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RESUMO

A busca por uma alimentacdo balanceada e por alimentos que possam trazer beneficios a
saude do consumidor fez aumentar a demanda de alimentos funcionais, incluindo os
produtos lacteos probidticos. A combina¢do de um produto suplementado com proteinas e
fermentado por microrganismos probidticos pode gerar um produto com propriedades
tecnoldgicas, sensoriais e funcionais que atendam a demanda por esses produtos. A
suplementagdo do leite para a fabricacdo de iogurtes com diferentes tipos de proteinas
melhora o valor nutricional do produto e afeta principalmente a formagdo da estrutura do
gel do iogurte, alterando propriedades como textura, firmeza, viscosidade, retengdo de
dgua e separacdo do soro. O objetivo deste trabalho foi estudar o efeito da suplementagao
do leite com proteinas de diferentes fontes (soro de leite, soja e coldgeno) e do tipo de
cultura lactica (culturas tradicionais e probidticas) sobre as caracteristicas fisico-quimicas e
microbioldgicas de iogurtes. O aumento da concentracdo de suplemento protéico resultou
em aumento da capacidade da retencdo de dgua e em redugdo da sinérese dos iogurtes. A
adi¢do de fibra natural de coldgeno aos iogurtes resultou em produtos com maior
capacidade de retencdo de dgua, sinérese e consisténcia, que sdo propriedades importantes
para a qualidade do iogurte. Por outro lado, a suplementacido com isolado protéico de soja
resultou em produtos com propriedades tecnoldgicas inadequadas, embora tenha obtido os
melhores resultados no estimulo do desenvolvimento das culturas durante a fermentagéo.
Os iogurtes fermentados com a cultura tradicional (S. thermophilus e L. bulgaricus)
apresentaram maior acidez tituldvel, maior capacidade de retencio de dgua e menor
sinérese do que os iogurtes fermentados com a cultura probidtica (S. thermophilus, L.
bulgaricus e L. acidophilus). A suplementacdo do leite com diferentes fontes de proteinas
afetou a composicdo e caracteristicas tecnoldgicas dos iogurtes, enquanto o uso de
diferentes tipos de culturas laticas afetou apenas as propriedades tecnoldgicas, como

capacidade de reten¢@o de dgua e sinérese.



1. INTRODUCAO

O aumento da procura por alimentos saudaveis com apelo funcional € devido a
crescente preocupacgdo da populacdo com a satide, que busca a melhoria dos hébitos
alimentares e a prevengdo de doengas através da ingestdo destes alimentos. Como o iogurte
€ um produto liacteo com grande aceitabilidade pelos consumidores e seu consumo é
considerado um habito sauddvel pela maioria da populagdo, a inclusdo de ingredientes
probidticos ou prebidticos neste produto ¢ facilitada.

A producdo média de iogurtes em 2006 foi de 400 mil toneladas por ano, o que
representa 76% do total de produtos lacteos fermentados. No entanto, o consumo de leites
fermentados no Brasil, que é de 3 kg por ano por habitante, é considerado baixo quando
comparado ao consumo de paises como Franca, Uruguai e Argentina, aonde o consumo per
capita do produto € de 7 a 19 kg ao ano (SANTANA et al., 2006). Em 2007, o mercado de
produtos probidticos (ingredientes, suplementos e alimentos) movimentou US$ 14,9
bilhdes no mundo e a estimativa é que este mercado alcance um movimento de US$ 19,6
bilhdes em 2013. Deste mercado, o segmento de iogurtes representava 36,6% em 2007
(BRANDAO, 2008).

A combinagdo de um produto suplementado com proteinas e fermentado por
microrganismos probidticos pode gerar um produto com propriedades tecnoldgicas,
sensoriais e funcionais que atendam a demanda por produtos saudaveis. A suplementagdo
do leite para a fabricacdo de iogurte com diferentes tipos de proteinas melhora o valor
nutricional do produto e afeta principalmente a formacgdo da estrutura do gel do iogurte,
alterando propriedades como textura, firmeza, viscosidade, retencdo de dgua e separacao
do soro.

Devido as suas propriedades, as proteinas do soro de leite, as proteinas da soja e o
coldgeno, merecem destaque. Vdrios estudos foram realizados sobre a suplementacio do
leite com proteinas do soro do leite e da soja, no entanto sdo raros os trabalhos sobre a
adi¢do de coldgeno em alimentos.

As culturas probidticas tém sido utilizadas no desenvolvimento de produtos
funcionais, nos quais os microrganismos probidticos atuam como agentes tecnoldgicos,
melhorando as caracteristicas do produto tradicional, tal como a reducdo da pods-
acidificagdo, e como agentes terapéuticos, promovendo efeitos benéficos nos individuos

que os ingerem. Para isso, o microrganismo utilizado deve apresentar comprovacio dos



efeitos benéficos e se apresentar em concentracdo suficiente para sua atuagdo durante toda
a vida de prateleira do produto.

A avaliagdo do efeito da suplementacdo do leite e do uso de culturas laticas
distintas pode ser realizada por fatores relacionados diretamente a qualidade do iogurte,
tais como acidez desenvolvida, capacidade de retencdo de 4gua, susceptibilidade a
sinérese, parametros relacionados a estrutura e textura e viabilidade das bactérias das
culturas laticas.

Neste contexto, estudos sobre a suplementacio do leite com proteinas, e posterior

fermenta¢do por culturas probidticas poderdo trazer contribuicdes para a ciéncia e

tecnologia de produtos lacteos funcionais.



2. OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo geral estudar o efeito da fortificagdo do leite com
diferentes fontes protéicas (soro de leite, soja e coldgeno) e da composi¢ao da cultura latica
(cultura tradicional e probidtica) em iogurtes.

Os objetivos especificos do trabalho foram:

i.  Estudar o efeito da concentracio de suplemento protéico sobre as caracteristicas do
iogurte;
ii.  Avaliar o efeito do tipo de cultura litica sobre o tempo de fermentagdo e a cinética
de acidificac@o para cada combinag@o de suplemento protéico e cultura utilizada;
iii.  Estudar o efeito do armazenamento refrigerado sobre as caracteristicas fisico-

quimicas, funcionais, reoldgicas e a viabilidade das bactérias laticas dos iogurtes.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Togurtes

Os produtos lacteos fermentados fazem parte da dieta da maior parte da populacio
mundial e vérios trabalhos cientificos t&ém sido publicados sobre os beneficios a saude
relacionados ao consumo deste tipo de produto (DAVE, SHAH, 1998).

Ao longo dos anos, o iogurte se tornou um dos produtos acidificados com maior
aceitabilidade e mais consumido ao redor do mundo e os principais fatores que
contribuiram para o seu crescimento no mercado de consumo sio: sabor ligeiramente
dcido, boa digestibilidade, possibilidade de adicionar diferentes sabores, alto valor
nutricional e qualidade estdvel (SPREER, 1998).

A origem dos leites fermentados € relacionada aos Bélcas, centro leste europeu e
paises mediterraneos (STAFF, 1998) e sua producdo estd baseada no processo de
degradac@o e acidificacdo do leite cru apés um tempo de estocagem, devido a acdo dos
microrganismos presentes no meio, comumente das bactérias 4cido laticas, que irdo
predominar na flora natural do leite em temperaturas moderadas (WALSTRA,
WOUTERS, GEURTS, 2006). Variando a matéria prima, o tipo de cultura e as condicdes
de processamento, foi desenvolvida uma grande variedade de leites fermentados ao redor
do mundo.

De acordo com os Padroes de Identidade e Qualidade de Leites Fermentados
(BRASIL, 2000), entende-se por leites fermentados os produtos resultantes da fermentagdo
do leite pasteurizado ou esterilizado, em natureza ou reconstituido, adicionado ou ndo de
outros produtos de origem lactea, bem como de outras substancias alimenticias
recomendadas pela tecnologia atual de fabricacdo de leites fermentados, através de
fermentos laticos proprios.

A principal diferenca entre os tipos de leites fermentados é a cultura litica
empregada no seu processamento e alguns exemplos destes produtos sdo: iogurte, leite
fermentado ou cultivado, leite aciddfilo, kefir, kumys e coalhada.

lIogurte é o leite fermentado cuja fermentagdo se realiza com cultivos
protosimbidticos de Streptococcus thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus, que podem ser complementados por outras bactérias dacido-laticas que

contribuam de maneira benéfica nas caracteristicas do produto final (BRASIL, 2000).
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Segundo Brasil (2000), os ingredientes obrigatdrios do iogurte sdo leite e/ou leite
reconstituido padronizado em seu conteido de gordura e os cultivos de bactérias laticas
e/ou cultivos de bactérias laticas especificas. Os ingredientes opcionais que podem ser
utilizados sdo: (i) leite concentrado, creme, manteiga, gordura anidra de leite ou butter oil,
leite em po, caseinatos alimenticios, proteinas lacteas, outros solidos de origem lactea,
soros lacteos, concentrados de soros lacteos; (ii) frutas em forma de pedacos, polpa(s),
suco(s) e outros preparados a base de frutas; (iii) maltodextrinas; (iv) outras substincias
alimenticias tais como: mel, coco, cereais, vegetais, frutas secas, chocolate, especiarias,
café, outras, sozinhas ou combinadas; (v) acucares e/ou glicidios (exceto polialcodis e
polissacarideos); (vi) cultivos de bactérias laticas subsididrias; e (vii) amidos ou amidos
modificados em uma propor¢do mixima de 1% (m/m) do produto final; sendo que todos os
ingredientes opcionais ndo lacteos, s6s ou combinados deverdo estar presentes em uma
propor¢ao maxima de 30% (m/m) do produto final.

Os iogurtes podem ser classificados quanto a estrutura do codgulo, ao contetdo de
matéria gorda e conforme adicdo ou ndo de frutas ou outros ingredientes permitidos. A
principal classificagdo deste produto é quanto a estrutura do codgulo, classificando-os em:
iogurte firme ou consistente (no qual a fermentag@o se realiza na propria embalagem do
produto) e iogurte batido (no qual a fermentacdo ocorre em um tanque, seguida da
homogeneizagido e embalagem do produto) (VARNAM; SUTHERLAND, 1994).

O iogurte sem sabor foi expandido em varios outros produtos, que incluem iogurtes
batidos com textura mais firme devido a adicao de agentes espessantes, iogurtes para beber
com vdrios aditivos para aumentar sua vida de prateleira e produtos de iogurte fortificados
com proteinas. O emprego de bactérias ldticas tradicionais em conjunto com bactérias
probidticas na fermentacdo do leite resulta em produtos com apelo terapéutico e
caracterizados por apresentarem boa digestibilidade, baixa pds-acidificacio e sabor estavel
ao longo do tempo, com boa aceitacdo no mercado de produtos funcionais. Além disso, os
produtos finais de iogurte podem ser congelados, concentrados ou liofilizados (SPREER,

1998).
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3.1.1. Tecnologia de fabricacao

A Figura 1 apresenta o fluxograma geral para a fabricagdo de iogurtes.
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Figura 1: Fluxograma geral de fabricacdo de iogurtes.



As condig¢des do processamento do iogurte variam de acordo com as especificacdes
do fabricante e das caracteristicas desejadas no produto final, mas em todos os casos
existem etapas obrigatdrias na sua fabricacao.

O iogurte pode ser obtido a partir de leite de varias espécies, como cabra e ovelha,
mas a matéria prima tradicional € o leite bovino (VARNAM, SUTHERLAND, 1994). Para
obtencdo de um iogurte padronizado, com caracteristicas definidas e constantes, e para
atender aos requisitos legais de cada pais, é necessiria uma etapa de padronizagdo da
composicdo do leite.

O contetudo de gordura dos diferentes tipos de iogurtes fabricados em todo o mundo
varia de 0,1 a 10% e os métodos empregados para a padronizagdo do leite incluem a
mistura de leite integral e leite desnatado ou o uso de centrifugas separadoras (TAMINE;
ROBINSON, 1991).

Em alguns paises, o leite € fortificado até um conteido de sélidos de 15%, o que
melhora a consisténcia final do iogurte, diminui a tendéncia a sinérese e reduz ligeiramente
a produgdo de 4cido durante a fermentagdo, com a obtencdo de um produto menos acido,
que atualmente tem melhor aceitagdo. A padronizacdo do conteido de sdlidos totais do
leite pode ser feita por remogéo de dgua, em processos como evaporagdo ou ultrafiltragio,
ou por adicdo de suplementos, como o leite em pé ou concentrados protéicos (VARNAM;
SUTHERLAND, 1994).

A homogeneizagdo € outra etapa utilizada para modificar as caracteristicas do leite
utilizado na fabricacdo do iogurte. Este processo consiste na divisdo dos glébulos de
gordura (aumento da drea superficial), e tem como objetivo principal a prevengdo da
aglomeracdo dos glébulos de gordura durante a etapa de fermentagdo ou durante seu
periodo de estocagem (STAFF, 1998). Além disso, a homogeneizacdo completa resulta na
ligacdo de gldbulos de gordura as micelas de caseina, aumentando o volume das particulas
de caseina, que podem conduzir a uma formagdo de gel mais macio durante a coagulacio.
As condigdes de processo geralmente utilizadas sdo pressdo variando entre 150 e 200 bar e
temperatura entre 58 e 60°C (SPREER, 1998).

O tratamento térmico empregado influi diretamente na qualidade do produto final,
pois afeta a microflora presente no meio e a formacdo do codgulo do iogurte, devido a
desnaturacdo das proteinas do soro. Os principais objetivos deste tratamento sdo: (i)
eliminagdo dos microrganismos patogénicos e prevencdo da deterioracido do leite pelos
microrganismos presentes naturalmente no mesmo; (ii) reducdo da populacdo total de

microrganismos a um nivel que ndo comprometa o crescimento dos microrganismos da
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cultura latica; e (iii) desnaturagdo das proteinas do soro, a fim de melhorar a textura do
produto final e auxiliar na prevencdo da separacdo do soro em qualquer tempo subseqiiente
durante a vida de prateleira do produto (STAFF, 1998). Na pratica, o tratamento varia
desde uma pasteurizagdo de alta temperatura e tempo curto até um processo de ultra-
pasteurizagdo ou UHT (Ultra High Temperature), que utiliza temperaturas muito altas por
um periodo curto (até 150°C por 5 segundos) (VARNAM; SUTHERLAND, 1994).

Outro efeito importante do aquecimento é o aumento do cardter hidrofilico das
proteinas, que reduz a sinérese e aumenta a consisténcia do gel. Este efeito é conseqiiéncia
das ligacdes covalentes entre a K-caseina e a B-lactoglobulina que ddo lugar a uma nova
estrutura superficial com poucos grupos hidrofébicos expostos. A maxima hidratagdo é
obtida aquecendo-se o leite a 85°C por 30 minutos e o iogurte elaborado com este leite
apresenta um comportamento tixotrépico verdadeiro. Um tratamento térmico mais severo
aumenta a hidrofobicidade, favorecendo a sinérese e produzindo um iogurte com qualidade
inferior (VARNAM; SUTHERLAND, 1994).

Segundo Branddo (1995), o tratamento térmico a 95°C por 5 minutos ou o
tratamento térmico a 85°C por 20 a 30 minutos desnatura mais de 85% das proteinas do
soro, reduz consideravelmente a biota original, ativa a cultura (por diminuir a quantidade
de oxigénio dissolvido no meio) e melhora a consisténcia do iogurte (devido a
desnaturacdo das proteinas do soro e subseqiiente agregacdo das mesmas a micela de
caseina). A desnaturacdo das proteinas do soro reduz a contra¢do do codgulo da caseina do
iogurte, diminuindo, conseqiientemente, a sinérese.

A fermentagdo do leite acontece devido a agdo da cultura latica empregada. O
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus sdo proteoliticos e melhoram o crescimento do
Streptococcus thermophillus através da liberacdo de peptideos pequenos e aminoécidos,
principalmente valina. O contetddo normal destes aminodcidos no leite é muito pequeno e
os cocos formam 4cido muito lentamente neste meio, porque sdo proteoliticos fracos. O
estimulo do crescimento dos bacilos causado pela acdo dos cocos se deve a producdo de
dcido férmico em condi¢des anaerdbicas e pela rdpida producdo de CO,. Devido a esta
estimulacdo mutua, durante o crescimento combinado destas duas bactérias no leite, a
producdo de dcido latico € muito mais rdpida do que se fossem empregadas as culturas
puras. No entanto, também ocorre antibiose no iogurte, pois quando certa acidez é
alcangada, os cocos ndo podem mais crescer, e s6 acontece desenvolvimento dos bacilos,

que sdo menos susceptiveis a acidez. A protocooperacdo e a antibiose sdo de grande
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importancia no crescimento das bactérias do iogurte e na qualidade do iogurte (WALSTRA
et al., 1999).
Um esquema simplificado da protocooperacdo entre as bactérias da cultura

tradicional do iogurte durante a etapa de fermentacao estd apresentado na Figura 2.
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(Adaptado de WALSTRA; WOUTERS; GEURTS, 2006).

Figura 2: Esquema de protocooperagio entre as bactérias laticas da cultura tradicional de
iogurte durante o processo de fermentagao.

A cultura mista utilizada na fabricacdo do iogurte inicialmente converte parte da
lactose em é4cido latico, o qual promove a desestabilizacdo do complexo caseina-proteinas
do soro desnaturadas, por solubilizagcdo do fosfato de célcio e dos citratos. Os agregados de
micelas de caseina e/ou micelas isoladas vdo se associando e coalescem parcialmente a
medida que o pH se aproxima de 4,6-4,7, ou seja, do ponto isoelétrico da caseina,
formando o codgulo caracteristico do iogurte (TAMINE; ROBINSON, 1991).

Em relagdo a concentracdo do indculo, empresas que comercializam culturas
recomendam de 0,1 a 0,5%, dependendo do tipo de cultura e das caracteristicas desejadas
no produto final (PINHEIRO, 2003). Penna; Gurram; Barbosa-Cinovas (2007)
compararam culturas compostas por S. thermophilus, L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L.
acidophilus e B. longum de duas marcas comerciais (DPL ABY 611 e YO MIX 236) para

fermentacdo de iogurtes. Estes autores observaram que o0s microrganismos se
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multiplicavam mais rapidamente em iogurtes com baixos niveis de inoculacdo para a
cultura DPL ABY 611 e na maioria dos casos, as contagens eram mais elevadas quando o
nivel de inoculacdo era 0,2% para a cultura YO MIX 236. Estes resultados sdo semelhantes
aos obtidos por Dave e Shah (1997), que estudaram o efeito da concentracdo da cultura
(0,05, 0,1, 0,15, e 0,2%) sobre a viabilidade das bactérias do iogurte e probidticas e que
relataram que os iogurtes preparados com baixos teores de indculo apresentaram maior
pos-acidificagdo.

De acordo com Tamime e Robinson (1991), a relacdo 6tima entre cocos e bacilos
para o desenvolvimento do sabor e aroma caracteristicos do produto é dependente das
propriedades das cepas utilizadas e é de aproximadamente 1:1. Entretanto, atualmente, as
culturas comerciais apresentam uma relagdo diferenciada entre os microrganismos,
podendo chegar a aproximadamente 13:1 entre S. thermophilus e L. bulgaricus, o que
contribui para um menor tempo de fermentacdo e um baixo grau de pés-acidificacdo no
produto final (PINHEIRO, 2003).

O 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 balanco adequado entre os dois microrganismos sdo o tempo e a
temperatura de incubacgfo e a porcentagem de inéculo. Por exemplo, um tempo menor de
incubacdo resultaria em um produto com maior propor¢do de cocos e com um sabor fraco.
Por outro lado, um tempo maior de incuba¢do ou um resfriamento inadequado favoreceria
a predominancia de bacilos resultando num produto com gosto amargo (WALSTRA et al.,
1999).

Na maioria dos casos, as operacdes realizadas apdés a fermentagdo no processo de
fabricacdo do iogurte se limitam & refrigeracdo, adi¢do de polpa de frutas ou outros
ingredientes e o envase. A refrigeracdo do produto ¢ realizada, geralmente, em duas fases:
a primeira fase consiste no resfriamento a 15-20°C, ap6s a qual se faz a quebra do codgulo
e/ou adicdo da polpa de frutas, e a segunda fase consiste no resfriamento até temperaturas
inferiores a 5°C, que serd a temperatura de armazenamento (VARNAM; SUTHERLAND,
1994).
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3.2. Suplementacio protéica

A suplementacdo do leite para fabricagdo do iogurte com fontes de proteinas afeta
as propriedades de textura dos iogurtes, com reducdo da separag¢do do soro e aumento da
firmeza e viscosidade do iogurte (LUCEY; MUNRO; SINGH, 1999).

Ingredientes funcionais, como a soja, proteinas do soro ou o coldgeno, podem
contribuir na formagdo da estrutura do gel, mas s@o adicionadas tipicamente as
formulagdes para melhorar a retencdo de 4gua, purificagdo, rendimento do processo,
consisténcia ou para redugdo do custo (DOERSCHER; BRIGGS; LONERGAN, 2003).

Virios estudos foram realizados sobre a suplementacdo do leite com proteinas do
soro do leite e da soja, mas as pesquisas sobre a adi¢do de coldgeno em iogurte e a
comparagdo entre os suplementos protéicos soro do leite, soja e coligeno ndo foram

encontrados.

3.2.1. Soro de leite

O soro é um subproduto da fabricacdo de queijos, constituindo a fase aquosa do
leite, resultante da dessora do codgulo. Ele pode ser caracterizado como um liquido
amarelo-esverdeado e dependendo do tipo de queijo, pode possuir sabor ligeiramente acido
ou doce (ABREU, 2000).

O valor nutricional do soro € indiscutivel. Durante a fabricacdo do queijo, somente
a caseina e a gordura do leite sdo removidas, restando as proteinas do soro (ABREU,
2000), varias vitaminas hidrossoliiveis (tiamina, riboflavina, dcido pantot€nico, vitamina
Bs e By2), minerais (cdlcio, magnésio, zinco e fosforo) e um alto teor de lactose (USDEC,
1997).

As proteinas do soro apresentam quase todos os aminodcidos essenciais em excesso
as recomendagdes de ingestdo didria, exceto pelos aminodcidos aromaticos (fenilalanina e
tirosina) que ndo aparecem em excesso, mas atendem as recomendacgdes para todas as
idades. Estas proteinas apresentam elevadas concentra¢des dos aminodcidos triptofano,
cisteina, leucina, isoleucina e lisina (SGARBIERI, 2004).

As proteinas do soro de leite sdo altamente digeriveis e rapidamente absorvidas
pelo organismo, estimulando a sintese de proteinas sanguineas e teciduais, a tal ponto que

alguns pesquisadores as classificaram como proteinas de metabolizacdo rdpida, muito
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adequadas para situagdes de estresses metabdlicos, em que a reposi¢do de proteinas no
organismo se torna emergencial (SGARBIERI, 2004).

Pesquisas conduzidas em universidades norte-americanas indicam que suplementos
alimentares e produtos enriquecidos com derivados de soro de leite tém diversas aplicagdes
para melhorar a sadde dos seres humanos, proporcionando maior forca e melhor
performance para atletas, suprindo adequadamente as necessidades de calcio para evitar
osteoporose e outras doencas e até prevenindo problemas cardiovasculares. E comum o seu
uso por praticantes de esportes que buscam melhor desempenho e recuperagio fisica
eficiente. Testes em laboratdrio indicam que o cdlcio proveniente de fontes lacteas pode ter
o poder de regular a pressdo arterial e reduzir o colesterol (US DAIRY EXPORT
COUNCIL SOUTH AMERICA, 2008).

As proteinas do soro compdem um grupo diversificado de proteinas com
caracteristicas estruturais bem diferentes, sendo que as principais sdo: -lactoglobulina (j3-
Lg), o-lactalbumina (a-La), albumina do soro bovino (BSA), imunoglobulinas (Ig),
lactoferrina e lisozima, mas também podem estar presentes alguns peptideos derivados da
caseina (ANTUNES, 2003).

A B-Lg é a proteina de maior propor¢do no soro de leite (aproximadamente 50%) e
€ uma proteina globular de peso molecular aproximado de 18 kDa e que contém 162
residuos de aminoécidos. Ela € classificada como uma lipocalina, cuja estrutura forma uma
espécie de calice de cariter hidrofébico, que contribui para que ela seja uma proteina
bastante estidvel em solucdo em uma ampla faixa de pH, apresentando, porém, diferentes
estados de associagdo e passando por cinco transicdes induzidas pelo pH, na faixa de 1 a
13. Como é uma proteina termossensivel, vdrios efeitos sdo produzidos por agdo da
temperatura, como perda de solubilidade e exposicdo de regides especificas da molécula
que resulta em diferentes tipos de interagdes com outros componentes (SGARBIERI,
2005).

A «a-La representa cerca de 13% das proteinas totais do soro e € a dnica proteina
deste grupo capaz de se ligar ao cdlcio. Sua molécula é formada por 123 residuos de
aminoacidos e tem um peso molecular de aproximadamente 14 kDa. Se apresenta como
uma molécula globular, praticamente esférica, com quatro ligacdes dissulfidicas e nao
apresenta grupos fosfato (ANTUNES, 2003). A o-La € soldvel na faixa de pH 4,5 a 5,5,
porém abaixo de pH 4 e acima de pH 5,5 suas moléculas associam-se em dimeros e

trimeros e agregam-se gerando polimeros que sedimentam (SGARBIERI, 2005).
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As Ig ocorrem no leite bovino em pequenas quantidades, com maior concentracio
somente no colostro, e sua estrutura sdo mondmeros de uma unidade bdsica composta de
quatro cadeias polipeptidicas ligadas covalentemente por ligacdes dissulfidicas. Sao
proteinas muito termolédbeis e suas propriedades funcionais no soro ainda nio foram
determinadas (ANTUNES, 2003).

A BSA tem conformacgio nativa globular, solivel em dgua, formada por uma cadeia
polipeptidica com cerca de 580 residuos de aminoicidos e apresenta peso molecular de
66,2 kDa. Em seu estado nativo apresenta solubilidade elevada na faixa de pH entre 1,5 e
8, mas quando as suas ligacdes dissulfeto sdo rompidas a solubilidade desta proteina fica
minima na faixa de pH entre 3,5 e 5 (SGARBIERI, 2005). A BSA ¢é uma proteina
transportadora de 4cidos graxos insoliiveis no sistema circulatério, sendo que a ligacao
com 4cidos graxos estabiliza a molécula contra desnaturacdo. Além de ligar-se a 4cidos
graxos pode se ligar a outros lipideos e substincias responsdveis pelo sabor e aroma
(ANTUNES, 2003).

A secagem e a remocdo de componentes ndo-protéicos do soro de leite, com o
aumento da concentragdo de proteinas, levam a produtos comerciais denominados
concentrados protéicos de soro (WPC, com 25 a 80% de proteinas) ou isolados protéicos
de soro (WPI, com mais de 90% de proteinas). Os WPC e WPI vém sendo usados pela
inddstria alimenticia devido as suas propriedades nutricionais e funcionais. A [-
lactoglobulina (55 a 62% das proteinas do soro), a «-lactalbumina (~10%), as
imunoglobulinas (~10%) e a albumina do soro do leite (~6%) constituem-se nas
macromoléculas responsdveis pelas propriedades funcionais dos WPC e WPI, dentre as
quais podem ser citadas as de agentes gelificantes, emulsificantes e estabilizantes de
espuma (ANDRADE; NASSER, 2005).

O pH, assim como a forca idnica, pode alterar a distribui¢do das cargas entre as
cadeias laterais das proteinas causando aumento ou diminui¢do das interagdes entre as
moléculas de proteina. O concentrado protéico de soro € composto por quatro fragdes
protéicas principais que apresentam pontos isoelétricos de 5,2 para a B-lactoglobulina, 4,2
a 4,5 para a o-lactalbumina, 4,7 a 4,9 para a albumina do soro bovino e 5,5 a 8,3 para as
imunoglobulinas (ANTUNES, MOTTA, ANTUNES, 2003).

Durante o aquecimento de solucdes de concentrado protéico de soro ocorre
desnaturacdo das proteinas do soro, que s@o naturalmente globulares, expondo

grupamentos reativos que poderdo se envolver em ligacdes hidrofébicas, pontes dissulfeto,
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interacdes i0nicas e induzidas pelo cdlcio. Durante o resfriamento formam-se
principalmente pontes de hidrogénio. As taxas de desnaturacdo das proteinas dependem do
pH, da composi¢cdo ionica e da concentracdo de solidos totais (ANTUNES, MOTTA,
ANTUNES, 2003).

Devido as suas propriedades funcionais, as proteinas do soro podem ser usadas em
uma ampla faixa de formulacdes, alimentos infantis, dietas especiais, produtos de
panificacdo, produtos lacteos (BARBOSA et al., 2003), sopas, sucos de frutas fortificadas
com proteinas, bases para molhos, iogurtes, bebidas fermentadas, chocolates e sorvetes
(PENNA, 2002). A incorporacio de produtos de soro em iogurtes melhora as
caracteristicas de sabor e textura, além de outros parametros nutricionais (HUGUNIN,
1999).

