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RESUMO

O objetivo do estudo foi avaliar a cinética de multiplicacdo da bactéria acido lactica, avaliar
pH e acidez titulavel, além da contagem microbioldgica por meio da elaboracdo de um
produto de leite fermentado utilizando cultura comercial de Streptococcus thermophilus
STI12 em associa¢do com a cultura autoctone de queijo Minas artesanal de Lactococcus
lactis GV103. O leite fermentado com a cultura comercial de Streptococcus thermophilus
STI12 e a cultura autoctone de Lactococcus lactis GV103 alcangou pH de 4,75 apds nove
horas de fermentacdo. A acidez titulavel ao final do processo foi de 0,751 g de acido
lactico/100 g e contagem de Lactococcus lactis GV103. e Streptococcus thermophilus
STI12 ao final do processo fermentativo de 8,62 logio UFC/mL e 8,89 logio UFC/mL,
respectivamente. Os resultados das andlises fisico-quimicas e microbioldgicas mostraram-
se relevantes e promissores, estando dentro dos pardmetros exigidos pela legislacédo

brasileira.

Palavras-chave: Acido lactico, bactérias &cido lacticas, leite, probidticos



ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the multiplication kinetics of lactic acid bacteria,
to evaluate pH and titratable acidity, in addition to the microbiological contagion of
Lactococcus lactis GV103 and Streptococcus thermophilus STI112, through the elaboration
of a fermented dairy product using commercial culture of Streptococcus thermophilus STI12
in association with the indigenous culture of artisanal Minas cheese of Lactococcus lactis
GV103. The fermented milk with commercial culture of Streptococcus thermophilus ST112
and autochthonous culture of Lactococcus lactis GV103 reached a pH of 4.75 after 09 hours
of fermentation. The titrated acidity at the end of the process of 0.751 g of lactic acid/100g
and contagion of Lactococcus lactis GV103 and Streptococcus thermophilus STI12 final
year of the fermentation process of 8.62 logl0 CFU/mL and 8.89 logl0 CFU/mL,
respectively. The results of physical-chemical and microbiological analyzes were relevant

and promising, being within the parameters required by Brazilian legislation.

Keywords: Lactic acid, lactic acid bacteria, milk, probiotics
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1 INTRODUCAO

O leite € uma das matrizes alimentares mais populares e consumidas no Brasil
e no mundo. H& inumeros produtos lacteos advindos dele, como os queijos e o leite
fermentado. O leite fermentado é um produto com propriedades sensoriais aceitas pelos
consumidores, além de possuir microrganismos probidticos que sdo benéficos para quem os
consome regularmente. H& inimeros microrganismos probioticos que estdo disponiveis para
0 consumo humano isoladamente, juntamente com prebioticos e/ou simbidticos, dispostos
em céapsulas, sachés ou adicionados em produtos como os leites fermentados.

Dentre 0s microrganismos probidticos, as bactérias acido lacticas (BAL) sdo o
grupo mais estudado atualmente. E valido ressaltar que nem todo probi6tico é uma bactéria
acido lactica, do mesmo modo que nem toda bactéria acido lactica € um probiotico. As BAL
sd0 muito requisitadas em estudos de pesquisa devido aos inumeros beneficios ja
comprovados, sendo imprescindivel que haja cada vez mais pesquisas sobre esses
microrganismos com o intuito de averiguar tanto o potencial probi6tico quanto o
tecnoldgico.

Existem varias etapas necessarias para avaliar o potencial tecnoldgico desses
microrganismos, sendo uma delas a cinética de crescimento que tem a finalidade de estudar
as influéncias de possiveis fatores intrinsecos e extrinsecos durante o crescimento
bacteriano. Para a efetivacdo da cinética de crescimento é necessario realizar a fermentacao
que é uma etapa crucial para poder estudar e realizar a cinética de crescimento dos
microrganismos, sendo no caso do presente estudo, o crescimento bacteriano de uma cepa
advinda de um trabalho de doutorado na Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) e
uma cepa comercial.

