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RESUMO

Dissertagcao de Mestrado
Programa de Pds-Graduagao em Ciéncia e Tecnologia dos Alimentos
Universidade Federal de Santa Maria

DESENVOLVIMENTO DE IOGURTE PROBIOTICO COM PREBIOTICO

Autora: Sabrina Vieira da Silva
Orientador (a): Professora Dr?. Neila Silvia Pereira dos Santos Richards
Co-orientador (a): Professora Dr?. Leadir Lucy Martins Fries
Local e Data da Defesa: Santa Maria, 14 de margo, 2007.

O interesse por produtos alimenticios saudaveis, nutritivos e de grande
aproveitamento tem aumentado mundialmente, o que resulta em diversos estudos
na area de produtos lacteos. Este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de
iogurtes com diferentes concentragdes de culturas lacticas tradicionais e probidticas
(0,5%, 1,0% e 1,5%). O processo de fermentacédo foi acompanhado através dos
valores de pH e acidez expressa em acido lactico. Foram realizadas analises fisico-
quimicas (valor de pH, acidez expressa em &acido lactico, teor de lactose, teor de
umidade, teor de cinzas, teor de extrato seco total e desengordurado, teor de
proteina, teor de gordura), cor (Sistema CIELAB) e viscosidade aparente apds a
fermentagdo e durante o armazenamento do produto. Determinou-se a viabilidade
das bactérias lacticas tradicionais (Streptococcus salivarius ssp. thermophilus,
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus) e probidticas (Lactobacillus acidophilus e
Bifidobacterium sp.) durante os 28 dias de armazenamento. Testes sensoriais de
aceitacao e preferéncia foram realizados com adultos e criangas. Os dados obtidos
neste estudo foram submetidos a analises estatisticas (valores médios com os
respectivos desvios padréo, analise de variancia (ANOVA) por Delineamento
Inteiramente Casualizado (DIC) e por Delineamento em Blocos Casualizados (DBC)
e teste de Tukey). Os resultados mostraram que diferentes concentragcbes de
culturas lacticas influenciaram o tempo de fermentacdo. Ndo houve diferencas
significativas entre as amostras em relagdo as caracteristicas fisico-quimicas.
Observou-se que houve um decréscimo do valor de pH e do teor de lactose e um
aumento na acidez expressa em acido lactico proporcional ao aumento da
concentragdo de culturas lacticas. Durante o tempo de estocagem notou-se um
decréscimo significativo no numero de células viaveis de S. thermophilus e L.
bulgaricus e de L. acidophilus e Bifidobacterium sp.. A analise sensorial mostrou que
de uma maneira geral o iogurte com 1,0% de culturas lacticas apresentou as
melhores notas em relagdo aos atributos avaliados. Os resultados obtidos
demonstram o grande potencial para a produgcdo de iogurtes utilizando culturas
lacticas probiodticas.

Palavras-chave: iogurte, probiético, prebiético, armazenamento.



ABSTRACT
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The interest for healthy, nutritive and well enjoyed food has increased worldwide
and results in several studies in the area of dairy products. This paper aimed the
development of yogurts with different concentrations of traditional and probiotic dairy
cultures (0.5%, 1.0% and 1.5%). The process of fermentation was followed through
the values of pH and acidity expressed in lactic acid. Physical and chemical analysis
were carried out (pH value, acidity expressed in lactic acid, lactose proportion,
umidity proportion, ash proportion, total dry and not greased extract proportion,
protein proportion, fat proportion), color (CIELAB Sistem) and aparent viscosity after
the fermentation and during the storage of the product. It was determined the
viability of the traditional lactic bacteria (Streptococcus salivarius ssp. thermophilus,
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus) and the probiotic ones (Lactobacillus
acidophilus and Bifidobacterium sp.) during the twenty-eight (28) days of storage.
Sensorial tests of acceptance and preference were taken with adults and children.
The collected data in this study were subjected to statistical analysis (average values
with the respective standard deviations, analysis, variation analysis (ANOVA) by the
Entirely Casual Delineation (ECD) and by Block Casual Delineation (BCD) and by
Tukey's test). The results showed that different concentrations of lactic cultures
influenced the fermentation time. There were not significant differences among the
samples in relation with the physical and chemical characteristics. It was observed
that there was a decrease of the pH value and the lactose proportion and an increase
in the acidity expressed in lactic acid proportional to the increase in the concentration
of lactic cultures. During the storage time it was noticed a significant decrease in the
number of feasible cells of S. termophilus and L. bulgaricus, L. acidophilus and
Bifidobacterium sp.. The sensorial analysis that, generally, the yogurt with 1.0% of
lactic cultures presentes the best grades concerning to evaluated attributes. The
obtained results show the great potential for the production of yogurts using the
probiotic lactic cultures.

Keywords: yogurt, probiotic, prebiotic, storage.



LISTA DE APENDICES

Apéndice | - Determinacéo do valor de pH e da acidez expressa em

acido lactico durante o processo de fermentagao ........cccoeevvviieeiiiiiiiiiiieiin 98
Apéndice Il - Caracterizagao fisico-quimica dos iogurtes ............ccccceeeeeviiiiiiieeennnn, 99
Apéndice lll - Determinagao do valor de pH, da acidez expressa em

acido lactico e do teor de lactose durante o periodo de armazenamento

o] oI (= 4T [T r= o= Lo RO PPPPPRR 100
Apéndice IV - Contagem de bactérias lacticas nos iogurtes ..........ccccoeeeeeeeieeneen. 102

Apéndice V - Determinacao da viscosidade dos iogurtes ...........cccceeeeeeeeeeeeeennnn.n. 106



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Estrutura quimica da inulina ............ccooooiiiiii e, 36
Figura 2 - Fluxograma do processo de desenvolvimento dos iogurtes

produzidos com diferentes concentracdes de culturas lacticas

tradicionais e probidticas adicionados de caseinato de calcio e inulina ................... 44

Figura 3 - Adicdo das culturas lacticas tradicionais e probidticas no

leite integral UHT previamente esterilizado — preparo da cultura ..............cccc........... 45
Figura 4 - Homogeneizagc&o da CUlUra ..o 46
Figura 5 - Amostras de iogurte no banho termostatizado a 40°C ........................... 47

Figura 6 - Amostras de iogurtes (por¢des) no banho termostatizado
a 40°C, para determinacéao do valor de pH e acidez durante
0 ProcessO de fermMeNtaCa0 ... .. ciiii i 47

Figura 7 - Armazenamento das amostras de iogurtes sob refrigeracao

= 1 SRS 48
Figura 8 - Adicdo de corante nas amostras de iogurtes ..........ccccceeeveeiiiiiiiiieeceeennnnn, 49
Figura 9 - Adicdo de aroma nas amostras de iogurtes .............ocoeeeeiiiviiiiinieeeeeeneen. 49
Figura 10 - Envase dos iogurtes em frascos de polietileno de 200 mL ................... 50
Figura 11 - logurtes em frascos de polietileno de 200 mL .......ccccoeeeeeiieiiiiiiiieiiiinens 50
Figura 12 - logurtes em frascos de polietilenode 1 L .........eeeieeeiiiiiiiiiiiiieeis 51

Figura 13 - Colbnias de Streptococcus salivarius ssp. thermophilus desenvolvidas
em meio de cultura M 17, apds 48 horas de incubagao .........cccceeeeeeeeieeeiieeiieeeeeiienns 53
Figura 14 - Colbnias de Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus

desenvolvidas em meio de cultura MRS — agar glicose acidificado, apos

72 o] =T 3o (=TT g o1V o T~ Lo R 54



Figura 15 - Col6nias de Lactobacillus acidophilus desenvolvidas em

meio de cultura MRS — maltose, apds 72 horas de incubagao ............ccceevvvvnnnnnnnn.
Figura 16 - Colonias de Bifidobacterium sp. desenvolvidas em meio de

cultura MRS — glicose com as solugdes A, B e C, apds 72 horas de

1 [o10] o ¥=Tox= Lo TN OO
Figura 17 - Ficha utilizada para avaliagao de aceitabilidade dos

iogurtes com diferentes concentragdes de culturas lacticas ..........ccccoeeeviiiiiiiiiennnnn.
Figura 18 - Ficha utilizada para avaliagdo de aceitabilidade dos

iogurtes com diferentes concentragdes de culturas lacticas, teste

aplicado com julgadores infantis .........ccccoeiiiiiiiiii i
Figura 19 - Valores médios de pH durante o processo de fermentagéo

dos iogurtes elaborados com diferentes concentragdes de

culturas lacticas tradicionais e probidticas ............cccooviiiiiiiiiiiiiiiiieee,
Figura 20 - Valores médios de acidez expressa em acido lactico durante

o processo de fermentacéo dos iogurtes elaborados com diferentes
concentragdes de culturas lacticas tradicionais e probidticas .............covvviiiiiiieennn.
Figura 21 - Valores médios de pH durante o tempo de estocagem

dos iogurtes elaborados com diferentes concentragdes de

culturas lacticas tradicionais e probidticas ..o
Figura 22 - Valores médios de acidez durante o tempo de estocagem

dos iogurtes elaborados com diferentes concentragdes de

culturas lacticas tradicionais e probidticas ............cccooviiiiiiiiiii e,
Figura 23 - Valores médios do teor de lactose durante o tempo de

estocagem dos iogurtes elaborados com diferentes concentragdes

de culturas lacticas tradicionais € probioticas ..............ceuveeiiiiiiiiiiiiieeeeee e,
Figura 24 - Viscosidade a 10°C de iogurtes adicionados de diferentes
concentragdes de culturas tradicionais e probioticas e de amostras

comerciais de iogurtes probioticos (liquido e tradicional) ..........ccccceiiiiiiiiniiiiiiines
Figura 25 - Valores médios dos atributos cor, aroma, sabor, acidez,

corpo e aparéncia global dos iogurtes elaborados com diferentes

concentragdes de culturas lacticas tradicionais e probidticas ...........ccccviiiiiiinnnn.



Figura 26 - Respostas dos provadores em relagao ao Teste de

Ordenacao de preferéncia do iogurte elaborado com 0,5% de

culturas lacticas tradicionais e probidticas ..o 81
Figura 27 - Respostas dos provadores em relagéo ao Teste de

Ordenacgao de preferéncia do iogurte elaborado com 1,0% de

culturas lacticas tradicionais e probidticas ............ccooiiviiiiiiii i, 81
Figura 28 - Respostas dos provadores em relagéo ao Teste de

Ordenagao de preferéncia do iogurte elaborado com 1,5% de

culturas lacticas tradicionais e probidticas ............cccooviiiiiiiiiiiiiiiiee, 82
Figura 29 - Respostas dos provadores em relagao a freqtiéncia do

CONSUMO A€ IOGUITE ...ttt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e eeaeeeeeeaeeas 83
Figura 30 - Respostas dos provadores em relagéo a intengdo de compra

do iogurte elaborado com 1,0% de culturas lacticas tradicionais

e probidticas desenvolvido N0 eStUAO ........viiiiiiiiiiii e 83
Figura 31 - Determinagéo do teor de umidade (A), cinzas (B),

extrato seco total (C), extrato seco desengordurado (D), proteina (E) e

o o] e [V = TN (SRR 99
Figura 32 - Efeito do tempo de estocagem na manutengao do numero de

células viaveis de S. thermophilus nos iogurtes elaborados com

diferentes concentragdes de culturas lacticas tradicionais e probidticas ............... 102
Figura 33 - Efeito do tempo de estocagem na manutengado do numero de

células viaveis de L. bulgaricus nos iogurtes elaborados com

diferentes concentragdes de culturas lacticas tradicionais e probidticas ............... 103
Figura 34 - Efeito do tempo de estocagem na manutenc¢do do numero de

células viaveis de L. acidophilus nos iogurtes elaborados com

diferentes concentragdes de culturas lacticas tradicionais e probidticas ............... 104
Figura 35 - Efeito do tempo de estocagem na manutengdo do numero de

células viaveis de Bifidobacterium sp. nos iogurtes elaborados com

diferentes concentracdes de culturas lacticas tradicionais e probidticas ............... 105



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Exemplos de microrganismos comumente descritos

como possuidores de caracteristicas probidticas ............oevvviiiiiiiiii 33
Tabela 2 - Ocorréncia natural de frutooligossacarideos (FOS)

=T 0 0= 1T 0= (o 1 SRR 35
Tabela 3 - Caracterizagao fisico-quimica dos iogurtes elaborados

com diferentes concentracdes de culturas lacticas tradicionais e

[o]g] o1 o] ( ox= T OSSR 62
Tabela 4 - Contagem média do numero de células viaveis

de Streptococcus salivarius ssp. thermophilus dos iogurtes elaborados

com diferentes concentracdes de culturas lacticas tradicionais

e probioticas durante o tempo de estocagem (UFC/mL) ..., 68
Tabela 5 - Contagem média do numero de células viaveis

de Lactobacillus delbruecki ssp. bulgaricus dos iogurtes elaborados

com diferentes concentracdes de culturas lacticas tradicionais e

probidticas durante o tempo de estocagem (UFC/mML) ..........uuviiiiiiiiiiiiiiiiiiinn, 69
Tabela 6 - Contagem média do numero de células viaveis de

Lactobacillus acidophilus dos iogurtes elaborados com diferentes

concentragdes de culturas lacticas tradicionais e probidticas durante

o tempo de estocagem (UFC/ML) ... 71
Tabela 7 - Contagem média do numero de células viaveis de

Bifidobacterium sp. dos iogurtes elaborados com diferentes

concentragdes de culturas lacticas tradicionais e probidticas

durante o tempo de estocagem (UFC/ML) ... 72



Tabela 8 - Parametros de cor: luminosidade (L*) e coordenadas

de cromaticidade (a* e b*) dos iogurtes elaborados com diferentes

concentragdes de culturas lacticas tradicionais e probidticas ...........cccccciiieiennn. 77
Tabela 9 - Valores médios de pH durante o processo de fermentagao

dos iogurtes elaborados com diferentes concentragdes de

culturas lacticas tradicionais e probidticas ............cccooviiiiiiiiiii e, 98
Tabela 10 - Valores médios de acidez (% de acido lactico) durante

o processo de fermentacéo dos iogurtes elaborados com diferentes

concentracdes de culturas lacticas tradicionais e probidticas ..........cccccceeeeeveivvnnnn.... 98
Tabela 11 - Valores médios de pH durante o tempo de estocagem

dos iogurtes elaborados com diferentes concentragdes de

culturas lacticas tradicionais e probidticas ............oooeeiiiiiiiiiiii 100
Tabela 12 - Valores médios de acidez (% acido lactico) durante

o tempo de estocagem dos iogurtes elaborados com diferentes

concentragdes de culturas lacticas tradicionais e probidticas ..........ccccccveeciieennnn. 100
Tabela 13 - Valores médios do teor de lactose (%) durante o tempo

de estocagem dos iogurtes elaborados com diferentes concentragdes

de culturas lacticas tradicionais € probiotiCas ...........cccuuviiiieiiiiiiiiiieeeeeee e, 101
Tabela 14 - Contagem média do numero de células viaveis

de Streptococcus salivarius ssp. thermophilus dos iogurtes elaborados

com diferentes concentracdes de culturas lacticas tradicionais e

probidticas durante o tempo de estocagem (log1o UFC/ mL) .......cooooiiiiiiiiiiiinnnnne. 102
Tabela 15 - Contagem média do numero de células viaveis

de Lactobacillus delbruecki ssp. bulgaricus dos iogurtes elaborados

com diferentes concentracdes de culturas lacticas tradicionais e

probidticas durante o tempo de estocagem (log1o UFC/ mL) .......cooooiiiiiiiiiiinnnnne. 103
Tabela 16 - Contagem média do numero de células viaveis

de Lactobacillus acidophilus dos iogurtes elaborados com diferentes

concentracdes de culturas lacticas tradicionais e probidticas durante

o tempo de estocagem (10910 UFC/ ML) ....ouviiiiiiiiiiiiiiee e 104
Tabela 17 - Contagem média do numero de células viaveis

de Bifidobacterium sp. dos iogurtes elaborados com diferentes

concentracdes de culturas lacticas tradicionais e probiéticas durante

o tempo de estocagem (10910 UFC/ ML) ....ouviiiiiiiiiiiiiee e 105



TABELA 18 - Determinacao da viscosidade aparente em iogurtes
elaborados com diferentes concentragdes de culturas lacticas
tradicionais e probioticas e de amostras comerciais de iogurtes

probioticos (liquido e tradicional) ...........oooveiiiiiiiie e



SUMARIO

AGRADECIMENTOS ......ooooiiiiiicccccccsssssssnrrrress s e s e e e s s s s s s s s s s s snmmmnnnnnnsasennnnnees 4
[ S 1] 5
N = 25 I - X O 6
LISTA DE APENDICES .....ccoiiitciincissessesssesssessssessssessssssssssssesssssssssssssssssssssssenas 7
LISTA DE FIGURAS ......oeeiiieiiei s s s ssssmss s sn s s s s s s s s s e s e s e s s s s s s s s s s s s s snnnnnnnnns 8
LISTA DE TABELAS ...t ss s s s 11
1 INTRODUGAD ......ooeeeeeceeetesesesesaesaessssessessessssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssnsssennes 17
I T L 1= Yo S 18
1.1.1 ODJEIVO GEIal ... 18
1.1.2 ODbjetivos €SPECITICOS ......cooiiiiiiiiieeeeeee e 19
2 REVISAO DA LITERATURA .......ooeierrcereteneseeseseesesesssssssesssesssssssssessssssssssssssesns 20
7280 I e Y o 1] - 20
P20 It I [ e o 11 o= [ R PRSPPI 20
2.1.2 Etapas do processo tradicional de fabricagao do iogurte ................ccccoeeeees 23
2.1.2.1 Preparo da matéria-prima ...........ooeeieiiiiiiiiiiieie et e e e e 23
2.1.2.2 Tratamento térmico da matéria-prima ...........cccooeeiviiiiiiiiiiiicce e, 23
2.1.2.3 Abaixamento da temperatura ............cooooi e 24
2.1.2.4 Inoculagao dO fErmMENtO ......ccooii i 24
2.1.2.5 ReSTHAMENTO ...veeeiiiiiee e 24
2.1.2.6 Envase € armazenamento ..........c.c..uuuiiiiiiiiiiiieee e 25
2.1.3 Processo de fermentagao ............ooooiiiiiiiiiiiiiiie e 26

