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SCHUCK, Josiane. Qualidade do leite cru nas caracteristicas fisico-quimicas,
microbiolégicas e fermentativas no iogurte integral natural. 2014. 56 fls.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia do Leite) — Centro de Ciéncias
Agrarias, Universidade do Norte do Parana, Londrina, 2014.

RESUMO

O iogurte € um produto consolidado no mercado mundial e pode ser considerado
nobre, pela alta exigéncia da qualidade da matéria-prima. Dependendo da
guantidade e do tipo de micro-organismo presentes, a sua producédo e rendimento
podem ser prejudicados, reduzindo a vida de prateleira e a aceitacdo do produto
final. O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da qualidade microbiologica do
leite cru na cinética de fermentacdo, durante a producdo de iogurte, e nas suas
caracteristicas microbioldgicas e fisico-quimicas durante a vida de prateleira. Trés
tratamentos foram avaliados: (1) producdo de iogurte a partir de leite cru com até 4h
de armazenamento a 4°C; (2) producado de iogurte a partir de leite cru com 72h de
armazenamento a 4°C; (3) producédo de iogurte a partir de leite cru com 168h de
armazenamento a 4°C. Durante a producdo do iogurte, os parametros avaliados
foram a velocidade méaxima de producdo de acido latico (g/L.h), a velocidade
maxima de crescimento de Streptococcus thermophilus (UFC/L/h) e a velocidade
maxima de crescimento de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus. Para avaliar
as caracteristicas fisico-quimicas e microbiologicas durante a vida de prateleira, o
iogurte de cada tratamento foi avaliado em trés momentos: (1) com 24h de
armazenamento a 4°C; (2) com 7 dias de armazenamento a 4°C; e (3) com 15 dias
de armazenamento a 4°C. Os parametros avaliados foram: pH, acidez Dornic,
proteina total, gordura, lactose, sdlidos totais, cinzas, contagem de L. bulgaricus, S.
thermophilus, bolores e leveduras, coliformes totais e E. coli. A qualidade
microbiolégica do leite cru foi prejudicada pela estocagem por 186h, aumentando
proporcao de psicrotréficos sobre mesofilos, que afetou negativamente a producéo e
a vida de prateleira do iogurte, diminuindo a velocidade de producédo de &cido latico,
crescimento de S. thermophilus na fermentacéo e reduzindo o percentual proteico do
produto final.

Palavras-chave: fermentacdo, cinética, psicrotroficos, S. thermophilus, L.
bulgaricus.



SCHUCK, Josiane. Quality of raw milk on physicochemical, microbiological and
fermentative of whole set yogurt. 2014. 56 fls. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia
e Tecnologia do Leite) — Centro de Ciéncias Agrarias, Universidade do Norte do
Parand, Londrina, 2014.

ABSTRACT

Yogurt is a consolidated product on the world market and can be considered noble,
due requirement of high quality raw material. However, milk with high bacterial
counts, especially psychrotrophics, directly affects the production and yield of dairy
products, reducing the shelf life and product acceptance. The goal is evaluate how
microbiological quality of raw milk influences the kinetics of fermentation on
production of yogurt and its microbiological and physical-chemical properties during
shelf life. Three treatments were evaluated: (1) production of yogurt from raw milk
with up to 4h of storage at 4°C, (2) production of yogurt from raw milk at 72h of
storage at 4°C, (3) production of yogurt from raw milk at 168h of storage at 4°C.
During the production of yogurt, it was evaluated the speed of production of lactic
acid (g/Lahr), the speed of growth of Streptococcus thermophilus (CFU/L/h) and the
speed of growth of Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus. To evaluate the
physical-chemical and microbiological parameters during shelf life, yogurt of each
treatment was evaluated in three stages: (1) at 24h of storage at 4°C; (2) at 7" day of
storage at 4°C; and (3) 15™ day of storage at 4°C. Parameters evaluated were be:
pH, Dornic acidity, total protein, fat, lactose, total solids, ash, count L. bulgaricus, S.
thermophilus, yeast and mold, total coliforms and E. coli. The microbiological quality
of raw milk was impaired by storage during 168h, increasing proportion of
psychrotrophic on mesophilic, and adversaly affected production and shelf life of
yogurt, slowing production of lactic acid, reducing growth of S. thermophilus during
fermentation and reducing percentage of protein on final product.

Keywords: fermentation, kinetics, psychrotrophic, S. thermophilus, L. bulgaricus.
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1 IOGURTE E BACTERIAS ACIDO-LATICAS

A origem do iogurte ndo é bem esclarecida, mas acredita-se que acorreu
juntamente a domesticacdo do gado leiteiro e a utilizacdo do leite do rebanho para
alimentagdo humana. A transformacdo do leite em iogurte era uma maneira de
promover maior tempo de vida util para esse alimento, em épocas onde a
refrigeracdo era escassa. Existem registros de leite fermentado ja nos tempos do
velho Egito (TAMINE e ROBINSON, 1999).

Nos dias atuais, o consumo de iogurte esta amplamente difundido no mercado
brasileiro e mundial. Os maiores consumidores de iogurte sdo a Asia e a Europa
Central, sendo a Bulgaria quem apresenta a maior quantidade per capita. No Brasil,
o iogurte foi introduzido nos anos 1930, com a imigracado europeia; entretanto, o

consumo s6 foi considerado significativo a partir de 1970 (KROLOW, 2008).

A Instrucdo Normativa n® 46/2007, do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento, enquadra o iogurte no género de produtos lacteos fermentados, que
se define por um alimento obtido pela coagulacdo e diminuicdo do pH do leite por
fermentacdo latica, mediante acdo de cultivos de micro-organismos especificos,
adicionado ou nao de outros produtos lacteos e/ou outras substancias alimenticias
(BRASIL, 2007).

Para ser considerado iogurte propriamente dito, a fermentacdo deve ser
realizada com culturas mistas dos micro-organismos acido-laticos Streptococcus
salivarius subsp. thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, e de
forma complementar outras bactérias &cido-laticas podem contribuir para a
determinacao das caracteristicas do produto final. O iogurte natural pode ser assim
designado quando produzido somente com leite e cultura fermentadora. Na
descricdo do produto pode-se mencionar “desnatado”, quando a quantidade de
gordura maxima presente no iogurte for de 0,5%; “semi-desnatado”, entre 0,5 a 2,9%
de gordura; ou “integral” quando tiver no minimo 3% de gordura. Com a incluséo de
demais aditivos como acgucar, frutas, espessantes e adogantes, o iogurte perde sua
denominacéo de “natural” (BRASIL, 2007).

Existem diversas maneiras de manufaturar o iogurte, que diferenciam-se por
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seu processamento e ingredientes, dentre 0os quais podemos citar o iogurte natural,
o batido, de frutas, sorvete de iogurte e iogurtes para beber. As versdes mais
consumidas sao o natural e o batido (Figura 1). No iogurte natural, o processo de
envase é feito antes da fermentagéo, promovendo a formac¢do do coagulo na propria
embalagem que chegard ao consumidor. Ao contrario, no iogurte batido a
fermentacéao é feita em larga escala, formando um grande gel, o qual € quebrado por
agitacdo, para assim, ser envazado e comercializado. A temperatura para
inoculagdo e a quantidade de cultura presentes em cada tipo de iogurte sao
diferentes, influenciando no tempo de fermentacdo e nas suas caracteristicas finais
(WALSTRA et al., 2006).

Figura 1 - Fluxograma para producao de iogurte natural e iogurte batido.
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55°C 20Mpa

'
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'
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30-32°C
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!

Envasamento Incubacéo
16 — 20h
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2,5h T T T T T Quebrar gel
¢ ’ '
Y ¥
Resfriamento Resfriamento
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Natural a6’c
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Fonte: Walstra et al., (2006)
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O leite, quando ordenhado de um Ubere saudavel, é essencialmente estéril e
se contamina no momento da ordenha. Dentre 0s micro-organismos contaminantes,
as bactérias acido-laticas (BAL) estdo presentes em maior nimero, principalmente
guando nao é feito o resfriamento do leite imediatamente apdés a ordenha. Sem
refrigeracdo, as BALs se desenvolvem rapidamente, metabolizando a lactose em
acido latico, reduzindo o pH do leite, promovendo a precipitacdo da caseina e, assim
formando o gel que caracteriza o iogurte. Entretanto, para obter-se as caracteristicas
esperadas deste nobre produto lacteo, é necessaria a adicdo de BALs especificas,
cujos metabdlitos promovam sabor, cremosidade e homogeneidade caracteristicos
do iogurte (FOX e MCSWEENEY, 1998).

De acordo com Mozzi et al. (2010), as BALs tem a propriedade de metabolizar
carboidratos presentes no meio e transforma-los em acido latico, sendo que, no caso
do leite, este carboidrato € a lactose. Na sua grande maioria, as BALs sdo Gram-
positivas, anaerbbias facultativas e ndo apresentam capacidade de esporular. Os
principais géneros deste grupo sdo os Lactobacillus spp., Lactococcus spp.,
Streptococcus spp., Enterococcus spp., entre outros. Estas bactérias estdo
presentes em muitos alimentos, por contaminacdo ou adicionadas, cujas enzimas
também sdo responsaveis por caracteristicas reologicas, sensoriais e nutricionais do

produto final.

A cultura éacido-latica especifica para producdo de iogurte, formada pelas
bactérias S. thermophilus e L. bulgaricus, tem caracteristica lactose-
homofermentativa. Na homofermentagcdo, a lactose entra na célula da BAL, no
citoplasma ¢é hidrolisada pela B-galactosidase e transformada em glicose e
galactose. A glicose € catabolizada em piruvato e tem como metabdlito final o lactato
ou acido latico, enquanto a galactose retorna livre para a fase aquosa do leite

(TAMINE; ROBINSON, 1999).