Com isso, o presente trabalho objetivou estudar e avaliar a cinética de
crescimento de bactéria acido lactica, a contagem microbioldgica, alem de algumas anélises
fisico-quimicas como o a acidez e pH através da producédo de leite fermentado com duas
culturas, sendo uma autdctone e outra comercial com o intuito de efetuar um sinergismo e

diminuir o tempo de fermentagé&o.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a cinética de crescimento da bactéria acido lactica Lactococcus lactis

GV 103 isolada de queijo minas artesanal.

2.2 Objetivos especificos

e Determinar e avaliar o pH, a acidez e a contagem bacteriana durante a
producdo de leite fermentado utilizando Lactococcus lactis GV103 associado a
Streptococcus thermophilus STI112.

e Auvaliar o tempo de fermentacdo da bactéria autoctone (Lactococcus lactis
GV103) associada a uma cultura comercial (Streptococcus thermophilus STI112).

e Verificar se a contagem de Lactococcus lactis GV103 e Streptococcus
thermophilus STI12 atende aos parametros determinados pela legislacéo.

e Verificar se a acidez final no leite fermentado atende aos parametros

determinados pela legislacéo.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Leite como matriz alimentar

Entende-se por leite, sem outra caracterizacao, o produto oriundo da ordenha
completa, ininterrupta, sob condic¢des de higiene, de vacas bem alimentadas, descansadas e
sadias. O leite das demais espécies animais deve intitular-se de acordo com a espécie de que
proceda. E permitida a mistura de leite de espécies animais distintas, com a ressalva de que
conste na denominacdo de venda do produto e que seja informada na rotulagem a
porcentagem do leite de cada espécie (BRASIL, 2020).

O leite de vaca possui cerca de 87% de agua e 13% de elementos sélidos. Entre
os elementos solidos, ha cerca de 5% de carboidratos, 3% a 5% de lipidios, 3% a 4% de
proteinas e em menores proporc¢des, as vitaminas e sais minerais. Além desses componentes,
o0 leite possui também imunoglobulinas, citocinas, hormonios, nucleotideos, peptideos,
fatores de crescimento, poliaminas, enzimas e outros peptideos bioativos (PEREIRA, 2014;
BRITO et al, 2021a).

O leite é a principal matéria prima para a obtencdo e producdo de diversos
produtos derivados lacteos com caracteristicas tipicas e singulares, tendo como produtos
principais, os diferentes tipos de queijo, iogurte, requeijdo, doce de leite, além da manteiga,
leite fermentado e varios outros produtos. Dessa maneira é importante que a matriz
alimentar escolhida possa favorecer e garantir a manutencdo da qualidade até que o produto
seja consumido (FREIRIA, 2017; BORGONOVI et.al, 2021).

Conforme o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Leites
Fermentados, entende-se por Leites Fermentados os produtos obtidos por meio da
coagulacdo e da diminuicédo do pH do leite ou do leite reconstituido por meio da fermentacéo
lactica, mediante acdo de cultivos de microrganismos especificos, com adicdo ou ndo de
outros produtos lacteos ou de substancias alimenticias (BRASIL, 2007).

Os produtos lacteos fermentados em sua maioria, Sd0 provenientes de
fermentacdo por bactérias acido lacticas que sdo autdctones daquela matriz lactea ou séo
inseridas. As BAL sdo empregadas na industria lactea em forma de fermento lacteo que é
constituido por microrganismos selecionados que caracterizam as culturas puras que ao se
multiplicarem no leite, conferem aroma, sabor, textura, valor nutricional e conservacgao do
alimento (MELO et al., 2020; LOPES; BASTOS; REBELLO, 2023).
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3.2 Bactérias acido lacticas e probidticos

As bactérias acido lacticas sdo microrganismos gram-positivos que nao
produzem esporos, sdo catalase e oxidase negativos, anaerobios estritos ou facultativos, ndo
moveis, podendo ser encontradas nas formas de bacilos ou cocos. Possuem um pH 6timo de
crescimento entre 4,0 e 4,5 com temperaturas 6timas de crescimento de 30°C para espécies
mesofilas e de 42°C para as espécies termdfilas (SABO et al., 2014; MORSCHBACHER et
al., 2018; RIO et al., 2019).

