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RESUMO 

 

Os exopolissacarídeos (EPS) são gomas hidrossolúveis que podem ser 
adicionados em vários produtos, especialmente em leites fermentados, atuando 
como agentes de viscosidade, estabilizantes, emulsificantes ou geleificantes. 
Em iogurtes e leites fermentados, os EPS promovem aumento da viscosidade, 
melhora na consistência, textura e diminuição da sinérese. Recentemente, 
além da aplicação tecnológica, os EPS produzidos por bactérias láticas vêm 
sendo investigados quanto à sua ação benéfica à saúde, como proteção contra 
úlceras gástricas, efeito prebiótico, redução do colesterol sanguíneo, 
capacidade de modulação do sistema imune e atividade antitumoral. Assim, o 
objetivo dessa pesquisa foi otimizar a produção de exopolissacarídeos por 
Streptococcus thermophilus em iogurte natural, visando o desenvolvimento de 
um produto com boas características tecnológicas. Com esse objetivo, foram 
realizados 11 experimentos, variando-se a concentração de dois açúcares: 
glicose e frutose. Foi utilizado um delineamento experimental central, composto 
por três pontos centrais e quatro axiais. Os iogurtes produzidos foram avaliados 
quanto ao tempo de fermentação e, após 1, 7, 14, 21 e 28 dias de 
armazenamento sob refrigeração, foram analisados quanto à viabilidade 
microbiana, a capacidade de retenção de água, pós-acidificação, viscosidade e 
quantificação de EPS. Os resultados foram analisados por regressão linear 
múltipla, utilizando-se o programa Statistica. Os dados obtidos apontam que há 
influência da glicose, mas não da frutose, na multiplicação de S. thermophilus 
e, consequentemente, na produção de exopolissacarídeos. Quando 
adicionadas concentrações de glicose abaixo de 3,2 % ou acima de 6,2%, 
houve maior multiplicação de S. thermophilus e maior produção de EPS, 
independentemente da concentração de frutose usada. Além disso, quando se 
compara as concentrações de  EPS nos iogurtes adicionados e sem adição de 
glicose e frutose, este parâmetro é pelo menos 2 vezes menor neste último, 
indicando que a glicose e a frutose, ou pelo menos um deles, estimularam a 
produção de EPS. 

 

 

 

 

 

 



 8

ABSTRACT 

 

Exopolysaccharides (EPS) are water-soluble gums which may be added in 
various products, particularly fermented milks, acting as viscosity, stabilizers, 
emulsifying or gelling agents. In yoghurt and fermented milk, EPS further 
increase in viscosity, improve consistency, texture and decrease syneresis. 
Recently, in addition to technological application, EPS produced by lactic acid 
bacteria have been investigated for their beneficial effects to health, protecting 
against gastric ulcers, prebiotic effect, reducing blood cholesterol, ability to 
modulate the immune system and antitumoral activity. The objective of this 
research was to optimize the production of exopolysaccharides by 
Streptococcus thermophilus in yoghurt, developing a product with good 
technological characteristics. With this objective, we performed 11 experiments, 
varying the concentration of two sugars: glucose and fructose. We used an 
experimental design center composed of three central points and four axial 
ones. The yogurts produced were evaluated to fermentation time, and after 1, 7, 
14, 21 and 28 days of storage under refrigeration, they were analyzed for 
microbial viability, water holding capacity, acidification, viscosity and EPS 
quantification. Results were analyzed by multiple linear regression, using  
Statistica. The data obtained indicate that there is an influence of glucose but 
not fructose, on the growth of S. thermophilus, and consequently, on the 
exopolysaccharides production. When added glucose concentrations below 
3.2% or above 6.2%, we observed a greater growth of S. thermophilus and 
higher production of EPS, regardless of the concentration of fructose used. In 
addition, comparing the concentrations of EPS on yoghurts with and without the 
addition of glucose and fructose, this parameter is at least 2 times lower in the 
latter, indicating that glucose and fructose, or at least one of them stimulated 
the production of EPS. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Os exopolissacarídeos (EPS) são gomas hidrossolúveis que 

possuem propriedades físicas, químicas e estruturais diferentes devido à 

variedade de micro-organismos produtores (SOUZA; CRUZ, 2004).  

Dependendo da composição química do EPS formado, este 

pode ser classificado como homopolissacarídeo ou heteropolissacarídeo. Os 

primeiros são formados por um único tipo de monossacarídeo, sendo os mais 

comuns, a glicose e a frutose, além de apresentarem sua cadeia principal com 

graus variáveis de ramificações e sítios de ligações. Os heteropolissacarídeos 

são constituídos por repetidas unidades de diferentes monossacarídeos, 

geralmente com a combinação D-glicose, D-galactose e L-ramnose, além de 

outras moléculas orgânicas e inorgânicas (MONSAN et al., 2001; DE VUYST et 

al., 2001; BROADBENT et al., 2003; RUAS-MADIEDO e REYES-GAVILÁN, 

2005). Os heteropolissacarídeos são comumente produzidos por algumas 

culturas “starter” de iogurtes (RICCIARDI et al., 2002; De VUYST et al., 2003). 

Os polissacarídeos microbianos possuem muitas aplicações 

nas indústrias de alimentos, farmacêutica, petrolífera, cosmética, têxtil, de 

tintas e de produtos agrícolas, entre outras. Nas indústrias de alimentos, os 

EPS têm sido vistos como uma importante fonte industrial de material 

polimérico, que pode competir, sob o ponto de vista econômico, com gomas 

naturais de algas marinhas e plantas (LOPES; ANDRADE; MANO, 1991; 

LOPES; ANDRADE, 1995). Estes biopolímeros podem ser utilizados pelas 

indústrias alimentícias em vários produtos, como iogurtes e leites fermentados, 

atuando como estabilizantes, melhorando sua viscosidade (De VUYST; 

DEGEEST,1999; RUAS-MADIEDO et al., 2002) e servindo como uma 

interessante alternativa aos estabilizantes convencionais (CERNING,1990). 

Atualmente, os EPS produzidos por bactérias ácido láticas, têm 

sido alvo de interesse das indústrias alimentícias e farmacêuticas, por resultar 

em um produto final natural e saudável, já que a presença de EPS dispensa o 

uso de estabilizantes, emulsificantes, texturizantes, geleificantes e outros 
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aditivos não naturais (LEROY; VUYST, 2004; SARANGUI et al., 2006 ; LIN; 

CHANG CHIEN, 2007). De acordo com Laws e Marshall (2001), a ação dos 

exopolissacarídeos, ligando as bactérias à matriz protéica mucóide, resulta na 

ampliação do comportamento viscoso do produto. 

As bactérias ácido láticas, principais produtoras de 

exopolissacarídeos, pertencem aos gêneros Streptococcus, Lactobacillus, 

Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus e Bifidobacterium (MONSAN et al., 

2001;.WALLING et al., 2005; KORAKLI; VOGEL, 2006; WERNING et al., 2006). 

Além disso, os exopolissacarídeos apresentam propriedades 

benéficas à saúde (RUAS MADIEDO; REYES-GAVILÁN, 2005; LIN; CHANG 

CHIEN, 2007). Estudos realizados em ratos indicaram que os EPS podem ter 

atividade prebiótica, imunoestimulatória e imunomoduladora, incluindo ativação 

da atividade de macrófagos e linfócitos (HOSONO et al., 1997), antitumoral 

(KITAZAWA et al., 1991), e também na redução dos níveis de colesterol 

sanguíneo (NAKAJIMA et al., 1992). Assim, os EPS obtidos a partir das 

bactérias láticas têm potencial para serem explorados como aditivos 

alimentares ou como ingredientes em alimentos funcionais, com vantagens 

econômicas e para a saúde (SUTHERLAND, 1999; De VUYST et al., 2001). 

Por todas as vantagens do uso de polissacarídeos, a produção 

anual destes, em indústrias dos Estados Unidos, é de cerca de 3 milhões de 

toneladas. Além disso, apresentam uma taxa de crescimento de 

aproximadamente 3% ao ano, sendo o valor deste mercado superior a 3 

trilhões de dólares (ZOHURIAAN; SHOKROLAHI, 2004). 

