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RESUMO

PINTO, Sandra Maria. Estudo do acetaldeido, diacetil e etanol
em leites fermentados. Lavras: UFLA, 2001. 87p. (Tese — Doutorado em
Ciéncia dos Alimentos).”

Com o objetivo de avaliar a geragdo de acetaldeido, diacetil e etanol em
jogurtes naturais (integral) elaborados com culturas comerciais e iogurtes de
mercado, bem como o comportamento de culturas puras de Strepfococcus
thermophilus e Lactobacillus bulgaricus, em relagio a geragdo destes
compostos, utilizou-se a técnica de "headspace” na preparagdo das amostras e
em seguida foi utilizada cromatografia gasosa para identificacdo e
quantificagio destes compostos. Também foi avaliada através da analise
sensorial o limiar de detecgdo de diacetil, um dos principais compostos volateis
que contribui para o aroma do iogurte. Observou-se que tanto os iogurtes
naturais disponiveis no comércio quanto os elaborados com culturas comerciais
e culturas puras, mostraram concentragdes de acetaldeido de 11 a 35 ppm e
concentragdes de diacetil variando de 0 a 0,85 ppm, aos 21 dias de
armazenamento. Houve uma produgdo crescente de etanol durante todo o
periodo de estocagem em todos os produtos, sendo verificado inclusive a
produgdo deste composto durante o periodo de incubagdo nos iogurtes
analisados nesta fase. Observou-se ainda que quanto menor a concentragéo de
acetaldeido, maior a produgio de etanol em algumas marcas de iogurtes.
Apesar das culturas comerciais serem consideradas mistas, em todos os
jogurtes analisados, inclusive os de mercado, foi observado um
desbalanceamento acentuado das culturas lacticas, predominando os
estreptotocos em relagio aos lactobacilos. O limiar de detecgdo encontrado
(0,0039 ppm) foi abaixo do encontrado na literatura, devido provavelmente a
dilui¢do do produto, que foi feita na forma pura em agua destilada deionizada,
na qual ndo havia nenhum composto que pudesse mascarar O seu real aroma.
As técnicas de captura de "headspace", identificagdo e quantificagdo através da
cromatografia gasosa utilizadas neste experimento se mostraram adequadas na
identificagio e quantificagdo dos principais compostos aromaticos e do etanol
presentes no iogurte.

* Comité Orientador: Luiz Ronaldo de Abreu - UFLA (Orientador), Eliana
Pinheiro de Carvalho - UFLA, Luiz Carlos de Oliveira Lima - UFLA, Leorges
Moraes da Fonseca — UFMG, Ana Helena Romaniello Coelho - UFLA.



ABSTRACT

PINTO, Sandra Maria. Study of acetaldehyde, diacetyl and ethanol in
fermented milk. Lavras: MG, 2001. 87p. (Thesis — Doctorate in Food
Science)”

With the objective of evaluating the production of acetaldehyde,
diacetyl and ethanol, whole plain yogurts elaborated with commercial starter,
yogurt acquired in the local market as well as fermented milk with either
S.salivarius subesp. thermophilus or Lactobacillus bulgaricus were evaluated,
in relation to the generation of such compounds. It was utilized the headspace
technique for sample preparation, followed by identification and quantification
by gas chromatography. The odor threshold of diacetyl, one of the most
important compounds contributing to flavor in yogurt, was determined by
sensorial analysis. It was observed that plain yogurt acquired in the market,
those elaborated with commercial starters, and the products elaborated with
single cultures, presented, after 21 days of storage, concentrations of
acetaldehyde and diacetyl of respectively, 11 to 35 ppm and 0 to 0,85 ppm. An
increasing production of ethanol was observed during the whole storage period.
For all products, the production of this compound was observed even in the
incubation stage. It was also observed that lower acetaldehyde concentration
had high correlation to ethanol production, in some products. The commercial
starter, supossed to be composed by two microrganisms, presented a
remarkable disbalance, with high prevalence of streptococcus compared to
lactobacillus. The odor threshold detected (0,0039 ppm) was lower than those
reported in literature, may be in function of the utilization, in this work, of pure
compound, diluted in de-ionized distilled water, in which there was no other
substance that usually interfere with the odor and aroma of the analyzed
compound. The capture of headspace, identification and quantification
techniques by gas chromatograph utilized in this work, were efficient to
identify and quantify of the major aromatic compounds and ethanol contents
of yogurt.

* Guidance Committee: Luiz Ronaldo de Abreu - UFLA (Major Professor),
Eliana de Carvalho Pinheiro - UFLA, Luiz Carlos de Oliveira Lima - UFLA,
Leorges Moraes da Fonseca — UFMG, Ana Helena Romaniello Coelho -
UFLA.
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Lactobacillus bulgaricus suporta uma acidez superior, sendo possivel que ao
menos uma parte destas bactérias alcancem o intestino e permanegam viaveis.

Ha aproximadamente umas trés décadas, o interesse pelo iogurte na
maioria dos paises ocidentais limitava-se a um produto fermentado, vendido
principalmente em lojas de produtos dietéticos. A produgdo era escassa, as
técnicas de elaboragdo elementares e em muitos casos, os produtos obtidos
tinham caracteristicas e qualidades muito variaveis. O aumento da demanda de
jogurte de frutas e de outros novos tipos tem conduzido a uma notével difusdo
dos processos basicos. /Atualmente, os pesquisadores e as indistrias de
laticinios buscam conhecimentos mais amplos dos efeitos dos distintos
processos biolégicos e dos diversos mecanismos sobre a eficacia dos sistemas
de produgdo do iogurte e sobre sua qualidade e caracteristicas nutritivas/ 0
jogurte como descrito por Ferreira (1993), é um produto lacteo, acido, que
envolve o uso de culturas simbidticas de Lactobacillus bulgaricus e
Streptococcus thermophilus. Embora existam, até hoje, controvérsias sobre
uma definigiio exata de iogurte em termos de sua composi¢do quimica e tipos
de organismos, ele ¢ definido como o produto que resulta da fermentagéo do
leite por culturas “starters” que contenham somente o Lactobacillus bulgaricus
e o Streptococcus thermophilus. No entanto, ndo ha impedimento para que o
produto possa ser veiculo de outras bactérias, sendo as mais utilizadas o
Lactobacillus delbrueckii subesp. lactis, Lactobacillus acidophillus e as
bifidobactérias (Tamine e Robinson, 1991). |

Em 1989, foi descentralizado o sistema de fiscalizagdo de produtos de
origem animal no Brasil, permitindo aos estados a fiscalizagdo de produtos que
nio ultrapassam as suas fronteiras e, aos municipios, a dos produtos locais.
Com isso, a produgdo de iogurte por pequenas fabricas experimentou um
aumento muito grande, sendo entio dificil precisar o volume de sua produgdo
(SEBRAE/FAEMG, 1996).
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1 INTRODUCAO

/ O iogurte é um derivado do leite conhecido pelo homem ha cerca de
4.000 anos, tendo sido desenvolvido nas estepes da Asia e nos paises do
Mediterraneo, particularmente nos Balcds (Bulgaria, Turquia, Sérvia, Grécia,
Roménia). Uma lenda conta que o iogurte foi descoberto, quando um pastor
transportando o leite em um odre (vasilhame de couro) observou que o mesmo
havia coagulado. Como, por algum motivo, ndo tinha outro alimento, teve que
se contentar com aquele material denso, espesso e acido. A continua migragdo
de populagdes das estepes da Europa oriental levou esse alimento dos Balcés
ao Mediterrineo. Com as expedigdes bélicas dos Fenicios, Egipicios, Gregos e
Romanos, foi possivel a difusdo do iogurte na parte ocidental da Europa. A
evolugdo deste produto fermentado ao longo dos anos pode-se atribuir as
habilidades culinarias dos povos némades desta parte do mundo, € o interesse
nele fez com que se espalhasse nos paises europeus, como Italia, Franga e
Holanda, e para a América do Non?’Nos paises ocidentais, basicamente o seu
consumo era devido a prescrigdes médicas em razio da reputagdo do seu valor
terapéutico. Hoje, além de ndo ter perdido a caracteristica dietética, €
~ consumido no mundo inteiro como sobremesa, complemento de refeigOes
ligeiras e mesmo por prazer, devido ndo s6 a sua apresentacdo, ao seu sabor e
aspecto agradaveis, como também devido ao conhecimento do seu valor
‘nutritivo. O efeito benéfico do iogurte é reforgado pela capacidade do
Lactobacillus bulgaricus de implantar-se no intestino e modificar a microbiota
dominante, assegurando a auséncia de microrganismos putrefativos e
patogénicos, motivo pelo qual se atribui uma maior vitalidade aos
consumidores de iogurte (Deeth e Tamine, 1981). E bem conhecido que o
Streptococcus thermophilus ndo tolera bem a acidez, sendo entdo, pouco

provavel que esta espécie resista a passagem pelo estdmago. Sem divida, o



Lactobacillus bulgaricus suporta uma acidez superior, sendo possivel que ao
menos uma parte destas bactérias alcancem o intestino e permanegam viaveis.

Ha aproximadamente umas trés décadas, o interesse pelo iogurte na
maioria dos paises ocidentais limitava-se a um produto fermentado, vendido
principalmente em lojas de produtos dietéticos. A produgdo era escassa, as
técnicas de elaboragio elementares e em muitos casos, os produtos obtidos
tinham caracteristicas e qualidades muito variaveis. O aumento da demanda de
jogurte de frutas e de outros novos tipos tem conduzido a uma notavel difusdo
dos processos basicos. /Atualmente, os pesquisadores e as industrias de
laticinios buscam conhecimentos mais amplos dos efeitos dos distintos
processos biolégicos e dos diversos mecanismos sobre a eficicia dos sistemas
de produgdo do iogurte e sobre sua qualidade e caracteristicas nutritivas/ 0]
iogurte como descrito por Ferreira (1993), é um produto lacteo, acido, que
envolve o uso de culturas simbidticas de Lactobacillus bulgaricus e
Streptococcus thermophilus. Embora existam, até hoje, controvérsias sobre
uma definicdo exata de iogurte em termos de sua composigdo quimica e tipos
de organismos, ele ¢ definido como o produto que resulta da fermentagéo do
leite por culturas “starters” que contenham somente o Lactobacillus bulgaricus
e o Streptococcus thermophilus. No entanto, ndo ha impedimento para que o
produto possa ser veiculo de outras bactérias, sendo as mais utilizadas o
Lactobacillus delbrueckii subesp. lactis, Lactobacillus acidophillus e as
bifidobactérias (Tamine e Robinson, 1991). |

Em 1989, foi descentralizado o sistema de fiscalizagdo de produtos de
origem animal no Brasil, permitindo aos estados a fiscalizagdo de produtos que
ndo ultrapassam as suas fronteiras e, aos municipios, a dos produtos locais.
Com isso, a produgdo de iogurte por pequenas fabricas experimentou um
aumento muito grande, sendo entdo dificil precisar o volume de sua producdo
(SEBRAE/FAEMG, 1996).



O aparecimento do “flavor” caracteristico do iogurte se d4 durante o
crescimento associativo das bactérias, quando se observa uma produgdo rapida
de acidez. Entre os principais componentes do “flavor” destacam-se o acido
lactico, o acetaldeido e o diacetil. O acetaldeido é considerado o composto
tipico no “flavor” do iogurte. O Lactobacillus bulgaricus ¢ tido como sendo o
principal responsavel pela produgdo deste composto carbonilo. Segundo o
relato de alguns autores (Harper e Hall, 1976; Ferreira, 1993), a propor¢éo do
acetaldeido é maior quando o Lactobacillus bulgaricus cresce junto com o
Streptococcus thermophilus, o mesmo acontecendo com a produgdo de acidez.

Embora exista grande quantidade de relatos referentes a producéo dos
compostos aromaticos associados ao iogurte, muitos pontos ainda permanecem
obscuros, o que leva a necessidade de estudos para elucidar a real contribui¢io
dos microrganismos envolvidos na fermentagdo, bem como dos proceséos
tecnologicos utilizados para a obtengio do iogurte, na geragio desses

compostos. Face a isso, este trabalho tem como objetivos:

Objetivo Geral:
Estudar a geragdo dos principais compostos volateis (acetaldeido e
diacetil) em iogurte, bem como a producdo do etanol durante o periodo de

comercializagdo.
Objetivos especificos:

. avaliar marcas de iogurtes comercializadas na regido de Lavras - MG
em relagdo as concentragdes dos principais compostos volateis
(acetaldeido e diacetil);

° testar diferentes tipos de culturas “starters”, comercializadas no Brasil,

referente a gera¢do de compostos aromaticos;



estudar em culturas isoladas a atividade do Lactobacillus bulgaricus e
Streptococcus thermophilus; no processo de geragdo de compostos
aromaticos e etanol;

conhecer o limiar de detec¢do do diacetil;

verificar a relagdo de cocos/bacilos existentes nos iogurtes encontrados

no mercado varejista e elaborados com culturas comerciais.



2 REFERENCIAL TEORICO

A manufatura dos produtos derivados do leite constitui um ramo
altamente desenvolvido do setor industrial. Com o auxilio de pesquisas
cientificas, a industrializagdo do leite desenvolveu-se muito, tomando possivel
preservar e, em muitos casos, aumentar o seu valor nutritivo por periodos mais
longos.

Desde épocas remotas, o iogurte, dentre os produtos derivados do leite,
é o que tem experimentado maior aumento de produgdo. Diversos fatores
podem justificar esse fato. Davis (1967) atribui esse aumento & observacio da
boa saude e longevidade dos habitantes dos Balcis que tinham o habito de
consumir leite fermentado, conhecido como “Yahourth”. Mocquot e Hurel
(1970) mostraram que o sucesso se devia as qualidades organolépticas do leite
fermentado. Ja Tramer (1973) assegurou que o aumento do consumo se devia

ao aparecimento do iogurte com polpa de frutas e s embalagens atrativas.

2.1 Produgio de iogurte no Brasil

No Brasil, o consumo de iogurte tem aumentado consideravelmente
nos ultimos anos. Segundo dados obtidos pelo SEBRAE/FAEMG (1996),
alguns produtos lacteos tiveram desempeﬁhos excepcionais em 1995, em
relagio ao ano de 1994, considerando-se somente os estabelecimentos sob
inspegdo federal. Isto mostra que o desempenho das bebidas lacteas teve um
destaque especial, cuja produgio em 1995 aumentou em 206% em relagdo a
1994, sendo que o iogurte teve um aumento de 47%. Esses niimeros refletem
uma mudanga significativa nos habitos dos consumidores, que, apés a
estabilizagdio econémica, passaram a consumir produtos anteriormente restritos
somente as classes mais altas, e no caso das bebidas lacteas e iogurtes, o

desempenho excepcional da produgiio em 1995 é reflexo também da intensa



atuacdo das grandes e pequenas empresas no setor, sendo que as grandes
empresas investiram fortemente em marketing e langamentos de novos
produtos, incentivando o consumo, principalmente pelas classes média e alta.
Por outro lado, os pequenos laticinios passaram a produzir iogurte, utilizando
embalagens e aromas mais baratos, o que contribuiu para tomar o produto
acessivel para as classes mais baixas da populagdo..