2.1.3.1 Tipos de culturas utilizadas no processo de fermentagdo ............cccceeeeeene... 27



2.1.3.1.71 CUtUra tradiCioNal .......c.eeeieee e e 27

2.1.3.1.2 Cultura probiltiCa ............uuuueiiiiiiie e 28
2.1.4 POS-aCIAIfICAGAD .....ceeeeeiieeeieeeiii e ettt e e e e e e e e e e e e e eeaennnnee 30
2.2 ProbiOtiCOS ......ccccciiemmmmmmrninsrirrs i sssssss s nnnnnn 31
7 o (=] oY e (e o Y= 34
20 Tt I [T = U PEEUEPPRR 35
73 3RS 1101 o T 1T o o - 37
2.5 Efeitos fisioldgicos dos probiéticos e prebioticos ........ccccvereeeenncccciiiiiinnnnn. 38
2.5.1 Alivio da intolerancia @ lactOSe ...........eeeiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 39
2.6 Caseinato de CAICIO .....cceeeeeeeeeirr s 40
3 MATERIAL E METODOS ......coociirciircisesssesssessssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssasns 42
3 Material .....cooeeeiiiiiiiii 42
0 T I I V= (=T P T o [ = PP 42
3.1.2 CURUIas IACHICAS ....coeveiiiieeiee ittt e s 43
B 728 11 =1 o Yo [ X 43
3.2.1 Processo de fabricag@o dos i0gUIMES ..........oooiiiiiiiiiiiiiieieeeeeee e 43
3.2.1.1 Primeira etapa — Elaboracao da formulagao inicial ...............cccccooovieeienn. 45
3.2.1.2 Segunda etapa — Preparo da cultura ............ccccoeeeeiiiiiiiiiiiiicec e 45
3.2.1.3 Terceira etapa — Fermentagao .............uuuooioiiiiii e 46

3.2.1.4 Quarta etapa — Armazenamento das amostras sob
(=] o [=T = Tor= Vo SRR 48

3.2.1.5 Quinta etapa — Adigdo de aroma e corante nas amostras de

oTe UL (=T PRSP P PP PPPPPPRP 48
3.2.1.6 Sexta etapa — Distribuigdo dos iogurtes em frascos de

[70]17=1 1] 1= o [ TN PSPPSR 49
3.2.2 Caracterizacao fisico-quimica dos iogurtes ............ccccoeviiiiiiiiiiiiiccccccee e 51
3.2.3 Vida-de-prateleira dos iogurtes — POs-acidificagdo .............eevcieiiiiiineeeeennnnnnee. 52
3.2.4 Contagem de microrganismos tradicionais e probidticos ..........cccccvvvvviiinnnnnn. 52
3.2.4.1 Contagem de Streptococcus salivarius ssp. thermophilus ........................... 53
3.2.4.2 Contagem de Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus ..................ccccc....... 53
3.2.4.3 Contagem de Lactobacillus acidophilus ..................ccccooeeeeiiiiiiiiiiiieaaaeeeeenn. 54
3.2.4.4 Contagem de Bifidobacterium SP. .........oouciiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee e 55

3.2.5 Determinacgao da viscoSidade ..........c.ueiiiiiiiiiiiie e 55



3.2.6 DeterminaGao da COI .........ii i e e e e e e e e e e eaeees 56

3.2.7 ANQAlISE SENSOMIAI ... 56
3.2.8 Analise estatistiCa ..........uuuuiiiii e 58
4 RESULTADOS E DISCUSSAOQ .....cocoeeueiruenereressessssessssessessssssssssssssesssssssssssssenns 59
4.1 Curvas de pH e acidez expressa

em acido lactico durante o processo de fermentagao .........ccccveeemeeecccciiiiiinnnnn, 59
4.2 Caracterizacgao fisico-quimica dos iogurtes ..........ccccceeriiiiiiiniiinisssssssssneeennn 62

4.3 Valores de pH, acidez expressa em acido

lactico e do teor de lactose durante o periodo de armazenamento

sob refrigeracao (pos-acidificagao) .........cccvvrimmmmmmmmmmmmmn i ——— 64
4.4 Contagem das bactérias lacticas durante o tempo de

L= T o= T = 1 o R 68
4.4.1 Contagem de bactérias tradicionais Streptococcus salivarius ssp. thermophilus
e Lactobacillus delbruecki SSp. bUIQariCUS .................coeeuueiiiiieiiiiei e 68

4.4.2 Contagem de bactérias probidticas Lactobacillus acidophilus

(3 =] o (0] T Tox £=T g 17 104 K= o TP 71
4.5 Determinagao da viscosidade .........cccccceeiiiiimiienciisrrr s 75
4.6 Determinacao da cor dos iogurtes .........ccccceriiiiiin 77
4.7 Analise sensorial dos ioguUItes ..o 79
4.7.1 Teste de preferénCia ... 81
4.7.2 Avaliagao do consumo de iogurtes e intengao de compra ...........cceeevvviieeeenens 82
4.7.3 Teste de aceitagao — CrianGas ..........cuvvvuuueiiiiiiiee e 83
5 CONCLUSAD ...t e ssesae s e s ssesas s s s saesaess s ssessessesannsnssnssnens 85
6 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......c.oouniirreriessssesesesssssesessssssesesssssssenes 87

7 APENDICES ......couiurueucucccreresesassesssesesesssas s s s s sesesssasssasssssssssssssasssssssssnsnssnes 97



1 INTRODUGCAO

Nos ultimos anos a preocupacao crescente com a saude e com a qualidade
de vida, levou as pessoas a se preocuparem em fazer exercicios fisicos, ingerir
alimentos saudaveis, diminuir o consumo de alimentos ricos em acgucar, sal e
gordura. Além disso, houve um aumento na procura por alimentos com alguma
propriedade funcional. As mudancgas nos habitos alimentares e no estilo de vida séo
principalmente em fungao da busca incessante por saude, proporcionando melhor

qualidade de vida e prevenindo o aparecimento de determinadas doengas.

A ciéncia de alimentos, anteriormente, preocupava-se em desenvolver
alimentos para a sobrevivéncia humana, objetivo que foi substituido pelo conceito de
produzi-lo com qualidade. Mais recentemente, a idéia passou a ser usa-los como
veiculos de promocao de bem-estar e saude, ao mesmo tempo reduzindo o risco de
doencas (MATSUBARA, 2001).

N&o ha duvidas que os laticinios sdo alimentos funcionais. Eles sdo uma das
melhores fontes de calcio, um nutriente essencial que pode prevenir a osteoporose e
possivelmente cancer de colon. Entretanto, além do calcio, pesquisas recentes tém
focalizado especialmente outros componentes dos laticinios, conhecidos como
probidticos. Além dos probidticos, atualmente existe um interesse crescente também

nos chamados prebidticos.

Inicialmente, o consumo de iogurte foi bastante limitado, restringindo-se
apenas a certos grupos étnicos. Em meados de 1960, a adi¢do de frutas ao produto
com o objetivo de atenuar o seu sabor acido buscava uma maior aceitagdo popular
e, ao mesmo tempo, uma maior divulgagéo era dada as suas qualidades nutritivas e
terapéuticas, levando a um consideravel aumento no seu consumo (MOREIRA et
alii, 1999).
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O consumo de leites fermentados por muito tempo, esteve baseado no iogurte
tradicionalmente produzido com fermentos compostos de Streptococcus salivarius
ssp. thermophilus e Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus, o futuro aponta para o
uso de probidticos, associados ou n&o as bactérias tradicionais, quer como agentes
“biotecnolégicos”, que melhoram as caracteristicas do produto tradicional, como
reduzir a pos-acidificacdo do iogurte, fato evidenciado pela acdo de Lactobacillus
acidophilus e Bifidobacterium sp. quer como “agentes terapéuticos”, ou seja,
microrganismos que promovam efeitos benéficos nos individuos que os ingerem
(ANTUNES, 2001).

Neste contexto, o desenvolvimento de iogurte, alimento carreador de
microrganismos probidticos contendo células bacterianas benéficas, obtendo-se com
isso, efeito terapéutico, adicionado de caseinato de calcio que é uma das principais
proteinas com funcionalidade tecnolégica em alimentos e inulina — prebidtico que
contribui para o aumento da viabilidade de microrganismos presentes no colén,
sugerindo uma alternativa viavel para as industrias lacteas, uma vez que, o iogurte é

provavelmente o leite fermentado mais popular do mundo.

1.1 Objetivos

O objetivo geral e os objetivos especificos do presente trabalho foram:

1.1.1 Objetivo geral

Desenvolver iogurtes probidticos com prebidticos.
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1.1.2 Objetivos especificos

* Avaliar o tempo de fermentagéo dos iogurtes, que foi definido como o tempo

necessario para os produtos atingirem aproximadamente o pH 4,8;

» Determinar as caracteristicas fisico-quimicas, teor de umidade, teor de
cinzas, teor de extrato seco total e extrato seco desengordurado, teor de proteina e

teor de gordura;

» Acompanhar as alteragdes nas caracteristicas de pds-acidificagao — valores
de pH, acidez expressa em acido lactico e teor de lactose durante os 28 dias de

estocagem refrigerada;

* Determinar a viabilidade das bactérias lacticas tradicionais (Streptococcus
salivarius ssp. thermophilus e Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus) e probibticas
(Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium sp.) durante os 28 dias de

armazenamento;

* Determinar a viscosidade aparente e paradmetros de cor L* (luminosidade),

a* e b* (coordenadas de cromaticidade);

* Analisar sensorialmente os atributos cor, aroma, sabor, acidez, corpo,

aparéncia global e preferéncia dos iogurtes pelos consumidores.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 logurte

2.1.1 Introducao

A acidificagao € um dos métodos mais antigos de preservagao do leite. O leite
fermentado surgiu na Mesopotamia a cerca de 5000 a. C.. O iogurte é um alimento e
bebida tradicional nos Balcds e na Asia Mediterranea e a palavra “iogurte” é
derivada da palavra turca “jugurt”, sendo conhecida por uma variedade de nomes
em diferentes paises (TAMIME & DEETH, 1980).

No inicio do século XX, a teoria de Metchnikoff, denominada “Teoria da
Longevidade”, atribuiu ao iogurte varios efeitos benéficos a saude humana. Para
Metchnikoff, a longevidade dos povos dos Balcas 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 L. acidophilus deveria ser o
microrganismo contido em tais produtos pela afinidade deste com o trato intestinal
humano. Embora esta teoria tenha exagerado no valor do iogurte, influenciou de
forma significativa na difusdo em varios paises da Europa (TAMIME & ROBINSON,
1999).

Leite fermentado é o processo resultante de fermentacgéo lactica, adicionado
ou nao de frutas, agucar e outros ingredientes que melhorem sua apresentagao e
modifiquem seu sabor. O leite fermentado mais importante economicamente é o
iogurte, obtido da coagulacdo do leite pela acdo de dois microrganismos,

Streptococcus salivarius ssp. thermophilus e Lactobacillus delbrueckii ssp.
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bulgaricus, e que fornece uma melhor assimilagdo, pelo organismo, de certos

componentes, principalmente a lactose e proteinas (BRANDAO, 1995).

O iogurte constitui uma rica fonte de proteinas, calcio, fésforo, vitaminas e
carboidratos. O consumo deste produto esta relacionado a imagem positiva de
alimento saudavel e nutritivo, associado a suas propriedades sensoriais (TEIXEIRA
et alii, 2000). Esse consumo também pode ser atribuido a preocupacao crescente
das pessoas em consumirem produtos naturais, e os beneficios que o iogurte traz ao
organismo, tais como: facilitar a acdo das proteinas e enzimas digestivas no
organismo humano, facilitar a absor¢do de calcio, fésforo e ferro, ser fonte de
galactose — importante na sintese de tecidos nervosos e cerebrosideos em criangas,

bem como ser uma forma indireta de se consumir leite (FERREIRA et alii, 2001).

Além disso, devido a agao metabdlica das bactérias sobre os componentes do
leite, estes sao transformados em substidncias mais simples, podendo ser
consumidos por pessoas que, devido a deficiéncia da enzima lactase em seu
organismo, ndo toleram a lactose presente no leite (SALADO & ANDRADE, 1989).
Para Kleinmam (1990), é possivel os individuos aumentarem sua tolerancia a
produtos lacteos por ingestao de produtos fermentados como o iogurte, devido ao

fato do teor de lactose ser menor.

A lactose ingerida no iogurte € mais efetivamente digerida que a lactose do
leite, ainda que o iogurte tenha quantidade equivalente em lactose. Este fato é
atribuido a hidrdlise intestinal, pela acdo da B-galactosidase microbiana dos
organismos presentes no iogurte, durante a passagem no trato gastrointestinal (LIN,
SAVIANO & HARLANDER, 1991). A lactose presente no iogurte € mais facilmente
digerivel, pois cerca de 50% de sua concentracdo original ja foi hidrolisada durante a
fermentacdo, e as células bacterianas, durante o processo de metabolismo do
organismo humano, sob condigdes gastricas, sofrem ‘“lise”, liberando a lactase
(BRANDAO, 1995).

Existem hoje no mercado varios tipos de iogurte classificados de acordo com
o processo de elaboragdo, adigdo de ingredientes, composi¢cdo, consisténcia e
textura. Séo eles (BRANDAO, 1987; TAMIME & DEETH, 1980):
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* logurte tradicional (set yogurt): no qual o processo de fermentagao ocorre
dentro da propria embalagem, ndo sofre homogeneizacdo e o resultado é um

produto firme, mais ou menos consistente;

* logurte batido (stirred yogurt): o processo de fermentagdo ocorre em

fermentadeiras ou incubadoras com posterior quebra do coagulo;

* logurte liquido (fluid yogurt): o processo de fermentacdo é realizado em
tanques; €& comercializado em embalagens plasticas tipo garrafa ou do tipo

cartonadas.

As propriedades fisicas do iogurte, como consisténcia/viscosidade do
coagulo, sdo de grande importancia, pois quanto maior o conteudo em solidos da
mistura destinada a elaboragdo do iogurte, maior a consisténcia e viscosidade do
produto final. A pratica utilizada nas industrias € a adicdo de leite em p6 (integral,
semi-desnatado ou desnatado), com o objetivo de alcangar a concentragdo de
sélidos necessaria para a melhor consisténcia do iogurte (TAMIME & ROBINSON,
1991).

Atualmente, a industria de iogurte estd mais centrada no iogurte batido, pois
este permite aos produtores adicionar estabilizantes para prevenir a sinérese
durante a vida de prateleira (LUCEY & SINGH, 1998).

O iogurte € um derivado do leite que apresenta uma das melhores margens
de rentabilidade para o fabricante de produtos lacteos, devido ao fato de ndo passar
por nenhum processo de concentragdo, ou seja, comega com um volume de
mateéria-prima e termina com o0 mesmo volume ou até um pouco mais, ja que alguns
ingredientes como polpas de frutas sdo acrescentados. Seu mercado, em suas
diversas categorias, vem demonstrando grande potencial de crescimento nos
ultimos anos (SANTOS, 1998).

No Brasil, o aumento do consumo de iogurte comecou em 1970 e continuou
com uma taxa excepcional de crescimento devido aos mais variados produtos
disponiveis comercialmente, tais como iogurte congelado (frozen), o liquido e em
forma de bebidas (BRANDAO, 1987).
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2.1.2 Etapas do processo tradicional de fabricagao do iogurte

A seguir uma descricdo breve da elaboragdo do iogurte sera apresentada,
envolvendo aspectos que vao desde a matéria-prima até o produto final. Tal
descrigcdo esta baseada nos trabalhos de Lobato (2000), Deeth & Tamime (1981),
Brandao (1985) e Tamime & Robinson (1991).

2.1.2.1 Preparo da matéria-prima

O leite utilizado para fabricagao de iogurte deve apresentar boa qualidade ser
higienicamente produzido e manipulado, de composi¢cédo fisico-quimica normal,
isento de antibidticos e preservativos e ndo deve ser utilizado congelado, a fim de

evitar defeitos na textura do produto.

Para a fabricagdo de um produto mais consistente, deve-se aumentar a

mateéria seca do leite pela adigao de 2 a 4% de leite em po.

No caso de utilizar agucar, este deve ser adicionado ao leite antes do

aquecimento, normalmente de 8 a 12%.

2.1.2.2 Tratamento térmico da matéria prima

Esse tratamento tem como objetivo destruir os microrganismos patogénicos e
outros que possam competir com as culturas do iogurte, além de promover a
desnaturagdo das proteinas do soro que reduz a contragdo do coagulo da caseina
do iogurte, diminuindo, consequentemente, a sinérese. O tratamento térmico
estimula o inicio do crescimento da cultura lactica por redugdo do conteudo de
oxigénio do leite, além disso, influi sobre 0 aumento da viscosidade do iogurte e na
obtenc&o de uma boa textura (VARNAN & SUTHERLAND, 1994).

No aquecimento devem ser rigorosamente observados a temperatura e o
tempo em que o leite deve permanecer. As condigdes recomendadas sao: 95°C por

um minuto e meio; 90°C por trés minutos e meio; 85°C por oito minutos e meio ou
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80°C por 30 minutos. O aquecimento mais indicado é por meio de banho-maria ou

tanques de parede dupla (encamisados).

2.1.2.3 Abaixamento da temperatura

Apos aquecimento do leite, deve-se resfria-lo a temperatura de 42 - 43°C. Isso
pode ser feito pela substituicdo da agua quente do banho-maria por agua fria. Para
nao haver contaminacdo nessa fase, o recipiente do leite deve estar sempre

fechado, sendo controlado por termopares.

2.1.2.4 Inoculagao do fermento

Apobs o leite ser resfriado (42 - 43°C) adiciona-se de 1 a 2% de fermento
lactico preparado previamente, para ativagao das culturas. A cultura mae deve ser
homogeneizada, de forma que todos os grumos sejam quebrados. Apos a adigéo de
culturas no leite, o conjunto deve ser novamente homogeneizado por cerca de 2
minutos e o leite deve permanecer em completo repouso por aproximadamente
quatro horas, a uma temperatura de 41 a 45°C. Ao final da fermentacao, o coagulo
deve apresentar pH entre 4,5 e 4,7 e uma concentracao de acido lactico de 0,9%; o

gel deve ser liso, brilhante, sem desprendimento de soro ou gases.

A cultura lactica deve ser adicionada, somente em leite previamente

esterilizado.

2.1.2.5 Resfriamento

O resfriamento € uma etapa critica na producao de iogurte e é realizado logo
apos o produto ter atingido o grau de acidez desejado na fermentagdo. Como a
elaboragcdo do iogurte € um processo bioldgico, torna-se necessario o uso da
refrigeragao para reduzir a atividade metabdlica da cultura, controlando deste modo

a acidez do iogurte.
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E recomendado que se faca em duas etapas, para evitar o choque térmico,
que provoca um encolhimento da massa e danos ao coagulo, pois o resfriamento
muito rapido pode provocar a separagao de soro no iogurte (TAMIME & DEETH,
1980).