Com isso, neste trabalho, buscou-se otimizar a produção de 

exopolissacarídeos em iogurte natural, visando o desenvolvimento de um 

produto com boas características tecnológicas. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 EXOPOLISSACARÍDEOS 

Os exopolissacarídeos (EPS) são definidos como 

polissacarídeos extracelulares, produzidos por alguns fungos e bactérias 

durante o processo de fermentação (KANG e COTTRELL, 1979). Estes 

polímeros possibilitam ao micro-organismo aderência e colonização de 

superfícies sólidas, onde há acúmulos de nutrientes (COSTERTON et al., 

1987). 

Estes polímeros protegem a célula do dessecamento e de 

outros estresses causados pelo ambiente, podem ainda colaborar com a 

fixação de minerais e nutrientes próximos a célula da bactéria (SUTHERLAND, 

1988; WHITFIELD, 1988; WEINER., et al., 1995). 

Os EPS de origem microbiana podem permanecer ligados à 

parede celular formando cápsulas ao redor da célula, ou serem excretados 

para fora da parede celular, como uma camada viscosa secretada no ambiente 

(MARGARITIS; PACE, 1985; DE VUYST; DEGEEST, 1999; RUAS MADIEDO 

et al., 2002; BROADBENT et al., 2003; RUAS MADIEDO e REYES-GAVILAN, 

2005). A produção do EPS pelo micro-organismo pode produzir mudanças no 

meio de cultivo utilizado, resultando em aumento da viscosidade e mudanças 

na reologia da fermentação, desde um fluido Newtoniano de baixa viscosidade 

até um fluido não – Newtoniano de alta viscosidade (CORRADI da SILVA et al., 

2006). 

Estes exopolissacarídeos são gomas hidrossolúveis que 

possuem propriedades físicas, químicas e estruturais diferentes devido à 

variedade de micro-organismo produtor e devido a esta ampla diversidade os 

EPS possuem muitas aplicações em diversos ramos da indústria (SOUZA e 

CRUZ, 2004). Estes biopolímeros emergiram rapidamente no setor industrial e 

começaram a competir, sob o ponto de vista econômico, com outros tipos de 

material polimérico, como as gomas naturais de algas marinhas e de plantas 

(LOPES; ANDRADE; MANO, 1991; LOPES; ANDRADE, 1995). 
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Estes biopolímeros podem ser utilizados pelas indústrias 

alimentícias em vários produtos, como iogurtes e leites fermentados, atuando 

como estabilizantes, melhorando a viscosidade (De VUYST; DEGEEST,1999; 

RUAS-MADIEDO et al., 2002) e servindo como uma interessante alternativa 

aos estabilizantes convencionais (CERNING,1990). 

Dependendo da composição química do exopolissacarídeo 

formado, este pode ser classificado como homopolissacarídeo ou 

heteropolissacarídeo. Os homopolissacarídeos são formados por um único tipo 

de monossacarídeo, sendo os mais comuns à glicose e a frutose, e tem sua 

cadeia principal com graus variáveis de ramificações e sítios de ligações. Os 

heteropolissacarídeos são constituídos por repetidas unidades de diferentes 

monossacarídeos, geralmente com a combinação D-glicose, D-galactose e L-

ramnose, podendo ainda ter casos que aparecem N- acetilglicosamina, N-

acetilgalactosamina, ácido glucurônico e outras moléculas orgânicas e 

inorgânicas (MONSAN et al., 2001; DE VUYST et al., 2001; BROADBENT et 

al., 2003; RUAS-MADIEDO e REYES-GAVILÁN, 2005). 

Os heteropolissacarídeos são comuns em culturas “starters” de 

iogurtes; consistem de uma sequencia de subunidades de três a oito 

monossacarídeos, como galactose, glicose e ramnose (URASHIMA et al., 

1999; RICCIARDI; CLEMENTI, 2000; LAWS; MARSHALL, 2001; RICCIARDI et 

al., 2002; De VUYST et al., 2003). 

Atualmente os EPS resultantes da produção por bactérias 

ácido láticas, têm sido alvo de interesse das indústrias alimentícias e 

farmacêuticas, por resultar em um produto final seguro, natural e saudável, já 

que a presença de EPS dispensa o uso de estabilizantes, emulsificantes, 

texturizantes, geleificantes e outros aditivos não naturais (LEROY e VUYST, 

2004; SARANGUI ET AL.,2006 ; LIN e CHANG CHIEN, 2007). Laws e Marshall 

(2001) mencionaram que a ação dos exopolissacarídeos, ligando as bactérias 

mucoídes à matriz proteica resulta na ampliação do comportamento viscoso do 

produto. 

As bactérias ácido láticas, principais produtoras de 

exopolissacarídeos pertencem aos gêneros Streptococcus, Lactobacillus, 
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Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus e Bifidobacterium (MONSAN et al., 

2001;.WALLING et al., 2005; KORAKLI e VOGEL, 2006; WERNING et al., 

2006). 

Além disso, os exopolissacarídeos podem apresentam 

propriedades benéficas à saúde (RUAS MADIEDO e REYES- GAVILÁN, 2005; 

LIN e CHANG CHIEN, 2007). Estudos realizados em ratos indicaram que os 

EPS podem ter atividade prebiótica, imunoestimulatória, imunomodulação, 

incluindo ativação da atividade de macrófagos e linfócitos (HOSONO et al., 

1997), antitumoral (KITAZAWA et al., 1991), e também na redução dos níveis 

de colesterol sanguíneo (NAKAJIMA et al., 1992). Assim, os EPS obtidos a 

partir das bactérias lácticas têm potencial para serem explorados como aditivos 

alimentares ou como ingredientes em alimentos funcionais, com vantagens 

econômicas e para a saúde (SUTHERLAND, 1999; De VUYST et al., 2001). 

Por todas as vantagens do uso de polissacarídeos, o consumo 

anual destes, em indústrias dos Estados Unidos é de cerca de 3 milhões de 

toneladas e vem apresentando uma taxa de crescimento de aproximadamente 

3% ao ano, sendo o valor deste mercado superior a 3 trilhões de dólares 

(ZOHURIAAN; SHOKROLAHI, 2004). 

 

2.2 PRODUÇÃO DE EXOPOLISSACARÍDEOS 

A capacidade de produzir exopolissacarídeos é facilmente 

encontrada em diferentes espécies microbianas, especialmente os 

procariontes. A grande maioria destes polissacarídeos pode ser útil para as 

indústrias, entretanto vários fatores dificultam sua comercialização como a 

possibilidade da bactéria ser patogênica, o alto custo da produção, e 

aceitabilidade, entretanto vários exopolissacarídeos produzidos por bactérias 

Gram- Negativas já foram bastante estudadas, são economicamente viáveis e 

tem sido muito utilizado como as gomas xantana e gelana (SUTHERLAND, 

2001). 

Para a produção dos exopolissacarídeos, podem ser utilizados 

diversos tipos de fonte de carbono como substrato como: glicose, frutose, 
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lactose entre outros. O tipo de micro-organismo utilizado e a fonte de carbono 

determinam o custo da produção (MARGARITIS; PACE, 1985). 

Os microrganismos que produzem grandes quantidades de 

exopolissacarídeos têm maior potencial para comercialização, considerando 

ser um processo mais simples a recuperação dos EPS do meio de fermentação 

(MARGARITIS et al., 1985). A produção dos EPS por culturas lácticas mostrou-

se diretamente influenciada pelo meio de crescimento disponível às bactérias, 

especialmente em relação às fontes de carbono e nitrogênio, minerais e 

vitaminas (MACEDO et al., 2002; RUAS-MADIEDO et al., 2002; DUEÑAS et 

al., 2003). 

A xantana é o polímero mais estudado e utilizado, e o seu uso 

por indústrias alimentícias foi aprovado pela “Food and Drug Administration” 

(FDA), em 1969 (FDA, 1969). É também muito utilizada em indústrias 

farmacêuticas, em pesticidas agrícolas, fabricação de tintas e indústria têxtil 

devido a sua alta viscosidade, boa estabilidade em ampla faixa de pH, 

temperatura e força iônica (PASQUEL, 1999). A produção desta goma é feita 

pela linhagem de Xanthomonas campestris utilizando como fonte de carbono o 

xarope de glicose, derivados de amônia como fonte de nitrogênio, crescimento 

em condições anaeróbias a 28°C e agitação constante. Após a fermentação, a 

goma é extraída por precipitação em etanol, seca e moída (COTTRELL;  

KANG; KOVACS, 1980). 