Hoje, dados exatos da produgdo nacional de iogurte sdo dificeis de
precisar, pois a maioria destes pequenos laticinios ndo possui registros, o que
dificulta uma pesquisa sobre a produgdo. Todavia, observa-se na pratica um
aumento enorme do produto no mercado..

A relagdo abaixo mostra a produgdo de iogurte no Brasil, de 1991 até
2000; restringindo-se aos estabelecimentos sob Inspe¢do Federal (Quadro 1)

QUADRO 1. Produgio nacional de iogurte em estabelecimentos sob inspegio
federal (em toneladas).

ANO- [ PRODUCAO- ~ AUMENTO
1991- - 112.461 -

1992- i 115,912 ' 3,12%
1993 76.364 ‘ -34,12%
1994 80.182 5% ‘
1995 I - 117.647 , 47% ‘
1996. ] 222,920 i 90%.
1997- B 242.231- 8,6% -
1998 - 266.999- : 10,22%
1999~ i 260.000" - -2,62%
2000 i . 270.040 ‘ 3,8%

Fonte: Jank e Galan (2001)



2.2 Importincia nutricional e terapéutica do iogurte

O Clube Intemacional de Fabricantes de lIogurte tem adotado por
unanimidade a seguinte defini¢do:

“0 iogurte é um leite fermentado, obtido por multiplicagio no leite de
bactérias especificas associadas, Lactobacillus bulgaricus e Streptococcus
thermophilus. Estas bactérias se cultivam no leite previamente aquecido, com
a finalidade de eliminar total ou parcialmente a microbiota pré-existente. Apos
a fermentacio, esfria-se o iogurte a uma temperatura compreendida entre 1 e
10°C, excluindo-se qualquer outro tratamento térmico, estando pronto para ser
consumido” (Ferreira, 1993).

/ De acordo com Varnam e Sutherland (1994), o iogurte é considerado
como um alimento de alto valor nutritivo, rico em proteinas de boa qualidade,
riboflavina, calcio, fosforo e potassio, possuindo ainda um valor terapéutico
que se atribui a presenga de lactobacilos/ Salado (1990), lembra que logo apds
o nascimento, o trato digestivo é colonizado por uma grande variedade de
microrganismos, sendo que as bactérias predominantes na microbiota intestinal
de animais jovens sdo os lactobacilos. Um grande niumero de fatores influencia
a permanéncia destes microrganismos no trato intestinal, visto que & medida
que o animal cresce, sua alimentagio se modifica e os lactobacilos
desaparecem, dando lugar as enterobactérias. Os lactobacilos sdo
'microrganismos resistentes a acidez. Diversos trabalhos mostraram a
sobrevivéncia destes no trato intestinal, apds varias semanas de ingestdo de
iogurte. Drasar, Shiner e Macleod (1969), em estudos feitos com pacientes,
demonstraram que a barreira gastrica influencia a passagem das bactérias
ingeridas para o intestino, mas os lactobacilos foram encontrados nas fezes em
91% dos casos, demonstrando uma alta taxa de passagem. Embora a acidez
gastrica diminua a viabilidade de muitos microrganismos, os lactobacilos
sobrevivem por muito tempo. Resultados obtidos por Salado (1990) mostraram



que a suplementagdo de dietas humanas com lactobacilos, exerceu efeitos
benéficos sobre a microbiota intestinal, mantendo seu equilibrio. O uso de
lactobacilos, além de eétabilizar e exercer um efeito protetor sobre a microbiota
intestinal pode inibir a proliferagdo de bactérias patogénicas. O autor observou
ainda que o consumo de iogurte resultou em significativo aumento no nimero
de lactobacilos nas fezes dos individuos durante o periodo experimental,
mostrando porém, que houve um declinio neste niimero apés cessar o consumo
de iogurte. Isto indicou a pouca habilidade desta bactéria em colonizar, por
longo periodo de tempo, o trato intestinal de humanos. Uma observagio
importante é que os efeitos benéficos dos lactobacilos sobre a microbiota
intestinal poderdo ser prolongados se o iogurte ou outro produto que os
contenha, for acrescentado na alimentagio diaria.

Tamine e Robinson (1991) sustentaram a hipétese de que uma das
causas do envelhecimento humano se da pela absor¢do intestinal e a passagem
para a corrente sanguinea de determinados compostos nocivos resultantes da
acdo das bactérias putrefativas na porgdo terminal do ileo e do célon. No
entanto, ao suprimir-se a agdo destas bactérias, poder-se-ia evitar as
manifestagdes dos efeitos adversos dos produtos de seu metabolismo, o que
levaria as pessoas a terem uma vida mais longa e mais saudavel. Essa hipdtese
é razoavel, explicando a inibi¢do da agdo destas bactérias pelo iogurte pelas
seguintes razdes:

- as bactérias acidéfilas do iogurte resistem a pH baixos, enquanto que a
maioria das bactérias nocivas apresentam 6timo crescimento e atividade
metabolica a valores de pH proximos 4 neutralidade. Portanto & medida que a
microbiota oriunda do iogurte passa pelo intestino, o acido latico destroi a
microbiota indesejavel;

- o efeito droi iogurte é reforcado pela capacidade do Lactobacillus bulgaricus
de implantar-se no intestino e modificar a microbiota dominante, assegurando a



auséncia ou diminui¢io do niimero de microrganismos putrefativos, motivo
pelo qual se atribui uma maior vitalidade aos consumidores de iogurte.

Estas idéias tém sido alvo de profundos estudos e discussdo, e tem-se
um interesse notavel na confirmagdo objetiva destas qualidades do iogurte.

E bem conhecido que o Streptococcus thermophilus nio tolera bem a
acidez, sendo entdo, pouco provavel que esta espécie resista  passagem através
do estdmago. Sem duavida, o Lactobacillus bulgaricus suporta um pH inferior,
sendo possivel que ao menos uma parte destas bactérias alcancem o intestino e
permanegam viaveis. Fica dificil a confirmagdo da hipétese de que o consumo
habitual do iogurte possa determinar uma modificagdo da microbiota intestinal
humana. Porém, nenhum trabalho, até o momento, tem demonstrado o
contrario. Todavia, é importante salientar que o iogurte natural consumido
pelos membros das tribos das zonas montanhosas da Europa oriental era um
pouco diferente dos iogurtes que se encontram hoje no mercado. A microbiota
daquele produto era extremamente variavel, diferente do iogurte natural que se
fabrica atualmente, quase que exclusivamente por Streptococcus thermophilus
e Lactobacillus bulgaricus. O iogurte tradicional, que deu origem aos atuais
iogurtes, continha provavelmente uma mescla de varias espécies de bactérias
lacticas, podendo-se citar: L. acidophilus, L. jugurtti, L. helveticus e
Bifidobacterirum bifidum, sendo de especial interesse a associagdo de
L.acidophilus e Bifidobacterium bifidum, pois sabe-se que ambos os
microrganismos sdo capazes de fixar-se no trato intestinal humano,
possibilitando assim a competigio com bactérias putrefativas (Tamine e
Robinson, 1991).

Para Vamam e Sutherland (1994), o grande aumento da popularidade
dos leites fermentados, especialmente do iogurte, deve-se, em principio, ao
interesse despertado, principalmente pelas suas supostas propriedades em

prolongar a vida. Entretanto, o desenvolvimento nos ultimos 50 anos dos



iogurtes com frutas e aromatizantes tem sido um fator importante para o
aumento da procura pelo produto.

Embora o contelido de vitaminas no iogurte seja inferior ao do leite
fresco integral, devido ao rigoroso tratamento térmico utilizado na sua
fabricagdo, o conteido de proteina e calcio sdo aumentados quando se
adicionam sélidos ndo gordurosos na formulagdo (Deeth e Tamine, 1981).

Além da importincia nutricional do iogurte e dos beneficios para a
saude tais como efexto antlblotlco , redugdo da mcxdencm de mtolerancna a
lactose e doengas do trato gasl:romtestmal (Laye, Karleskind e Morr, 1993),
esse produto lacteo possui propriedades organolépticas, como sabor e aroma
agradveis que incentivam o consumo, principalmente pelas criangas. Gonzalez
et al. (1994) afirmaram que criangas consomem iogurte pelo seu “flavor”, mais
do que por qualquer outro fator. Um outro aspecto que tem aumentado o
consumo desse alimento, principalmente pelas criangas, é a boa aceitagdo que
estdo tendo os novos produtos como iogurte congelado duro, iogurte semi-
congelado (“soft-serve™), iogurte fluido e outras variedades que podem ser
fabricadas em escala industrial (Ott et al,, 2000). Devido a uma hidrdlise
parcial durante a elaboragio do iogurte e, principalmente, devido a
permanéncia da lactase, alguns pesquisadores (Gallagher, Molleson e Caldwell,
1975; Kilara e Shahani, 1976) tém recomendado o iogurte como um meio
alternativo de se obter os nutrientes do leite sem expor-se aos problemas de
intolerancia a lactose; em geral, a concentragdo final de lactose fica em tomo
de 4,3 a 7,8% (Brandio, 1980). Todavia somente 10 a 20% do conteudo desta
lactose é metabolizado em individuos intolerantes 4 lactose (Rand, 1976).

Kroger (1978) assinalou que o iogurte é um importante substituto para
aquelas pessoas que nio podem ingerir o leite por ndo tolerarem a lactose.
Kelly (1984) explica que a intolerdncia a lactose é uma condigdo na qual o

agucar do leite ndo é hidrolizado em seus dois monossacarideos componentes,
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a glicose e a galactose. A enzima lactase é a responsavel por esta catalizagéo e,
como os individuos com intolerancia a lactose sdo deficientes desta enzima, o
agicar do leite passa pelo intestino sem sofrer transformagdo alguma,
provocando diarréia e rompendo o equilibrio osmético existente no intestino.
Parte dessa lactose é fermentada pela microbiota natural do intestino, formando
gas, com consequente compressio e inchamentg do ventre. No iogurte, parte da
lactose ja foi hidrolizada pelas bactérias laticas e, segundo alguns autores, essa
redugdo varia de 20 a 50% (Speck, 1983; Deeth e Tamine, 1981)

Para Ott, Fay e Chaintreau (1997), o consumo de iogurte vem
aumentando de forma intensa desde os anos 60, devido principalmente, ao seu
delicado aroma e sabor, associados com uma textura particular. Ndo menos
importante sdo os beneficios nutricionais advindos do consumo de bactérias
laticas viaveis e dos seus produtos metabolicos.

Rasié e Kurmann (1978) atentaram para o fato de que muitos alimentos
processados possuem um alto valor nutritivo, porém possuem sabor e aroma
desagradaveis e ndo sdo bem aceitos. O iogurte, além de possuir um “flavor”
agradavel, possui ainda um alto valor nutritivo ¢ uma consisténcia homogeénea,
aliada a uma moderada viscosidade, existindo ainda, iogurte com frutas e com
baixo teor de gordura, o que o toma um produto versatil, sendo utilizado de
forma eficiente em varios tipos de dietas.

Hoje, o iogurte além de ndo ter perdido a caracteristica dietética, é
consumido como sobremesa, como complemento de refei¢des ligeiras e mesmo
por prazer, devido ndo s6 a sua apresentagdo, ao seu sabor e aspecto
agradaveis, como também devido ao conhecimento de seu valor nutritivo
(Ferreira, 1993). |

Vale lembrar ainda, a importincia do iogurte em dietas de
emagrecimento. Geralmente, o iogurte natural desnatado é recomendado que

seja incluido nas refei¢Ges, como auxilio na perda de peso, por aumentar a
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digestio dos alimentos e também pela sua qualidade nutricional, pois uma dieta

reduzida de calorias requer alimentos altamente nutritivos.

2.3 Geragiio de compostos de importéncia para o “flavor” do iogurte

Os processos de decomposi¢dio da matéria organica normalmente
resultam em substancias com textura e “flavor” desagradaveis, além de nocivas
a saude. Porém as modificagdes causadas pelos microrganismos utilizados em
fermentagdo de alimentos sdo benéficas, geralmente melthorando o “flavor”, a
textura e, muitas vezes, acumulando vitaminas, além dos acidos organicos que
vao aumentar a vida de prateleira desses produtos. Isso é devido a atuagdo
parcial destes microrganismos sobre um ou mais compostos basicos dos
alimentos: hidratos de carbono, proteinas e gorduras. Os microrganismos
fermentadores nunca atuam de maneira total sobre estes compostos. Assim, sio
incapazes de realizar de forma completa o processo oxidativo, gerando dessa
forma compostos intermedidrios, muitos dos quais contribuem para o aroma e
sabor (“flavor”) e as caracteristicas reologicas do substrato, além de terem
efeito preservativo, impedindo o desenvolvimento de outros microrganismos,
evitando assim o processo deteriorativo (Tamine e Robinson, 1991).

O aroma caracteristico do iogurte natural deve-se a metabdlitos
produzidos pelas culturas “starter”. Forma-se um grande nimero de compostos
que podem contribuir para o “flavor”. Porém, entre eles os mais importantes

_sdo o acido litico e os compostos carbonilos: acetaldeido e diacetil (Vamam e
Sutherland, 1994). O acido latico é o principal componente do aroma e sabor
de todos os leites fermentados. A quantidade em que se encontra presente
determina a aceitabilidade do produto, sendo que sua presenga em excesso
altera negativamente o aroma e o sabor.

A importincia relativa do acetaldeido e do diacetil varia em fungio da
cultura “starter” utilizada. No caso do iogurte e de produtos similares, o
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acetaldeido é o componente dominante, detectavel no aroma e sabor quando o
pH do iogurte abaixa para valores menores que 5,0,'0 que normalmente
acontece. Os niveis maximos se produzem quando o pH € de 4,2 e o composto
se estabiliza a um pH de aproximadamente 4,0. Numa revisdo sobre os
principais compostos volteis responsaveis pelo “flavor” do iogurte, Badings e
Netter (1980) mostraram que o acetaldeido fomece uma poderosa contribuigao
ao “flavor” do iogurte quando esse é elaborado de forma apropriada.

