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RESUMO 

 
Leites fermentados são produtos lácteos, obtidos por coagulação, mediante a diminuição 

do pH do leite fluido ou reconstituído, adicionado ou não de outros produtos lácteos, por fer-
mentação láctica mediante ação de cultivos de microrganismos específicos. O tipo de proces-
samento e a composição dos ingredientes utilizados, promovem mudanças nas propriedades 
sensoriais, reológicas e nutricionais dos leites fermentados. Portanto, o objetivo desse trabalho 
foi avaliar o efeito da adição de quatro concentrações de sólidos totais (9,0%; 12,2%; 15,0% e 
18,0% m/m) em leites fermentados, empregando as técnicas de distribuição do tamanho de par-
tículas durante a fermentação e microscopia eletrônica de varredura no produto final. A distri-
buição do tamanho de partículas mostrou que os leites fermentados com maiores teores de só-
lidos totais (12,2%; 15,0% e 18,0% m/m) apresentaram maiores valores de d90, ou seja, valores 
nos quais 90% das partículas estão abaixo deles, quando comparado ao tratamento com 9,0% 
(m/m) de sólidos. A microscopia eletrônica de varredura mostrou um resultado semelhante, em 
que o leite fermentado com 9,0% (m/m) de sólidos totais apresentou uma estrutura com poros 
mais abertos, enquanto os leites fermentados com 12,2%, 15,0% e 18,0% (m/m) de sólidos 
totais apresentaram uma rede proteica com partes mais compactas. Portanto, leites fermentados 
com maiores teores de sólidos totais apresentaram um maior tamanho de partículas e uma mi-
croestrutura mais compacta. Dessa forma, os métodos de distribuição do tamanho de partículas 
e microscopia podem ser usados para fornecer informações sobre as características dos produtos 
de acordo com a demanda dos consumidores. 

Palavras-chave: difração laser; fermentação; leite; MEV; tamanho de partículas. 
 

ABSTRACT 
 

Fermented milks are dairy products, obtained by coagulation by lowering the pH of fluid 
or reconstituted milk added or not by other dairy products, by lactic fermentation due to the 
action of specific microorganism cultures. The type of processing and the composition of the 
ingredients used, promote changes in the sensory, rheological, and nutritional properties of fer-
mented milks. Therefore, the objective of this work was to evaluate the effect of adding four 
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concentrations of total solids (9.0%, 12.2%, 15.0%, and 18.0% m/m) in fermented milks, using 
the particle size distribution techniques during fermentation and scanning electron microscopy 
in the final product. The particle size distribution showed that fermented milks with higher 
levels of total solids (12.2%, 15.0%, and 18.0% m/m) showed higher values of d90, that is, 
values in which 90% of the particles are below them when compared to the treatment with 9.0% 
(m/m) of solids. Scanning electron microscopy showed a similar result, in which fermented 
milk with 9.0% (m/m) of total solids presented a structure with more open pores, while fer-
mented milk with 12.2%, 15.0%, and 18.0% (m/m) of total solids presented a protein network 
with more compact parts. Therefore, fermented milks with higher levels of total solids showed 
a larger particle size and a more compact microstructure. In this way, particle size distribution 
methods and microscopy can be used to provide information about product characteristics ac-
cording to consumer demand. 

Keywords: laser diffraction; fermentation; milk; SEM; microstructure; particle size. 
 

INTRODUÇÃO 
 

Leites fermentados são produtos obtidos 
pela coagulação e diminuição do pH do leite flu-
ido ou reconstituído, por meio da fermentação lác-
tica mediante ação de microrganismos específi-
cos. Estes microrganismos devem estar viáveis, 
ativos e abundantes no produto final e durante seu 
prazo de validade. Os leites fermentados podem 
ser adicionados ou não de outras substâncias ali-
mentícias, ou de outros produtos lácteos, cuja fer-
mentação se realiza com um ou vários dos seguin-
tes cultivos: Lactobacillus acidophilus, Lactoba-
cillus casei, Bifidobacterium sp., Streptococus sa-
livarius subsp. Thermophilus e/outras bactérias 
ácido-lácticas que, por sua atividade, contribuem 
para a determinação das características do produto 
final (BRASIL, 2007). 