A primeira etapa consiste em abaixar a temperatura a 18 - 20°C em, no
maximo, 30 minutos, o que pode ser feito com agua a temperatura ambiente. No
caso do iogurte batido, pode-se fazer, nessa temperatura, a adigdo de ingredientes
tais como: frutas, corantes, cereais, mel, etc., que devem ser homogeneizados na

massa.

Na segunda etapa, a redugao da temperatura da massa deve atingir a
temperatura de 10°C. O aparecimento do sabor caracteristico do iogurte ocorre
durante as 12 horas posteriores ao resfriamento, proporcionando as caracteristicas

finais de um bom iogurte.

O préximo passo sera a quebra da coalhada com agitagao, visando obter uma
massa de textura homogénea. Segundo Rasic & Kurman (1978), a agitagdo deve
ocorrer preferivelmente a temperaturas menores que 40°C para se obter um coagulo
consistente durante o armazenamento. A agitacdo feita a altas temperaturas
(exemplo: logo apds o término da fermentagdo) resulta no aparecimento de
particulas do coagulo e separagdo do soro devido a destruigdo irreversivel da

estrutura gel.

2.1.2.6 Envase e armazenamento

No caso do iogurte batido, a fermentacao é feita em um tanque com posterior
embalagem, no qual é envasado depois de resfriado e mantido sob refrigeragao por

um periodo superior a 24 horas antes de ser comercializado.

A embalagem deve seguir alguns critérios como: ser impermeavel aos
sabores, corantes, odores do ambiente, oxigénio e contaminagdes externas; resistir
a acidez do iogurte, a umidade, golpes mecanicos a que o produto é sujeito durante

o transporte e armazenamento e ndo permitir exposi¢cdo do produto a luz. Uma boa
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opgao para produgcdo em pequena escala € a embalagem de polietileno

termoformada que apresenta também facilidade para o fechamento térmico.

A temperatura de armazenamento deve ser de 2 a 5°C para conservar e
melhorar a consisténcia do iogurte, que deve ser consumido a temperatura de 10 a

12°C, na qual o sabor torna-se mais apreciavel.

2.1.3 Processo de fermentacéao

Durante o processo de fermentagao ocorre a produg¢ao de acido lactico como
produto principal e a produgao de pequenas quantidades de outros subprodutos que
influenciam profundamente nas caracteristicas organolépticas do iogurte. O
acetaldeido é produzido em maiores quantidades seguido por acetona, 2 - butanona,
diacetil e acetoina. O acido lactico resultante da fermentagcdo contribui para a
desestabilizagdo da micela de caseina, provocando sua coagulagdo no ponto
isoelétrico (pH 4,6 - 4,7) e conduzindo a formagao de um gel, o iogurte. Além disso,
a fermentagédo lactica beneficia o valor nutricional do produto final (RASIC &
KURMAN, 1978; TAMIME & ROBINSON, 1991).

A etapa de fermentagdo pode ser realizada na prépria embalagem de
comercializagdo para a produgédo do iogurte firme ou em tanques para a produgéo
do iogurte batido. No entanto, independente do tipo de iogurte a ser fabricado, as
reacgdes bioquimicas responsaveis pela formagao do gel/coagulo sdo exatamente as
mesmas. As unicas diferencas existentes entre o iogurte firme e o batido sdo as
propriedades reoldgicas do coagulo (TAMIME & ROBINSON, 1991).

Para um bom desenvolvimento do processo de fermentacdo do leite, as
culturas devem ser resistentes a degradacdo, apresentar um poder acidificante
meédio, capacidade de desenvolvimento em simbiose e de produzirem substancias

responsaveis pela viscosidade, sabor e aroma do iogurte (TAMIME & DEETH, 1980).
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2.1.3.1 Tipos de culturas utilizadas no processo de fermentacao

2.1.3.1.1 Cultura tradicional

As bactérias lacticas tradicionais na fabricagdo de iogurtes sdo Streptococcus
salivarius ssp. thermophilus — cocos unidos, geralmente em cadeias curtas e
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus — bastonetes unidos em cadeias longas -
utilizam a lactose como substrato energético com liberagdo de acido lactico. Ambos
microrganismos sao termofilicos e homofermentativos. O crescimento associado
destas duas culturas resulta em menor tempo de coagulacdo do leite, maior
producao de acido lactico e um maior desenvolvimento de sabor e aroma no iogurte.
S. thermophilus € muito menos acidificante que o L. bulgaricus (TAMIME & DEETH,
1980; SABOYA, OETTERER & OLIVEIRA, 1997).

A atividade proteolitica dos bacilos promove a liberagdo de pequenos
peptideos e aminoacidos, especialmente valina, que favorecem o crescimento dos
cocos. Similarmente, o desenvolvimento dos cocos estimula o crescimento dos
bacilos devido a produgdo de &acido férmico, gas carbbnico e a reducdo da
quantidade de oxigénio disponivel no meio (WALSTRA et alii, 2001; SHAH, 2001;
TAMIME & DEETH, 1980).

De acordo com Tamime & Deeth (1980) e Tamime & Robinson (1999), a
relagdo 6tima entre cocos e bacilos para o desenvolvimento do sabor e aroma
caracteristicos do produto € dependente das propriedades das cepas utilizadas e é
de aproximadamente 1:1. Este balanco adequado da cultura é importante para a
obtencdo de um iogurte com boas caracteristicas organolépticas relativas ao sabor,

aroma e textura.

A predominancia de qualquer uma das espécies pode acarretar em defeitos
para o produto final. Os principais fatores que podem afetar o balango adequado
entre os dois microrganismos sdo o tempo e a temperatura de incubagdo e a
porcentagem de in6culo. Por exemplo, um tempo menor de incubagao resultaria em
um produto com maior propor¢ao de cocos e com um sabor fraco. Por outro lado, um

tempo maior de incubacdo ou um resfriamento inadequado favoreceria a
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predominancia de bacilos resultando num produto com sabor amargo (WALSTRA et
alii, 1999).

A temperatura 6tima de crescimento do S. thermophilus situa-se entre 40 -
45°C, atingindo um minimo a 20°C e um maximo a 50°C. Para o L. bulgaricus, a
temperatura 6tima de crescimento situa-se entre 40 - 43°C, atingindo um minimo a
22°C e um maximo a 52,5°C. Quando ocorre uma associagao entre S. thermophilus
e L. bulgaricus a temperatura 6tima de crescimento fica entre 40 - 45°C e a
coagulagao pode demorar mais que quatro horas, dependendo da porcentagem de
in6culo adicionada. Apds o iogurte ter atingindo o pH desejavel (geralmente pH 4,6),
o gel é resfriado a temperatura menor que 10°C. O pH final da maioria dos iogurtes
varia entre 4,6 - 4,0 (LUCEY & SINGH, 1998).

As bactérias tradicionais utilizadas na fermentacdo de iogurtes, S.
thermophilus e L. bulgaricus, nao pertencem a flora intestinal, ndo sao resistentes a
bile e consequentemente ndo sobrevivem a passagem através do trato
gastrointestinal, portanto n&o s&o consideradas como probioticas. No entanto, essas
bactérias possuem efeitos positivos como acdo inibidora contra bactérias
patogénicas no trato gastrointestinal e melhoramento da digestdo da lactose devido
a presenca de enzima B-galactosidade nas células das bactérias tradicionais de
iogurte (LOURENS-HATTINGH & VILJOEN, 2001).

2.1.3.1.2 Cultura probidtica

Recentemente, os iogurtes tém sido reformulados para incluir linhagens vivas
de L. acidophilus e espécies de Bifidobacterium além dos organismos da cultura
tradicional de iogurte S. thermophilus e L. bulgaricus. Assim, o bio-iogurte é o iogurte
que contém microrganismos probidticos vivos que proporcionam o aumento dos
efeitos benéficos a saude do hospedeiro (LOURENS-HATTINGH & VILJOEN, 2001;
SHAH, 2001; VINDEROLA, BAILO & REINHEIMER, 2000).

As bifidobactérias sdo habitantes naturais do intestino humano e animal. Sua
populacdo € influenciada pela idade, dieta, antibidticos, estresse entre outros
fatores. As bifidobactérias sdo bastonetes, gram-positivas, anaerdbias, possuem

formato de Y e requerem nutrientes especiais, o que dificulta seu isolamento e
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crescimento em laboratérios. Todas as espécies de bifidus fermentam a lactose e
crescem bem em leite. Sua temperatura de crescimento situa-se entre 20°C a 46°C
e morrem a 60°C. O pH étimo é de 6,5 - 7,0 e ndo ha crescimento em pH < 5,1 ou
pH > 8,0 (ARUNACHALAM, 1999).

Em humanos, as bifidobactérias sdo consideradas benéficas por produzirem
acido lactico, acético e pequena quantidade de acido férmico, diminuindo o pH do
coélon e inibindo a proliferagao de patégenos (HUGHES & HOOVER, 1991; IBRAHIM
& BEZKOROVAINY, 1994).

Os L. acidophilus sao bactérias gram-positivas, catalase negativas,
anaerobias a microaerodfilas, homofermentativas e possuem formato de bastonetes.
Sao residentes naturais do intestino humano e de animais. Os L. acidophilus séao
fracos formadores de acidos, e por esta razdo, sao especialmente utilizados em
iogurtes suaves. Crescem em temperatura entre 20 a 48°C, sendo a temperatura
o6tima de crescimento 37°C (FRANCO, LANDGRAF & DESTRO, 1996). Os
lactobacilos contribuem com o sabor e aroma em alimentos fermentados, produzindo
varios compostos volateis, como o diacetil e seus derivados (SILVA & STAMFORD,
2000).

Nao esta estabelecida a quantidade 6tima de consumo de produtos contendo
bactérias probidticas necessarias para promover beneficios nutricionais aos
consumidores (GILLILAND et alii, 2002). Vinderola & Reinheimer (2000) sugerem
niveis acima de 10" UFC por grama ou mililitros do produto para serem garantidos
efeitos funcionais fisioldgicos. Outros autores preconizam numero minimo de células
viaveis de 10° UFC.g" (SHAH et alii, 1995; SAMONA & ROBINSON, 1991).
Possivelmente essas contagens sejam ainda efetivas no caso de produtos lacteos
consumidos com frequéncia regular (VINDEROLA & REINHEIMER, 2000).

Segundo os Padrdes de Identidade e Qualidade (PIQ) de Leites Fermentados,
da Resolugdo N° 5, de 13 de novembro de 2000, estabelece que em iogurtes a
contagem total de bactérias lacticas viaveis deve ser no minimo de 10" UFC/mL no
produto final, durante todo o prazo de validade e, no caso em que mencione(m) o
uso de Bifidobactérias, a contagem sera de 10° UFC/mL (BRASIL, 2000). Em
relacdo aos probidticos, o produto deve constar a quantidade dos microrganismos
viaveis que garanta a acdo alegada dentro do prazo de validade do produto
(AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2002).
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Diversos fatores afetam o crescimento e a viabilidade das bactérias
probidticas no produto. Entre eles pode-se destacar o acido e peréxido de hidrogénio
produzidos pela bactéria do iogurte, o pH, o aumento da acidez durante
armazenamento, a temperatura de armazenamento, a presenca de conservantes e
de outros microrganismos, a concentracdo de oxigénio contida no produto e
permeabilidade do oxigénio através da embalagem e a disponibilidade de fatores de
crescimento (DAVE & SHAH, 1998; GUEIMONDE et alii, 2004).

Do ponto de vista econdmico/comercial, ndo é viavel fermentar o leite usando
apenas microrganismos probidticos devido ao maior tempo de fermentagéo
requerido para reduzir o pH do leite para 4,6 e também ao sabor desagradavel
provocado por algumas linhagens de bactérias probidticas. Atualmente, os
microrganismos da cultura tradicional de iogurte (S. thermophilus e L. bulgaricus)
sdo empregados em combinagdo com as bactérias probidticas para reduzir o tempo
de fermentacao e melhorar o sabor, corpo e textura do produto final (DAVE & SHAH,
1997b).

Segundo Lourens-Hatting & Viljoen (2001), Kailasapathy & Rybka (1997) e
Arunachalam (1999), 400 a 500g por semana de iogurte probiético contendo no
minimo 10° UFC/mL devem ser consumidos regularmente para transferir ao

consumidor efeito probidtico.

2.1.4 Pés-acidificacao

Durante o armazenamento do iogurte, observam-se alteragcbes na sua
qualidade. A atividade metabdlica das bactérias lacticas do iogurte € reduzida
durante o resfriamento. No entanto, o produto final pode sofrer uma pds-acidificagao
que é o decréscimo do pH durante o armazenamento refrigerado devido a atividade
metabdlica persistente da bactéria lactica. A pds-acidificagdo € mais intensa nos
primeiros sete dias de fabricagdo do iogurte devido ao consumo de lactose,
producdo de acido lactico e a alta atividade metabdlica da bactéria a pH mais
elevados (BEAL et alii, 1999).

A intensidade da pds-acidificagdo em iogurtes depende da capacidade de

acidificacao das culturas, da etapa de fermentacdo nos tanques, do resfriamento, da
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temperatura de armazenamento e do valor inicial do pH. Uma pés-acidificacdo
intensa pode afetar a viabilidade das bactérias lacticas, principalmente das bactérias
probidticas Bifidobacterium sp. e L. acidophilus (SHAH & RAVULA, 2000).

De acordo com Lourens-Hatting & Viljoen (2001), uma excessiva poés-
acidificagao ocorre, principalmente, devido o crescimento incontrolavel de L.
bulgaricus nas temperaturas de refrigeragdo e aos baixos valores de pH. A pos-
acidificagdo pode ser prevenida através do controle do pH (> 5), da aplicagdo de
choque térmico (58°C/5 minutos) no iogurte, da aplicagdo de Boas Praticas de
Fabricacdo (BPF) e da utilizagcdo de culturas que possuam um comportamento
reduzido de pds-acidificagdo como a cultura probidtica composta por L. acidophilus e
Bifidobacterium sp. juntamente com S. thermophilus. Além disso, a diminuicdo da
temperatura de armazenamento (< 4°C) e o aumento da capacidade tamponante do
iogurte obtido através da adigao de concentrado protéico de soro também previne a
pos-acidificagao do iogurte (KAILASAPATHY & RYBKA,1997).

2.2 Probidticos

A palavra “probiotico” deriva do grego e significa “para a vida” (LOURENS-
HATTINGH & VILJOEN, 2001). Embora o termo e a definicdo precisa de probiotico
tenham origem nos anos 90, o interesse por microrganismos potencialmente
benéficos a saude é de tempos remotos (SCHREZENMEIR & VRESE, 2001). Em
1910, Metchnikoff foi o primeiro a colocar a idéia de que o consumo regular de leites
fermentados oferecia beneficios a saude. Na mesma época, 1899, Tissier isolou
bifidobactérias a partir das fezes de um recém-nascido e verificou que elas eram o
componente predominante da flora intestinal de humanos (LOURENS-HATTINGH &
VILJOEN, 2001).

O termo probiodtico foi introduzido por Lilly & Stillwell em 1965 para descrever
“substancias secretadas por um microrganismo, o qual estimula o crescimento do
outro” (SUSKOVIC et alii, 2001). Contudo, o termo probiético foi redefinido por Fuller
(1989) como um “suplemento alimentar composto de células microbianas vivas, as
quais tém efeitos benéficos para o hospedeiro, por melhorar ou manter o equilibrio

microbiano no intestino”.
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Segundo o Regulamento Técnico de Substancias Bioativas e Probidticos
Isolados com Alegacao de Propriedades Funcionais e/ou de Saude, Resolugdo RDC
n° 2, de janeiro de 2002, entende-se por probidticos os microrganismos vivos
capazes de melhorar o equilibrio microbiano intestinal produzindo efeitos benéficos a
saude do individuo (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2002).

Esses microrganismos, notadamente algumas variedades de lactobacilos e
bifidobactérias, fermentam a lactose, produzindo acido lactico. Eles tém a
capacidade de manterem-se vivos no produto fermentado e sobreviverem a
passagem pelo trato gastrointestinal, fixando-se no intestino e trazendo melhorias no
balango da flora microbiana de individuos que consumam periodicamente esses
produtos (BEHRENS, ROIG & SILVA, 2000).

O critério de selegao e avaliagdo dos microrganismos probidticos foi resultado
das pesquisas institucionais e de universidades com as industrias de alimentos. As
linhagens de bactérias para se classificarem como probidticas devem apresentar as
seguintes propriedades (SUSKOVIC et alii, 2001):

* Possuir identificacdo taxondmica exata;

» Ser um habitante normal das espécies alvo: origem humana para probidticos

humanos;
* Nao ser toxica e patogénica;
» Ser geneticamente estavel,

» Capacidade de sobreviver, proliferar e estimular a atividade metabdlica no

trato gastrointestinal;
* Possuir caracteristicas de aderéncia e colonizacio;

 Caracteristicas desejaveis de viabilidade durante preparagado, estocagem e

consumo da cultura;

« Viabilidade populacional elevada, apresentando em torno de 10° - 10°

bactérias por grama de produto;

* Producéo de substancias antimicrobianas, incluindo bacteriocinas, peroxido

de hidrogénio e acidos organicos;

* Antagonista a patdgenos;
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» Capacidade de competir com a microbiota normal, ou espécie especifica, ser

potencialmente resistente a bacteriocinas, acidos e outras substancias

antimicrobianas produzidas pela microbiota residente;
* Resisténcia ao suco gastrico e a bile;

* Propriedade imunoestimulatéria;

» Capaz de exercer efeitos benéficos a saude (documentados e validados

clinicamente);
» Favoravel ao processo de producgado: crescimento adequado, recuperacao,

concentragao, congelamento, desidratacao, estocagem e distribuicao;
* Fornecer qualidades organolépticas desejaveis.
Na Tabela 1 estao listados exemplos de microrganismos probioticos.
Tabela 1 - Exemplos de microrganismos comumente descritos como possuidores de

caracteristicas probiodticas.

Lactobacillus Bifidobacterium Streptococcus
L. acidophillus B. longum S. thermophilus
L. casei B. bifidum
L. johnsonii B. lactis
L. fermentum B. breve
L. plantarum B. infantis
L. lactis

L. rhamnosus
L. gasseri
L. reuteri

L. salivarius

Fonte: Kopp-Hoolihan (2001).
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2.3 Prebiodticos

O termo prebidtico € definido como um ingrediente alimentar ndo digerivel
pela maioria dos microrganismos do intestino, e que afeta beneficamente o
hospedeiro, pelo estimulo seletivo do crescimento e/ou atividade de apenas um ou
de um numero limitado de bactérias no célon (GIBSON & ROBERFROID, 1995).