Segundo Rasié¢ e Kurmann (1978) e Ferreira (1993), o acetaldeido,
produto do metabolismo dos microrganismos envolvidos na fabricagdo de
produtos lacteos fermentados, ¢ reconhecido como um dos principais
componentes do flavor, sendo que os microrganismos que formam quantidades
variadas de acetaldeido e etanol durante seu crescimento contém enzimas que
catalisam a sua formagdo a partir de carboidratos, proteinas ou de alguns
precursores de acidos nucléicos. Culturas terméfilas utilizadas como “starters”
em leites fermentados sdo responsaveis pela sintese dos componentes de
“flavor”, sendo os mais importantes, o diacetil e o acetaldeido (Monnet,
Schmitt e Divies, 1994). Dentre as bactérias laticas que produzem o acetaldeido
estio o grupo N Streptococci, Streptococcus thermophilus, Lactobacilli de
modo geral (Lactobacillus casei, L.delbrueckii subesp. lactis, Lactobacillus
bulgaricus), Leuconostoc e bactérias propibnicas. O acetaldeido é produzido.
durante a manufatura do iogurte numa escala maior do que os outros
compostos volateis. A taxa de produgdo de acetaldeido ¢ altamente dependente
do nivel de acidificagio. A formagdo come¢a a um pH igual a 5, aumentando
rapidamente em um valor de pH entre 4,4 ¢ 4,3 (cerca de 3 horas a 42°C). Apés
isso, ha um pequeno aumento e estabilizagdo num pH de aproximadamente 4,0
(Bottazzi, Battistotti e Vescovo, 1971).

De acordo com alguns autores citados por Rasié e Kurman (1978), a

diminui¢io do contetido de acetaldeido ocorre durante a estocagem do iogurte,
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comegando 5 horas apds a elaboragdo. O conteudo de acetaldeido, também
diminui em niveis de acidificagdo em tomo de 115,75 °D. Outros pesquisadores
também citados por Rasié e Kurman (1978) afirmaram, ao contrario, ndo existir
nenhuma alteragdo no conteido de acetaldeido durante a estocagem do iogurte
nos primeiros cinco dias. Hamdam, Kunsman e Deane (1971) utilizando trés
amostras de iogurtes fabricados com diferentes culturas, mostraram um
decréscimo do contetido de acetaldeido durante a estocagem por duas semanas,
em duas das amostras, ficando uma amostra inalterada.

A principal produgdo de acetaldeido é atribuida ao Lactobacilus
bulgaricus. Porém varias linhagens desta espécie mostraram diferencas
consideraveis nessa produgdo. Quando em associagdo de Streptococcus
thermophilus com Lactobacilus bulgaricus, a taxa de produgdo de acetaldeido ¢
consideravelmente aumentada quando comparada com Lactobacilus bulgaricus
isoladamente (Bottazzi, Battistotti ¢ Vescovo, 1971). A relagdo iiupbjéti_,ca
entre estas espécies, influencia favoravelmente a produgdo desse importante
composto aromatico durante a elaboragdo de iogurte.

O Streptococcus thermophilus produz uma pequena quantidade de
acetaldeido, que é considerada sem importéncia para o “flavor” (Groux, 1973).
Muitas espécies de Lactococcus lactis também produzem acetaldeido numa
taxa entre 0,5 e 10 ppm. Porém, o aumento da producdo de acetaldeido dessas
culturas ¢ indesejavel na fabricagdo de culturas de leitelho e culturas de creme,
porque causam o assim chamado defeito de “flavor” do iogurte nestes
produtos. Isto é usualmente evitado com a substuicio do Lactococcus lactis
subesp diacetilactis pelo Leuconostoc, sendo que este ultimo nio tem
capacidade de produzir acetaldeido.

A degradagio da lactose é considerada como sendo uma fonte primaria

de produgo de acetaldeido em iogurte (Figura 1). Sob certas circunstancias, a
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transformagdo de aminoacidos como a valina, pode ser uma possivel fonte
(Rasié e Kurmann, 1978).

A quantidade de acetaldeido que se produz é aumentada quando se
eleva os sélidos do leite e além disso, os tratamentos térmicos do leite tém
estimulado o crescimento de culturas “starters”. Nos iogurtes elaborados com
leites das diferentes espécies, os niveis de acetaldeido sdo distintos, os mais
altos estdo nos iogurtes elaborados com leite de vaca e os mais baixos nos
iogurtes elaborados com leite de ovelha (Badings e Netter, 1980). Durante o
armazenamento ha perdas de acetaldeido, especialmente se o produto contiver

pouca quantidade de gordura, a qual tem a propriedade de reter esse composto.
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FIGURA 1 Metabolismo do acetaldeido, acido latico e etanol a partir da
fermentacdo da lactose.

Stien et al. (1999) e trabalhos como o de Amoore e Hautala (1983)
estimaram que o limiar de detecgdo para o acetaldeido varia de 0,01 a 0,07
ppm. Na literatura existem numerosos trabalhos que citam o limiar de detecgdo
para o acetaldeido (Ulberth e Kneifel, 1992; Ott et al., 2000), porém nenhum

deles deixa claro como os valores foram obtidos. Nota-se uma preocupagao

16



com os efeitos do acetaldeido sobre a saide humana, sendo que concentragdes
bem pequenas (0,005 ppm), proximas do limiar ou mesmo abaixo deste valor,
podem causar efeitos cronicos em seres humanos quando inaladas. Tais efeitos
incluem irritagio da pele, dos othos e do trato respiratorio, eritremas, tosses,
edema pulmonar e necrose. A inalagio do poduto, mesmo em concentragdes
baixas, por um periodo prolongado, pode ocasionar inclusive tumores
cancerigenos ja relatados em experimentos com ratos. Sdo claras as evidéncias
da carcinogenicidade do acetaldeido em experimentos com animais (IARC,
1985). Através da inalagdo, o acetaldeido aumenta a incidéncia de células
escamosas cancerigenas e adenocarcinomas na mucosa nasal de ratos de ambos
o0s sexos e carcinomas laringeal em hamsters também de ambos os sexos. Estes
estudos mostraram que o risco que o acetaldeido promove esté na sua inalago,
pois quanto & ingestfio do produto, ainda ndo existe na literatura trabalhos que
comprovem algum tipo de risco para a saude humana.

Estudos realizados por Friedrich e Acree (1998) mostraram que depois
do acetaldeido, o 2,3-butanodiona (diacetil) é o odorante mais potente do
iogurte, cuja concentragio difere em outros produtos lacteos fermentados.
Segundo estes autores, esse composto é conhecido por sua caracteristica
manteigosa, ou seja, com aroma cremoso. Este é muito diferente do odorante
mais potente em leite cru, que é o hexanoato de etil, que tem um aspecto
frutoso ‘com aroma de abacax1 Segundo Ott, Fay e Chaintreau (1997), as
dlferencas nas combma(:oes odorativas do iogurte com as do leite sao geradas
provavelmente p;elmmetabohsmo das bactérias lacticas, tran;formando os.

compostos principais em intermediarios, atr através de um metabohsmo pargx_al/

Imhof e Bosset (1994) sugeriram que o acetaldeido, o 2,3-butanodiona,
o 2,3-pentanodiona, o dimetil sulfidrico e o benzaldeido sdo os compostos
mais potentes como odorantes. Em sua pesquisa, o iogurte foi analisado apés

duas semanas de preparagio, pois a geracdo de compostos aromaticos

17



sabidamente ocorre principalmente durante a fermentagdo e ndo muda
significativamente durante o periodo de estocagem a 4°C.

Ott, Fay e Chaintreau (1997) mostraram que de 91 compostos volateis
identificados como responsaveis pelo “flavor”, 21 exibiram impactos
significativos para o aroma, sendo que destes, cinco compostos apresentaram
intenso odor. Entre os novos compostos identificados, alguns podem contribuir
para o aroma: 1-penten-3-ol; 3-octanona; 2-metil tetrahidroxifuran-3-ona; 3-
metil-2-butenol; 2-metiltetrahidrotiofene-3-ona e acido 2-metilpropandico.
Nesse trabalho foi realatado pela primeira vez a identificagdo de 1-nonen-3-ona
no “flavor” do iogurte e, segundo os autores, este composto foi considerado até
agora 0 mais potente composto aromatico ja identificado. Embora presente em
concentragdes baixas, o seu potente poder aromatico justifica a sua importincia
no flavor do iogurte.

Apesar do aroma do iogurte se desenvolver fundamentalmente durante
a_fermentagiio, o leite e outros_componentes adicionados, podem contribuir

para_esse aroma. Por exemplo, a percepgdo global do aroma e do sabor ¢é
distinta nos leites de diferentes espécies e os produtos da reagdo de Maillard
que se encontram no leite em p6 de ma qualidade podem aparecer no iogurte
no qual este foi utilizado na fabricagdio, como defeito no aroma e sabor. As

ila&éﬂés se formam a partir da gordura durante o aquecimento do leite utilizado
na elaboragio do iogurte e podem contribuir para o aroma deste produto, assim
como também certos compostos como o acido formico, requerimento
nutricional do Lactobacillus bulgaﬁcus.

O diacetil e a acetoina estdo presentes em quantidades muito pequenas
no iogurte. Normalmente o conteudo de acetoina é consideravelmente maior do
que o de diacetil. A importdncia destes para o “flavor” de produtos
fermentados, como as culturas de leitelho e culturas de creme, sdo bastantes

reconhecidas (Ott, Fay e Chaintreau, 1997; Monnet, Schmitt e Divies, 1994).
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O diacetil encontra-se em quantidades organolépticamente importantes
somente quando na cultura “starter” estd presente o Lactocococcus lactis
subesp. lactis biovar diacetylactis e espécies de Leuconostoc. A acetoina, que

também existe em quantidades importantes, ndo possui aroma nem sabor,

: porém pode oxidar-se a diacetil, tomando o iogurte mais aromatico. Embora se
\é’ncontre em grande quantidade no aroma da manteiga, da cerveja e do vinho, o
diacetil esta presente no aroma do iogurte em quantidades muito pequenas.
Entretanto, como ja citado, até mesmo uma quantidade reduzida de diacetil,
com tragos de 0,01 ppm ou menos, contribui para o agradavel e delicado
“flavor” acentuado, sendo considerado assim, como um importante
componente do aroma do iogurte. De acordo com Groux (1973), a fung¢do do
diacetil e da acetoina é especialmente importante se o conteido de acetaldeido
¢ baixo.

Fix (1993), numa revisdo sobre diacetil, mostra que o limiar de
detecgdio (“threshold”) do diacetil é de 0,01 ppm. Porém, Martineau, Acree e
Henick-Kling (1995) estudaram o efeito do tipo de vinho no limiar de detec¢do
deste composto e mostraram que os diferentes tipos de vinho afetam a
percepgdo minima do diacetil, encontrando resultados bem abaixo dos ja
encontrados (0,005 ppm a 8 ppm). As diluicGes entretanto, foram feitas em
vinhos desacidificados com bicarbonato de sédio, o que pode descaraterizar um
pouco o aroma do vinho e consequentemente do diacetil.

Na literatura existe pouca informagio relacionando o limiar do diacetil
com a qualidade do iogurte. No entanto, pode-se verificar que, para bem
caracterizar um limiar de detecgdo de qualquer composto individualmente, este
composto puro deve ser diluido em 4gua, para que outros componentes ndo
venham a mascarar o seu aroma original.

A principal fonte de produgdo de diacetil e acetoina em iogurte é
atribuida a algumas linhagens de Streptococcus thermophilus. Varias linhagens
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destas espécies mostraram diferengas significativas na produgdo de diacetil e
isto indica estar de acordo com o trabalho seletivo das culturas.

Linhagens de Lactobacillus bulgaricus produzem somente tragos de
acetoina, sendo considerado de menor importancia no “flavor” do iogurte,
comparado com o diacetil (Femandez-Garcia, 1994).

A transfomlag:ao de cmatos e considerada como sendo a pnmelra fonte
de _produgdo de diacetil e acetoina em 1ogurte\Em certas circunstincias a
.degradagdo da lactose pode tambeh ser uma fonte de alguma importancia
(Figura 2).

Séo considerados de importincia limitada para o “flavor” do iogurte, a
acetona, a butan-2-ona e outros compostos. Pequenas quantidades de acetona e
butan-2-ona usualmente originam-se do leite, mas certas quantidades sdo
produzidas pelas bactérias no iogurte. Porém, a producdo destes compostos ndo
ocorre com muita regularidade (Dumont e Adda, 1973).

Ambos os microrganismos Streptococcus thermophilus e Lactobacillus
bulgaricus produzem acetona em quantidades variaveis. Em geral, linhagens de
Lactobacillus bulgaricus que produzem mais acetona do que acetaldeido, ddo
um leve “flavor” e aroma atipico, enquanto aquelas que produzem uma
quantidade consideravelmente maior de acetaldeido do que de acetona,
fornecem uma caracteristica muito boa de “flavor” (Vaman e Sutherland,
1994).

A transformagdo da lactose e a degradagio da gordura_produzem
acetona e b butan-2-ona, embora esses compostos ja& se encontrem presentes no

leite em pequenas quantldades.
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l Citrato Liase
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Leucina
Acetolactato l

descarboxilase
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E Diacetil

2,3-BUTANODIOL (Diacetil)

Diacetil redutase

FIGURA 2 Via metabdlica da formagdo de diacetil em Streptococcus
termophillus a partir do citrato (Lerayer, Brolazo e Taleb,
2001).

Certos aminoacidos livres podem ser transformados enzimaticamente
em amodnia e outros compostos, como aldeidos, cetonas e acidos volateis.

Alguns desses compostos tém contribuido de alguma maneira para o balango
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de substancias de “flavor” em iogurte. Segundo Keenan e Bills (1968) e
Veringa (1973), os estreptococos podem produzir acetaldeido por
desdobramento da treonina e da glicina. Ja o Lactobacillus bulgaricus. somente
pelo desdobramento da treonina. Ott et al. (2000) verificaram a origem do
acetaldeido durante a fermentagdo do leite, utilizando precursores com
carbonos marcados. Os autores mostraram que a treonina € convertida pela
treonina aldolase a acetaldeido e glicina durante a fermentacao do leite pelo
Streptococcus thermophilus e Lactobacillus bulgaricus. A pequena quantidade
de acetaldeido produzida na presenca de glicina pode ser explicada pelo
deslocamento do equilibrio da reagdo em diregdo a L-treonina, sendo que a
glicina pareceu inibir a rota metabolica em leite fermentado com Streptococcus
thermophilus (Figura 3). Pelos resultados, observou-se que a atividade da
treonina aldolase foi encontrada nos dois microrganismos, sendo mais alta para

o Streptococcus thermophilus do que para o Lactobacillus bulgaricus.

L-TREONINA
Treonina aldolase 5 @
GLICINA ‘M

ACETALDEIDO

FIGURA 3 Rota metabdlica da formacdo de acetaldeido através da L-treonina
(Ott et al., 2000).