Propriedades reológicas, tais como uma 
textura mais firme, podem ser obtidas aumen-
tando-se o teor de sólidos da bebida láctea 
(ORDÓÑEZ, 2005). O aumento do teor de sóli-
dos totais pode ser alcançado adicionando-se leite 
em pó desnatado, concentrado proteico de soro e 
soro de leite, além de outros ingredientes 
(MANTOVANI et al., 2012). A adição de sólidos 
altera a composição do leite fermentado, como por 
exemplo o teor de proteína e gordura, que influen-
ciam na formação do gel, uma das etapas funda-
mentais na fabricação de iogurte. Além disso, as 
propriedades reológicas do gel são afetadas pela 
composição do leite, temperatura e tempo de tra-
tamento térmico, tipo e quantidade de cultura uti-
lizada, temperatura de fermentação, quebra ou não 

do gel e das condições de armazenamento (MA-
RAFON, 2010). Assim, vários trabalhos mostra-
ram o efeito de diferentes concentrações e fontes 
de sólidos nas propriedades físico-química, de tex-
tura, nas características sensoriais, de sinérese e re-
ológicas de iogurtes e leites fermentados (LIMA 
et al., 2006; MANTOVANI et al., 2012; OZEN; 
KILIC, 2009). 

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito 
da adição de quatro concentrações de sólidos to-
tais (9,0%; 12,2%; 15,0% e 18,0% m/m) em leite 
fermentado, empregando as técnicas de distribui-
ção do tamanho de partículas durante a fermenta-
ção e microscopia eletrônica de varredura. 
 
MATERIAL E MÉTODOS 
 
Preparo das misturas bases 
 

Os leites fermentados foram produzidos 
com leite integral pasteurizado de dois lotes dife-
rentes (Benfica), obtido no comércio da cidade de 
Juiz de Fora, Minas Gerais A partir desse leite fo-
ram adicionados água ou leite em pó desnatado 
(Molico, Nestlé®) para padronização do teor dos 
sólidos totais. As concentrações de sólidos totais 
padronizados foram: 9,0% (m/m); 12,2% m/m; 
15,0% (m/m) e 18,0% (m/m). As misturas bases 
foram submetidas a tratamento térmico com a 
temperatura de 90 ± 2 °C por 2 minutos. Em se-
guida, as misturas foram resfriadas a 40 ± 1 oC e 
então inoculada a cultura láctea (Thermophilic Yo-
gurt Culture YoFlex®), preparada previamente de 
acordo com as recomendações do fabricante.  
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Após a inoculação da cultura, a cada hora 
foram realizadas medições do pH utilizando-se 
potenciômetro (GEHAKA PG1400) e as amostras 
do leite e do gel em formação foram retiradas para 
análises de distribuição do tamanho de partículas 
em solução por difração a laser (Beckman Coulter, 
Miami, FL, EUA). As leituras do tamanho de par-
tículas dos 4 tratamentos foram feitas em dupli-
cata. As posições do eletrodo e dos pontos em que 
foram retiradas as amostras são apresentadas na 
Figura 1. Os diferentes pontos de coleta das amos-
tras são chamados de T1, T2, T3, T4 e T5. Essa me-

todologia foi determinada para que não se cole-
tasse amostra de um mesmo ponto, onde possivel-
mente já houvesse ocorrido uma modificação na 
estrutura do gel que estava sendo formado. O 
tempo para alcançar o pH de 4,60, nos tratamentos 
foi de aproximadamente 6 horas. 

Após alcançar o pH de 4,60 os leites fer-
mentados foram colocados em geladeira para o 
resfriamento até uma temperatura de 8 ± 2 °C. A-
pós 24 horas foi realizada a quebra dos géis manu-
almente, com auxílio de haste de plástico. Todos 
os experimentos foram realizados em duplicata. 

 

Figura 1. Esquema utilizado para retirar as amostras para análise da distribuição do tamanho de partí-
culas e medição do pH 
 

 

 

Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 
 

As amostras dos leites fermentados foram 
colocadas em uma fita de carbono, fixadas em 
stubs e liofilizadas. Em seguida foram obtidas as 
imagens por Microscopia Eletrônica de Varredura 
(MEV) (Hitachi TM 3000, Hitachi Ltd., Tokyo, 
Japan). As análises foram realizadas após um dia 
de fermentação. O fluxograma da produção dos 
leites fermentados e das análises realizadas está 
apresentado na Figura 2. 
 