De acordo com Oliveira et al. (2009), as bactérias laticas fermentam o leite
utilizando lactose e citrato, os quais permitem acumulo de acido latico e outros
compostos que beneficiam as qualidades sensoriais e de textura do produto. O acido
latico é derivado da lactose (piruvato). O diacetil e acetoina sdo derivados do
metabolismo do citrato, ambos produtos aromaticos que agregam propriedades

especificas para iogurtes.
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A textura do iogurte resulta de uma complexa interacédo entre as proteinas do
leite, acido latico e dos exopolissacarideos (EPS) produzidos por algumas culturas.
Caracteristicas importantes esperadas no iogurte incluem firmeza, suavidade,
viscosidade e estabilidade do gel (HAYES; BOOR, 2001). EPS em produtos lacteos
podem promover estabilidade e viscosidade ao iogurte, por fixar moléculas de agua
ao gel e afetar positivamente na textura, sensacao de boca e sabor (BROADBENT
et al., 2003).

Streptococcus thermophilus (Figura 2) sdo bactérias Gram-positivas, de forma
ovoide, anaerdébias homofermentativas, formadores de cadeias e produtoras de
lactato, acetaldeido e diacetil, quando em meio lacteo. Algumas cepas podem
produzir EPS. Sao termdfilas, portanto sua multiplicacdo € inibida abaixo de 15°C e
podem crescer até 45°C, sendo 37°C a temperatura ideal para desenvolvimento
(TAMINE; ROBINSON, 1999). Sédo bactérias que mantém a textura e viscosidade

dos iogurtes durante o armazenamento (OLIVEIRA et al., 2009).

Figura 2 - Morfologia da célula de
Streptococcus thermophilus

Fonte: Walstra et al. (2006)

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (Figura 3) sdo as BALs mais acido-
tolerantes e comecam sua multiplicacdo em pH 6,2 a 5,5. Sao capazes de reduzir o
pH do leite inoculado para abaixo de 4,0 (HAYES; BOOR, 2001). Sdo importantes
pela producao de acido latico em grandes volumes durante a fermentacéo, essencial
para a formagdo do gel. Entretanto, continua lentamente a formacéo deste acido
mesmo durante o armazenamento refrigerado (poés-acidificacdo), podendo provocar
acidez intensa e desagradavel ao iogurte, caracteristica recusada pelo consumidor
(MOHAMMADI et. al, 2012). Tamine e Robinson (1999) definem estes micro-
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organismos como bactérias homofermentativas obrigatérias que produzem lactato,
acetaldeido e, algumas cepas, EPS. Em temperaturas de refrigeracao (<10°C), pode
ocorrer leve crescimento, assim como em temperaturas a 55°C. Sua temperatura

Otima para desenvolvimento é 45°C.

Figura 3 - Morfologia da célula de
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus

»

Fonte: Walstra et al. (2006)

Os micro-organismos caracteristicos da produgéo do iogurte multiplicam-se em
uma relacdo de simbiose (Figura 4), resultando em uma rapida acidificacdo do leite:
o0 L. bulgaricus libera os aminoacidos e peptideos da caseina que estimulam a
multiplicagéo do S. thermophilus; ja este, remove o oxigénio do meio, baixando o pH
e produzindo &cido férmico e piruvato que favorecem o desenvolvimento de L.
bulgaricus (HAYES; BOOR, 2001).

Béal et al. (1994) compararam as caracteristicas de multiplicacdo, acidificacdo
e produtividade de culturas mistas de S. thermophilus e L. bulgaricus e de culturas
puras isoladas. Concluiram que 0s micro-organismos em conjunto tem uma
produtividade até 2,4 vezes maior do que culturas isoladas. Ainda, observaram que
L. bulgaricus € mais acido-tolerante que S. thermophilus, e que sua multiplicacéo é
significativa a um pH baixo, enquanto o do S. thermophilus é interrompido. A unido
destas duas cepas na mesma cultura promove o aumento no percentual de células
viaveis no iogurte, aumento na taxa de multiplicacdo das duas cultura e producédo de

acido latico durante a fermentacao.

15



Figura 4 - Esquema demonstrativo da relacdo de simbiose entre L.
bulgaricus e S. thermophilus na producao de iogurte.
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AC'DO f*"' * PEQU,ENOS
N / . PEPTIDEOS

./ Co, \

A :

N N .
Rt Streptococcus thermophilus Lactobacillus delbrueckii ----- -

ssp. bulgaricus

Fonte: Walstra et al. (2006)

1.2 QUALIDADE DO LEITE, DERIVADOS LACTEOS E MICRO-ORGANISMOS
PSICROTROFICOS

Com a implantagdo do Programa Nacional de Qualidade do Leite em 1998, o
Brasil comecou a empregar esforcos para garantir a qualidade do leite em toda
cadeia produtiva. Entre outras acfes, 0 programa previu a publicacdo da Instrucao
Normativa n°51/2002 do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento, a qual
estabeleceu padrées minimos de qualidade e identidade para o leite produzido
(BRASIL, 2002).

A IN51/2002 estabeleceu a obrigatoriedade do resfriamento do leite nas
propriedades rurais, que trouxe o aumento do tempo entre a ordenha e a chegada
do leite nos estabelecimentos processadores. Em 2011, alguns padrdes foram
revistos e a IN51/2002 foi substituida pela Instrucdo Normativa n° 62/2011 (BRASIL,

2011), que no momento encontra-se vigente.

Em 2009, o Brasil ocupou a 62 posicéo na classificacdo mundial dos principais
paises produtores de leite, com uma producéo de 27,579 milhdes de toneladas do
produto. Deste total, cerca de 33% sé&o processados como leite fluido (pasteurizado
e UHT) e 34% como queijos em geral (EMBRAPA, 2009). Conforme dados
divulgados pelo IBGE (2013), no segundo trimestre do ano 2013, entre os estados

brasileiros a regido Sudeste destacou-se (Tabela 1), sendo o estado de Minas
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Gerais 0 que mais produziu leite (26,6%), seguido por Rio Grande do Sul (13,9%) e

Parana (11,7%), ambos da regido sul do pais.

Tabela 1. Comparativo da participacdo (%) da aquisicdo de leite nas regides
brasileiras, no segundo trimestre dos anos 2012 e 2013.

REGIOES BRASILEIRAS 2° TRIM 2012 (%) 2° TRIM 2013 (%)
NORTE 55 5,8
NORDESTE 54 51
SUDESTE 38,6 40,9
SUL 35,7 34,2
CENTRO-OESTE 14,8 14,1

Fonte: IBGE (set/2013)

A temperatura de armazenamento do leite apds a ordenha € um dos principais
fatores que determinam sua carga microbiolégica. O armazenamento refrigerado
minimiza o problema do desenvolvimento de micro-organismos mesdfilos, que se
desenvolvem em temperaturas entre 25 e 30°C, os quais provocam acidificacdo do
leite através da fermentacdo da lactose. Entretanto, a baixa temperatura favorece o
desenvolvimento de micro-organismos psicrotréficos, que embora sejam eliminados
durante o tratamento térmico, produzem enzimas proteoliticas e lipoliticas que néao
sdo inativadas nos tratamentos usuais da industria lactea (MUIR, 1996; SANTOS;
FONSECA, 2001; SORHAUG; STEPANIAK, 1997).

Os micro-organismos psicrotroficos presentes no leite cru séo bactérias Gram-
negativas dos géneros Pseudomonas spp., Alcaligenes spp., Achromobacter spp.,
Aeromonas spp., Serratia spp., Chromobacterium spp. e Flavobacterium spp.; e
Gram-positivas dos géneros Bacillus spp., Clostridium spp., Corynebacterium spp.,
Streptococcus spp., Lactobacillus spp. e Microbacterium spp.. Destes géneros, o
mais comumente encontrado em leite € o Pseudomonas, com destaque para a
espécie P. fluorescens. Outras espécies incluem P. fragi, P. putida e P. aeruginosa
(COUSINS; BRAMLEY, 1981; COUSIN, 1982; SORHAUG; STEPANIAK, 1997).
Muitos destes micro-organismos apresentam temperatura 6tima de desenvolvimento
entre 20 e 30°C, mas também podem se desenvolver em temperatura de
refrigeracdo (MUIR, 1996).

Os principais pontos de contaminacdo do leite por micro-organismos
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psicrotréficos sdo latbes, tanques de expansdo, agua residual de equipamentos e
utensilios de ordenha e tetos higienizados inadequadamente (COUSIN; BRAMLEY,
1981; HAYES; BOOR, 2001). Santana et al. (2001) avaliaram cinco propriedades
leiteiras na regido de Londrina, e concluiram que a agua residual de tanques de
expansao foi a principal fonte de contaminacdo por psicrotréficos no processo de
producdo de leite. Nestes tanques, esta agua apresentou contagens de
psicrotréficos de até 2,6x10° UFC/mL.

Altas populacdes de psicrotréficos (até 10° UFC/mL) também foram
encontradas em amostras de leite coletadas de tanques coletivos e individuais, onde
se observou a predominancia de bactérias psicrotréficas Gram-negativas (81,2%),
dos géneros Aeromonas spp., Alcaligenes spp., Acinetobacter spp., Burkholderia
spp., Chryseomonas spp., Enterobacter spp., Ewingella spp., Klebsiella spp., Hafnia
spp., Methylobacterium spp., Moraxella spp., Pantoea spp., Pseudomonas spp.,
Serratia spp., Sphingomonas spp. e Yersinia spp.. Pseudomonas spp. foi o género

mais isolado e P. fluorescens, a espécie predominante (ARCURI et al., 2008).