Segundo Marranzani et. al. (1989) e Wilkins, Schmidt e Kennedy

(1986), a glicina inibiu a formagdo de acetaldeido ao passo que a treonina
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aumentou sua formagdo, sendo que o Streptococcus thermophilus mostrou ser
mais sensivel a inibi¢do pela glicina do que o Lactobacillus bulgaricus.

Ott et al. (2000) citaram que a biossintese do acetaldeido ainda n3o esta
muito bem elucidada, mas consideraram que as rotas da glicose (Figura 1), do
citrato (Figura 2) e da L-treonina (Figura 3) sio as mais importantes na
formagdo deste composto, além de outros como o diacetil e o etanol. &

autores concluiram que _a.-glicose ¢ o principal precursor do acetaldeido,

respondendo por mais de 90% do acetaldeido produzldo pelo Lactobacillus

bulgaricus e quase 100% pelo Streptococcus thermophzlus sendo que a

treonina contribui somente com uma pequena parte.

Apesar de produzirem os benéficos compostos aromaticos no iogurte,
as bactérias laticas produzem também compostos ‘prejudiciais como o %
que influencia negativamente na quahdade do iogurte e diminui a vida itil do
produto. O etanol € produzido como resultado da transformagio da lactose. As
bactérias laticas produzem etanol em seu metabolismo, porém a quantidade é
muito pequena. Alguns autores citam que esta produgdo nio é importante na
qualidade do iogurte (Vamam e Sutherland, 1994; Rasi¢ e Kurmann, 1978). No
entanto, ja existem estudos que comprovam o comprometimento da qualidade
do <\iogl{ne quando ha produgdo de etanol.\Durante o periodo de incubagdo,
" quando esta preéente no meio a enzima alcool desidrogenase, esta podera
;eduzir o acetaldeido em etanol (Branddo, 1980) (Figura 1). Esta reagdo
continua durante o periodo de estocagem do produto. Segundo Bills e Day
(1966), a atividade desta ngjrg@\ocorre numa temperatura baixa; ou seja,
’temperatu;'af de estocagem, por algumasr bactérias do género Streptococcus.
Estes microrganismc;; sio capazes de reduzir o acetaldeido, mas nio reduzem a
acetona. Zourari, Accolas e Desmazeaud (1992) cttaram que esta enzima nio
tem sido encontrada em leites fermentados com Lactobaczllus bulgancus mas

tem sido muito presente em culturas de Streptococcus thermophzlus Todavia,
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Keenan e Lindsay (1967) reportaram a atividade desta enzima por algumas

bactérias do género Lactobacillus.

2.4 Acidos graxos voliteis

Durante o processo de fabricagdo do iogurte, o conteudo de acidos
graxos volateis aumenta significativamente quando comparado com o presente
no leite. O acido acético é produzido em quantidades consideraveis, seguido
pelos acidos formico, capréico, caprilico, caprico, butirico, propidnico e acido
isovalérico. Como os acidos graxos de cadeia curta, com baixo peso molecular,
sdo menos volateis do que o acetaldeido, o diacetil e a acetoina, eles ndo séo
considerados como principais componentes de “flavor” em iogurte. Porém,
esses acidos graxos volateis presentes em iogurtes fabricados com leite de
ovelha e cabra tém uma importincia maior no “flavor” do que aqueles
originados do leite de vaca. Além disso, o contelido de acetaldeido em leite de
ovelha é muito baixo. Por isso, a diferenga organoléptica entre iogurtes feitos
com leites de ovelha e vaca é mais pronunciada do que entre os leites destas
espécies (Fernandez-Garcia, 1994).

A liberagio de acidos volateis ocorre como resultado da atividade
metabdlica de ambos os microrganismos, Streptococcus thermophilus e

Lactobacillus bulgaricus.

2.5 Influéncia dos constituintes do leite no “flavor” do iogurte

2.5.1 Leite Fresco
O leite fresco tem um leve e delicado “flavor”, sem caracteristica

definida. Provavelmente, sdo as muitas combinagdes odoriferas que constituem
o aroma do leite. Desde que se descobriu que o dimetil sulfidrico é um
importante constituinte aromitico do leite fresco, um grande numero de

combinagdes odoriferas foram identificadas, sendo estas pertencentes a muitas
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classes diferentes como combinagdes de carbonil, alcanois, acidos graxos,
lactonas, compostos sulfidricos, compostos nitrogenados, hidrocarbonetos
alifaticos e aromaticos (Veringa, 1973). Todavia, o constante crescimento de
microrganismos, a absorgdo de odores em volta do estabulo ou na sala de
ordenha, as falhas na pritica de alimentagdo, a oxidagdo quimica, etc., causam
prejuizo no “flavor” do leite, como resultado do aparecimento de compostos
volateis, comprometendo obviamente, a qualidade do leite cru, influenciando

desfavoravelmente o “flavor” do iogurte (Tamine e Robinson, 1991).

2.5.2 Contaminagdo na fermentagéo

Um dos problemas mais graves na industria de laticinios é a
contaminagio por virus que sofrem as bactérias responsaveis pela fermentago.
Os virus bacterianos, também denominados bacteriofagos, sdo especificos em
sua capacidade de ataque a cada espécie microbiana. O principal efeito da
infecgcdo das bactérias laticas por fagos é a diminui¢do da acidificagdo do
meio devido & morte bacteriana. Como consequéncia, obtém-se um alimento de
qualidade inferior e com uma curta vida de prateleira. Os resultados destas
contaminagdes se traduzem em grandes perdas economicas (Auad e Raya,
2001).

Zourari, Accolas e Desmazeaud (1992) ressaltaram que, além de
retardar a acidificagdo durante a fabricagdo do iogurte, esta contaminag¢io por
fagos pode diminuir o crescimento das bactérias laticas, diminuindo assim o
“flavor” do iogurte. Segundo estes autores, na produgdo atual de iogurtes, o
surto de fagos sdo menos freqiientes pois além do tratamento térmico do leite
destruir fagos, processos assépticos previnem a contaminagdo presente no ar.
Auad e Raya (2001) mencionaram que a matéria prima (leite pasteurizado) ndo
é estéril, portanto pode conter bacteriéfagos contaminantes, além das bactérias

liségenas (portadoras de fagos atenuados), que impregnam os laticinios, sendo
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reservatorios de fagos potencialmente virulentos. Assim, o ataque de fagos
pode ocorrer por dois fatores: por contaminagio acidental ou pela presenga de
bactérias lisogénicas. As bactérias lisogénicas podem ser a maior fonte por
meio de particulas de fagos latentes provenientes de culturas lisogénicas que
infectam culturas da mesma cepa ou por meio de fagos latentes dando origem a
mutantes virulentos que s3o habeis a superinfec¢do e lise de culturas parentais
lisogénicas ou outros tipos de cultura (Zourari, Accolas e Desmazeaud, 1992).

Como resposta a forte pressdo que os bacteriofagos exercem sobre as
bactérias laticas, algumas cepas, principalmente do género Lactococcus, tém
adquirido mecanismos de defesa ao ataque por fagos, porém, ao contrario do
que ocorre com as outras bactérias laticas, tem-se pouca informagdo
documentada sobre os bacteriéfagos que atacam o género Lactobacillus, e em
particular o Lactobacillus bulgaricus (Lactobacillus  bulgaricus) e
Lactobacillus delbrueckii subesp. lactis, sendo estas espécies de grande
importancia por sua aplicagio industrial, principalmente na fabricagdo de
iogurtes e bebidas lacteas (Auad e Raya, 2001).

2.6 Caracteristicas sensoriais

As caracteristicas sensoriais referem-se ao aroma e sabor do iogurte e
ainda, cor, aparéncia, consisténcia, viscosidade e textura.

O iogurte distingue-se pelo tipico e agradivel aroma atribuido a
presenga de quantidades suficientes de acetaldeido como o principal
componente do aroma, realgado sobre um bom balango de acidos graxos
volateis e acentuado pela presen¢a de diacetil. O sabor acido e refrescante do
jogurte ¢ atribuido a presenga de acido latico. A combinagdo do aroma e sabor
produzem o “flavor” do iogurte, descrito como gosto-de-noz (Ott, Fay e
Chaintreau, 1997).
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O odor caracteristico do iogurte quando a embalagem ¢ aberta, ou seja,
o odor encontrado na fase vapor (“headspace”) ¢ a primeira sensagdo aromatica
perceptivel. Portanto, a qualidade desse odor tem grande influéncia na
preferéncia do consumidor (Ott, Fay e Chaintreau, 1997).

logurtes feitos com leite de ovelha e de cabra sdo caracterizados por
uma espécie de “flavor” diferente do iogurte fabricado com leite de vaca. Isto é
provavelmente devido & presenga de pequena quantidade de acetaldeido e uma
alta quantidade de acidos graxos volateis (Badings e Netter, 1980).

O “flavor” do iogurte é afetado pelas propriedades das culturas usadas
na sua fabrica¢do, pelos métodos de propagagdo e conservagio da cultura, pela
qualidade do leite cru, por tratamentos e processamentos, métodos de
incubagdo e refrigeragdo, condigSes de estocagem e outros fatores.

As propriedades fisicas do iogurte, como consisténcia, viscosidade e
textura, sio influenciadas pela composi¢do do leite, pelo tratamento e
processamento, pelas propriedades das culturas, por métodos de incubagdo e
refrigeragio e outros fatores, os quais contribuem efetivamente para a
apreciagdo do produto. A tendéncia é do iogurte apresentar consisténcia firme e
aspecto semelhante ao de creme, devendo possuir uma textura fechada, com
auséncia de espagos gasosos ou estrutura aberta. A coalhada deve ser macia,
sem grdos ou granulos. A presenga de soro na superficie da coalhada e
particularmente entre esta é completamente indesejavel. Uma moderada
viscosidade na coalhada é uma propriedade desejavel, especialmente em
iogurte batido. Viscosidade baixa ou excessiva é simbolo de qualidade inferior.

O iogurte feito com leite de ovelha é macio e tem uma consisténcia
‘mais firme do que o iogurte feito com leite de vaca. Isto é devido a maiores
proporgdes de proteinas, gordura e minerais no leite dessa espécie. O iogurte
feito com leite de bufala é distinguido pela sua consisténcia granular estrutural

e coloragdo branca.
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As propriedades organolépticas sdo avaliadas pelos testes
organolépticos ou percepgdo sensorial e sdo influenciadas pelo odor, sabor e
sensagdo de “flavor” na boca. Estas propriedades também sdo examinadas
pelos testes quimicos e fisicos, os quais medem o nivel de acidez, compostos

aromaticos, consisténcia e viscosidade do iogurte.

2.7 Determinaciio dos compostos voléteis através da cromatografia

Existem controvérsias em relagio a melhor técnica de extragdo na
determinagio de compostos volateis em leites fermentados. Até o momento,
dados na literatura ndo indicaram qual a melhor metodologia a ser utilizada
para uma otimizagdo dos resultados, principalmente de quantificagio dos
principais compostos volateis.

Segundo Monnet, Schmitt e Divies (1994) a técnica de cromatografia
gasosa através da extragdo com “headspace” automitico, tem sido utilizada em |
experimentos para determinar compostos volateis em leites fermentados. O
acido a-acetolatico (Figura 2), produzido pelas bactérias laticas, é um
composto instivel e é quimicamente transformado em acetoina e diacetil
durante o aquecimento a 85°C em amostras de “headspace”, podendo, neste
caso, superestimar as concentragdes de diacetil em leites fermentados.

Semmelroch e Grosh (1994) injetaram no cromatografo amostra de
“headspace” e concluiram ser essa técnica a melhor para representar o aroma
que ¢ realmente percebivel pelo consumidor.

De acordo com Thomhill e Cogan (1984), as andlises por
cromatografia gasosa pelos métodos convencionais utilizados ndo sdo
adequadas, porque a agua e outros componentes dos produtos lacteos possuem
um efeito desfavoravel na credibilidade do método. O uso de provas com
“headspace” elimina esta desvantagem, porque somente O vapor estard

presente, pois o liquido é previamente aquecido, injetando-se apenas o vapor na
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coluna. Veringa, Verbug e Stahouders (1984) e Jordan e Cogan (198%)
mostraram em seus experimentos que a presenga do acido a-acetolatico foi
subestimada porque o composto foi oxidado durante a analise. Bactérias laticas
que utilizam citrato, em particular Leuconostoc sp., frequentemente acumulam
acido a-acetolatico em meio de cultura. Monnet, Schmitt e Divies (1994)
estudaram a influéncia do acido a-acetolatico em ensaios com diacetil, usando
cromatografia gasosa através da extragdo com ‘“headspace”, utilizando para o
estudo uma mistura de Leuconostoc mesenteroides subesp cremoris e
Lactococcus lactis subesp lactis. Os autores mostraram que Leuconostoc
mesenteroides subesp. cremoris transformaram o acido citrico do leite em
diacetil e acetoina em um pH moderado, tendo assim que ser combinado com
culturas acidificantes como as espécies de Lactococcus lactis subesp. Lactis,
com o objetivo de produzir uma coagulagdo latica. A produgdo de diacetil foi
investigada no que diz respeito ao potencial de oxiredugio e & presenca de
acido a-acetolatico, concluindo-se que o potencial de oxiredugdo foi alto e o
acido a-acetolatico foi parcialmente transformado em diacetil, havendo um
aumento consideravel desse ltimo em condigdes aerdbicas.

Keneifel et al. (1992) avaliaram culturas “starters” de mesofilos,
verificando suas propriedades bioquimicas, sensoriais e microbiologicas. Para a
determinagdo dos compostos de “flavor” foi utilizada a cromatografia gasosa,
sendo a extragdo feita através do ‘headspace”, pelo método descrito por
Ulberth (1991). Os autores concluiram que o “flavor” das culturas analisadas
foi principalmente governado por diacetil, mas foi influenciado pelas
concentragdes de acetaldeido (Lindsay, Keenan e Day, 1965) mostrando ainda
que a produgdo de diacetil e acetaldeido no teste das culturas variaram
consideravelmente. Lindsay, Keenan e Day (1965) informaram que em média a
relagdo de diacetil:acetaldeido é de 4:1 em culturas mesofilas puras produtoras

de “flavor”.
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Kang, Frank e Lilard (1988) e Ulberth (1991) analisaram compostos
volateis de “flavor” em iogurte pelo método convencional, através da técnica
de cromatografia gasosa e encontraram quatro e seis compostos,
respectivamente. Laye, Karleskind e Morr (1993) avaliaram compostos volateis
e a influéncia destes nas propriedades sensoriais do iogurte desnatado, através
da cromatografia gasosa. Os autores observaram uma menor concentragdo de
compostos organicos voliteis e acidos orgdnicos em relagdo ao iogurte
fabricado com leite integral, resultando em diferencas substanciais no “flavor”,
no aroma e na aceitabilidade geral do produto.

