADOS EM g/mL

38

MEIOS
MRS pH 5,2 M17 ABD LB ST Agar Lee
g/L g/L g/L g/L g/L g/L
Peptona - 10 Triptona — 10 Triptona — - Triptona -
10 10
Triptona 5,0 g; Peptona Extrato de
de soja 5,0 g; Extrato de batata 4,0 g
carne 5,0 g; Extrato de Dextrose 20,09
levedura 2,5 ; Acido Agar1509
Ascorbico 0,5; Sulfato Agua destilada 1 Extrato de Carbonato
Extratodecarne-8 de magnésio 0,25; L carmne — 10 - de célcio
Glicerofsfato  dissodio  pH final 5,6 -39
19; Agar 11,0; Agua
destilada 1 L; pH final
6,9
Extrato de levedura Extrato de Extrato de  Extrato de
levedura— levedura —
-4 levedura — 5
5 10
Glicose (dextrose) — dGIlcose Sacarose  Lactose —
20 (dextrose) — 10 5
20
Mono-oleato de Sacarose
sorbitol (Tween 80) Tween 80 - 1 - _5g
-1
Dinotassio Dipotassio  Dipotassio
Fosfato dipotéssico — F%s fato Fosfato Fosfato
2 K,HPO, - 2 K2H;O4 - KZH;O4 -
Suco de
- tomate
Acetado de sodio — 5 filtrado — 40 Agar—15 Agar—18
mL
Citrato triamoniacal Solucéo
-0,2 Agar —20 Plrpura
Sulfato de magnésio
- 0,05
Sulfato de manganés
-10

Agar — 15




ANEXO 2

IOGURTES FAIXA |: COM ATE 20 DIAS DE FABRICACAO

Marcas Meios
LEE ST M17 LB MRSac
Al 2.80E+08| 1.40E+07| 2.10E+07| 1.50E+07| 1.90E+06
A2 4.20E+07| 2.50E+07| 2.00E+07| 7.20E+05| 1.10E+05
A3 3.10E+09] 2.20E+09| 2.50E+09| 9.70E+07| 1.50E+07
A4 2.90E+08] 2.00E+08| 2.40E+08] 8.60E+08| 1.00E+07
A5 3.30E+09| 5.80E+08| 8.10E+08| 6.40E+07| 2.90E+07
A6 2.40E+09| 4.30E+08| 7.10E+08| 5.40E+07| 1.20E+07
A7 2.30E+08] 1.50E+08]| 2.60E+08] 7.20E+07| 1.00E+07
A8 1.00E+08| 1.10E+07| 1.40E+07| 2.50E+07| 1.90E+07
Bl 6.90E+08]| 4.00E+07| 5.90E+08] 4.90E+07| 3.60E+07
B2 4.30E+08| 5.70E+08| 5.80E+08]| 1.80E+07| 1.30E+07
B3 3.50E+08| 4.10E+07| 4.10E+08]| 2.40E+07| 1.40E+07
B4 4.80E+08| 3.80E+08| 4.10E+08| 1.80E+08| 1.60E+07
B5 3.90E+08| 2.10E+07| 4.60E+08| 2.70E+08| 2.60E+07
B6 3.20E+08| 4.10E+07| 7.20E+08]| 3.20E+07| 2.50E+07
B7 2.60E+08] 1.50E+08] 9.70E+08] 2.50E+08| 2.20E+07
B8 4.10E+08| 2.90E+08| 6.40E+08]| 5.10E+07| 5.80E+07
Cl 1.90E+08| 2.70E+06| 2.50E+06{ 1.40E+06| 2.50E+05
C2 2.30E+08] 2.90E+08]| 2.60E+08] 1.50E+08| 8.40E+07
C3 3.60E+08| 1.60E+08| 2.30E+08| 7.10E+07| 6.20E+07
C4 2.90E+08| 8.10E+07| 3.00E+07| 1.10E+08| 1.00E+07
C5 3.10E+08] 2.80E+08]| 1.10E+07| 4.00E+06| 1.00E+06
C6 2.30E+08] 2.90E+08]| 2.60E+08] 1.50E+08| 8.40E+07
C7 2.10E+08] 1.40E+08] 1.00E+07| 2.00E+07| 1.20E+06
C8 9.50E+07| 3.10E+07| 2.70E+07| 7.10E+07| 2.80E+07
P1 5.30E+08] 2.50E+07| 6.90E+07| 3.00E+07| 1.40E+07
P2 4.60E+09| 2.60E+07| 7.60E+08| 1.40E+07| 1.20E+07
P3 3.50E+09| 1.40E+08| 6.20E+08| 5.00E+08| 2.00E+07
P4 2.60E+09]| 1.00E+07| 7.80E+08] 3.40E+07| 2.10E+07
PS5 2.80E+09]| 2.60E+08| 6.20E+08] 3.30E+07| 2.10E+07
P6 2.00E+08] 1.90E+08| 1.40E+08] 2.60E+08| 2.60E+08
P7 2.90E+09| 2.00E+07| 5.00E+07| 1.40E+08| 1.20E+07
P8 9.60E+08| 2.10E+08| 3.40E+08| 1.00E+08| 4.00E+07
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ANEXO 3