A capacidade das proteinas do soro de leite, quando em solucdo de formar géis
estdveis através do aquecimento ¢ uma importante propriedade funcional destas proteinas.
A reagdo inicial do processo de gelatinizagdo envolve o enfraquecimento e quebra das
pontes de hidrogénio e dissulfidicas desestabilizando a estrutura conformacional das
proteinas. Posteriormente, ocorre polimeriza¢do das moléculas de proteina produzindo uma
estrutura tridimensional capaz de imobilizar fisicamente grande parte do solvente, através
de ligacdes dissulfidicas intermoleculares, interacdes hidrofébicas e idnicas. A integridade
fisica do gel é mantida pelo contrabalanceamento das forcas de atragc@o e repulsdo entre as
moléculas de proteina e destas com o solvente circundante (ANTUNES, MOTTA,
ANTUNES, 2003).

Alguns beneficios relacionados a fortificagdo do leite com fontes de proteinas do
soro (concentrados ou isolados protéicos) nas caracteristicas do iogurte sdo: maior
producdo de acetaldeido, aumento da viscosidade e reducdo da sinérese, melhora das
caracteristicas sensoriais e melhora da capacidade tamponante com baixo pH (TAMIME;
ROBINSON, 1991).

Antunes, Motta e Antunes (2003) determinaram o perfil de textura e capacidade de
retencao de 4gua de géis dcidos de concentrado protéico de soro de leite e relataram que os
maiores valores de firmeza, coesividade, elasticidade e capacidade de retencdo de dgua, de
maneira geral, aconteceram nos géis com maior concentragdo protéica, tempo e
temperatura de desnaturacdo. Com relagdo ao pH, os géis formados em pH 4,0
apresentaram-se mais eldsticos e com maior capacidade de retencdo de dgua, enquanto que

os géis formados em pH 4,9 a 5,2 mostraram-se mais firmes e coesos.
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Lucey, Munro e Singh (1999) estudaram o efeito do tratamento térmico e da adi¢do
de proteinas do soro na estrutura e nas propriedades reoldgicas de géis dcidos de leite
desnatado e concluiram que a adi¢do de proteinas do soro apdés o tratamento térmico nio
influencia na formacdo da matriz do gel, mas que a adi¢@o realizada antes do tratamento
térmico faz com que as proteinas se desnaturem e interajam com as micelas de caseina
melhorando a estrutura do gel formado.

Dave e Shah (1998) estudaram o efeito da suplementagdo com diversos
ingredientes (soro de leite, concentrado protéico de soro, hidrolisado de caseina, cisteina e
triptona) sobre a viabilidade das bactérias probidticas no iogurte e relataram menor taxa de
acidificagdo do leite durante a fermentacdo e maior acréscimo na acidez titulavel durante
estocagem refrigerada nos iogurtes fortificados com concentrado protéico de soro, devido
ao favorecimento do desenvolvimento das bactérias da cultura pelo enriquecimento do
meio com o concentrado protéico do soro.

Antunes, Cazetto e Bolini (2004) determinaram o perfil de textura, sinérese e
propriedades sensoriais de iogurtes desnatados probidticos adicionados de concentrado
protéico do soro do leite e relataram que o concentrado protéico de soro proporcionou

iogurtes mais firmes e gomosos, com menores valores de sinérese.

3.2.2. Proteinas da soja

A soja € uma leguminosa cada vez mais consumida por razdes econdmicas e
nutricionais. Na verdade, produtos de soja sdo fontes importantes e de baixo custo de
proteinas, minerais, fosforo e vitaminas. Além disso, produtos de soja representam um
importante papel na saide. O consumo de soja ndo é somente adequado para pessoas com
reacOes alérgicas causadas pelo leite, mas também ¢é recomendado para prevenir doencas
do coragdo, obesidade, problemas com colesterol, cancer, diabetes, doencas no rim e
osteoporose. Isto tem promovido a recente chegada de numerosos produtos derivados da
soja, como farinha de soja, soja texturizada, produtos de soja semelhantes aos produtos
lacteos, produtos de soja semelhantes aos produtos cédrneos, produtos de panificacio
preparados com farinha de soja, dentre outros, a fim de facilitar seu consumo e melhorar
seu sabor e aroma (GARCIA et al., 1998). Nos Estados Unidos, a proteina de soja

representa cerca de 2,1% do consumo médio didrio de proteina comparado com 13% nos

paises orientais (DRAKE et al., 2000).
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Estudos recentes tém indicado que o consumo de proteinas da soja diminui o
colesterol sérico e diminui o risco de varios tipos de cancer. Em resposta a esses estudos, o
Departamento de Alimentos e Medicamentos Americano (Food and Drug Administration)
aprovou a alegacdo de alimento benéfico a saide em outubro de 1999 para alimentos
contendo pelo menos 6,25g de proteina de soja por por¢do. A aprovacdo desta alegacio
combinada com os efeitos positivos a sadde, tem aumentado muito a consciéncia dos
consumidores sobre os beneficios da soja e criado um grande mercado potencial para
produtos derivados da soja (DRAKE; GERARD, 2003).

A soja transformou-se em um insumo importante para o mercado de alimentos
funcionais devido as propriedades ligadas a seus componentes: proteinas, lecitinas, fibras e
fitoquimicos (ESTEVES; MONTEIRO, 2001).

A proteina isolada de soja é a forma mais refinada entre os derivados protéicos mais
comuns da soja (tais como farinha de soja, proteina texturizada e concentrada). Possui mais
de 90% de proteinas e € preparada a partir da fracdo protéica dos grdos de soja separada
dos demais componentes nio protéicos. As proteinas isoladas de soja sdo macromoléculas
de tamanhos e estruturas variadas que s@o denominadas globulinas e s@o formadas
principalmente por dois tipos de moléculas de tamanho diferentes: a beta-con-glicinina e a
glicinina, sendo que essas moléculas sdo responsdveis pelas propriedades funcionais da
proteina isolada de soja. Além disso, as proteinas isoladas de soja possuem perfil de sabor
mais neutro que as proteinas concentradas e texturizadas, sendo mais indicadas quando nio
se deseja alterar o sabor intrinseco dos alimentos (BUNGE ALIMENTOS, 2007).

Isolados protéicos de soja sdo produzidos a partir de flocos ou de farinha de soja
por remogdo da maior parte dos componentes ndo protéicos. Os flocos de proteina ou
farinha sdo solubilizados em pH 6,8 a 10, usando um agente alcalino, e separados por
centrifugacdo ou filtracdo dos residuos fibrosos insoliveis. O sobrenadante resultante é
acidificado (pH 4,5) para precipitacio das proteinas restantes e separacdo dos
oligossacarideos soliveis por centrifugacdo. Entdo, a proteina € pulverizada em secador
por atomizagdo (spray-dried), podendo ser neutralizada a pH 6,5-7 para aumentar sua
solubilidade e funcionalidade (GARCIA et al., 1998).

O principal problema dos produtos de soja € seu sabor marcante e adstringente.
Como durante a fermentagdo latica ocorre a formagdo de acetaldeido e de diacetil, que
conferem caracteristicas sensoriais agradaveis ao produto final, o extrato de soja vem
sendo utilizado para o preparo de iogurtes, melhorando a sua aceitabilidade. O extrato de

soja € adequado ao crescimento de bactérias laticas e os oligossacarideos, aminoacidos e
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peptideos presentes na soja estimulam o crescimento microbiano (HAULY; FUCHS;
PRUDENCIO-FERREIRA, 2005).

Virios estudos foram desenvolvidos com o objetivo de obter um produto parecido
com o iogurte a partir do extrato aquoso de soja, principalmente com adi¢do de
ingredientes, como oligofrutose e inulina (FUCHS et al., 2005) e minerais, como o ferro
(UMBELINO; CARDELLO, ROSSI, 2001) ou célcio (UMBELINO et al., 2001).

Produtos fermentados obtidos a partir do extrato aquoso de soja podem ser
encontrados em lojas de produtos naturais, mas, infelizmente, apresentam textura
granulosa e estranha, sabor e odores estranhos, o que dificulta a aceitacio e o consumo
desta classe de produtos. No entanto, o consumo de produtos licteos tradicionais e
probidticos continua aumentando. Uma maneira de oferecer veiculos adicionais de
consumo de proteina de soja é a combinacdo dos beneficios e mercado consumidor de
produtos lacteos semelhantes ao iogurte com os potenciais beneficios a saide das proteinas
da soja (DRAKE et al., 2000).

Drake et al. (2000) estudaram as propriedades quimicas, microbioldgicas e
sensoriais de iogurtes com baixa quantidade de gordura fortificados com 1; 2,5 ou 5% de
concentrado protéico de soja e relataram que os iogurtes adicionados de 1 ou 2,5% de
concentrado protéico de soja sdo mais similares aos iogurtes tradicionais em termos de
sabor, aroma e textura. O iogurte fortificado com 2,5% de concentrado protéico de soja
poderia ser classificado como “boa fonte” de proteina de soja e poderia oferecer uma forma

de introduzir quantidades modestas de proteina de soja no consumo da populagao.

3.2.3. Colageno

O processo de industrializacdo da carne gera determinados subprodutos, como pés,
rabos, 0sso0s, coldgeno, dentre outros, com valor nutricional importante. A transformacdo
de subprodutos em alimentos é uma fonte alternativa de nutricdo e uma forma de gerar
riquezas, além de contribuir para a diminuicdo da poluicdo ambiental, j4 que € possivel
transformar algo que seria descartado na natureza em um produto alimenticio.

Segundo o Centro das Indistrias de Curtumes do Brasil (CICB), apenas o setor de
peles e couros bovinos gerou, no ano de 2000, aproximadamente US$ 1,85 bilhdo em
divisas. Ressalta-se a crescente busca por produtos alternativos extraidos da pele animal,

para serem aproveitados nas dreas alimenticia, cosmética e biomédica. A exemplo, por

23



meio de processos biotecnoldgicos, ja é possivel obterem-se laminas de queratina,
queratina em po, coldgeno (gel e p6), dentre outros (CARDOSO et al., 2001).

O colageno é um tipo de proteina fibrosa que contém cadeias peptidicas
organizadas de forma aproximadamente paralela a um eixo, produzindo fibras ou folhas
longas. Ele é um componente dos ossos e do tecido conjuntivo, organizado em fibras
insoluveis de grande resisténcia e que desempenha papel estrutural (CAMPBELL, 2000).

O colageno constitui cerca de 30% de toda a matéria orgdnica do corpo de um
animal ou cerca de 60% das proteinas totais do corpo, fato que explica a grande quantidade
de matérias primas possiveis para a fabricagdo de seus derivados. Os tecidos com as
maiores quantidades de coldgeno sdo as peles e os 0ossos (OCKERMAN; HANSEN, 1994).
Ele se destaca das outras proteinas animais devido ao seu alto teor de glicina e prolina e a
presenga de 4-hidroxiprolina e 5-hidroxilisina, além de conter também carboidratos
(glicose e galactose) unidos de forma O-glicosidica & cadeia peptidica por meio da
hidroxilisina (BELITZ; GROSCH, 1985).

Devido ao maior conteiido 4cido, bédsico e de aminoécido hidroxilado do que
residuos lipofilicos, o coldgeno € uma proteina hidrofilica e sua estrutura secundaria nao
favorece a formacéo de cadeias de a-hélice, devido ao grande nimero de residuos prolil e
hidroxiprolil. As cadeias colagenosas sdo macromoléculas helicoidais com a tendéncia de
se ligar intermolecularmente, ao invés das ligagdes com outras moléculas e pontes de
hidrogénio (ARVANITOYANNIS, 1999). A estrutura tercidria € formada por duas ou trés
cadeias de tropocoldgeno ligadas covalentemente e a quaterndria refere-se a formagao de
pequenos agregados de moléculas de tropocoldgeno. As moléculas de coldgeno ligam-se
entre si para formar a fibra de coldgeno (WOLF, 2007).

O coldgeno e suas fracdes tém um importante papel na composicdo da dieta
humana por pelo menos duas razdes: sdo fonte de fibras nutritivas e constituem uma fonte
de proteina animal (NEKLYUDOV, 2003).

O colageno € solivel em tampdo 4acido diluido e, sob condi¢bes normais, as fibras
de coldgeno sdo ligeiramente extensiveis. Em aquecimento a 60°C, o coldgeno timido
submete-se a uma redugdo dristica em seu comprimento (para 1/3 a 1/4 do tamanho
original) e adquire elasticidade (provavelmente devido a distribuicio das pontes de
hidrogé€nio cruzadas entre as cadeias do coldgeno). Em presenca de 4cido, dlcalis e

solugdes aquosas salinas, o coldgeno absorve considerdvel quantidade de dgua. O ponto

isoelétrico do coldgeno se encontra na faixa de 6,5 a 8,5 (NEKLYUDOV, 2003).
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A hidratag@o do coldgeno € minima no intervalo de valores de pH entre 6 ¢ 8 e s6
apresenta aumento significativo nos extremos da escala de valores de pH. A capacidade da
matriz de coldgeno absorver dgua em valores de pH abaixo de 5 e também em valores
elevados, ou seja, acima de 8, € bastante conhecida. O decréscimo na absorcdo de dgua
observado no coldgeno insoldvel de animais velhos tem sido atribuido a presenga de
muitas ligagdes cruzadas (cross-linking) na matriz protéica. Pode-se avaliar a quantidade

destas ligagdes por meio da queda na absor¢do de dgua em fun¢do da idade do animal

(STRADULIS; LEMOS, 2005).

O colageno possui uma gama de aplicagdes industriais, sendo normalmente
utilizado em produtos cdrneos, farmacéuticos, de panificagdo, como complemento
alimentar, em alimentos funcionais e como espessante para molhos e bebidas (WOLF,
2007).

Estudos sobre o coldgeno comecaram em 1930, mas até as dltimas trés décadas,
estes trabalhos se concentraram em sua estrutura. Publicagées com o uso do coldgeno e
suas fracdes na industria alimenticia ndo s@o abundantes (NEKLYUDOV, 2003),
principalmente na area de produtos lacteos.

Lai, Li e Li (2008) determinaram o efeito da concentracdo e da temperatura no
comportamento reoldgico de solucdes de coldgeno através de andlise em redmetro
oscilatério e relataram que para todas as concentragdes testadas, o comportamento
reoldgico foi pseudopldstico, com a viscosidade aparente aumentando quase linearmente
com o aumento da freqii€ncia. As mudangas na faixa de temperatura testada afetaram
fortemente as propriedades reoldgicas da solugdo de coldgeno, com um repentino
decréscimo na viscosidade aparente a 30-33°C, que reflete o colapso da estrutura de tripla
hélice do coldgeno.

Meullenet et al. (1994) adicionaram fibras de coldgeno em salsichas de frango do
tipo alema (Frankfurter) e relataram que os produtos com pequenas quantidades de fibra de
coldgeno apresentaram baixos valores de tensdo de cisalhamento e que a adi¢do de
coldgeno resultou em produtos com maior dureza, mais eldsticos e com menor suculéncia
do que o convencional.

Doerscher, Briggs e Lonergan (2003) estudaram o efeito do coldgeno suino nas
propriedades térmicas e viscoelasticas de géis protéicos obtidos a partir de proteinas
miofibrilares suinas. Os autores relataram que a adicdo de coldgeno a formulacdo

aumentou a capacidade de retencdo dos géis, indicando que a matriz formada nos géis de
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proteinas miofibrilares e colageno apresenta melhor capacidade de retengdo de dgua (95,05
a 95,77%) do que o gel formado somente com proteinas miofibrilares (controle), com
aumento linear conforme o aumento da concentracdo de coldgeno adicionada. As
propriedades reoldgicas dos géis foram determinadas através de teste oscilatério utilizando
pequenas pressdes e 0 modulo de armazenamento (G’) aumentou durante o aquecimento
para todos os tratamentos, mas a firmeza do gel e o valor G* a 85°C foi menor com o
aumento da adicdo de coldgeno nos sistemas mistos de proteinas. Durante o resfriamento,
os géis apresentaram firmeza do gel e valor G’ menores nas amostras com 20% ou mais de
colageno.

Alguns estudos relatam as propriedades e aplicacdes da gelatina ou do coldgeno
hidrolisado em produtos alimenticios, inclusive em iogurtes.

A gelatina comercial é um produto protéico solivel em dgua quente, obtida por
meio de hidrdlise parcial do coldgeno com &4cido ou dlcali diluidos, respectivamente
designadas gelatinas tipo A e B. Em virtude da variedade de fontes de coldgeno e dos
diferentes métodos de producdo, as gelatinas comerciais apresentam diferencas em suas
propriedades fisicas e quimicas. Elas podem variar em composi¢do e na seqii€ncia de
aminoacidos das cadeias polipeptidicas, quanto ao ponto isoelétrico e massa molecular
(ROMAN; SGARBIERI, 2007).

Embora a gelatina ndo apresente composicao adequada para promover crescimento
e manter o balanco de nitrogénio no organismo, seu perfil atipico de aminoacidos estimula
a sintese de coldgeno nas cartilagens e na matriz extracelular de outros tecidos
(NICKERSON, 2006).

Fiszman, Lluch e Salvador (1999) estudaram o efeito da adicdo de gelatina na
microestrutura de géis acidos de leite e no iogurte em suas propriedades reoldgicas e
relataram que a adicdo de gelatina ao leite durante a preparacdo do iogurte mudou a
microestrutura do produto através da formacdo de finas camadas ou superficies que
interagem com a matriz de caseina, agrupando as micelas de caseina em vérias zonas. A
gelatina conecta as micelas de caseina e as cadeias das outras proteinas do leite e,
consequentemente, cria uma estrutura de rede continua, praticamente homogénea. Esta
estrutura de codgulo mais interconectada pode levar a uma reten¢@o de dgua mais eficiente,
reduzindo a sinérese.

A gelatina forma géis fisicamente reversiveis e a formacdo do gel é devida a
recuperacdo da conformacgdo de tripla hélice do coldgeno nativo. Para muitas aplicacdes

nas dreas alimenticia, farmacéutica, fotografica ou cosmética, é necessaria a adi¢do de
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agentes que ajudem na formag@o de ligacdes cruzadas e que conduzam a melhores
propriedades mecanicas e térmicas do gel formado pela proteina em uma faixa maior de
temperatura e umidade. Este fato levou os pesquisadores a fazerem vdérias investigacdes
para entender melhor, experimentalmente e teoricamente, os mecanismos da gelificacdo
fisica da gelatina pura e da gelatina na presenca de varios compostos quimicos ou fisicos
que ajudam na formacgdo de ligacdes cruzadas como os copolimeros, polieletrélitos ou
surfactantes anionicos (CARN et al., 2008).

Carn et al. (2008) estudaram a influéncia de aglomerados de decavanadato nas
propriedades reoldgicas de gelatina e propuseram um mecanismo que explica a renaturacao
da conformacio de tripla hélice do coldgeno e dissolucdo das estruturas de tripla hélice em
solugdes de gelatina na presenca de vanadatos. No primeiro estigio, no come¢o do
processo de renaturacdo, em temperatura de 50°C, as cadeias de gelatina estio em uma
conformacdo de espirais aleatdrias e as espécies de vanadatos estdo homogeneamente
dispersas nesta rede. Uma determinada quantidade de aglomerados de decavanadato
altamente carregados negativamente forma ligacdes cruzadas entre as diferentes cadeias de
gelatina, formando um gel fisico fraco, cujas propriedades eldsticas dependem
exponencialmente da concentragdo de vanadatos. Neste ponto, a presenca de ligacdes
cruzadas entre a gelatina e o vanadato pode levar a uma reducdo da agitacdo térmica das
macromoléculas e induzir a uma maior proximidade e alinhamento das cadeias de gelatina,
promovendo as interagdes fisicas entre as moléculas de gelatina e formagao das estruturas
de tripla hélice (em temperaturas entre 40 e 25°C). Em um segundo estdgio, quando a
temperatura comega a aumentar, a fusio das triplas hélices comeca a acontecer em regides
com pouca concentragdo de vanadato. O vanadato pode estabilizar as estruturas de tripla
hélice através da formacdo de agregados de moléculas com estrutura de tripla hélice via
formacdo de ligagdes eletrostaticas ou pela formacdo de microgéis estdveis entre as

moléculas de gelatina e vanadato.
3.3. Culturas laticas
As bactérias 4cido-laticas (LAB) sdo descritas como microrganismos Gram
positivos, desprovidos de citocromos e que preferem condi¢des anaerdbicas (mas sdo

aerotolerantes), fastidiosas, tolerantes ao dcido e estritamente fermentativas, produzindo

dcido latico como produto principal (STILES; HOLZAPFEL, 1997). Os mais importantes
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géneros sdo: Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus, Streptococcus, Pediococcus,
Leuconostoc e Bifidobacterium (VASILIEVIC, SHAH, 2008).

LAB s3o comumente subdivididas em dois grupos distintos baseados em seu
metabolismo do carboidrato. O grupo homofermentativo consiste de Lactococcus,
Pediococcus, Enterococcus, Streptococcus e sua caracteristica principal € a transformacio
da fonte de carbono principalmente em 4cido latico. Ao contrario das homofermentativas,
as bactérias heterofermentativas produzem quantidades equimolares de lactato, gas
carbOnico, etanol e acetato, a partir da glicose, e os membros deste grupo incluem
Leuconostoc, Weissella e alguns lactobacilos (VASILIEVIC, SHAH, 2008).

A cultura latica empregada no processamento do iogurte é composta por
Streptococcus thermophillus e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus. A temperatura
Otima de crescimento do S. thermophilus situa-se entre 40-45°C, com 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, com um minimo a 22°C e um maximo a 52,5°C. Quando ocorre uma
associacdo entre S. thermophilus e L. bulgaricus a temperatura 6tima de crescimento fica
entre 40 e 45°C e a coagulacdo pode demorar mais que quatro horas, dependendo da
porcentagem de indculo adicionada (SILVA, 2007).

As culturas laticas podem ser divididas em mesofilicas ou termofilicas, dependendo
de suas caracteristicas quanto a temperatura de desenvolvimento. Ainda que o termo
termofilico seja reservado para microrganismos que apresentam faixa otima de
desenvolvimento entre 55 e 70°C, ele é empregado na industria de produtos lacteos para
descrever culturas que sdo mais ativas entre 35 e 45°C, de modo a diferenciar as culturas
utilizadas em iogurtes, descritas como termofilicas, das culturas utilizadas na fabricacdo de
queijos, que sdo descritas como mesofilicas e que apresentam desenvolvimento 6timo entre
20 e 35°C. Literalmente falando, bactérias mesofilicas tém uma faixa de crescimento Otimo
entre 20 e 45°C e, portanto, todos os microrganismos citados anteriormente sio
estritamente mesofilicos (STAFF, 1998).

As duas bactérias da cultura latica produzem é&cido latico a partir da glicose. A
galactose, formada durante a decomposicdo da lactose, ndo é convertida, o que leva a um
aumento da concentracdo da galactose, conforme ocorre a redugdo do contetido de lactose.
A maior parte da glicose é decomposta por uma via homofermentativa, sendo que o S.
thermophilus produz o isdbmero L e o L. bulgaricus produz o isdbmero D do 4cido latico. Os

isdbmeros sdo produzidos em quantidades iguais. Outros compostos sdo produzidos em
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menores quantidades, como o gas carbdnico, o dcido acético e o etanol (WALSTRA et al.,
1999).

Em culturas puras, alguns acticares (lactose, glicose, galactose) estimulam o
crescimento dos microrganismos, mas em culturas mistas, as taxas de crescimento podem
ser reduzidas. Em uma cultura mista, o S. thermophilus inicialmente utiliza a lactose e
excreta galactose e o organismo permanece ativo em pH acima de 4,6. Depois disso, o L.
bulgaricus é o inico microrganismo ativo e que continua utilizando a lactose e causando o
aumento dos niveis de galactose (STAFF, 1998).

Durante a estocagem do iogurte sob resfriamento, a atividade metabdlica das
bactérias da cultura latica € reduzida. No entanto, o produto final pode sofrer uma pés-
acidificacdo devido a atividade metabdlica persistente da bactéria latica. A pos-
acidificacdo € mais intensa nos primeiros sete dias de fabricagdo do iogurte devido ao
consumo de lactose, producdo de 4cido latico e a alta atividade metabdlica da bactéria em
valores de pH mais elevados (BEAL et al., 1999). O principal responsavel pelo fendmeno
de poés-acidificagdo do iogurte € o Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (DAVE;
SHAH, 1997).

As culturas laticas sdo comercializadas na forma liquida, congeladas ou liofilizadas.
As culturas concentradas congeladas e liofilizadas usualmente contém de 10° a 10" células
ativas por grama e s@o utilizadas para inoculagdo direta nos tanques de fermentagdo
(tipicamente de 1100-9000 litros). Uma cultura concentrada congelada contendo 10"
células/g, adicionada na propor¢cao de 1 kg para 10.000 litros de leite, resultard em um
produto com uma contagem inicial de 10’ UFC/g (STAFF, 1998).

De acordo com os Padroes de Identidade e Qualidade de Leites Fermentados
(BRASIL, 2000), o iogurte deve apresentar uma contagem de bactérias laticas totais de no
minimo 10" UFC/g de produto.

As culturas mistas de bactérias 4dcido-laticas sdo complexas, pois diferentes cepas
de uma mesma espécie podem apresentar caracteristicas distintas, incluindo taxa de
crescimento, produgdo de d4cido, producdo de compostos aromatizantes, atividade
proteolitica, sensibilidade e producdo de bacteriocinas e sensibilidade aos fagos. As
possiveis interagdes entre os microrganismos podem ser benéficas (cooperagdo) ou
prejudiciais (inibi¢do) e podem gerar mudancas incontroldveis na composi¢do da biota de
bactérias durante a fermentacdo do leite (BELLENGIER, RICHAR, FOUCAUD, 1997).

As bactérias do iogurte podem formar uma camada de glicocalix, que consiste

predominantemente de cadeias de polissacarideos formados de galactose e outros agtcares.
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Eles podem ser parcialmente secretados no meio e sdo denominados exopolissacarideos
(WALSTRA et al., 1999). As espécies de Streptococcus thermophilus produtoras de
exopolissacarideos tém um papel importante como estabilizantes da rede protéica do
iogurte. A natureza dos polissacarideos varia de acordo com a cepa e apresentam como
componentes majoritarios a glicose e a galactose, mas as propor¢des entre os acticares sao
varidveis. Estudos realizados por microscopia eletronica t€ém demonstrado que os
microrganismos da cultura latica se encontram nos espagos entre os aglomerados de
caseina, na matriz do iogurte, com filamentos de polissacarideos que unem as bactérias
com a rede do codgulo (VARNAM; SUTHERLAND, 1994). Para uma consisténcia
adequada do iogurte, o mais importante € o tipo de polissacarideo produzido e ndo a

quantidade produzida, que varia de acordo com o microrganismo presente no iogurte

(WALSTRA et al., 1999).

3.4. Probioéticos

Elie Metchnikoff é considerado o precursor dos probiéticos devido aos seus estudos
sobre a populagdo caucasiana. Ele prop0s que o consumo dos produtos lacteos fermentados
por microrganismos produtores de acido prolongaria a vida por seus consumidores. A
partir deste estudo, varios outros pesquisadores se interessaram pelos efeitos dos leites
fermentados, os microrganismos utilizados na fermentacdo, seus produtos e a¢cdes destas
substancias no ser humano (HELLER, 2001).

Segundo o Regulamento Técnico de Substincias Bioativas e Probidticos Isolados
com Alegacdo de Propriedades Funcionais ou de Saide (BRASIL, 2002), entende-se por
probidticos os microrganismos vivos capazes de melhorar o equilibrio microbiano
intestinal produzindo efeitos benéficos a saide do individuo. As seguintes espécies sdo
frequentemente utilizadas: Lactobacillus acidophilus, L. casei, Bifidobacterium bifidum, B.
longum, B. infantis ¢ B. adolescentis (PINHEIRO; PENNA, 2002).

As culturas probidticas tém sido exploradas extensivamente pela industria de
produtos lacteos como uma ferramenta para o desenvolvimento de produtos funcionais.
Uma estimativa apontou que existem aproximadamente 70 tipos de produtos diferentes que
contém probidticos no mundo, dentre eles produtos licteos, como iogurte e queijo,
maionese e produtos cdrneos, mas esta lista continua crescendo. Microrganismos
probidticos também sdo aplicdveis comercialmente em leite, leite fermentado, suco de

frutas, sorvete e produtos a base de cereais. O consumo de produtos lacteos funcionais no
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leste europeu, Estados Unidos e Japdo aumentou cerca de 12% no periodo de 2005 a 2007.
Produtos probidticos sdo muito populares no Japao, aonde mais de 53 tipos diferentes de
produtos contendo probidticos estdo presentes no mercado (VASILJEVIC, SHAH, 2008).

Como os leites fermentados possuem uma imagem de produto sauddvel e como os
consumidores estdo familiarizados com a presenca de microrganismos viaveis em produtos
fermentados, a comercializacdo e aceitacdo de produtos lacteos fermentados probidticos
pelos consumidores € facilitada, o que explica a grande quantidade destes produtos no
mercado mundial (HELLER, 2001).