Para um ingrediente alimentar ser classificado como um prebidtico é
necessario (FOOKS, FULLER & GIBSON, 1999):

 Nao sofrer hidrélise e nem ser absorvido na parte superior do trato

gastrointestinal,

« Ser um substrato seletivo para um numero limitado de bactérias
potencialmente benéficas do cdlon, que sdo estimuladas para crescerem e

desenvolverem atividades metabdlicas;

 Ser capaz de promover uma biota intestinal saudavel e, como consequéncia,

induzir efeitos no lumen que beneficiem o hospedeiro.

Como exemplo de substancias prebidticas pode-se citar alguns
oligossacarideos como a lactulose, lactitol, lactosacarose, rafinose,
frutooligossacarideos (FOS), e polissacarideos como a inulina € o amido resistente
(CONWAY, 2001).

Entre os oligossacarideos de ocorréncia natural, os frutooligossacarideos
(FOS) sao os principais compostos reconhecidos e utilizados em alimentos aos
quais atribuem-se propriedades prebidticas (NITSCHKE, 2002). Dependendo do
comprimento da cadeia, definida pelo numero de unidades de monossacarideos e
também chamada grau de polimerizagdo (DP), os FOS podem ser chamados de
oligofrutoses (DP < 10, DP média = 4,8) ou inulina (DP 2 - 60, média = 12) (GIBSON
& ROBERFROID, 1995; NINESS, 1999).

Muitos alimentos possuem naturalmente FOS em sua composi¢gdo, como

pode ser observado na Tabela 2.
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Tabela 2 - Ocorréncia natural de frutooligossacarideos (FOS) em alimentos.

Alimento Inulina (%) Oligofutose (%)
Cebolas 2-6 2-6
Chicoria (raizes) 15-20 5-10
Aspargos 1-30 1-20
Alho 9-16 3-6
Banana 0,3-0,7 0,3-0,7
Trigo 1-4 1-4
Centeio 0,5-1,0 0,5-1,0
Cevada 0,5-1,5 0,5-15
Alho-poré 3-10 25-8,0

Fonte: Roberfroid (1993) e Gibson, Willis & Van Loo (1994).

Os prebidticos ndo somente proporcionam aumento potencial do numero de
bactérias benéficas no intestino grosso de humanos, predominantemente os
lactobacilos e as bifidobactérias, mas também aumentam sua atividade metabdlica

através do fornecimento de substrato fermentavel (BIELECKA et alii, 2002).

2.3.1 Inulina

A inulina foi descoberta por Rose em 1804 (GIBSON, WILLIS & VAN LOO,
1994). Em meados do século XIX a rota bioquimica foi elucidada, entretanto suas
propriedades de resisténcia a digestado s6 foram descobertas no inicio do século XX.
Mais recentemente € que foram descritas as propriedades benéficas a saude deste
tipo de carboidrato e consequentemente a producado industrial despertou maior
interesse (NITSCHKE & UMBELINO, 2002).

A inulina é um carboidrato do grupo de polissacarideos chamados frutanas. E
composto por uma cadeia principal de unidades de frutose com uma unidade de
glicose terminal, conforme mostra a Figura 1. A férmula pode ser descrita como
GFn, onde G representa a molécula de glicose, F a molécula de frutose € n o
numero de unidades de frutose (ROBERFROID, 1993).
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Figura 1 - Estrutura quimica da inulina.

Os frutooligossacarideos sao definidos como polimeros de D-frutose,
terminando com uma molécula de glicose, e desta forma a inulina pode ser
classificada como um frutooligossacarideo (FOS) (MARCHETTI, 1993).

A dose diaria aceitavel para inulina é estabelecida em 40 gramas. N&o
existem evidéncias de toxicidade ou disturbios gastrointestinais associados ao
consumo de inulina. A média diaria de consumo per capita varia de 1 a 10 gramas

em populacdes da parte ocidental dos EUA e da Europa (VAN LOO et alii, 1995).
As propriedades nutricionais e aplicagdes da inulina compreendem:

e ApOs a ingestado, a inulina ndo € quebrada no sistema digestivo humano, nao
resultando, portanto em contribuigdo calérica neste processo. Apenas a nivel
de cdélon ocorre a degradacdo de inulina por fermentagdo de bactérias, e
consequentemente ocorre uma baixa contribuicdo caldrica indireta em niveis
de 1,0 a 1,5 kcal/g inulina (ROBERFROID, GIBSON & DELZENNE, 1993).
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A inulina afeta os parametros fisiologicos do sistema digestivo, como
esvaziamento gastrico, tempo de transito, pH, e massa fecal de forma similar
as fibras dietéticas. Em funcdo do efeito benéfico no sistema digestivo a
inulina é considerada um "alimento funcional" (ROBERFROID, GIBSON &
DELZENNE, 1993).

e A ingestdo de inulina resulta em um significativo incremento dos beneficios
das bifidobactérias. A flora bifidus estimula o sistema imunolégico, a absorgao
de minerais, e inibe o crescimento de bactérias nocivas ao organismo
(ROBERFROID, VAN LOO & GIBSON, 1998).

e Recentes pesquisas em nutricdo mostraram resultados interessantes com
relacdo a absorgéo de calcio e prevencao de cancer de célon (COUSSEMET
& FRANCK, 1998).

e Devido as cadeias mais longas, a inulina possui a capacidade de formar
microcristais quando misturada com &gua e leite. Estes microcristais
interagem entre si para formar uma mistura cremosa e macia promovendo a
sensacao de presencga de gordura. A inulina tem sido utilizada com sucesso
como substituta da gordura em recheios prontos, sobremesas congeladas e
molhos (NINESS, 1999).

e A inulina é adicionada em barras de cereais, biscoitos, bolos e cereais
matinais para aumentar o teor de fibra dietética e na formulagéo de alimentos
prebiéticos como bebidas lacticas funcionais ou simbidticas no caso de
iogurtes (NITSCHKE, 2002).

A inulina é metabolizada da mesma maneira que as fibras e mostra os efeitos
das mesmas quando ingerida. Por alguns de seus efeitos, a inulina pode ser

comparada a outras fibras soltveis, como as pectinas (CANDIDO, 1995).

2.4 Simbioticos

O termo simbidtico é utilizado quando o ingrediente alimentar contém tanto os
probidticos quanto os prebidticos que afetam o hospedeiro de maneira benéfica
(SCHREZENMEIR & VRESE, 2001).
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Bactérias bifidas constituem um problema como culturas probiéticas, pois sao
dificeis de serem isoladas e manipuladas, uma vez que sdo anaerébias. Quando
isoladas, ndo toleram bem ambiente acido, sendo, portanto, dificeis de serem
carreadas em produtos lacteos fermentados, considerados os carreadores
universais de bactérias lacteas. Uma alternativa para o aumento de bactérias bifidas
no trato gastrointestinal € o emprego de prebioticos (FERREIRA & TESHIMA, 2000).

A interacdo entre o probidtico e prebidtico in vivo pode ser favorecida por uma
adaptacao do probidtico através do consumo de prebidtico. Isto deve resultar em
uma vantagem competitiva para o probiético se este for consumido juntamente com
o prebidtico (PUUPONEN-PIMIA et alii, 2002).

2.5 Efeitos fisioldégicos dos probiéticos e prebiéticos

O consumo regular de prebidticos e probiéticos pode ser empregado na
profilaxia e tratamento de uma série de condi¢cdes patoldgicas, a maior parte na
esfera da gastroenterologia (MARTEAU et alii, 2001; CHERMESH & ELIAKIM,
2006).

Existem evidéncias de beneficios relacionados ao consumo de prebidticos e
probioticos que estdo em fase de estudo por diversos grupos de pesquisa. Séo eles:
1) redugédo de infecgcdo por Helicobacter pylori, que estd associado a gastrites e
ulceras pépticas (CRUCHET et alii, 2003; MARTEAU et alii, 2001); 2) reducao de
sintomas de alergias alimentares (SALMINEN, OUWEHAND & ISOLAURI, 1998); 3)
regularizacdo da fungdo intestinal, combatendo a obstipacdo intestinal
(ARUNACHALAM, 1999; MARTEAU & BOUTRON-RUALT, 2002); 4) atenuagéo da
sindrome do intestino irritdvel e doenga de Crohn (MARTEAU et alii, 2001;
SALMINEN, OUWEHAND & ISOLAURI, 1998); 5) eliminacdo dos sintomas da
intolerancia a lactose (LOURENS-HATTINGH & VILJOEN, 2001; SALMINEN,
OUWEHAND & ISOLAURI, 1998; SCHEINBACH, 1998; VRESE et alii, 2001); 6)
efeitos benéficos no metabolismo mineral, particularmente na densidade e
estabilidade 6ssea (ARUNACHALAM, 1999; ROBERFROID, 2000; ANDERSON et
alii, 2001; SCHOLZ-AHRENS et alii, 2001); 7) prevengdo do céancer de colon e
outros tipos de cancer (ARUNACHALAM, 1999; MARTEAU et alii, 2001; SALMINEN,
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OUWEHAND & ISOLAURI, 1998); 8) redugao do colesterol e concentracdo de
triglicerideos plasmaticos (ARUNACHALAM, 1999; LOURENS-HATTINGH &
VILJOEN, 2001; SCHEINBACH, 1998; SCHREZENMEIR & VRESE, 2001); 9)
resisténcia a infecgbes do trato urogenital (ARUNACHALAM, 1999; REID, 2001) e

outros.

Segundo Schrezenmeir & Vrese (2001), os beneficios a saude que estdo bem
estabelecidos pela literatura atualmente s&o: 1) diminuigdo da frequéncia e duragéo
da diarréia associada ao uso de antibidticos (Clostridium dificile), infeccdo por
rotavirus, quimioterapia, e, em menor grau, diarréia do viajante; 2) estimulagao
humoral e imunidade celular; e 3) diminuicdo de metabdlitos desfavoraveis como

amoOnia e enzimas pro-carcinogénicas do colon.

2.5.1 Alivio da intolerancia a lactose

A intolerdncia a lactose € causada pela falta ou atividade insuficiente da
enzima lactase no intestino humano. A auséncia dessa enzima faz com que o
individuo sofra uma série de desconfortos abdominais. L. acidophilus e
bifidobactérias produzem B-galactosidase, a qual hidrolisa a lactose, melhorando a
intolerancia a esse agucar (KAILASAPATHY & RYBKA,1997; BEHRENS, ROIG &
SILVA, 2000; LOURENS-HATTINGH & VILJOEN, 2001).

Lactases sao enzimas intestinais que possuem um importante papel na
digestdao da lactose. Elas catalisam a hidrélise do dissacarideo lactose em seus
monossacarideos glicose e galactose antes da sua absorcdo (LIM et alii, 1995). A
atividade da lactase € maior no recém-nascido e diminui durante a infancia e

adolescéncia, atingindo baixos indices em adulto (RENNER, 1997).

A deficiéncia de lactase significa que a concentragdo da enzima J-
galactosidase, que é responsavel pela quebra da lactose, € muito pequena na
mucosa do intestino delgado. Como resultado, a lactose ndo é quebrada e o
aumento de sua concentragdo dentro do intestino conduz a um aumento da presséao
osmotica causando sintomas como pressao abdominal, flatuléncia, célica e diarréia
(RENNER, 1997). A frequéncia desses sintomas depende primeiramente da

quantidade de lactose ingerida, da sensibilidade do individuo, do tempo de transito
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gastrointestinal e da microbiota contida no intestino grosso. O mecanismo pelo qual
a lactose nao digerida ou ndo absorvida causa os sintomas de intolerancia a lactose
ainda néo esta claro. A secre¢do de agua no intestino delgado, a dilatagao e transito
acelerado através do intestino delgado, a desordem dos movimentos peristalticos e
a absorg¢ao de agua no coélon causada por produtos fermentados da lactose devem
ser a causa da diarréia. Flatuléncia e inchago s&o provavelmente consequéncias da
producdo de acidos, hidrogénio, diéxido de carbono e metano a partir da
fermentacao da lactose (VRESE, 2001).

A enzima responsavel pela hidrélise da lactose (B-galactosidase) contida nas
células das bactérias lacticas do iogurte substitui a escassez de B-galactosidase na
mucosa do intestino delgado em individuos intolerantes a lactose (BURTON &
TANNOCK,1997). As bactérias probidticas melhoram a digestdo da lactose em
menor grau que as culturas tradicionais de iogurte. A falta de uma relagéo entre a
ma digestao da lactose com a incidéncia dos sintomas da intolerancia indicam que a
bactéria probidtica atua através da prevengcdo dos sintomas causados pela
intolerancia no intestino grosso e/ou melhora a digestdo da lactose no intestino
delgado (VRESE, 2001).

Segundo Arunachalam (1999), o iogurte € uma excelente alternativa para o
tratamento de intolerancia a lactose e bilhdes de pessoas em todo mundo, que nao
digerem a lactose, podem se beneficiar com o consumo desse simples alimento

tradicional.

2.6 Caseinato de calcio

O caseinato é uma proteina obtida a partir da proteina lactea e junto com a
lactoalbumina do soro sao proteinas de alto valor biolégico. A caseina €
transformada em sais de calcio ou sbédio, para aumentar sua solubilidade e
assimilagao organica, sendo denominada a partir dai como caseinato de calcio ou de
sédio (TADINI, TAQUEDA & GRANDI, 1996).

Os caseinatos, segundo definicio na norma 72 da International Dairy
Federation de 1974, sdo produtos fabricados mediante a secagem de dispersodes

preparadas pela adigdo de um alcali apropriado e agua potavel com caseina padrao
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alimenticio ou com coalhada fresca de caseina padrao alimenticio, ambas derivadas
integralmente do leite. Os alcalis e/ou sais alcalinos (incluindo amoénia e alcalinos

terrosos) usados devem ser também de grau alimenticio (TADINI, 1994).

De acordo com a norma citada os caseinatos alimenticios extra e de 12

qualidade tem as seguintes especificagoes:
* Quanto a cor: devem ser brancos ou cremes claro.

* Quanto ao conteudo de umidade: extra — ndo mais que 6,0% e de 12

qualidade — ndo mais que 8,0%.

* Quanto ao conteudo de proteina: extra — ndo menos que 90,0% na matéria-

seca e de 12 qualidade — nao menos que 88,0% na matéria seca.

A fabricacdo desses concentrados protéicos de leite na forma de caseinatos
se da nas seguintes etapas: preparacdo e acidificacdo do leite desnatado,
precipitacdo da caseina, separagdo e lavagem, secagem pelo processo de

nebulizagdo ou secador rotativo e embalagem.

De acordo com os Padrbes de Identidade e Qualidade (PlQ) de Leites
Fermentados, Resolugédo N° 5, 13 de novembro de 2000 (BRASIL, 2000) é permitido
0 uso do concentrado de proteinas do leite (como por exemplo, caseinatos
alimenticios) em processos de fermentacdo do leite para obtencdo de iogurtes,

queijos maturados, queijos frescos e alguns tipos de sorvetes” (TADINI, 1994).



3 MATERIAL E METODOS

O desenvolvimento dos produtos e as analises fisico-quimicas,
microbiolégicas e sensoriais foram realizadas nos laboratérios pertencentes ao
Departamento de Tecnologia e Ciéncia de Alimentos — DTCA, do Centro de Ciéncias
Rurais da Universidade Federal de Santa Maria — UFSM.

3.1 Material

3.1.1 Matéria-prima

A matéria-prima utilizada para a elaboracdo dos iogurtes com diferentes

concentragdes de culturas lacticas tradicionais e probidticas (0,5%, 1,0% e 1,5%) foi:
* Leite UHT integral longa vida — Elegé®;
* Acucar refinado especial — Uniao®;
+ Caseinato de calcio tipo: PLASVITA distribuidora Colorcon;
* Inulina (Raftiline, da empresa Orafti — Bélgica);
» Corante em p6 de morango — Duas Rodas;

» Aroma (liquido) de morango — Duas Rodas.
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3.1.2 Culturas lacticas

Foram utilizadas as seguintes culturas laticas comerciais:

* Cultura Tradicional: fermento lactico Rich®, que € uma cultura tradicional de
iogurte composta por duas linhagens de bactérias laticas superconcentradas — L.

bulgaricus e S. thermophilus da Chr. Hansen — Valinhos — SP;

* Cultura Probiodtica: Bio Rich® — fermento lactico probidtico que contém
culturas selecionadas e superconcentradas de L. acidophilus LA-5, Bifidobacterium
BB-12 e S. thermophilus, da Chr. Hansen — Valinhos — SP.

A dosagem, normalmente, recomendada é de 1% na fabricagdo de iogurtes

caseiros.

3.2 Métodos

3.2.1 Processo de fabricagdo dos iogurtes

Os iogurtes foram elaborados, de acordo com o fluxograma apresentado na
Figura 2, onde foram inoculadas diferentes concentragdes de culturas lacticas

tradicionais e probioticas (0,5%, 1,0% e 1,5%), totalizando trés tratamentos.

A diferenca entre as amostras de iogurte se limitou a proporgéo de culturas

lacticas utilizadas.
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Figura 2 - Fluxograma do processo de desenvolvimento dos iogurtes produzidos com diferentes
concentragdes de culturas lacticas tradicionais e probidticas adicionados de caseinato de calcio e
inulina.
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3.2.1.1 Primeira etapa — Elaboragéo da formulagéo inicial

Para a elaboragdo da formulagéo inicial utilizada na produgéo dos iogurtes
acrescentou-se para cada um litro de leite integral UHT, 12% de agucar refinado, 2%
de caseinato de calcio (diluido gradativamente) e 0,5% de inulina. Em seguida, os
ingredientes foram homogeneizados e esterilizados em autoclave, na temperatura
de 121°C por 15 minutos. As misturas foram resfriadas até atingir 42°C, para receber

a culturas lacticas em condigbes assépticas.

Utilizou-se temperaturas de autoclave com o intuito de evitar possiveis
contaminagdes por parte dos ingredientes adicionados (agucar, caseinato de calcio).
Essas temperaturas foram recomendadas pelos fornecedores de caseinato de calcio

e da inulina para que houvesse uma perfeita homogeneizacgéo.

3.2.1.2 Segunda etapa — Preparo da cultura

As culturas lacticas tradicionais (2 g do fermento lactico Rich®) e culturas
probiéticas (2 g do fermento lactico Bio Rich®) foram dissolvidas assepticamente em
500 mL de leite integral UHT previamente esterilizado (Figuras 3 e 4). Em seguida a
mistura foi homogeneizada e as concentracdes foram distribuidas em 0,5%, 1,0% e

1,5% em capela de fluxo laminar.