Análises estatísticas 
 

O experimento seguiu um Delineamento 
Inteiramente Casualizado (DIC) (4 tratamentos, 2 
análises e 2 repetições). Os dados obtidos em todo  

experimento foram analisados no software SPSS 
23.0 (SPSS, versão 23, IBM Corp., Armonk, NY, 
USA). As diferenças significativas entre as médias 
dos resultados das réplicas de cada parâmetro ana- 
ítico foram avaliadas utilizando análise de variân- 
cia (ANOVA) e em seguida pelo teste post-hoc 
de Tukey HSD com um nível de confiança de 
95%. 
 
RESULTADOS E DISCUSSÃO  
 
Curva de acidificação 
 

As curvas de fermentação dos leites fer-
mentados produzidos com diferentes concentra-
ções de sólidos totais (9,0%; 12,2%; 15,0% e 
18,0% m/m) são apresentadas na Figura 3. 
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Figura 2. Fluxograma da fabricação dos leites fermentados e das análises realizadas 

 

 

 

Os teores de sólidos avaliados promoveram pouca 
variação na curva de fermentação dos leites fer-
mentados, o que indica que as concentrações de 
sólidos totais avaliadas nesse trabalho não interfe- 

riram na produção do ácido lático pelas bactérias. 
As equações empíricas apresentaram ajuste expe-
rimental similares com os valores previsto de R2 

variando de 0,97 a 0,98 (Figura 3). 
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Figura 3. Curva de fermentação dos leites fermentados com diferentes teores de sólidos totais 
 

Distribuição do tamanho de partículas 
 

Os resultados para análises de distribuição 
do tamanho de partículas em solução, durante o 
tempo de fermentação, são apresentados na Tabela 
1. O valor de d90 indica que 90% das partículas 
têm tamanho igual ou menor que o valor de refe-
rência, como por exemplo, o leite fermentado com 
9,0% (m/m) de sólidos, no tempo 0, apresentou 
um d90 de 5,30 µm, o que representada que 90% 
das partículas têm tamanho igual ou menor que 
5,30 µm. Desta forma, podemos notar que nos 
tempos de 0 até 2 horas de fermentação, houve 
pouca variação na distribuição do tamanho de par-
tículas entre os tratamentos com diferentes teores 
de sólidos. Após 3 horas, o leite fermentado com 
9,0% (m/m) de sólidos totais apresentou um me-
nor d90 quando comparado aos demais tratamentos 
(p<0,05). No tempo de 4 horas, o tratamento com 
15% (m/m) de sólidos apresentou um maior valor 
de d90 que os tratamentos com 9% e 12% (m/m) 

de sólidos, entretanto, essas diferenças não foram 
significativas, o que indica que ocorreu apenas 
uma variação dos dados. Por outro lado, pode-se 
observar que nos tempos de 4 h para 5 h o d90 di-
minuiu para todos os tratamentos, essa variação 
pode ter ocorrido devido a uma maior queda de 

pH nesses tempos, o que irá impactar na distribui-
ção do tamanho de partículas. Além disso, nesses 
mesmos tempos, o leite fermentado com 18,0% 
(m/m) de sólidos totais apresentou um maior d90 

(p<0,05). 
O tempo de fermentação do leite fermen-

tado com menor teor de sólidos totais (9,0% m/m) 
foi de 5 horas, enquanto para os outros tratamentos 
o tempo foi de 6 horas. No tempo final da fermen-
tação (6 h) não houve diferença significativa do 
d90 dos leites fermentados com 12,2%; 15,0% e 
18,0% (m/m) de sólidos totais. 

Alguns estudos avaliaram a distribuição do 
tamanho de partículas em bebidas lácteas fermen-
tadas, nos quais são empregados diferentes técni-
cas e modelos matemáticos de acordo com os pa-
râmetros avaliados. Como por exemplo, em um 
estudo realizado por Hahn et al. (2012) empre-
gando célula de fluxo e difração a laser, em que 
avaliaram o tamanho de partículas de leite fermen-
tado adicionado de fibras e encontraram partículas 
esféricas de até 70 µm, ou seja, um tamanho 
maior do que o encontrado no presente estudo 
que foi de 60,1 µm, para o leite fermentado com 
18% de sólidos. Enquanto, quando avaliado o ta-
manho de partículas de géis de iogurte submeti-
dos a sonicação e com diferentes teores de sóli- 
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dos, foi observado que o aumento do teor de sóli-
dos promoveu um aumento no tamanho das partí-
culas do microgel, assim como um aumento geral 
nos parâmetros reológicos (NÖBEL et al., 2016a). 
Já em outro estudo, em que foi avaliado a forma-
ção de partículas de microgel no iogurte, influen-
ciada pela sonicação durante a fermentação, foram 
encontrados valores de d90,3, que são partículas do 
90º percentil de 54,5 µm no pH de 4,6-4,7 
(NÖBEL et al., 2016b). Outro estudo avaliou a 
distribuição do tamanho de partículas em leite fer-
mentado desnatado, adicionado de concentrado de 
proteína do soro, goma alfarroba ou alginato de 
propilenoglicol e os valores de D4,3, que é o diâ-
metro médio ponderado por volume, variaram de 
0,73 a 1,42 µm (OZEN; KILIC, 2009).  