Os papéis das bactérias probidticas em fermentacdes laticas sdo auxiliar: (i) a
conservacdo do leite através da producdo de 4cido latico e possivelmente compostos
antimicrobianos; (ii) a produ¢do de compostos de sabor e aroma (como por exemplo o
acetaldeido em iogurtes e queijos) e outros metabdlitos (tal como polissacarideos
extracelulares) que fornecerdo um produto com propriedades sensoriais desejaveis pelo
consumidor; (iii) a melhora do valor nutricional do alimento, como, por exemplo, através
da liberacdo de aminoacidos livres ou da sintese de vitaminas; e (iv) a provisdo de
propriedades terapéuticas e profilaticas especiais para prevencdo de cancer e controle dos
niveis de colesterol sérico. Os potenciais beneficios sdo resultantes do desenvolvimento e
acdo das bactérias durante a producdo dos alimentos fermentados. Como beneficios
terapéuticos também podem ser citados a profilaxia contra alguns tipos de infecgdes
intestinais e a melhora na digestdo da lactose (PARVEZ et al., 2006).

Virios critérios tém sido reconhecidos e sugeridos como de grande importancia
para a selecdo dos probidticos, mas um consenso geral existe para alguns parametros
chave, sugeridos pela FAO/WHO (2002), que sdo:

= (Critérios de seguranca: origem, patogenicidade e infectividade, fatores de
viruléncia (toxicidade, atividade metabdlica e propriedades intrinsecas, como
resisténcia a antibidticos);

= (Critérios tecnoldgicos: cepas estdveis geneticamente, viabilidade desejada durante
0 processamento e estocagem, boas propriedades sensoriais, resisténcia a fagos,
producdo em larga escala;

= Critérios funcionais: tolerancia ao 4cido e sucos géstricos, tolerincia a bile, adesdo
a superficies mucosas e efeitos benéficos a saide validados e documentados;

= (Critérios fisiologicos desejaveis: imunomodulagdo, atividade antagOnica contra

microrganismos patogénicos presentes no sistema gastrointestinal (por exemplo:
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Helicobacter pylori, Candida albicans), metabolismo do colesterol, metobolismo

da lactose, propriedades antimutagénicas e anticarcinogénicas.

Além disso, as espécies devem ter capacidade de fermentar e acidificar o leite até
um valor de pH entre 4,4 e 4,6 em um tempo de no miximo 14 a 16 horas e apresentar
atuacdo benéfica nas caracteristicas sensoriais dos produtos (KAPITULA;
KLEBUKOWSKA; KORNACKI, 2008).

As propriedades mais importantes para os probidticos incluem a tolerdncia ao acido
e a bile, aderéncia a mucosa intestinal humana, colonizacdo tempordria do trato
gastrointestinal humano, producdo de substincias antimicrobianas e inibi¢do do
crescimento de microrganismos patogénicos (SALMINEN; OUWEHAND; ISOLAURI,
1998).

Em 2001, um painel de especialistas da FAO/WHO sugeriu que a especificidade da
acdo probidtica € mais importante do que a fonte do microrganismo. Esta conclusio foi
baseada na incerteza da origem da microflora intestinal humana, desde que bebés nascem
com o intestino virtualmente estéril. No entanto, o painel enfatizou uma necessidade para
realizacdo de novos e melhores testes in vitro para predizer a performance dos probidticos
nos humanos (VASILJEVIC; SHAH, 2008).

As bactérias tradicionais do iogurte ndo sio nativas dos seres humanos e ndo podem
colonizar o intestino para promover a saude humana. As bactérias probidticas crescem
vagarosamente no leite e a pratica usual € adicionar a cultura latica tradicional do iogurte
em conjunto com as bactérias probidticas no processo de fermentacdo para producdo de
iogurte probidtico (SHAH; LANKAPUTHRA, 1997).

A viabilidade e a atividade das bactérias sdo consideragdes importantes, porque
estas bactérias devem sobreviver no alimento durante sua vida de prateleira e durante o
transito sob condi¢des 4acidas no estdmago e resistir a degradacdo pelas enzimas
hidroliticas e sais biliares (VASILJEVIC; SHAH, 2008).

Devido ao seu baixo crescimento no leite, a quantidade de in6culo de probidticos
utilizada € geralmente maior (5-10%) do que a quantidade usual de cultura ltica
tradicional. O pH do produto final é o fator crucial para a sobrevivéncia dos
microrganismos probidticos. Abaixo de pH 4,4 os probidticos ndo se desenvolvem bem e
um decréscimo considerdvel da populacdo de bactérias probidticas é usualmente observado
(VASILIJEVIC; SHAH, 2008).

A habilidade da bactéria de fermentar o leite depende da cepa e ndo somente da

espécie. Esta habilidade é também uma conseqiiéncia da capacidade da bactéria de
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hidrolisar as substincias presentes no meio de crescimento e de assimild-las, assim como
possuir um sistema enzimadtico para o transporte dos ingredientes do alimento até as células
bacterianas. Além disso, a atividade proteolitica da cepa tem influéncia significativa na sua
taxa de crescimento e producdo de dcido (KAPITULA; KLEBUKOWSKA; KORNACKI,
2008).

Segundo Gueimond et al. (2004) e Kapitula, Klebukowska e Kornacki (2008), a
viabilidade e a atividade das culturas probidticas podem ser afetadas pelos seguintes
fatores:

®  Durante a producdo de preparacées probidticas: presenca de dcidos organicos
durante o cultivo, concentracio (alta pressdo osmotica, baixa atividade de agua, alta
concentracdo de alguns {ons), temperatura (congelamento, vdcuo e secagem
atomizada), estocagem prolongada (exposicdo ao oxigénio e oscilagdo de
temperatura);

=  Durante a producdo de um produto contendo probidticos: escassez de nutrientes,
antagonismo por alguma espécie, aumento na acidez, potencial redox positivo

(presenca de oxigénio), presenga de compostos antimicrobianos (por exemplo,

perdéxido de hidrogénio e bacteriocinas) e temperatura de estocagem;

= Durante o trdnsito gastrointestinal: 4cidos e sucos gastricos, sais biliares e
antagonismo microbiano.

De acordo com Gomes e Malcata (1999), em funcdo da baixa velocidade de
multiplicacdo das culturas probidticas em relagdo as bactérias ldticas tradicionais, o
controle da assepsia e a adi¢do de promotores de crescimento sdo pré-requisitos para se
obter altas contagens iniciais de células vidveis de probidticos. Caso contritio, esta
populacdo ficaria muito abaixo daquela da cultura iniciadora.

Para beneficios terapéuticos, a populagdo de bactéria probidtica no iogurte deve
estar entre 10° e 10° células vidveis por mililitro ou grama de produto (SHAH;
LANKAPUTHRA, 1997). A Comissdo Tecnocientifica de Assessoramento em Alimentos
Funcionais e Novos Alimentos, instituida junto a Camara Técnica de Alimentos (BRASIL,
1999), responsavel por avaliar os produtos com alegacdes de propriedades funcionais e/ou
de satde aprovados no pais, estabeleceu que a quantidade minima vidvel para os
probidticos deve estar situada na faixa de 10% a 10° UFC na quantidade didria recomendada

para consumo deste produto.
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3.4.1. Lactobacillus acidophilus

Os lactobacilos s@o encontrados em meios ricos em carboidratos, Gram positivos,
ndo formam esporos, catalase negativa com algumas excecdes notdveis, aparecendo como
bastonetes ou cocobacilos. Eles sdo fermentativos e microaeréfilos. O género Lactobacillus
pertence ao filo Firmicutes, classe Bacilli, ordem Lactobacillates, familia Lactobacillaceae
e os géneros relativos mais proximos sdo Paralactobacillus e Pediococcus (GARRITY;
BELL; LILBURN, 2004). Este ¢ um dos géneros mais numerosos, com 106 espécies
descritas. Algumas espécies comumente isoladas do intestino humano sao Lactobacillus
acidophilus, L. salivarius, L. casei, L. plantarum, L. fermentum, L. reuteri e L. brevis
(MITSUOKA, 1992). As propriedades funcionais e seguranga de algumas cepas
particulares de L. casei, L. rhamnosus, L. acidophilus e L. johnsonii t€ém sido
extensivamente estudadas e bem documentadas.

O Lactobacillus acidophilus apresenta como propriedades terapéuticas e
profildticas uma significante reducdo da diarréia em pacientes recebendo irradiagéo,
reducdo de cincer no célon em experimentos com cobaias animais, prevengdo de infeccio
urogenial e reducéo no nivel de colesterol sérico (PARVEZ et al., 2006).

Segundo Itsaranuwat, Al-Haddad e Robinson (2003), o L. acidophilus é um
habitante normal do final do intestino delgado e, neste lugar, as espécies ocupam o limen e
aderem as superficies da parede do intestino, realizando as seguintes acdes:

= Secreta 4cido ldatico, que abaixa o pH do intestino e ajuda a inibir o
desenvolvimento de patdégenos invasivos como a Salmonella sp ou cepas de

Escherichia coli,

= Compete com sucesso pelo espaco e nutrientes contra as mesmas espécies de
bactérias patogénicas;

= Metaboliza a lactose residual, ajudando a diminuir o desconforto em consumidores
com baixos niveis de lactase natural do intestino.

L. acidophilus é um microrganismo capaz de colonizar o intestino até em condicoes
de baixa tensdo superficial causada pela presenga dos sais biliares. No entanto, varias cepas
deste microrganismo ndo apresentam bom desenvolvimento em leite e sobrevive muito
pouco em produtos fermentados (GARDINI et al., 1999).

Os lactobacilos sdo microrganismos exigentes e requerem para seu bom
desenvolvimento baixo teor de oxigénio, carboidratos passiveis de fermentacdo, proteinas e

seus produtos de quebra, algumas vitaminas do complexo B, &dcidos nucléicos, acidos
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graxos livres insaturados e minerais, como magnésio, manganés e ferro. Os leites
enriquecidos com proteinas do soro t€ém maior contetido de grupos tiol, o que favorece o
crescimento do L. acidophilus, e a adicdo de peptona e tripsina estimula a sua produgéo de
dcido (GOMES; MALCATA, 1999).

Taillandier et al. (1996) relataram que as condi¢des 6timas de desenvolvimento do
L. acidophilus sao: pH 6,0, 30°C, em meio contendo 40g/L de glicose, 20g/L de peptona,
20g/L de extrato de levedura, Sg/L. de acetato de sodio e 3g/L de citrato de sédio.

O L. acidophilus apresenta tolerancia ao 4cido variando de 0,3 a 1,9% de acidez
titulavel e uma faixa de crescimento 6tima em pH 5,5 a 6,0 (GOMES; MALCATA, 1999)
e temperatura de 37°C, podendo se desenvolver em temperaturas entre 20 e 48°C
(PINHEIRO; PENNA, 2002).

O desenvolvimento de L. acidophilus é afetado pelo baixo pH do meio, sendo que
uma rapida redugdo da sua populacdo tem sido observada sobre condi¢des dcidas, tanto in
vitro como in vivo e o seu crescimento cessa em pH abaixo de 4 (SHAH et al., 1995).

Estudos (GILLILAND; SPECK, 1977; SCHIOPPA et al., 1981; HULL et al., 1984)
mostraram que L. acidophilus e B. bifidum sdo instdveis em iogurtes. L. acidophilus
quando adicionados em iogurte firme depois do seu processamento, apresentam uma perda
de viabilidade entre 90 e 99% em 3-5 dias e desaparecem completamente no periodo de
sete dias. Quando o microrganismo € adicionado junto com os microrganismos da cultura
tradicional do iogurte durante o seu processamento, a perda de viabilidade ainda ocorre,

mas o L. acidophilus sobrevive melhor.

3.5. Qualidade do iogurte

A avaliagdo da qualidade do iogurte pode ser feita através de algumas andlises de
composicdo, vida de prateleira e avaliacdes sensoriais, tais como sabor, aparéncia,
consisténcia e textura. O iogurte deve apresentar quatro atributos importantes: corpo,
textura, sabor e aroma e tempo ou vida de prateleira (PINHEIRO, 2003). Para o controle da
qualidade do iogurte é importante a determinacdo de caracteristicas relacionadas a sua
estrutura fisica, como susceptibilidade a sinérese, capacidade de retencdo de dgua e
parametros reoldgicos ou de textura.

A sinérese € o fenomeno de separagd@o de soro do coagulo do iogurte durante a vida
util do produto e é indesejdvel, resultando na formacdo de uma camada de soro na

superficie do iogurte, que leva a sua rejei¢do por parte dos consumidores. A sinérese
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espontdnea € resultado da contragdo natural do gel, sem aplicagio de qualquer forca
externa, como por exemplo, a centrifugagdo, e estd relacionada com a instabilidade da rede
protéica, a qual perde sua capacidade de ligar a fase aquosa do produto (LUCEY, 2002).

As principais causas da separacdo do soro em géis dcidos, como o iogurte, sio uma
rapida acidificacdo do leite e uma temperatura de incubacdo alta. Outras possiveis causas
para este fendmeno sdo: tratamento térmico excessivo da mistura, baixo teor de sélidos
totais (proteina e/ou gordura) da mistura, movimento ou agitacdo durante ou logo apds a
formacéo do codgulo e baixa produgdo de acido (pH 4,8) (LUCEY, SINGH, 1998).

Para se evitar este tipo de defeito pode-se recorrer a algumas priticas como
homogeneizagdo da gordura ou aumento do conteido de proteinas para cerca de 3,5%,
diminui¢cdo do conteido de minerais, tratamento térmico adequado, abaixamento da
temperatura de incubacdo, resfriamento lento do codgulo, uso de culturas produtoras de
substancias viscosas, uso de estabilizantes e cuidados na manipulagdo e no transporte
(KROGER, 1976).

Quando a etapa de resfriamento do iogurte € realizada muito rapidamente, pode
ocasionar sinérese. A temperatura Otima de armazenamento para evitar as perdas de
viscosidade e a sinérese € de 10 a 20°C (VARNAM; SUTHERLAND, 1994).

Independentemente do tipo de fortificacio, o teor de proteina do leite é o fator mais
importante que influencia as propriedades reoldgicas e fisicas do iogurte. Um aumento no
teor de proteinas ocasionard um aumento na quantidade de d4gua ligada e,
consequentemente, na firmeza do gel resultante (JAROS; ROHM, 2003).

Os géis protéicos sdo formados por interacdes intermoleculares resultando na
formacdo de uma rede tridimensional de fibras de proteinas que promovem a rigidez na
estrutura formada (LAN et al., 1995). As propriedades fisicas dos leites fermentados sio
afetadas por vdrios fatores, incluindo a composicdo e o tratamento térmico do leite, o
manuseio mecanico do codgulo durante as etapas do processamento, o uso de estabilizantes
e o tipo de cultura (HASSAN et al., 1996b).

A estrutura fisica do iogurte € uma rede formada por micelas de caseina agregadas,
nas quais parte das proteinas do soro foi depositada devido ao tratamento térmico, e
englobam também glébulos de gordura e soro. Os maiores poros da rede sdo da ordem de
10um. A existéncia de uma rede continua demonstra que o iogurte é um gel, um material
viscoelastico caracterizado por sua pequena tensao inicial de escoamento (100 Pa). Se o gel
é fragmentado, como no processamento do iogurte batido, pode ser formado um liquido

viscoso de comportamento ndo-Newtoniano, classificado como pseudopléstico e que
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apresenta uma viscosidade aparente. Os iogurtes firme e batido apresentam diferencas
notaveis de textura (WALSTRA et al., 1999).

O iogurte apresenta considerdvel histerese. Apds a aplicacdo de uma alta tensdo de
cisalhamento, quando o iogurte volta a ser submetido a tensdes mais baixas, a viscosidade
aparente é permanentemente menor e o comportamento de viscosidade se torna préximo ao
Newtoniano, o que pressupde uma quebra da estrutura quase permanente. A quebra da
estrutura ndo € completamente permanente porque a viscosidade aumenta ligeiramente
quando o iogurte é deixado em repouso por um longo periodo e isso tudo esta relacionado
ao comportamento de um liquido contendo fragmentos de gel (WALSTRA et al., 1999).

A viscosidade aparente de iogurtes batidos, em certa tensdo de cisalhamento,
depende da firmeza do gel formado, da intensidade da operacdo de quebra do codgulo, da
sinérese (quanto maior a sinérese, menos viscoso e mais granuloso fica o produto) e das
espécies de bactérias utilizadas na cultura latica (espécies produtoras de exopolissacarideos
podem resultar em iogurtes com maior viscosidade) (WALSTRA et al., 1999).

A agitacdo excessiva e as for¢as de cisalhamento reduzem a viscosidade do iogurte
e devem ser evitadas apds a etapa de fermentagcdo. No entanto, elas reduzem os granulos
presentes no iogurte e, por esta razdo, o iogurte batido passa por um processo de agitacio
ou através de uma malha fina (texturizador) para uniformizar o codgulo e reduzir os
granulos, mas o processo deve ter um rigoroso controle ou entdo a operacdo causa redugao
excessiva da viscosidade e favorece a separacio de soro livre (VARNAM;
SUTHERLAND, 1994).

A formagdo de granulos é um defeito grave no iogurte que parece estar relacionado
com as proteinas. Os granulos contém 82% de proteina e 4% de fdésforo, mas em
comparagdo com o codagulo que os rodeia, contém somente tragos de gordura e lactose. Foi
comprovado por microscopia eletrdnica que os granulos t€m uma estrutura definida e
compacta, com superficie lisa e que ndo se ligam com as caseinas da rede que constitui o
coagulo. A formacgdo destes granulos é associada a presenca do L. bulgaricus na cultura
iniciadora e a um alto contetido de proteinas. H4 indicios de que mudancas na estrutura
micelar sdo fatores de predisposi¢do para a formagdo dos granulos (VARNAM;

SUTHERLAND, 1994).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Caracterizacao dos suplementos protéicos

Foram utilizados 3 tipos de suplementos protéicos nos tratamentos realizados,
sendo:
i.  Isolado protéico de soro (IPSoro) (Alibra Ingredientes Ltda.);
ii.  Isolado protéico de soja (IPSoja) (Doremus Alimentos Ltda.);
iii.  Fibra natural de coldgeno (FNColdgeno) (Novaprom Food Ingredients Ltda).
A caracterizacdo de cada tipo de suplemento protéico foi realizada pelas andlises:
= Sélidos totais: secagem em estufa a vdcuo por 24 horas a 70°C, conforme
recomendado pela American Public Health Association (CASE, BRADLEY JR.;

WILLIAMS, 1985);

= Proteinas: o teor de proteinas foi determinado pelo método Micro Kjeldahl (AOAC,
1995), utilizando o fator 6,38 para o isolado protéico de soro, 6,25 para o isolado
protéico de soja e 5,55 para a fibra natural de coldgeno;

= Gordura: o teor de gordura foi determinado por extragdo a quente pelo método de
extragdo de Soxhlet (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985);

= (inzas: incineracdo em mufla a 550°C por 8 horas (INSTITUTO ADOLFO LUTZ,

1985).

Além disso, foi determinada a curva de solubilidade dos suplementos protéicos em
funcdo do pH, seguindo a metodologia descrita por Stefabsson e Hultin (1994). Para isso 2
gramas de suplemento protéico foram dispersos em 30 mL de dgua destilada. Em seguida,
o pH foi ajustado com acido acético glacial ou solugdo de hidroxido de sédio, usando
pHmetro digital portatil (Modelo pH-1500, Instrutherm Instrumentos de Medicdo Ltda). A
massa total da suspensdo foi completada para 100 gramas com dgua destilada. Em seguida,
a suspensdo foi agitada em temperatura ambiente durante 30 minutos e centrifugada
posteriormente a 8000 rpm por 20 minutos a 4°C. Os teores de nitrogénio das solucdes
antes da centrifugacdo (nitrogénio total) e dos sobrenadantes das solucdes centrifugadas
(nitrogénio soldvel) foram determinados, em duplicata, pelo método de Kjeldahl. A
solubilidade foi calculada pela relacdo entre a proteina solivel no sobrenadante e a

proteina total, expressa em porcentagem.

38



4.2. Efeito da concentracio de suplemento protéico sobre as caracteristicas do

iogurte

Para determinar o efeito da concentracio de suplemento protéico sobre as
caracteristicas do iogurte, foram testadas 4 concentracdes diferentes para cada tipo de
suplemento protéico, definidas de acordo com as indicagdes de seus fabricantes ou dados
da literatura indicando a dosagem mais usada na suplementacdo de leites fermentados.
Assim, foram realizados 12 tratamentos e um tratamento controle (sem adicio de proteina),
conforme indicado na Tabela 1, todos utilizando a cultura tradicional de iogurte Rich (Chr.
Hansen, Brasil), composta por Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus e Streptococcus

thermophillus.

Tabela 1: Concentragdes dos suplementos protéicos (% massa/ volume).

Proteina Concentracao (% massa/volume)
Isolado protéico de soro 0,5 1,0 1,5 2,0
Isolado protéico de soja 0,5 1,5 2,5 3,5
Fibra natural de coldgeno 0,2 0,6 1,0 1.4

Nesta etapa do estudo, foram realizadas as andlises do leite, a fabricacdo dos
iogurtes, a caracterizagdo fisico-quimica, o acompanhamento da viabilidade das bactérias
dcido-laticas e a andlise visual das amostras de iogurte, conforme detalhado nos itens

posteriores.

4.3. Efeito do tipo de cultura latica sobre as caracteristicas do iogurte

A partir dos resultados do efeito da concentracdo de proteina sobre as
caracteristicas do iogurte, foram definidas as concentracdes de 0,5 e 1,0 % de suplemento
protéico para a fortificacdo dos iogurtes.

Para a elaboracdo dos iogurtes foram utilizadas as varidveis: trés fontes de proteina
(isolado protéico de soro, isolado protéico de soja e fibra natural de coldgeno), duas
concentragdes de proteina (0,5 e 1,0%) e dois tipos de cultura (tradicional e probidtica).
Também foram utilizados dois controles (sem adi¢do de proteina) para cada tipo de cultura,

totalizando 14 tratamentos, realizados com repeticéo, totalizando 28 experimentos.
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As culturas laticas testadas foram:
i.  Tradicional: cultura latica Rich composta de Lactobacillus delbrueckii ssp.
bulgaricus e Streptococcus thermophillus (Chr.Hansen, Brasil);
ii.  Probidtica: cultura latica Rich (S. thermophilus e L. bulgaricus) e cultura latica La-
05 composta de Lactobacillus acidophilus (Chr.Hansen, Brasil).
Nesta etapa do estudo, foram realizadas as andlises do leite, a fabricacdo dos
iogurtes, a caracterizagdo fisico-quimica, o acompanhamento da viabilidade das bactérias
dcido-laticas, a avaliacdo do comportamento reoldgico e a andlise visual das amostras de

iogurte, conforme detalhado nos itens posteriores.

4.4. Fabricacao dos iogurtes

Os iogurtes foram fabricados a partir de leite integral em pé reconstituido em dgua
a 40°C com aproximadamente 14% de sélidos totais. Para cada tratamento foi utilizado
2000 mL de leite em po reconstituido. O leite foi aquecido a 60°C e suplementado com
isolado protéico de soro de leite, proteina isolada de soja ou fibra natural de coldgeno nas
diferentes concentragdes conforme o experimento. No tratamento controle nio foi
adicionada nenhuma fonte de proteina.

A seguir, a mistura foi aquecida a 85°C e mantida por 20 minutos em banho com
termostato para ocorrer a destruicdo de microrganismos indesejaveis e a desnaturagdo das
proteinas do soro. Passado este tempo, a mistura foi resfriada em banho de dgua e gelo até
atingir 42°C, para receber a cultura litica em condi¢des higi€énicas, obedecendo as
recomendacdes do fabricante.

O produto foi incubado em estufa a 42°C em banho maria, com temperatura
controlada e circulacdo de dgua, e fermentado até obter-se um valor de pH préximo a 4,6.
Terminada a fermentagao, foi feito um resfriamento inicial até 20°C, seguida de quebra do
coagulo por agitacdo manual de forma padronizada, com um disco perfurado de aco inox
por 2 minutos, seguido de um resfriamento final a 5°C. O iogurte pronto foi entdo
embalado em copos plasticos com capacidade para 70 mL e armazenado a 5°C para
posterior andlise.

O tempo de fermentacdo dos iogurtes foi calculado a partir da inoculag@o até atingir
o pH de 4,6. O valor de pH dos iogurtes foi medido em pHmetro digital portatil (Modelo

pH-1500, Instrutherm Instrumentos de Medicdo Ltda) e registrado continuamente em
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registrador automatico de dados (Data Logger Modelo CDR-510, Instrutherm Instrumentos

de Medicdo Ltda), a cada 2 minutos.

A partir dos valores de pH registrados foram tragadas curvas em fun¢do do tempo.

A relacdo da variacdo de pH em funcdo do tempo (dpH/dt) forneceu a velocidade de

acidificagdo nos pontos medidos. No final do periodo de incubagdo foram calculados os

seguintes pardmetros cinéticos:

Vmax = velocidade maxima de acidificacdo (10"3 upH/min);

tvmax = tempo no qual se atinge a velocidade maxima (V) (min).

4.5. Analise do leite em poé reconstituido usado na fabricacao dos iogurtes

Para a andlise do leite foi utilizado o equipamento ‘“Ekomilk” (BULTEH LTDA.

2000) que utiliza o principio de ultrassom e correlaciona os dados obtidos com a

composicdo do leite. O equipamento fornece os teores de gordura, proteinas e sélidos néo

gordurosos.

4.6. Caracterizacao dos iogurtes

Para a caracterizacdo fisico-quimica das amostras de iogurtes foram realizadas as

analises:

Solidos totais: o teor de sélidos totais foi determinado por secagem em estufa a
vacuo por 24 horas a 70°C, conforme recomendado pela American Public Health
Association (CASE, BRADLEY JR.; WILLIAMS, 1985);

Proteinas: o teor de nitrogé€nio total foi determinado pelo método Micro Kjeldahl, e
foi utilizado o fator de 6,38 para conversdo de nitrogé€nio total em proteina (AOAC,
1995) para todos os iogurtes, pois embora tenha sido feita a suplementagdo, a maior
parte das proteinas € lactea.

Gordura: o teor de gordura foi determinado pelo método de Gerber, conforme
recomendado pela American Public Health Association (CASE, BRADLEY JR.;
WILLIAMS, 1985);

Acidez tituldvel: o teor de acidez tituldvel foi determinado por titulagdo &cido
alcalimétrica usando-se solu¢do de NaOH 1/9 N e fenolftaleina como indicador

(INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985).
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A capacidade de reten¢do de dgua (CRA) dos iogurtes foi determinada submetendo-
se uma amostra de 10 gramas do iogurte em teste a centrifugacdo a 15000 X G por 15

minutos a 20°C (HARTE et al., 2003). A CRA ¢ expressa como:

Peso do soro apds centrifugacdo

CRA(%){l— }XIOO

Peso doiogurte

A susceptibilidade dos iogurtes a sinérese foi determinada pelo volume de soro
desprendido de uma amostra de 100 mL de iogurte, colocada sobre uma peneira de aco
inox (Mesh 120), acoplada a um funil e a uma proveta graduada de 50 mL, apds 2 horas a
6°C (HASSAN et al., 1996).

Todas as andlises foram realizadas em triplicata.
4.7. Viabilidade das bactérias acido-laticas durante a estocagem

O acompanhamento da viabilidade das bactérias laticas nos iogurtes foi realizado
por contagem em placa dos microrganismos, com inoculagdo por profundidade, apés 2, 18
e 36 dias de fabricacgdo, sendo:
= Contagem de Streptococcus thermophilus: foi feita em dgar M17, incubado a 37°C
por 48h, em aerobiose (IDF, 1997);
= Contagem de Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus: foi feita em agar MRS
glicose acidificado, incubado a 37°C por 72h, em anaerobiose (IDF, 1997);
= Contagem de Lactobacillus acidophilus: foi feita utilizando-se o HHD Aagar,

incubado a 37°C por 72 h, em anaerobiose (IDF, 1995).
4.8. Comportamento reolégico

Os parametros reoldgicos foram obtidos a 10°C, em triplicata, utilizando-se um
redmetro de cone e placa, modelo RVDV III, marca Brookfield, Stoughton, USA. O
redmetro possui uma camisa termostatizada situada ao redor do arranjo cone e placa, em
cujo interior circula dgua para aquecimento ou resfriamento, permitindo um melhor
controle da temperatura. O aumento da tensdo de cisalhamento foi obtido pelo aumento da
rotacdo, a partir da variacdo continua da velocidade angular do cone. Devido as
caracteristicas muito distintas entre os produtos foram utilizadas 2 condi¢Ges de teste, para
que o torque nao ultrapassasse 90% e os resultados fossem mais precisos. Os iogurtes com

menor consisténcia foram submetidos a teste com cone CPE-41 (que utiliza 2,0 mL de
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amostra e cuja faixa de viscosidade medida varia entre 0,005 e 122 Pa.s), em que a
velocidade aumentava linearmente de 0,1 a 22,5 rpm em 281s, seguida de reducéo linear
até 0,1 rpm nos 281s subseqiientes. Os iogurtes com maior consisténcia foram submetidos
a teste com cone CPE-52 (que utiliza 0,5 mL de amostra e cuja faixa de viscosidade varia
entre 0,039 e 983 Pa.s), em que a velocidade aumentava linearmente de 50 a 240,9 rpm em
461s, seguida de reducdo linear até 50 rpm nos 461s subseqiientes. A taxa deformagdo foi

determinada utilizando-se o programa computacional Brookfield Reocalc for Windows.