Figura 3 - Adigéo das culturas lacticas tradicionais e probidticas no leite integral UHT previamente
esterilizado — preparo da cultura.
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Figura 4 - Homogeneizagao da cultura.

3.2.1.3 Terceira etapa — Fermentacao

As formulagdes iniciais foram incubadas em banho termostatizado a 40°C.
Durante a incubagéo o iogurte foi submetido a medidas do valor do pH e acidez
expressa em acido lactico (conforme descrito no item 3.2.2), monitorados a cada 15
minutos (triplicata), em por¢des destinadas somente para estas analises, para
avaliacao do tempo de fermentacao, até as amostras atingirem aproximadamente

um valor de pH de 4,8 e percentual de acido lactico de 0,7 (Figuras 5 e 6).

O tempo zero foi avaliado a partir de trés horas e trinta minutos, ou seja,

partiu do pH de 6,6 e acidez de 0,18% de acido lactico.
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Figura 5 - Amostras de iogurte no banho termostatizado a 40°C.

Figura 6 - Amostras de iogurtes (porgdes) no banho termostatizado a 40°C, para determinagéo do
valor de pH e acidez durante o processo de fermentagéo.
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3.2.1.4 Quarta etapa — Armazenamento das amostras sob refrigeracao

Apos o processo de fermentagdo, as diferentes amostras de iogurtes foram

resfriadas e armazenadas em ambiente refrigerado a 4°C (Figura 7).

Figura 7 - Armazenamento das amostras de iogurtes sob refrigeragao a 4°C.

3.2.1.5 Quinta etapa — Adicdo de aroma e corante nas amostras de iogurtes

Para cada 1 litro de iogurte fabricado com diferentes concentragbes de
culturas lacticas foi adicionado 0,02 g de corante e 0,6 mL de aroma, conforme

recomendagao do fabricante.

O processo de foi realizado na capela de fluxo laminar (Figuras 8 e 9).
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Figura 8 - Adicao de corante nas amostras de iogurtes.

Figura 9 - Adicdo de aroma nas amostras de iogurtes.

3.2.1.6 Sexta etapa — Distribuicdo dos iogurtes em frascos de polietileno

As amostras de iogurtes foram distribuidas em frascos de polietileno de 200
mL e de 1 L, doados pela COOPROL/UFSM, devidamente sanitizados com
detergente neutro e alcool a 70%. Foram esterilizados em autoclave (121°C por 15
minutos) vidros de 25 mL onde aliquotas para as analises microbiolégicas foram
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separadas. Os recipientes utilizados para o armazenamento dos iogurtes foram
identificados com etiqueta auto-adesiva com a descrigdo do produto (Figuras 10, 11
e 12).

Figura 10 - Envase dos iogurtes em frascos de polietileno de 200 mL.

Figura 11 - logurtes em frascos de polietileno de 200 ml.
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Figura 12 - logurtes em frascos de polietileno de 1 L.

3.2.2 Caracterizagao fisico-quimica dos iogurtes

Para a caracterizagdo dos iogurtes foram realizadas, em triplicata, valor de
pH, acidez expressa em acido lactico, teor de lactose, teor de umidade, teor de
cinzas, teor extrato seco total e extrato seco desengordurado, teor de proteinas e

teor de lipidios, de acordo com as seguintes metodologias:

* Acidez titulavel: a acidez, em termos de acido lactico, foi determinada por
titulagado (AOAC, 1995).
* Valor de pH: o pH foi determinado utilizando-se o pHmetro digital Micronal,

modelo 320, com eletrodo de vidro combinado (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985).

* Determinagdo da lactose: foi determinada pelo método de Fehling
(BRASIL, 2003).

* Teor de umidade: foi determinado pelo método de secagem em estufa a
105°C (AOAC, 1995).

* Teor de cinzas: foi determinada pelo método de incineragdo em forno mufla
a 550°C (AOAC, 1995).

» Extrato seco total: foi determinado pelo método de secagem em estufa a
105°C (AOAC, 1995).
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* Extrato seco desengordurado: foi determinado pelo método de secagem
em estufa a 105°C (AOAC, 1995).

* Proteinas: o teor de proteinas foi determinado pelo método Micro Kjeldahl
(AOAC, 1995).

* Gordura: foi determinada no aparelho Milko — tester MK Ill F 3140, A/SN.

Foss Electric, Denmark.

3.2.3 Vida-de-prateleira dos iogurtes — Pds-acidificagao

Estabeleceu-se como periodo de armazenamento 28 dias a 4°C. Os iogurtes
foram avaliados nos dias 1, 7, 14, 21 e 28 quanto ao valor de pH, acidez expressa
em acido lactico, teor de lactose e determinacao de células viaveis de Streptococcus
salivarius ssp. thermophilus, Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus, Lactobacillus

acidophilus e Bifidobacterium sp..

3.2.4 Contagem de microrganismos tradicionais e probidticos

A analise microbiolégica € utilizada para estudar o modo de crescimento e
reprodugdo das espécies fermentadoras do iogurte. Para a enumeragdo é
fundamental ajustar as condic¢des fisicas, quimicas e nutritivas necessarias a cada

especie.

As contagens de bactérias lacticas dos iogurtes foram realizadas no 1°, 7°,
14°, 21° e 28° dia de estocagem. A abertura dos fracos de iogurtes foi feita no
interior da camara de fluxo laminar para prevenir qualquer contaminagcdo ambiente
na amostra. Uma aliquota de 1 mL de amostra foi transferida para um tubo com
rosca contendo 9 mL de solugdo de agua peptonada estéril 0,1%. A partir desta
diluicdo foram feitas diluicdes subsequentes, necessarias a analise do produto. Apés
o tempo de incubagao requerido para cada meio de cultura, a contagem foi realizada

em placas de Petri que apresentaram entre 25 e 250 colbnias.

Os meios seletivos foram elaborados com o objetivo de favorecer o

crescimento da bactéria de interesse, impedindo o crescimento das outras bactérias.
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3.2.4.1 Contagem de Streptococcus salivarius ssp. thermophilus

Para enumeracao de Streptococcus salivarius ssp. thermophilus foi utilizado o
meio agar M 17. A inoculagao foi realizada por profundidade. Apds a inoculagéo, as
placas de Petri foram incubadas invertidas em aerobiose a 37°C por 48 horas (IDF,
1997) (Figura 13).

Figura 13 - Colbnias de Streptococcus salivarius ssp. thermophilus desenvolvidas em meio
de cultura M 17, apés 48 horas de incubagao.

3.2.4.2 Contagem de Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus

Para a enumeragao de Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus foi utilizado o
meio MRS agar glicose acidificado. A inoculagdo foi realizada por profundidade.
Apds a inoculagéao, as placas de Petri foram incubadas invertidas em jarras contendo
gerador de anaerobiose Anaerobac (PROBAC) a 37°C por 72 horas (IDF, 1997). A
Figura 14 apresenta as colbnias de L. bulgaricus.
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Figura 14 - Colbnias de Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus desenvolvidas em meio de cultura
MRS — agar glicose acidificado, apos 72 horas de incubagéo.

3.2.4.3 Contagem de Lactobacillus acidophilus

Para a enumeracéao de Lactobacillus acidophilus foi utilizado o meio De Man,
Rogosa Sharp MRS, formulado em laboratério, com adi¢ao de solugao de maltose. A
técnica utilizada para a inoculagao foi por profundidade. Apds a inoculagao, as
placas de Petri foram incubadas invertidas em jarras contendo gerador de
anaerobiose Anaerobac (PROBAC) a 37°C por 72 horas (Figura 15) (IDF, 1999).

Figura 15 - Col6nias de Lactobacillus acidophilus desenvolvidas em meio de cultura MRS — maltose,
apo6s 72 horas de incubagao.
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3.2.4.4 Contagem de Bifidobacterium sp.

Para a enumeracado de Bifidobacterium sp. foi utilizado o meio MRS com
glicose e adicionado de solugédo de dicloxacilina (solugao A), cloridrato de cisteina
(solugéo B) e cloreto de litio (solugdo C). A técnica utilizada para inoculagéo foi por
profundidade. Apds a inoculagao, as placas de Petri foram incubadas invertidas em
jarras contendo gerador de anaerobiose Anaerobac (PROBAC) a 37°C por 72 horas
(CHR. HANSEN, 1999). A Figura 16 apresenta as col6nias de Bifidobacterium sp..

Figura 16 - Colénias de Bifidobacterium sp. desenvolvidas em meio de cultura MRS — glicose com as
solugdes A, B e C, apds 72 horas de incubacao.

3.2.5 Determinacao da viscosidade

As propriedades reoldgicas das amostras de iogurte foram mensuradas em
reOmetro no modo rotativo (Haake RS 150), utilizando sistema de cilindro coaxial e
sensor Z40 DIN a 10°C. A taxa de deformac&o foi crescente de 0,13 a 300s™ em
300s (KOKSQY & KILIC, 2004).

Foi utilizada para comparagado dos resultados uma amostra comercial de
iogurte liquido e iogurte tradicional, adicionados de cultivo probidtico adquirido no

comeércio local.
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A viscosidade aparente foi determinada na taxa de deformacdo 55s™, pois

este valor representa aproximadamente a deformag&o imposta na mastigagao.

Esta determinacao foi realizada na Universidade Federal de Pelotas (UFPel).

3.2.6 Determinacgao da cor

A cor foi determinada pelo sistema CIELAB em equipamento Minolta® CR
310 (iluminante C ou D65 e angulo 10°), através dos parametros de cor: L*
(luminosidade), a* e b* (coordenadas de cromaticidade), medidos no préprio

aparelho.

Quanto as coordenadas de cromaticidade, +a* esta na direcdo do vermelho, -
a* esta na direcao do verde, +b* esta na direcdo do amarelo e -b* esta na direcao do
azul. O centro é acromatico, a medida que os valores de a* e b* aumentam e o
ponto move-se para fora partindo do centro, a saturagao da cor aumenta (MINOLTA,
1994).

3.2.7 Analise sensorial

Os iogurtes foram submetidos a avaliagdo sensorial por uma equipe de 30
provadores nao treinados no Laboratério de Analise Sensorial do Departamento de
Tecnologia e Ciéncia de Alimentos. Os parametros analisados foram: cor, aroma,
sabor, acidez, corpo e aparéncia global, além disso, aos julgadores solicitou-se que
indicassem a frequéncia de consumo de iogurtes e a intengdo de compra do produto

caso o encontrassem a venda no mercado.

Na avaliagdo dos iogurtes foi utilizada uma hedbnica de 9 pontos. O modelo
de ficha utilizado para avaliar a aceitabilidade dos produtos é apresentado na Figura
17.

Os provadores receberam aproximadamente 40 mL de cada amostra com
temperatura entre 4 - 8°C em copos de plastico descartaveis com capacidade para
50 mL, codificados com numeros aleatoérios de trés digitos. O teste foi realizado em

cabines individuais.
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Foram selecionadas 35 criangas com idade entre 4 a 6 anos da creche Ipé
Amarelo da Universidade Federal de Santa Maria — UFSM, para verificar a
aceitabilidade do iogurte contendo 1,0% de cultura lactica. Esta amostra foi
selecionada no teste anterior (com adultos) visto que, as criangas teriam dificuldades

em avaliar trés amostras.

O teste utilizado foi a escala hedbnica facial de 5 pontos (Figura 18)
(DUTCOSKI, 1996). Para cada gravura foi atribuido valor numérico correspondente

a 1 “desgostei muito” e 5 “gostei muito”.

ANALISE SENSORIAL — PRODUTO: IOGURTE
Nome: Data: / /

Por favor, avalie as amostras de iogurte de morango utilizando a escala abaixo para descrever o
quanto vocé gostou ou desgostou, em relagéo aos atributos COR, AROMA, SABOR, ACIDEZ, CORPO e
APARENCIA GLOBAL.

6 ) Gostei ligeiramente
7 ) Gostei regularmente
8 ) Gostei muito

9 ) Gostei muitissimo

( 1) Desgostei muitissimo (
( 2 ) Desgostei muito (
( 3 ) Desgostei regularmente (
( 4 ) Desgostei ligeiramente (
( 5) Indiferente

AMOSTRA COR ' AROMA SABOR | ACIDEZ CORPO AP. GLOBAL

216
574
839

Das amostras analisadas, por favor, ordene-as de acordo com a sua preferéncia:

Primeira ( )216 ( )574 ( )839

Segunda ( )216 ( )574 ( )839

Terceira ( )216 ( )574 ( )839

Comentarios:

Vocé consome iogurte: ( ) Todos os dias

( ) A cada 15 dias

() Uma vez por semana
() Uma vez por més
Vocé compraria esse iogurte (o preferido)?

( )SIM ( )NAO

Figura 17 - Ficha utilizada para avaliagao de aceitabilidade dos iogurtes com diferentes
concentracdes de culturas lacticas.
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ESCALA HEDONICA FACIAL

Faga um x dentro do quadrado abaixo da figura que melhor descreve a sua opinido
sobre o produto que vocé comeu:

Nome: ; Data: / /

Figura 18 - Ficha utilizada para avaliagdo de aceitabilidade dos iogurtes com diferentes
concentragdes de culturas lacticas, teste aplicado com julgadores infantis.

3.2.8 Analise estatistica

Em relagdo aos valores das curvas de pH e acidez durante o periodo de
fermentagcado; das curvas de pH, acidez e lactose durante as cinco semanas de
monitoramento (pos-acidificacdo) e as analises microbiologicas os resultados foram
expressos em valores médios com o0s respectivos desvios padrdo. Quanto aos
resultados das anadlises de umidade, cinzas, extrato seco total e extrato seco
desengordurado, proteina e gordura foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) por Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC), para utilizar esta
analise é necessario que seus pressupostos sejam satisfeitos: o primeiro Teste

Lilliefors Normalidade e o segundo da Homogeneity.

As notas apresentadas pelos julgadores aos diferentes atributos avaliados na
analise sensorial e a determinacdo da cor foram submetidas a analise de variancia
(ANOVA) por Delineamento de Blocos Casualizados (DBC) e teste de Tukey para a
comparacgao das médias. Em relacado aos itens: preferéncia, consumo e inteng¢ao de

compra, os resultados foram expressos em porcentagem.

Para a avaliagdo dos dados apresentados na pesquisa foi utilizado o

programa de estatistica Statistica 7.0.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Curvas de pH e acidez expressa em acido lactico durante o processo de

fermentagao

O tempo total de fermentagcdo das formulacdes iniciais com diferentes
concentragcdes de culturas lacticas tradicionais e probiéticas (0,5%, 1,0% e 1,5%) foi
de 120 minutos, no banho termostatizado a 40°C, até as amostras atingirem
aproximadamente um valor de pH de 4,8 e percentual de acido lactico de 0,7. O
tempo zero foi determinado a partir de trés horas e meia de fermentacdo. O
processo de fermentacdo da amostra com 1,5% de culturas lacticas foi de 60
minutos, para a amostra com 1,0% de culturas lacticas foi de 90 minutos e para a

amostra com 0,5% de culturas lacticas foi de 120 minutos.

Nas Figuras 19 e 20 estao ilustradas as curvas de fermentagdo dos iogurtes
experimentais. As tabelas com os valores médios e desvios padrao do valor de pH e
acidez expressa em acido lactico durante a fermentacdo para cada produto estao

apresentadas no Apéndice | (Tabelas 9 e 10).

A Figura 19 apresenta a variagéo do valor de pH para os trés niveis de adigédo
de culturas lacticas tradicionais e probioticas dos iogurtes. No processamento do
iogurte com adi¢ao de 0,5% de culturas lacticas observa-se uma variagao de 5,35 +
0,01 a 4,85 = 0,02 nos valores de pH, em relacdo ao iogurte adicionado com 1,0%
de culturas lacticas essa variagao foi de 5,15 + 0,01 a 4,78 + 0,01 e no iogurte com
1,5% de culturas lacticas os valores apresentaram-se entre 5,07 £ 0,01 a 4,86 %
0,01.

A Figura 20 descreve a variagao da acidez expressa em porcentagem de

acido lactico. Os valores variaram de 0,49 £+ 0,02 a 0,65 + 0,02 para o iogurte com
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0,5% de culturas lacticas, de 0,55 + 0,01 a 0,72 £ 0,01 para o iogurte com 1,0% de
culturas lacticas e de 0,57 + 0,02 a 0,65 £+ 0,01 para o iogurte com 1,5% de culturas

lacticas.

A concentracdo de culturas lacticas tradicionais e probidticas afetou o tempo
de fermentacdo das amostras. O iogurte adicionado de maiores concentragbes de
culturas lacticas (1,5%) acelerou a acidificagéo favorecendo a diminui¢cao do valor de

pH, resultando em um menor tempo de fermentag&o (60 minutos).

54 -
5,3 1
52 -
5,1 1
5,0 -
49
4,81
47
46
45
44

——0,5%
—=—1,0%

——1,5%

pH

/

30 60 90 120

Tempo (minutos)

o

Figura 19 - Valores médios de pH durante o processo de fermentagéo dos iogurtes elaborados com
diferentes concentracdes de culturas lacticas tradicionais e probidticas.
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Figura 20 - Valores médios de acidez expressa em acido lactico durante o processo de fermentagéo
dos iogurtes elaborados com diferentes concentragbes de culturas lacticas tradicionais e probidticas.

Inicialmente as culturas do iogurte convertem parte da lactose em &cido
lactico, originando uma diminuigdo do pH até um ponto em que a caseina se torna

insoluvel e o leite mais viscoso. A producédo gradual de acido lactico comega por
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desestabilizar os complexos de caseina e proteinas do soro desnaturadas, por
solubilizacdo do fosfato de calcio e dos citratos. Os agregados de micelas de
caseina e/ou micelas isoladas vao se associando e coalescem parcialmente a
medida que se aproxima o valor de pH do ponto isoelétrico, ou seja,
aproximadamente 4,6 a 4,7 (TAMIME & ROBINSON, 1991).

Segundo Tamime & Robinson (1991), a temperatura de inoculagao da cultura
lactica deve estar na faixa de 40 a 45°C por um periodo variavel entre 2,5 a 5 horas,
que lhe proporcionara condicdes 6timas de crescimento. Atualmente, as empresas
visando a minimizacgao de custos de processo produzem culturas mais concentradas

que diminuem o tempo de fermentagao dos produtos.