Portanto, os resultados de distribuição do ta-
manho de partículas encontrados no presente es-
tudo estão dentro da faixa dos relatados em outras 
pesquisas, entretanto, nesses estudos não foram re-
alizadas análise da distribuição do tamanho de par-
tículas durante a fermentação. Além disso, é im-
portante constatar que as medidas de distribuição 
de tamanho de partículas estão relacionadas com 
as propriedades de textura e sensorial de produtos 
lácteos, corroborando com Weidendorfer; 
Hinrichs, 2010. Hossain et al. (2020), observaram 
que o tamanho de partículas impactou na firmeza 
e cremosidade de iogurte reduzido em gordura e 
adicionado de proteínas soro microparticuladas, 
sendo que quanto menor o tamanho de partículas, 
maior a firmeza e cremosidade do iogurte. 

 
Tabela 1. Distribuição do tamanho de partículas dos leites fermentados durante a fermentação* 
 

Distribuição do 
Tamanho de 
Partículas 

Tempo (h) 
Concentração de sólidos totais (% m/m) 

9,0% 12,2% 15,0% 18,0% 

d90 (µm) 

0 5,30 ± 0,20a 5,00 ± 0,01b 5,30 ± 0,10a 5,80 ± 0,01c 

1 5,40 ± 0,30a 4,80 ± 0,05b 4,70 ± 0,40b 5,02 ± 0,20c 

2 5,10 ± 0,30a 4,80 ± 0,40b 4,90 ± 0,01c 5,20 ± 0,01a 

3 7,50 ± 0,30a 26,60 ±1,90b 23,10 ± 1,60b 27,75 ± 1,30b 

4 48,00 ±3,70a 48,20 ± 3,40a 52,20 ± 3,90a 87,20 ± 3,30b 

5 46,90 ± 2,90a 54,50 ± 2,65a 46,50 ± 2,90a 80,80 ± 4,60b 

6 n.a.* 58,10 ± 4,00a 46,50 ± 2,70a 60,10 ± 7,20a 

*Médias seguidas da mesma letra nas linhas não diferem entre si, pelo teste de Tukey ao nível de 5% de significância. * Análise 
não foi realizada.

Microscopia Eletrônica de Varredura 
 
Na Figura 4 são apresentadas as microgra-

fias dos leites fermentados. Notou-se diferenças 
entre os tamanhos dos poros e a organização das 
estruturas dos diferentes tratamentos (9,0%; 
12,2%; 15,0% e 18,0% m/m). O leite fermentado 
com 9% (m/m) de sólidos totais apresentou uma 
estrutura porosa mais aberta, conforme indicado 
pelas setas brancas na Figura 4, enquanto os leites 
fermentados com 12,2%, 15,0% e 18% (m/m) de 
sólidos totais apresentaram uma estrutura com al-
guns pontos mais compactos, representados com 
círculos na Figura 4. 

 
Esses resultados são coerentes aos encon-

trados na análise de distribuição de partículas, já 
que nessas mesmas concentrações não houve di-
ferenças significativas no tempo final da fermen-
tação. Poros maiores podem indicar interações 
fracas entre as micelas de caseína, como sugerido 
por Marafon (2010) em seu estudo com iogurtes 
probióticos enriquecidos com proteínas lácteas 
(proteína concentrada de soro de leite, caseinato 
de sódio e leite em pó desnatado). Portanto, os 
resultados indicam que o leite fermentado com 
9% (m/m) de sólidos totais apresenta uma estru-
tura do gel mais fraca. 