4.9. Analise visual

Os iogurtes foram submetidos a avaliacdo visual pelo pesquisador, sendo que os
parametros analisados foram: aparéncia e cor, consisténcia, formacdo de grumos e

separacao de fases.

4.10. Efeito do armazenamento sob refrigeracao

Para avaliar o efeito do armazenamento refrigerado sobre as caracteristicas do
iogurte com suplemento protéico foram realizadas andlises ap6s 2, 18 e 36 dias de
fabricacdo. Os resultados mostraram que o produto ndo se mantinha estdvel por 36 dias,
sendo que o periodo de estocagem para a avaliacdo do tipo de cultura latica sobre as
caracteristicas do iogurte foi modificado e as andlises foram realizadas apds 2, 14 e 28 dias

de fabricacdo.

4.11. Planejamento dos experimentos e analise estatistica dos resultados

A andlise das amostras de leite utilizadas na fabricacdo dos iogurtes seguiu um
delineamento inteiramente casualizado. Foi feita a andlise de variancia dos resultados e a
comparag¢do entre as médias foi feita através do teste de Tukey, considerando-se um nivel
de significancia de 5% de probabilidade.

A andlise do efeito da concentrag¢do de suplemento protéico sobre as caracteristicas
do iogurte foi feita para cada tipo de suplemento protéico individualmente, a partir de um
delineamento fatorial, considerando os fatores: concentracdo de suplemento protéico e

tempo de armazenamento. Foi feita a andlise de varidncia dos resultados experimentais e
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foi utilizado o teste de Tukey para avaliar as diferencas de médias, no caso de diferenca
significativa nos fatores ou interag@o entre eles.

A andlise do efeito do tipo de cultura latica sobre as caracteristicas do iogurte sobre
as caracteristicas do iogurte foi feita a partir de um delineamento fatorial, considerando os
fatores: tipo de cultura latica, tipo de suplemento protéico, concentragdo de suplemento
protéico e tempo de armazenamento. Foi feita a andlise de varidncia dos resultados
experimentais e foi utilizado o teste de Tukey para avaliar as diferencas de médias, no caso

de diferenca significativa nos fatores ou interacao entre eles.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Caracterizacao dos suplementos protéicos

Conforme as fichas técnicas dos fornecedores, o isolado protéico de soro (IPSoro)
contém em média 4,5% de umidade, no maximo 1% de lipideos e 90% de proteinas (em
base seca); o isolado protéico de soja (IPSoja) contém umidade menor do que 6%, teor de
proteina total igual ou superior a 90% e teor de gordura de 0,5% (em base seca); e a fibra
natural de coldgeno (FNColdgeno) contém umidade méxima de 5,0%, minimo de 99% de
proteina bruta (N X 6,25), teor de gordura menor ou igual a 3,0%, teor de cinzas menor ou
igual a 2,5% (em base seca) e pH (em solucdo a 10%) entre 6,5 e 9,0.

Todos os suplementos protéicos analisados apresentaram teor de sélidos totais
superior a 90%, sendo que o IPSoja apresentou o maior teor e a FNColdgeno o menor teor
(Tabela 2). As diferencas nas composi¢des dos suplementos protéicos estdo relacionadas a
natureza do composto e aos processamentos de obtencdo dos isolados protéicos e da fibra

de colageno.

Tabela 2: Caracterizagdo fisico-quimica das fontes protéicas.

Andlise IPSoro - IPSoja FNColdgeno -
Sélidos totais (%) 93,13 +0,13 95,89 + 0,18 91,38 +0,21
Proteina (%) 86,90 + 0,47 82,78 + 0,42 92,88 + 0,43
Gordura (%) 0,99 + 0,04 1,47 £0,01 0,95 + 0,00
Cinzas (%) = 2,65 + 0,09 4,29 +0,01 1,34 £ 0,03

* IPSoro = isolado protéico de soro; IPSoja = isolado protéico de soja; FNColdgeno = fibra natural de

coldgeno. ** em base seca.

Segundo o Regulamento Técnico para Produtos Protéicos de Origem Vegetal
(BRASIL, 2005), as proteinas isoladas de soja devem apresentar como requisito especifico
no minimo 88% de proteinas em base seca (N x 6,25). O IPSoja analisado apresentou teor
de proteinas abaixo do requisito estabelecido pela legislacdo. A tnica fonte protéica que
apresentou teor de proteina em base seca superior a 90% foi a FNColageno. Os teores de
proteinas encontrados experimentalmente sdo menores do que os indicados nas
especificagdes técnicas, possivelmente devido a diferencas no tempo de armazenamento

dos suplementos protéicos antes das andlises e na metodologia empregada.
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A solubilidade de uma proteina é definida como a porcentagem de proteina que se
mantém em solucdo ou dispersdo coloidal sob condicdes especificas e que nao sedimenta
com forgas centrifugas moderadas (ORDONEZ et al., 2005), sendo afetada principalmente
pelo valor de pH e temperatura.

O suplemento protéico que apresentou os maiores valores de solubilidade foi o
IPSoro, mantendo-se quase constante com relacdo ao pH. A FNColdgeno apresentou 0s
menores valores de solubilidade, também se mantendo quase constante com a variagdo do
pH. Somente o IPSoja apresentou grande variacdo de solubilidade com o aumento do pH,

desde solubilidades baixas até elevadas (Figura 3).

100
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Solubilidade (%)
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10
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Figura 3: Curva de solubilidade dos suplementos protéicos em fungao do pH.

A solubilidade do IPSoro foi superior a 92% em toda a faixa de pH analisada (entre
pH 2 e 12). A maior solubilidade foi observada em pH 4 (99,60%) e a menor em pH 5
(92,75%) (Figura 3). Os resultados obtidos sdo semelhantes aos relatados por Roman e
Sgarbieri (2007), que tracaram o perfil de solubilidade de um isolado protéico de soro em
dgua e em solugdo salina na faixa de pH de 2,3 a 7,5. A solug@o aquosa de isolado protéico

de soro apresentou solubilidade variando de 91,7% (em pH 4,5) a 96,2% (em pH 7.5).
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Os pontos com menor solubilidade da curva do IPSoro sdo explicadas pelas
transi¢des induzidas pelo pH na [-lactoglobulina, pois esta é a proteina em maior
proporcao no soro de leite e apresenta mudanca em sua estrutura tercidria entre pH 4,5 e
6,0 e transi¢do de Tanford, que é uma transi¢do acompanhada por alteracdes localizadas
nas estruturas secunddria e tercidria da proteina, entre pH 6,5 e 8,5 (SGARBIERI, 2005).

A solubilidade do IPSoja variou consideravelmente com relagdo ao pH da solugao,
com valores entre 5,24% em pH 5 e 96,08% em pH 12 (Figura 3). Os resultados mostram
uma solubilidade média em pH 2, com declinio até pH 5 e aumento da solubilidade do pH
5 a 12 (ponto em que a solubilidade foi mdxima), com um pico no valor de pH 8. Este
perfil de solubilidade foi muito diferente do encontrado na literatura. Silva (2007) tragou o
perfil de solubilidade de isolados protéicos de soja comerciais com relagdo ao pH e os
produtos analisados apresentaram solubilidade entre, aproximadamente, 5 e 30%,
mantendo-se baixa e quase constante entre os pH 2 e 5, com leve aumento até o pH 8,
quando o maior teor de solubilidade foi observado.

A maior parte das proteinas da soja sdo globulinas com peso molecular acima de
100kDa (principalmente glicinina e B-conglicinina), com ponto isoelétrico entre pH 4,2 e
4,6 e solubilidade minima em valores de pH 3,7 e 5,2 e mdxima entre pH 1,5 e 2,5 e acima
de 6,3 (SAIDU, 2005; MCKLEM, 2002), explicando a solubilidade elevada observada em
pH 2 e o aumento da solubilidade do IPSoja a partir de pH 6,0.

O isolado protéico de soja comercial apresenta baixa solubilidade e fraca
propriedade emulsificante devido ao tratamento térmico que recebe durante o processo de
secagem, resultando em desnaturagdo parcial das proteinas (MITIDIERI; WAGNER,
2002).

A solubilidade da FNColageno variou de 4,69 a 15,66%, com maior solubilidade
em pH 3 e menor em pH 8. A curva se apresentou decrescente, com alguns picos em pH 3,
5 e 9 (Figura 3). Wolf (2007) relatou que apenas pouco mais de 10% de fibra natural de
coldgeno sdo soliveis em pH 3, que é um resultado semelhante ao observado no presente
estudo, em que a solubilidade foi de 15,66%.

A hidratag¢do do coldgeno é minima em solug¢des de pH entre 6 e 8 e s6 apresenta
aumento significativo nos extremos da escala de valores de pH (STRADULIS; LEMOS,
2005). Isto explica os maiores valores de solubilidade em pH 2 e 3 e o leve aumento na
solubilidade a partir do pH 8 observado na curva.

O leite apresenta pH entre 6,4 e 6,7 e durante a sua fermentag@o para a produgdo de

leites fermentados, hd a producdo de 4cido litico pelas bactérias liticas da cultura, que
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abaixa o valor de pH do meio para valores entre 3,8 e 4,6 (STAFF, 1998). O pH final da
maioria dos iogurtes varia entre 4,6 e 4,0 (LUCEY; SINGH, 1998).

O IPSoro € o unico suplemento protéico testado que apresenta solubilidade alta
nesta faixa de pH (entre 99 e 92%), pois as solubilidades do IPSoja e da FNColdgeno em
pH 4,6 s@o menores do que 10%, o que afetaria diretamente na quantidade de proteina
dissolvida e disponivel durante a formacdo da estrutura do codgulo. Entretanto, as
solubilidades dos suplementos protéicos foram determinadas em solugdes aquosas e no
iogurte estes suplementos estdo incluidos na matriz protéica formada durante a
fermentagdo do leite, o que pode implicar em interacdes e ligagdes diferentes entre os tipos

de proteinas e em sua solubilidade.

5.2. Efeito da concentracao de suplemento protéico sobre as caracteristicas do

iogurte

As tabelas com os resultados de todas as analises estatisticas dos resultados estdo

apresentadas no Anexo 1.

5.2.1. Anadlise do leite em p6 reconstituido usado na fabricacao dos iogurtes

A andlise estatistica dos resultados apontou que houve diferenga significativa, ao
nivel de 1% de probabilidade, entre os teores de gordura, de proteina e de s6lidos totais das
amostras de leite utilizadas nos diferentes tratamentos. Entretanto, a variacdo na
composicdo foi muito pequena, podendo ser considerada normal para este tipo de
experimento (variacdes inerentes a etapa de reconstituicao do leite).

O teor de gordura das amostras de leite utilizadas na fabricag@o variou entre 3,90 e
4,25%, o teor de proteina variou entre 3,39 e 3,69% e o teor de sé6lidos ndo gordurosos
variou entre 9,27 e 10,03%, sendo que os menores valores encontrados foram para a
amostra de leite utilizada no tratamento com 0,5% de IPSoro e os maiores valores para o
tratamento com 1,0% de FNColdgeno (Tabela 3).

O leite em po utilizado em todos os tratamentos € do mesmo lote, mas ndo foi
possivel realizar todas as fermentagdes simultaneamente, devido a falta de equipamentos e
materiais em ndmero suficiente, e, consequentemente, a reconstituicio das amostras de

leite foi realizada individualmente.
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De acordo com Amiot (1991), o leite apresenta em média 3,9% de gordura, 3,2% de
proteinas, 13,1% de extrato seco total e 9,2% de extrato seco desengordurado. No entanto,
para a fabricacdo de iogurtes, o leite foi reconstituido para aproximadamente 14% de
sOlidos totais, o que justifica os valores maiores nos conteidos de gordura, proteina e

solidos totais do que os contetidos médios do leite.

Tabela 3: Teores de gordura, proteina e sélidos ndo gordurosos do leite em po
reconstituido dos iogurtes com diferentes concentracdes de suplemento protéico.

Gordura Proteina Solidos Nao
Suplemento Concentracdo ok ok
(%) (%) Gordurosos
Protéico (%) o
(%)
h h h
0.5 3,90 + 0,01 3,39+ 0,01 9,27+ 0,01
) 1,0 400+001°  3,54+001%  9,66+0,01%
IPSOI'O de d de
1.5 4,06 £ 0,01 3,55+ 0,01 9,68 + 0,01
e 20 408+001°  356x001%  9mzo0?
0.5 396+0,01°%  346+000%°  943+0,01°%
1.5 404+001°  354+001%  966+001%
IPSoja b c c
25 4.19 + 0,00 3,64+ 0,00 9.91 + 0,00
e 35 3.99£001"  349x001"  9sizoor’
0.2 4,05+0,01° 353 +0,01° 9,63+0,02°
b b b
. 0.6 4,20+ 0,02 3.65+0,02°°C  9.96+0,03 °
FNColé4geno a a a
1.0 425 +0,01 3,69+ 0,01 10,03 + 0,06
I . 3986000 349:000°  9s3ro0r’
Controle — 42240010  3.66+001°  9.98+001%°

&>~ Para a mesma coluna as médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. *
IPSoro = isolado protéico de soro; IPSoja = isolado protéico de soja; FNColdgeno = fibra natural de coldgeno

** Média + desvio padréio.

As propriedades fisicas do iogurte, como consisténcia e viscosidade do codgulo sdo
de grande importancia em sua aceitagdo e, em geral, quanto maior o contetido de extrato
seco desengordurado do leite utilizado na elaboracdo do iogurte, maior serd a consisténcia

e viscosidade do produto final. Possivelmente o iogurte de melhor qualidade é obtido a
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partir de leite com extrato seco total de 15 a 16%, mas a maior parte dos iogurtes
comerciais apresentam de 14 a 15% de extrato seco total (TAMINE; ROBINSON, 1991).
A partir da composicao fisico-quimica dos suplementos protéicos e das amostras de
leite utilizadas na fabricac@o dos iogurtes dos diferentes tratamentos, foi possivel calcular o
conteudo de proteinas e de sdlidos totais na mistura utilizada em cada fermentagio (Tabela

4).

Tabela 4: Proteina (%) e sdlidos totais (%) das misturas utilizadas na fermentagdo dos

iogurtes com diferentes concentracdes de suplemento protéico.

Suplemento Protéico  Concentragdo (%) Proteina (%) Sélidos Totais (%)
0,5 3,81 13,57
" 1,0 4,37 14,54
IPSoro
1,5 4,78 14,91
2,0 5,19 15,35
""""""""""""""""""""" 05 38 1380
1,5 4,71 14,91
IPSoja
2,5 5,57 16,09
3.5 6,17 16,29
""""""""""""""""""""" 02 371 1384
. 0,6 4,18 14,62
FNColédgeno
1,0 4,57 15,04
1,4 4,72 14,59
""""" Controle  — 366 1420

* IPSoro = isolado protéico de soro; IPSoja = isolado protéico de soja; FNColdgeno = fibra natural de

coldgeno

Em cada grupo de iogurtes com o mesmo suplemento protéico, quanto maior a
concentracdo de suplemento protéico, maior foi o teor de s6lidos da mistura, com excecao
dos iogurtes fortificados com FNColdgeno, pois o iogurte elaborado com 1,4% de
FNColédgeno apresentou teor de sdlidos totais da mistura menor do que o iogurte elaborado

com 1,2%. Isto se deve a diferenca na composicao do leite utilizado na sua fabricagao.
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5.2.2. Tempo de fermentacao e curva de pH

Os tempos de fermentacdo dos tratamentos variaram entre 274 e 456 minutos,
sendo que os tratamentos suplementados com FNColdgeno apresentaram o menor tempo
médio de fermentacdo e os tratamentos suplementados com [IPSoro apresentaram o maior
tempo médio de fermentacdo. Nao foi observada nenhuma relagdo entre o aumento da

concentragdo do suplemento protéico e o tempo de fermentacdo do iogurte (Tabela 5).

Tabela 5: Tempos de fermentacdo dos iogurtes com diferentes concentracdes de
suplemento protéico.

Tempo de Fermentagao

Suplemento Protéico Concentracio (%) _
(min)
0,5 414
x 1,0 348
IPSoro
1,5 456
2,0 342
''''''''''''''''''''''''''''''''''' 05 300
1,5 366
IPSoja
2,5 326
3,5 346
””””””””””””””””””””””””””””” 02 274
. 0,6 306
FNColageno
1,0 318
1.4 312
"""""" Controle — 30

* IPSoro = isolado protéico de soro; IPSoja = isolado protéico de soja; FNColdgeno = fibra natural de

coldgeno

A cultura Rich € comercializada liofilizada em envelopes para inoculacdo direta a
temperatura ambiente e devido a falta de recomendacdes do fornecedor da cultura lética
utilizada, a cultura foi armazenada a temperatura ambiente, o que acarretou em perda de
viabilidade dos microrganismos ao longo do tempo. Assim, os iogurtes dos tratamentos
fortificados com FNCol4geno, que foram processados primeiro (logo apds a compra da

cultura), apresentaram tempos de fermentacdo menores, variando entre 274 min e 318 min.
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Os iogurtes dos tratamentos adicionados com 0,5 e 2,0% de [PSoro, que foram processados
por tltimo, foram aqueles que tiveram maiores tempos de fermentagdo, principalmente
devido a perda de viabilidade da cultura.

Em consulta & empresa fabricante das culturas, foi recomendado que este tipo de
cultura, mesmo sendo cultura liofilizada, deve ser armazenado em temperaturas abaixo de
-18°C, para manter a viabilidade dos microrganismos e a propor¢ao entre 0s mesmos.

A habilidade da cultura latica de desenvolver sua fung¢do no produto depende da
atividade da cultura, ou seja, da taxa de sobrevivéncia das células durante as condi¢des de
processamento (meio de crescimento, presenca de compostos criogénicos, congelamento e
secagem) e armazenamento (condicdes da embalagem e temperatura) da cultura latica.
Além disso, a atividade da cultura latica também € incluenciada pela presenca de
contaminantes, fagos ou outros microrganismos. Algumas alteracdes importantes no
processamento do iogurte estdo diretamente relacionadas a atividade da cultura, como por
exemplo a produgdo de dcido latico e compostos de sabor e aroma (TAMIME, 1981).

Além disso, outros fatores importantes que influenciam o crescimento das bactérias
da cultura latica sdo a concentragdo de indculo, a atividade de dgua, a osmolalidade, as
concentragdes de oxigé€nio e de substincias inibitorias do meio (OLIVEIRA; DAMIN,
2003)

O tempo necessario para a fermentacdo de iogurte fabricado a partir da cultura
tradicional de S. thermophilus e L. bulgaricus é geralmente curto, por volta de 2,5 horas,
devido a protosimbiose exibida por estes microrganismos (HELLER, 2001). No entanto,
todos os tratamentos apresentaram tempo de fermentacdo superior a 4 horas, devido
principalmente a perda de viabilidade da cultura utilizada.

As Figuras 6 a 8 apresentam as curvas de pH durante a fermentacdo dos iogurtes,

agrupados por tipo de suplemento protéico utilizado.
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Figura 4: Curva de pH dos iogurtes suplementados com isolado protéico de soro (IPSoro).
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53



=
N
L

L Y - .
L9 . .
LY - LY
e LY - Y
(AR LY ;Y LY
L = L
A Y - -
L ;Y L
Y . “
LY Y .
L Y _ -
L - LY
L - L

pH

0 100 (30 300 400 500

Figura 6: Curva de pH dos iogurtes suplementados com fibra natural de coldgeno
(FNColageno).

Em geral a curva de pH durante o processo de fermentacdo de iogurtes apresenta 3
fases: 1) fase de laténcia, com baixo declinio de pH; 2) fase logaritmica, com rapido
declinio de pH; e 3) reducdo da taxa de acidificagdo. A forma da curva de fermentagdo é
estritamente dependente de vérios parimetros, como a base lactea, o tipo e a concentracio
de ingredientes utilizados na suplementacio do leite, a cultura latica utilizada, a
temperatura de incubag@o e o tratamento térmico aplicado ao leite (SOUKOULIS et al.,
2007). Em todos os tratamentos, a fase de laté€ncia da curva de pH da fermentacdo dos
iogurtes foi relativamente longa, o que pode ser explicado pela perda de viabilidade da
cultura latica utilizada, o que dificultou o seu desenvolvimento no leite, e pelo aumento da
concentracdo de solidos totais devido a fortificacdo dos iogurtes com os diferentes
suplementos protéicos.

A velocidade méxima de acidificagdo foi de 20 x 10~ upH/min, em todos os
tratamentos, sendo que os iogurtes suplementados com FNColdgeno apresentaram menor
tempo e os iogurtes suplementados com [PSoro apresentaram maior tempo para atingir esta
velocidade, quando comparados os grupos de tratamentos por tipo de suplemento protéico.

No entanto, ndo foi observado nenhum padrio de aumento ou redugdo do tempo para
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atingir a velocidade méxima relativo a concentracdo de suplemento protéico utilizado em
um mesmo grupo (Tabela 6).

Oliveira e Damin (2003) estudaram o efeito do teor de s6lidos e da concentragéo de
sacarose na acidificacdo de leites fermentados. O tempo para atingir a velocidade maxima
(14,5 x 107 upH/min) foi de 312 minutos para o leite fermentado com 12% de soélidos
totais e 264 minutos para o leite fermentado com 15% de s6lidos, sem adicdo de sacarose.
Além disso, em todos os leites fermentados, os tempos para atingir a velocidade médxima
de acidificacdo foram maiores para os leites fermentados padronizados para 12% de
s6lidos totais do que os leites fermentados padronizados para 15% de sélidos totais.

Dave e Shah (1998) estudaram o efeito da suplementacdo com diversos
ingredientes (soro de leite, concentrado protéico de soro, hidrolisado de caseina, cisteina e
triptona) sobre a viabilidade das bactérias probidticas no iogurte e relataram que os
iogurtes fortificados com concentrado protéico de soro favoreceram o desenvolvimento das

bactérias da cultura latica (composta de S. thermophilus, L. acidophilus e bifidobactéria).

Tabela 6: Parametros cinéticos da curva de acidificacdo dos iogurtes com diferentes
concentragdes de suplemento protéico.

Suplemento Vinax X 107 Tempo para atingir
Concentragdo (%)
Protéico (upH/min) Vinax (min)
0,5 20 264
. 1,0 20 242
IPSoro
1,5 20 308
2,0 20 264
S s 20 194
1,5 20 230
[PSoja
2,5 20 214
3,5 20 230
02 20 176
. 0,6 20 212
FNColageno
1,0 20 228
1,4 20 212
"""" Controle ~ — 20 282

* TPSoro = isolado protéico de soro; IPSoja = isolado protéico de soja; FNColdgeno = fibra natural de

coldgeno
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Nos tratamentos realizados, ndo foi possivel comprovar a influéncia do aumento da
concentracdo de soélidos (ocasionado pelo aumento da concentragdo de suplemento
protéico) ou do enriquecimento do meio pelos diferentes suplementos protéicos na cinética

de acidificag@o dos iogurtes.

5.2.3. Caracterizacao fisico-quimica dos iogurtes

Os teores de sdlidos totais variaram entre 13,67% (iogurte com 0,2% de

FNColdgeno) e 17,10% (iogurte com 3,5% de IPSoja) (Tabela 7).

Tabela 7: Soélidos totais, proteinas e gordura (%) dos iogurtes com diferentes
concentragdes de suplemento protéico.

Suplemento  Concentracdo  Sélidos Totais s Gordura (%)
e Proteinas (%)
Protéico (%) (%)
0,5 1431+0,16 4,09+0,16" 41+00°
1,0 14,87+ 0,18 % 4,42 +0,02° 40+0,0°
IPSoro .
1,5 15,08 +0,32 % 491+0,04¢ 40+0,1°
2,0 15,83 +0,01° 5,15+0,11° 41+00°
””””””””””””””” 05 14394008  374+0,16%  39+0,1°
1,5 15,69 + 0,20 ™ 4,95+ 0,03 < 40+0,1°
IPSoja
2,5 16,23+0,18° 5,53+0,09° 41+0,1°
3,5 17,13 40,09 * 6,47 0,04 * 41+01°
""""""""""""""" 02  13,67+037%  356+0,02¢8  41+00°
. 0,6 14,72 + 0,06 % 4,12+0,03" 41+00°
FNColdgeno ‘
1,0 14,94 +0,27 % 458 +0,05° 39+0,1°
1,4 15,11 10,16 4,87 +0,04 ¢ 41+01°
""" Controle  —  1393+034%  374+0,07%  40+0.1°

* TPSoro = isolado protéico de soro; IPSoja = isolado protéico de soja; FNColdgeno = fibra natural de

coldgeno. ** Média + desvio padrao.

Conforme esperado, com o aumento da concentragdo de suplemento protéico houve
aumento do contetido de sélidos totais para os iogurtes fortificados com os diferentes tipos

de suplementos protéicos, sendo que todos os iogurtes apresentaram teor de sélidos totais
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maior do que o do iogurte controle, sem nenhuma adi¢do de suplemento protéico, com
excecdo do iogurte fortificado com 0,2% de FNColageno, que nao apresentou diferenca
significativa com o iogurte controle.

O teor de sdlidos totais do leite para a producdo de iogurtes pode ser igual ou
inferior a 9% em iogurtes de baixo teor de gordura e no maximo 30% em outros tipos de
iogurte, no entanto a maioria dos iogurtes comerciais apresentam cerca de 15% de sé6lidos
totais (TAMINE; ROBINSON, 1999). Teores de solidos totais acima de 25% afetam a
disponibilidade de 4dgua livre e retardam a atividade da cultura (TAMINE; DEETH, 1980).

A padronizacdo do conteido de sélidos totais do leite para fabricacdo de iogurtes
para 15% resulta em melhora da consisténcia final do iogurte, reducdo da tendéncia a
sinérese e leve reducdo da produgdo de dcido durante a fermentacdo, o que aumenta a
aceitacdo do produto pela maioria dos consumidores (VARNAM; SUTHERLAND, 1994).

Os teores de proteina das amostras variaram entre 3,56% (iogurte com 0,2% de
FNColageno) e 6,47% (iogurte com 3,5% de IPSoja) (Tabela 6). Quanto maior a
concentragdo de suplemento protéico adicionado, maior foi o teor de proteina dos iogurtes.

O Padrao de Identidade e Qualidade de Leites Fermentados (BRASIL, 2000)
estabelece como requisito fisico-quimico que os leites fermentados apresentem no minimo
2,9 g/100g de proteinas lacteas, requisito atendido em todos os produtos analisados.

O conteddo de proteinas do leite € um parametro de grande influéncia nas
caracteristicas fisicas e na textura dos produtos lacteos fermentados, pois ocorrem
modifica¢des na estrutura do gel formado durante a fermentacdo quando a composi¢dao do
leite utilizado na produgdo do leite fermentado é modificada. Além disso, variacdes na
estrutura e na composicdo da matriz do alimento devido a natureza das proteinas podem ser
responsaveis pela modificacdo na retengdo do sabor e aroma do produto (SAINT-EVE et
al. 2006), influenciando diretamente na aceitagdo do iogurte.

Os teores de gordura das amostras de iogurte variaram entre 3,9% e 4,1% (Tabela
6), sem diferenca significativa entre os iogurtes. De acordo com o Padrdo de Identidade e
Qualidade de Leites Fermentados (BRASIL, 2000), os leites fermentados integrais devem
apresentar conteido de matéria gorda lactea entre 3,0 e 5,9g/ 100g de produto. Todos os
produtos testados atendem ao estabelecido pela legislagdo e estdo incluidos na faixa normal
para iogurtes integrais.

O teor de gordura do leite afeta favoravelmente a qualidade do iogurte, pois a
gordura estabiliza a contrag¢do do gel protéico, previne a separacio do soro no produto final

e afeta a percepcdo sensorial do produto, que apresenta textura mais macia e cremosa
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(THOMOPOULOS; TZIZ; MILKAS, 1993). No entanto, o teor de gordura no iogurte
elevado pode causar enfraquecimento da estrutura do coagulo devido as interrupcdes que
os glébulos de gordura formam na estrutura do mesmo (WALSTRA et al., 1999).

A acidez tituldvel variou entre 0,93 e 1,22% de 4cido latico para as amostras de
iogurte fortificadas com IPSoro, entre 0,90 e 1,42% de acido latico para as amostras com

IPSoja, e entre 0,84 e 1,31% de acido latico para as amostras com FNColageno (Tabela 8).

Tabela 8: Acidez titulavel (% de 4cido latico) dos iogurtes com diferentes concentracdes
de suplemento protéico.