Outro polissacarídeo importante é a gelana, este tem sido 

apontado como um dos biopolímeros mais eficientes desenvolvidos até o 

momento foi aprovado pela FDA em 1992, e é produzido pela bactéria 

Pseudomonas elodea (PSZCZOLA,1993). 

O processo de produção de exopolissacarídeos é bem 

complexo, pois deve ser considerados diversos fatores que afetam diretamente 

a produção, como, a espécie microbiana utilizada, a composição do meio de 

cultivo, pH, disponibilidade das fontes de carbono e a temperatura de 

incubação. Estes fatores afetam diretamente a síntese, o rendimento e a 

composição dos exopolissacarídeos (FARIA, 2002; NAMPOOTHIRI et al., 

2003). 
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As fontes de carbono são convertidas, durante o processo de 

fermentação, em biopolímeros. Concentrações limitantes de alguns nutrientes e 

o excesso de carboidratos favorecem a produção de exopolissacarídeos 

(SUTHERLAND, 1979). Quando ocorre conversão de 70-80% das fontes de 

carbono em polímero, considera-se que houve um bom rendimento no 

processo produtivo (MARGARITIS; PACE, 1985). A temperatura de incubação 

do meio é considerada um fator crítico na síntese dos EPS, crescimento 

maiores são encontrados em processos fermentativos ocorridos na faixa de 

temperatura 25-35°C, onde cada espécie apresenta sua temperatura ótima 

(KAWAI et al., 1992; GANDHI; RAY; PATEL, 1997; VERMANI; KELKAR; 

KAMAT, 1995) 

As fontes de carboidratos como glicose e lactose influenciam 

na produção de EPS. Entretanto, não somente fontes naturais de carbono, mas 

combinações de monossacarídeos podem estimular a biossíntese de EPS 

(GAMAR; BLONDEAU; SIMONET, 1997; DEGGEST; De VUYST., 2000). 

A biossíntese de EPS bacterianos é bastante complexa. Os 

genes que codificam as enzimas e proteínas regulatórias requeridas para a 

síntese de EPS têm origem plasmidial em cepas de bactérias lácticas 

mesofílicas, como Lactococcus, ou cromossômica, em cepas termofílicas de 

Streptococcus e Lactobacillus (VAN KRANENBURG et al., 1997; STINGELE et 

al., 1999; LAWS; MARSHALL, 2001). A via biossintética pode ser dividida em 4 

sequencias de reações separadas: as reações envolvidas com o transporte de 

açúcar para o citoplasma, a síntese de açúcar-1-fosfato, ativação e ligação de 

açúcares, e os processos envolvidos na secreção dos EPS (KLEEREBEZEM; 

HOLS; HUGENHOLTZ, 2000; De VUYST et al., 2001; LAWS et al., 2001). A 

produção de EPS pode ocorrer durante todo o crescimento bacteriano, durante 

a fase logarítmica e, para algumas bactérias, continua durante a fase 

estacionária de crescimento (DE SOUZA; SUTHERLAND, 1994 ,LAWS et al., 

2001). 

Após a polimerização das unidades repetidas de açúcar, o 

estágio final é a excreção do exopolissacarídeo na membrana citoplasmática, 

envolvendo passagem pelo peritoplasma, pela membrana e por último sua 
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excreção para o ambiente extracelular (SUTHERLAND, 2001). Já no exterior 

da célula os exopolissacarídeos podem permanecer soltos, como um muco 

viscoso, ou ligados covalentemente na superfície da célula, a um fosfodiéster 

ou a um lipídio, podendo formar capsulas que podem aderir firmemente a 

superfície (SILVA et AL, 2001; WHITFIELD; ROBERTS, 1999).  

Muitas pesquisas tem tentado elucidar a produção dos 

exopolissacarídeos, pesquisando as condições de crescimento e a fisiologia 

bacteriana (SOUZA; GARCIA-CRUZ, 2004). Muitas vezes a produção é 

induzida pela limitação de um nutriente essencial, que não seja fonte de 

energia como o carbono. A relação C:N é considerada a condição ambiental 

mais significativa para uma boa produção dos exopolissacarídeos 

(NAMPOOTHIRI et al., 2003). 

As condições de fermentação influenciam fortemente a 

produção de EPS. Estudos sugerem que as melhores condições para a 

produção de EPS são diferentes da condição ótima para o crescimento celular, 

principalmente para bactérias lácticas mesofílicas (GAMAR et al., 1997). A 

temperatura ótima para a síntese de EPS já foi determinada para algumas 

bactérias lácticas e pode variar de 25 °C, para Lactococcus lactis, até 

temperaturas acima de 45 °C, para L. delbrueckii (CERNING et al., 1994; 

LAWS et al., 2001). O efeito do pH na produção de EPS está relacionado à 

atividade das enzimas glicosil-hidrolases, responsáveis pela degradação de 

EPS após fermentações longas. Como a degradação de EPS não é desejável, 

a influência que o pH do meio tem sobre o rendimento de EPS depende do pH 

ótimo para a atividade das glicosil-hidrolases. O pH ótimo para a produção de 

EPS será o pH no qual os efeitos opostos de produção e degradação estejam 

balanceados (PHAM et al., 2000; LAWS et al., 2001; DEGEEST, MOZZI e 

VUYST, 2002; RUAS–MADIEDO, ALTING e ZOON, 2005). 

Durante a síntese de exopolissacarídeos pode haver presença 

de polissacarases especificas ou polissacarídeo-liases que degradam o 

exopolissacarídio produzido. Caso ocorra lise da célula bacteriana durante o 

cultivo, as enzimas podem ser liberadas para o meio extracelular podendo 
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degradar o material formado e a redução da massa (CONTI et al., 1994; 

SUTHERLAND; KENNEDY, 1996). 

A produção de exopolissacarídeos bacterianos em cultivo 

submerso é frequentemente acompanhada por um substancial aumento da 

viscosidade do caldo fermentado, o qual resulta em irregular distribuição do 

oxigênio no meio. Sob estas condições, o oxigênio disponível pode tornar-se o 

fator limitante para o metabolismo celular e, assim, afetar negativamente a 

síntese e a qualidade dos EPS (WECKER; ONKEN, 1991). Fermentações no 

estado sólido têm sido sugeridas como uma alternativa à fermentação 

submersa, a fim de prevenir os problemas relacionados à viscosidade do meio 

de cultura. Outra vantagem da fermentação no estado sólido é que os 

substratos que podem ser usados neste processo podem ser mais baratos e 

facilmente disponíveis, como os subprodutos da agricultura e da indústria de 

alimentos (STREDANSKY et al., 1999). 

A exploração comercial dos exopolissacarídeos como materiais 

para melhorar a textura e o sabor de alimentos requer a síntese de EPS com 

propriedades físicas adequadas e em quantidades suficientes para atender a 

demanda. Um dos principais problemas observados é o baixo nível de 

produção, que pode variar de poucos miligramas a aproximadamente 1 g/L. 

(De VUYST et al., 2001; LAWS et al., 2001) O aumento da produção de EPS 

pode ser alcançado através de manipulação genética ou pelo controle da 

fisiologia microbiana, modificando a direção das rotas metabólicas (Dd VUYST 

E DEGEEST, 1999; BOELS, et al., 2001; LAWS et al., 2001). 

Algumas bactérias ácido láticas (BAL) podem ser produtoras de 

exopolissacarídeos extracelulares e são economicamente viáveis pois podem 

conferir vantagens tecnológicas e terapêuticas ao produto formado 

(LOOIJESTEIJN et AL., 2001; WELMAN; MADDOX, 2003). Os EPS de 

bactérias láticas têm apresentado bons resultados no aprimoramento da 

reologia, textura e corpo dos produtos láticos fermentados, em especial o 

iogurte. Esses exopolissacarídeos geralmente apresentam cadeias longas e 

ramificadas, com repetições de monossacarídeos, principalmente glicose, 

manose, galactose, ácido glucurônico e com menor frequência ramnose, em 
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diferentes proporções ou derivados destes açucares (McKELLAR; GEEST; 

CUI, 2003; WELMAN; MADDOX, 2003). 