Os microrganismos pertencentes ao grupo das BAL s&o subdivididos de acordo
com o metabolismo do carboidrato em homofermentativas e heterofermentativas. O grupo
das homofermentativas utilizam a via Embdeb-Meyerhof-Parnas, para transformar
carboidratos principalmente em acido lactico, sendo compostas pelos géneros Lactococcus,
Pediococcus, Enterococcus, Streptococcus e alguns Lactobacillus. As BAL
heterofermentativas, utilizam a via fosfoacetolase para producdo de acido lactico, dioxido
de carbono, etanol, acetato e citrato e sdo géneros que compdem este grupo Leuconostoc,
Weisella e alguns Lactobacillus (REIS et al., 2011; IKEDA et al., 2013; ALLOUI et al.,
2013).

As BAL sdo consideradas o0s organismos probidticos com maior
representatividade dentre o grupo, as quais possuem papeis importantes durante o processo
de fermentacdo, como a producdo de A&cido lactico, melhorias nas caracteristicas
tecnoldgicas (fisica, quimica e sensorial), melhoria na seguranca dos alimentos e reducdo
do teor de lactose JERONYMO-CENEVIVA et al., 2014).

Esses microrganismos sdo amplamente utilizados na producdo de alimentos
como leites fermentados, iogurtes, queijos, bebidas alcodlicas e embutidos carneos. As BAL
contribuem para o aumento da vida atil do alimento mediante a diminuicdo do pH ou até
mesmo pela sintese de peptideos que atuam de forma antagonista com outras bactérias
(FREIRE et al., 2021).

Segundo a Organizagédo das Nagdes Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura
(FAO), os probidticos sdo microrganismos vivos que, administrados em quantidades
adequadas, s@o capazes de oferecer beneficios ao hospedeiro (HILL et al., 2014).

Os probidticos podem estimular o sistema imunoldgico através da producao de
imunoglobulinas (anticorpos), da fagocitose contra patdgenos intestinais, além da inibi¢éo
de forma competitiva e produgdo de compostos antimicrobianos. Podem também promover

0 estimulo da motilidade intestinal que contribui com o alivio da constipacdo intestinal,
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otimizam a absorcéao de determinados nutrientes, melhoram a utilizagéo de lactose aliviando
o0s sintomas de intolerancia a lactose, além de serem capazes de diminuirem os niveis de
colesterol e possuem efeito anticarcinogénico. Quanto a dosagem recomendada, embora ndo
haja uma definicdo, ha autores que recomendam a concentracdo minima de > 6 log UFC/g
no produto (PUGLIESI, et al., 2014; COSTA et al., 2019).

3.3 Lactococcus lactis

Lactococcus lactis sdo bactérias mesofilicas, esféricas, gram-positivas, ndo
esporuladas, anaerdbicas facultativas, pertecentes aos membros da familia
Streptococcaceae, que durante a fermentacao do leite, convertem a lactose em acido lactico
(SONG et al., 2017; GAUDU et al., 2019).

As cepas de L. lactis sdo reconhecidas como “Generally Recognised As Safe”
(GRAS) que configura ser seguro para consumo humano e animal, as quais séo utilizadas
como culturas iniciadoras na industria de alimentos. Ademais, essas bactérias sdo utilizadas
em aplicacdes de biotecnologia alimentar para a fermentacdo, assim como bactérias
probidticas em animais e seres humanos (LAROUTE et al., 2017; HIGDON et al., 2020).