Pinto, Martins e Vanetti (2006) avaliaram a qualidade microbioldgica de leite cru
refrigerado destinado a producdo de leite UHT, e observaram que 100% das
amostras dos silos industriais analisados apresentaram contagem de psicrotroficos
>10°> UFC/mL, sendo que 50% apresentaram contagem >10° UFC/mL. Os autores
concluiram que as condi¢des higiénicas de producdo, armazenamento, transporte e
refrigeracdo, nas diferentes etapas da cadeia produtiva do leite, ndo foram
adequados para minimizar a contaminagdo microbiana e o desenvolvimento de

bactérias psicrotroficas.

Souza et al. (2009) encontraram contagens de meséfilos variando de 6,2x10° a
2,2x10” UFC/mL, e de psicrotréficos de 3,2x10° a 9,6x10° UFC/mL em amostras de
leite cru de propriedades rurais de Minas Gerais. Quando a avaliacao foi realizada
no tanque comunitario utilizado por estas propriedades, as contagens médias foram

de 1,8x10° e 7,4x10* UFC/mL para mesdfilos e psicrotréficos, respectivamente.

Enzimas secretadas por micro-organismos psicrotréficos durante o
armazenamento refrigerado do leite causam protedlise e lipolise, reduzindo seu valor
econdbmico. A protedlise reduz o rendimento de produtos de base proteica como

queijo, iogurte e leite em pd, e estd relacionada a defeitos de qualidade como
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alteracbes de sabor em leite pasteurizado e gelificacdo de leite UHT. O
desenvolvimento da lipdlise produz acidos graxos livres, causando a rancidez do
leite e produtos lacteos, e consequentemente, a rejeicdo pelos consumidores.
Mesmo nao havendo legislacdo determinando limites para estes micro-organismos
no leite, existe uma convencao onde a atividade enzimatica passa a ter importancia
quando as contagens de psicrotréficos ultrapassam 10° UFC/mL (COUSIN, 1982;
MUIR, 1996; SANTOS; FONSECA, 2001; SORHAUG; STEPANIAK, 1997).

A producdo de proteases de psicrotroficos em amostras de leite cru
armazenadas a 2°C, 4°C e 7°C por 10 dias foi avaliada por Haryani et al. (2003). Os
autores observaram o aumento da contagem de psicrotroficos nas amostras nas trés
temperaturas de armazenamento. Entretanto, as contagens bacterianas foram
significativamente maiores a 7°C e pouca protedlise ocorreu no leite armazenado a
2°C por 10 dias. A producao de proteases ou protedlise foi observada em 6 dias a
2°C, 4 dias a 4°C e apenas 2 dias a 7°C. Desta forma, os autores concluiram que
para prevenir o desenvolvimento de psicrotréficos e, consequentemente, a producéo
de proteases, o leite deve ser armazenado antes do tratamento térmico por periodos

mais curtos do que os estudados neste experimento.

Nornberg et al. (2010) ndo encontraram correlacéo entre atividade proteolitica e
a contagem de psicrotréficos no leite cru refrigerado de dois laticinios do estado do
Rio Grande do Sul. Os autores sugerem que a protedlise esta principalmente
associada a linhagens especificas de bactérias psicrotroficas com elevada

capacidade proteolitica.

Em outro estudo, Celestino, lyer e Roginski (1996) avaliaram o efeito do
armazenamento refrigerado (4°C/48h) sobre a qualidade do leite cru. O
armazenamento resultou em aumento de micro-organismos proteoliticos e lipoliticos.
O numero de psicrotréficos como propor¢do da contagem de mesofilos aumentou de
47% para 80% apos 2 dias. Os autores ainda observaram uma maior concentracao
de acidos graxos livres e menor pH no leite armazenado, resultado de sua maior

acdo enzimética e bacteriana, quando comparado ao leite fresco.

Outras espécies de psicrotroficos com alta atividade proteolitica de leite cru de
tanques e silos de armazenamento foram isoladas, tais como Burkholderia cepacia,

Klebsiella oxytoca e Aeromonas sp. As proteases destes micro-organismos
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mostraram-se bastante resistentes aos tratamentos térmicos de pasteurizacdo e
UHT, causando a coagulacdo de leite UHT apdés 5 dias de armazenamento a
temperatura ambiente. Estes resultados evidenciaram o potencial dos micro-
organismos psicrotroficos para deterioragdo da qualidade dos produtos lacteos
fabricados a partir de leite cru de baixa qualidade (NORNBERG et al., 2010).

A vida de prateleira dos produtos lacteos refrigerados é limitada pela alta
atividade de 4gua e pH favoraveis para a multiplicacdo microbiana. A qualidade do
leite cru também pode influenciar suas caracteristicas fisico-quimicas,
microbiolégicas e sensoriais. A deterioracdo do leite cru afeta negativamente o
sabor, aroma e textura dos derivados, mesmo quando armazenados sob
refrigeracdo (MUIR, 1996).

No trabalho realizado por Arcuri et al. (2008), a maioria das bactérias
psicrotroficas isoladas, de tanques comunitarios e individuais, apresentou atividade
proteolitica e/ou lipolitica em temperaturas de refrigeracdo inferiores a 10°C,
evidenciando seu alto potencial de deterioragcéo do leite e, portanto, prejudicando a
manufatura de produtos lacteos. A bactéria deteriorante mais evidenciada foi
Pseudomonas. A atividade metabdlica desses micro-organismos resulta em
alteragcfes bioquimicas nos constituintes do leite que limitam a vida de prateleira dos

produtos lacteos.

Muitas enzimas produzidas pela microbiota psicrotréfica presente no leite cru
sdo termorresistentes, ao contrario dos seus geradores, que nado resistem apos a
pasteurizacdo. A acdo enzimatica ndo € inibida por tratamentos térmicos ou pela
fermentacdo, persistindo ativas mesmo em derivados lacteos beneficiados, como
alimentos fermentados. Esta acdo enzimatica pode causar deterioracdo do produto
final, reduzindo sua vida de prateleira, além de provocar alteracdo na aparéncia e

defeitos de sabor (NONRBERG et al., 2010).

Segundo Pinto, Martins e Vanetti (2006), existe uma grande controversia entre
a relacdo do numero de bactérias contaminantes e o0s possiveis defeitos na
qualidade do leite e derivados ap0s o processamento. Assim, populacdes elevadas
de psicrotréficos ndo sdo necessarias para a producdo de concentracdes signi-
ficativas de proteases termorresistentes. Ao contrario, Noérnberg et al. (2010)

consideram imprudente a fabricacdo de produtos a partir de leite com contagens
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maiores que 10° UFC/mL de psicrotréficos, pois a presenca destas enzimas
produzidas por bactérias psicrotroficas seria de grande significancia e prejudicial a

sua qualidade.

O leite ordenhado de um animal saudavel e em boas condi¢cbes de higiene é
um dos requisitos principais para a obtencdo de boa matéria-prima para a producao
de derivados lacteos. Logo, outro critério de controle de qualidade do leite cru
refrigerado, e de grande relevancia na producdo de derivados lacteos, € a

guantificacao de células somaticas presentes no leite (BRASIL, 2012).

O controle de doencas inflamatérias do Ubere de um animal lactante pode ser
feito pela contagem de células somaticas (CCS). As células somaticas sédo
provenientes da descamacao natural do epitélio do 6érgdo mamario, somadas as
células brancas de defesa espontanea deste animal, que ficam exacerbadas durante
uma inflamacgéo. Pela legislacdo vigente no Brasil (IN62/2011), é indicado totalizar
valores inferiores a 6x10°> CS/mL de leite, com adendo de reducéo deste indice para
5x10° CS/mL, no ano de 2014.

Quando os niveis de CCS estdo muitos altos, além de apontar um processo
inflamatério maméario (mastite), funcionam como indicadores de baixas
caracteristicas qualitativas e higiénicas do leite. Como resultado desta resposta
inflamatoria, sdo observadas mudancas nas concentracbes dos macro e
micronutrientes no leite, em consequéncia da alteracdo de permeabilidade e injaria
na mucosa da glandula mamaria, onde sdo sintetizados os principais componentes
lacteos. A diminuicdo das caseinas, 0 aumento de acidos graxos livres, o incremento
da concentracdo de minerais e das atividades proteoliticas e lipoliticas apresentam

grande impacto na qualidade e rendimento de produtos lacteos (SANTOS, 2003).

Estudos feitos por Najafi et al. (2010) com iogurtes elaborados com leite de
ovelha, demonstraram que amostras produzidas com leite contendo altos niveis de
CCS apresentaram aumento na acidez, diminuicdio do pH e reducdo da
concentracdo de lactose. Verificaram, também, o aumento do percentual de
proteinas totais no iogurte, por efeito do grande aumento das proteinas do soro; em
contrapartida, ocorreu a baixa no percentual da proteina caseica. Por conseguinte, 0
iogurte com maior CCS formou um gel mais firme, mas que durante a estocagem

provocou maior sinerese e menor aceitacdo comercial.
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Segundo Muir (1996), a vida de prateleira do leite e produtos lacteos pode ser
definida como o tempo em que o produto permanece estavel e ndo apresenta
alteracdes fisicas ou sensoriais. No caso dos produtos lacteos refrigerados, é
diretamente influenciada pelo desenvolvimento de micro-organismos deteriorantes,

como os psicrotroficos.
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2 OBJETIVOS
2.1 GERAL

Avaliar a influéncia da qualidade microbiologica do leite cru refrigerado na
cinética de fermentacdo durante a producdo de iogurte e as caracteristicas
microbiolégicas e fisico-quimicas durante a vida de prateleira do iogurte.