IOGURTES FAIXA |: COM 21 — 45 DIAS DE FABRICACAO

Marcas Meios

LEE ST M17 LB MRSac
Al 3.20E+08| 1.90E+07| 3.50E+07| 2.70E+07| 1.00E+06
A2 4.60E+08| 3.30E+07| 2.70E+07| 3.30E+06| 3.50E+06
A3 5.20E+08| 5.00E+07| 3.20E+07| 1.50E+06| 1.30E+06
A4 4.10E+08| 3.90E+07| 1.90E+07| 2.10E+07| 1.00E+06
A5 3.80E+08| 3.30E+07| 1.00E+07| 1.60E+06| 1.30E+06
A6 3.10E+08| 2.00E+07| 2.10E+07| 2.00E+06| 2.10E+06
A7 8.10E+07| 3.20E+07| 1.80E+07| 1.00E+06| 3.00E+06
A8 1.10E+08| 7.40E+07| 9.70E+08| 2.80E+07| 2.70E+07
A9 8.30E+08| 7.50E+08| 8.90E+08| 7.50E+07| 1.00E+06
Al10 2.40E+08| 2.50E+07| 3.10E+07| 1.60E+06| 1.20E+06
All 4,20E+08| 5.10E+07| 3.20E+07| 1.30E+06| 1.00E+06
B2 3.10E+08| 1.20E+07| 3.30E+08| 1.60E+08| 2.30E+08
B3 4.60E+08| 3.30E+07| 5.30E+08| 3.30E+07| 3.50E+06
B4 5.20E+08| 5.00E+07| 5.10E+08| 1.50E+06| 1.30E+06
B5 4.10E+09| 3.90E+07| 3.90E+08| 2.10E+07| 1.00E+06
B6 3.80E+08| 3.30E+07| 3.90E+08| 1.60E+07| 1.30E+06
B7 3.10E+08| 1.20E+07| 3.30E+08| 1.60E+08| 2.30E+07
B8 7.30E+08| 3.00E+07| 2.40E+07| 1.00E+07| 1.00E+06
B9 2.20E+08| 9.20E+07| 7.10E+07| 1.00E+06| 1.00E+06
B10 3.10E+08| 2.00E+07| 4.10E+07| 2.00E+07| 2.10E+06
C1l 7.60E+07| 3.50E+08| 4.50E+08| 2.60E+08| 7.30E+07
C2 3.60E+08| 2.10E+07| 3.20E+07| 2.10E+07| 3.10E+06
C3 2.20E+08| 2.20E+07| 1.90E+07| 3.00E+07| 6.80E+06
C4 2.90E+08| 2.10E+08| 2.10E+08| 1.80E+07| 1.80E+07
C5 3.30E+08| 5.10E+07| 4.30E+07| 2.60E+08| 2.30E+07
C6 3.10E+08| 3.80E+07| 3.70E+06| 3.20E+07| 2.70E+07
Cc7 2.90E+08| 3.90E+07| 3.30E+07| 2.10E+08| 2.00E+07
C8 3.90E+08| 1.20E+06| 3.90E+07| 1.10E+07| 1.00E+07
C9 3.10E+09| 3.20E+08| 1.40E+09| 2.40E+08| 1.90E+07
C10 7.50E+08| 1.00E+07| 4.50E+08| 5.70E+08| 2.20E+07
Ci11 4.90E+08| 4.80E+07| 3.10E+07| 5.60E+06| 3.40E+06
D1 2.80E+08| 2.70E+07| 2.80E+07| 3.05E+07| 1.10E+07
D2 2.80E+09| 1.10E+07| 2.00E+08| 2.70E+07| 1.20E+07
D3 3.20E+08| 2.10E+07| 2.40E+08| 1.40E+07| 1.30E+06
D4 4 90E+08| 1.90E+07| 1.20E+08| 4.60E+08| 1.90E+07
D5 2.80E+08| 1.10E+07| 1.00E+08| 2.40E+08| 2.00E+07
D6 5.80E+07| 4.00E+07| 5.60E+08| 2.50E+07| 4.10E+06
D7 3.90E+08| 3.00E+07| 7.60E+08| 1.20E+07| 1.00E+07
D8 2.80E+08| 2.90E+07| 3.15E+06| 1.30E+08| 9.50E+07