Para Ott, Fay e Chaintreau (1997), a técnica de “headspace” e
extragio-destilagio simultineas (SDE) tem sido comumente usadas para
analises de compostos com caracteristicas de “flavor”. Devido & baixa
intensidade de odor em iogurte, a amostra é frequentemente aquecida para
aumentar a volatilidade dos compostos de “flavor”, porém, isto pode alterar a
composigdo de alguns compostos aromaticos. Assim, técnicas mais suaves
devem ser utilizadas.

A fim de avaliar compostos que contribuem com o aroma e defeitos de
“flavor” em bebidas lateas, Heiler e Schieberle (1997) utilizaram a técnica de
cromatografia gasosa com amostras de “headspace” estatico, mostrando
resultados satisfatérios com o uso desta técnica Esta mesma técnica foi
utilizada por Buettner e Schieberle (2000) para estudar a influéncia de
concentragdes de aroma de volateis sobre os aspectos de percepgdo do flavor,
sendo que neste trabalho foi determinado o “flavor” de diversos compostos
como acetaldeido, decanal, butanoato de etil entre outros, utilizando-se como
padréo interno, o acetaldeido. Mais uma vez, esta técnica mostrou-se adequada
para tais determinagGes. ,

Diversos trabalhos sobre compostos volateis em iogurtes foram

publicados a partir da década de 50 e até o momento mais de 60 compostos
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importantes para o aroma e odor desse produto ja foram identificados, através
das técnicas de “headspace” e extragio-destilagdo simultineas (SDE).

Embora exista um grande numero de trabalhos publicados no exterior,
a bibliografia sobre compostos aromaticos em iogurtes no Brasil é escassa, o

que justifica investigagGes na area.
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3 MATERIAL E METODOS..

O trabalho foi conduzido nos Laboratérios de Laticinios,
Microbiologia, Fisiologia Pos-collieita de Frutos e Hortalicas e de Analise
Sensorial do Departamento de Ciéncia dos Alimentos da UFLA, em quatro
fases distintas, como relacionadas a seguir.

3.1 Fase I: Avaliagdo de iogurtes elaborados com culturas isoladas e mistas

Para avaliar a contribuigio que cada microrganismo possui na geragio
dos principais compostos volateis do iogurte (acetaldeido e diacetil), bem como
a producdo de etanol; culturas isoladas, do tipo DVS (Direct Vat Set — uso
direto no leite), apresentadas na forma congelada, de cada um dos
microrganismos (Streptococcus thermophilus e Lactobacillus bulgaricus)
(Quadro 2) e mista dos dois microrganismos, foram inoculadas no leite tratado
termicamente, fazendo-se o acompanhamento da geragdo de compgstos
aromaticos durante o periodo de incubagdo e armazenamento do produto, a
cada 7 dias, até atingir 42 dias de armazenamento.

Para a elaboragio do leite fermentado com cultura isolada de
Lactobacilus delbrueckit subesp. bulgaricus, a temperatura de incubacdo fai de
45° C. Ja na elaboragio do leite fermentado com cultura isolada de
Streptococcus salivarus subesp. thermophilus, a temperatura de incubagiq foi
de 40° C, e na elaborago do leite fermentado com cultura mista, a temperatura
de incubagdo foi de 42°C, conforme indicagdo do fabricante, sendo o leite
utilizado nesta fase o mesmo utilizado para fabricagdo de iogurtes com culfuras

comerciais na Fase I
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QUADRO 2. Caracteristicas dos microrganismos utilizados na fabricagdo do

iogurte
Composigiio Caracteristicas
Viscosidade | Pés-acidificagdo
Produto 1 Streptococcus thermophilus Alta Muito baixa
Produto 2 Lactobacillus delbrueckii . subesp. Muito alta Baixa
Bulgaricus

3.2 Fase II: Avaliacfio de iogurtes elaborados com diferentes culturas
comerciais
Nesta fase, foram avaliadas culturas (fermentos) comerciais para

iogurte, do tipo DVS (Direct Vac Set - uso direto no leite) liofilizadas, sendo
que todas as culturas possuiram como caracteristicas, viscosidade alta e pos-
acidificagio média. Estes iogurtes foram avaliados a partir do 2° dia até aos 35
dias de armazenamento, ao contrario do que se verificara na Fase III, na qual
foi possivel a realizagdo das analises com poucos dias de armazenamento (2, 4,
5, e 6 dias) com o intuito de se observar a produgdo dos compostos volateis
durante este curto espago de tempo. Isto seria impossivel em iogurtes
encontrados no mercado, pois quando o iogurte chega aos pontos de venda, ja
esta, normalmente, com 10 dias no minimo de armazenamento. Para tanto,
foram  elaborados iogurtes com culturas adquiridas diretamente dos
laboratdrios produtores e distribuidores (Quadro 3).

33



QUADRO 3 Composi¢io microbiana das culturas utilizadas na fabricagio dos
iogurtes elaborados no laboratorio.

Composigio

Togurte 1 Streptococcus thermophilus, e Lactobacillus bulgaricus

Iogurte 2 Streptococcus thermophilus,  Lactobacillus bulgaricus e L.
delbrueckii subesp. lactis.

Iogurte 3 Streptococcus thermophilus, e Lactobacillus bulgaricus

Iogurte 4 Streptococcus thermophilus,  Lactobacillus bulgaricus e L.
delbrueckii subesp. lactis.

Dados fommecidos pelos fabricantes.

3.2.1 Fabricagiio dos iogurtes

Os iogurtes foram fabricados segundo técnicas tradicionais descritas
por Rodrigues (1998), utilizando-se para isto, as diferentes culturas mistas
comerciais. O processo foi rigorosamente o mesmo para cada cultura,
diferenciando somente na quantidade de inéculo, que foi estabelecido de
acordo com as recomendagdes do fabricante (Figura 4).
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" TRATAMENTO TERMICO _
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RESFRIAMENTO |
(40 - 45°C)
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(40 - 45°C)
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(4°C)

FIGURA 4 Fluxograma do processo de fabricagdo dos leites fermentados com
culturas isoladas e do iogurte
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3.2.1.1 Matéria-prima

Para fabricagdo dos iogurtes, foi utilizado leite proveniente de uma
vaca com baixa contagem de células somaticas (341.000 células/ml), para
assegurar auséncia de mamite, além de n3o estar recebendo qualquer outro tipo
de medicamento durante o periodo experimental. Este leite foi padronizado a
3% de gordura para posterior fabricagdo do iogurte “integral”.

3.2.1.2 Contagem de células sométicas

Amostras do leite da vaca selecionada foram enviadas em duplicatas,
sendo cada duplicada o resultado das duas ordenhas (manha e tarde) para o
Centro Nacional de Pesquisas de Gado de Leite da EMBRAPA, localizado na
cidade de Juiz de Fora - MG, onde foi realizada a contagem de células
somaticas através do sistema eletrnico de células somaticas, Bentley combi
2300 (Somacount 300).

3.2.1.3 Tratamento térmico do leite

O leite foi aquecido a 83° C por 30 min, resfriado a 42° C e mantido
nesta temperatura durante o periodo de fermentagdo dos iogurtes (Rodrigues,
1998).

3.2.1.4 Inoculagéo

Apés o tratamento térmico e resfriamento, o leite foi inoculado com
cada fermento separadamente, sendo que a quantidade de inéculo foi de acordo
com especificagdes do fabricante (Rodrigues, 1998).

3.3 Fase III: Avaliaciio dos iogurtes naturais

Nesta fase, foi feita uma pesquisa sobre os iogurtes naturais (sem

agiicar, aromatizantes, corantes e polpas de frutas) comercializados em Lavras
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e regido, a partir de 14 dias até 42 dias de armazenamento (a cada 7 dias, em

triplicata).

3.3.1 Coleta de iogurte no mercado

Foram coletadas amostras das diferentes marcas de iogurte naturais
existentes na regido. No ato da coleta no mercado foram anotados os seguintes
dados: identificagio da marca, data de fabricagdo, prazo de validade,
temperatura do local de exposigdo, volume e tipo de embalagem. Essas
amostras foram devidamente acondicionadas em embalagem isotérmica
contendo gelo e levadas ao Laboratério de Laticinios do Departamento de

Ciéncia dos Alimentos da UFLA para serem analisadas.

3.4 Andlises realizadas nas fases I, I1 e III

3.4.1 pH
Foi medido nas amostras previamente aquecidas a 20 °C, utilizando-se
um pH-metro da marca MICRONAL, modelo-D474, previamente calibrado. O

pH foi medido em todos os iogurtes durante todo o periodo experimental.

3.4.2 Analises cromatograficas

O método utilizado no preparo das amostras para realizagdo das
analises cromatograficas foi o método de “headspace”, segundo adaptagdes de
uma técnica cedida pela Wiesby (Starter Cultures and media).

3.4.2.1 Preparo da amostra

Num tubo de ensaio com tampa rosqueada com uma perfuragdo no
centro e um septo, acrescentou-se:

e 2,5mL deiogurte
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e 2,5mL de agua destilada e deionizada
e 2,5 g de cloreto de sodio
e 1 mL do padrio intemo (butanol)

Levou-se a temperatura de congelamento (em tomo de -
18°C/24 horas). Em seguida, os tubos foram colocados em um bloco
aquecedor, aumentando-se a temperatura gradativamente até atingir 80° C.

As amostras permaneceram nesta temperatura durante 1 hora, sendo
homogeneizadas de 15 em 15 minutos com homogeneizador de tubos tipo

Vortex.

3.4.2.2. Injecdo das amostras

Apés a homogeneizagio das amostras, coletou-se 500 uL do
“headspace” através do septo, utilizando-se uma seringa tipo Gastight da marca
Hamilton, com posterior injegdo no cromatografo.

As andlises dos principais compostos volateis (acetaldeido e diacetil) e
do etanol foram realizadas pelo método de cromatografia a gas adaptado de
Ott, Fay e Chaintreau (1997) e Abreu (1993), utilizando-se um cromatégrafo a
gas, da marca VARIAN, modelo 3800, conectado a uma “work station”, versdo
Varian Star 4.5. Coluna cromatografica Varian-Wax (30 m x 0,320 mm; 0,25
pm). Detector DIC (Detector de ionizagdo de chamas).

As condigdes do método utilizado na detecgdo, identificagio e

quantificagio dos compostos foram as seguintes:

Injetor:

Modelo: 1079

Temperatura: 200 °C

Razio do Split: 5

Injegio da amostra: 500 puL do “headspace™
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Condigdes da Coluna:

Temperatura inicial: 40° C (com tempo de permanéncia de 10 segundos)
Temperatura final: 65° C (numa taxa de elevagdo de 4° C/min, permanecendo 1
min. na temperatura final)

Fluxo: 0,7 mL/min

Tempo total da corrida: 7,35 min.

Detector:

Tipo: DIC

Temperatura: 200 °C
Sensibilidade: 10" Volts
Atenuagio: 1

3.4.2.3 Identificagd@o dos picos

Para a identificagio dos picos no cromatograma, foram injetados
padrdes de concentragdes conhecidas (acetaldeido, diacetil, etanol e butanol)
nas mesmas condiges utilizadas para a injegdo das amostras, verificando-se

assim, o seu tempo de retengo e a temperatura de volatilizago.

3.4.2.4 Quantificagiio dos picos

A quantificagio dos compostos foi feita através de calibragdo formada
pelos padrdes de referéncia (acetaldeido, diacetil e etanol) e padrdo intemo
(butanol), sendo que todos os padrdes sdo de pureza cromatografica (Sigma e
Aldrich). Como a base utilizada para a diluigio destes padrdes deveria ser de
textura e viscosidade aproximada ao do iogurte, foi necessario entfo a

desodorizagido de um iogurte, que serviu como base.
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3.4.2.5 Desodorizaciio do iogurte

Para fazer a desodorizagdo do iogurte utilizou-se um iogurte desnatado,
sendo necessario a utilizagdo de um rotovapor, com a temperatura do banho-
maria a 80°C por 5 horas, segundo técnica descrita por Ott et al. (2000).

Apés a desodorizagdo, foi necessario rehidratar a amostra com a
mesma quantidade de agua que foi evaporada, utilizando-se agua destilada

deionizada.

3.4.2.5.1 Preparo das amostras padrio

e 2,5 ml de iogurte desodorizado (rehidratado)
e 1,5 ml de agua destilada deionizada

e 0,5 ml de butanol (20 ppm)

e 0,5 ml de diacetil (20 ppm)

e 0,5 ml de acetaldeido (20 ppm)

e 0,5 ml de etanol (20 ppm)

o 2,5 ml de cloreto de sodio

3.4.2.5.2 Calibracdo do método

Para a calibragio do método no cromatografo, foi necessario,
inicialmente informar a concentragio de cada padrdo e ao final o préprio
programa forneceu a quantidade dos padrdes na unidade de referéncia (ppm).
Posteriormente, todos os picos das amostras foram identificados de acordo com

os padrdes utilizados e quantificados em relagdo ao padrdo interno.

3.4.3 Relaciio de cocos e bacilos

Ap6s a coloragio de Gram (Claus, 1992) as laminas foram avaliadas
quanto & contagem em 10 diferentes campos, fazendo-se, a seguir, a média
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dessas contagens, a fim de se verificar a propor¢do de lactobacilos e
estreptococos caracteristicos.

Foi realizado também, um levantamento fotografico de algumas
laminas para ilustrar a relagdo cocos/bacilos nos iogurtes elaborados com
culturas comerciais e de mercado, além da observagdo do crescimento dos
microrganismos durante o periodo de incubagdo, no iogurte elaborado com
cultura mista. Para este levantamento, foi utilizado uma microcamera

conectada ao microscopio e a um computador.

3.5 Fase V: Anilise sensorial (obtencéo do limiar de detecciio do diacetil)
Para a realizagdo da analise sensorial, foram utilizadas cabines
individuais do Laboratério de Analise Sensorial do Departamento de Ciéncia

dos Alimentos da Universidade Federal de Lavras (Figura 5).

FIGURA 5. Cabine utilizada na analise sensorial (a), momento da prova (b)
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3.5.1 Recrutamento dos julgadores

Para que os resultados da avaliagdo sensorial fossem mais precisos e
exatos, houve necessidade de uma selegio prévia e treinamento dos julgadores.
Para esta pré-selegio foram convidados 40 candidatos entre professores,
funcionarios e estudantes do Departamento de Ciéncia dos Alimentos da
Universidade Federal de Lavras, independente do sexo, idade, etc. Na Figura 9,
estio representadas as etapas realizadas no esquema de analise sensorial.