2.2 ESPECIFICOS

= Analisar a qualidade microbiolégica e fisico-quimica do leite cru utilizado na
fabricacdo do iogurte em diferentes tempos de estocagem (4h, 72h e 168h), a
4°C,

= Avaliar a cinética de fermentacdo para Streptococcus thermophilus e
Lactobacillus bulgaricus em iogurtes produzidos com leite cru armazenado em
diferentes tempos (4h, 72h e 168h), a 4°C;

= Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas e microbiol6gicas durante a vida de
prateleira de iogurtes produzidos com leite cru armazenado em diferentes
tempos de estocagem (4h, 72h e 168h), a 4°C.
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3 ARTIGO PARA PUBLICACAO

QUALIDADE DO LEITE CRU NAS CARACTERI'STICAS
FISICO-QUIMICAS, MICROBIOLOGICAS E
FERMENTATIVAS DE IOGURTE INTEGRAL NATURAL
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da qualidade microbioldgica do leite
cru na cinética de fermentacdo, na producdo de iogurte natural, e nas suas
caracteristicas microbioldgicas e fisico-quimicas durante a vida de prateleira. Trés
tratamentos foram avaliados: (1) producdo de iogurte a partir de leite cru com até 4h
de armazenamento a 4°C; (2) producao de iogurte a partir de leite cru com 72h de
armazenamento a 4°C; (3) producdo de iogurte a partir de leite cru com 168h de
armazenamento a 4°C. Durante a producédo do iogurte, os parametros avaliados
foram a velocidade maxima de producdo de acido latico (g/L.h), a velocidade
méaxima de crescimento de Streptococcus thermophilus (UFC/L/h) e a velocidade
maxima de crescimento de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus. Para avaliar
as caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas durante a vida de prateleira, o
jogurte de cada tratamento foi avaliado em trés momentos: (1) com 24h de
armazenamento a 4°C; (2) com 7 dias de armazenamento a 4°C; e (3) com 15 dias
de armazenamento a 4°C. Os parametros avaliados foram: pH, acidez Dornic,
proteina total, gordura, lactose, sdlidos totais, cinzas, contagem de L. bulgaricus, S.
thermophilus, bolores e leveduras, coliformes totais e Escherichia coli. A cinética de
fermentacdo do iogurte foi prejudicada quando o leite utilizado para a producao
esteve estocado por 168h. A qualidade microbiolégica do leite cru foi prejudicada
pela estocagem por 168h, aumentando proporcéo de psicrotréficos sobre mesdfilos,
gue afetou negativamente a producéo e a vida de prateleira do iogurte, diminuindo a
velocidade de producdo de acido latico, crescimento de S. thermophilus na
fermentacdo e reduzindo o percentual proteico do produto final. Periodos de
armazenamento da matéria prima superior & 72h, mesmo sob refrigeracdo a 4°C,
sao suficientes para prolongar o tempo de producado de iogurtes, diminuir seu pH e,
consequente, sua aceitacao e vida de prateleira.

Palavras-chave: fermentagdo, cinética, psicrotroficos, S. thermophilus, L.
bulgaricus.
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ABSTRACT

The goal of this work was evaluate how microbiological quality of raw milk influences
the kinetics of fermentation on production of yogurt and its microbiological and
physical-chemical properties during shelf life. Three treatments were evaluated: (1)
production of yogurt from raw milk up to 4h of storage at 4°C, (2) production of yogurt
from raw milk at 72h of storage at 4°C, (3) production of yogurt from raw milk at 168h
of storage at 4°C. During the production of yogurt, it was evaluated the speed of
lactic acid production (g/L.h), the speed of growth of Streptococcus thermophilus
(CFU/L/h) and the speed of growth of Lactobacillus bulgaricus. To evaluate the
physical-chemical and microbiological parameters during shelf life, yogurt of each
treatment was evaluated in three stages: (1) 24h of storage at 4°C; (2) 7™ day of
storage at 4°C; and (3) 15™ day of storage at 4°C. Parameters evaluated were: pH,
Dornic acidity, total protein, fat, lactose, total solids, ash, count L. bulgaricus, S.
thermophilus, yeast and mold, total coliforms and Escherichia coli counts.
Fermentation kinetic of yogurt was impaired when raw milk used for the production
has been stored for 168h. Microbiological quality of raw milk was impaired by storage
for 168 hours, increasing proportion of psychrotrophic on mesophilic, and adversaly
affected production and shelf life of yogurt, slowing production of lactic acid, reducing
growth of S. thermophilus during fermentation and reducing the percentage of protein
on final product. Raw milk storage periods up to 72h, even under refrigeration at 4°C,
were sufficient to prolong the production of yogurts, decreasing its pH and,
consequently, their acceptance and shelf life.

Keywords: fermentation, kinetics, psychrotrophic, S. thermophilus, L. bulgaricus.
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3.1 INTRODUCAO

Para melhoria e manutencdo da qualidade microbiologica do leite cru até a
chegada a industria, a refrigeragdo do leite na propriedade e o transporte a granel
sdo algumas das medidas adotadas em nosso pais. Entretanto, temperaturas em
torno de 4°C selecionam uma microbiota denominada psicrotrofica, que tem a
temperatura 6tima em torno de 25°C para desenvolver-se, porém multiplica-se sob
refrigeracdo e produz enzimas termorresistentes que comprometem a qualidade de
derivados lacteos, como iogurtes e outros leites fermentados (SANTANA et al.,
2001).

O iogurte € um produto consolidado no mercado mundial e pode ser
considerado nobre, pela alta exigéncia da qualidade da matéria-prima. Além de
manter todos os valores nutricionais do leite, as diversas culturas lacteas utilizadas
na producdo do iogurte sdo benéficas a saude, proporcionando bem-estar e saude
aos seus consumidores. Entretanto, leite com alta contagem bacteriana,
principalmente do tipo psicrotréfica, afeta diretamente a producéo e o rendimento do
produto final, reduzindo a vida de prateleira e a aceitacdo do produto (TAMINE &
ROBINSON, 1999).

Essa contaminacdo microbiologica do leite também pode resultar em
alteracOes reologicas, como defeitos de viscosidade, além de problemas rendimento
de iogurtes. logurtes com teor de acidez mais elevado tem menor preferéncia do
consumidor em relagéo ao sabor (GIESE et al., 2010). No estudo de Cakmakgi et al.
(2012), os iogurtes obtiveram notas sensoriais excelentes quando recém fabricados
e armazenados, destacando sabor mais intenso e melhor consisténcia. No entanto,
apos 7 dias de estocagem refrigerada, as pontuacdes sensoriais e de aceitabilidade

de todas as formula¢des diminuiram.

Considerando que a microbiota psicrotréfica pode prolongar o tempo de
producdo de iogurtes, bem como diminuir sua aceitacdo e vida de prateleira,
pesquisas que avaliam a influéncia da qualidade do leite sobre a produgdo de seus
derivados podem gerar dados que auxiliem industrias e produtores a diminuirem

perdas e otimizarem o processo fermentativo.

Dessa maneira, o objetivo desse trabalho foi avaliar a influéncia da qualidade
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microbioldgica do leite cru refrigerado na cinética de fermentacédo do iogurte natural
e em suas caracteristicas microbiolégicas e fisico-quimicas durante a vida de

prateleira.
3.2 MATERIAL E METODOS
3.2.1 MATERIA-PRIMA

O leite cru utilizado em todo o experimento foi proveniente de uma
propriedade em Rolandia (PR), com ordenha mecénica fechada e pré-resfriador a
placas. A propriedade foi selecionada entre todas as cadastradas na Cooperativa
Central Agro-Industrial (CONFEPAR), devido a sua tecnificagé@o e repeticdo de bons
indices de qualidade do leite, minimizando a interferéncia de algumas variaveis
confundidoras, como contagem de células somaticas e adicdo de substancias

fraudulentas.

Apés a ordenha e resfriamento (4°C) na propriedade, cinco litros de leite
foram coletados em condicGes assépticas e transportados sob refrigeracdo em
caixas de isopor com gelo reciclavel para o laboratério do Mestrado em Ciéncia e
Tecnologia do Leite da UNOPAR, em Londrina (PR). O leite cru foi mantido a 4°C
durante os periodos de avaliacdo (4h, 72h e 168h), até sua utilizacdo para

fabricacdo do iogurte.
3.2.2 PROCESSAMENTO E ANALISES
3.2.2.1 LEITE

A partir da amostra inicial (5 litros), o leite cru foi dividido em trés aliquotas: a
primeira representando o leite do dia da ordenha, com até 4 horas de producao (D0);
e as outras duas aliquotas ficaram armazenadas por 72 horas (D3) e 168 horas (D7)
a 4°C, respectivamente. A temperatura de armazenamento foi baseada na
legislacao, reproduzindo as condic¢des reais de producao (MAPA IN62/2011).

As qualidades fisico-quimicas e microbiolégicas do leite cru foram analisadas
em DO, D3 e D7, verificando-se as alteracées promovidas pela estocagem. Foram
avaliados: pH, acidez titulavel, porcentagem de proteina total, gordura, lactose,
sélidos totais e cinzas. As analises microbiolégicas foram contagem de micro-

organismos aerobios mesofilos, de psicrotroficos, coliformes totais e Escherichia coli.
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No leite DO, também foram determinadas a contagem de células somaticas e

presenca de residuos de antibioticos.