Algumas industrias lacticas estabelecem o fim do processo fermentativo téo
logo se evidencie o aspecto de gel lacteo. Uma das vantagens desta pratica é
produzir iogurtes mais suaves. Em alguns trabalhos verificou-se que em um pH
levemente abaixo de 4,9 observava-se gel caracteristico de iogurte. No entanto,
quando a fermentacéo prossegue até pH 4,6 a estabilidade do produto potencializa-
se (ANTUNES, 2004).

Pereira (2002) utilizando as culturas tradicionais (S. thermophilus e L.
bulgaricus) e probidticas (L. acidophilus e Bifidobacterium sp.) observou que o tipo
de cultura afetou significativamente o tempo de fermentagdo dos iogurtes. A autora
relatou que os produtos fermentados apenas pelas culturas tradicionais

apresentaram maior tempo de fermentacao.

Dave & Shah (1997) obtiveram tempos de fermentacédo que variaram de 3:50
a 6:00 horas utilizando culturas lacticas mistas compostas de S. thermophilus, L.
bulgaricus, L. acidophilus e Bifidobacterium na fabricacdo de iogurtes. Os produtos
fabricados com S. thermophilus, L. acidophilus e Bifidobacterium apresentaram
tempos de fermentagao maiores (6:50 a 11:00 horas). Provavelmente, a auséncia de
L. bulgaricus neste caso, tenha acarretado o aumento de tempo de fermentacao
destes produtos, uma vez que a relacdo simbidtica com S. thermophilus e a alta
atividade proteolitica sdo importantes durante a fermentagao. As culturas utilizadas
neste estudo fermentaram em um menor tempo o substrato, provavelmente por
apresentarem uma concentragdo maior de culturas lacticas, uma vez que, sao

comercializadas para uso doméstico.
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4.2 Caracterizagao fisico-quimica dos iogurtes

A Tabela 3 apresenta os resultados referentes aos valores meédios e desvio
padrao do teor de umidade, teor de cinzas, teor de extrato seco total (EST) e extrato
seco desengordurado (ESD), teor de proteina e teor de gordura dos iogurtes
fabricados com diferentes concentracbes de culturas lacticas tradicionais e
probioticas (0,5%, 1,0% e 1,5%). Os graficos referentes a caracterizagao fisico-

quimica estao apresentados no Apéndice Il (Figura 31).

Tabela 3 - Caracterizagao fisico-quimica dos iogurtes elaborados com diferentes

concentragdes de culturas lacticas tradicionais e probidticas.

Anidlises 0,5% 1,0% 1,5%
Umidade (%) 78,01 £ 0,76 78,18 £ 0,91 78,41 +0,72
Cinzas (%) 0,81+ 0,07 0,82 + 0,08 0,73 £ 0,04
EST (%) 21,99 + 0,07 21,82 +0,08 21,59 + 0,04
ESD (%) 19,10 £ 0,52 18,67 + 0,82 18,77 £ 0,73
Proteina (%) 4,99 £ 0,84 4,84 +£0,13 5,21+ 0,53
Gordura (%) 3,14 £ 0,11 3,15+ 0,10 3,12+ 0,09

Observou-se que nao houve diferenga significativa (p > 0,05) nos valores de
umidade, cinzas, extrato seco total, extrato seco desengordurado, proteina e gordura
entre as diferentes amostras de iogurtes obtidos da mesma matéria-prima, porém
fabricados com diferentes concentragdes de culturas tradicionais e probidticas,
justificando-se que as variagbes de microrganismos utilizados no processo de

fermentagao nao interferem na composigao fisico-quimica do produto final.

A composigdo do iogurte € similar a do leite, embora se reconhega que ha
algumas diferengcas devido as mudangas ocorridas pela fermentacdo bacteriana
sobre a lactose e pela adicdo de leite em pd, normalmente feita para aumentar os
solidos do leite, o que permite maior conteudo protéico, além de presenca de
aditivos e flavorizantes (DEETH & TAMIME, 1981).
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A Resolucdo N° 5 de 13 de novembro de 2000, ndo contempla os requisitos
fisico-quimicos como umidade, cinzas, EST e ESD, apresentando somente teor de
gordura (g/100g), acidez (g de acido lactico/100g) e proteinas lacteas (g/1009)
(BRASIL, 2000).

De acordo com o artigo 476 do Regulamento da Inspecao Industrial e
Sanitaria de Produtos de Origem Animal, do Ministério da Agricultura, o leite para ser
considerado normal deve apresentar EST minimo de 11,5% e ESD minimo de 8,5%
(BRASIL, 1952).

Segundo Neirotti & Oliveira (1988) a composicao do leite deve apresentar em
média 87% de umidade, 3,7% de proteinas (caseina, albumina e globulina) e 0,6%

de cinzas.

O teor de umidade (78,01% - 0,5%; 78,18% - 1,0%; 78,41% - 1,5%) e o teor
de cinzas (0,81% - 0,5%; 0,82% - 1,0%; 0,73% - 1,5%) das trés amostras de iogurtes
com diferentes concentragcdes de culturas lacticas apresentaram valores proximos

aos estabelecidos para a principal matéria-prima do iogurte, o leite.

Em relagdo aos teores de EST (21,99% - 0,5%; 21,82% - 1,0%; 21,59% -
1,5%) e ESD (19,10% - 0,5%; 18,67% - 1,0%; 18,77% - 1,5%) das trés amostras de
iogurte observou-se que estes ficaram acima dos valores referentes ao leite, em

funcdo da adig&do de caseinato de calcio que favorece o teor protéico do iogurte.

Os resultados do teor de proteina e o teor de gordura dos iogurtes com 0,5%,
1,0% e 1,5% de culturas lacticas tradicionais e probidticas foram respectivamente,
4,99%; 4,84%; 5,21% e 3,14%; 3,15%; 3,12% e estdo de acordo com a legislacao
brasileira em vigor, que estabelece o minimo de 2,9% de proteinas lacteas, quanto
ao teor de gordura a resolugéo estabelece para iogurtes integrais uma faixa de 3,0 a
5,9%, para os semi-desnatados 0,6 a 2,9% e para os desnatados um maximo de
0,5% (BRASIL, 2000).

Tamime & Robinson (1991) em estudos afirmaram que durante o processo de
elaboracao de iogurtes ha um aumento do teor de aminoacidos livres e peptideos.
As proteinas desempenham um importante papel na formagdo do coagulo e,
portanto, a consisténcia e a viscosidade do produto € diretamente proporcional a

concentracdo das mesmas.
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Segundo Rasic & Kurman (1978), leites fermentados com maior teor de
proteinas possuem um maior tempo de vida util que controles produzidos sem
aumento do teor de solidos. Os autores atribuem esses efeitos ao aumento da
inibicdo da degradacdo da lactose combinado com o aumento da capacidade

tamponante.

O teor de gordura do leite afeta favoravelmente a qualidade do iogurte, a
gordura estabiliza a contracdo do gel protéico, previne a separagdo do soro no
produto final e afeta a percepc¢ao sensorial do produto, que apresenta textura mais
macia e cremosa (THOMOPOULOS, TZIZ & MILKAS, 1993).

4.3 Valores de pH, acidez expressa em acido lactico e do teor de lactose

durante o periodo de armazenamento sob refrigeragao (pés-acidificagao)

As Figuras 21, 22 e 23 apresentam a evolugédo do valor de pH, acidez
expressa em acido lactico e teor de lactose dos produtos durante o tempo de
estocagem. As tabelas com os valores médios e desvios padrao do valor de pH,
acidez expressa em acido lactico e teor de lactose para cada produto durante o
periodo de armazenamento estdo apresentadas no Apéndice Ill (Tabelas 11, 12 e
13).

Ao comparar os valores de pH e acidez expressa em acido lactico obtidos no
final da fermentacgao (Figuras 19 e 20) e os obtidos durante o periodo de estocagem
(Figuras 21 e 22) verifica-se que houve um decréscimo do valor de pH e aumento da
acidez expressa em lactico durante o armazenamento refrigerado dos iogurtes
devido a continua producao de acidos pelas bactérias lacticas. Segundo Beal et alii
(1999) os iogurtes estao sujeitos ao decréscimo de pH e aumento da acidez durante
a estocagem refrigerada, isso devido a persistente atividade das bactérias durante a

estocagem do produto.

A Figura 21 apresenta a variagdo do valor de pH durante os 28 dias de
armazenamento do produto. No primeiro dia de analise os valores de pH para as
amostras de iogurtes com 0,5%, 1,0% e 1,5% de culturas lacticas, foram de 4,62 +
0,00, 4,56 + 0,01 e 4,54 £ 0,00, respectivamente, reduzindo gradativamente até
alcancar 4,47 £ 0,01, 4,45 + 0,01 e 4,45 = 0,01 no 28° dia, correspondente ao
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periodo final de estocagem. A redugao do valor de pH foi de 3,25% para a amostra
com 0,5% de culturas lacticas, 2,41% para a amostra com 1,0% de culturas lacticas
e 1,98% para a amostra com 1,5% de culturas lacticas. A vida de prateleira do
iogurte deve ser em torno de 30 dias, periodo no qual o produto deve manter suas
caracteristicas proprias, deste que adequadamente refrigerado (VEDAMUTHU,
1991c¢).

A diminui¢do nos valores de pH esta relacionada a pés-acidificagdo do iogurte
durante o armazenamento refrigerado. Oliveira & Damin (2002) também observaram
ligeira diminuigdo do pH, quando estudaram a viabilidade de bactérias do iogurte e
das culturas probidticas em leite fermentado sob refrigeragcdo a 4°C durante o

periodo de estocagem das amostras.

O valor do pH é importante, uma vez que o iogurte com baixa acidez (pH >
4,6) favorece a separagao do soro porque o gel nao foi suficientemente formado, por
outro lado, em pH < 4,0, a contragdo do coagulo, devido a redugao da hidratagao

das proteinas, também causa dessoramento (BRANDAO, 1995).

No estudo apresentado apesar de ter fixado o término da fermentagcdo em
valores de pH superiores a 4,6 nos iogurtes, ndo ocorreu dessoramento das
amostras, provavelmente pela producédo de exopolissacarideo pela cultura utilizada.
Este composto formado age como um estabilizante, evitando o dessoramento
(BRANDAO, 1995).
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Figura 21 - Valores médios de pH durante o tempo de estocagem dos iogurtes elaborados com
diferentes concentragdes de culturas lacticas tradicionais e probidticas.
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A Figura 22 apresenta a variagdo da acidez expressa em acido lactico do
iogurte durante os 28 dias de armazenamento. No primeiro dia de analise os valores
de acidez para as amostras de iogurtes com 0,5%, 1,0% e 1,5% de culturas lacticas,
foram de 0,67 = 0,01, 0,69 + 0,02 e 0,72 + 0,01, respectivamente, aumentando
gradativamente até alcancar 0,81 £ 0,01, 0,86 £ 0,01 e 0,90 + 0,01 de acido lactico
no 28° dia, correspondente ao periodo final de estocagem. O aumento da acidez foi
de 20,89% para a amostra com 0,5% de culturas lacticas, 24,64% para a amostra
com 1,0% de culturas lacticas e 25,0% para a amostra com 1,5% de culturas

|acticas.

Os valores de acidez expressa em acido lactico das diferentes amostras de
iogurte, atendem ao estabelecido pela legislacdo brasileira em vigor, que deve
apresentar uma acidez minima de 0,6g de acido lactico/100g de produto e maxima
de 1,5¢g de acido lactico/100g de produto (BRASIL, 2000).

Estudos realizados por Salji & Ismail (1983) mostraram que em iogurtes
armazenados sob refrigeragdo, a acidez pode apresentar alteragdes em maior ou
menor grau, dependendo do valor inicial da mesma, da temperatura de refrigeragao,

do tempo de armazenagem e do poder de pos-acidificagdo das culturas utilizadas.

Dave & Shah (1997) observaram um aumento na acidez depois de 35 dias de

estocagem de um iogurte elaborado com culturas tradicionais e probidticas.
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Figura 22 - Valores médios de acidez durante o tempo de estocagem dos iogurtes elaborados com
diferentes concentragdes de culturas lacticas tradicionais e probiodticas.
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A Figura 23 apresenta a variagao do teor de lactose durante os 28 dias de
armazenamento do produto. No primeiro dia de analise os valores médios de lactose
para as amostras de iogurtes com 0,5%, 1,0% e 1,5% de culturas lacticas, foram
respectivamente 4,02 + 0,03, 3,85 £ 0,05 e 3,72 + 0,03, reduzindo gradativamente
até alcancgar 3,52 + 0,02, 3,30 = 0,05 e 3,20 = 0,03 no 28° dia, correspondente ao

periodo final de estocagem.

Segundo Tamime & Robinson (1991), a lactose € fonte de energia para os
microrganismos do iogurte. A porcentagem de lactose consumida em média no final
do periodo de armazenamento sob refrigeracdo das amostras de iogurtes (valor
médio do teor de lactose correspondente ao 28° dia de analise) comparada com o
percentual médio de lactose da formulagao inicial (4,01 + 0,14) foi de 12,22% para a
amostra com 0,5% de culturas lacticas, 17,70% para a amostra com 1,0% de

culturas lacticas e 20,20% para a amostra com 1,5% de culturas lacticas.

Os valores apresentados de consumo de lactose estdo de acordo com a
literatura que cita um consumo entre 10 e 30% de lactose durante a fermentagéo e
armazenamento dos iogurtes (GALVAO, FERNANDES & SWAMURA, 1995).
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Figura 23 - Valores médios do teor de lactose durante o tempo de estocagem dos iogurtes
elaborados com diferentes concentra¢des de culturas lacticas tradicionais e probiéticas.
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As diferentes concentragbes de culturas lacticas tradicionais e probidticas
afetaram os valores de pH, acidez expressa em acido lactico e teor de lactose dos
iogurtes. A amostra com 1,5% de culturas lacticas apresentou uma maior queda no
valor de pH e maior aumento de acidez consequentemente uma maior pods-
acidificagdo ao longo da vida de prateleira dos produtos. Além disso, houve um

maior consumo de lactose durante o periodo de estocagem refrigerada.

4.4 Contagem das bactérias lacticas durante o tempo de estocagem

As Tabelas 4 e 5 apresentam os valores meédios (UFC/mL) das contagens de
bactérias lacticas tradicionais Streptococcus salivarius ssp. thermophilus e
Lactobacillus delbruecki ssp. bulgaricus dos iogurtes com diferentes concentragdes
de culturas lacticas tradicionais e probidticas (0,5%, 1,0% e 1,5%) durante o periodo
de armazenamento a 4°C. As curvas medias e tabelas com valores meédios e
desvios padrao em logio UFC/mL da contagem de S. thermophilus e L. bulgaricus
dos produtos obtidos durante o tempo de estocagem estdo apresentadas no
Apéndice IV (Figura 32 - Tabela 14; Figura 33 - Tabela 15).

4.4.1 Contagem de bactérias tradicionais Streptococcus salivarius ssp. thermophilus

e Lactobacillus delbruecki ssp. bulgaricus

Tabela 4 - Contagem média do numero de células viaveis de Streptococcus
salivarius ssp. thermophilus dos iogurtes elaborados com diferentes concentragdes
de culturas lacticas tradicionais e probioticas durante o tempo de estocagem
(UFC/mL).

Tempo de estocagem

(dia) 0,5% 1,0% 1,5%
1 1,38 x 10° 8,38 x 10° 2,75 x 10°
7 1,02 x 10° 1,03 x 10° 1,08 x 10°
14 1,02 x 10° 7,08 x 108 8,10 x 108
21 7,75 x 108 6,93 x 10° 7,88 x 108

28 3,83 x 108 5,20 x 108 9,30 x 108
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Tabela 5 - Contagem média do numero de células viaveis de Lactobacillus
delbruecki ssp. bulgaricus dos iogurtes elaborados com diferentes concentragdes de

culturas lacticas tradicionais e probioticas durante o tempo de estocagem (UFC/mL).

Tempo de estocagem

(dia) 0,5% 1,0% 1,5%
1 1,95 x 10’ 1,26 x 10’ 9,33 x 10°
7 1,20 x 10 1,55 x 107 1,96 x 10’
14 7,98 x 10° 1,04 x 107 1,01 x 10
21 3,49 x 107 5,98 x 10° 4,30 x 10°
28 4,14 x 10° 2,14 x 10° 2,62 x 10°

A contagem do numero de células viaveis do microrganismo tradicional S.
thermophilus permaneceu entre 1,38 x 10° a 3,83 x 10° para iogurtes com 0,5% de
culturas lacticas, 1,03 x 10° a 5,20 x 10® para iogurtes com 1,0% de culturas lacticas
e 1,08 x 10° a 2,75 x 10® para o iogurte com 1,5% de culturas lacticas. Observa-se
uma reducdo de aproximadamente 0,5, 0,3 e 0,6 ciclos logaritmicos para as
amostras de iogurte com 0,5%, 1,0% e 1,5% de culturas lacticas, respectivamente

apos 28 dias de estocagem.

A contagem do microrganismo tradicional L. bulgaricus permaneceu entre
3,49 x 10" a 4,14 x 10° para iogurtes com 0,5% de culturas lacticas, 1,55 x 10" a 2,14
x 10° para iogurtes com 1,0% de culturas lacticas e 1,96 x 10" a 2,62 x 10° para o
iogurte com 1,5% de culturas lacticas. Observa-se uma reducédo de
aproximadamente 0,9, 1,0 e 0,9 ciclos logaritmicos para as amostras de iogurte com
0,5%, 1,0% e 1,5% de culturas lacticas, respectivamente apdés 28 dias de

estocagem.

A manutencédo do numero de células viaveis da bactéria lactica tradicional S.
thermophilus atende aos valores estabelecidos pela legislagdo brasileira em vigor,
que, segundo os Padrdes de Identidade e Qualidade (P1Q) de Leites Fermentados,
Resolugcao N° 5, 13 de novembro de 2000, onde a contagem total de bactérias
lacticas vidveis deve ser no minimo de 10’ UFC/mL no produto final, durante todo o
prazo de validade e, no caso em que mencione(m) o uso de Bifidobactérias, a

contagem sera de 10° UFC/mL. No presente estudo o microrganismo tradicional L.
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bulgaricus apresentou valores inferiores ao estabelecido pela legislacdo, o que
provavelmente ndo se traduz como uma redugdo importante do ponto de vista
tecnologico (BRASIL, 2000). Ressalta-se que a legislagdo ndo separa os
microrganismos, portanto, na enumeragao geral as amostras de iogurtes estavam de

acordo com os padrdes preconizados.