Na indústria alimentícia, os EPS produzidos por bactérias do 

grupo ácido láticas são usados como agentes espessantes, estabilizantes ou 

emulsificantes para modificar as propriedades reológicas e de textura dos 

produtos. O uso de linhagens produtoras de exopolissacarídeos recebeu maior 

atenção nos últimos anos por se tratar de fonte natural de bioespessantes 

alimentícios (DE VUYST et al., 2003; RUAS-MADIEDO e REYES-GAVILÁN, 

2005; SVENSSON et al., 2005). LAWS e MARSHALL (2001) mencionaram que 

a ação dos exopolissacarídeos, ligando as bactérias mucoídes à matriz 

proteica resulta na ampliação do comportamento viscoso do produto. Outra 

característica interessante é que alguns exopolissacarídeos produzidos por 

bactérias ácido láticas parecem trazer benefícios para a saúde humana, 

mediante efeitos hipocolesterolêmico e prebióticos, imunomodulação (incluindo 

ativação da atividade de macrófagos e linfócitos) e atividade anticarcinogênica 

(RUAS-MADIEDO e REYESGAVILÁN, 2005; LIN e CHANG CHIEN, 2007). 

As principais linhagens de bactérias do grupo ácido láticas 

capazes de produzir exopolissacarídeos pertencem aos gêneros 

Streptococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc e Pediococcus. 

Também já se verificou que algumas linhagens do gênero Bifidobacterium 

podem produzir esses biopolímeros (RUAS-MADIEDO e REYES-GAVILÁN, 

2005). 

O tempo de fermentação aparenta ser um dos parâmetros 

ambientais mais críticos que afetam o teor, a massa molar e a composição de 

açúcares do exopolissacarídeo (LIN e CHANG CHIEN, 2007). Dependendo da 

linhagem, a síntese de exopolissacarídeo pelas bactérias ácido láticas pode ou 

não estar associada ao crescimento. A produção de exopolissacarídeo 

depende de fatores como: a composição do meio (como fonte de 

carbono/nitrogênio), condições de crescimento da cultura (pH, temperatura, 

concentração de oxigênio) e do tipo de linhagem utilizada. A relação 

carbono/nitrogênio e a limitação dessas fontes de nutrientes também 

influenciam a produção diferencial de exopolissacarídeos (mais de um 
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polímero) pela mesma linhagem (RUAS-MADIEDO, ALTING e ZOON, 2005). 

No caso do Streptococcus thermophilus também se deve dar atenção para a 

organização genética dos grupos de genes EPS e às enzimas envolvidas na 

biossíntese e interconversão dos nucleotídeos de açúcares (precursores dos 

exopolissacarídeos), ou na ligação das diferentes moléculas de açúcar 

(glicosiltransferases) (JOLLY e STINGELE, 2001; DEGEEST, MOZZI e VUYST, 

2002). 

 

2.3 IOGURTE 

No início do século XX, a teoria de Metchnikoff, denominada 

“Teoria da Longevidade”, atribuiu ao iogurte vários efeitos benéficos à saúde 

humana. Segundo ele, a longevidade dos povos dos Bálcãs era resultado de 

uma dieta rica em leite fermentado, contendo um lactobacilo que, por muito 

tempo, foi considerado como L. bulgaricus. Posteriormente, verificou-se que o 

microrganismo contido em tais produtos deveria ser o L. acidophilus, pela 

afinidade deste com o trato intestinal humano. Embora esta teoria tenha 

exagerado no valor do iogurte, influenciou de forma significativa na sua difusão 

em vários países da Europa (TAMIME; ROBINSON,1999). 

No Brasil, o aumento do consumo de iogurte começou em 1970 

e continuou, com uma taxa excepcional de crescimento, devido aos mais 

variados produtos disponíveis comercialmente (BRANDÃO, 1987). Sabe-se, 

que os leites fermentados, como o iogurte provêm muitos benefícios à saúde. 

Os microrganismos utilizados para a obtenção destes produtos são capazes de 

influir positivamente sobre a microbiota intestinal, produzindo efeitos 

anticarcinogênicos e hipocolesterâmicos, entre outros (SABOYA; OETTERER; 

OLIVEIRA, 1997). 

Além disso, o iogurte constitui uma rica fonte de proteínas, 

cálcio, fósforo, vitaminas e carboidratos, sendo o seu consumo relacionado à 

imagem positiva de alimentação saudável e nutritiva (TEIXEIRA et al., 2000). 

Assim, o consumo crescente deste produto também pode ser atribuído à 

preocupação das pessoas em consumir produtos naturais, e aos benefícios 
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que o iogurte traz ao organismo, tais como: facilitar a ação das proteínas e 

enzimas digestivas no organismo humano, facilitar a absorção de cálcio, 

fósforo e ferro, bem como ser uma forma indireta de consumir leite (FERREIRA 

et al., 2001). 

Existem, no mercado, vários tipos de iogurte, classificados de 

acordo com o processo de elaboração, adição de ingredientes, composição, 

consistência e textura (TAMIME; DEETH, 1980; BRANDÃO, 1987): 

• Iogurte tradicional (set yogurt): o processo de fermentação 

ocorre dentro da própria embalagem, não ocorre homogeneização e o 

resultado é um produto firme, mais ou menos consistente; 

• Iogurte batido (stirred yogurt): o processo de fermentação 

ocorre em fermentadeiras ou incubadoras, com posterior quebra do coágulo; 

• Iogurte líquido (fluid yogurt): o processo de fermentação é 

realizado em tanques; o produto final é comercializado em embalagens 

plásticas tipo garrafa ou do tipo cartonadas. 

De acordo com a legislação brasileira o iogurte é definido como 

"o leite fermentado com cultivos protosimbióticos de Streptococcus salivarius 

subsp. thermophillus e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, os quais 

podem ser acompanhados, de forma complementar, de outras bactérias ácido-

lácticas que, por sua atividade contribuem para a determinação das 

características do produto final" (BRASIL, 2000).  

As bactérias lácticas são muito utilizadas nas indústrias 

alimentícias, pois são capazes de utilizar os açucares ácidos orgânicos, 

proteínas e gorduras, contidos no meio e convertê-los em componentes que 

dão aroma, sabor, melhoram a textura e a viscosidade de produtos 

fermentados (RUAS-MADIEDO et al., 2002). 

As bactérias lácticas tradicionais na fabricação de iogurtes, 

Streptococcus thermophilus  e Lactobacillus bulgaricus, utilizam a lactose como 

substrato energético, com liberação de ácido lático. O crescimento associado 

destas duas culturas resulta em menor tempo de coagulação do leite, maior 
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produção de ácido lático e maior desenvolvimento de sabor e aroma no iogurte. 

S. thermophilus é muito menos acidificante que o L. bulgaricus (TAMIME; 

DEETH, 1980; SABOYA; OETTERER; OLIVEIRA, 1997). 

Durante o processo fermentativo, a atividade proteolítica dos 

bacilos promove a liberação de pequenos peptídeos e aminoácidos, 

especialmente a valina, que favorece o crescimento dos cocos. Similarmente, o 

desenvolvimento dos cocos estimula a multiplicação dos bacilos, devido à 

produção de ácido fórmico, gás carbônico e à redução da quantidade de 

oxigênio disponível no meio (WALSTRA et al., 2001; SHAH, 2001; TAMIME; 

DEETH, 1980). 

De acordo com Tamime e Robinson (1999), a relação ótima 

entre cocos e bacilos para o desenvolvimento do sabor e aroma característicos 

do produto é dependente das propriedades das cepas utilizadas. Um balanço 

adequado da cultura é importante para a obtenção de um iogurte com boas 

características organolépticas relativas ao sabor, aroma e textura. 

A predominância de qualquer uma das espécies pode acarretar 

em mudanças no produto final. Os principais fatores que podem afetar o 

balanço adequado entre os dois microrganismos são o tempo e temperatura de 

incubação, e a porcentagem de microrganismo inoculada no produto. Um 

tempo menor de incubação resultaria em um produto com maior proporção de 

cocos e com um sabor fraco. Por outro lado, um tempo maior de incubação ou 

um resfriamento inadequado favoreceria a predominância de bacilos, 

resultando num produto com sabor amargo (WALSTRA et al., 1999). 