As analises fisico-quimicas foram realizadas em duplicata. O pH foi
determinado por potencibmetro (pHmetro) de imersédo, previamente calibrado,
introduzindo-se o eletrodo diretamente nas amostras para fazer a leitura. A acidez foi
avaliada por titulacdo com solucéo Dornic de hidroxido de sodio (NaOH), com adi¢cdo
do marcador fenolftaleina. O percentual de proteinas foi avaliado pelo nitrogénio
total, quantificado pelo método de micro-Kjeldahl, usando 6,38 como fator de
correcdo. O percentual de gordura foi determinado pelo método de Gerber, com uso
de butirbmetro para leite. Sélidos totais foram determinados por secagem em estufa
a 105°C/16h. Cinzas por determinacdo de residuo por incineracdo e mufla a
550°C/12h (BRASIL, 2006).

As analises microbiologicas de aerébios mesdfilos foram realizadas em placas
3M™ Petriflm™ para contagem de aerébios (AC) e incubadas em estufa a
37°C/48h. Os micro-organismos psicrotréficos foram  determinados por
plagueamento em superficie em meio PCA (Plate Count Agar), mantidos a
21°C/25h, em duplicata. As andlises de coliformes totais e E. coli foram feitas com
incubacdo da amostra em placas 3M™ Petrifilm™ EC, a 37°C/24h e 37°C/48h,
respectivamente (APHA, 2004).

Para mensuracdo de CCS, as amostras de leite DO foram encaminhadas ao
laboratério da Associacdo dos Produtores e Criadores de Bovinos da Raca
Holandesa (APCBRH), em Curitiba (PR), e avaliadas pela metodologia de
infravermelho (INTERNACIONAL IDF STANDARD 141C, 2000).

O teste para triagem de antibiéticos foi utilizando o kit SNAP, nas versdes:
SNAP Beta ST e o SNAP Duo Beta-Tetra, da empresa IDEXX Laboratories, no

préprio laboratorio do laticinio de origem da matéria-prima.
3.2.2.2 CULTURA

Foi utilizada cultura liofilizada para iogurtes de Streptococcus thermophillus e
Lactobacillus bulgaricus, da marca Christian Hansen S/A, codigo FD-DVS YF-L812
Yo-Flex®. A cultura foi adicionada diretamente ao leite j& pasteurizado e resfriado a

43°C, sem nenhuma diluicdo prévia. A quantidade utilizada foi de 0,1 gramas,

32



conforme indicacéo do fabricante (Anexo A).
3.2.2.3 IOGURTE INTEGRAL NATURAL

Trés tratamentos foram utilizados para a fabricacdo de iogurte: (1) Producéo
de iogurte a partir de leite cru com até 4h de armazenamento a 4°C; (2) producao de
iogurte a partir de leite cru com 72h de armazenamento a 4°C; (3) producdo de

iogurte a partir de leite cru com 168h de armazenamento a 4°C.

O leite cru de cada tratamento, apds periodo de armazenamento, foi
pasteurizado (65°C/30min) e resfriado até 43°C para adicdo da cultura latica
previamente pesada. De cada tratamento, foram feitas analises da cinética de

fermentacéo e do iogurte propriamente dito.

Para andlise da cinética de fermentacao, por¢cdes de 10 a 20mL do inéculo
foram acondicionadas em tubos de ensaio estéreis, sendo 20 tubos de ensaio para
verificacdo da alteracdo do pH e acidez, a cada meia hora de fermentacao; e 4 tubos
para andlise microbiologica, a cada hora de fermentacdo. Os tubos de ensaio foram
vedados com papel filme e acondicionados na estufa para fermentacao, juntamente

aos recipientes dos iogurtes.

Para posterior analise do iogurte, o leite inoculado também foi envasado em
trés embalagens estéreis de vidro fechadas com tampa de rosca, cada embalagem
com 300mL do in6culo, para fermentacdo do iogurte e depois armazenamento.

O processo fermentativo foi conduzido em estufa a 43°C, até atingir o pH 4,5.
Durante essa etapa, a aliquota utilizada para avaliar a cinética da fermentacéo foi

analisada através da mensuracdo dos seguintes parametros:

a) Velocidade de producdo de &cido latico (g/L.h): A cada trinta minutos,
foram retirados dois tubos de ensaio da estufa (anélise em duplicata) e verificados o
pH e a acidez titulavel do leite inoculado para elaboracédo da curva de fermentacéo.
A férmula empregada foi (SINCLAIR e CANTERO, 1990):

dP/dt = [(In"® — InPY) / (t3— t1)] x P2
Onde:

In = logaritimo neperiano;
P = concentracéo de &cido latico (g/L);
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P1 = concentracdo de &acido latico no tempo t1;
P2 = concentracao de acido latico no tempo t2;
P3 = concentracdo de acido latico no tempo t3;
t = tempo de fermentacéo

b) Velocidade de crescimento de S. thermophilus (UFC/L/h) e velocidade de
crescimento de L. bulgaricus (UFC/L/h): a cada hora de fermentacéo do iogurte, foi
retirado um tubo de ensaio da estufa e feita contagem de S. thermophilus e L.
bulgaricus. Para estas andlises, foi feito plagueamento em duplicata de L. bulgaricus
em agar MRS (De Man, Rogosa e Sharpe) acidificado com acido acético (pH 5,4) a
37°C/72h, em incubados em anaerobiose; e de S. thermophillus, em é&agar M17
lactosado, incubados em aerobiose a 37°C/48h (APHA, 2004). A férmula empregada
foi (SINCLAIR e CANTERO, 1990):

dP/dt = [(In"® — In*Y) / (t3— t1)] x X2

Onde:

In = logaritmo neperiano;

X1= concentracdo de micro-organismos no tempo t1;
X2= concentracdo de micro-organismos no tempo t2;
X3 = concentracdo de micro-organismos no tempo t3;
t = tempo de fermentacéao.

c) Tempo até fermentacao atingir pH 5,0: em minutos, avaliado a cada trinta
minutos (SINCLAIR e CANTERO, 1990);

d) Tempo até fermentacao atingir pH 4,5: em minutos, avaliado a cada trinta
minutos (SINCLAIR e CANTERO, 1990).

Ao atingir o pH 4,5 o trés recipientes de iogurte foram transferidos
imediatamente para refrigerador para reduzir a temperatura de 4°C e interromper a

fermentacéo.
3.2.3 ENVASE E ARMAZENAMENTO

Os trés recipientes de iogurte, de cada tratamento, foram armazenados a 4°C

durante 24h, 7dias e 15 dias, respectivamente.

Para avaliar as caracteristicas fisico-quimicas e microbiolégicas do iogurte
durante a vida de prateleira, os parametros mensurados em cada momento foram:

pH, acidez Dornic, proteina total, gordura, lactose, sélidos totais, cinzas, contagem
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de L. bulgaricus, S. thermophilus, bolores e leveduras, coliformes totais e E. coli.

Para as andlises fisico-quimicas e microbiol6gicas dos iogurtes produzidos
utilizadas as metodologias descritas no item 3.2.2.1 e 3.2.2.3. Para determinacgéo de
bolores e leveduras presentes no iogurte armazenado, foi feita contagem em placas
3M™ Petrifilm™ YM, em estufa por 24°C/72h (APHA, 2004).

3.2.4 ESTATISTICA

Os dados foram avaliados quanto a normalidade e homocedastidade e nao
apresentaram distribuicdo normal segundo o teste de Kolmogorov-Smirnov. Dessa
forma, as varidveis numéricas (contagem de aerdbios mesofilos, psicrotroficos e
coliformes totais) foram categorizadas em escala ordinal através da transformacao

logaritmica.

As possiveis diferencas nas variaveis microbiolégicas e fisico-quimicas
durante o armazenamento do leite cru e do iogurte foram mensuradas através do

teste de Wilcoxon pareado, e fatores com p<0,05 foram considerados distintos.

Para a analise fermentativa, foram ponderados os efeitos dos trés
tratamentos de producdo de iogurte sobre as seguintes variaveis: velocidade de
producdo de acido lactico (g/L.h); a velocidade de crescimento de Streptococcus
thermophilus (UFC/L/h); a velocidade de crescimento de Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus (UFC/L/h), tempo para pH 5.0 (min); tempo para pH 4.5 (min);
tempo para velocidade maxima de producdo de acido lactico (min); tempo para
velocidade maxima de crescimento de Streptococcus thermophilus (min) e tempo
para velocidade méxima de crescimento de Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus (min). As variaveis de cada tratamento também foram comparadas aos

pares pelo teste de Wilcoxon e todo o experimento foi repetido em cinco ensaios.
3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 LEITE CRU

Mesofilos

Apés 168 horas (D7) de estocagem do leite cru a 4°C, houve diminuicdo

(p<0,05) na contagem média de aerdbios mesofilos de 6.320 UFC/mL em
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comparacao a média inicial (Tabela 2). Os valores verificados estdo representados
na Figura 5, onde as contagens de mesofilos aerdbios apresentaram valores maximo
de 4,65 log UFC/mL e minimo de 3,89 log UFC/mL.

Tabela 2 - Mediana (Mdn), média (X), desvio padrdo (o) e valores minimos e maximos (F) de pH,
acidez Dornic, gordura, proteina, contagem de aerobios mesdfilos (Am), de psicrotroficos (Psi), de
coliformes totais (Ct) e de E. coli (Ec) em leite cru, segundo o tempo de armazenamento a 4°C.