Estudos tém mostrado que as bactérias do iogurte (S. thermophilus e L.
bulgaricus) sobrevivem bem no produto durante a vida de prateleira (DONKOR et
alii, 2006). O L. bulgaricus € o principal responsavel pela poés-acidificacdo dos
iogurtes, mas por outro lado, contribui consideravelmente para a produgdo de
compostos aromaticos, especialmente o acetaldeido, caracteristico do iogurte
(GUYOT, 1992).

De acordo com Tamime & Robinson (1991) o valor de pH implica na atividade
metabdlica das bactérias, podendo favorecer um determinado grupo, em detrimento
do outro. No caso do iogurte, bactérias do género Lactobacillus crescem e toleram
valores de pH mais baixos do que as pertencentes ao género Streptococcus.

Segundo Lourens-Hattingh & Viljoen (2001), uma excessiva pos-acidificagcao
(acidificagcao indesejada ao produto) ocorre, principalmente, devido ao crescimento
incontrolavel de L. bulgaricus nas temperaturas de refrigeracéo e a baixos valores de
pH. Portanto, as industrias fabricantes de culturas lacticas fornecem culturas
tradicionais de iogurte com uma menor concentragdo de L. bulgaricus e uma maior
concentragdo de S. thermophilus. A redugdo na contagem de L. bulgaricus no
produto final contribui para diminuir a pés-acidificagdo do iogurte durante a vida de
prateleira. Isto € importante tanto para garantir ao produto final um sabor suave,
quanto para evitar efeitos adversos do pH baixo sobre as bactérias probidticas
(DAVE & SHAH, 1997b).

Rybka & Kailasapathy (1995) observaram uma maior contagem no numero de
células viaveis de S. thermophilus nos iogurtes inoculados com culturas probidticas,

a qual variou de 10° - 10" UFC/mL durante 36 dias de estocagem.

A presenca de carboidratos na mistura base pode inibir o crescimento dos
microrganismos do iogurte. Estudos comprovaram uma diminui¢gado na velocidade de
producdo de acido pelo S. thermophilus e L. bulgaricus quando se aumenta a
concentragdo de acgucar de 6 para 12%. Um exame microscopico dos diferentes

tipos de iogurte mostrou que o S. thermophilus apresentou maior tolerancia a altas
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concentragdes de agucar que o L. bulgaricus. Esta tolerancia, das culturas depende
da linhagem utilizada, sendo aconselhavel uma cuidadosa selegcdo. A inibicado do
crescimento das culturas do iogurte com um extrato seco total de 14 - 16%
adicionado de agucar (10 - 12%), se deve principalmente ao efeito osmético adverso
dos solutos do leite, assim como a baixa atividade de agua (Aw) (TAMIME &
ROBINSON, 1991).

4.4.2 Contagem de bactérias probidticas Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium

sp.

As Tabelas 6 e 7 apresentam os valores médios (UFC/mL) das contagens de
bactérias lacticas probiodticas Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium sp. dos
iogurtes com diferentes concentragdes de culturas lacticas tradicionais e probidticas
(0,5%, 1,0% e 1,5%) durante o periodo de armazenamento a 4°C. As curvas médias
e tabelas com valores médios e desvio padrdo em logig UFC/mL da contagem de L.
acidophilus e Bifidobacterium sp. dos produtos obtidos durante o tempo de
estocagem estdo apresentadas no Apéndice IV (Figura 34 - Tabela 16; Figura 35 -
Tabela 17).

Tabela 6 - Contagem média do numero de células viaveis de Lactobacillus
acidophilus dos iogurtes elaborados com diferentes concentragdes de culturas

lacticas tradicionais e probiéticas durante o tempo de estocagem (UFC/mL).

Tempo de estocagem

. y (1] ] ( ’ o
(dia) 0,5% 1,0% 1,5%

1 1,60 x 10° 9,08 x 10° 4,56 x 10°

7 1,29 x 10° 1,07 x 10° 1,33 x 10°
14 9,63 x 10° 7,30 x 108 6,81 x 10°
21 8,05 x 10® 7,03 x 108 6,23 x 10°

28 8,33 x 10° 6,78 x 10° 7,35 x 10®
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Tabela 7 - Contagem média do numero de células viaveis de Bifidobacterium sp. dos
iogurtes elaborados com diferentes concentragcées de culturas lacticas tradicionais e

probidticas durante o tempo de estocagem (UFC/mL).

Tempo de estocagem

(dia) 0,5% 1,0% 1,5%
1 2,12 x 10° 3,66 x 10° 1,07 x 10
7 4,14 x 10° 1,21 x 10 1,37 x 10
14 4,93 x 10° 2,62 x 10° 7,57 x 10°
21 3,67 x 10° 1,12 x 10 1,563 x 10
28 3,10 x 10° 5,70 x 10° 1,25 x 10

A contagem do numero de células viaveis do microrganismo probidtico L.
acidophilus permaneceu entre 1,60 x 10° a 8,05 x 10® para iogurtes com 0,5% de
culturas lacticas, 1,07 x 10° a 6,78 x 10® para iogurtes com 1,0% de culturas lacticas
e 1,33 x 10° a 4,56 x 10° para o iogurte com 1,5% de culturas lacticas. Observa-se
uma reducdo de aproximadamente 0,3, 0,2 e 0,6 ciclos logaritmicos para as
amostras de iogurte com 0,5%, 1,0% e 1,5% de culturas lacticas, respectivamente

apos 28 dias de estocagem.

A contagem do numero de células viaveis do microrganismo probiotico
Bifidobacterium sp. permaneceu entre 4,93 x 10° a 2,12 x 10° para iogurtes com
0,5% de culturas lacticas, 1,21 x 10" a 2,62 X 10° para iogurtes com 1,0% de culturas
lacticas e 1,53 x 10" a 7,57 x 10° para o iogurte com 1,5% de culturas lacticas.
Observa-se uma redugao de aproximadamente 0,4, 1,0 e 0,3 ciclos logaritmicos para
as amostras de iogurte com 0,5%, 1,0% e 1,5% de culturas lacticas, respectivamente

apos 28 dias de estocagem.

Os valores encontrados para a contagem das bactérias probidticas estdo de
acordo com os valores estabelecido pelos Padrbes de Identidade e Qualidade (PIQ)
de Leites Fermentados, Resolugédo N° 5, 13 de novembro de 2000, onde a contagem
total de bactérias lacticas viaveis deve ser no minimo de 10’ UFC/mL no produto
final, durante todo o prazo de validade e, no caso em que mencione(m) o uso de
Bifidobactérias, a contagem sera de 10° UFC/mL (BRASIL, 2000).
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A atividade metabdlica de L. bulgaricus e S. thermophilus durante a
armazenagem resulta na producdo de acidos organicos que futuramente podem
afetar a viabilidade das células probidticas (DONKOR et alii, 2006). Embora L.
acidophilus tolere a acidez, um rapido decréscimo no seu numero foi observado sob
condicbes acidas. Bifodobactérias nao sido tdo tolerantes ao acido quanto L.
acidophilus; o crescimento dos ultimos organismos cessa a um pH menor que 4,0,
enquanto o crescimento de Bifidobacterium sp. € retardado a pH abaixo de 5,0
(SHAH & LANKAPUTHRA, 1997).

Mesmo com a pés-acidificagcdo os produtos nao atingiram pH < 4,0 (Figura
21), sendo este valor prejudicial a sobrevivéncia das bactérias probidticas (SHAH &
RAVULA, 2000).

Os valores observados neste trabalho estdo semelhantes aos encontrados
por Dave & Shah (1997) que obtiveram, uma contagem de células viaveis de L.
acidophillus que variou de 3,9 x 107 para 1,2 x 10® UFC/mL. Dave & Shah (1997) e
Rybka & Kailasapathy (1995) que observaram uma contagem no numero de células
vidveis para Bifidobacterium ssp. que diminui de 1,6 x 10" para 4,9 x 10° UFC/mL e
que L. acidophillus pode sobreviver no iogurte a niveis suficientes (> 10° UFC/mL)

por até 28 dias.

A variacdo da viabilidade probiética nas amostras utilizadas por diferentes
autores pode ser provavelmente atribuida a diferengas comportamentais dos
microrganismos e a influéncia de fatores como acidez, pH, outras bactérias iniciais, e
oxigénio dissolvido no leite (GUEIMONDE et alii, 2004; SHAH, 2000).

Segundo Charteris et alii (1997), Dave & Shah (1997), a viabilidade das
bactérias probidticas armazenadas sob refrigeracao e baixo pH, por longos periodos
pode diminuir, e ainda, a viabilidade do L. acidophillus pode ser afetada pela

presencga do L. bulgaricus.

O peroxido de hidrogénio produzido por L. bulgaricus apresenta efeito
antimicrobiano, afetando o crescimento de bactérias probidticas (DAVE & SHAH,
1997b; DAVE & SHAH, 1998). Samona & Robinson (1994) citam ainda a secrecgao
de bacteriocinas por L. bulgaricus, podendo comprometer a sobrevivéncia de

bifidobactérias.
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A sobrevivéncia das bactérias probidticas em produtos lacteos fermentados
depende de varios fatores, tais como a linhagem utilizada, interacdo entre as
espécies presentes, condigdes da cultura, composi¢gao quimica do meio (fonte de
carboidrato), acidez final, conteudo de sodlidos do leite, disponibilidade de nutrientes,
promotores e inibidores do crescimento, concentragao de agucar (pressao osmatica),
oxigénio dissolvido (especialmente para a Bifidobacterium sp.), quantidade
inoculada, temperatura de incubacdo, tempo de temperatura de estocagem
(KAILASAPATHY & RYBKA,1997; LOURENS-HATTINGH & VILJOEN, 2001).

Os resultados mostraram que com a utilizagdo de culturas contendo
microrganismos probidticos, o produto apresentou contagem suficiente para
promover efeitos terapéuticos a saude do consumidor, além de contribuir para os
efeitos tecnoldgicos, como reduzir a pds-acidificagao do iogurte e leites fermentados,
fato evidenciado pela acdo de L. acidophilus e Bifidobacterium sp. (ANTUNES,
2001).

Contagens inferiores de culturas probioticas foram observadas por Vinderola,
Bailo & Reinheimer (2000), ao estudarem a viabilidade de bactérias do iogurte
durante a estocagem refrigerada a 5°C por quatro semanas, observaram que o nivel
de perda de viabilidade depende do tipo de iogurte (firme ou liquido, semi-desnatado
ou integral) e da cultura lactica utilizada. As contagens iniciais de L. acidophilus e B.
bifidum variaram de 10° a 10" UFC/mL, enquanto que no final da estocagem eram

menores que 10* UFC/mL.

Apesar da importancia da viabilidade dessas bactérias benéficas, pesquisas
conduzidas na Australia e na Europa, tém mostrado uma precaria viabilidade da
bactéria probidtica, especialmente bifidobacterias, em preparag¢des de iogurte (SHAH
& LANKAPUTHRA, 1997; LANKAPUTHRA, SHAH & BRITZ, 1996b).

Bactérias probidticas devem, apos a ingestao, alcangar o intestino em niveis
elevados para ser capaz de sobreviver, aderir as paredes intestinais, multiplicar-se e,
talvez, exercer seus efeitos de promocdo da saude. Consequentemente, a
viabilidade de espécies probidticas durante a armazenagem de leite fermentado é
muito importante (AWAISHEH, HADDADIN & ROBINSON, 2005).

Com o objetivo de solucionar a sobrevivéncia dos organismos probioticos,

diferentes perspectivas tem sido utilizadas, incluindo culturas selecionadas,
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microencapsulacao e adi¢ao de prebidticos (DONKOR et alii, 2006). Prebidticos sao
geralmente adicionados a produtos lacteos para seletivamente estimular o
crescimento de probioticos selecionados tais como Bifidobacterium sp. no intestino
humano. Varios estudos tém mostrado a melhora do crescimento e atividades de
Bifidobacterium sp. com inulina (AKALIN, FENDERYA & AKBULUT, 2004).

Segundo Donkor et alii (2006), embora a inulina ndo enriquecga a viabilidade
de organismos probidticos durante a estocagem, observou-se um efeito significativo
no desempenho do crescimento inicial de probidticos e uma melhor retencdo da
viabilidade, independentemente de sua concentragdao, durante o periodo de
estocagem. Similarmente, houve uma melhora substancial no crescimento das

culturas do iogurte (S. thermophilus e L. bulgaricus) na presenga de inulina.

Neste trabalho a adigdo de inulina na formulagdo inicial destinada a
elaboracdo dos iogurtes com diferentes concentragdes de culturas tradicionais e
probidticas, provavelmente contribuiu para a viabilidade dos probiéticos durante o
periodo de estocagem, como pode ser observado nas Figura 34 - Tabela 16 e Figura
35 - Tabela 17 (Apéndice IV). Além disso, a redugdo no numero de células viaveis de

L. bulgaricus favoreceu a viabilidade das bactérias probidticas.

4.5 Determinagao da viscosidade

A viscosidade é a propriedade inversa da fluidez, ou seja, € a resisténcia do
alimento a sofrer deslocamentos quando submetido a uma forga externa, como a
agitacdo. E uma propriedade bésica que caracteriza o comportamento de
escoamento e importante na aceitacdo de muitos alimentos (BOBBIO & BOBBIO,
1995). A tabela com a descricdo dos valores de viscosidade dos iogurtes esta

apresentada no Apéndice V (Tabela 18).

Wolfschoon-Pombo, Granzinolli & Fernandes (1983) afirmam que a
viscosidade, a consisténcia e a estabilidade do iogurte podem ser influenciadas por
fatores como a homogenizagao, o tratamento térmico, a acidificagdo, a temperatura

de incubacgao e as condi¢gbes de armazenamento.
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Para um melhor entendimento dos resultados das amostras elaboradas neste
trabalho, estas foram comparadas com amostras comerciais de iogurtes probioticos

(liquido e tradicional).

As amostras de iogurtes adicionados de diferentes concentragbes de culturas
probidticas, como também as amostras comerciais apresentaram comportamento
pseudoplastico (Figura 24), ou seja, a viscosidade diminuiu com o0 aumento da taxa
de deformagado, diminuindo a sensagdo de gomosidade durante a mastigagéo
(DUBOC & BEAT, 2001).
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Figura 24 - Viscosidade a 10°C de iogurtes adicionados de diferentes concentra¢des de culturas
tradicionais e probioticas e de amostras comerciais de iogurtes probiéticos (liquido e tradicional).

A viscosidade dos iogurtes foi fracamente influenciada pela concentracéo da
cultura probidtica (Figura 24). Na taxa de deformagdo 55s™' a viscosidade obtida
para o iogurte adicionado de 0,5% de culturas lacticas foi 369mPa.s, com 1,0% de
culturas lacticas 382mPa.s e com 1,5% de cultura lacticas 388mPa.s. Entretanto, a
viscosidade dos iogurtes produzidos foi significativamente diferente das amostras
comerciais, tanto para o iogurte liquido (116mPa.s) quanto o iogurte tradicional
(924mPa.s).

As bactérias acido lacticas (LAB) utilizadas para fermentar produtos lacteos
sintetizam acidos graxos de cadeia curta, vitaminas e exopolossacarideos (EPS)
(SHENE & BRAVO, 2006), sendo que este ultimo tem uma importante fungdo como
agente bio-thickening natural para melhorar a reologia do produto fermentado, como

estabilizador fisico e para reter agua e limitar a sinérese (DUBOC & BEAT, 2001).
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A viscosidade dos iogurtes desenvolvidos no estudo provavelmente foi maior
em funcdo da adicdo de culturas lacticas tradicionais e probidticas. Em estudos
desenvolvidos por Hassan et alii (1996) e Teggatz (1990), observou-se que a maior

consisténcia no iogurte é atribuida a produgao de exopolissacarideos pela cultura.

Além disso, os iogurtes foram desenvolvidos com caseinato de calcio que
resultou no aumento do conteudo de solidos totais da mistura destinada a
elaboracdo do iogurte, proporcionando uma maior consisténcia e viscosidade do
produto final (MISTRY & HASSAN, 1992; TAMIME & ROBINSON, 1991).

4.6 Determinacgao da cor dos iogurtes

A Tabela 8 apresenta os resultados referentes aos valores médios e desvio
padrdao dos parametros luminosidade (L*) e coordenadas de cromaticidade (a* e b*)
utilizados para a determinagdo da cor dos iogurtes elaborados com diferentes

concentragdes de culturas lacticas tradicionais e probidticas (0,5%, 1,0% e 1,5%).

Tabela 8 - Parametros de cor: luminosidade (L*) e coordenadas de cromaticidade (a*
e b*) dos iogurtes elaborados com diferentes concentragbes de culturas lacticas

tradicionais e probidticas.

logurtes L* a* b*
0,5% 82,80° + 0,39 16,72° £ 0,01 13,94% £ 0,35
1,0% 83,99°+ 0,16 18,46° + 0,14 12,15° + 0,55
1,5% 83,74% + 0,11 19,28%+ 0,03 12,45° + 0,27

*Os valores com a mesma letra, ndo diferiram significativamente entre si (Teste de Tukey ao nivel de

5% de significancia).

A determinagdo da cor das trés amostras de iogurtes desenvolvidos foi

realizada durante o periodo de armazenagem sob refrigeragao.

O valor de L* do iogurte com 0,5% de culturas lacticas apresentou diferenca

significativa (p < 0,05) em relacdo aos iogurtes com 1,0% e 1,5% de culturas
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lacticas, este valor representa que amostras sao escuras, uma vez que, 0 parametro
L*, indica a luminosidade e pode determinar valores entre zero (0) e cem (100),
sendo denominado preto e branco, respectivamente. Uma reducéo nos valores de L*
provavelmente € causada devido a incorporagao de constituintes no produto como
inulina (fibra), caseinato de calcio e agucar favorecendo a absorg¢ao e a redugao de
agua livre em fungcdo do aumento de sdlidos totais, resultando em uma menor
sinérese durante a estocagem do produto e consequentemente menor reflexdo de
luz (GARCIA-PEREZ et alii, 2005).

Em relacédo aos valores de a* observa-se que houve diferenga significativa (p
< 0,05) entre as trés amostras. O valor de b* do iogurte com 0,5% de culturas
lacticas apresentou diferenga significativa (p < 0,05) quando comparado as demais
amostras que nao diferiram entre si. As coordenadas de cromaticidade a* e b*
indicam as direcdes das cores, desta forma, a* > 0 é a direcdo do vermelho, a* <0 é
a direcao do verde; b* > 0 é a diregcdo do amarelo e b* < 0 é a diregdo do azul
(MINOLTA, 1994). Os valores de a* foram positivos (+a*), em diregdo ao vermelho e
os valores de b* foram positivos (+b*), em direcdo ao amarelo, estes resultados
ocorreram provavelmente em funcdo da adicdo de corante vermelho em pd nas

diferentes amostras de iogurtes.