L. lactis produzem enzimas e metabolitos que auxiliam a realcar sabores e
aromas dos alimentos. Ademais, possuem atividade protetora contra deteriorantes e
patogénos em virtude da diminuicéo do pH e a producdo de bacteriocinas (peptideos) como
a nisina que tem papel bactericida e bacteriostatico contra microrganismos patogénicos
como o Clostridium botulinum e Listeria monocytogenes (GHANBARI et al., 2013; SONG
etal., 2017)

Além disso, ha outras propriedades conservantes que estdo atreladas ao L. lactis,
como a producdo de metabdlitos antimicrobianos como o etanol, diacetil, perdxido de
hidrogénio e alguns acidos organicos como &cido lactico, acético e propibnico. Estes
antimicrobianos além de evitarem a deterioracdo, também aperfeicoam aroma, aparéncia,
cor, textura e sabor (KHEMARIYA et al., 2017).

3.4 Crescimento bacteriano

O crescimento de uma populacdo bacteriana tem por definicdo o aumento do

namero de células. A taxa de crescimento é equivalente ao aumento do nimero de células
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por unidade de tempo. Existem vérias técnicas para quantificar o nimero de células de uma
populacédo bacteriana, como a contagem direta em placa, a contagem manual por contador
automatico e a técnica do numero mais provavel de microrganismos (NICOLAU, 2014;
SANTANA, 2018).

A técnica de contagem direta de col6nias em placas de Petri ainda € o método
mais utilizado para medir populagbes bacterianas. E uma técnica que se destaca, sendo
reconhecida como o método de referéncia, pois possui uma maior precisdo do que metodos
indiretos de contagem. Possui adicionalmente também como vantagem a possibilidade de
contar somente células viaveis além de possibilitar o isolamento de coldnias para cultivo em
culturas puras (CASSOLI, 2013).

Para a contagem de col6nias, pode-se realizar o plagueamento em meio sélido
que consiste em realizar diluicdes seriadas de uma amostra e em seguida, essas diluicdes
sdo colocadas em placas de Petri com meios de cultura sélidos e incubadas em temperatura
apropriada com o intuito de proporcionar o crescimento bacteriano de colonias isoladas
(Figura 1). O plagueamento em meio solido pode ser realizado em superficie ou em
profundidade, os quais, ambos sdo métodos que necessitam de tempo de incubacdo e
condigdes ideais (RABINOVITCH et al., 2016).

Figura 1. Contagem de L. lactis em placa de Petri através do contador de coldnias.
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A compreenséo do crescimento bacteriano é essencial para avaliar e executar de
maneira adequada o processo de tratamento de amostras bioldgicas. As bactérias se
multiplicam de diversas maneiras, sendo a mais comum de forma assexual denominada
fissdo binaria ou cissiparidade durante um intervalo de tempo denominado tempo de
geracdo. O tempo em que as células se multiplicam possui uma variancia de acordo com a
espécie trabalhada ou a fase de crescimento em que ela se encontra (SANTANA, 2018).

A curva de crescimento bacteriano (Figura 2) possui quatro fases especificas,
sendo elas: a fase de laténcia (fase lag), fase exponencial (fase log), fase estacionaria e fase
de morte (declinio). Na fase lag os microrganismos estao se adaptando ao meio, ndo havendo
um crescimento populacional. Na fase log, as células ja se encontram adaptadas ao meio
rico em nutrientes, € a fase onde ha a maior atividade metabdlica, onde ocorre uma intensa
divisdo celular alcancando um nimero constante de células novas resultando no aumento da
populacdo. Na fase estacionaria, os nutrientes comegam a ficar escassos e o crescimento se
estabiliza, logo, o numero de células que se dividem equivalem aos nimeros de células que
morrem. Por fim, na fase de declinio, o nimero de células mortas ultrapassa o numero de
células vivas, pois como 0s nutrientes estdo escassos, ndo ha mais crescimento de novas
celulas (LIMA, 2016).