Suplemento Concentragdo Acidez (% de 4cido latico)
Protéico (%) 2 dias 18 dias 36 dias
0,5 0,96+0,00"®  1,15+0,00°*  1,15+0,00**
. 1,0 0,97 £0,00 1,18 £0,00®*  1,07+0,01™®
IPSoro ‘ ,
1,5 0,93+0,01°®  1,19+£0,00® 1,15£0,01
2,0 1,08+0,00°®  1,224+0,00* 1,12+0,01*8
S 05 0,90+0,01%C  097+0,00%  1,00+001
1,5 1,00+0,01®  1,09+0,01°*  1,09+0,01°
IPSoja
2,5 1,08 +0,00°¢  1,14+0,01°®  1,36+0,00"
3,5 1,21 +0,00°®  142+0,00*  1,42+0,00
S 02 0,97 +0,02°%  1.04+0,00% 1,13+£002°
. 0,6 0,84 +0,00®  1,08+0,03™* 1,134£0,01"
FNColédgeno
1,0 1,23+0,07*®  1,23+0,00®  1,31+0,00*
1,4 0,97 +0,00"®  1,1240,00**  1,11+0,01°*
"~ Controle  — 089%000  1,05+001 1,07+0,00

N P ’r b.cd ~ 1. N

Para os iogurtes adicionados com o mesmo suplemento protéico: “*“ As médias seguidas pela mesma letra
I T g .. ABCD 1 .

mindscula na mesma coluna ndo diferem estatisticamente entre si; As médias seguidas pela mesma

letra maidscula na mesma linha ndo diferem estatisticamente entre si. * IPSoro = isolado protéico de soro;

[PSoja = isolado protéico de soja; FNColdgeno = fibra natural de coldgeno. ** Média + desvio padrao.

Houve diferenca significativa entre os teores de acidez tituldvel dos iogurtes
(p<0,01) considerando os fatores concentracdo de suplemento protéico e tempo de

armazenamento, para a inter agﬁo destes fatores e entre os tratamentos e o controle.
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Nos iogurtes fortificados com IPSoro e IPSoja, quanto maior a concentragcdo de
suplemento protéico adicionado, maior foi o teor de acidez tituldvel das amostras de
iogurte. Para os iogurtes fortificados com a FNColdgeno ndo houve um padrdo entre a

concentracdo de suplemento protéico e a acidez tituldvel (Tabela 9).

Tabela 9: Média de acidez tituldvel (% é4cido latico) para o fator concentracdo de
suplemento protéico dos iogurtes com diferentes concentragdes de suplemento protéico.

Suplemento Protéico Concentracdo (%)  Média do fator

0,5 1,09°
. 1,0 1,07°
IPSoro b
1,5 1,09
2,0 1,142
""""""""""""""""""""" 05  099¢
1,5 1,06¢
IPSoja b
2,5 1,20
3,5 1,35°
""""""""""""""""""""" 02 1,04
. 0,6 1,02¢
FNColéageno
1,0 1,26°
1,4 1,07°

b . T - VBT . ~
*® Para os iogurtes adicionados com o mesmo suplemento protéico as médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem estatisticamente entre si. * IPSoro = isolado protéico de soro; IPSoja = isolado protéico de soja;

FNColdgeno = fibra natural de coldgeno.

Em geral, espera-se que quanto maior a concentragdo de proteina adicionada ao
iogurte, maior o teor de acidez tituldvel, devido ao carater dcido das proteinas adicionadas,
mas este comportamento nio foi observado nos iogurtes adicionados de fibra natural de
coldgeno, em que o tratamento com 1,0% de proteina apresentou maior acidez titulavel do
que o tratamento com 1,4% de proteina adicionada. Isto pode ser causado por diferencas na
acidez inicial do leite utilizado na fabricacdo dos iogurtes e pelas diferencas na composi¢do
das misturas utilizadas na fermentacdo dos iogurtes, visto que o teor de sdlidos totais do
iogurte com 1,4% de FNColdgeno foi menor do que o teor do iogurte com 1,2% de

FNColéageno (Tabela 4).
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Além disso, espera-se que quanto maior a concentracdo de suplemento protéico
adicionado ao iogurte, maior o teor de acidez tituldvel, pois os suplementos enriquecem o
meio e favorecem o desenvolvimento dos microrganismos. No entanto, a FNColageno
apresenta baixa solubilidade no pH do iogurte, o que deixa esta fonte protéica indisponivel
para o desenvolvimentos dos microrganismos.

Para os iogurtes adicionados de IPSoro, houve um aumento de acidez durante o
periodo de 1 para 18 dias de armazenamento e depois houve um declinio no periodo de 18
a 36 dias de armazenamento, enquanto que para os iogurtes adicionados de IPSoja e de
FNColdgeno, o teor de acidez tituldvel das amostras de iogurte aumentou ao longo do
tempo de armazenamento (Tabela 10), devido a pés-acidificacdo causada pela atividade

metabdlica da cultura l4tica durante o periodo de estocagem refrigerada.

Tabela 10: Média de acidez tituldvel (% 4acido latico) para o fator tempo de
armazenamento dos iogurtes com diferentes concentrag¢des de suplemento protéico.

Suplemento Protéico  Dias de armazenamento Meédia do fator
2 0,99 ¢
IPSoro - 18 1,19°
36 1,12°
""""""""""""""""""""""""" R N
IPSoja " 18 1,16°
36 1,24°
""""""""""""""""""""""""" 2 eoc
FNColageno - 18 1,12°
36 1,17°

b . I T ~ 1 S ~
*® Para os iogurtes adicionados com o mesmo suplemento protéico as médias seguidas pela mesma letra nio
diferem estatisticamente entre si. * IPSoro = isolado protéico de soro; IPSoja = isolado protéico de soja;

FNColageno = fibra natural de coldgeno.

Para os iogurtes fortificados com IPSoro, a diferenca da acidez tituldvel das
amostras com 1 dia de armazenamento e com 18 dias de armazenamento é grande, devido
a pos-acidificacdo maior nos primeiros dias de armazenamento. As oscilagdes observadas
nos teores de acidez no final do periodo de estocagem provavelmente estdo relacionadas a

diferencas entre as amostras de iogurte, visto que a amostra total do iogurte (processo em
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batelada) foi distribuida em copos plasticos de 70 mL, para posterior andlise, conforme o
planejamento para avaliar as mudangas nos iogurtes durante o tempo de armazenamento.

Durante a estocagem do iogurte sob resfriamento, a atividade metabdlica das
bactérias da cultura latica é reduzida. No entanto, o produto final pode sofrer uma pds-
acidificagdo devido a atividade metabdlica persistente da bactéria latica. A pods-
acidificagdo € mais intensa nos primeiros sete dias de fabricagdo do iogurte devido ao
consumo de lactose, producdo de 4cido latico e a alta atividade metabdlica da bactéria em
valores de pH mais elevados (BEAL et al., 1999). O principal responsavel pelo fendmeno
de poés- acidificacdo do iogurte é o Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus (DAVE;
SHAH, 1997).

Silva (2007) elaborou iogurtes com diferentes concentracdes de culturas laticas
tradicionais e probidticas e relatou um aumento de acidez no periodo de 28 dias de
estocagem refrigerada de 20,89%, 24,64% e 25% para os iogurtes com 0,5%, 1,0% e 1,5%
de cultura latica, respectivamente.

A reducdo de pH ap6s a fermentagdo € influenciada pelo teor de sdlidos totais, teor
de gordura e concentracdo de indculo utilizada na fabricagdo do leite fermentado e o
aumento do teor de so6lidos induz a uma maior queda de pH durante a estocagem
(GARDINI et al., 1999).

Antunes, Cazetto e Bolini (2005) estudaram a viabilidade de microrganismos
probidticos, pés-acidificacdo e perfil sensorial de iogurtes sem gordura adicionados de
concentrado protéico de soro e relataram poés-acidificacdo em todos os iogurtes
formulados, sendo que os iogurtes fabricados com cultura probidtica apresentaram pés-
acidificacdo menos acentuada, devido a menor propor¢ao de L. bulgaricus.

Os teores de acidez dos iogurtes variaram entre 0,90 e 1,31% de 4cido latico,
atendendo o Padrdo de Identidade e Qualidade de Leites Fermentados (BRASIL, 2000),
que estabelece que a acidez dos leites fermentados deve estar entre 0,6 e 2,0g de acido
latico/ 100g de produto final.

A capacidade de retencdo de dgua (CRA) variou entre 34,55 e 50,28% para os
iogurtes fortificados com IPSoro, entre 28,01 e 42,39% para os iogurtes com IPSoja e entre
32,50 e 46,85% para os iogurtes com FNColdgeno (Tabela 10).

Houve diferenca significativa (p<0,01) na capacidade de retencdo de dgua (CRA)
dos iogurtes fortificados com IPSoro, com IPSoja e com FNColdgeno para os fatores
concentracdo de suplemento protéico e tempo de armazenamento, para a interacdo destes

fatores e entre os tratamentos e o controle.
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Tabela 11: Capacidade de retencdo de dgua (CRA %) dos iogurtes com diferentes
concentragdes de suplemento protéico.

EE3

Suplemento Concentragao CRA (%)
Protéico (%) 2 dias 18 dias 36 dias
0,5 34,55+ 0,40® 3557+0,28%® 3965+0,36
. 1,0 3526+ 1,07% 40,79 +£0,18* 36,69 +0,80 "
IPSoro
1,5 40,19 +0,54° 4528 +0,28"* 43,18 +0,42 "8
2,0 43,77+0,66°° 50,28 +0,11* 46,02+ 1,538
S 0.5  2801+024® 31.50+0,79* 30,32+029%
1,5 34,94+ 0,40  31,44+0,10® 34,61 £0,69*
IPSoja
2.5 34,42 +0,45°¢ 36,22+0,22°8 3881+0,51%
3,5 37,94 +0,06® 42394041 41,75+0,92*
S 02  3446+038% 3347+0,54° 3250+043%
. 0,6 39,17 £0,67* 33,81+ 147" 37,04+0,36
FNColageno
1,0 46,85+0,52*" 42,98+0,93® 39,83+1,05°C
1,4 41,89+ 1,78  41,77+0,99*® 45,86+ 0,60

Controle

31,68 £ 0,09

31,54 £0,24

34,71 £ 0,68

N P . b.cd ~ 1. N
Para os iogurtes adicionados com o mesmo suplemento protéico: “*“ As médias seguidas pela mesma letra

o a1 - .. ABCD . .
mindscula na mesma coluna ndo diferem estatisticamente entre si; As médias seguidas pela mesma

letra maidscula na mesma linha ndo diferem estatisticamente entre si. * IPSoro = isolado protéico de soro;

[PSoja = isolado protéico de soja; FNColdgeno = fibra natural de coldgeno. ** Média + desvio padrao.

Para os diferentes suplementos protéicos testados, quanto maior a concentragdo de
suplemento, maior foi a capacidade de retencdo de dgua dos iogurtes (Tabela 12). Além
disso, todos os tratamentos, com excecao daqueles adicionados de 0,5% e 1,5% de IPSoja,
apresentaram CRA maiores do que o controle, possivelmente devido as interacdes entre os

suplementos protéicos adicionados e as proteinas do leite.
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Tabela 12: Média de capacidade de retencdo de dgua (%) para o fator concentragdo de

suplemento protéico dos iogurtes com diferentes concentragdes de suplemento protéico.

Suplemento Protéico Concentracdo (%)  Média do fator

0,5 36,59°¢
. 1,0 37,58 ¢
IPSoro b
1,5 42,88
2,0 46,69
””””””””””””””””””””” 05 2997
1,5 33,66 °
IPSoja b
2,5 36,48
3,5 40,69
""""""""""""""""""""" 02  3348°
. 0,6 36,67°
FNColé4geno
1,0 4322°
1,4 43,17°

b . T - VBT . ~
*® Para os iogurtes adicionados com o mesmo suplemento protéico as médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem estatisticamente entre si. * IPSoro = isolado protéico de soro; IPSoja = isolado protéico de soja;

FNColageno = fibra natural de coldgeno.

Com o aumento da concentracdo protéica adicionada para formacao de géis, ocorre
modificacdo da textura dos mesmos, resultando em aumento da firmeza e intensificando a
retengdo de 4gua pela matriz formada (ANTUNES; MOTTA; ANTUNES, 2003). A
ligacdo ou a retenc@o de dgua é um resultado da interacdo entre a proteina ou alimento
protéico com a dgua e se relaciona com outras propriedades funcionais, tais como textura,
viscosidade, geleifica¢do e emulsificagdo (ANTUNES, 2003).

A capacidade das proteinas do soro de leite, quando em solucdo, de formar géis
estdveis através do aquecimento é uma importante propriedade funcional, cujas
propriedades dependem de fatores como concentracdo de proteina, pH, temperatura e
duracdo do tratamento térmico. A adi¢do de concentrado protéico de soro potencializaria a
capacidade de reten¢do de dgua dos iogurtes na medida em que o pH diminui, ao longo do
periodo de armazenamento (ANTUNES; MOTTA; ANTUNES, 2003). O iogurte com
maior CRA foi o adicionado de 2,0% de IPSoro, demonstrando a capacidade deste

suplemento protéico de interagir com a 4gua e com esta propriedade funcional.
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Como a firmeza do gel é determinada pelo nimero e forca das ligacdes entre as
micelas de caseina, fatores que interferem na associacdo entre as micelas de caseina, como
proteina de soja e glébulos de gordura, resultam na formacio de um codgulo menos firme
(HASSAN et al., 1996). Assim, o iogurte adicionado de 0,5% de IPSoja pode ter resultado
em um coagulo com CRA menor do que o controle devido a interferéncia das proteinas da
soja na associacdo das micelas de caseina.

Na presenca de 4acido, o coldgeno absorve considerdvel quantidade de 4gua
(NEKLYUDOV, 2003), possivelmente devido as mudangas da carga eletrostitica dos
aminoacidos da cadeia do coldgeno e da subseqiiente formacdo de ligacdes entre as
moléculas de proteinas provenientes do leite e do préprio coldgeno, o que explica a
melhora na capacidade de retencdo de dgua dos iogurtes adicionados de FNColdgeno em
relacdo ao controle.

Para os iogurtes adicionados de IPSoro, ndo foi observada nenhuma tendéncia de
aumento ou declinio de CRA durante o tempo de armazenamento. Enquanto que para os
iogurtes adicionados de IPSoja, a CRA aumentou com o armazenamento e para os iogurtes

adicionados de FNColdgeno, a CRA diminuiu com o armazenamento (Tabela 13).

Tabela 13: Média de capacidade de retencdo de 4gua (%) para o fator tempo de
armazenamento dos iogurtes com diferentes concentragdes de suplemento protéico.

Suplemento Protéico  Dias de armazenamento Média do fator
2 38,44 ¢
IPSoro 18 42,98
36 41,39"°
""""""""""""""""""""""""" 23383
IPSoja 18 35,41°
36 36,37°
""""""""""""""""""""""""" 24059
FNColédgeno - 18 38,01°
36 38,81°

b . T - VBT . ~
*® Para os iogurtes adicionados com o mesmo suplemento protéico as médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem estatisticamente entre si. * IPSoro = isolado protéico de soro; IPSoja = isolado protéico de soja;

FNColageno = fibra natural de coldgeno.
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Possivelmente, estas mudangas da capacidade de retengdo de dgua ao longo do
tempo de armazenagem do iogurte sdo devido a modificag¢do da estrutura do gel formado
durante este periodo de estocagem. No caso dos iogurtes adicionados de IPSoja pode ter
ocorrido uma maior hidrata¢do das proteinas da soja durante o periodo de armazenamento,
embora estas proteinas apresentem baixa solubilidade entre pH 3,7 e 5,2. No caso dos
iogurtes adicionados de FNColdgeno pode ter ocorrido um enfraquecimento do coagulo
formado devido ao aumento da acidez tituldvel durante o periodo de armazenamento,
acarretando em uma contragdo do codgulo e conseqiiente liberacdo de soro. As diferencas
de comportamento dos iogurtes fortificados com os diferentes suplementos protéicos sdo
devido as diferengas nas estruturas e composi¢cdo de aminoécidos das diferentes proteinas,
que levam a diferentes ligacOes e relagGes entre as proteinas adicionadas e as proteinas do
leite durante a fermentacio e posterior armazenamento.

A sinérese variou entre 9,00 e 18,33% para os iogurtes adicionados de IPSoro, entre
14,00 e 25,00% para os iogurtes adicionados de IPSoja e entre 1,47 e 23,17% para os
iogurtes adicionados com FNColdgeno (Tabela 14).

Houve diferenga significativa de sinérese para os iogurtes fortificados com IPSoro
(p<0,01) considerando o fator concentragdo de suplemento protéico, a interacdo entre 0s
fatores concentracdo de suplemento protéico e tempo de armazenamento e entre Os
tratamentos e o controle. Para os iogurtes fortificados com IPSoja e FNColdgeno, houve
diferenca significativa de sinérese (p<0,01) para os fatores concentracdo de suplemento
protéico e tempo de armazenamento, para a interagio destes fatores e entre os tratamentos

e o controle.
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Tabela 14: Sinérese (%) dos iogurtes com diferentes concentracdes de suplemento

protéico.
Suplemento  Concentracio Sinérese (%)
Protéico (%) 2 dias 18 dias 36 dias
0,5 18,33+ 0,58 17,00+ 0,00® 17,00+ 0,00 *®
PSorg " 1,0 13,00+ 0,00 12,67 +0,29°® 14,00+ 0,00
oro
1,5 10,67 +0,29* 10,83 +0,29°* 10,00 + 0,00 A
2,0 9,33+0,58®  10,67+0,58°* 9,00+ 0,00
S 05 22.17+0,76™ 23,00+ 0,00 2430+0,60
PSo 1,5 21,00+ 1,00°¢  23,67+0,58*® 25,00+ 0,00
oja
2,5 15,83 10,29  16,67£0,58°® 18,17 +£0,29°*
3,5 14,00+ 0,00 17,33+0,58%* 14,00 £0,00°®
S 02  2233+058*F 22004000 2317+020%
FNColisono " 0,6 17,67£0,58"  16,67+0,58" 15,00+ 0,00
olageno
1,0 9,33+ (,58°* 6,17+0,29 6,00+ 0,008
1,4 1,53+0,12%  2,0040,029  1,47+0,06%
"~ Controle — 2433+058  2467+058 22.67+029

- T P 5. G d PET p

Para os iogurtes adicionados com o0 mesmo suplemento protéico: * > As médias seguidas pela mesma letra
., ~ . .. .. AB,CD P .

mindscula na mesma coluna nio diferem estatisticamente entre si; As médias seguidas pela mesma

letra maidscula na mesma linha ndo diferem estatisticamente entre si. * IPSoro = isolado protéico de soro;

IPSoja = isolado protéico de soja; FNColdgeno = fibra natural de coldgeno. ** Média + desvio padrdo.

Em todos os casos, quanto maior a concentracdo de suplemento protéico
adicionado, menor foi a sinérese observada nos iogurtes (Tabelas 15). A fortificacdo e o
consequente aumento no teor de proteina do leite utilizado na fabricacido do iogurte pode
prevenir a separacdo do soro, influenciando as propriedades reoldgicas e fisicas do iogurte.
Um aumento no teor de proteinas ocasiona um aumento na quantidade de dgua ligada e,

consequentemente, na firmeza do gel resultante (JAROS; ROHM, 2003).
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Tabela 15: Média de sinérese (%) para o fator concentracdo de suplemento protéico dos
iogurtes com diferentes concentra¢des de suplemento protéico.

Suplemento Protéico Concentracdo (%)  Meédia do fator

0,5 17,44%
1,0 13,22°
IPSoro
L5 10,50°¢
2,0 9,679
""""""""""""""""""""" 05 2317
1,5 23,22°
IPSoja b
2,5 16,89
3,5 15,11¢
""""""""""""""""""""" 02  2250%
. 0,6 16,44°
FNColéageno
1,0 7.17¢
1,4 1,67¢

b . T - VBT . ~
*® Para os iogurtes adicionados com o mesmo suplemento protéico as médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem estatisticamente entre si. * IPSoro = isolado protéico de soro; IPSoja = isolado protéico de soja;

FNColageno = fibra natural de coldgeno.

Todos os tratamentos apresentaram sinérese menor do que o tratamento controle,
sendo que o desempenho foi melhor para a FNColageno, seguido do IPSoro e IPSoja,
respectivamente, demonstrando que a suplementagdo apresenta vantagens, pois melhora a
qualidade tecnolégica do produto.

O melhor desempenho do coldgeno pode ser atribuido ao seu alto conteido de
aminodcidos de cardter 4cido, bdsico e hidroxilados, o que torna a molécula muito
hidrofilica e favorece a formacdo de ligacdes entre as moléculas (ARVANITOYANNIS,
1999). Assim, possivelmente durante a formagdo do codgulo, a FNColdgeno pode ter
favorecido a formagdo de ligacdes entre as moléculas de proteinas do leite e do préprio
suplemento protéico, o que levou a uma menor separacdo do soro da estrutura do gel.

O IPSoja apresentou menor solubilidade em solucdo aquosa do que o IPSoro e os
iogurtes fortificados com IPSoja apresentaram menores valores de CRA do que os iogurtes
fortificados com IPSoro, o que pode explicar a maior sinérese nos tratamentos adicionados
de IPSoja, possivelmente devido a formagdo de um gel mais fraco do que nos tratamentos

adicionados com os outros tipos de suplementos protéicos.
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Os tratamentos com 0,5 e 1,5% de IPSoja ndo tiveram diferenca significativa nos
resultados obtidos. Os iogurtes com 0,5% de IPSoro, 2,5% de IPSoja e 0,6% de
FNColé4geno apresentaram resultados semelhantes.

A sinérese € altamente indesejdvel em iogurtes e ocorre devido ao rearranjo da rede
formada pelo codgulo do iogurte, levando a um aumento no nimero de jungdes particula-
particula, fazendo com que o codgulo se retraia, expelindo um liquido intersticial. A
tendéncia a sinérese depende da temperatura de incubacdo, da temperatura de envase do
produto final e do pH do iogurte (WALSTRA et al., 1999).

Para o fator tempo de armazenamento, a sinérese aumentou ao longo do
armazenamento para os iogurtes adicionados de IPSoja, enquanto que para os iogurtes
adicionados de FNColdgeno, a sinérese diminuiu ao longo dos dias de armazenamento
(Tabela 16). Os iogurtes adicionados de IPSoro ndo apresentaram diferenga significativa na

sinérese durante a estocagem.

Tabela 16: Média de sinérese (%) para o fator tempo de armazenamento dos iogurtes com
diferentes concentragcdes de suplemento protéico.

Suplemento Protéico  Dias de armazenamento Média do fator
2 12,83°
IPSoro ~ 18 12,79*

36 12,50°
""""""""""""""""""""""""" 2 18est
IPSoja 18 20,17%

36 20,38°
""""""""""""""""""""""""" 2 et

FNColageno - 18 11,71°

36 11,41°

b . I T ~ 1 S ~
*® Para os iogurtes adicionados com o mesmo suplemento protéico as médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem estatisticamente entre si. * IPSoro = isolado protéico de soro; IPSoja = isolado protéico de soja;

FNColageno = fibra natural de coldgeno.

Achanta, Aryana e Boeneke (2007) estudaram iogurtes firmes fortificados com
diferentes tipos de minerais e relataram que a sinérese foi significativamente menor
durante a primeira semana de estocagem quando comparada com a terceira e quinta

semana de estocagem refrigerada. Os autores citaram que o decréscimo do pH durante a
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estocagem pode ter causado um efeito de contracdo na matriz da micela de caseina,
liberando mais soro. Portanto, o aumento na sinérese dos iogurtes fortificados com IPSoja
pode ser devido ao aumento da acidez tituldvel dos iogurtes durante o periodo de
armazenamento refrigerado.

Durante o resfriamento, o codgulo se torna mais firme e se o iogurte foi formulado
corretamente, o soro da superficie é reabsorvido ap6s 24 horas de estocagem refrigerada
(STAFF, 1998). A redugdo da sinérese durante o periodo de estocagem dos iogurtes
adicionados de FNColdgeno pode ser devido a uma maior retencdo do soro na matriz
formada. Embora a capacidade de retencdo de dgua dos iogurtes adicionados de
FNColédgeno tenha diminuido ao longo do periodo de estocagem, isto ndo quer dizer que a
sinérese também diminuiria, pois a sinérese espontanea € resultado da contracdo natural do
gel, sem aplicacdo de qualquer forca externa, como por exemplo, a centrifugacio, e estd
relacionada com a instabilidade da rede protéica (LUCEY, 2002) e durante a determinacgio

da CRA dos iogurtes € aplicada uma elevada forca centrifuga nas amostras.

5.2.4. Viabilidade das bactérias acido laticas

As populagdes de S. thermophilus variaram entre 2,53 X 10% e 3,72 x 10" UFC/mL
de iogurte. A menor populagdo média foi observada no iogurte adicionado de 0,2% de
FNColédgeno e a maior populagdo foi observada naquele com 1,0% de IPSoro (Tabela 17).

Para a anélise estatistica da popula¢do de microrganismos, foi feita a transformacgao
logaritmica dos dados. Houve diferenga significativa (p<0,01) entre a populacdo de S.
thermophilus dos iogurtes dos diferentes tratamentos, considerando os fatores concentragdo
de suplemento protéico e tempo de armazenamento, para a interacdo destes fatores e entre

0s tratamentos e o controle.
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Tabela 17: Populacdo de S. thermophilus (UFC/mL) dos iogurtes com diferentes

concentragdes de suplemento protéico.

Suplemento

Protéico

Concentragdo

(%)

2 dias

UFC/ mL
18 dias

36 dias

IPSoro

0,5
1,0
1,5

1,90 x 10"2#
2,69 x 10124
2,81 x 10"
1,98 x 10'0%A

1,55 x 1024
3,41 %10
3,17 x 10"
8,90 x 10°®

1,99 x 10'0°8
3,06 x 10"
1,32 x 10'0°8
4,45 x 10* ¢

1,32x 10"
9,08 x 10"
1,46 x 10"
1,67 x 10'2%A

1,38 x 10'0%®
2,15x10'0%®
1,58 x 10'0%®
1,58 x 10'0 %8

1,30 x 10'0%®
1,26 x 10'0%€
7,20 x 10° €
8,35 x 10°"¢

3,50 x 10°*®
1,27 x 10'0°®
555%x10°®
3,72 x 10"

5,37 x10'0¢
1,02 x 10'0%B
1,34 x 10'PA
2,44 x 1008

1,53 x 100
1,79 x 10'0%4
1,39 x 10"
2,53 x 10%°¢

Controle

1,22 x 10'°

1,44 x 10"

2,23 x 10"

p T 2 b.od T .
Para os iogurtes adicionados com o mesmo suplemento protéico: “*“ As médias seguidas pela mesma letra

mindscula na mesma coluna ndo diferem estatisticamente entre si;

AB,C.D

As médias seguidas pela mesma

letra maidscula na mesma linha nao diferem estatisticamente entre si. * IPSoro = isolado protéico de soro;

IPSoja = isolado protéico de soja; FNColdgeno = fibra natural de coldgeno.

Nao foi observada nenhuma relacdo entre o aumento da concentracdo de

suplemento protéico e a populacdo de S. thermophilus (Tabela 18).
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Tabela 18: Média da populagdo de S. thermophilus (log UFC/mL) para o fator
concentracdo de suplemento protéico dos iogurtes com diferentes concentracdes de
suplemento protéico.

Suplemento Protéico Concentracdo (%)  Meédia do fator

0,5 11,58°
. 1,0 12,482
IPSoro b
1,5 11,69
2,0 9,63°¢
””””””””””””””””””””” 05  10,79°
1,5 11,132
IPSoja b
25 10,74
3,5 10,78°
""""""""""""""""""""" 02 o948
. 0,6 10,12°
FNColédgeno
1,0 10,00°¢
1,4 10,452

b . I T 1 S ~
** Para os iogurtes adicionados com o mesmo suplemento protéico as médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem estatisticamente entre si. * IPSoro = isolado protéico de soro; IPSoja = isolado protéico de soja;

FNColdgeno = fibra natural de coldgeno.

Houve redugdo da populagdo de S. thermophilus durante o armazenamento dos
iogurtes em todos os tratamentos, com exce¢do do controle (Tabela 19). O S. thermophilus
ndo apresenta bom desenvolvimento em pH abaixo de 4,6 (STAFF, 1998) e como os
iogurtes apresentaram pos-acidifica¢do durante o periodo de armazenamento, o aumento da
acidez dos iogurtes ocasionou a perda de viabilidade do S. thermophilus. O resultado
obtido para o iogurte controle ndo é o esperado e niao foi encontrado nenhum caso na
literatura de aumento da contagem de S. thermophilus durante o armazenamento
refrigerado, e este mesmo resultado pode ser devido a diferencas da populagdo entre as
amostras de um mesmo iogurte (processo em batelada) ou a erros na andlise

microbioldgica.
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Tabela 19: Média da populagdo de S. thermophilus (log UFC/mL) para o fator tempo de
armazenamento dos iogurtes com diferentes concentragdes de suplemento protéico.