Segundo Garcia-Pérez et alii (2005), estudando cor em iogurte, verificaram
que diferencas nao significativas nos parametros, foram observadas até 120 a 150
minutos de fermentacao, depois, os valores de L* iniciaram um declinio e os valores
de a* e b* um aumento, concluindo-se que a cor no iogurte depende do pH. A um pH
de 4,8, a solubilizagdo de fosfato de calcio a partir da micela de caseina é
maximizado, permitindo entdo a dissociacdo das protéinas em subunidade de micela
de caseina dentro da fase sérica do leite, aumentando a permeabilidade da micela.
Efeito semelhante foi encontrado neste trabalho, onde o menor valor de L* foi
encontrado na amostra com 0,5% de culturas lacticas. Valores maiores de a* e b*

foram observados na amostra com 1,5% de cultura lactica.

Roefs et alii (1985) demonstrou que o tamanho das micelas de caseina foi
minimo a um pH de 5,2. A diminuicao do valor de L* é atribuida, provavelmente a
reducdo do tamanho das micelas de caseina aumentou o teor protéico do produto,

resultando no escurecimento da amostra.
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De acordo com Garcia-Pérez et alii (2005), a esterilizacdo da mistura (leite,
agucar, leite em pod e fibra) utilizada na produgdo dos iogurtes, induz uma
desestabilidade nas micelas de caseinas que aumentam os valores de a* e b*, fato
este observado neste trabalho onde a mistura era composta por leite, acucar,

caseinato de calcio e inulina.

Em estudos recentes observou-se que a refrigeracdo do iogurte depois da
fermentagdo aumentou L* (mais esbranquigado), b* (mais amarelado), e valores de
a* (menos esverdeado) dos iogurtes (GARCIA-PEREZ et alii, 2005).

4.7 Analise sensorial dos iogurtes

Na Figura 25 observam-se os valores médios de cor, aroma, sabor, acidez,
corpo e aparéncia global dos iogurtes elaborados com diferentes culturas lacticas

tradicionais e probidticas, atribuidos pelos julgadores.

Nota

Cor Aroma Sabor Acidez Corpo  Aparéncia
Global

Atributos

*Os valores com a mesma letra, ndo diferiram significativamente entre si (Teste de Tukey ao nivel de 5% de
significancia).
Figura 25 - Valores médios dos atributos cor, aroma, sabor, acidez, corpo e aparéncia global dos
iogurtes elaborados com diferentes concentragdes de culturas lacticas tradicionais e probioticas.

De maneira geral, as amostras apresentaram diferengas significativas em

relacdo aos atributos avaliados (p < 0,05).

Em relagdo ao atributo cor, aroma e corpo observou-se que houve diferencga

significativa entre as trés amostras, o iogurte com 1,0% de culturas lacticas recebeu
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maior nota em relacdo a cor e corpo (valor médio 7,3 e 7,5, respectivamente). O
iogurte com 1,5% de culturas lacticas obteve maior nota para o atributo aroma (valor
médio 7,1).

O iogurte com 1,0% de culturas lacticas apresentou valores maiores de nota
em relagdo aos atributos sabor (valor médio 7,4), acidez (valor médio 6,8) e
aparéncia global (valor médio 7,4) quando comparado as amostras de iogurte com

0,5% e 1,5% de culturas lacticas que nao diferiram estatisticamente entre si.

Os valores médios das notas apresentadas para os diferentes atributos

avaliados, foram correspondentes a “gostei”.

A primeira impressao que se tem de um alimento é geralmente visual, sendo
que a cor € um dos aspectos fundamentais na qualidade e aceitacdo do produto. A
cor dos alimentos resulta da presenga de compostos coloridos ja existentes no
produto natural (pigmentos naturais), ou da adicao de corantes sintéticos (BOBBIO &
BOBBIO, 1995). Foi observado que os produtos apresentaram cor caracteristica,

sem grumos e com aspecto homogéneo, além de um suave sabor acido.

O sabor e aroma do iogurte dependem inteiramente da cultura e de seu
metabolismo durante a fermentagédo. Sabores e odores estranhos s&o geralmente
causados por subprodutos da fermentagao inadequada. Estes atributos devem-se ao
acido lactico e em quantidades muito pequenas de acetaldeido, diacetil e acido
acético e dependem também do tipo e da qualidade dos ingredientes utilizados na
mistura do iogurte, do tempo e da temperatura de fermentacdo (VEDAMUTHU,
1991b).

Segundo Man & Jones (1996), o aumento da acidez pode alterar o perfil de

sabor dos iogurtes, diminuindo a preferéncia do produto.

O corpo do iogurte é devido, principalmente aos ingredientes acrescentados
durante o processo de fabricacdo. Deve possuir suficiente viscosidade para resistir
ao manuseio normal durante todo o processo e armazenamento. A contracdo do
coagulo e a separacao do soro durante o envase sdo considerados defeitos do
corpo. A separagao do soro ndo € apenas prejuizo na aparéncia visual, mas também

revela problemas de corpo e textura do produto (PINHEIRO, 2003).
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A aparéncia global é traduzida pelo “conjunto”, relativa a primeira impressao
causada pelo produto como um todo, sem representar a média das notas das outras

caracteristicas avaliadas.

4.7 .1 Teste de preferéncia

De acordo com o Teste de Ordenacgao de Preferéncia dos iogurtes realizado
por 30 julgadores, os resultados mostraram que o iogurte fabricado com 1,0% de
culturas lacticas tradicionais e probidticas obteve uma maior preferéncia (primeira
opg¢éao), enquanto que o iogurte com 1,5% de culturas foi eleito como segunda opgéo
e os iogurtes com 0,5% e 1,5% de culturas com terceira opg¢ao, conforme as Figuras
26, 27 e 28.

@ 1% opgéo
@ 2° opgéo
@ 3° opgéo

33%

Figura 26 - Respostas dos provadores em relagao ao Teste de Ordenacgéao de preferéncia do iogurte
elaborado com 0,5% de culturas lacticas tradicionais e probidticas.

B 1% opgédo
@ 2% opgéao

579 @ 3% opgédo
0

Figura 27 - Respostas dos provadores em relacéo ao Teste de Ordenacgédo de preferéncia do iogurte
elaborado com 1,0% de culturas lacticas tradicionais e probiéticas.
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17%

B 12 opgéo
@ 2% opgao
@ 3%opgao

Figura 28 - Respostas dos provadores em relagdo ao Teste de Ordenagéo de preferéncia do iogurte
elaborado com 1,5% de culturas lacticas tradicionais e probiéticas.

Os resultados foram analisados através da tabela de Newell e MacFarlane
(DUTCOSKI, 1996), onde n&o houve diferencas significativas entre as amostras,
porém pode-se observar uma tendéncia de preferéncia para amostra com 1,0% de

culturas lacticas.

4.7.2 Avaliagado do consumo de iogurtes e intengdo de compra

O Teste de Frequéncia de Consumo foi realizado com 30 provadores. Os
resultados referentes ao consumo de iogurte foram: 30% consomem todos os dias,
43% uma vez por semana, 17% a cada 15 dias e 10% uma vez por més, conforme a

Figura 29.
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10%

@ Todos os dias

@ Uma vez por semana
@A cada 15 dias

0O Uma vez por més

Figura 29 - Respostas dos provadores em relagédo a freqiiéncia do consumo de iogurte.

Através do Teste de Atitude do Consumidor foi observado que, caso o
produto, escolhido com preferido no Teste de Ordenacao de Preferéncia que foi o
iogurte com 1,0% de culturas, fosse comercializado a maioria dos consumidores, ou
seja, 97% provavelmente compraria, enquanto 3% dos consumidores n&o

comprariam o iogurte, conforme a Figura 30.

3%

0O Sim
@ Nao

97%

Figura 30 - Respostas dos provadores em relagao a intengao de compra do iogurte elaborado com
1,0% de culturas lacticas tradicionais e probioticas desenvolvido no estudo.

4.7.3 Teste de aceitacdo — Criancas

De acordo com o Teste de Preferéncia realizado pelos adultos, a amostra
contendo 1,0% de cultura foi selecionada para ser testada com 35 criangas da
creche Ipé Amarelo da Universidade Federal de Santa Maria — UFSM. Amostras que

apresentam o |.A. (indice de Aceitacdo) superior a 70% indicam que o produto sera
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aceito pelos consumidores. No caso da amostra avaliada o indice foi de 100%, ou

seja, todas as criangas aprovaram o produto testado.



5 CONCLUSAO

Através desta pesquisa foi possivel concluir que:

» As diferentes concentragdes de culturas lacticas tradicionais e probioticas
(0,5%, 1,0% e 1,5%) adicionadas na formulagéo inicial influenciaram o tempo de

fermentacao.

*+ Os iogurtes com diferentes concentracdo de culturas tradicionais e
probioticas (0,5%, 1,0% e 1,5%) nédo apresentaram diferengas significativas em

relacédo as caracteristicas fisico-quimicas.

* Os valores de pH decresceram em fungao da producdo de acido latico
durante o periodo de estocagem refrigerada para todos os produtos obtidos
caracterizando a pés-acidificagdo. Houve diferengas significativas nos valores de pH
e acidez, entre as diferentes amostras de iogurte, em fungdo da concentragdo de
culturas tradicionais e probitticas. Os valores de acidez estdo de acordo com o

proposto pela legislagao brasileira.

* O teor de lactose apresentou uma redugao para os iogurtes com diferentes

concentracdes de culturas tradicionais e probidticas.

* Durante o tempo de estocagem, o numero de células viaveis de S.
thermophilus atende aos valores estabelecidos pela legislagao brasileira em vigor,
no entanto, L. bulgaricus apresentou valores inferiores ao esperado, no entanto, a

legislagdo n&o prevé a enumeracédo dos microrganismos separadamente.

* O numero de bactérias viaveis das culturas lacticas probidticas (L.
acidophilus e Bifidobacterium sp.) estdo de acordo com o padrao estabelecido pela
legislagao brasileira. O produto apresentou contagem suficiente para promover

efeitos terapéuticos a saude do consumidor.
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» A viscosidade dos iogurtes foi fracamente influenciada pelas diferentes
concentracdes de culturas lacticas tradicionais e probiéticas, ndo houve diferencas

significativas entre as amostras.

* Nos parametros de cor a coordenada de cromaticidade a* (a* > 0 vermelho,
a* < 0 verde) apresentaram diferencgas significativas para as amostras de iogurtes

com 0,5%, 1,0% e 1,5% de culturas tradicionais e probiéticas.

+ De maneira geral o iogurte com 1,0% de culturas lacticas obteve as

melhores notas para os atributos cor, sabor, acidez, corpo e aparéncia global.

* No Teste de Preferéncia a amostra com 1,0% de culturas lacticas foi eleita a

preferida de acordo com os julgadores.

* No teste realizado com criangas o produto contendo 1,0% de culturas

lacticas obteve 100% de aceitacio.
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7 APENDICES



Apéndice | - Determinacao do valor de pH e da acidez expressa em acido lactico

durante o processo de fermentacao.

Tabela 9 - Valores médios de pH durante o processo de fermentagdo dos iogurtes

elaborados com diferentes concentracbes de culturas lacticas tradicionais e

probidticas.
obser\-:-aeg:ggt?rﬂ?nutos) 0,5% 1,0% 1,5%
0 5,35+ 0,01 5,15+ 0,01 5,07 £ 0,01
30 5,14 + 0,01 4,99 + 0,01 4,97 + 0,01
60 4,98 + 0,02 4,91 £ 0,02 4,86 + 0,01
90 4,87 £ 0,01 4,78 £ 0,01 -
120 4,85 + 0,02 - -

Tabela 10 - Valores médios de acidez (% de acido lactico) durante o processo de
fermentacdo dos iogurtes elaborados com diferentes concentragdes de culturas

lacticas tradicionais e probidticas.

obser\-{aegzczr:‘ianutos) 0,5% 1,0% 1,5%
0 0,49 £ 0,02 0,55 + 0,01 0,57 £ 0,02
30 0,54 + 0,01 0,56 + 0,01 0,60 £ 0,01
60 0,59 £ 0,01 0,62 + 0,00 0,65 + 0,01
90 0,65 + 0,01 0,72 £ 0,01 -

120 0,65 £ 0,02 - -




Apéndice Il - Caracterizacao fisico-quimica dos iogurtes.
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Figura 31 - Determinagao do teor de umidade (A), cinzas (B), extrato seco total (C), extrato seco
desengordurado (D), proteina (E) e gordura (F).



Apéndice lll - Determinacao do valor de pH, da acidez expressa em acido lactico e

do teor de lactose durante o periodo de armazenamento sob refrigeragao.

Tabela 11 - Valores médios de pH durante o tempo de estocagem dos iogurtes

elaborados com diferentes concentragdes de culturas lacticas tradicionais e

probidticas.

Tempo de estocagem

(dia) 0,5% 1,0% 1,5%
1 4,62 £ 0,00 4,56 + 0,01 4,54 £ 0,00
7 4,55+ 0,01 4,52 £ 0,01 4,47 £ 0,02
14 4,55+ 0,01 4,52 £ 0,01 4,47 £ 0,00
21 4,53 £ 0,01 4,46 £ 0,01 4,46 £ 0,01
28 4,47 £ 0,01 4,45+ 0,01 4,45+ 0,01

Tabela 12 - Valores médios de acidez (% acido lactico) durante o tempo de

estocagem dos iogurtes elaborados com diferentes concentragdes de culturas

lacticas tradicionais e probidticas.

Tempo de estocagem

(dia) 0,5% 1,0% 1,5%
1 0,67 + 0,01 0,69 + 0,02 0,72 + 0,01
7 0,72 + 0,01 0,75+ 0,01 0,76 + 0,01
14 0,72 + 0,01 0,75+ 0,01 0,80 £ 0,02
21 0,74 + 0,01 0,77 + 0,01 0,83 + 0,01
28 0,81 + 0,01 0,86 + 0,01 0,90 + 0,01
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Tabela 13 - Valores médios do teor de lactose (%) durante o tempo de estocagem

dos iogurtes elaborados com diferentes concentragdes de culturas lacticas

tradicionais e probidticas.

Tempo de estocagem

(dia) 0,5% 1,0% 1,5%
1 4,02 +0,03 3,85+0,05 3,72+0,03
7 3,93 £ 0,02 3,57 £0,03 3,52 £ 0,02
14 3,82+ 0,03 3,46 £ 0,05 3,36 £ 0,03
21 3,68 + 0,04 3,40 £ 0,02 3,25+ 0,02
28 3,52 £ 0,02 3,30 £ 0,05 3,20 £ 0,03




Apéndice IV - Contagem de bactérias lacticas nos iogurtes.
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Figura 32 - Efeito do tempo de estocagem na manutencado do numero de células viaveis de S.
thermophilus nos iogurtes elaborados com diferentes concentra¢des de culturas lacticas tradicionais e
probidticas.

Tabela 14 - Contagem média do numero de células viaveis de Streptococcus
salivarius ssp. thermophilus dos iogurtes elaborados com diferentes concentragdes
de culturas lacticas tradicionais e probidticas durante o tempo de estocagem (logqo
UFC/ mL).

Tempo de estocagem

(dia) 0,5% 1,0% 1,5%
1 9,12+ 0,16 8,88 + 0,23 8,41+0,18
7 9,00 £ 0,09 9,01 £0,03 9,03 +£0,08
14 8,88+ 0,10 8,82+ 0,18 8,88+ 0,17
21 8,89 + 0,06 8,84 + 0,05 8,89 £ 0,08
28 8,58 £ 0,07 8,70 £ 0,13 8,96 £ 0,09
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bulgaricus nos iogurtes elaborados com diferentes concentragdes de culturas lacticas tradicionais e

probidticas.

Tabela 15 - Contagem média do numero de células viaveis de Lactobacillus
delbruecki ssp. bulgaricus dos iogurtes elaborados com diferentes concentragdes de

culturas lacticas tradicionais e probiéticas durante o tempo de estocagem (log1o UFC/

mL).

Tempo de estocagem

(dia) 0,5% 1,0% 1,5%
1 7,28 £0,10 7,07 £0,18 6,96 + 0,09
7 7,04 £ 0,22 7,19+£0,03 7,29 £0,07
14 6,90 + 0,08 7,02 £ 0,02 6,99 0,13
21 6,38 £ 0,55 6,77 £ 0,08 6,59 + 0,24
28 6,54 £ 0,34 6,14 £ 0,50 6,36 + 0,26
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acidophilus nos iogurtes elaborados com diferentes concentragdes de culturas lacticas tradicionais e

probidticas.

Tabela 16 - Contagem média do numero de células viaveis de Lactobacillus

acidophilus dos iogurtes elaborados com diferentes concentragdes de culturas

lacticas tradicionais e probidticas durante o tempo de estocagem (log1o UFC/ mL).

Tempo de estocagem

(dia) 0,5% 1,0% 1,5%
1 9,18+0,19 8,93+0,19 8,56 + 0,34
7 9,11 £ 0,06 9,02 £ 0,11 9,12+ 0,06
14 8,98 £ 0,02 8,86 + 0,09 8,69 £ 0,51
21 8,90 £ 0,05 8,85+ 0,02 8,79 £ 0,06
28 8,92 £ 0,07 8,83 + 0,06 8,86 +£ 0,10
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Tabela 17 - Contagem média do numero de células viaveis de Bifidobacterium sp.

dos iogurtes elaborados com diferentes concentragdes de culturas lacticas
tradicionais e probidticas durante o tempo de estocagem (log1o UFC/ mL).
Tempo de _estocagem 0,5% 1,0% 1,5%
(dia)

1 6,30 £ 0,17 6,55+ 0,14 7,02 £ 0,08

7 6,59+0,18 7,07 £0,13 7,06 £ 0,30

14 6,69 + 0,03 6,11+ 0,67 6,84 + 0,22

21 6,37 + 0,56 7,04 £ 0,08 7,17 £0,12

28 6,60 + 0,15 6,75+ 0,08 7,09 £ 0,05




Apéndice V - Determinacao da viscosidade dos iogurtes.

TABELA 18 - Determinacdo da viscosidade aparente em iogurtes elaborados com
diferentes concentragdes de culturas lacticas tradicionais e probidticas e de

amostras comerciais de iogurtes probiéticos (liquido e tradicional).

logurtes Viscosidade (mPa.s) 55s™
0,5% 369
1,0% 382
1,5% 388
Comercial liquido 116

Comercial tradicional 924
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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