Em vista disso, quando 0os microrganismos sdo expostos a um ambiente com
condicdes favoraveis e correspondente as suas especificidades, eles apresentardo
crescimento em distintas fases (lag, log ou estacionaria). Contudo, quando sdo submetidos

em condi¢des ndo favoraveis, a populacao diminui gradativamente (HUANG, 2017).

Figura 2. Curva de crescimento padrdo de células em cultura

Estactondria (plareai)

Nimero de celulas (log)

w

Teinjmo (diss)
Fonte: Goncalves e Sobral (2020).
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Inimeros fatores podem influenciar no crescimento bacteriano, podendo ser
dividos em fatores intrinsecos e extrinsecos. Os fatores intrinsecos compreendem a
atividade de agua, pH/acidez, nutrientes que estdo disponiveis, disponibilidade de oxigénio,
caracteristica da microbiota natural e antimicrobianos naturais. Ja os fatores extrinsecos se
destacam a temperatura, a umidade relativa, composicdo atmosférica, e até mesmo a
auséncia ou preséncia de luz e a propria embalagem (CRISTIANINI et al., 2023).

Dentre os fatores que afetam o crescimento bacteriano, a temperatura é o que
mais possui interferéncia nesse desenvolvimento, pois as bactérias possuem faixas
especificas de temperatura ideal para o seu crescimento, sendo que em situacdes em que
elas sdo submetidas a temperaturas distintas da faixa ideal, elas poderdo néo crescer ou até
mesmo morrerem. Em temperaturas mais baixas que da faixa ideal elas nédo irdo crescer e
em temperaturas elevadas, havera desnaturacdo de proteinas e enzimas que sdo essenciais
para o metabolismo celular dessas bactérias, tornando o crescimento impossivel (SANTOS,
2018; PATEIRO, 2019).

O pH também é um pardmetro importantissimo que possui influéncia tanto no
crescimento bacteriano, quanto na inibicdo ou ativacdo de enzimas, sendo que o ph mais
acido pode beneficiar o crescimento de bactérias que possuem um pH étimo abaixo da
neutralidade e o pH mais basico pode gerar um ambiente desfavoravel que tornara
impossivel o crescimento dessas bactérias, sendo que o inverso também ocorre (NADIA et
al., 2015; PATEIRO, 2019).

Dessa forma, as pesquisas que envolvem as BAL sdo essenciais para gerar
produtos de qualidade que conferem sabor, aroma e textura incriveis além de possuir efeito
benéfico para a saude de quem consome esses produtos de forma regular como visto no
decorrer deste trabalho. Portanto, a cinética de crescimento é um processo importantissimo
para estudarmos e entedermos o crescimento bacteriano frente a diferentes desafios, além
de nos auxiliar e possibilitar no entendimento do potencial tecnoldgico e probidtico desses
microrganismos, contribuindo assim com a inovacdo de novos produtos que poderdo

futuramente ser comercializados.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Bactérias acido lacticas e meio de culturas

Para a efetivacdo do trabalho, foi utilizada a bactéria acido lactica (BAL)
mesofilica da espécie Lactococcus lactis GV103, da colecéo de culturas do Laboratério de
Microbiologia de Alimentos do Departamento de Tecnologia e Inspecdo de Produtos de
Origem Animal da Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais
(DTIPOA/EV/IUFMG), Belo Horizonte, MG, Brasil. A cepa de BAL utilizada foi
previamente isolada do queijo Minas artesanal (QMA) da regido de Campos das Vertentes,
MG e identificadas por meio da espectrometria de massas MALDI-TOF (VALENTE,
2022).

Para o crescimento da bactéria &cido lactica L. lactis GV 103 (Figura 3A e 3B)
foi utilizado o meio de cultura caldo M17 (Difco ™). O meio de cultura, foi preparado
pesando 37,259 de caldo M17 em 950 ml de agua destilada. Ao caldo M17 foi adicionado
50 ml de solucéo de lactose na concentracdo de 10%. Apds o preparo, 0 meio foi esterilizado

em autoclave a 121°C por 15 minutos.