A temperatura ótima de crescimento do S. thermophilus está na 

faixa de 45 ºC; para L. bulgaricus, a temperatura ótima de crescimento está na 

faixa 43 ºC. Quando ocorre uma associação entre S. thermophilus e L. 

bulgaricus, a temperatura ótima de crescimento fica entre 40 – 45 ºC. A 

coagulação do iogurte pode demorar mais que quatro horas, dependendo da 

porcentagem de inóculo adicionada. Após o iogurte ter atingindo o pH 

desejável (geralmente pH 4,7), o gel é resfriado a temperatura menor que 10 

ºC (LUCEY; SINGH, 1998). 
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As bactérias tradicionais utilizadas na fermentação de iogurtes, 

não pertencem à flora intestinal, não são resistentes à bile e, 

consequentemente, não sobrevivem durante a passagem através do trato 

gastrointestinal, portanto não são consideradas como probióticas. Porém, 

essas bactérias possuem efeitos positivos como ação inibidora contra bactérias 

patogênicas no trato gastrointestinal e melhoramento da digestão da lactose 

devido à presença de enzima β-galactosidade nas células das bactérias 

tradicionais de iogurte (LOURENS-HATTINGH; VILJOEN, 2001). 
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RESUMO 

 

Os exopolissacarídeos (EPS) são gomas hidrossolúveis que podem ser 
adicionados em vários produtos, especialmente em leites fermentados, atuando 
como agentes de viscosidade, estabilizantes, emulsificantes ou geleificantes. 
Em iogurtes e leites fermentados, os EPS promovem aumento da viscosidade, 
melhora na consistência, textura e diminuição da sinérese. Recentemente, 
além da aplicação tecnológica, os EPS produzidos por bactérias láticas vêm 
sendo investigados quanto à sua ação benéfica à saúde, como proteção contra 
úlceras gástricas, efeito prebiótico, redução do colesterol sanguíneo, 
capacidade de modulação do sistema imune e atividade antitumoral. Assim, o 
objetivo dessa pesquisa foi otimizar a produção de exopolissacarídeos por 
Streptococcus thermophilus em iogurte natural, visando o desenvolvimento de 
um produto com boas características tecnológicas. Com esse objetivo, foram 
realizados 11 experimentos, variando-se a concentração de dois açúcares: 
glicose e frutose. Foi utilizado um delineamento experimental central, composto 
por três pontos centrais e quatro axiais. Os iogurtes produzidos foram avaliados 
quanto ao tempo de fermentação e, após 1, 7, 14, 21 e 28 dias de 
armazenamento sob refrigeração, foram analisados quanto à viabilidade 
microbiana, a capacidade de retenção de água, pós-acidificação, viscosidade e 
quantificação de EPS. Os resultados foram analisados por regressão linear 
múltipla, utilizando-se o programa Statistica. Os dados obtidos apontam que há 
influência da glicose, mas não da frutose, na multiplicação de S. thermophilus 
e, consequentemente, na produção de exopolissacarídeos. Quando 
adicionadas concentrações de glicose abaixo de 3,2 % ou acima de 6,2%, 
houve maior multiplicação de S. thermophilus e maior produção de EPS, 
independentemente da concentração de frutose usada. Além disso, quando se 
compara as concentrações de EPS nos iogurtes adicionados e sem adição de 
glicose e frutose, este parâmetro é pelo menos 2 vezes menor neste último, 
indicando que a glicose e a frutose, ou pelo menos um deles, estimularam a 
produção de EPS. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Os exopolissacarídeos (EPS) são gomas hidrossolúveis que 

possuem propriedades físicas, químicas e estruturais diferentes devido à 

variedade de micro-organismos produtores (SOUZA; CRUZ, 2004).  

Dependendo da composição química do EPS formado, este 

pode ser classificado como homopolissacarídeo ou heteropolissacarídeo. Os 

primeiros são formados por um único tipo de monossacarídeo, sendo os mais 

comuns, a glicose e a frutose, além de apresentarem sua cadeia principal com 

graus variáveis de ramificações e sítios de ligações. Os heteropolissacarídeos 

são constituídos por repetidas unidades de diferentes monossacarídeos, 

geralmente com a combinação D-glicose, D-galactose e L-ramnose, além de 

outras moléculas orgânicas e inorgânicas (MONSAN et al., 2001; DE VUYST et 

al., 2001; BROADBENT et al., 2003; RUAS-MADIEDO e REYES-GAVILÁN, 

2006). Os heteropolissacarídeos são comumente produzidos por algumas 

culturas “starter” de iogurtes (RICCIARDI et al., 2002; De VUYST et al., 2003). 

Os polissacarídeos microbianos possuem muitas aplicações 

nas indústrias de alimentos, farmacêutica, petrolífera, cosmética, têxtil, de 

tintas e de produtos agrícolas, entre outras. Nas indústrias de alimentos, os 

EPS têm sido vistos como uma importante fonte industrial de material 

polimérico, que pode competir, sob o ponto de vista econômico, com gomas 

naturais de algas marinhas e plantas (LOPES; ANDRADE; MANO, 1991; 

LOPES; ANDRADE, 1995). Estes biopolímeros podem ser utilizados pelas 

indústrias alimentícias em vários produtos, como iogurtes e leites fermentados, 

atuando como estabilizantes, melhorando sua viscosidade (De VUYST; 

DEGEEST,1999; RUAS-MADIEDO et al., 2002) e servindo como uma 

interessante alternativa aos estabilizantes convencionais (CERNING,1990). 

Atualmente, os EPS produzidos por bactérias ácido láticas, têm 

sido alvo de interesse das indústrias alimentícias e farmacêuticas, por resultar 

em um produto final natural e saudável, já que a presença de EPS dispensa o 

uso de estabilizantes, emulsificantes, texturizantes, geleificantes e outros 

aditivos não naturais (LEROY; VUYST, 2004; SARANGUI et al., 2006 ; LIN; 
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CHANG CHIEN, 2007). De acordo com Laws e Marshall (2001), a ação dos 

exopolissacarídeos, ligando as bactérias à matriz protéica mucóide, resulta na 

ampliação do comportamento viscoso do produto. 

As bactérias ácido láticas, principais produtoras de 

exopolissacarídeos, pertencem aos gêneros Streptococcus, Lactobacillus, 

Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus e Bifidobacterium (MONSAN et al., 

2001;.WALLING et al., 2005; KORAKLI; VOGEL, 2006; WERNING et al., 2006). 

Além disso, os exopolissacarídeos apresentam propriedades 

benéficas à saúde (RUAS MADIEDO; REYES-GAVILÁN, 2006; LIN; CHANG 

CHIEN, 2007). Estudos realizados em ratos indicaram que os EPS podem ter 

atividade prebiótica, imunoestimulatória e imunomoduladora, incluindo ativação 

da atividade de macrófagos e linfócitos (HOSONO et al., 1997), antitumoral 

(KITAZAWA et al., 1991), e também na redução dos níveis de colesterol 

sanguíneo (NAKAJIMA et al., 1992). Assim, os EPS obtidos a partir das 

bactérias láticas têm potencial para serem explorados como aditivos 

alimentares ou como ingredientes em alimentos funcionais, com vantagens 

econômicas e para a saúde (SUTHERLAND, 1999; De VUYST et al., 2001). 

Por todas as vantagens do uso de polissacarídeos, a produção 

anual destes, em indústrias dos Estados Unidos, é de cerca de 3 milhões de 

toneladas. Além disso, apresentam uma taxa de crescimento de 

aproximadamente 3% ao ano, sendo o valor deste mercado superior a 3 

trilhões de dólares (ZOHURIAAN; SHOKROLAHI, 2004). 

Com isso, neste trabalho, buscou-se otimizar a produção de 

exopolissacarídeos em iogurte natural, visando o desenvolvimento de um 

produto com boas características tecnológicas. 