Foi realizada uma reunido com as 40 pessoas e expostas as
responsabilidades de cada um (pontualidade, disponibilidade de tempo,
atengdo, cuidados de ndo fumar e nem ingerir qualquer produto que pudesse

prejudicar a realiza¢do do teste, no prazo de uma hora antes das provas).

3.5.2 Selegiio dos julgadores

Para a selegdo dos julgadores, foi necessario identificar a capacidade
individual de reconhecimento de aromas, através de um teste especifico para o
reconhecimento de aromas. Para este teste foram utilizados varios tipos de
produtos, usados no dia a dia (alimentos ou ndo) (Figura 6), colocados em
erlenmyers de 125 ml de rolha esmerilhada, codificados com numeros
aleatorios de 3 digitos, que foram tampados e envolvidos em aluminio,
contendo quantidades minimas desses produtos a serem identificados, como:
chocolate, abacaxi, alho, cebola, baunilha, canela, cigarro, esmalte, morango,

magd, banana, etc. Foram selecionados 17 dos 40 candidatos.
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TESTE DE
RECONHECIMENTO DE AROMAS

Nome: Data: / /

Os frascos tampados. contém substéincias odorificas comumente
encontradas em_casa ou no local de trabalho. Leve. o. frasco até o nariz,
remova a tampa, faca 3 inaladas e tente identificar o aroma. Se voc€ ndo
conseguir encontrar o aroma exato da substincia, tente descrever alguma
coisa que possa lembra-lo.

N° da DPescrigdo-
‘Amostra’

FIGURA 6 Modelo de ficha-resposta empregada na sele¢do dos provadores,
no teste de reconhecimento de aromas
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3.5.3 Teste de ordenacio com diacetil

Logo apds o teste de reconhecimento de aromas, foi feito o teste de
ordenagdo com diacetil, sendo para isto utilizado o diacetil (2,3 butanodiona)
da marca Sigma, de pureza cromatografica, diluido em agua destilada e
deionizada em diversas concentragdes. Quatro a seis amostras foram
apresentadas, sendo solicitado ao julgador que as ordenasse em ordem de
concentragdo (da mais concentrada para a menos concentrada e vice-versa)
(Figura 7). Em erlenmeyers tampados e codificados, foram colocados 2 ml da
amostra, iniciando-se com cinco concentragdes que variavam de 100 a 6,25
ppm, para que os julgadores pudessem se familiarizar com o aroma do
produto, diminuindo-se gradativamente, até atingir o limiar de detecgdo. Dos
17 julgadores, foram selecionados somente I2Z que obtiveram resultados

adequados.
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TESTE DE ORDENACAO
L Produto:
Nome: Data: / /2001

Vocé esta recebendo 5 amostras para identificacdo de
aroma. Cheire da esquerda para a direita e ordene em eordem
- decrescente de intensidade de aroma (aroma mais forte em primeiro

lugar). Limpe as narinas antes, e entre cada amostra.

Amostras:

| Ordenagio:

Amostras:

- Ordenagdo:

Observagdes:

FIGURA 7 Modelo de ficha-resposta empregada no teste de ordenagdo com

diacetil

3.5.4 Teste de limites de diacetil

Teoartan

Para o teste de limites, o produto foi pipetado no momento em que o

julgador ja se encontrava na cabine. As amostras foram fomecidas uma de cada

45

vez e o julgador foi orientado sobre como proceder (Figura 8). As amostras



foram apresentadas em ordem crescente e decrescente de concentragdes, sendo
que a apresentagdo das amostras continuou até que o mesmo julgamento
(“detecgdo” para série crescente e “ndo detecgdo” para série decrescente)
ocorresse em duas apresentagdes sucessivas dentro da mesma série, sendo que
as séries crescentes e decrescentes foram apresentadas uma apds outra (ABNT,
1994). Obtidos os dados, estes foram colocados num quadro (Quadro 4), e o
limiar foi obtido através da média geométrica de cada julgador, da
concentragio mais alta “ndo detectada™ e a concentragdo seguinte, sendo o
resultado a média geométrica dos limiares dos 12 provadores (ABNT, 1994).

TESTE DE LIMITES
Produto:
Nome:. Data: / /2000

Vocé esté recebendo amostras para identificagfo-de aroma. Cheire e
indique se vocé detecta- ou nfio a presenca do- diacetil. Em caso- positivo
marque a-amostra com:0-niumero 1; em caso negative marque zero: Limpe
as narinas-antes, e entre-cada-amostra.

Amostras:

Detecgao:

Amostras:

Detecgio:

Comentérios:

FIGURA 8 Modelo de ficha-resposta empregada no teste de limite, para
obtengdo do limiar de detecgdo do diacetil.



1* ETAPA
Recrutamento e Selegiio dos julgadores
Teste de Reconhecimento de aromas
(40 julgadores)

2" ETAPA
Teste de Ordenacio de Diacetil
(17 julgadores)

3*ETAPA
Teste de limites de Diacetil
(Obtenciio do limiar de detec¢do)
(12 julgadores)

FIGURA 9 Esquema da analise sensorial, referente ao teste do limiar de
detecgdo do diacetil.

Formula da média geométrica:

n onde:
_ M = média geométrica
M= \[ X.X%X...X X, = concentragao

n = n®observagdes
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Foi utilizada a mesma formula para calcular as médias de todos os
julgadores e no final obteve-se o limiar de detecgdo através da média geral de
todos os julgadores.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 pH

Os dados referentes aos valores de pH dos leites fermentados
produzidos com culturas puras de Streptococcus thermophilus e Lactobacillus
bulgaricus e das culturas mistas desses dois microrganismos encontram-se na
Figura 10.

Durante o periodo de incubagio, as culturas mistas demonstraram
mais eficiéncia no abaixamento do pH, seguida pelo Streprococcus
thermophilus e Lactobacillus bulgaricus. A maior rapidez em abaixar o pH, das
culturas mistas, deve-se ao sistema de desenvolvimento simbidtico das -duas
culturas utilizadas na elaboragdo do iogurte. De acordo com Ferreira (1993), no
inicio da incubagdo, o Streptococcus thermophilus abaixa o pH até valores
proximos de 5,5, produz certa quantidade de acido formico, consome oxigénio,
tornando o meio favoravel ao desenvolvimento do Lactobacillus bulgaricus, o
qual, diminui rapidamente o pH, produzindo também consideravel
concentracdo de acetaldeido e diacetil.

Pela agdo de enzimas bacterianas, a lactose do leite é fermentada a
acido lactico, como principal produto final. O acumulo desse acido causa o
abaixamento do pH, o qual ao atingir certos valores, provoca a perda de
solubilidade da caseina, promovendo sua floculagdo, transformando o leite em

um produto gelatinoso, conhecido como coalhada.
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(Produto 1:  Sweptococcus thermophilus; Produto 2:  Lactobacillus
bulgaricus; Produto 3. Streptococcus thermophilus e Lactobacillus
bulgaricus).

FIGURA 10 Valores médios do pH durante o periodo de incubagdo (a) e ateé 42
dias de armazenamento (b), em produtos elaborados com cultura
pura de estreptococos, cultura pura de lactobacilos e cultura mista
de lactobacilos e estreptococos.

Além do acido lactico, comum a todos os processos de fermentacdo da
lactose, diferentes microrganismos produzem diferentes compostos

secundarios. No caso particular da presenga de Streptococcus thermophilus e



Lactobacillus bulgaricus, ocorre uma producdo de acetaldeido e diacetil,
originando um leite fermentado conhecido como iogurte.

A cultura mista foi capaz de, em 8 horas de incubagdo, abaixar o pH de
6,30 para 4,80, enquanto as culturas isoladas alcangaram no mesmo tempo de
incubacdo, valores de pH de 5,18 para o o Streptococcus thermophilus e de
5,87 para Lactobacillus bulgaricus (Figura 10), confirmando o conhecimento ja
completamente elucidado, de que existe um forte sinergismo entre essas duas
espécies de microrganismos. Devido a utilizagdo de culturas congeladas, sem
ativagdo, os periodos de tempo nas incubagdes foram mais longos do que
aqueles obtidos quando da utilizagdo de culturas Dri-vac, previamente ativadas.

No periodo de armazenamento (Figura 10), o pH do leite fermentado
por cultura mista permaneceu sempre em valores inferiores aos elaborados com
culturas puras, sendo que o produto elaborado com cultura pura de lactobacilos
apresentou maior poder de acidificagdio do que o produto elaborado com
cultura pura de estreptococos, nesse periodo.

O entendimento dessa pos-acidificagio ¢ importante na tomada de
decisdo quanto ao tipo de cultura a ser utilizada, levando-se em consideragdo
principalmente as condigdes de temperatura nas quais o produto sera
armazenado, que nem sempre sd3o aquelas recomendadas, pois o ideal é que
esta temperatura seja menor que 4° C, sem evidentemente atingir o ponto de
congelamento. Desta forma, a relagdo cocos/bacilos a ser usada, devera estar na
proporgdo direta da temperatura de armazenamento, ou seja, temperaturas
maiores, maior relagdo cocos/bacilos.

Durante o periodo de armazenamento de iogurtes fabricados com
diferentes culturas laticas, ocorreu um decréscimo relativamente acentuado no
pH até o quinto dia de armazenamento (Figura 11), sendo que um dos iogurtes
teve esse abaixamento extendido até o 62 dia. No periodo de estocagem destes

iogurtes, observa-se que o pH manteve-se praticamente constante. Esta
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constancia nos valores de pH durante o periodo de estocagem do produto é
devido ao fato que os microrganismos sao termofilicos e numa temperatura de
baixa, como a utilizada neste trabalho (aproximadamente 4° C) interrompem o
seu crescimento, fazendo cessar a acidificacdo do meio, tornando entdo os
valores de pH sempre constantes. Todos os iogurtes analisados, tanto os
fabricados no laboratorio como os obtidos no mercado, tiveram valores de pH
condizentes com os encontrados na literatura, ou seja, numa faixa de 3,9 a 4,3,
sendo esta faixa considerada otima para um produto de qualidade (Ferreira,

1993 e Tamine e Robinson, 1991).

4,9 -

4,7 -

4,5 o
T 43- ——

4,1 1 3

3,9 - —

3,7 A

3,5 T T T T T T 1

2 4 5 6 14 21 28 35
Armazenamento (dias)

(logurte 1: Streptococcus thermophilus e Lactobacillus bulgaricus; logurte 2:
Streptococcus thermophilus, Lactobacillus bulgaricus e Lactobacillus lactis:
logurte 3: Streptococcus thermophilus, e Lactobacillus bulgaricus; logurte 4:
Streptococcus thermophilus, Lactobacillus bulgaricus e Lactobacillus lactis).

FIGURA 11 Valores médios do pH em iogurtes elaborados com culturas
comerciais durante o periodo de armazenamento.
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Os dados referentes aos valores de pH dos iogurtes adquiridos no
mercado encontram-se na Figura 12.
Todos os iogurtes foram adquiridos com 14 dias de fabricagao,

levando-se em consideragdo a sua rotulagem.

4,4 -

\ A
4,3 B
4,2 _\ -
4,1 T T T T 1

14 18 21 28 35 42
Armazenamento (Dias)

FIGURA 12 Valores médios do pH em iogurtes obtidos no mercado local
durante o periodo de armazenamento.

Os iogurtes apresentaram valores de pH dentro da faixa estabelecida
como normal para iogurte. Ndo se pode precisar as causas das variagoes
encontradas, pois os processos de fabricagdo, conservagao e transporte variam
de marca para marca, principalmente no que se refere a temperatura e esse fator
tem grande influéncia no desenvolvimento microbiano e na atividade
enzimatica do iogurte. Além disso, as diferentes marcas comerciais podem

utilizar diferentes culturas com diferentes aptiddes de acidificagao.
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4.2 Acetaldeido

E vasta a literatura internacional abordando concentragdes de
acetaldeido em iogurtes. Entretanto esse tipo de informagdo é praticamente
inexistente para os produtos elaborados no Brasil.

Os dados referentes a produgdo de acetaldeido em produtos
fermentados com culturas puras de Streptococcus thermophilus e Lactobacillus
bulgaricus e mistas, encontram-se na Figura 13.

Durante o periodo de incubagdo, a producdo de acetaldeido no produto
elaborado com cultura pura de Streptococcus thermophilus experimentou a
maior elevagédo até 6 horas de incubagdo, seguida pelo produto elaborado com
cultura mista e pelo produto elaborado com cultura pura de Lactobacilius
bulgaricus. Apos este periodo, no produto elaborado com Streptococcus
thermophilus, houve a interrupgdo na produgdo de acetaldeido, o que esta de
acordo com Ferreira (1993) que relatou que o Streptococcus thermophilus tem
o seu crescimento interrompido em pH 5,5 (Figura 10).

Embora o Lactobacillus bulgaricus seja o principal produtor de
acetaldeido no iogurte, o produto elaborado com Streptococcus thermophilus
apresentou uma maior produgdo deste composto no periodo de incubagdo
(Figura 13). Como as condig¢Ges do meio no inicio da fermentagio (pH elevado,
presenca de oxigénio) favoreciam o crescimento do Streptococcus
thermophilus, a populagio deste elevou-se de forma acentuada, enquanto que a
de Lactobacillus bulgaricus somente iniciou o seu crescimento apos algumas
horas, quando o meio lhe passou a ser favoravel (pH abaixo de 5,5, certa

concentragdo de acido formico), ou seja, no periodo de armazenamento.
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FIGURA 13 Concentragdo de acetaldeido em leites fermentados elaborados
com culturas puras e mistas, desde 0 momento da incubacdo ate
42 dias de fabricagio.
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A lentiddo no desenvolvimento do Lactobacillus bulgaricus quando
em cultura pura, acarretou uma menor producio de acetaldeido durante o
periodo de incubagéo.

O Lactobacillus bulgaricus, quando cultivado isoladamente, apresenta
uma longa fase “lag” de crescimento, a partir da qual seu desenvolvimento
atinge grandes velocidades. Isso indica que é necessario um longo periodo até
que o meio se torne favoravel ao seu desenvolvimento. Quando o Lactobacillus
bulgaricus cresce em simbiose com o Streptococcus thermophilus, este ultimo
prepara rapidamente o meio para o Lactobacillus bulgaricus.

Observa-se na Figura 13, que a produgdo de acetaldeido pela cultura
pura de Lactobacillus bulgaricus foi muito baixa durante o periodo de
incubagdo, entretanto apds 24 horas de armazenamento a 4 °C, ultrapassou a
produgdo pela cultura pura de Strepfococcus thermophilus e pela cultura mista.
Ao contrario do Streptococcus thermophilus, que tem o seu crescimento
interrompido em pH 5,5, o Lactobacillus bulgaricus prefere meios mais acidos
para o seu desenvolvimento.