04h (DO) 72h (D3) 168h (D7)
Mdn X+to Mdn X+ao Mdn X+to

PH 670 Care7s 679 Qictens 668 giaes
Mpy. 1830 R 1s30 AR te00 RS
oo 3% Soar0 3% Sooaro 3% 3aokaeo
P 315 eoras 349 303 see SRy
woromy 438 4loracs 43 dTiiaes 408 Sadiasy
wotremy 46T 4ratase 44 dlorae 4% diirsor
wovromy 178 Taorase 190 T7orsse LI5S Tlorsds
Uromy 300 Jotiets Lo ZPReRd w0 ZP0HS

Medianas seguidas de letras minusculas distintas nas linhas indicam diferenca segundo o teste de
Wilcoxon (P<0,05). Medianas sem letras ndo diferiram entre si (P>0,05).

Perin et al. (2012) ndo observaram aumento na contagem de mesofilos no
leite cru armazenado por 48h, quando em temperatura de 4°C; a temperatura de
7°C, verificou crescimento apds 48h de estocagem, principalmente nas amostras
com contagem inicial maior que 5 log UFC/mL. Vianna e Gigante (2010), verificaram
que o leite cru com baixa contagem de meséfilos (3,7x10° UFC/mL), armazenado a
4°C, levou 8 dias para atingir a contagem limite da legislacdo vigente naquele
periodo (7,5x10° UFC/mL). Entretanto, Souza et al. (2009) analisaram tanques
comunitarios e encontraram contagens iniciais de mesdfilos de 2,3x10°> UFC/mL, que
analisadas 24h ap6s, reduziram para 2,1x10°> UFC/mL.



Psicrotroficos

A contagem meédia de micro-organismos psicrotréficos ndo teve variacdo ao
longo da estocagem (p>0,05), variando de 4,57 a 4,73 log UFC/mL durante os sete
dias de armazenamento, a 4°C (Figura 5). Perin et al. (2012) encontraram diferenca
significativa na contagem de psicrotroficos no leite cru armazenado em temperaturas
a 25°C por 2h, como a 4°C por 24h; estas alteracbes foram mais evidenciadas em
amostras de leite cru com contagem inicial de mesdfilos aerébios <5 log UFC/mL. Da
mesma forma, Santos et al. (2009) observou desenvolvimento exponencial de
psicrotréficos em leite cru armazenados em temperatura em torno de 5°C, por até
216h, passando de 2,98 log UFC/mL para 6,47 log UFC/mL.

Figura 5 - Mediana e quartis (Qu4 - Qg/4) da contagem de aerdbios
mesofilos (Am), de psicrotroficos (Psi), de coliformes totais (Ct) e
de E. coli (Ec) em leite cru, segundo o tempo de armazenamento
a 4°C.
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Porém, é importante ressaltar que a proporcéo entre mesofilos e psicrotroficos
diminuiu (p<0,05) durante esse periodo de estocagem do leite cru. No dia da coleta
(D0), a média desta relacéo foi de 0,95% em 72h (D3) a proporcdo se manteve sem
alteracéo (p>0,05), passando para 0,932 Porém, em 168h (D7) de estocagem, a
proporcao foi reduzida para 0,88° (p<0,05), representando aumento da proporcdo de

psicrotroficos presentes no leite cru.

A maioria dos psicrotroficos apresenta temperatura 6tima de multiplicacdo

entre 20 e 30°C, isto é, sdo microrganismos mesofilos que se adaptam a
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refrigeracdo. Eles alteram seu metabolismo &cido-latico e produzem enzimas
extracelulares hidroliticas de proteinas e lipidios. Em geral, apresentam
multiplicacdo lenta nestas condicdes de resfriamento e a populacdo pode ser
multiplicada por 10, quando a 4°C (FURTADO, 2005).

Cempirkova (2002) encontrou correlacdo entre mesofilos/psicrotroficos na
média de 0,69, variando de 0,32 a 0,81, dependendo do método de ordenha e
condicbes higiénicas aplicadas. Este autor ainda verificou que alteragcdes nesta
relacdo resultam em aumentos nas proporcdes de bactérias proteoliticas e lipoliticas
no leite cru, responsaveis pelos atuais problemas no processamento de leite. Na
comunidade europeia, as atuais normas para leite de qualidade superior exigem que
contagem bacteriana total (CBT) e psicrotréficos ndo devam exceder 3x10* UFC/mL

e 5x10° UFC/mL, respectivamente, o que corresponde a uma relagéo de 6/1.
Coliformes totais e E. coli

Para coliformes totais e E. coli, a qualidade microbiolégica no leite cru
permaneceu sem variacao (p>0,05) durante o armazenamento (Tabela 2). Na Figura
5, podemos verificar as variagdes microbioldgicas ocorridas no leite cru refrigerado a
4°C, durante o periodo de armazenamento de até 168h (D7). Nas contagens de
coliformes totais, 0 maximo contabilizado foi de 3,56 log UFC/mL, e minimo de 1 log
UFC/mL. As contagens de E. coli totalizaram valores baixos, sendo o maximo
verificado de 10 UFC/mL e o minimo <1 UFC/mL. Nao esta previsto em nossa
legislagdo o controle de coliformes e E. coli em leite cru, por ndo ser permitido
consumo deste produto in natura. Todavia, os resultados deste trabalho, em leite
cru, sdo compativeis aos esperados para o leite pasteurizado, demonstrando boa
gualidade da matéria—prima testada. Holm et al. (2004) encontraram coliformes em
20% das amostras de leite cru analisadas, com contagem média de 1,7 x 10*
UFC/mL.

Acidez titulavel, pH e gordura

As caracteristicas fisico-quimicas do leite cru refrigerado a 4°C, néo
apresentaram variacbes (p>0,05) durante o tempo de estocagem, como
demonstrado na Figura 6. O pH, a acidez titulavel, a porcentagem de gordura e

proteina permaneceram constantes durante os sete dias de estocagem a 7°C.
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Figura 6 - Mediana e quartis (Qus - Qs4) de pH, gordura e
proteina em leite cru segundo o tempo de armazenamento a
4°C.
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3.3.2 FERMENTACAO
Velocidade de producéo de acido latico

A velocidade média de producdo de éacido latico durante a fermentacdo foi
influenciada pelo aumento do tempo de estocagem do leite cru utilizado na producao
do iogurte (Tabela 3). Inicialmente, foi maior (p<0,05) nos iogurtes fabricados com
leite cru estocado por 72h (D3). Porém, quando o iogurte foi fabricado com leite cru
armazenado durante 168h (D7), a velocidade média de formacdo de acido latico
diminuiu (p<0,05).

Acredita-se que estas alteracdes sejam influenciadas pelas contagens médias
de aerdbios mesdfilos presentes na matéria-prima utilizada para fabricacdo do
ijogurte, uma vez que estes micro-organismos tém como caracteristica metabolizar a
lactose em acido latico, agregando esta funcao as culturas lacteas adicionadas. Sob
refrigeracdo, esses micro-organismos alteram seu metabolismo de mesofilos para
psicrotroficos, os quais ndo produzem &acido latico e favorecem a reducdo da
acidificagcdo do meio, como demonstrado neste estudo.

Walstra et al. (2006) acreditam que o crescimento e as atividades enzimaticas
de bactérias psicrotroficas sao estimulados por bactérias laticas. Ainda, afirmam que

as bactérias laticas aproveitam os peptideos, aminoacidos e amodnia resultantes da
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atividade proteolica psicrotréfica para incrementar seu desenvolvimento e producao
de &cido latico. Por outro lado, os acidos graxos livres liberados pela acdo das

enzimas psicrotréficas, podem inibir o desenvolvimento de bactérias laticas.

Tabela 3 - Mediana (Mdn), média (X), desvio padr&o (o) e valores minimos e maximos (F) da
velocidade média de producé@o de acido lactico (V,.4c); de crescimento de S. thermophilus
(Vm.St) e de L. bulgaricus (Vim.Lb), do tempo até pH 5.0 (tpn 50) € pH 4.5 (tpn 50) tempo para
velocidade méxima de producdo de acido lactico (tymax Ac); tempo para velocidade méxima de
crescimento de S. thermophilus (tymax st) € L. bulgaricus (tymax 1b) €M de iogurte fabricado com
leite armazenado durante 4h, 72h e 168h a 4°C.

logurte fabricado com leite cru armazenado a 4°C durante:

04h (DO) 72h (D3) 168h (D7)
Mdn Xto Mdn Xto Mdn Xto
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Medianas seguidas de letras minUsculas distintas nas linhas indicam diferen¢a segundo o teste
de Wilcoxon (P<0,05). Medianas sem letras ndo diferiram entre si (P>0,05). V.= velocidade
média

Velocidade de producéo de S. thermophilus

O tempo de estocagem do leite cru interferiu na velocidade média de

producdo de S. thermophilus (Tabela 3), reduzindo significantemente o
desenvolvimento das colbénias de S. thermophilus por hora de fermentacdo de 9,07
log UFC/L/h quando utilizado o leite estocado 72h (D3), para 8,83 log UFC/L/h

quando o leite estocado 168h (D7).

Este micro-organismo tem seu desenvolvimento otimizado pela presenca dos
pequenos peptideos hidrolisados por L. bulgaricus. Por isso, acredita-se que esta
reducdo tenha acontecido devido a diminuicdo do percentual de proteinas presentes

desde a matéria-prima até o produto final e interferido no desenvolvimento do S.



thermophilus (Figura 4).

Bactérias &cido-laticas ndo podem assimilar nitrogénio inorganico, mas elas
devem ser capazes de degradar proteinas e peptideos para satisfazer as suas
exigéncias de aminoacidos. Cepas proteoliticas aumentam o desenvolvimento de
estreptococos ao formarem pequenos peptideos e aminoacidos disponiveis para
este micro-organismo. S. thermophilus sdo fracamente proteoliticos e o principal
aminoacido para seu desenvolvimento é a valina, presentes em pequenas
guantidades no leite (WALSTRA et al., 2006).