 

2 MATERIAL E MÉTODOS 

O processamento e as análises dos iogurtes foram realizados 

nos laboratórios do Mestrado em Ciência e Tecnologia do Leite, da 

Universidade Norte do Paraná, em Londrina - PR.  
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2.1 PREPARO DAS CULTURAS 

As culturas starter Streptococcus thermophilus e Lactobacillus 

bulgaricus (YO-MIXTM 496 LYO 100 DCU, Danisco), foram obtidas na forma 

liofilizada, e reativadas no dia anterior à produção dos iogurtes, na proporção 

de 2%. Para isto, leite em pó desnatado foi reconstituído (10% p/v) em água a 

80 °C, resfriado a 42 °C e adicionado da cultura liofilizada. A mistura foi 

incubada em estufa a 42 °C. Quando o pH 4,6 foi atingido, as culturas foram 

refrigeradas (4 oC) até no máximo 24 horas. 

 

2.2 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL 

Foram realizados onze experimentos, variando-se a 

concentração de açúcar (glicose e frutose), com o objetivo de maximizar a 

produção de exopolissacarídeos. Para isto, foi utilizado um delineamento 

experimental composto por três pontos centrais e quatro axiais, descrito por 

Barros Neto (2001). O delineamento estatístico dos experimentos, com as 

variáveis codificadas e originais, está apresentado na Tabela 1.  
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Tabela 1. Planejamento experimental - Matriz de ensaios para o projeto fatorial 

com as variáveis nas unidades codificadas e originais. 

Experimento Glicose 

(X1) 

Frutose 

(X2) 

Glicose 

(%) 

Frutose 

(%) 

1 -1 -1 3,8 3,8 

2 -1 1 3,8 6,2 

3 1 -1 6,2 3,8 

4 1 1 6,2 6,2 

5 -1,411 0 3,31 5 

6 1,411 0 6,69 5 

7 0 -1,411 5 3,31 

8 0 1,411 5 6,69 

9 0 0 5 5 

10 0 0 5 5 

11 0 0 5 5 

  

2.3 PRODUÇÃO DO IOGURTE 

Os iogurtes foram elaborados conforme descrito a seguir: o 

leite em pó integral reconstituído (Nestlé) e o leite em pó desnatado (Nestlé) 

foram misturados, totalizando 14% de sólidos totais. Em seguida, foram 

adicionados os açúcares (glicose e frutose), reconstituídos em água, nas 

concentrações apresentadas na Tabela 1, sob agitação constante e vigorosa. 

Esta mistura foi aquecida até 85 °C e mantida nesta temperatura por 20 

minutos, em banho-maria. A seguir, foi resfriada em banho de gelo, até a 

temperatura de 43 °C, quando foram adicionadas, em condições assépticas e 

na proporção de 2% (v/v), as culturas starter Streptococcus thermophilus e 

Lactobacillus bulgaricus (YO-MIXTM 496 LYO 100 DCU, Danisco). A mistura 

foi dispensada em embalagens de 100 mL, previamente higienizadas, e 

incubadas a 42 °C. O tempo de fermentação foi calculado a partir do início da 

inoculação, até obter-se o valor de pH próximo a 4,6 - 4,8. Terminada a 

fermentação, os iogurtes foram resfriados em banho de água e gelo e, em 

seguida, armazenados em refrigerador à temperatura de 4 °C, durante 28 dias. 
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Para melhor discussão dos dados, foi elaborado também, da 

mesma maneira que os outros, um iogurte sem adição de glicose e frutose. 

 

2.4 PERÍODOS DE AMOSTRAGEM 

Todas as amostras foram analisadas após 1, 7, 14, 21 e 28 

dias de armazenamento a 4 ºC. As análises físico-químicas foram realizadas 

em triplicata e as microbiológicas, em duplicata. 

 

2.5 VIABILIDADE MICROBIANA  

Alíquotas de 10 g das amostras foram transferidas para bolsas 

para amostragem esterilizadas, onde foram adicionados 90 mL de solução 

salina (0,85% p/v). A partir desta diluição, foram efetuadas diluições decimais 

subsequentes, utilizando-se o mesmo diluente. Todas as análises 

microbiológicas foram realizadas de acordo com Lima et al. (2009) e tiveram 

seus resultados expressos em Unidades Formadoras de Colônia por grama de 

produto (UFC/g).  

Para a enumeração de Streptococcus thermophilus, as 

diluições decimais foram semeadas em profundidade, em ágar M17, e as 

colônias foram contadas após dois dias de incubação a 37 ºC, em aerobiose. A 

população de Lactobacillus bulgaricus foi avaliada semeando-se as diluições 

decimais em profundidade, em ágar MRS acidificado até pH 5,4, com ácido 

acético glacial. As placas foram incubadas em aerobiose, a 37 ºC, durante 72 

horas. 

 

2.6 PÓS ACIDIFICAÇÃO 

O pH dos iogurtes foi medido utilizando-se potenciômetro 

digital (TEC-2, Tecnal). A acidez titulável foi determinada titulando-se a amostra 

com solução de NaOH (Merck) 0,1N, na presença do indicador fenolftaleína 

(AOAC, 1995). 
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2.7 CAPACIDADE DE RETENÇÃO DE ÁGUA (CRA) 

As determinações de CRA foram realizadas segundo descrito 

Cayot et al. (2003), com modificações, conforme descrito a seguir. Uma 

alíquota de 10 g de iogurte foi centrifugada a 5000 g por 10 minutos, a 5 °C. 

Em seguida, o sobrenadante foi pesado para a determinação da quantidade de 

água excluída. A capacidade de retenção de água foi expressa em %, de 

acordo com a seguinte equação: 

CRA (%) = 100 x (massa inicial da amostra – massa do sobrenadante) / massa 

da amostra. 

 

2.8 QUANTIFICAÇÃO DE EPS 

O procedimento usado para quantificação de EPS, baseado em 

Tsutsumi et al. (2009) modificado, foi realizado conforme descrito a seguir: uma 

alíquota de 10 g de iogurte foi centrifugada a 5000 g por 20 minutos, à 4 °C. 

Em seguida, o sobrenadante foi separado, adicionado de 3 volumes de álcool 

etílico absoluto e armazenado em refrigerador por 48 horas. Após o período de 

refrigeração o material foi seco em estufa a 70 °C até peso constante. 

 

2.9 ANÁLISE DOS DADOS 

Foi realizada a otimização do efeito das variáveis 

independentes: glicose (X1) e frutose (X2) sobre a produção de EPS, o tempo 

de fermentação, a capacidade de retenção de água e a pós-acidificação. Os 

resultados foram analisados por regressão linear múltipla, utilizando-se o 

programa Statistica (STATSOFT, Tulsa, USA).  
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

A figura 1 mostra os valores de pH das amostras de iogurtes de 

durante o processo de fermentação. 

 

 

Figura 1. Valores médios de pH das amostras de iogurte durante o processo 

fermentativo. * média obtida a partir de 3 formulações iguais de iogurtes (ponto 

central). 

Os valores iniciais de pH variaram de 6,38 a 6,44 e os finais, de 

4,62 a 4,84. Todas as formulações apresentaram praticamente o mesmo tempo 

de fermentação, exceto a 7, (5,0%G; 3,31%F), que chegou ao pH desejado na 

metade do tempo das outras, e manteve-se constante a partir daí. 

Comparando-se estes resultados com os obtidos no iogurte 

não adicionado de glicose e frutose, o tempo de fermentação foi semelhante 

em todos, com exceção do 7. A adição de 5% de glicose e 3,31 % de frutose 

acelerou o processo de fermentação do iogurte 7, porém, a concentração de 

açúcares nas outras concentrações testadas, pareceu não interferir no 

processo de fermentação dos iogurtes. 
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Inicialmente, as culturas do iogurte convertem parte da lactose 

em ácido lático, originando uma diminuição do pH até um ponto em que a 

caseína se torna insolúvel e o leite, mais viscoso. A produção gradual de ácido 

lático começa por desestabilizar os complexos de caseína e proteínas do soro 

desnaturadas, por solubilização do fosfato de cálcio e dos citratos. Os 

agregados de micelas de caseína e/ou micelas isoladas vão se associando e 

coalescem parcialmente, à medida em que o valor de pH se aproxima de seu 

ponto isoelétrico, de aproximadamente 4,6 a 4,7 (TAMIME; ROBINSON, 1991).   

A tabela 1 apresenta os dados de pH, das amostras de 1 a 9 e 

do iogurte controle (sem adição de açúcar), durante os 28 dias de 

armazenamento refrigerado a 4 °C. 