Tamine e Robinson (1991) relataram que a maior produgdo de
acetaldeido se da quando os dois microrganismos multiplicam em simbiose.
Porém, outros pesquisadores julgam o papel do Lactobacillus bulgaricus mais
importante na producdo deste composto. Ficou claro pelos resultados obtidos,
que o Lactobacillus bulgaricus é o principal produtor de acetaldeido, embora
essa producdo inicia-se mais tarde do que para o Streptococcus thermophilus.

Georgala et al. (1999) analisaram cepas isoladas de Streptococcus
thermophilus e Lactobacillus bulgaricus inoculadas em leite de ovelha e, apds
5 dias de estocagem a 4° C, obtiveram valores bem mais altos de acetaldeido
nos leites fermentados somente com Lactobacillus bulgaricus do que nos leites

fermentados com Streptococcus thermophilus. Neste trabalho, apesar de ter
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sido utilizado leite de ovelha, pode-se observar a maior eficiéncia do
lactobacilos em produzir acetaldeido.

A taxa de producio de acetaldeido ¢ altamente dependente do nivel de
acidificagio, sendo que sua formagdo comega a um pH proximo a 5,0,
aumentando rapidamente em um valor de pH proximo a 4,3. Apbs isso, ha um
pequeno aumento e estabilizagio em um valor de pH de aproximadamente 4,0
(Bottazzi, Battistotti e Vescovo, 1971).

A produgiio de acetaldeido durante o periodo de incubagéo por culturas
mistas foi mais lenta no inicio, alcangando a mesma concentragdo da cultura
pura de Streptococcus thermophilus com 7 horas de incubagdo. Nesse caso, 0
Streptococcus thermophilus preparou o meio no inicio da incubagdo,
permitindo ao Lactobacillus bulgaricus uma produgdo acentuada de
acetaldeido apds 6 horas de incubagio, num pH abaixo de 5,0 (Figura 10).

Pode-se notar que tanto nos iogurtes elaborados com culturas puras e
mistas (Figura 13) como naqueles elaborados com culturas comerciais (Figura
14) fabricadas no laboratério, apés 21 dias de estocagem houve um decréscimo
na produgio de acetaldeido, sendo que a concentragdo de acetaldeido variou de
15,07 a 30 ppm.

Brandio (1980) mostrou que a estocagem do iogurte diminuiu a
concentragdo de acetaldeido, verificando, em seu estudo, que o maior pico foi
encontrado aos 14 dias de estocagem e a partir deste dia, a concentragdo
comegou a diminuir em todos os iogurtes avaliados. Nas Figuras 13 e 14 pode-
se observar também uma tendéncia de diminuicdo da concentragdo de
acetaldeido apos 21 dias. Laye, Karkleskind e Morr (1993) analisaram, entre
outras caracteristicas, o conteido de acetaldeido em 4 diferentes iogurtes e
mostraram que em todos houve um decréscimo deste composto apos 12 dias de
estocagem, sendo que a partir deste periodo, estas amostras ndo mais foram

avaliadas. Pode-se observar na Figura 14, que o conteido de acetaldeido
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decresceu até 14 dias de estocagem, mas em seguida teve um aumento
acentuado aos 21 dias e logo apds o pico de maxima concentragdo, houve
novamente um decréscimo. Portanto, ndo se pode afirmar que o conteudo de

acetaldeido diminui substancialmente durante o periodo de estocagem.
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delbrueckii  subesp. Lactis; logurte 3: Streptococcus thermophilus, e
Lactobacillus  bulgaricus; logurte 4:  Streptococcus  thermophilus.
Lactobacillus bulgaricus e Lactobacillus delbrueckii subesp. Lactis).

FIGURA 14 Concentragdo de acetaldeido em iogurtes elaborados com culturas
comerciais durante o periodo de armazenamento.

A concentragao de acetaldeido durante o periodo de armazenamento do
iogurte ndo se apresentou de forma crescente pois, apesar de ter havido uma
producdo constante, embora com velocidades menores que as verificadas no

periodo de incubagdo, esse composto apresentou uma alta volatilidade.



Um dos grandes problemas do mercado de iogurte ¢ a falta de
temperatura baixa controlada durante os processos de transporte e conservacao
do produto. Elevagdes na temperatura acarretam uma pos-acidificacdo,
diminuindo a vida qtil do iogurte. Para contornar esse problema, as industrias
fazem opgdo por culturas que possuem caracteristicas de baixa pos-
acidificagdo, o que € conseguido utilizando-se culturas com alta relagdo
cocos/bacilos, o que leva necessariamente a baixa produgao de acetaldeido.

Observa-se que houve uma variagdo muito grande na produgdo de
acetaldeido, variando de 11 a 35 ppm aos 21 dias de armazenamento nos
logurtes obtidos no mercado (Figura 15). Esta grande variagdo pode ser devido
as cepas utilizadas. Entretanto, pode-se adiantar que estas ndo sdo muito
diferentes das utilizadas neste estudo, visto que as industrias que cederam as
culturas sdo as mesmas que fornecem aquelas produtoras de iogurte. Porém,
existem outros tipos de culturas mistas que estas industrias fabricam, as quais
podem estar sendo utilizadas pelas industrias produtoras de iogurtes e que

certamente se comportardo de maneira diferente.
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FIGURA 15 Concentragdo de acetaldeido em iogurtes obtidos no mercado



Uma observa¢do importante a ser comentada, € que houve uma
variagdo bem menor na concentragdo de acetaldeido nos iogurtes elaborados
com culturas comerciais (Figura 14) do que nos iogurtes obtidos no mercado
(Figura 15) durante o periodo de armazenamento. Isto pode ser explicado pelo
maior controle da temperatura de estocagem do produto fabricado no
laboratdrio do que daqueles adquiridos no mercado.

Observa-se ainda, comparando-se os iogurtes elaborados com culturas
comerciais e os obtidos no mercado, que nos iogurtes elaborados com culturas
comerciais (Figura 14), a produgdo de acetaldeido durante todo o periodo de
armazenamento foi menor do que para os obtidos no mercado (Figura 15).
Provavelmente isto ocorreu em fungio da diferenga entre as culturas utilizadas
na industria e as deste trabalho, visto que existem outras cepas, compostas de
microrganismos diferentes, além das condigdes tecnolégicas diferirem das

condig¢des encontradas na industria.

4.3 Diacetil

O diacetil é tido como o segundo principal componente do “flavor” do
iogurte. Sua importincia se da principalmente por seu aroma “manteigoso” ou
“cremoso” que juntamente com o acetaldeido e outros compostos, constituem o
chamado “flavor” do iogurte. Apesar de ser encontrado em pequenas
quantidades, o diacetil € um componente potente, pois a concentragdo minima
perceptivel é muito baixa, ficando proxima de 0,01 ppm (Fix, 1993 e Stien et
al., 1999).

Os dados referentes a produgdo de diacetil desde o momento da
incubagiio até 42 dias apos a fabricagdo, em produtos elaborados com cultura
pura de estreptococos, cultura pura de lactobacilos e mista de lactobacilos e

estreptococos, estdo apresentados na Figura 16.
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FIGURA 16 Concentragio de diacetil desde 0 momento da incubagio (a) até
42 de armazenamento (b), em produtos elaborados com cultura
pura de estreptococos, cultura pura de lactobacilos e mista de
lactobacilos e estreptococos.

Para Bottazi, Battistotti e Montescani (1973), o principal
microrganismo produtor de diacetil é o Streptococcus thermophilus, sendo que

o Lactobacillus bulgaricus tem uma importancia insignificante na produgéo
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deste composto. A cultura pura de Lactobacillus bulgaricus ndo produziu
diacetil durante todo o periodo experimental; ao contrario, a cultura pura de
Streptococcus thermophilus, teve uma alta produgdo quando inoculada
isoladamente, seguida pela cultura mista, que apresentou uma produgio
intermediaria (Figura 16). Georgala et al. (1999) trabalhando com leite de
ovelha, obtiveram valores similares aos encontrados neste trabalho, ndo
encontrando diacetil quando inocularam o leite com culturas puras de
Lactobacillus bulgaricus.

Durante o periodo de incubagdo (Figura 16), a produgdo de diacetil nas
culturas puras de estreptococos teve inicio com 2 horas de incubagdo, bem mais
cedo do que a cultura mista (estreptococos e lactobacilos), que iniciou a
producdo de diacetil com 7 horas de incubagio.

No periodo de armazenamento, a producdo de diacetil comegou a
aumentar drasticamente apés 21 dias nas culturas puras de estreptococos e nas
mistas. Este aumento foi moderado e aconteceu a partir do 282 dia de
armazenamento.

Apesar da produgdo de diacetil ter sido relativamente baixa (variando
de 0,09 a 0,44 ppm) nos iogurtes elaborados com culturas mistas (Figura 16),
observa-se que o limiar de detecgdo (LD) deste composto ainda é abaixo das
concentragdes encontradas, o que reforca a idéia do diacetil ser um dos
principais compostos que conferem aroma ao iogurte, sendo considerado o
segundo composto aromatico mais potente neste produto, apos o acetaldeido.

Através da Figura 17, verifica-se a evolugio do diacetil em iogurtes
elaborados com culturas comerciais durante o periodo de armazenamento.
Observa-se que o pico de produgdo deste composto, em todos os iogurtes foi
aos 21 dias, sendo que isto também foi observado quando se anmalisou o

acetaldeido (Figura 14).
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FIGURA 17 Concentragdo de diacetil em iogurtes elaborados com culturas
comerciais durante o periodo de armazenamento.

Pode-se observar ainda que, os dois iogurtes que produziram uma
maior quantidade de diacetil (logurtes 2 e 3) também foram aqueles que
produziram uma maior quantidade de acetaldeido. Do mesmo modo, aqueles
que produziram uma menor quantidade de diacetil (Iogurtes | e 4), também
foram os menos aromaticos em relagio ao acetaldeido (Figuras 17 e 14,
respectivamente).

Um fato importante a ser observado ¢ que, quando foram inoculadas
culturas mistas de cocos e bacilos a produgdo de diacetil foi baixa (variando de
0,09 a 0,44 ppm) (Figura 16). Ja nos iogurtes elaborados com culturas
comerciais também mistas, a faixa de produgdo foi maior (0,10 a 0,78 ppm)

(Figura 17). Isto pode ser explicado devido a relagdo de cocos para bacilos,



nos fermentos comerciais, ser muito elevada (Figura 23), com insignificante
nimero de lactobacilos, justificando assim a alta producdo de diacetil, pois a
presenga de lactobacilos pode inibir a produgdo desse composto.

Nos iogurtes obtidos no mercado (Figura 18), houve uma variagdo
muito grande na produgdo de diacetil (0,10 a 1,91 ppm). O iogurte que
produziu uma menor quantidade de diacetil (logurte B), também foi aquele que
produziu uma menor quantidade de acetaldeido (Figura 15) durante todo o

periodo experimental.
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FIGURA 18 Concentracio de diacetil em iogurtes obtidos no mercado

Em média, os iogurtes obtidos no mercado foram mais aromaticos do
que aqueles elaborados com culturas comerciais, tanto na producdo de diacetil
como na de acetaldeido. Provavelmente, isso ocorreu devido a diferencas entre
as cepas utilizadas ou mesmo a tecnologia de fabricagdo diferir em algum

aspecto em relagdo a industria.
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4.4 Etanol

Quando o iogurte acumula uma certa quantidade de acetaldeido, uma
enzima, a alcool desidrogenase, podera reduzir parte deste acetaldeido a etanol
(Figura 1). Esta rea¢do é indesejavel na produgdo de iogurte de boa qualidade,
visto que podera afetar marcadamente o “flavor” deste produto, sendo uma das
mais importantes causas de diminuigio da vida util de leites fermentados.

Durante o periodo de incubagéo, todos os microrganismos produziram
etanol, sendo que o iogurte com cultura mista, teve uma produgdo
relativamente mais elevada. Comparando-se a produgdo de acetaldeido com a
produgdo de etanol nesta fase (Figuras 13 e 19, respectivamente), nota-se que
quanto menor a concentragio de acetaldeido, maior € a concentrac¢do de etanol,
devido, provavelmente a maior atividade da enzima alcool desidrogenase, que
reduz o acetaldeido a etanol (conforme esquema apresentado na Figura 1),
diminuindo, dessa forma, a concentragio de acetaldeido com consequente
aumento do etanol.

Ja nos iogurtes elaborados com culturas comerciais e naqueles obtidos
no mercado, verificou-se que, apos 21 dias de estocagem, quando as
concentragdes de acetaldeido atingiram seu maximo (Figura 14 e 15), com
posterior declinio, houve uma elevagdo nas concentragdes de etanol (Figuras
20e21).
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FIGURA 19 Concentracio de etanol durante o momento da incubagao até 42
dias de armazenamento, em iogurtes elaborados com cultura
pura de estreptococos, cultura pura de lactobacilos e cultura
mista de lactobacilos e estreptococos.
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(Cultura 1: Strepiococcus thermophilus e Lactobacillus bulgaricus; Cultura
2: Streptococcus thermophilus, Lactobacillus bulgaricus e Lactobacillus
delbrueckii  subesp. lactis; Cultura 3. Streptococcus thermophilus, e
Lactobacillus  bulgaricus; Cultura 4:  Streptococcus  thermophilus,
Lactobacillus bulgaricus e Lactobacillus delbrueckii subesp. lactis).

FIGURA 20 Concentragdo de etanol em iogurtes elaborados com culturas
comerciais durante o periodo de armazenamento.

Nos iogurtes obtidos no mercado, aquele que mostrou produgdo menor
de acetaldeido (logurte B), foi o que produziu maior quantidade de etanol,
confirmando a existéncia da atividade da enzima alcool dehidrogenase. Apos
21 dias de armazenamento, os iogurtes de mercado (Figura 21) tiveram uma
faixa menor de produgéo de etanol (3,3 a 40 ppm), quando comparados com os

iogurtes elaborados com culturas comercias (Figura 20).
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FIGURA 21 Valores médios encontrados para o etanol em iogurtes obtidos no
mercado

Isto pode explicar a maior concentragdo de acetaldeido nesses iogurtes
(Figura 15) do que nos elaborados com culturas comercias (Figura 14), ou seja,
houve uma menor reducdo de acetaldeido a etanol nos iogurtes de mercado.
Branddo (1980), em seu trabalho, obteve valores similares na produgdo de
etanol quando analisou compostos aromaticos em diferentes  culturas de
iogurte.