Figura 3. Descongelamento de BAL L. lactis GV103 (A); Ativacdo em caldo M17 (B).

- A= =:-‘=.-‘

mm =

19



20
Adicionalmente, para o desenvolvimento deste trabalho foi utilizado uma cepa

de Streptococcus termophilus STI112 comercial (doagdo Chr-Hansen®) (Figura 4), devido a
relacdo de simbiose entre o S. termophilus (STI12) e a cultura de Lactococcus lactis

(GV103) para a reducdo do tempo de fermentacéo.

Figura 4. Cepa comercial de S. termophilus STI12.

4.2 Preparo do leite fermentado

O leite em p6 desnatado da marca Molico (Nestlé®) foi reconstituido em agua
destilada estéril para atingir 12% de sélidos totais (p/v). A mistura adicionou-se 7% de
sacarose. No total foram utilizados 1,2 L de dgua destilada estéril, 144 g de leite desnatado
em p6 e 84 g de acucar cristal branco tipo refinado. Ap6és a homogeneizacdo dos
ingredientes, o leite foi submetido a pasteurizacao, no qual foi tratado termicamente a 90°C
por 10 minutos (Figura 5A).

O leite pasteurizado foi dispensado em frasco esteril de 2 L e resfriado a 42 °C
em banho de agua gelada. Apo6s o resfriamento, o leite foi inoculado com Lactococcus lactis
GV103 (8 logio UFC/mL) e Streptococcus thermophilus ST112 (8 logio UFC/mL) (Figura
5B). A fermentacdo foi realizada em banho-maria (SI 150 SOLAB) a 42°C até atingir pH
de 4,75.



Figura 5. Afericdo da temperatura do leite durante processo de pasteurizacdo (A) e
Inoculagdo da cepa de L. lactis GVV103 no leite (B).

4.3 Cinética de crescimento

Imediatamente apos a inoculagdo das BAL ao leite previamente preparado e
pasteurizado foi coletada a primeira amostra para avaliagdo de pH, acidez titulavel e
contagem microbiol6gica. Com o intuito de estimar a taxa de crescimento das BAL, foi
realizada a coleta de uma aliquota de aproximadamente 40 mL do produto, a cada 30
minutos para avaliagdo de pH, acidez titulavel e contagem microbiologica. Os dados foram
coletados durante a fermentacdo na qual foi possivel obter o pH, a acidez titulavel e a
contagem do Lactococcus lactis G103 e Streptococcus thermophilus STI112 em agar M17
por meio da técnica de microgotas.

O pH foi obtido através do medidor de pH (pHametro) a cada 30 minutos até o
pH de 4,75. Para a mensuracdo, o eletrodo foi submerso no leite até que houvesse uma
estabilizacdo e proporcionasse o resultado final (Figura 6A). Seguidamente, os resultados
foram obtidos em triplicatas, ou seja, o pH foi aferido trés vezes consecutivas na mesma
amostra.

A acidez titulavel do leite foi definida por uma titulacdo acido-base, através de
uma solucdo padrdo de hidroxido de sodio 0,1 N como titulante. Houve mensuracdo do
volume de hidréxido de sédio necessario para neutralizacdo do acido lactico presente no
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leite, sendo o resultado expresso em gramas de acido lactico/100ml de amostra ou % de
acido lactico (BRASIL, 2006).

No processo da realizacdo da acidez titulavel foi necessario utilizar uma amostra
de leite base como parametro de coloracdo résea (Figura 6B) e posteriormente a acidez foi
obtida utilizando do aparelho Dornic com corante fenolftaleina 1% (Figura 7).