 



230 GOMES, E. R. et al.  
 

 

 

Rev. Inst. Laticínios Cândido Tostes, Juiz de Fora, v. 76, n. 4, p. 224-232, out/dez, 2021 
 

Figura 4. Microestrutura dos leites fermentados obtidos por Microscopia Eletrônica de Varredura 
(MEV). Aumento de 2000x. Setas brancas indicam os poros com estrutura mais aberta, enquanto os 
círculos brancos indicam as partes da imagem mais compacta 
 

 
 

Nguyen et al. (2018) reportaram em seu 
estudo que o tamanho de partícula do gel está re-
lacionado com a microestrutura, uma vez que io-
gurtes com menor tamanho de partículas apre-
sentaram uma microestrutura mais porosa, de-
vido a composição dos leites utilizados na produ-
ção dos iogurtes oriundos de ovelha, cabra e 
vaca. Resultado similar ao observado no presente 
estudo, em que o leite fermentado com menor 
teor de sólidos totais apresentou uma estrutura 
mais aberta. Outro estudo mostrou que iogurte 
desnatado adicionado de pectina com baixo teor 
de metoxil, modificou a microestrutura do io-

gurte, pois a adição da pectina aumentou o con-
teúdo de sólidos solúveis e promoveu a reticula-
ção com caseína, preenchendo as cavidades da 
rede proteica (KHUBBER et al., 2021). 

A microestrutura do iogurte também pode 
ser alterada devido a adição de probióticos e pa-
raprobióticos (que são células mortas de probió-
tico) apesar de não alteram os sólidos lácteos do 
iogurte. Parvarei et al. (2021) demostraram que 
os iogurtes sem adição probióticos e paraprobió-
ticos possuem uma estrutura mais aberta e espon-
josa, já os iogurtes com adição de probióticos an-
tes da fermentação mostraram uma estrutura 
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compacta e sem espaços vazios, enquanto os tra-
tamentos contendo paraprobiótico foram obser-
vados pequenos poros vazios. Além disso, os io-
gurtes com paraprobióticos adicionados após a 
fermentação apresentaram uma estrutura aberta 
devido a produção de exopolissacarídeos (PAR-
VAREI et al., 2021). 

A adição de isolado proteico de soro ou 
concentrado de proteína do soro de leite com di-
ferentes temperaturas de quebra do gel influenci-
aram na microestrutura do iogurte, sendo que 
quando a quebra do gel foi realizada à 42 °C, as 
imagens mostraram uma microestrutura mais he-
terogênea e com maior sinérese, enquanto as re-
des dos géis quebradas à 20 °C, apresentaram es-
trutura mais homogêneas e menor sinérese (GIL-
BERT et al., 2020). 

Iogurtes produzidos com proteína de soro 
de leite polimerizada líquida, proteína de soro de 
leite polimerizada sólida e concentrado de prote-
ína do soro de leite tratado termicamente, exibi-
ram uma rede de proteína com aglomerados mai-
ores e mais densos quando comparado ao con-
trole sem adição de proteína do soro (FANG; 
GUO, 2019). Dessa forma, podemos notar que 
mudanças na formulação ou no processamento 
de iogurte ou leites fermentados, como a variação 
do teor de sólidos, modifica a microestrutura da 
rede proteica. 

 
CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 
Os resultados desse trabalho mostraram 

que por meio da técnica de distribuição do tama-
nho de partículas em solução, o leite fermentado 
com maior concentração de sólidos totais (18,0% 
m/m) apresentou um maior d90 após 4 e 5 horas 
de fermentação e no final da fermentação não 
houve diferença na distribuição do tamanho de 
partículas para os tratamentos com 12,2%, 15,0% 
e 18,0% m/mde sólidos totais. Além disso, foi 
possível observar que as diferentes concentra-
ções de sólidos totais influenciaram em modifi-
cações na microestrutura do leite fermentado, 
sendo que o leite fermentado com menor teor de 
sólidos totais apresentou uma estrutura da rede 
proteica mais aberta e os leites fermentados com 
maiores teores de sólidos totais (12,2%, 15,0% e 
18,0% de sólidos totais m/m) exibiram uma es-

trutura com partes mais compactas, resultado si-
milar ao encontrado na análise de distribuição de 
partículas. Portanto, as maiores alterações na dis-
tribuição do tamanho de partículas e na micros-
copia eletrônica de varredura foram observadas 
nos tratamentos com menor (9,0% m/m) e maio-
res (12,2%, 15,0%, 18,0% m/m) teores de sólidos 
totais. 
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