Para Bills e Day (1966), a atividade da enzima alcool dehidrogenase
continua durante todo o periodo de estocagem, pois ocorre numa temperatura
baixa em algumas bactérias do género Streptococci. Estes microrganisimos sao
capazes de reduzir o acetaldeido, mas ndo reduzem a acetona. Zourari, Accolas
¢ Desmazeaud (1992) citaram que esta enzima ndo tem sido encontrada em
leites fermentados com Lactobacillus bulgaricus, mas tem sido muito presente
em culturas com Sreptococcus thermophilus. Todavia, Keenan e Lindsay
(1967) reportaram a atividade desta enzima por algumas bactérias do género

Lactobacilli.
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4.5 Relagio cocos/bacilos

Quando os dois microrganismos Streplococcus thermophilus e
Lactobacillus bulgaricus sdo inoculados juntos, os estreptococos crescem
primeiro, abaixam o pH até valores proximos a 5,5, quando entdo os
lactobacilos iniciam seu crescimento. Os lactobacilos, quando presentes,
desdobram parcialmente a caseina e langam ao meio aminoécidos essenciais
aos estreptococos, como valina e histidina. Os estreptococos ao multiplicarem
também produzem substincias que estimulam o crescimento dos lactobacilos.
Dentre estas, destaca-se o acido formico. Nesta fase, ha um efeito simbictico,
ou seja, os microrganismos juntos crescem melhor do que se estivessem
crescendo separadamente.

Os lactobacilos tendem a aumentar a acidez do meio e, como sdo mais
resistentes a esta acidez, sobressaem-se em relagfo aos estreptococos, que sdo
mais sensiveis.

Observa-se na Figura 22, que os lactobacilos sé6 comegaram a se
desenvolver apos 2 horas de incubagfio a 42° C, momento no qual o pH
comegou a abaixar, sendo que apds 6 horas de incubagdo o desenvolvimento
foi maior, quando o pH ainda estava ainda mais baixo (Figura 10). Segundo
Ferreira (1993) logo apos a inoculagdo, o Streptococcus thermophilus cresce
primeiro, tendo a capacidade de desdobrar a lactose em pH mais neutro. Com o
seu crescimento, o acido latico é acumulado, abaixando parcialmente o pH e
langa algumas substancias aminadas originadas das proteinas do soro que vdo

estimular o desenvolvimento do Lactobacillus bulgaricus.
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FIGURA 22 Representagdo fotografica de ldminas de um iogurte elaborado
com cultura mista (Streptococcus thermophilus e Lactobacillus
bulgaricus), mostrando a evolugdo no crescimento das bactérias
durante o periodo de incubagdo, apés coloragdo de gram
(ampliagdo 1000 x).
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No dia seguinte a fabricagdo, ou seja apos 24 horas, observa-se que o
nimero de estreptococos foi maior do que o de lactobacilos, sendo que a
média conseguida em todos os campos (numero de 10) foi de 4:1, e durante o
periodo de armazenamento esta relagdo tendeu a se modificar, com aumento da
proporgdo cocos:bacilos. Existe mais de uma explicagdo para este fato, uma
delas é que na inoculagdo do leite, como foi inoculado 1 'ml de cada fermento
simples, a concentragdo de estreptococos pode ter sido maior do que a
concentragdo de lactobacilos, pois se os dois tivessem apresentado a mesma
concentragdo de células, os lactobacilos, como sdo mais resistentes & acidez
estariam se sobressaindo em relagdio aos estreptococos, apds mais ou menos
quatro horas de incubagdo. Outra explicagdo poderia ser a contaminagdo por
bacteriéfagos do género lactobacilos, pois como ja foi esclarecido, existe pouco
estudo sobre os bacteriéfagos que atacam este género, principalmente do
Lactobacillus bulgarjcus.

Em todos os iogurtes analisados, tanto os de mercado (Figura 23) como
os fabricados com culturas comerciais (Figura 24), observou-se uma grande
predomindricia de cocos nas Idminas durante todo o periodo experimenta]. A
contagem foi realizada semanalmente, observando-se que quanto maior o
tempo de estocagem, maior a predomindncia de cocos, sendo impossivel

estabelecer uma relag¢do tinica entre cocos e bacilos.
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FIGURA 23. Representagio fotografica de uma lamina de iogurte de mercado,
apds coloragdo de gram (ampliagdo 1000x).

FIGURA 24 Representagio fotografica de uma lamina de iogurte elaborado
com cultura comercial, apés coloragdo de gram (ampliagdo 1000

X).
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Uma explicagdo para isto, é que as proprias culturas comerciais sdo
balanceadas numa proporgdo de 7:1, ou seja, para cada 7 coldnias de
estreptococos existe uma de lactobacilos, segundo informag¢des do proprio
fabricante do fermento.

Esta predomindncia de estreptococos nos iogurtes, tanto nos
elaborados com culturas comerciais quanto naqueles de mercado, tem o
propdsito de aumentar a sua vida de prateleira, visto que quando predomipam
lactobacilos, o iogurte possui uma acidificagdo maior durante a estocagem
comercial, diminuindo assim a sua vida Wtil. Esse desbalanceamento se faz
necessario, em fungdo da cadeia de transporte-comercializagdo ndo possuir,
normalmente, um controle eficiente de temperatura. Dessa forma, os fermentos
com alta relagdo cocos/bacilos, sdo utilizados para compensar essa deficiéncia,
pois os estreptococos possuem uma baixissima capacidade de pos-acidificaggo.

Segundo Schillinger (1999), para se promover um efeito terapéutico,
um- niimero minimo-de bactérias. probiéticas- é necessario (cerca 10 a-10%g).
Porém, é importante que os lactobacilos remanescentes sejam viaveis duraqté a
refrigeragdo e estocagem por diversas semanas, pois estes possuem
propriedades probidticas destacadamente maiores que os estreptococos, os
quais sdo insignificantes para essa propriedade. Diversos trabalhos (Auad e
Raya, 2001; Gonzales et al. 1994) indicaram que nem todos os prodytos
encontrados no mercado contém microrganismos laticos em altos nameros e
muitos ndo mostraram boas caracteristicas de sobrevivéncia, principalinente
dos lactobacilos. Nos estudos de Schillinger (1999), todavia, a maioria dos
leites fermentados estudados continham nimeros marcadamente altos de
bactérias laticas, sendo inclusive maior que a quantidade minima sugerida apds
a estocagem. Porém, em seu estudo o autor ndo encontrou Lactobacillus
bulgaricus, mas um alto numero em todos os iogurtes de Streptococcus

thermophilus foi detectado. Uma explicagdo para a pouca quantidade de
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lactobacilos pode ser a contaminagdo por bacteriéfagos que, segundo Auad e
Raya (2001), ocorre acidentalmente ou pela presenca de bactérias lisogénicas
as quais podem ser a maior fonte de fagos. Segundo Auad e Raya (2001)
algumas cepas do género Streptococcus tém adquirido mecanismos de defesa a
este ataque, entretanto, ndo existem informagGes documentadas sobre os
bacteriéfagos que atacam as bactérias do género lactobacilos, e em particular o
Lactobacillus bulgaricus, sendo necessario mais estudos, pois estas espécies
sfo de grande importancia industrial, principalmente na fabricagéo de iogurtes
e bebidas lacteas.

4.6 Metodologia utilizada na extragdo, idéntificagiio e quantificaciio dos
compostos voldteis através da cromatografia gasosa

Apés diversas tentativas de extracio da amostra, tipo de frasco e septo,
padrdo intemo, condigSes do cromatdgrafo, tipo de seringa, etc., foi verificado
que o método de extragdo através do “lieadspace” e as condiges utilizadas no
cromatografo neste experimento foram os melhores na identificagdo e
quantificagio dos picos avaliados.

" A Figura 25 mostra’ os perfis cromatograficos de 7 amostras de
iogurtes analisados.
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FIGURA 25. Perfis cromatograficos de 7 amostras de iogurtes analisados

Pode-se observar que, apesar dos picos serem relativamente pequenos,
eles apresentam boa resolugdo, fomecendo assim resultados satisfatdrios,

condizentes com a literatura.
4.7 Analise sensorial
4.7.1 Teste do Limiar de deteeciio de diacetil:

O teste de limiar de deteccdo de diacetil apresentou os seguintes

resultados (Quadro 4).



QUADRO 4 Resultados do teste de limites (amostras fornecidas aos
julgadores em ordem crescente e decrescente de valores de

concentragao)
—> <4

A|B|C|D|E|F{G|G|{F{E | D |C|B|A
01 ] 1 ! 1 L3101 .0.101.0 |0 {0 I i i i
02 ] 1 ] I 1 | 0{0]0 ;0 1 I I I 1
031 1 1 I 1 11]070[0]0 1 | i 1 I
04| 1 1 I I 110000 | I 1 1 1
051 1 I 1 1100070010 ] 1 i 1
06| 1 1 110/0}/0/0;0]0!0]0 1 1 1
07 ] 1 1 1 Il o0oj0o]0]0]0;0 ] i 1 1
08 | | i 1 | 0{0(0;0/| 00 i | 1 1
09 | 1 1 1 1 1 104051 0 1 O 1 1 1 1 1
10 1 1 1 1 1 010010 1 1 1 1 |
12 1 1 1{0o|0]l]0]|]0]j]0[O0]O0]O | 1 i
Legenda: A = 0,046 ppm, B = 0,0097 ppm, C = 0,0073 ppm,
D = 00048 ppm, E = 00036 ppm, F = 00024 ppm,

G = 0,0012 ppm

N° 1 = Deteccio
N° 0 = Nio deteccao

Estes resultados foram resumidos (Quadro 5) e calculou-se o limiar de
deteccido observado por cada julgador através da média geométrica, obtendo-se

assim, o limiar de detecgdo (ABNT, 1994).
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QUADRO 5 Resultados do teste de limites e obtengdo do limiar de detecgdo

Concentracio (ppm) I
Julgadores | G | F | E | B | € | B | A |Limar|
(@,0012) | (0,0024) | 0,0036) | (VU048) | (LUUT3) | OUU97) | B0146) | (ppm)
01 0 0 0 1 I I 1 (0,0042
02 0 0 1 1 1 1 1 0,0030
03 0 0 1 1 i I 1 0,0030
04 0 0 1 1 | ] I 0,0030
05 0 0 0 1 | 1 1 0,0042
06 0 0 0 0 1 1 1 0,0060
07 0 0 0 1 | 1 i 0,0042
03 0 0 0 1 1 i i 0,0042
09 0 0 0 1 1 1 1 0,0042
i 0 0 | 1 1 1 1 (,0030
i1 0 0 1 1 1 1 i 0,0030
12 0 0 0 0 1 1 1 0,0060
Limiar 00039

O limiar de detecgéo verificado por cada julgador foi obtido pela média
geométrica da concentragdo mais alta “nio detectada” e a concentracdo
seguinte. O limiar obtido do grupo foi a média geométrica dos limiares dos 12
individuos, cujo resultado foi de 0.0039 ppm.

Encontrou-se um limiar de detecgio de 0,0039 ppm, abaixo do
observado na literatura que varia de 8 a 0,005 ppm, sendo que o valor mais
citado € de 0,01 ppm.

Sepgundo Groux (1973), o diacetil € um odorante muito potente, sendo
que taxas entre tracos até 0,01 ppm ou menos contribuem para o agradavel e
delicado “flavor” cremoso ou manteigoso.

Este baixo limiar de deteccio encontrado, pode ser devido ao fato dos
julgadores serem altamente treinados, além das dilui¢cdes do composto terem

sido realizadas em agua destilada e deionizada, ndo havendo portanto nenhum
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componente que pudesse mascarar o aroma do composto em estudo.
Martineau, Acree e Henick-Kling (1995) estudaram o efeito do tipo de vinho
na detegdo da concentragio minima perceptivel de diacetil (limiar) e mostraram
que os diferentes tipos de vinho afetaram a percep¢do minima do diacetil,
encontrando resultados bem abaixo dos ja verificados (0,005 ppm a 8 ppm).
Essas diluigdes foram feitas em vinhos desacidificados com bicarbonato de
sédio, o que pode descaraterizar um pouco o real aroma do vinho e

consequentemente, do diacetil.

4.7.2 Teste do limiar de detecciio de acetaldeido

Embora este composto seja considerado o mais importante componente
presente no aroma do iogurte, nio foi possivel a realizagdo deste teste, devido a
informacdes obtidas na literatura no decorrer do experimento, as quais
relataram ser esse composto altamente toxico, quando inalado em baixissimas
concentracdes (0,005 ppm), proximas do limiar de deteccdo, ou mesmo abaixo
deste valor, podendo causar efeitos crdnicos em seres humanos, como irritacdo
da pele, dos olhos e do trato respiratério, eritemas, tosses, edema pulmonar e
necrose, sendo que a inalagio do poduto, mesmo em concentracdes baixas por
um periodo prolongado, pode ocasionar inclusive tumores cancerigenos ja
relastados em experimentos com ratos. Sdo claras as evidéncias da
carcinogenicidade do acetaldeido em experimentos com animais (1ARC, 1985).
Através da inalacdo, o acetaldeido aumenta a incidéncia de células escamosas
cancerigenas e adenocarcinomas na mucosa nasal de ratos de ambos os sexos e
carcinomas laringeal em hamsters também de ambos os sexos. Estes estudos
mostram que o risco que o acetaldeido promove esta na sua inalacdo, pois
quanto a ingestio do produto, ainda ndo existe na literatura trabalhos que

comprovem algum tipo de risco para a saiide humana.
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Trabalhos como o de Amoore e Hautala (1983), estimam que o limiar
seja-de 0,09 mg/m’ para- o-acetaldeido, ou seja-0,07 ppm: (1ppm corresponde a
1,8- mg/m’®), porém. Stien. et al. (1999), mostraram -um-limiar quase 10-vezes

mais baixo (0,01 ppm) para este mesmo compgsto.
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5 CONCLUSOES.-

Tanto os iogurtes naturais obtidos no mercado quanto os elaborados com
culturas comerciais, mostraram altas concentragdes de acetaldeido e baixas
concentra¢Ges de diacetil no mesmo tempo de armazenamento.

Nio houve produgdo de diacetil em iogurtes elaborados com culturas puras
de Lactobacillus bulgaricus, mas ocorreu uma produgdo maior de diacetil
em culturas puras de Streptococcus thermophilus do que quandp a
inoculagdo foi realizada com os dois microrganismos juntos.

Em todos os iogurtes analisados, observou-se um desbalanceamento das
culturas liticas, predominando os estreptococos em relagdo aos
lactobacilos.

Houve produgdo de etanol durante a incubagdo e no periodo de estocagem
em todas as amostras de iogurtes analisados, sendo que esta produgio
aumentou consideravelmente durante o tempo de armazenamento, até
aproximadamente 21 dias.

O limiar de detecgdo de diacetil encontrado foi de 0,0039 ppm.
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