Para a contagem bacteriana, amostras obtidas a cada 30 minutos foram diluidas
até a diluicdo 108, Das dilui¢cdes, 10 pL foram plaqueados pela técnica de microgota em
triplicata em placas de Petri devidamente identificadas para L. lactis e S. thermophilus. Ap6s
48 horas foi realizada a contagem bacteriana através do contador de colénias e realizagdo
dos célculos de UFC/mL.

E valido ressaltar que para a diferenciacdo de crescimento em L. lactis e S.
thermophilus, visto que os dois utilizam o mesmo meio de cultura M17, é necessario incubar
as placas de Petri em estufas diferentes, pois o L. Lactis e S. thermophilus apresentam

temperatura 6tima de crescimento de 30° C e 37°C, respectivamente.

Figura 6. Afericdo de pH em amostra de leite (A) e Amostra de leite base como

parametro de cor (B).
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Figura 7. Amostras de leite contendo agua sem gas carbonico e fenolftaleina (A) e
Titulacdo de hidroxido de sodio em amostra de leite (B).

Figura 8. Eppendorf com as diluicdes.
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5 RESULTADOS

O leite, logo ap6s inoculagdo (TO) apresentou pH de 7,06. Durante o processo, foi
possivel observar o decréscimo do pH que ocorreu gradativamente nas avaliagOes realizadas
durante as 9 horas de fermentacgdo, até que o produto alcancasse o pH de 4,75. Os valores de
pH do leite fermentado variaram de 7,06 a 4,75 (Figura 9). A acidez titulavel avaliada durante
0 processo de fermentacdo demonstrou um comportamento instavel, com oscilagdo nos

valores que variaram de 0,223 a 0,751, sendo que em alguns momentos ultrapassou a faixa

de 0,800 (Figura 10).

Figura 9. Mensuracdo do pH durante o processo de fermentacdo do leite.
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Figura 10. Acidez titulavel avaliada durante o processo de fermentacéo do leite.
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O leite fermentado apresentou contagem de Lactococcus lactis GV103 e

Streptococcus thermophilus ST112 ao final do processo fermentativo de 8,62 logio UFC/mL

e 8,89 logio UFC/mL, respectivamente.

Tabela 1. Contagem de Lactococcus lactis GVV103 e Streptococcus thermophilus
STI12 durante o processo de fermentacéo do leite.

L. lactis S. thermophilus
TEMPO Gvios sTI12
(logio UFC/mL) (logio UFC/mL)
TO (0 minutos) 6,11 7,32
T1 (30 minutos) 6,79 6,48
T2 (60 minutos) 6,64 7,13
T3 (90 minutos) 7,40 6,98
T4 (120 minutos) 7,58 7,48
T5 (150 minutos) 8,01 9,36
T6 (180 minutos) 8,97 7,46
T7 (210 minutos) 8,44 9,12
T8 (240 minutos) 9,05 9,22
T9 (270 minutos) 9,02 8,97
T10 (300 minutos) 9,22 9,49
T11 (330 minutos) 9,01 9,42
T12 (360 minutos) 7,31 7,91
T13 (390 minutos) 9,03 8,28
T14 (420 minutos) 9,25 9,49
T15 (450 minutos) 8,70 6,95
T16 (480 minutos) 8,48 8,52
T17 (510 minutos) 9,42 9,77
T18 (540 minutos) 8,62 8,89




6 DISCUSSAO

No processo fermentativo, Streptococcus thermophilus é utilizada com o intuito
de cultura starter nos fermentados lacteos. Constantemente ocorre a associacdo de
Streptococcus thermophilus com uma ou outras espécies dentre as quais se encontra o
Lactococcus lactis. Sabe-se que essa associacdo resulta na simbiose entre as culturas, pois
S. thermophilus apresenta funcéo bioajustadora na fermentagdo quando estdo presentes
bactérias probioticas que possuem um crescimento mais lento no processo fermentativo do
leite (OLIVEIRA, 2013; SILVA,; DIAS, 2021).