Tempo até velocidade maxima de producédo de acido lactico
Tempo até pH 5
Tempo até pH 4,5

Nao foi verificada diferenca nos tempos de fermentacdo dos iogurtes
produzidos com matéria-prima com tempos de estocagem diferentes. Neste estudo,
o tempo de fermentagdo para atingir o pH 5 (t,.s0) foi em média 3h; para atingir o pH
final 4,5 (t,u45) foi de 4,2h, em média; e o tempo onde houve maxima producéo de
acido latico foi de 2,2h. Oliveira et al. (2009) testaram a fermentacdo do leite por
estas culturas, com as mesmas condi¢cdes de incubacdo, e observaram que levou
em média 3,68h para atingir pH 5; 5,47h para o pH final 4,5; e 3h para atingir
velocidade méxima de acidificacdo. No estudo com iogurte de leite de cabra de
Bezerra et al. (2012), foi observado que o tempo de fermentacéo para atingir pH final
de 4,6 foi 4,45h; e o tempo para atingir a velocidade maxima de acidificacédo chegou
a 3,5h.

Contagem de S. thermophilus e L. bulgaricus

Na Figura 7, é possivel observar a diferenca na contagem de micro-
organismos presentes nas culturas fermentadoras, durante a fermentacdo do iogurte
e no produto final. A populacdo de S. thermophilus foi prevalente em todo processo,
demostrando contagens entre 7 a 8 log UFC/mL; em contrapartida, L. bulgaricus
tiveram contagens entre 2 a 3 log UFC/mL. Acredita-se que esta menor proporgao
tenha como proposito diminuir a pos-acidificacdo do iogurte durante estocagem,

causada pelo L. bulgaricus.
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Figura 7 - VariacOes das populacdes de S. thermophilus e L. bulgaricus
durante a fermentacdo de iogurtes fabricados com leite cru armazenado
durante 4h, 72h e 168h a 4°C.
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Na Figura 8, podemos observar a curva de fermentacdo durante a producao
dos iogurtes produzidos com leite cru estocados em periodos distintos, e a relacéo
das médias de pH e acidez ocorrida.

Figura 8 - Variacdo do pH, na concentracdo de acido latico e na

velocidade de formacédo de acido latico em iogurtes fabricados com leite
cru armazenado durante 4h, 72h e 168h a 4°C.
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3.3.3 I0GURTE

pH e acidez titulavel

O tempo de estocagem afetou negativamente o pH do iogurte (Tabela 4),
reduzindo de 4,5 (pH de fabricacdo) para 4,1 em 15 dias de estocagem. Entretanto,
esta diferenca sO foi observada no iogurte produzido pelo leite cru estocado por
168h (Figura 9), demonstrando que este tipo de matéria-prima pode reduzir a
viabilidade de consumo dos seus derivados, mesmo esta apresentando baixas
contagens bacterianas, como neste experimento. Além disso, acredita-se que a
degradacdo das proteinas do iogurte, demonstrada neste trabalho, fabricado com

leite cru estocado por longo periodo, também podem cooperar com acidificacdo do

produto.

Tabela 4 - Mediana (Mdn), média (X) e desvio padrdo (o) de pH, acidez Dornic, gordura,
proteina, contagem de S. thermophilus (St), de L. bulgaricus (Lb), de coliformes totais (Ct), de
E. coli (Ec) e de bolores e leveduras (Bl) durante a vida de prateleira de iogurte fabricado com

leite armazenado durante 4h, 72h e 168h a 4°C.

Leite a 4°

logurte a 4°C durante:

durante: 1 dia 8 dias 15 dias
Mdn Xzto Mdn Xzto Mdn Xzto
pH 4,35 4,38+0,08 4,37 4,34+0,10 4,33 4,25+0,18
Acidez (°D) 74,5 75,5+3,26 76,3 75,5+1,53 77,0 76,6+2,72
s Gordura (%) 3,10 3,16+0,13 3,20 3,08+0,36 3,30 3,10+0,57
a Proteina (%) 3,25 3,31+0,31 3,64 3,56+0,19 3,47" 3,42+0,25
S St (log UFC/mL) 9,15 9,16+0,08 9,10 9,12+0,07 9,09 9,02+0,20
Lb (log UFC/mL) 3,35 3,27+0,46 3,53 3,58+0,13 3,50 3,39+0,29
Ct/Ec/BI (UFC/mL) <1 <1+0,00 <1 <1+0,00 <1 <1+0,00
pH 4,40 4,39+0,06 4,38 4,3610,10 4,30 4,30+0,10
Acidez (°D) 75,5 76,1+2,75 75,5 76,4+2,22 76,8 77,3+1,53
g‘ Gordura (%) 3,10 3,08+0,26 2,90 2,86+0,40 3,20 3,14+0,68
= Proteina (%) 3,41*  3,37+0,37 3,53%  3,72+0,55 3,34 3,14+0,47
N St (log UFC/mL) 9,36 9,38+0,19 9,18 9,17+0,16 9,11 8,88+0,93
Lb (log UFC/mL) 3,46 3,45+0,18 3,64 3,52+0,32 3,41 3,40+0,40
Ct/Ec/BI (UFC/mL) <1 <1+0,00 <1 <1+0,00 <1 <1%0,00
pH 4,41° 4,38+0,16 4,31*  4,26+0,22 3,93° 4,11+0,29
Acidez (°D) 77,0 77,0+4,51 74,0 77,5+5,85 77,3 77,3+3,62
g Gordura (%) 3,30 3,14+0,36 3,30 3,28+0,16 3,40 3,50+0,41
= Proteina (%) 3,16 2,99+0,42 3,20 3,24+0,34 3,11° 3,09+0,29
°§ St (log UFC/mL) 9,17 8,93+0,69 9,24 8,82+0,87 9,14 9,09+0,09
Lb (log UFC/mL) 3,65 3,61+0,61 3,37 3,40+0,15 3,50 3,53+0,25
Ct/Ec/BI (UFC/mL) <1 <1+0,00 <1 <1+0,00 <1 <1+0,00

Medianas seguidas de letras minUsculas distintas nas linhas e mailsculas na coluna indicam
diferenca segundo o teste de Wilcoxon (P<0,05). Medianas sem letras ndo diferiram entre si

(P>0,05).
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Salvador e Fiszman (2004) observaram alteracao do pH no iogurte estocado
por 91 dias, a 10°C. Sofu e Eckinci (2007) confirmaram que iogurte integral reduziu o
pH de 4,2 para 3,76 em 14 dias de armazenamento refrigerado, enquanto o iogurte
semi-desnatado n&o sofreu alteracdo. Cunha Neto et al. (2005) verificaram reducgao
do pH no iogurte a base de leite de bufala armazenado refrigerado por 30 dias,

reduzindo para pH 4,1 quando integral e 4,07 na versao gordura padronizada.

Salji e Ismael (1983) testaram iogurtes com pH inicial de 4,5, 4,2 e 3,9,
durante 21 dias de estocagem. Aqueles com pH inicial baixo, permaneceram
estaveis (pH 3,82-3,77). Porém, as mudancas de acidez foram mais evidenciadas a
7°C do que a 4°C; e mais intensas na primeira semana de estocagem. Para Dualdo
et al. (2010), a reducéao do pH do iogurte armazenado refrigerado de 4,66 para 4,27

apos 42 dias, se deve a pos-acidificacdo promovida pelo L. bulgaricus.

Figura 9 - Variacao de pH, gordura e proteina durante a vida de prateleira do
iogurte fabricado com leite armazenado durante 4h, 72h e 168h a 4°C.
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A acidez titulavel verificada nos iogurtes produzidos e armazenados nado
demonstrou variacdo e ficou dentro das normas de identidade e qualidade de leites
fermentados. A média de acido latico encontrada foi de 0,69 g/100mL, sendo que os
padrdes limites estabelecem de 0,6 a 2 g/100mL (BRASIL, 2007). A acidez é uma
caracteristica esperada em iogurtes, no entanto, a acidificacdo excessiva (pos-

acidificacdo) do produto apresenta menor aceitacdo do consumidor e tempo de
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prateleira, visto que o sabor muito acido (pH<4) é desagradavel ao paladar, além de
conduzir a separacdo de soro e deterioracd0 da sua consisténcia e viscosidade
(WALSTRA et al., 2006).

Silva e Ueno (2013) comprovaram que a acidez titulavel de 97,9% das
amostras analisadas estava dentro dos padrdes, mas que havia uma pequena
elevacao com o decorrer do tempo de estocagem, atingindo patamares de até 1,69
de &cido latico/100g de iogurte. No estudo de Silva et al. (2012), o valor minimo
verificado foi de 0,75% acido latico no iogurte industrial, jA& o produto caseiro
registrou o valor maximo de acidez entre as amostras analisadas (1,08% &cido

latico).
Proteina

O percentual de proteina nos iogurtes (Tabela 4), quando armazenados por
15 dias, apresentou reducdo (p<0,05) quando a matéria-prima utilizada ficou
estocada por mais tempo, sendo 72h ou 168h. Dessa forma, o tempo de estocagem
do leite cru pode afetar a vida de prateleira do iogurte, principalmente quando o

tempo de armazenamento do iogurte for prolongado, mesmo refrigerado.

Na Figura 9, verificamos que as medianas do percentual de proteinas dos
iogurtes fabricados com leite cru estocado por 168h, sdo menores (p<0,05) do que
nos outros tempos de armazenamento do leite cru. Aylward et al. (1980)
confirmaram que o tempo de estocagem do leite cru reduz o rendimento de
derivados lacteos em torno de 2 a 2,5% ao dia, a partir do 4°dia de estocagem, a
5°C.