Tabela 1. Valores médios de pH dos iogurtes, durante os 28 dias de 

armazenamento. 

  Ensaio 1 dia 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias 
1 (3,8% G; 3,8% F) 4.51 4.46 4.48 4.31 4.27 
2 (3,8% G; 6,2% F) 4.78 4.65 4.42 4.45 4.42 
3 (6,2% G; 3,8% F) 4.78 4.67 4.48 4.38 4.34 
4 (6,2% G; 6,2% F) 4.65 4.57 4.27 4.41 4.35 
5 (3,31% G; 5,0% F) 4.64 4.42 4.44 4.32 4.26 
6 (6,69% G; 5,0% F) 4.58 4.53 4.23 4.36 4.33 
7 (5,0% G; 3,31% F) 4.60 4.45 4.29 4.43 4.33 
8 (5,0% G; 6,69% F) 4.84 4.84 4.72 4.61 4.13 
9* (5,0% G; 5,0% F) 4.47 4.41 4.56 4.49 4.25 
C (0% G; 0% F) 4,27 4,00 3,91 3,68 3,51 

* média obtida a partir de 3 formulações iguais de iogurtes (ponto central). 

O pH das amostras 1 a 9 diminuiu conforme o tempo de 

prateleira, mas, comparando-se com o produto que não contém açúcar, a 

queda dos valores foi bem maior neste último. 

A diminuição nos valores de pH dos iogurtes, durante a vida-

de-prateleira está relacionada à pós-acidificação dos produtos. Oliveira e 

Damin (2003) também observaram ligeira diminuição do pH, quando avaliaram 

a viabilidade de bactérias do iogurte e de culturas probióticas em leite 

fermentado sob refrigeração a 4 ºC, durante o período de estocagem das 

amostras. 
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Neste trabalho, mesmo havendo queda do valor de pH ele não 

foi tão baixo. Isto é importante pois, quando o iogurte apresenta baixa acidez 

(pH<4,0), pode ocorrer contração do coágulo, devido à redução da hidratação 

das proteínas, o que leva ao dessoramento (BRANDÃO, 1995).  

A tabela 2 apresenta os dados de acidez, das amostras de 1 a 

9 e do controle (sem adição de açúcar), durante os 28 dias de armazenamento 

refrigerado a 4 °C. 

Tabela 2. Valores médios de acidez dos iogurtes, em graus Dornic, durante os 

28 dias de armazenamento. 

  Ensaio 1 dia 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias 
1 (3,8% G; 3,8% F) 77.3 86.3 92.3 91.7 107.0 
2 (3,8% G; 6,2% F) 70.0 80.7 89.0 91.3 92.7 
3 (6,2% G; 3,8% F) 73.0 78.3 80.0 84.7 89.7 
4 (6,2% G; 6,2% F) 69.3 81.0 85.7 97.0 93.3 
5 (3,31% G; 5,0% F) 73.3 83.3 91.0 92.0 94.3 
6 (6,69% G; 5,0% F) 61.7 77.0 74.7 93.3 91.0 
7 (5,0% G; 3,31% F) 76.0 81.7 78.7 95.0 97.7 
8 (5,0% G; 6,69% F) 70.7 75.7 82.3 85.0 85.0 
9* (5,0% G; 5,0% F) 67.0 79.6 83.1 93.9 92.3 
C (0% G; 0% F) 111,7 136,2 150,0 195,8 203,5 

 

Quanto a este fator, verificou-se aumento nos valores durante 

os 28 dias de armazenamento, para todos os produtos desenvolvidos. Porém, 

as formulações que continham açúcar não apresentaram valores tão altos 

como o iogurte controle. Entre as amostras com adição de açúcar, a 

formulação 1 (3,8% G; 3,8% F) foi a que apresentou acidez mais elevada (77,3 
oD no dia 1 e 107,0 oD, no dia 28). O iogurte não adicionado de açúcares 

apresentou 111,67 e 203,50 oD no primeiro e no último dia, respectivamente.  

L. bulgaricus é o principal responsável pela pós-acidificação 

dos iogurtes, mas, por outro lado, contribui consideravelmente para a produção 

de compostos aromáticos, especialmente o acetaldeído, característico deste 

alimento (GUYOT, 1992). De acordo com Tamime e Robinson (1991), o valor 

de pH implica na atividade metabólica das bactérias, podendo favorecer um 

determinado grupo, em detrimento do outro. No caso do iogurte, bactérias do 
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gênero Lactobacillus multiplicam-se e toleram valores de pH mais baixos do 

que as pertencentes ao gênero Streptococcus. 

Não foi observada influência da glicose ou da frutose na 

população de L. bulgaricus no 1º dia de armazenamento. A amostra com maior 

crescimento desta bactéria foi o iogurte 9 (5,0% G, 5,0% F) e a com menor 

crescimento, a 2 (3,8% G, 6,2 % F), sendo as populações, neste dia, 5,72 e 

3,00 log UFC/g, respectivamente. 

A Figura 2 mostra as superfícies de respostas para a 

enumeração de L. bulgaricus em função das concentrações codificadas de 

glicose e frutose. 

 

Figura 2. Superfície de respostas para enumeração de L. bulgaricus em iogurte 

natural em função das concentrações de glicose (x1) e frutose (x2). 

No 28º dia de armazenamento a amostra 9 ainda apresentava 

a maior população (5,60 log UFC/g) e a amostra 3 (6,2% G; 3,8% F), a menor 

(2,15 log UFC/g). O iogurte sem adição de açúcares apresentou populações 

maiores de L. bulgaricus, sendo 7,30 log UFG/g no dia 1, e 8,85 log UFC/g no 

dia 28. Este resultado é interessante, uma vez que a adição de qualquer 

quantidade testada de glicose ou frutose parece ter inibido L. bulgaricus. 

Segundo Lourens-Hattingh e Viljoen (2001), uma excessiva 

pós-acidificação ocorre, principalmente, devido ao crescimento incontrolável de 
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L. bulgaricus nas temperaturas de refrigeração. Portanto, as indústrias 

fabricantes de culturas láticas fornecem culturas tradicionais de iogurte com 

uma menor concentração de L. bulgaricus e uma maior concentração de S. 

thermophilus. A redução na contagem de L. bulgaricus no produto final 

contribui para diminuir a pós-acidificação do iogurte durante a vida de 

prateleira. Isto é importante, tanto para garantir ao produto final um sabor 

suave, quanto para evitar efeitos adversos do pH baixo sobre os 

microrganismos (DAVE; SHAH, 1997). 

Estudos têm mostrado que as bactérias do iogurte (S. 

thermophilus e L. bulgaricus) sobrevivem bem no produto durante a vida de 

prateleira (DONKOR et al., 2006). As altas concnetrações de açúcar podem ser 

responsáveis pela diminuição da população de L. bulgaricus nos iogurtes, o 

que explica a menor acidez desses produtos até o final da vida de prateleira, 

quando comparada com o iogurte sem açúcar. 

De maneira geral, o S. thermophilus pareceu ser influenciado 

pela glicose, apresentando menores populações quando este açúcar é 

adicionado em concentrações menores que 3,5% e maiores que 7% (Figura 3). 

Este dado é interessante, uma vez que o responsável pela produção de EPS 

nos iogurtes produzidos é justamente o S. thermophilus. 

 

Figura 3. Superfície de respostas para enumeração de S. thermophilus em 

iogurte natural em função das concentrações de glicose (x1) e frutose (x2). 



 38

As populações de S. thermophilus observadas nas diferentes 

formulações variaram entre 8,57 e 10,47 log UFC/g, sendo que a amostra com 

maior população foi a 9 (5,0% G; 5,0% F) e a menor, a 3 (6,2% G; 3,8% F). 

A população de S. thermophilus diminuiu no geral, mas 

manteve-se sempre acima de 7,07 log UFC/g. Nos iogurtes 8 (5,0% G; 6,69% 

F) e 9 (5,0% G; 5,0% F), verificou-se aumento da população deste 

microrganismo, de aproximadamente 2 ciclos logarítmicos. Este aumento pode 

ter ocorrido devido as altas concentrações de açúcares nestas formulações, 

principalmente da glicose. 