Suplemento Protéico  Dias de armazenamento Média do fator
2 11,86 °
IPSoro ~ 18 11,79*

36 10,39"
""""""""""""""""""""""""" 21236t
IPSoja 18 10,22°

36 10,00°
""""""""""""""""""""""""" 210490

FNColdgeno - 18 9,81°

36 9,74°

b . I ~- 1 p ~
** Para os iogurtes adicionados com o mesmo suplemento protéico as médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem estatisticamente entre si. * IPSoro = isolado protéico de soro; IPSoja = isolado protéico de soja;

FNColageno = fibra natural de coldgeno.

As populacdes de S. thermophilus nos iogurtes fortificados com 0,2; 0,6 e 1,0% de
FNColdgeno e o iogurte controle foram maiores aos 36 dias de fabricagdo. Apesar da
diferenca estatistica dos resultados, as variacdes foram pequenas quando se considera
desenvolvimento microbiano. Embora tenha sido observado um aumento gradual da acidez
tituldvel dos iogurtes com o tempo de estocagem refrigerada, esta acidez ndo ocasionou em
perda de viabilidade do S. thermophilus. Isto pode ter acontecido por alguma capacidade
tamponante ou por algum fator de crescimento presente neste suplemento protéico que nao
permitiu que o aumento de acidez influenciasse no desenvolvimento do microrganismo.

As populacdes de L. bulgaricus variaram entre 2,90 X 10° UFEC/mL de iogurte
(iogurte com 0,5% de IPSoja) e 2,41 x 10'> UFC/mL de iogurte (iogurte com 2,0% de
IPSoro) (Tabela 20). Em todos os produtos, a populagdo de L. bulgaricus foi maior do que

no iogurte controle.
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Tabela 20: Populagio de L. bulgaricus (UFC/mL) dos iogurtes
concentragdes de suplemento protéico.

com diferentes

Suplemento Concentragdo UFC/ mL
Protéico (%) 2 dias 18 dias 36 dias
0,5 9,95 x 10’ °A 3,40 x 10”8 2,60 x 10°9¢
. 1,0 1,56 x 10°**  750x 10" 3,85x10"™®
IPSoro
1,5 1,08 x 101°%  755x 10’8 2,06 x 10° ¢
2,0 1,32%x 10" 241 x10"2%*  1,80x10%%
S 05 200x10°C  330x10"*  2.05x 107"
PSo 1,5 3,08 x 101°%A 865 x%x 10’B 4,30 x 1078
oja , .
2,5 8,10x 10'"*  164x10"""  220x%x10%%
3,5 1,67 x 1012 1,95%x 102 1,49x10'°%®
S 02 140 x 10°® 544 %100 133%x10°C
. 0,6 2,54%x10°9  485x10°®  321x10°"
FNColédgeno ‘ ‘
1,0 5,00 x 10°°8 1,59 x 10124 1,99 x 10224
1,4 1,27 x 1012 1,72x 10" 1,67 x 10°B
""" Controle  —  1,09x10°  555x10°  165x10°

- T P 5. G d PET p

Para os iogurtes adicionados com o0 mesmo suplemento protéico: * > As médias seguidas pela mesma letra
., ~ . .. .. AB,CD P .

mindscula na mesma coluna nio diferem estatisticamente entre si; As médias seguidas pela mesma

letra maidscula na mesma linha ndo diferem estatisticamente entre si. * IPSoro = isolado protéico de soro;

IPSoja = isolado protéico de soja; FNColdgeno = fibra natural de coldgeno.

Para a anélise estatistica da popula¢do de microrganismos, foi feita a transformacgao
logaritmica dos dados. Houve diferenca significativa (p<0,01) entre as populacdes de L.
bulgaricus dos diferentes tratamentos, considerando os fatores concentracio de suplemento
protéico e tempo de armazenamento, para a interacdo destes fatores e entre os tratamentos
e o controle.

Para os iogurtes fortificados com IPSoro e IPSoja, quanto maior a concentragao de
proteina, maior foi a populacio de L. bulgaricus. Os tratamentos com 1,0 e 1,5% de IPSoro
e os tratamentos com 0,5 e 1,5% de IPSoja ndo diferiram entre si. Entretanto, para os
iogurtes com FNCol4dgeno ndo foi observada nenhuma tendéncia de aumento ou reducio
da populagdo de L. bulgaricus e o aumento da concentracdo de suplemento protéico

(Tabelas 21).
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O IPSoro e o IPSoja podem ter favorecido o desenvolvimento do L. bulgaricus
através do enriquecimento do leite, fornecendo maior quantidade de proteinas e
aminoacidos essenciais, visto que este microrganismo é reconhecidamente proteolitico
(WALSTRA et al., 1999). Como o FNColdgeno é composto fundamentalmente por glicina
e prolina, estes aminoacidos parecem nao interferir no desenvolvimento do L. bulgaricus, o
que fez com que o aumento da concentracdo de FNColdgeno ndo resultasse no aumento da

populacdo de L. bulgaricus.

Tabela 21: Média da populacdo de L. bulgaricus (log UFC/mL) para o fator concentracdo
de suplemento protéico dos iogurtes com diferentes concentracdes de suplemento protéico.

Suplemento Protéico Concentracdo (%)  Meédia do fator

0,5 6,97°¢
. 1,0 7,88°
IPSoro b
1,5 8,07
2,0 10,25
”””””””””””””””””””””” 05  810°
1,5 8,68°¢
IPSoja b
2.5 10,47
3,5 11,54%
""""""""""""""""""""" 02  933°
; 0,6 7,53¢
FNColédgeno
1,0 11,40°
1,4 10,85°

b . I T ~ 1 S ~
** Para os iogurtes adicionados com o mesmo suplemento protéico as médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem estatisticamente entre si. * IPSoro = isolado protéico de soro; IPSoja = isolado protéico de soja;

FNColdgeno = fibra natural de coldgeno.

Os iogurtes adicionados de IPSoro e de IPSoja apresentaram redug@o da populacio
de L. bulgaricus ao longo do tempo de armazenagem. Para os iogurtes adicionados de
FNColageno, a populacio de L. bulgaricus foi praticamente constante, com ligeiro
aumento aos 18 dias de armazenamento, seguida de redug@o aos 36 dias de fabricacdo
(Tabela 22). Embora o L. bulgaricus seja um microrganismo mais resistente a presenca de
acidos do que o S. thermophilus e continue se desenvolvendo mesmo durante a estocagem

refrigerada (STAFF, 1998), a atividade metabdlica do L. bulgaricus é maior nos primeiros
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dias de estocagem (BEAL et al., 1999). Com a reducio do pH, este microrganismo também
pode apresentar perda de viabilidade, devido a inibicdo do seu desenvolvimento conforme

a reducéo do pH, como foi demonstrado pelos resultados obtidos.

Tabela 22: Média da populagdo de L. bulgaricus (log UFC/mL) para o fator tempo de
armazenamento dos iogurtes com diferentes concentrag¢des de suplemento protéico.

Suplemento Protéico  Dias de armazenamento Média do fator
2 9,08 *
IPSoro ~ 18 8,91°
36 6,88°¢
""""""""""""""""""""""""" 2001t
IPSoja 18 10,48
36 8,60°
""""""""""""""""""""""""" 2
FNColdgeno - 18 10,71°
36 9,29°

a,b - . . 7. Z 1- B -
Para os iogurtes adicionados com o mesmo suplemento protéico as médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem estatisticamente entre si. * IPSoro = isolado protéico de soro; IPSoja = isolado protéico de soja;

FNColageno = fibra natural de coldgeno.

O Padrio de Identidade e Qualidade de Leites Fermentados (BRASIL, 2000)
estabelece como requisito microbioldgico que o iogurte apresente uma populagdo de
bactérias ldticas totais de no minimo 10’ UFC/g. Como as contagens de S. thermophilus
foram superiores a 10° UFC/g e as contagens de L. bulgaricus superiores a 10° UFC/g,
podemos concluir que os iogurtes atenderam o requisito estabelecido pela legislacao.

Os resultados obtidos experimentalmente sdo superiores aos relatados por Hussain,
Rahman e Atkinson (2009), que observaram populacdo média de bactérias laticas de 4,6 X
10® UFC/ g de produto em amostras de iogurte comerciais.

As contagens médias de S. thermophilus ao longo do periodo de estocagem sio
superiores as de L. bulgaricus para a maioria dos tratamentos (as tnicas exce¢des sao 0S
tratamentos adicionados de 2,0% de IPSoro e de 3,5% de IPSoja), o que é adequado sob o

ponto de vista tecnoldgico, pois reduz a pds-acidificacdo do iogurte.
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5.2.5. Analise visual

Os iogurtes fortificados com IPSoro, IPSoja e FNColdgeno apresentaram
caracteristicas fisicas e aparéncia distintas. Pela andlise visual dos produtos, pode-se
observar que:

= Os iogurtes fortificados com concentracdes de 1,0 e 1,4% de FNColageno
apresentaram grande formacao de granulos;

= Os iogurtes fortificados com IPSoja apresentaram coloracdo ligeiramente distinta
dos outros tratamentos, sendo um pouco mais amarelada e ndo apresentaram
formacdo de granulos;

= Todos os iogurtes fortificados com [PSoro apresentaram uma matriz rigida, com
grande formacdo de granulos. O codgulo formado na fermentagdo dos iogurtes com

1,5 e 2,0% de IPSoro se apresentou muito firme, semelhante ao codgulo de queijos;

= Como ndo foi utilizado conservante, a maioria dos iogurtes com 36 dias de
fabricacdo apresentou desenvolvimento de fungos ou leveduras.

A formagdo de granulos é um defeito grave no iogurte que parece estar relacionado
com as proteinas. Os granulos contém 82% de proteina e 4% de fdésforo, mas em
comparag@o com o coagulo que os rodeia, contém somente tragos de gordura e lactose. Foi
comprovado por microscopia eletrdnica que os grianulos t€m uma estrutura definida e
compacta com uma superficie lisa e que ndo se ligam com as caseinas da rede que constitui
o codgulo. A formacdo destas particulas € associada a presenca do L. bulgaricus na cultura
iniciadora e também com um alto conteido de proteinas e parece que as mudancas na
estrutura micelar sdo um fator de predisposi¢cdo para a formagdo dos granulos (VARNAM;
SUTHERLAND, 1994), o que explica a presenga de elevada quantidade de granulos nos
iogurtes com alta concentrag@o de IPSoro e FNColageno.

Tendo em vista que: (i) os iogurtes fabricados com 1,5 e 2,0% de IPSoro
apresentaram consisténcia muito distinta da esperada e com grande formagéo de granulos;
(i) os iogurtes fabricados com 1,0 e 1,4% de FNColdgeno apresentaram a mesma
capacidade de retencdo de dgua e a sinérese apresentada pelo iogurte com 1,0% de
FNColédgeno foi muito inferior aos outros tratamentos; e (iii) as variagdes nas propriedades
funcionais de capacidade de retencdo de dgua e sinérese dos iogurtes adicionados de
IPSoja ndo foram tdo pronunciadas; foi estabelecido para o estudo do tipo de cultura ltica
sobre as caracteristicas do iogurte que as concentragdes de suplemento protéico seriam de

0,5 e 1,0% para todos os tratamentos.
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Além disso, devido a contaminacdo observada, os iogurtes fabricados ndo tiveram
um prazo de validade de 36 dias (nas condi¢des de processamento) e, portanto, a avaliacio

dos iogurtes durante o armazenamento foi alterada para 2, 14 e 28 dias de fabricag@o.

5.3. Efeito do tipo de cultura latica sobre as caracteristicas do iogurte

5.3.1. Anadlise do leite em p6 reconstituido usado na fabricacao dos iogurtes

O teor de gordura das amostras de leite em pé reconstituido utilizadas na fabricacdo
dos iogurtes variou entre 4,01 e 4,68%, o teor de proteina variou entre 3,31 e 3,84% e o
teor de sélidos ndo gordurosos variou entre 4,01 e 4,70% (Tabela 23).

Durante a reconstitui¢do das amostras de leite, a quantidade de p6 calculada foi
para obter um leite em pé reconstituido com cerca de 14% de sélidos totais. No entanto, o
teor de solidos totais das amostras variou entre 11,04% e 15,20%, com um teor médio das
amostras de 13,85% de soélidos totais. As variacdes observadas na composi¢do fisico-
quimica das amostras de leite reconstituido sdo provenientes de erros durante a
reconstituicdo do leite e ao método de andlise utilizado, visto que a determinagdo da
composicdo através do equipamento Ekomilk é mais imprecisa do que a metodologia

convencional.
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Tabela 23: Teores de gordura, proteina e s6lidos ndo gordurosos das amostras de leite em
po6 reconstituido dos testes sobre efeito da cultura latica.

Suplemento . . Sélidos nao
Cultura Y% Gordura (%) Proteina (%) .
Protéico gordurosos (%)
0,5 420+002° 3,50+0,03° 9,55+0,08 °
IPSoro b b b
1,0 4,22+0,06 3,57 +0,06™  9,73+0,16*
0,5 429+008° 353+0,04™  9,62+0,11"
R IPSoja b b b
Rich 1,0 4,21+0,00 3,56 £0,09% 9,70 £0,24 **
.. 05 452+020° 3,70+0,17%® 10,07 +047®
FNColageno ) ) )
1,0 4,52+0,18*  3,73+0,13° 10,15 +0,35°
Controle —  415+001° 348+0,03°¢ 9,49 +0,08 °
T 05 4,18+0,18° 343x0,14° 936+036°
IPSoro b
1,0 4,25+0,06 3,49 +0,04 9,52+0,12°¢
Rich 0,5 424+020° 349+0,15°¢ 9,50 +0,40 °
IPSoja b b b
+ 1,0 432+0,10® 3,55+0,06*  9,67+0,17*
La-5 " 0,5 427+006° 351+0,07°¢ 9,56 +0,17 ¢
FNColéageno b b b
1,0 4,29 +£0,04 3,54 +0,06™  9,65+0,16™
Controle —  423+003° 348+0,02°¢ 9,49 + 0,06 °

+b¢ As médias seguidas pela mesma letra miniscula na mesma coluna ndo diferem estatisticamente entre si.
* Média + desvio padrdo. ** Rich = cultura de S. thermophilus e L. bulgaricus e La-5 = cultura de L.
acidophilus. *** IPSoro = isolado protéico de soro; IPSoja = isolado protéico de soja; FNColdgeno = fibra

natural de coldgeno.

A partir da composicao fisico-quimica dos suplementos protéicos e das amostras de
leite utilizadas na fabricac@o dos iogurtes dos diferentes tratamentos, foi possivel calcular o
conteudo de proteinas e de sdlidos totais na mistura utilizada em cada fermentacgio (Tabela

24).
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Tabela 24: Proteina (%) e sélidos totais (%) das misturas utilizadas na fermentacdo dos
iogurtes com diferentes concentra¢des de suplemento protéico.

Suplemento
Cultura % Proteina (%) Sélidos totais (%)
Protéico
o 0,5 3,91 14,14
IPSoro
1,0 4,40 14,73
e 0,5 3,92 14,32
o IPSoja
Rich 1,0 4,34 14,72
w05 4,14 14,97
FNColageno
1,0 4,61 15,43
Controle — 3,48 13,64
'''''''''''''''''''''''''''' 05 38 1394
IPSoro
1,0 4,32 14,56
Rich 0,5 3,88 14,15
IPSoja
+ 1,0 4,33 14,80
La-5" 0,5 3,95 14,22
FNColéageno
1,0 4,42 14,71
Controle — 3,48 13,72

* Rich = cultura de S. thermophilus e L. bulgaricus e La-5 = cultura de L. acidophilus. ** IPSoro = isolado

protéico de soro; IPSoja = isolado protéico de soja; FNColdgeno = fibra natural de coldgeno.

5.3.2. Tempo de fermentacao e curva de pH

Os tempos de fermentacdo dos iogurtes variaram entre 242 e 274 min (Tabela 25).
A andlise de variancia dos tempos de fermentacdo dos tratamentos indicou que ndo houve
diferenca significativa dos resultados (ao nivel de 5% de probabilidade) para todos os
fatores testados (tipo de cultura, tipo de proteina e concentracdo de proteina), para as
interacdes destes fatores e entre os tratamentos e o controle, ou seja, o tipo de cultura, o
tipo e a concentracdo de suplemento protéico ndo afetou o tempo de fermentagdo dos

iogurtes.

79



Tabela 25: Tempos de fermentacdo dos iogurtes fermentados com diferentes culturas
laticas.

Suplemento % Tempo médio (min)
4 ET3 TS
Protéico Rich Rich + La-5
0,5 250+ 0,0 273 +26,9
[PSoro
1,0 266 £ 5,7 274 + 19,8
.. 05 242+00 255+ 184
IPSoja
1,0 244 £ 5,7 250 £ 22,6
B . T 253+137  252+85
FNColageno
1,0 259 + 12,7 253+£9,9
"""" Controle 248141 254113

* Média + desvio padrdo. ** Rich = cultura de S. thermophilus e L. bulgaricus e La-5 = cultura de L.

acidophilus. *** IPSoro = isolado protéico de soro; IPSoja = isolado protéico de soja; FNColdgeno = fibra

natural de coldgeno.

Damin et al. (2008) relataram que o tempo de fermentacdo dos iogurtes elaborados
com cultura composta por S. thermophilus e L. bulgaricus (324 min) foi menor do que para
os iogurtes elaborados com cultura composta por S. thermophilus e L. acidophilus (558
min).

As Figuras 7 e 8 apresentam as curvas de pH durante a fermentacdo dos iogurtes,

agrupados por tipo de cultura utilizada.
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Figura 7: Curva de pH dos iogurtes elaborados com a cultura Rich.

IPSoro = isolado protéico de soro; IPSoja = isolado protéico de soja; FNColdgeno = fibra natural de coldgeno.

-1
»)

0.5
=
6.0 N
' %‘“ 0.5%IPSoro
AN N I
—1,0%IPSoro
g 5 \\\ ——0.5%IPSoja
AR 1.0%TPSoja
5.0 —(),5%FNColageno
= 1,02 FNColageno
45 Controle
4.0
0 50 100 150 200 250 300
t (min)

Figura 8: Curva de pH dos iogurtes elaborados com a cultura Rich + La-5.

IPSoro = isolado protéico de soro; IPSoja = isolado protéico de soja; FNColdgeno = fibra natural de coldgeno.
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Comparando as curvas de pH dos iogurtes elaborados para estudar o efeito da
concentracdo de suplemento protéico sobre as caracteristicas do iogurte com os iogurtes do
estudo do efeito da cultura latica, os dltimos apresentaram menor fase de laténcia durante o
processo de fermentagado, devido a diferenca de viabilidade das culturas utilizadas.

Em todos os tratamentos a velocidade maxima atingida foi de 15 x 10° upH/ min.
Nao foi observado nenhum padrdo de aumento ou reducdo do tempo para atingir a
velocidade maxima em fungdo da concentragdo de suplemento protéico ou do tipo de

cultura utilizada (Tabela 26).

Tabela 26: Parametros cinéticos da curva de acidificacdo dos iogurtes fermentados com
diferentes culturas ldticas.

Suplemento o V max Tempo para atingir Vs (min) ’
° *k K3k
Protéico (upH/min) Rich Rich + La-5
. 0,5 15 x 107 130 +2,8 142 + 19,8
IPSoro 3
1,0 15 x 107 131 +7,1 134 £2.8
.. 05 15x10° 121+42 118 14,1
IPSoja 3
1,0 15 x 107 111 +99 114 £8.5
... 05 15x10° 126113 127+14
FNColageno 3
1,0 15x 10 119+99 124 £2.8
""""" Controle ~  —  15x10°  133x127  136+85

* Média + desvio padrdo. ** Rich = cultura de S. thermophilus e L. bulgaricus e La-5 = cultura de L.
acidophilus. *** IPSoro = isolado protéico de soro; IPSoja = isolado protéico de soja; FNColdgeno = fibra

natural de coldgeno.

A andlise de variancia dos resultados do tempo para atingir a velocidade méaxima de
acidificagcdo dos iogurtes indicou que houve diferenca significativa (p<0,01) para o fator
tipo de suplemento protéico e entre os tratamentos e o controle.

Oliveira e Damin (2003) estudaram o efeito do teor de s6lidos e da concentragéo de
sacarose na acidificacio de leites fermentados fabricados com cultura tradicional e culturas
probidticas (L. acidophilus e L. rhamnosus) e relataram que em cada grupo de tratamento,
com mesma concentracdo de sélidos totais e teor de sacarose, os iogurtes elaborados com
cultura de S. thermophilus e L. bulgaricus sempre apresentaram menor tempo de
fermentacdo e maior velocidade maxima de acidificacdo do que os iogurtes elaborados

com cultura de S. thermophilus e L. acidophilus.
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Niao houve influéncia do tipo de cultura estudada para os pardmetros cinéticos do
iogurte e, possivelmente, isto se deve ao fato de que os iogurtes elaborados com a cultura
probidtica continham uma quantidade de in6culo maior do que os iogurtes elaborados com
a cultura tradicional.

Os iogurtes fortificados com IPSoro apresentaram os maiores tempos para atingir a
velocidade maxima de acidificagéo e os iogurtes IPSoja apresentaram os menores tempos,

enquanto que os iogurtes com FNColdgeno nio diferiram de ambos (Tabela 27).

Tabela 27: Médias de tempo (min) para atingir a velocidade maxima de acidificacdo em
funcdo do tipo de suplemento protéico.

Suplemento Protéico Média do fator
IPSoro 134,25 °
IPSoja * 116,00 °

FNColédgeno - 124,00 *

* IPSoro = isolado protéico de soro; IPSoja = isolado protéico de soja; FNColdgeno = fibra natural de

coldgeno.

Dave e Shah (1998) estudaram o efeito da suplementacdo do leite com diversos
ingredientes (soro de leite, concentrado protéico de soro, hidrolisado de caseina, cisteina e
triptona) sobre a viabilidade das bactérias probidticas no iogurte e relataram que os
iogurtes suplementados com soro, concentrado protéico de soro, hidrolisado de caseina e
triptona apresentaram maior taxa de acidificacdo do leite durante a fermentagdo,
possivelmente devido ao enriquecimento do meio, que levou a um desenvolvimento mais
rapido das bactérias da cultura. Entretanto, nos iogurtes estudados, o [PSoja foi uma forma
mais eficiente de enriquecimento do meio, pois o tempo de fermentagdo e o tempo para
atingir a velocidade maxima de acidificagdo foram menores quando comparados aos

demais tratamentos.
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5.3.3. Caracterizacao fisico-quimica dos iogurtes

Os teores de sélidos totais das amostras de iogurte variaram entre 14,36% (iogurte

controle da cultura Rich) e 16,26% (iogurte fortificado com 1,0% de fibra natural de

coldgeno da cultura Rich) (Tabela 28). Estes valores sdo semelhantes aos relatados por

Dave e Shah (1998), que estudaram o efeito da suplementacido com diferentes ingredientes

(leite desnatado em pod, soro em pd e concentrado protéico de soro) na viabilidade de

bactérias probidticas em iogurte. Os iogurtes adicionados de 2% (peso/ volume) de 2 tipos

de concentrados protéicos de soro comerciais apresentaram teor de sélidos totais médios de

15,70 e 15,75%, enquanto que o iogurte controle adicionado de 2% de leite desnatado em

p6 apresentou teor de sélidos totais de 15,55%.

Tabela 28: Solidos totais, proteinas e gordura (%) dos iogurtes com diferentes
concentragdes de suplemento protéico.

Suplemento Sélidos Totais .
Cultura p %) By Proteina (%) Gordura (%)
rotéico o
PSore ™ 0,5 15,19+0,07™" 4,10+£0,04" 43+0,0°
oro
1,0 1538+0,10™ 4,56 +0,09"™ 42+0,0"
- 0,5 14,94+0,12° 3,94 +0,05 42+0,0°
sk 0ja . .
Rich ! 1,0 15551+0,12% 4,34 +0,02 42+0,0°
ENCols e 05 1572+0,96™  426+0,18% 43+0,1°
olageno
¢ 1,0 1626+096*  489+027° 43+0,1°
Controle — 1436+021Y  3,63+0,05° 42+0,1°
IPSOS """ 1492 +0,11°% 403+006% 42+0,0%
oro
1,0 1526+022" 4,48 +0,01" 43+0,0°
Rich PSor 0,5 1503+021" 3,86+0,15" 42+00"
0oja
+ ! 1,0 1535+0,15%  421+0,04¢ 42+0,0°
La-5" ENCols 0,5 14,9420,11"" 4,09£0,11" 42+00°
olageno
¢ 1,0 1543+0,28"  4,61+0,08°" 42+0,0"
Controle —  14,73+0,08°  3,67+0,05"™ 42+0,0°

X ~ " T p” N . N
¢ As médias seguidas pela mesma letra mintscula na mesma coluna ndo diferem estatisticamente entre si.

* Média + desvio padrdo. ** Rich = cultura de S. thermophilus e L. bulgaricus e La-5 = cultura de L.

acidophilus. *** IPSoro = isolado protéico de soro; IPSoja = isolado protéico de soja; FNColdgeno = fibra

natural de coldgeno.
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Apesar da diferenca significativa no teor de solidos totais dos iogurtes elaborados
com as diferentes culturas ldticas, esta variagdo € pequena e decorrente de diferencas no
teor de sdlidos totais do leite utilizado na fabricacdo de iogurtes, cujas médias foram de
14,06 £ 0,40% e 13,79 £ 0,15%, respectivamente para os iogurtes elaborados com a cultura
Rich e para os iogurtes elaborados com a cultura Rich + La-5. O contetdo de sélidos totais
do iogurte afeta principalmente a estrutura do codgulo do iogurte e a viabilidade das
bactérias da cultura ltica.

Gastaldi et al. (1997) avaliaram o efeito do contetido de sélidos sobre a formagéo
do gel 4cido. Os autores utilizaram leite em pd desnatado reconstituido em diferentes
concentragdes de solidos totais (10, 15 e 20%) que foi acidificado pela adi¢do de glucona-
d-lactona. A solubilizagdo do fosfato de cdlcio coloidal, a dissociagdo e a solvata¢do da
micela de caseina foram afetadas pelo teor de sdlidos do leite. Segundo os autores, o
aumento da firmeza e elasticidade deveu-se a maior concentragdo de caseina na mistura,
que favoreceu as interagdes protéicas.

Gardini et al. (1999) demonstraram que quanto maior o conteido de sdlidos nédo
gordurosos no iogurte, maior é a perda de viabilidade viabilidade do L. acidophilus e do L.
bulgaricus durante o armazenamento refrigerado, ainda que a populagdo continue maior do
que o in6culo inicial.

Os teores de proteina das amostras de iogurte variaram entre 3,63% (iogurte
controle da cultura Rich) e 4,89% (iogurte fortificado com 1,0% de FNColageno da cultura
Rich) (Tabela 28). Os iogurtes fabricados com a cultura tradicional (Rich) apresentaram
maiores teores de proteina do que os iogurtes fabricados com a cultura probidtica (Rich +
La-5). Esta diferenca se deve as diferengas observadas na composicao do leite utilizado na
fabricacdo dos iogurtes, visto que apresentaram um teor de proteina médio de 3,58 +
0,10% e 3,50 * 0,04%, respectivamente, para as culturas tradicional e probidtica.

Além das mudangas causadas na estrutura do codgulo formado, a suplementagdo do
leite com fontes protéicas causa o estimulo do desenvolvimento das bactérias da cultura
latica, devido a incorporacdo de peptideos e aminodcidos ao meio, que causa reducdo do

tempo de fermentac@o e melhora na viabilidade das bactérias probiéticas (SHAH, 2000).
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Os teores de gordura das amostras de iogurte variaram entre 4,2 e 4,3% (Tabela
28). A variacdo do teor de gordura dos iogurtes é muito pequena e a diferenca minima
significativa do teste estatistico foi de 0,1, que corresponde ao erro inerente a0 método de
andlise utilizado. As diferencas observadas no teor de gordura do iogurte sdo devidas as
diferencas da composic¢éo do leite utilizado na fabricagdo dos iogurtes e da composicéo dos
suplementos protéicos, que apresentaram teor de gordura variando de 0,87 a 1,41%.

Vinderola, Mocchuitti e Reinheimer (2002) estudaram a viabilidade da microflora
em iogurtes argentinos durante estocagem refrigerada e relataram que iogurtes com alto
conteddo de gordura apresentam atividade inibitéria maior para as culturas probidticas do
que os outros tipos de iogurte. Entretanto, como o teor de gordura dos iogurtes
experimentais foi normal, provavelmente ndo afetou o desenvolvimento dos
microrganismos das culturas utilizadas.

Os teores de acidez das amostras de iogurte variaram entre 1,03% (iogurte
fortificado com 0,5% de IPSoro fermentado pela cultura Rich aos 2 dias de
armazenamento) e 1,45% (iogurte fortificado com 1,0% de IPSoja fermentado pela cultura
Rich aos 28 dias de armazenamento) (Tabela 29).