Yamaazi et al. (2013) concluiram que a estocagem de leite de cabra cru por
mais de 48h, a temperatura de refrigeracdo nas propriedades de origem,
apresentaram grande perda proteica pela agdo enzimatica de micro-organismos
proteoliticos, principalmente os psicrotroficos, diminuindo o rendimento na producéo

de queijos.

No estudo de Vianna e Gigante (2010), amostras de leite cru tipo A,
acondicionadas a 4°C, levaram 5 dias para atingir contagem de psicrotroficos
superior a 10° UFC/mL, considerada critica para processamento de derivados. Perin
et al. (2012) verificaram que bactérias psicrotroficas proteoliticas tiveram
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crescimento no leite cru a partir de 24hs de armazenamento sob temperatura de

4°C; e as lipoliticas apos 48h.

A quantidade de proteinas nos iogurtes fabricados e estocados refrigerados
foi a que demonstrou maior oscilacdo quando relacionada & matéria-prima utilizada
(Figura 10). A média verificada quando utilizado leite cru refrigerado e armazenado
por 4h, foi de 3,45%; quando leite cru foi mantido por 72h, a proteina foi 3,41%; e

finalmente, quando leite cru foi estocado por 168h a média reduziu a 3,1%.

Entre os micro-organismos psicrotroficos identificados no estudo de Pinto et al.
(2006), mais de 80% apresentou atividade proteolitica. Estes numeros foram
verificados em tanques de leite individuais e comunitarios, porém as maiores

contagens foram observadas nos silos industriais.

Arcuri et al. (2008) acredita que bactérias Gram-negativas sdo 0s principais
micro-organismos psicrotroficos responsaveis pela deterioragdo de leite refrigerado,
causando rancidez, sabor amargo e reducdo no rendimento na fabricacdo de
derivados. Nenhuma das bactérias Gram-positivas psicrotroficas identificadas

apresentou atividade proteolitica a 4°C, e 50% apresentou atividade a 7°C.

Figura 10 - Variagcdo na porcentagem de proteina em iogurtes
fabricados com leite cru armazenado durante 4h, 72h e 168h a 4°C.
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Para Nornberg et al. (2010), bactérias psicrotroficas mantiveram atividade

enzimatica proteolica a 7°C e nenhuma destas enzimas reduziu totalmente sua
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atividade quando expostas a temperaturas de tratamento térmico, como

pasteurizacédo e UHT.
Contagem de S. thermophilus e L. bulgaricus

As contagens médias de micro-organismos do iogurte durante a estocagem
de 15 dias permaneceram constantes (p>0,05), independentemente da matéria-
prima utilizada (Tabela 4). Na Figura 11, podemos verificar que a contagem de S.
thermophilus variou de 9,09 a 9,36 log UFC/mL e L. bulgaricus de 3,35 a 3,65 log
UFC/mL, mantendo a viabilidade do iogurte em relagcdo a contagem de bactérias
laticas totais minimas de 10” UFC/mL (BRASIL, 2007).

Silva e Ueno (2013) verificaram que 41% dos iogurtes comerciais
saborizados testados, totalizaram quantidades inferiores ao minimo de bactérias
laticas totais para iogurtes, mesmo estando dentro do prazo de validade informado
na embalagem. Igualmente, Salvador e Fiszman (2004) observaram reducao durante
a estocagem de iogurtes por 91 dias, a 10°C, onde as contagens diminuiram de 8,6
para 4,2 log UFC/mL para S. thermophilus e L. bulgaricus, no iogurte integral.

Figura 11 - Variagdo de S. thermophilus e de L. bulgaricus durante a vida de
prateleira de iogurte fabricado com leite armazenado durante 4h, 72h e 168h a

4°C.,
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3.4 CONCLUSAO

A qualidade microbioldgica do leite cru foi influenciada pela estocagem sob
refrigeracdo, com aumento da proporcédo de psicrotroficos sobre mesdfilos a partir de

sete dias de armazenamento.

Mesmo com baixas contagens microbioldgicas verificadas neste experimento,
o tempo de estocagem do leite cru afetou negativamente a producdo de iogurte,
diminuindo a velocidade média de formacao de acido latico, a velocidade média de

crescimento de S. thermophilus e a na sua vida de prateleira.

Dessa forma, periodos de armazenamento da matéria prima superior a 72h,
mesmo sob refrigeracdo a 4°C, sao suficientes para prolongar o tempo de producao

de iogurtes, diminuir seu pH e, consequente, sua aceitacao e vida de prateleira.
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4. FLUXOGRAMA

Leite Cru
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Dia 1 Dia 8 Dia 15
300ml 300ml 300ml

x [
~\

Envase Envase Envase

Dial Dia 8 Dia 15 Envase Envase Envase

300ml || 300m 300m! Dia 1 Dia 8 PiaE
y 300ml 300ml 300ml

ANALISES FiSICO-QUIMICA E MICROBIOLOGICA ]
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5. CONCLUSOES GERAIS

A qualidade microbiolégica do leite utilizado para a producdo de derivados é
de verdadeira importancia para obter-se produtos com caracteristicas elevadas. O
leite cru, armazenado a 4°C por 168h, utilizado para a producdo de iogurtes,
demostrou afetar negativamente na composicdo centesimal e microbiolégica deste
produto final, mesmo esta matéria-prima apresentando baixas contagens

microbiolégicas iniciais.

A contagem de mesodfilos aerébios diminuiu com o tempo de estocagem do
leite cru, mas aumentou proporcionalmente a contagem de micro-organismos

psicrotréficos, em relacéo a quantidade de mesofilos.

A cinética de fermentacdo do iogurte foi prejudicada quando o leite utilizado
para a producéo esteve estocado por longo tempo. Primeiramente, foi incrementada
pela presenca de mesdfilos aerdbios no leite cru, que potencializaram a producéo de
acido latico. Entretanto, quando foi utilizado leite cru de 168h de estocagem, houve
reducao no desenvolvimento de S. thermophilus, devido a degradacéo das proteinas
e reducdo do metabolismo desta bactéria acido-latica. No @mbito geral, o tempo total
de fermentacdo ndo apresentou alteracdo quando utilizadas matérias-primas com

maior tempo de estocagem.

Os iogurtes produzidos com leite cru com maior tempo de estocagem, ou
guando estocados refrigerados por longo prazo, foram 0s que apresentaram maiores
alteracOes. Verificou-se que o iogurte estocado por 15 dias, teve reducédo do pH
qgquando foi utilizada matéria-prima de 168h de estocagem; demais iogurtes

mantiveram seu o pH estavel.

O percentual proteico dos iogurtes foi 0 parametro que sofreu maior alteracao
neste estudo. Os iogurtes produzidos com matéria-prima estocada por mais tempo
(168h), apresentaram reducado de proteinas, mas somente quando estocados por 15
dias foi possivel verificar essa diferenca. Nado foram verificadas alteracdes nas
demais caracteristicas fisico-quimicas e microbiologicas dos iogurtes produzidos,

independentemente da matéria-prima utilizada na fabricacéo.

53



Enfim, concluimos que o tempo de estocagem prolongado do leite cru pode
afetar a producdo de derivados lacteos produzidos a partir desta matéria-prima,
mesmo em condices de estocagem ideais e utilizagdo de matéria-prima de
qualidade. Para n&o haver prejuizos na producéo de iogurte, recomenda-se estocar

o leite a 4°C, por periodos inferiores a 72h.



ANEXOS
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ANEXO A — Informativo Técnico Cultura CHR FD-DVS YF-L812 Yo-Flex®

k? ) 'W Informativo Técnico

FERMENTO DVS YF L811E 812

Descricdo: Cultura latica termofilica, liofilizada para iogurte. O cultivo contém uma
mescla de cepas de Streptococcus salivarius subesp. thermophilus e
Lactobacilus delbrueckii subesp. bulgaricus.

Embalagem: Envelopes 50U e 200U.

Aplicacdo: Na elaboracao de iogurtes e bebidas lacteas fermentadas.
A cultura confere ao preduto final:
- muito alta viscosidade;
- sabor muito suave;
- baixa pds-acidificacao.

Conservacdo e Produto liofilizado. O produto deve ser mantido sob congelamento a

Validade: temperatura minima de -18°C. Nestas condicdoes o produto mantém suas
especificacoes por um periodo de 24 meses.

Dados técnicos: A temperatura para incubacao é de 35 - 45°C.

Modo de uso: Retirar a cultura do freezer, limpar a parte superior da embalagem com alcool
70°GL. Abrir a embalagem e misturar os granulos diretamente ao produto

pasteurizado, agitando lentamente.

Dosagem: 1 envelope de 50U para 500 litros.
1 envelope de 200U para 2.000 litros.

Fabricante/Importador: Chr-Hansen.

Céd. Produto: Envelopes YF 811 YF 812

50U 667295 667296

200U 667330 677350
As Informogdes contidas no docLmMenio ¢ as f o ogd ef o feftas com base nas nformacdes do fobeicante. Nenhume garantio Quanto d
aplicadliiidode ¢ precisio de tals Informagdes ¢ fornecida. Asskm, recomendamos 0os clientes gue, antes de weiizarem qualquer produto em escala industrial,
realizem testes preliminares para determinar se o produto ¢ &5 suas Nosso equipe técnica estard & disposicdo pora ofudd ios.

L C Bolonha Ingredientes | www.Icbolonha.com.br | {(41)3139.4455 _
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