No inicio da fermentagdo, S. thermophilus entra na fase de crescimento
exponencial, pois é mais adaptavel a um pH neutro favorecendo o seu crescimento, o qual
metaboliza a lactose produzindo acido lactico que beneficia L. lactis que é mais adaptavel
a um ambiente mais acido. Nessa fase hd acumulo de acido lactico que favorece o
crescimento de L. lactis garantindo a fermentacdo pelo dinamismo de simbiose até que se
atinga a acidez esperada (pH 4,5 a 4,7) para assim seguir para etapa de resfriamento
(CARNEIRO et al., 2015). O tempo de fermentacao varia de acordo com a cultura utilizada
ou associacdes simbidticas.

N&o ha uma legislacdo que exige um pH especifico para leites fermentados,
sendo o pH um parametro importante para a producdo de iogurte, no qual o pH de
aproximadamente 4,6 € o esperado como caracteristica tecnoldgica para fabricacdo de
iogurte, pois esse pH configura o ponto isolétrico da precipitacdo da caseina, ocorrendo até
o final da fermentacédo a formacéao do gel caracteristico do iogurte. No presente trabalho, o
pH atingiu o valor de 4,75, pH proximo ao valor esperado de 4,6 (CRUZ et al., 2017).

A determinacdo da acidez é de extrema importancia pois ela permite mensurar
o0 estado de conservacdo do leite, considerando que o aumento da acidez é decorrente da
producéo de &cido lactico produzidos por microrganismos, podendo estar acima do valor
exigido pela legislagdo que configura como seguro para consumo. A acidez também nos
fornece uma base para controle de manufaturas de produtos como o queijo e o leite
fermentado (BRITO et al., 2021b)

A contagem microbioldgica é exigida pela legislacdo, sendo que por definicao,
o0 leite fermentado é um produto que possui microrganismos especificos que acidificam o
meio através da fermentacdo lactica, possuindo entdo uma contagem estabelecida para os
mesmos (BRASIL, 2007).
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A reducéo do pH (figura 9) e o0 aumento da acidez (figura 10) ocorreu devido a
capacidade das BAL em produzir &cido lactico. Durante o processo de fermentagédo ocorre
o declinio do pH e a retirada da fonte fermentavel que é consumida pelos microrganismos,
levando a um ambiente invidvel ao desenvolvimento de microrganismos deteriorantes e
patogénicos (SOUZA, et al., 2022).

A legislacdo brasileira estabelece que o leite fermentado deverd apresentar
acidez de 0,6 a 2,0 g de acido lactico/100g (BRASIL, 2007). O leite fermentado produzido
neste trabalho finalizou sua fermentacdo com acidez média de 0,751 g de &cido lactico/100
g, estando conforme a legislacéo.

O Regulamento técnico de identidade e qualidade de leites fermentados,
estabelece que a contagem total de bactérias lacticas viaveis deve ser no minimo de 6,00
logio UFC/mL (BRASIL, 2007), sendo que a contagem de Lactococcus lactis GV103 e
Streptococcus thermophilus STI12 ao final do experimento, foi de 8,62 logio UFC/mL e
8.89 logio UFC/mL respectivamente, se enquadrando nos parédmetros dispostos pela

legislacao.
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7 CONCLUSOES

Por meio dos resultados obtidos pelo presente estudo, pode-se verificar que
Lactococcus lactis GV103 apresentou boas caracteristicas durante o processo fermentativo
demonstrando ter um potencial para ser utilizada na producéo de leite fermentado, visto que
atingiu os paramentros de acidez e contagem total de bactérias lacticas viaveis exigidos pela
legislacdo brasileira em 9 horas assim como a contagem microbioldgica de L. lactis GVV103
e S. thermophillus STI12. Essa contagem adequada possibilita que os microrganismos
exercam seu potencial funcional definido pelo Regulamento Técnico de Identidade e

Qualidade de Leites Fermentados.
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