Houve diferenca significativa (p<0,01) para o teor de acidez das amostras de
iogurte considerando os fatores tipo de cultura, concentracdo de suplemento protéico,
tempo de armazenamento, para as interagdes entre tipo de cultura e tipo de suplemento
protéico, entre tipo de cultura e tempo de armazenamento, entre tipo de suplemento

protéico e tempo de armazenamento, e entre os tratamentos e o controle.
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Tabela 29: Acidez tituldvel (% acido latico) dos iogurtes fermentados com diferentes
culturas laticas.

Suplemento Concentragdo Dias de s s
Rich Rich + La-5
Protéico (%) Armazenamento

2 1,03 £ 0,08 1,08 £ 0,02

0,5 14 1,35 £ 0,04 1,32+ 0,02

- 28 1,39 £0,03 1,38 £ 0,06

[PSoro

2 1,09 £ 0,03 1,08 £ 0,02

1,0 14 1,42 £0,03 1,34 £ 0,04

28 1,42 £ 0,03 1,40 = 0,07
""""""""""""""""""""""""""""" 2 1,06£0,05 1,020,004

0,5 14 1,37 £0,03 1,26 + 0,01

. 28 1,40 £ 0,04 1,33 £0,01

IPSoja

2 1,12 £ 0,01 1,03 + 0,04

1,0 14 1,43 +£0,03 1,32 + 0,04

28 1,45 + 0,06 1,39 £ 0,03
"""""""""""""""""""""""""""""" 2 LI0£001  1,06£002

0,5 14 1,41 £0,03 1,27 £ 0,03

. 28 1,37 £ 0,04 1,30 £ 0,03

FNColageno

2 1,12 £0,01 1,07 £ 0,00

1,0 14 1,42 + 0,02 1,28 +£0,03

28 1,42 £ 0,01 1,32 £ 0,04
""""""""""""""""""""""""""""" 2 1,00£004  1,06£0,00

Controle — 14 1,25 £ 0,04 1,34 £0,05

28 1,29 £ 0,04 1,39 £ 0,08

* Média + desvio padrdo. ** Rich = cultura de S. thermophilus e L. bulgaricus e La-5 = cultura de L.
acidophilus. *** IPSoro = isolado protéico de soro; IPSoja = isolado protéico de soja; FNColdgeno = fibra

natural de coldgeno.

Os iogurtes fabricados com a cultura tradicional (Rich) apresentaram maiores teores
de acidez do que os iogurtes fabricados com a cultura probiética (Rich + La-5) (Tabela 30),
possivelmente porque o L. acidophilus € um microrganismo fraco formador de acido e
muito exigente nutricionalmente, o que faz com que a taxa de produgéo de acido latico na

fermentag¢do com este microrganismo seja menor (GARDINI et al., 1999).
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Tabela 30: Média de teor de acidez tituldvel (% 4cido lético) para o fator tipo de cultura
latica.

Cultura M¢édia do fator
Rich = 1,30
Rich + La-5 " 1,24°

*» As médias seguidas pela mesma letra nio diferem estatisticamente entre si. * Rich = cultura de S.

thermophilus e L. bulgaricus e La-5 = cultura de L. acidophilus.

Os iogurtes adicionados com 1,0% de suplemento protéico apresentaram maiores
teores de acidez do que os iogurtes adicionados com 0,5% de suplemento protéico (Tabela
31), devido ao cardter 4cido das proteinas adicionadas. Esta variagdo € semelhante a
observada por Oliveira e Damin (2003) quando estudaram o efeito do teor de sélidos e da
concentracdo de sacarose na acidificacdo, firmeza e viabilidade de bactérias do iogurte e
probidticas em leite fermentado. Os leites fermentados com maiores teores de sélidos totais
apresentaram maior acidez total e houve aumento de cerca de 7% no teor de acidez apds 7

dias de armazenamento.

Tabela 31: Média de teor de acidez titulavel (% 4acido latico) para o fator concentracéo de
suplemento protéico.

Concentragdo Média do fator
0,5% 1,25°
1,0% 1,28 *

ab . - T — .
*” As médias seguidas pela mesma letra nio diferem estatisticamente entre si.

O teor de acidez aumentou ao longo do periodo de armazenamento (Tabela 32),
devido a pés-acidificagdo durante a estocagem refrigerada. O aumento foi maior nos
primeiros 14 dias, com leve acréscimo de acidez ap6s este periodo. A producgio de acido
latico pelo L. bulgaricus durante o armazenamento refrigerado pode afetar o
desenvolvimento e a viabilidade do L. acidophilus (ZACARCHENCO; MASSAGUER-
ROIG, 2004).
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Tabela 32: Médias de teor de acidez tituldvel (%) para o fator tempo de armazenamento.

Dias de armazenamento Meédia do fator
2 1,07 ¢
14 1,35°
28 1,38 *

. b, . N = N P .
*¢ As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si.

O aumento da acidez durante a estocagem € usual e foi relatada por Damin et al
(2008) quando estudaram o efeito da estocagem refrigerada na viabilidade da cultura, na
acidificacdo e nas propriedades reoldgicas de leites fermentados preparados com iogurte e
bactérias probidticas. Os leites fermentados pela cultura tradicional S. thermophilus e L.
bulgaricus) apresentaram 1,27 + 0,02% de d4cido latico apés 1 dia de estocagem,
aumentando para 1,33 a 1,42% de acido latico aos 35 dias de estocagem, que sdo
resultados semelhantes aos resultados encontrados neste estudo.

A capacidade de retencdo de dgua (CRA) das amostras de iogurte variou entre
31,71% (iogurte controle, cultura Rich, 2 dias de armazenamento) e 52,63% (iogurte
fortificado com 1,0% de FNColageno, cultura Rich, 14 dias de armazenamento) (Tabela
33). Estes valores sdo menores do que os relatados por Paz e Netto (2006). Estes autores
fizeram a caracterizacdo estrutural e funcional de géis simples e mistos de isolados
protéicos de soja e de soro de leite e determinaram a capacidade de retencdo de dgua de
géis com concentracdo variando de 8 a 14% de proteina dos isolados protéicos puros ou
misturados em diferentes propor¢des, com pH ajustados em diferentes valores. Em pH 7,0,
os valores de CRA variaram de 85% para o gel de isolado protéico de soja a 93% para o
gel de isolado protéico de soro, entretanto, em pH 3,5, os valores de CRA variaram de 50%
a 73%, respectivamente.

Houve diferenca significativa (p<0,05 ou p<0,01) para a capacidade de retengdo de
dgua das amostras de iogurte considerando os fatores tipo de cultura, tipo de suplemento
protéico, concentracdo de suplemento protéico, tempo de armazenamento, para as
interagdes entre tipo de cultura e tipo de suplemento protéico, entre tipo de cultura e
concentragdo de suplemento protéico, entre tipo e concentracdo de suplemento protéico,
entre tipo de suplemento protéico e tempo de armazenamento, entre os fatores tipo de
cultura, tipo de suplemento protéico e tempo de armazenamento, e entre os tratamentos € o

controle.
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Tabela 33: Capacidade de retencdo de égua* (%) dos iogurtes fermentados com diferentes

culturas laticas.

Suplemento

Concentragao

Dias de

Rich * Rich + La-5 "
Protéico (%) Armazenamento
2 37,57 £1,32 35,41 £0,34
0,5 14 35,88 £ 1,51 37,65 £ 1,35
e 28 37,04 £ 1,41 37,73 £ 1,97
IPSoro
2 41,00 £ 1,76 38,36 £ 0,29
1,0 14 39,35 £ 0,45 40,24 + 1,36
28 40,30 £ 0,70 40,77 £ 1,69
e 2 31,71 1,02 33,89+ 1,48
0,5 14 36,84 £ 1,02 36,29 + 1,64
. 28 36,16 £ 1,19 35,87 £2,17
IPSoja
2 33,43 £ 1,28 34,49 + 2,01
1,0 14 39,33 £ 1,04 37,58 + 1,38
28 37,30 £ 0,91 36,86 + 1,95
e 2 3789513 37.80+0,75
0,5 14 40,79 £ 4,88 36,58 + 1,19
. 28 40,21 £ 3,35 41,76 £ 0,68
FNColageno
2 48,37 £10,40 44,31 £2,20
1,0 14 52,63 £ 11,58 41,42 £ 1,44
28 50,26 + 6,33 47,31 £0,40
e 2 3447+628 3375+ 1,82
Controle — 14 33,59 £ 1,25 35,32 £0,31
28 34,58 £ 1,34 36,46 = 1,37

* Média + desvio padrdo. ** Rich = cultura de S. thermophilus e L. bulgaricus e La-5 = cultura de L.
acidophilus. *** IPSoro = isolado protéico de soro; IPSoja = isolado protéico de soja; FNColdgeno = fibra

natural de coldgeno.

Os iogurtes fabricados com a cultura tradicional (Rich) apresentaram maiores
valores de capacidade de retencdo de dgua do que os iogurtes fabricados com a cultura

probidtica (Rich + La-5) (Tabela 34), embora a diferenca observada seja muito pequena.

90



Tabela 34: Médias de capacidade de retencdo de dgua (%) para o fator tipo de cultura
latica.

Cultura Média do fator
Rich = 39,78 ¢
Rich + La-5 "~ 38,58 °

“ As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. * Rich = cultura de S.

thermophilus e L. bulgaricus e La-5 = cultura de L. acidophilus.

Os iogurtes adicionados de FINCol4geno apresentaram maiores valores de CRA e os
iogurtes adicionados de IPSoja apresentaram menores valores de CRA (Tabela 35). A
interac@o das proteinas com a dgua ocorre através da formacdo de ligagdes, como as pontes
de hidrogénio, ligacdes dipolo-dipolo ou intera¢des com os grupos ionizados das cadeias
laterais dos aminodcidos. Assim, quanto maior for a propor¢cdo de aminodcidos com
cadeias laterais hidrofilicas, maior serd a capacidade de retencdo de dgua dos sistemas
compostos pela proteina (ORDONEZ et al., 2005). Os principais fatores que afetam a
capacidade de retencdo de dgua de uma proteina sdo sua composicido de aminoacidos, sua
estrutura e conformacgdo, a polaridade e a carga na superficie, a forca idnica, o pH e a
temperatura (DAMODARAN, 1996). Portanto, as diferencas observadas na CRA dos
iogurtes possivelmente sdo devidas as diferencas na estrutura e composicdo dos diferentes

suplementos protéicos utilizados.

Tabela 35: Médias de capacidade de retencdo de dgua (%) para o fator tipo de suplemento
protéico.

Suplemento Protéico Média do fator
IPSoro - 38,44°
IPSoja 35,81°

FNColédgeno - 43,28 °

b, 41 . T — - . L
¢ As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. * IPSoro = isolado protéico

de soro; IPSoja = isolado protéico de soja; FNColdgeno = fibra natural de coldgeno.

Os iogurtes adicionados com 1,0% de suplemento protéico apresentaram maiores
valores de CRA do que os iogurtes adicionados com 0,5% de suplemento protéico (Tabela
36), devido ao maior nimero de ligacdes formadas entre as proteinas do leite e

suplementos protéicos adicionados.
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Tabela 36: Médias de capacidade de reteng¢do de dgua (%) para o fator concentracio de
suplemento protéico.

Concentragdo Média do fator
0,5% 37,06
1,0% 41,30 °

.b A1 : — — .
*® As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si.

A capacidade de retencdo de dgua foi menor para os iogurtes analisados aos 2 dias
de armazenamento, aumentando significativamente até o 14° dia de estocagem e
permanecendo constante apds este periodo (Tabela 37). Com o aumento da acidez do
iogurte durante o periodo de estocagem, principalmente nos primeiros dias quando a pds-
acidificacdo é mais acentuada, pode ocorrer uma contracio do codgulo do iogurte
(ACHANTA; ARYANA; BOENEKE, 2007), que pode desestabilizar a estrutura formada e
resultar em uma redug@o da capacidade de retencdo do iogurte. Entretanto, embora tenha
acontecido pés-acidificagdo em todos os iogurtes, houve um aumento na capacidade de
retengdo de dgua, possivelmente devido a uma maior hidratacdo dos suplementos protéicos

e retencdo de soro livre na matriz do gel.

Tabela 37: Médias de capacidade de retencdo de édgua (%) para o fator tempo de
armazenamento.

Dias de armazenamento Média do fator
2 37,85°
14 39,55 ¢
28 40,13 °

ab . N p N P .
*® As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si.

A sinérese das amostras de iogurte variou entre 2,9% (iogurtes fortificado com
1,0% de FNColdgeno da cultura Rich aos 28 dias de armazenamento) e 22,5% (iogurte
controle da cultura Rich aos 2 dias de armazenamento e iogurte fortificado com 1,0% de

IPSoja da cultura Rich aos 2 dias de armazenamento) (Tabela 38).
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Tabela 38: Sinérese” (%) dos iogurtes fermentados com diferentes culturas laticas.

Suplemento Concentragdo Dias de s s
Rich Rich + La-5
Protéico (%) Armazenamento

2 16,8 £ 0,2 16,0 £ 0,9

0,5 14 18,4 +£2,0 16,2+ 1,0

. 28 16,5+14 16,4 £0,4

IPSoro

2 12,3+0,3 12,4 £0,8

1,0 14 12,6 £0,3 12,8 £0,5

28 12,5 +0,5 12,9 +£0,2
""""""""""""""""""""""""""""""" 2 166+43  199%16

0,5 14 21,8 £0,3 21,4+£0,2

By 28 21,1 £0,8 20,2 £0,4

IPSoja

2 22,5+3.0 19,9 £0,2

1,0 14 19,5+0,5 20,0 £ 0,5

28 19,7+ 1,0 20,7 £0,7
"""""""""""""""""""""""""""""" 2 153+23  18,0%05

0,5 14 14,1+23 17,6 £0,4

By 28 13,3+23 18,1 £0,4

FNColageno

2 59+2,8 9,0+0,3

1,0 14 4,0+2,0 5,9+0,2

28 2,9+1,1 5,5+0,3
””””””””””””””””””””””””””””” 2 236+19  21,8+02

Controle — 14 23,1+1,6 21,8 £0,2

28 18,6 £3,9 22,0+£0,5

* Média + desvio padrdo. ** Rich = cultura de S. thermophilus e L. bulgaricus e La-5 = cultura de L.
acidophilus. *** IPSoro = isolado protéico de soro; IPSoja = isolado protéico de soja; FNColdgeno = fibra

natural de coldgeno.

Houve diferenca significativa (p<0,05 ou p<0,01) para a sinérese das amostras de
iogurte considerando os fatores tipo de cultura, tipo de suplemento protéico e concentracio
de suplemento protéico, para as interacdes entre tipo de cultura e tipo de suplemento
protéico, entre tipo e concentragdo de suplemento protéico, entre tipo de suplemento
protéico e tempo de armazenamento, entre concentragdo de suplemento protéico e tempo

de armazenamento, entre os fatores tipo de cultura, tipo e concentracdo de suplemento
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protéico, entre os fatores tipo de suplemento protéico, concentragio de suplemento
protéico e tempo de armazenamento, entre todos os fatores, e entre os tratamentos € 0
controle.

Os iogurtes fabricados com a cultura probidtica (Rich + La-5) apresentaram maior
sinérese do que os iogurtes fabricados com a cultura tradicional (Rich) (Tabela 39). Estes
resultados sdo semelhantes aos apresentados por Antunes, Cazetto e Bollini (2004), que
estudaram o efeito da adicdo de concentrado protéico de soro a iogurtes desnatados
probidticos sobre a sinérese dos iogurtes. Os autores concluiram que para os iogurtes sem
fortificacdo, a sinérese foi maior para os iogurtes fabricados com culturas probidticas
(cultura contendo S. thermophilus, L. bulgaricus e L. acidophilus e cultura contendo S.
thermophilus, L. bulgaricus, L. acidophilus e Bifidobacterium longum) do que os iogurtes
fabricados com a cultura tradicional de iogurte. Para os iogurtes fortificados com o
concentrado protéico de soro ndo houve diferenca significativa na sinérese dos iogurtes

fabricados com os diferentes tipos de cultura latica.

Tabela 39: Médias de sinérese (%) para o fator tipo de cultura.

Cultura M¢édia do fator
Rich 14,67 °
Rich + La-5 15,72 2

“ P As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. * Rich = cultura de S.

thermophilus e L. bulgaricus e La-5 = cultura de L. acidophilus.

Confirmando os resultados obtidos no estudo do efeito da concentracdo de
suplemento protéico nas caracteristicas do iogurte, os iogurtes adicionados de IPSoja
apresentaram maior sinérese e os iogurtes adicionados de FNColdgeno apresentaram
menor sinérese (Tabela 40) e os iogurtes adicionados de 1,0% de suplemento protéico
apresentaram menor sinérese do que os iogurtes adicionados com 0,5% de suplemento

protéico (Tabela 41).
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Tabela 40: Médias de sinérese (%) para o fator tipo de suplemento protéico.

Suplemento Protéico Média do fator
IPSoro ~ 14,51 °
IPSoja * 20,26 °

FNColédgeno - 10,80 €

. b, Lo . p N . N . L.
*® ¢ As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. * IPSoro = isolado protéico

de soro; IPSoja = isolado protéico de soja; FNColdgeno = fibra natural de coldgeno.

Tabela 41: Médias de sinérese (%) para o fator concentracio de suplemento protéico.

Concentragdo Média do fator
0,5% 17,64 °
1,0% 12,74 °

ab Loa. N = N P .
*® As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si.

Ao longo do tempo de armazenamento, alguns iogurtes apresentaram aumento,
enquanto outros apresentaram reducdo da sinérese. O aumento da sinérese esta relacionado
a uma contracdo do gel do iogurte, devido a diminui¢do do pH ao longo do tempo de
armazenamento, com um conseqiiente aumento da liberagdo de soro do codgulo. A redugio
da sinérese ao longo do tempo de armazenamento pode estar relacionada a uma maior
absorcdo de dgua pela matriz do coagulo do iogurte, que podem ser causadas por mudancas

na sua estrutura e formagao de mais ligacdes entre as proteinas e o soro livre.

5.3.4. Viabilidade das bactérias acido-laticas

A populagdo de S. thermophilus variou entre 9,53 x 10° (iogurte controle da cultura
Rich aos 28 dias de armazenamento) e 2,00 x 10" UFC/mL de iogurte (iogurte adicionado
de 1% de IPSoro da cultura Rich aos 2 dias de armazenamento) (Tabela 42). Estes valores
sdo superiores aos apresentados por Gueimond et al. (2004), que relataram populagdes de
S. thermophilus variando entre 10" e 10° UFC/mL em leites fermentados comerciais

durante 30 dias de estocagem refrigerada a 4°C.

95



Tabela 42: Populacdo média de S. thermophilus (UFC/mL) dos iogurtes fermentados com
diferentes culturas léticas.

Suplemento Concentragdo Dias de . .
Rich Rich + La-5
Protéico (%) Armazenamento
2 1,50 x 10" 1,76 x 10"
0,5 14 1,72 x 10" 1,90 x 102
PSore ™ 28 1,16 x 10" 6,13 x 10"
oro
2 2,00 x 10" 2,06 x 10"
1,0 14 1,48 x 10" 2,01 x 10"
28 8,74 x 10" 8.18 x 10°
""""""""""""""""""""""""""""" 2 140x107%  190x10”
0,5 14 1,52 x 10" 9,10 x 10"
PSoia” 28 8,22 x 10" 7,13 x 10"
ol1a
! 2 1,17 x 102 2,23 x 10"
1,0 14 1,37 x 102 1,81 x 102
28 4,32 x 10" 8,60 x 10"
""""""""""""""""""""""""""""" 2 145x107  150x10”
0,5 14 1,20 x 10" 1,81 x 102
28 7,83 x 10° 1,16 x 10"
FNColéageno 0 0
2 1,67 x 10 1,77 x 10
1,0 14 1,50 x 10" 1,56 x 102
28 9,58 x 10° 7,16 x 10"
""""""""""""""""""""""""""""" 2 132x10% 1,14x10”
Controle — 14 8,23 x 10" 1,27 x 102
28 9,53 x 10° 5,36 x 10"

* Rich = cultura de S. thermophilus e L. bulgaricus e La-5 = cultura de L. acidophilus. ** IPSoro = isolado

protéico de soro; IPSoja = isolado protéico de soja; FNColdgeno = fibra natural de coldgeno.

Houve diferenca significativa (p<0,05 ou p<0,01) para a populacio de S.
thermophilus das amostras de iogurte considerando os fatores tipo de cultura, tempo de
armazenamento, para as interagdes entre tipo de cultura e tempo de armazenamento, entre
tipo de suplemento protéico e tempo de armazenamento, € entre os tratamentos € O

controle.
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Os iogurtes fabricados com a cultura probiética (Rich + La-5) apresentaram maior
populacdo de S. thermophilus do que os iogurtes fabricados com a cultura tradicional
(Rich) (Tabela 43). Esta diferenca pode ser devido a um desenvolvimento maior das
bactérias da cultura tradicional quando em conjunto com a cultura de L. acidophilus, visto
que tanto o S. thermophilus quanto o L. bulgaricus apresentaram maior popula¢do nos
iogurtes probidticos do que nos iogurtes tradicionais, mesmo sendo empregadas

quantidades iguais de in6culo da cultura Rich.

Tabela 43: Médias de populacdo de S. thermophilus (log UFC/mL) para o fator tipo de
cultura.

Cultura M¢édia do fator
Rich 11,62°
Rich + La-5 ~ 11,84

=P As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. * Rich = cultura de S.

thermophilus e L. bulgaricus e La-5 = cultura de L. acidophilus.

Apesar da pequena diferenca, houve reducdo da populacdo de S. thermophilus
durante o armazenamento (Tabela 44), devido a perda de viabilidade da cultura ocasionada
pela pds-acidificacdo dos iogurtes durante o armazenamento refrigerado. Além disso, a
reducdo na contagem de S. thermophilus pode ser causa pelo potencial redox negativo dos

iogurtes, visto que este microrganismo € classificado como microaerdfilo ou aerébico

(DAVE, SHAH, 1998).

Tabela 44: Médias de populagio de S. thermophilus (log UFC/mL) para o fator tempo de
armazenamento.

Dias de armazenamento Média do fator
2 12,21°
14 12,11°
28 10,87 °

ab ~ N = N P .
*® As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si.

97



O contetddo de proteinas e fosfato presentes nos concentrados protéicos de soro
melhoram a capacidade tamponante do iogurte e podem aumentar a viabilidade da cultura
(KAILASAPATHY; SUPRIADI, 1996), justificando as maiores populagdes de S.
thermophilus nos iogurtes com IPSoro. Além disso, os outros suplementos protéicos
também podem favorecer o desenvolvimento dos microrganismos da cultura latica por
constituirem fontes suplementares de proteina.

As contagens de L. bulgaricus variaram entre 4,88 x 10° (iogurte controle, cultura
probidtica, 28 dias de armazenamento) e 4,03 x 10" UFC/g de iogurte (iogurte adicionado
de 1% de IPSoro, cultura probidtica, 2 dias de armazenamento) (Tabela 45), superiores aos
encontrados na literatura. Dave e Shah (1996) avaliaram diferentes tipos de meio de cultura
para contagem de microrganismos presentes em amostras de iogurte comercial e de um
iogurte fabricado em laboratério (com cultura contendo S. thermophilus, L. bulgaricus, L.
acidophilus e bifidobactérias) e relataram contagens de L. bulgaricus em meio MRS
acidificado até pH 5,2 variando entre <10° UFC/ ge 1,51 x 10" UFC/g.

Houve diferenca significativa (p<0,05 ou p<0,01) para a populagio de L.
bulgaricus das amostras de iogurte considerando os fatores tipo de cultura, tempo de
armazenamento, para as interacdes entre tipo de cultura e concentragdo de suplemento
protéico, entre tipo de cultura e tempo de armazenamento, entre tipo e concentragdo de
suplemento protéico, entre tipo de suplemento protéico, concentracdio de suplemento

protéico e tempo de armazenamento, e entre os tratamentos e o controle.
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Tabela 45: Populagdo média de L. bulgaricus (UFC/mL) dos iogurtes fermentados com
diferentes culturas léticas.

Suplemento Concentragdo Dias de . .
Rich Rich + La-5
Protéico (%) Armazenamento
2 1,53 x 10" 2,45 % 10"
0,5 14 1,25 x 10" 1,36 x 102
PSore ™ 28 2,29 x 10'° 5,98 x 10°
oro
2 2,31 x 10" 4,03 x 10"
1,0 14 1,36 x 10" 2,41 x 10"
28 3,00 x 10" 2,68 x 10"
""""""""""""""""""""""""""""" 2 118x107% 143x10”
0,5 14 1,84 x 10" 1,47 x 102
- 28 8,55 x 10’ 4,67 x 10"
ol1a
! 2 1,45 % 10" 2,00 x 10"
1,0 14 1,23 x 102 2,49 x 10"
28 1,16 x 10" 5.58 x 10"
""""""""""""""""""""""""""""" 2 284x107  121x10”
0,5 14 2,86 x 10" 1,41 x 10"
28 6,47 x 10" 437 x 10"
FNColéageno i 0
2 1,08 x 10 3,04 x 10
1,0 14 2,22 x 10" 1,19 x 102
28 6,75 x 10° 1,59 x 10
""""""""""""""""""""""""""""" 2 122x10% 251 x10”
Controle — 14 2,26 x 10" 1,59 x 10
28 7,63 x 10° 4,88 x 10°

* Rich = cultura de S. thermophilus e L. bulgaricus e La-5 = cultura de L. acidophilus. ** IPSoro = isolado

protéico de soro; IPSoja = isolado protéico de soja; FNColdgeno = fibra natural de coldgeno.

Os iogurtes fabricados com a cultura probidtica apresentaram maior populagdo de

L. bulgaricus do que os iogurtes fabricados com a cultura tradicional (Tabela 46).



Tabela 46: Médias de populagdo de L. bulgaricus (log UFC/mL) para o fator tipo de
cultura.

Cultura M¢édia do fator
Rich 11,57°
Rich + La-5 11,802

“ " As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. * Rich = cultura de S.

thermophilus e L. bulgaricus e La-5 = cultura de L. acidophilus.

A populagdo de L. bulgaricus foi menor para os iogurtes analisados aos 28 dias de
armazenamento (Tabela 47). Embora os lactobacilos apresentem maior tolerancia a acidez
do iogurte (toleram valores de pH na faixa de 3,5 a 3,8) (LOURESN-HATTINGH;
VILJOEN, 2001), o aumento da acidez titulavel dos iogurtes durante a armazenagem

estocada pode ter causado a redugdo da populacdo de L. bulgaricus.

Tabela 47: Médias de populacdo de L. bulgaricus (log UFC/mL) para o fator tempo de
armazenamento.

Dias de armazenamento Meédia do fator
2 12,26 °
14 12,21°
28 10,58 °

b A1 . — — :
*® As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si.

As populacgdes dos microrganismos da cultura latica tradicional variaram entre 10°
e 10" UFC/ mL de iogurte, que sdo valores superiores aos encontrados na literatura. Dave
e Shah (1996) obtiveram 1,74 x 10° UEC/g e 4,47 x 10° UFC/g de S. thermophilus e <10
UFC/g e 1,51 x 10’ UEC/g de L. bulgaricus em amostras de iogurte comercial ¢ em um
iogurte fabricado em laboratério.

Vinderola, Bailo e Reinheimer (2000) estudaram a viabilidade da microflora
probidtica em iogurtes argentinos durante estocagem refrigerada. Os iogurtes produzidos
com a cultura latica por inoculacdo direta apresentaram contagens superiores a 10’
UFC/mL. As contagens de S. thermophilus foram superiores (pelo menos 1 ciclo
logaritmico) do que as contagens de L. bulgaricus. Nos iogurtes produzidos com a cultura
latica por inoculag@o semidireta, os contetidos iniciais de ambas bactérias foram similares

(aproximadamente 10% a 10° UFC/mL). Em todos os casos, ao final da estocagem, as
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contagens das bactérias da cultura iniciadora ndo foram diferentes significativamente
(p>0,05) do que as contagens iniciais (VINDEROLA; MOCCHUITTI; REINHEIMER,
2002).

Os iogurtes experimentais em geral ndo apresentaram um padrdo entre a relagdo de
S. thermophilus e de L. bulgaricus e foi observada reducdo da populacdo dos dois
microrganismos ao final do periodo de estocagem.

As populagdes de L. acidophilus dos iogurtes probidticos variaram entre 5,08 X
10" (iogurte adicionado de 0,5% de IPSoro aos 28 dias de armazenamento) e 1,07 x 10"
UFC/mL de iogurte (iogurte controle aos 2 dias de armazenamento) (Tabela 48).

Houve diferenca significativa (p<0,05 ou p<0,01) na populagdo de L. acidophilus
das amostras de iogurte considerando os fatores concentracdo de suplemento protéico,
tempo de armazenamento, para as interagdes entre tipo e concentracdo de suplemento
protéico, entre tipo de suplemento protéico e tempo de armazenamento, entre os trés
fatores, e entre os tratamentos e o controle.