A presença de carboidratos na mistura base pode inibir o 

crescimento dos microrganismos do iogurte. Estudos comprovaram uma 

diminuição na velocidade de produção de ácido por S. thermophilus e L. 

bulgaricus quando se aumenta a concentração de açúcar de 6 para 12%. A 

inibição do crescimento das culturas do iogurte com um extrato seco total de 14 

- 16%, adicionado de açúcar (10 - 12%), se deve principalmente ao efeito 

osmótico adverso dos solutos do leite, assim como a baixa atividade de água 

(TAMIME &ROBINSON, 1991). 

A população do S. thermophilus no iogurte sem adição de 

açúcares, foi de 9,52 e 13,08 log UFC/g, nos dias 1 e 28, respectivamente, 

mostrando ter ocorrido aumento da população. Contudo, não se verificou 

diferenças entre a adição ou não de açúcares para a população de S. 

thermophilus. 

As figuras 4a e 4b mostram as superfícies de respostas para a 

produção de exopolissacarídeos em função das concentrações codificadas de 

glicose e frutose, no primeiro e no último dia de análise, respectivamente. 

Comparando-se com as concentrações de EPS presentes no 

iogurte sem adição de açúcar (26,24 mg/100g), verificou-se que todas as 

amostras que foram adicionadas de açúcar apresentaram uma maior produção 

de EPS, desde o primeiro dia de armazenamento refrigerado, variando entre 

99,38 e 153,80 mg/100g, sendo que o iogurte 4 (6,2% G; 6,2% F) foi o que 

apresentou a concentração mais alta. 
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Figura 4. Superfície de respostas para produção de exopolissacarídeos em 

iogurte natural em função das concentrações de glicose (x1) e frutose (x2), no 

primeiro (a) e no último (b) dia da vida-de-prateleira. 

De acordo com a figura 4a, a quantidade de glicose nas 

amostras influenciou a produção de EPS, da seguinte maneira: a produção é 

melhor em meio contendo abaixo de 3,2 ou acima de 6,2% de glicose. A 

frutose pareceu não ter relação com o crescimento do EPS. 

Este resultado faz sentido, uma vez que já foi verificada a 

influência da glicose na multiplicação do S. thermophilus, microrganismo 

produtor de EPS utilizado nos iogurtes. 

a) 

b) 
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A concentração de EPS diminuiu durante a vida de prateleira 

das amostras, variando, no último dia de análise, entre 93,17 e 128,31 

mg/100g, sendo o iogurte 3 (6,2% G; 3,8 F) o que continha o maior valor. O 

iogurte 8 (5,0% G; 6,2% F), que havia apresentado o menor valor de EPS no 

dia 1, foi o único que apresentou aumento desta substância durante os 28 dias. 

Apesar disso, o iogurte controle, sem adição de açucar, apresentou valor de 

EPS bem mais baixo no 28º dia de armazenamento, de 47,64 mg/100g. 

De acordo com De Vuyst e Degeest (1999) e Duboc e Mollet 

(2001), isto pode acontecer com modelos biologicos envolvendo 

microrganismos que apresentam comportamento instáveis, em que não há 

controle do que se pretende obter durante os processos fermentativos. 

Observa-se, na figura 4b, que a quantidade de glicose nas 

amostras influenciou a produção de EPS, também no último dia de análise. A 

concentração de EPS foi maior quando utilizou-se glicose acima de 6,2%. Além 

disso, valores abaixo de 4% de glicose também estimularam a produção de 

EPS, quando existiam altas concentrações de frutose (>6%).  

A produção de EPS por bactérias láticas pode ser afetada 

pelas fontes de carbono utilizadas. Mozzi et al. (2001) avaliaram o efeito da 

galactose e glicose sobre a produção de EPS, por Lactobacillus casei, e 

verificaram que a produção do polissacarídeo foi quase duas vezes maior em 

meio contendo galactose do que o com glicose. 

Dupont et al. (2000) não encontraram diferenças significativas 

na produção de EPS em meio contendo glicose ou lactose, em pH controlado e 

na temperatura de fermentação entre 32 e 37 °C, para três linhagens de 

Lactobacillus spp. 

De acordo com a literatura, os níveis de EPS variam de 10-

1000 mg/L em leite e produtos lácteos, e a quantidade de EPS produzida em 

leite por diferentes espécies e linhagens bacterianas varia consideravelmente 

dependendo dos métodos empregados para purificação do EPS, já que pode 

ocorrer degradação do polímero durante a manipulação, e ainda, a presença 
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de componentes interferentes no meio pode levar a determinações errôneas 

(DUBOC; MOLLET, 2001; RUAS-MADIEDO et al., 2002 ; TORINO et al., 2005). 

As figuras 5a e 5b mostram as superfícies de respostas para a 

capacidade de retenção de água em função das concentrações codificadas de 

glicose e frutose, no primeiro e no último dia de análise, respectivamente. 

 

 

               

Figura 5. Superfície de respostas para a capacidade de retenção de água em 

iogurte natural em função das concentrações de glicose (x1) e frutose (x2), no 

primeiro (a) e no último (b) dia da vida-de-prateleira. 

No primeiro dia de análise, observa-se, na figura 5a, que a 

frutose influenciou na CRA dos iogurtes, uma vez que as amostras que 

apresentavam concentrações de frutose acima de 6%  mostraram maior CRA. 

a) 

b) 
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Os resultados de CRA variaram de 45,99% e 29,86% nas 

amostras de 1 a 9, sendo que a amostra com melhor resultado foi a 8 (5,0% G; 

6,69% F). A amostra 7 (5,0% G; 3,31% F) foi a que apresentou o resultado 

mais baixo, comprovando que a frutose influenciou neste parâmetro no 1º dia 

de armazenamento. 

Porém, durante a vida-de-prateleira esta influência deixou de 

existir. No dia 28, pode-se observar na figura 5b, que não houve p influência de 

nenhum dos açúcares utilizados, nas concentrações testadas. Neste dia, os 

valores de CRA variaram entre 51,97% e 22,63%, sendo que a amostra 9 

(5,0% G; 5,0% F) apresentou o melhor resultado e a amostra 2 (3,8% G; 6,2% 

F), o mais baixo. 

A amostra 9 (5,0% G; 5,0% F) foi a única amostra que 

apresentou aumento da capacidade de retenção de água, durante o tempo de 

armazenamento.  

Ruas- Madiedo et al. (2008), sugerem que a utilização de EPS 

em leites fermentados promove uma melhora nas propriedades do iogurte, 

entre elas a CRA. Porém, tal resposta não foi alcançada nas concentrações e 

nas condições impostas aos tratamentos utilizados neste trabalho. 

De acordo com Laws e Marshall (2001), os efeitos das 

propriedades fisicas do EPS, depende não somente da quantidade de EPS 

formado, mas também do conjunto de características físico-químicas do meio, 

dos polímeros formados e das interações dos EPS com as proteínas do leite. 

 

4 CONCLUSÃO 

 

Os dados obtidos apontam que há influência da glicose, mas 

não da frutose, na multiplicação de S. thermophilus e, consequentemente, na 

produção de exopolissacarídeos. Quando adicionadas concentrações de 

glicose abaixo de 3,2 % ou acima de 6,2%, houve maior multiplicação de S. 
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thermophilus e maior produção de EPS, independentemente da concentração 

de frutose usada.  

Além disso, quando compara-se as concentrações de  EPS nos 

iogurtes adicionados e sem adição de glicose e frutose, este parâmetro é pelo 

menos 2 vezes menor neste último, indicando que a glicose e a frutose, ou pelo 

menos um deles, estimularam a produção de EPS. 
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4 CONCLUSÃO 

 

Os dados obtidos apontam que há influência da glicose, mas 

não da frutose, na multiplicação de S. thermophilus e, consequentemente, na 

produção de exopolissacarídeos. Quando adicionadas concentrações de 

glicose abaixo de 3,2 % ou acima de 6,2%, houve maior multiplicação de S. 

thermophilus e maior produção de EPS, independentemente da concentração 

de frutose usada.  

Além disso, quando compara-se as concentrações de  EPS nos 

iogurtes adicionados e sem adição de glicose e frutose, este parâmetro é pelo 

menos 2 vezes menor neste último, indicando que a glicose e a frutose, ou pelo 

menos um deles, estimularam a produção de EPS. 
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