As elevadas populagdes de L. acidophilus podem ser explicadas por uma
dificuldade de diferenciag¢do das colonias de L. acidophilus e L. bulgaricus no meio HHD
utilizado.

A quantificacdo da populagcdo de L. acidophilus em leites fermentados ¢é dificil,
especialmente se na cultura latica houver outras bactérias dcidas-laticas. As limitagdes na
etapa de quantificacdo sdo devidas a falta de seletividade do meio empregado na
enumeragdo de coldnias e na inabilidade para distinguir coldnias de L. acidophilus e das
outras bactérias (NIGHSWONGER; BRASHEARS; GILLILAND, 1996).

Como a intencdo inicial deste estudo era utilizar outras espécies de culturas
probidticas, inclusive cultura contendo quatro espécies diferentes de bactérias (S.
thermophilus, L. bulgaricus, L. acidophilus e Bifidobacterium sp), na elaboracdo do projeto
foi escolhido o meio HHD agar, o qual real¢ca diferencas morfoldgicas das colonias dos
microrganismos (L. acidophilus se apresentam como coldnias grandes com centro azul e
circunferéncia branca, L. bulgaricus e S. thermophilus como coldnias azuis e
bifidobactérias como col6nias brancas). No entanto, Barreto et al. (2003) relataram que os
resultados obtidos com este meio na enumera¢do dos microrganismos de produtos
probidticos comerciais foram superestimados e que colonias de L. bulgaricus e S.
thermophilus acabam sendo contadas como L. acidophilus, indicando que a diferenciagdo
com base nas diferencas morfoldgicas das colonias ndo € um critério seguro para contagem

diferencial de L. acidophilus em produtos contendo essas 3 espécies.

101



Tabela 48: Populacdo média de L. acidophilus (UFC/mL) dos iogurtes fermentados com
cultura Rich + La-5.

Suplemento  Concentragio Dias de Populagdo L. acidophilus
Protéico (%) Armazenamento (UFC/mL)
2 1,26 x 10™
0,5 14 1,79 x 10*
PSorg” 28 5,08 x 102
2 8,77 x 10
1,0 14 2,59 x 10"
28 7,98 x 10"
""""""""""""""""""""""""""""""""""" 2 n4a9x10®
0.5 14 2,00 x 10"
IPSoja” 28 3,43 x 1051
2 1,59 % 10
1,0 14 1,44 x 10"
28 5,88 x 10"
""""""""""""""""""""""""""""""""""" 2 31108
0,5 14 1,78 x 10"
FNColageno : *8 120 10:
2 1,12x 10
1,0 14 2,12 x 10"
28 1,28 x 10"
""""""""""""""""""""""""""""""""""" 2 LoTx10®
Controle — 14 3,48 x 10"
28 3,56 x 10"

* IPSoro = isolado protéico de soro; IPSoja = isolado protéico de soja; FNColdgeno = fibra natural de

coldgeno.

Devido ao seu baixo crescimento no leite, a quantidade de in6culo de probidticos
utilizada € geralmente maior (5-10%) do que a quantidade usual de cultura lética
tradicional (VASILJEVIC; SHAH, 2008).

O L. acidophilus apresenta tolerancia ao 4cido variando de 0,3 a 1,9% de acidez
titulavel, sdo microrganismos exigentes e requerem para seu bom desenvolvimento baixa

tensdo de oxigénio, carboidratos passiveis de fermentacdo, proteinas e seus produtos de
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quebra, algumas vitaminas do complexo B, 4cidos nucléicos derivativos, dcidos graxos
livres insaturados e minerais como magnésio, manganés e ferro. Os leites enriquecidos
com proteinas do soro t€m maior conteido de grupos tiol, o que favorece o crescimento do
L. acidophilus, ainda que a peptona e a tripsina estimule a sua producdo de &cido
(GOMES; MALCATA, 1999). No entanto, ndo foi observada nenhum favorecimento do
crescimento do L. acidophilus nos iogurtes fortificados com IPSoro, quando comparados
aos outros tipos de suplementos protéicos utilizados.

Os iogurtes adicionados de 0,5% de suplemento protéico apresentaram maior
populacdo de L. acidophilus do que os iogurtes adicionados de 1,0% de suplemento
protéico (Tabela 49), indicando que os suplementos apresentaram uma atividade inibitéria
ao L. acidophilus na maior concentragdo testada. Os efeitos de vdrios tipos de suplementos
sobre a atividade das culturas laticas em leites fermentados foram estudados por véarios
autores (GOMES, MALCATA, 1999; SODINI et al., 2002; DAMIN, 2003) e o efeito
inibidor ou estimulante na atividade dos microrganismos dependem do tipo e da

concentragdo do suplemento adicionado.

Tabela 49: Médias de populagdo de L. acidophilus (log UFC/mL) para o fator
concentragdo de suplemento protéico.

Concentragdo Média do fator
0,5% 13,357
1,0% 13,04 °

ab PR N po N . .
*” As médias seguidas pela mesma letra nio diferem estatisticamente entre si.

A populagdo de L. acidophilus foi menor para os iogurtes analisados aos 28 dias de
armazenamento (Tabela 50), representando a perda de viabilidade deste microrganismo na

estocagem refrigerada.

Tabela 50: Médias de populagdo de L. acidophilus (log UFC/mL) para o fator tempo de
armazenamento.

Dias de armazenamento Média do fator
2 13,63 °
14 13,93 °
28 12,04 °

ab . N = N P .
*® As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si.
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No estudo de Dave e Shah (1998) sobre o efeito da suplementacdo com diversos
ingredientes na viabilidade das bactérias probidticas no iogurte, as populacdes de L.
acidophilus foram consideravelmente menores para os iogurtes suplementados com soro e
concentrado protéico de soro do que para os iogurtes controle, possivelmente devido ao
menor tempo de fermentacdo destes produtos, o que ndo permitiu um desenvolvimento
maior do L. acidophilus no produto. Durante a estocagem refrigerada, todos os iogurtes
apresentaram perda de viabilidade do L. acidophilus.

Virios estudos tém demonstrado que os microrganismos probidticos apresentam
baixo crescimento no leite, resultando em concentragdes baixas no iogurte final e em perda
de viabilidade durante estocagem refrigerada por longo tempo (VASILJEVIC; SHAH,
2008).

Gardini et al. (1999) estudaram a producdo de compostos de aroma e a viabilidade
de Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e
Lactobacillus acidophilus em leites fermentados. A populacdo de L. acidophilus foi
sempre superior a 1,99 X 108 UFC/g inicialmente, com uma perda de viabilidade de 0,76
ciclos apds estocagem refrigerada.

Nighswonger, Brashears e Gilliland (1996) estudaram a viabilidade de L.
acidophilus e L. casei em produtos lacteos fermentados durante estocagem refrigerada e
relataram que iogurtes fabricados a partir de 2 culturas comerciais mistas de S.
thermophilus e L. bulgaricus adicionadas de cultura comercial de L. acidophilus (La-5)
apresentou reducdo da populacio de L. acidophilus ap6s 28 dias de armazenamento a 5°C,
com contagens variando entre 2,45 X 10° e 1,20 x 10’ UFC/g (utilizando o meio
Lactobacillus selection agar modificado).

A viabilidade e a atividade das bactérias sdo consideragdes importantes, porque
estas bactérias devem sobreviver no alimento durante sua vida de prateleira e durante o
transito através das condicdes dcidas no estomago e resistir a degradacdo pelas enzimas
hidroliticas e sais biliares (VASILJEVIC; SHAH, 2008). Alguns fatores que podem ser
responsaveis pela reducdo da viabilidade da microflora probidtica em produtos lacteos
fermentados sdo: pods-acidificagdo do iogurte, oxigénio dissolvido, interacdo entre as
espécies de microrganismos, producdo de compostos como o perdxido de hidrogénio,
pratica de inoculagdo e condigdes de estocagem (KAILASAPATHY, RYBKA, 1997;
SHAH et al., 1995).
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5.3.5. Comportamento reolégico

O iogurte batido € classificado como um liquido viscoso de comportamento ndo
Newtoniano, denominado pseudopldstico (WALSTRA et al., 1999), pois apresenta uma
diminuicdo drastica na viscosidade com o aumento da taxa de cisalhamento (SCHRAMM,
2006). A diferenca entre as curvas ascendentes e descendentes, denominada drea de
histerese, caracteriza os iogurtes como fluidos tixotrépicos, o que significa que apds a
aplicacdo de uma alta tensdo de cisalhamento, a viscosidade aparente em tensdes de
cisalhamento baixas é permanentemente menor (WALSTRA et al., 1999), como pode ser
visualizado nos reogramas dos iogurtes elaborados com os diferentes tipos de suplementos
protéicos e tipos de cultura latica (Figuras de 9 a 22). Este fendmeno € resultado da quebra
estrutural do gel e em muitos casos, o produto restabelece sua estrutura apds um tempo de
repouso. Quanto maior a drea sob a curva, maior é o efeito tixotrépico (HOLDSWORTH,
1993).

Os iogurtes suplementados com IPSoro e com FNColdgeno foram submetidos a
cisalhamento com rotacdo entre 0,1 a 22,5 rpm (cone CPE-41), com excecdo dos iogurtes
com 0,5% de FNColageno fabricado com a cultura Rich + La-5, que foi submetido a
cisalhamento com rotacdo entre 50,0 e 240,9 rpm (cone CPE-52), assim como os iogurtes

suplementados com IPSoja e os iogurtes controle.
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Figura 9: Relacdo entre taxa de deformacao e tensdo de cisalhamento para os iogurtes
fermentados com cultura Rich e fortificados com 0,5% de isolado protéico de soro.
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Figura 10: Relag@o entre taxa de deformac@o e tensdo de cisalhamento para os iogurtes

fermentados com cultura Rich e fortificados com 1,0% de isolado protéico de soro.
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Figura 11: Relagdo entre taxa de deformacéo e tensdo de cisalhamento para os iogurtes

fermentados com cultura Rich e fortificados com 0,5% de isolado protéico de soja.
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Figura 12: Relagdo entre taxa de deformacéo e tensdo de cisalhamento para os iogurtes

fermentados com cultura Rich e fortificados com 1,0% de isolado protéico de soja.
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Figura 13: Relag@o entre taxa de deformac@o e tensdo de cisalhamento para os iogurtes

fermentados com cultura Rich e fortificados com 0,5% de fibra natural de coldgeno.
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Figura 14: Relagdo entre taxa de deformacéo e tensdo de cisalhamento para os iogurtes

fermentados com cultura Rich e fortificados com 1,0% de fibra natural de coldgeno.
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Figura 15

: Relag@o entre taxa de deformacdo e tensdo de cisalhamento para os iogurtes

controle fermentados com cultura Rich.
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Figura 16: Relag@o entre taxa de deformac@o e tensdo de cisalhamento para os iogurtes
fermentados com cultura Rich e La-5 e fortificados com 0,5% de isolado protéico de soro.
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Figura 17: Relagdo entre taxa de deformacdo e tensdo de cisalhamento para os iogurtes
fermentados com cultura Rich e La-5 e fortificados com 1,0% de isolado protéico de soro.
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Figura 18: Relag@o entre taxa de deformacao e tensdo de cisalhamento para os iogurtes
fermentados com cultura Rich e La-5 e fortificados com 0,5% de isolado protéico de soja.
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Figura 19: Relacdo entre taxa de deformacao e tensao de cisalhamento para os iogurtes
fermentados com cultura Rich e La-5 e fortificados com 1,0% de isolado protéico de soja.
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Figura 20: Relagdo entre taxa de deformacio e tensdo de cisalhamento para os iogurtes
fermentados com cultura Rich e La-5 e fortificados com 0,5% de fibra natural de coldgeno.
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Figura 21: Relag@o entre taxa de deformac@o e tensdo de cisalhamento para os iogurtes
fermentados com cultura Rich e La-5 e fortificados com 1,0% de fibra natural de coldgeno.
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Figura 22: Relagdo entre taxa de deformacdo e tensdo de cisalhamento para os iogurtes
controle fermentados com cultura Rich e La-5.

Os reogramas com o comportamento reoldgico dos iogurtes apresentaram um
aumento acentuado da tensdo de cisalhamento até um valor médximo, seguido de uma
reducdo para um nivel em que permaneceu constante, mesmo com o aumento da taxa de
deformacdo. Os iogurtes suplementados com IPSoja, controle e o fortificado com
FNColédgeno apresentaram oscilacdo nas tensdes de cisalhamento com o aumento da taxa
de deformacgdo. Este comportamento também foi observado por Teggatz e Morris (1990)
na andlise de iogurte elaborado com cultura encapsulada e foi atribuido a uma quebra das
interagdes entre as proteinas que compdem a estrutura do gel do iogurte durante o periodo
inicial de cisalhamento.

Devido a diferencas significativas na textura dos produtos, ndo foi possivel aplicar
um tnico programa de aumento da taxa de deformacdo para a obtencdo dos pardmetros
reolégicos dos iogurtes. Para a maioria dos testes, a faixa de aumento da tensido de
cisalhamento corresponde a taxas de deformagio entre 0,20 e 19,40 s™ (0,10 a 9,70 rpm) e
entre 100,000 e 199,60 s™ (50,00 a 99,80 rpm) para os iogurtes analisados com os cones
CPE-41 e CPE-51, respectivamente. Assim, os parametros reoldgicos foram obtidos nas
curvas ascendentes com aumento crescente da tensdo de cisalhamento nas faixas citadas.
Os dados foram ajustados ao modelo da Lei da Poténcia (t = k X y"), obtendo-se
coeficientes de determinacdo (R?) superiores a 0,87 (Tabela 51). Para as curvas
descendentes, os resultados foram ajustados ao modelo da Lei da Poténcia, obtendo-se

coeficientes de determinagédo (R?) superiores a 0,98 (Tabela 52).
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Tabela 51: Parametros reolégicos dos iogurtes fermentados com diferentes culturas laticas, ajustados ao Modelo da Lei da Poténcia — Curvas Ascendentes.

Suplemento % Dias de Rich * Rich + La-5 *
Protéico Armazenamento k (Pa.s") nEsE R ekt k (Pa.s") n R?

2 40,99 + 7,95 0,06 + 0,06 0,90 + 0,08 49,11 £ 1,45 0,04 + 0,00 0,98 + 0,00

0,5 14 50,34 +£2,36 0,04 £0,02 0,94 £0,02 56,39 + 3,21 0,01 £ 0,00 0,89 + 0,04

IPSoro ** 28 47,76 £ 3,90 0,05 £0,01 0,88 £ 0,05 53,27 £9,22 0,03 £0,04 0,97 £0,00

2 28,44 £ 4,62 0,18 +£0,04 0,99 £ 0,01 23,04 £7,48 0,21 £ 0,06 0,98 + 0,02

1,0 14 34,36 +£ 3,31 0,16 +£0,03 1,00 £ 0,00 23,71 £ 8,17 0,06 + 0,06 0,98 £ 0,02
___________________________________________ 2 39862031 013001 099+000 43445799 0105004 0982001

2 8,85+ 1,34 0,27 £ 0,02 0,93 +0,03 8,17+0,32 0,31 £0,02 0,92 + 0,01

0,5 14 7,60 £1,16 0,33 £0,01 0,95 £0,02 8,11 £0,14 0,34 £ 0,01 0,94 + 0,03

IPSoja ** 28 7,78 +1,32 0,36 + 0,05 0,95+ 0,03 8,26 £ 0,01 0,34 £ 0,01 0,94 + 0,03

2 7,25 +0,69 0,32 +£0,01 0,96 + 0,00 8,80 + 0,24 0,29 £ 0,00 0,91 £0,01

1,0 14 8,02 £ 0,59 0,33 +£0,00 0,94 £ 0,01 8,62 £0,13 0,33 £ 0,01 0,94 + 0,02
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, 8 907£030 031000 090%000  921:1I3  032£004 093003

2 38,87 £5,35 0,06 + 0,02 0,87 +£0,02 6,76 + 0,59 0,31 £0,04 0,95+ 0,03

0,5 14 40,24 £2,09 0,08 £0,06 0,88 £ 0,06 7,98 + 1,07 0,33 £ 0,01 0,94 + 0,04

) 28 38,68 +£ 7,99 0,12 £ 0,06 0,96 + 0,00 9,51 £1,27 0,30+£0,03 0,92 +£0,04

FNColégeno **

2 41,75 £ 6,24 0,10 £ 0,07 0,96 + 0,02 35,20 £ 12,29 0,11 £0,06 0,95 £ 0,07

1,0 14 49,74 £ 9,95 0,10 £ 0,07 0,92 £ 0,09 52,63 £ 11,31 0,06 + 0,03 0,94 +£0,03
___________________________________________ M 43235505 013+006 093001 43822972 0115009 0962002

2 4,46 + 1,98 0,34 £ 0,03 0,97 £0,01 6,78 £ 0,55 0,33 £0,02 0,96 + 0,02

Controle ** — 14 6,40 + 1,68 0,32 +£0,01 0,95 £0,04 6,95 + 0,02 0,34 £ 0,04 0,96 + 0,02

28 6,77 £ 1,01 0,35 £ 0,05 0,98 +£0,01 8,94 £ 0,89 0,32 £0,05 0,95 +£0,03

* Rich = cultura de S. thermophilus e L. bulgaricus e La-5 = cultura de L. acidophilus. ** IPSoro = isolado protéico de soro; IPSoja = isolado protéico de soja; FNCol4dgeno =

. £ g oA - 1 2 .. . ~
fibra natural de coldgeno. *** K = indice de consisténcia. **** n = indice de comportamento de fluxo. ***** R” = coeficiente de determinagao.
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Tabela 52: Parametros reoldgicos dos iogurtes fermentados com diferentes culturas ldticas, ajustados ao Modelo da Lei da Poténcia — Curvas Descendentes.

Suplemento % Dias de Rich * Rich + La-5 *
Protéico Armazenamento K sk n FEEE R? s k n R’

2 1,56 0,45 0,57 +£0,03 0,98 £ 0,00 2,70 £0,26 0,49 £ 0,01 0,98 = 0,00

0,5 14 2,62 £0,44 0,51 £0,01 0,98 £ 0,00 3,04 £0,18 0,48 £ 0,01 0,98 0,00

PSoro *+ 28 2,69 £ 0,65 0,50 £ 0,01 0,98 +£0,00 3,11 £0,08 0,48 £0,01 0,98 £ 0,00

2 2,85+ 0,06 0,52 + 0,00 0,99 £ 0,01 2,62 £0,20 0,53 +0,01 0,98 £ 0,00

1,0 14 3,51+£0,23 0,50 £ 0,00 0,99 £ 0,00 3,87 £0,47 0,48 £0,01 0,99 £ 0,00
e B 405067 049£001 0994000 3.92£067 048£002 | 099£0,00

2 4,87 £0,01 0,33 +£0,07 0,98 £ 0,01 4,62 £0,27 0,36 £ 0,00 0,99 + 0,00

0,5 14 5,28 £0,54 0,34 £ 0,01 0,99 + 0,00 5,64 £0,43 0,34 £ 0,00 0,99 + 0,00

IPSoja ** 28 5,72 £ 0,29 0,33 £ 0,00 0,99 + 0,00 5,52+0,12 0,35 +£0,02 0,99 0,00

2 4,86 £ 0,57 0,34 £ 0,00 0,99 £ 0,00 4,98 0,49 0,33 £0,01 0,99 £ 0,00

1,0 14 6,10 £ 0,03 0,32 £ 0,01 0,99 £ 0,00 5,95 +£0,03 0,33 £0,01 0,99 + 0,00
28 622032 031£002  099£000 653078 0312002 099£000

2 0,69 £ 0,46 0,69 + 0,07 0,98 £ 0,01 4,95 +0,52 0,31 +£0,04 0,98 = 0,00

0,5 14 1,67 £0,93 0,57 +£0,04 0,98 £ 0,00 5,10+ 1,14 0,35 +0,02 0,99 + 0,00

28 1,92 £0,94 0,56 £0,03 0,99 £ 0,01 5,71 £0,31 0,34 £ 0,00 0,99 £ 0,00

FNColageno **

2 0,90 0,29 0,68 + 0,02 0,98 £ 0,01 0,72 £0,03 0,69 £ 0,01 0,98 = 0,00

1,0 14 1,62 £ 0,55 0,61 £0,03 0,98 +£0,00 1,88 £0,04 0,57 £0,01 0,98 £ 0,00
- B 230£047  056£000 098000  194£009  057£002  098£000

2 3,05+1,29 0,35 £0,01 0,99 £ 0,00 4,29 £0,83 0,36 £0,03 0,99 £ 0,00

Controle ** — 14 4,07 £1,19 0,36 £ 0,01 0,99 + 0,00 5,06 £0,37 0,33 £0,01 0,99 £ 0,01

28 5,11 £0,56 0,35 £0,01 0,99 + 0,00 5,46 £0,33 0,35 +0,02 0,99 £ 0,00

* Rich = cultura de S. thermophilus e L. bulgaricus e La-5 = cultura de L. acidophilus. ** IPSoro = isolado protéico de soro; IPSoja = isolado protéico de soja; FNColdgeno =

. ) g A - 1 2 .. . ~
fibra natural de coldgeno. *** K = indice de consisténcia. **** n = indice de comportamento de fluxo. ***** R” = coeficiente de determinagao.
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Como néo foi possivel realizar a andlise de todos os iogurtes com 0 mesmo cone e
na mesma rotagdo, devido as grandes diferengas observadas na consisténcia dos iogurtes, a
comparagdo dos resultados é aplicavel somente entre os iogurtes que foram submetidos ao
mesmo tipo de andlise.

Para os iogurtes suplementados com IPSoja, 0,5% de FNColdgeno fermentados
com a cultura Rich + La-5 e controles, que foram submetidos a cisalhamento com rotacéo
entre 0,1 e 22,5 rpm (cone CPE-41), o indice de consisténcia (k) variou entre 4,46 ¢ 9,21
Pa.s" e entre 0,69 € 5,95 Pa.s", e o indice de comportamento de fluxo (n) variou entre 0,27
e 0,36 e entre 0,31 e 0,69, para as curvas ascendentes e descendentes, respectivamente
(Tabelas 51 e 52).

Para os iogurtes suplementados com IPSoro e FNColdgeno (com excecdo do citado
anteriormente), que foram submetidos a cisalhamento com rotagdo entre 50,0 e 240,9 rpm
(cone CPE-52), o indice de consisténcia (k) variou entre 23,04 e 49,74 Pa.s" e entre 0,90 e
4,05 Pa.s", e o indice de comportamento de fluxo (n) variou entre 0,01 € 0,21 e entre 0,48 e
2,09 para as curvas ascendentes e descendentes, respectivamente (Tabelas 51 e 52).

Houve diferenca significativa do indice de consisténcia (k) para os fatores
concentragdo de suplemento protéico e tempo de armazenamento para as curvas
ascendentes e descendentes dos iogurtes fortificados com IPSoro. Analisando os reogramas
apresentados nas Figuras 11 a 24, as curvas dos iogurtes aos 2 dias de armazenamento sao
sempre inferiores e as curvas dos iogurtes aos 28 dias s@o sempre superiores no grafico,
indicando que a consisténcia dos iogurte aumenta com a estocagem refrigerada.

Nas curvas ascendentes, o indice de consisténcia (k) foi menor para os iogurtes
fortificados com 1,0% de IPSoro do que para os iogurtes fortificados com 0,5% de IPSoro
(Tabela 53). Entretanto, nas curvas descendentes, o indice de consisténcia foi maior para os

iogurtes fortificados com 1,0% de IPSoro (Tabela 54).

Tabela 53: Médias de indice de consisténcia (Pa.s") obtidos na curva descendente dos
iogurtes com isolado protéico de soro para o fator concentracio de suplemento protéico.

Concentragdo Média do fator
0,5% 49,65 *
1,0% 32,14°

.b ¥ : — — .
*® As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si.
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Tabela 54: Médias de indice de consisténcia (Pa.s") obtidos nas curvas descendentes dos
iogurtes com isolado protéico de soro para o fator concentracio de suplemento protéico.

Concentragdo Média do fator
0,5% 2,62°
1,0% 3,47°

.b ¥ : — — .
*® As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si.

Nas curvas descendentes, o indice de consisténcia (k) aumentou ao longo do

periodo de armazenamento refrigerado (Tabela 55).

Tabela 55: Médias de indice de consisténcia (Pa.s") obtidos nas curvas descendentes dos
iogurtes com isolado protéico de soro para o fator tempo de armazenamento.

Dias de Armazenamento Média do fator
2 2,43°
14 3,26 °
28 3,44*°

.b YT : — — .
*® As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si.

O indice de comportamento de fluxo (n) das curvas descendentes dos iogurtes com

[PSoro diminuiu ao longo do periodo de armazenamento (Tabela 56).

Tabela 56: Médias de indice de comportamento de fluxo obtidos nas curvas descendentes
dos iogurtes com isolado protéico de soro para o fator tempo de armazenamento.

Dias de Armazenamento Meédia do fator
2 0,53°
14 0,49 °
28 0,48 °

.b ¥ : — — .
*® As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si.

Para os iogurtes adicionados de IPSoja, houve diferenca significativa do indice de
consisténcia (k) para o fator concentracdo de suplemento protéico nas curvas descendentes.
O indice de consisténcia (k) foi maior para os iogurtes fortificados com 1,0% de IPSoja do

que para os iogurtes fortificados com 0,5% de IPSoja (Tabela 57).
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Tabela 57: Médias de indice de consisténcia (Pa.s") obtidos na curva descendente dos
iogurtes com isolado protéico de soja para o fator concentragio de suplemento protéico.

Concentragdo Média do fator
0,5% 528"
1,0% 5,78

.b ¥ : — — .
*® As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si.

Nao foi possivel comparar estatisticamente os iogurtes suplementados com
FNColédgeno, pois as andlises dos iogurtes elaborados com a cultura Rich foram feitas com
o cone CPE-52, enquanto que as anélises dos iogurtes elaborados com a cultura Rich + La-
5 foram realizadas com o cone CPE-41 para os iogurtes com 0,5% de FNCol4geno e com o
cone CPE-52 para os iogurtes com 1,0% de FNColdgeno. Comparando somente os iogurtes
elaborados com a cultura Rich, ndo foi observada diferenga significativa quanto a
concentracdo de suplemento protéico ou ao tempo de armazenamento.

Fiszman, Lluch e Salvador (1999) estudaram o efeito da adi¢cdo de gelatina na
microestrutura de géis 4cidos de leite e no iogurte em suas propriedades reoldgicas e
relataram que a fortificacdo do leite com 5% de s6lidos ocasionou na formacao de um gel
com cadeias mais interconectadas e aglomerados menores de micelas de caseina unidas por
fibras mais finas do que nas amostras de iogurte natural. Isto fez com que a rede formada
fosse mais densa, com maior resisténcia as tensdes aplicadas e menor tendéncia a sinérese
(FISZMAN; LLUCH; SALVADOR, 1999). Assim, o aumento na quantidade de
suplemento protéico dos iogurtes, teoricamente, deveria aumentar o indice de consisténcia,
no entanto, este comportamento foi observado somente nos iogurtes adicionados de [PSoro
e [PSoja nas curvas descendentes.

Em todos os casos, os indices de consisténcia (k) foram maiores para as curvas
ascendentes em comparag@o com as curvas descendentes. Os iogurtes adicionados de 0,5%
de FNColageno elaborados com a cultura tradicional e probidtica apresentaram
caracteristicas de consisténcia muito distintas, ndo permitindo a sua andlise reoldgica nas
mesmas condicdoes. Para os outros iogurtes, ndo foi detectada nenhuma diferenga
significativa no indice de consisténcia dos iogurtes elaborados com os diferentes tipos de
cultura. Quanto ao tipo de suplemento protéico adicionado, os iogurtes adicionados com
IPSoja apresentaram menor consisténcia quando comparados aos iogurtes adicionados de

IPSoro ou FNCol4geno, entretanto, com consisténcia superiores aos iogurtes controle.
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Niao houve diferenca significativa para o indice de comportamento de fluxo (n)
entre os tipos de cultura lética, concentracio de suplemento protéico e tempo de
armazenamento das curvas ascendentes e descendentes (analisadas separadamente).
Entretanto, podemos observar que o indice de comportamento de fluxo das curvas
descendentes é sempre maior do que o indice das curvas ascendentes, demonstrando que
apdés o cisalhamento os iogurtes apresentaram comportamento mais proximo aos dos
fluidos Newtonianos (n = 1).

Teoricamente, a area de histerese entre as curvas ascendentes e descendentes
representam a quebra da estrutura do iogurte batido durante o cisalhamento (HASSAN et
al., 1996). Para os iogurtes submetidos a cisalhamento com rotacdo entre 0,1 e 22,5 rpm
(cone CPE-41) as areas de histerese dos reogramas variaram entre 102,81 e 215,06 mm?’ e
para os iogurtes submetidos a cisalhamento com rotacdo entre 50,0 e 240,9 rpm (cone
CPE-52) as areas de histerese dos reogramas variaram entre 5.610,55 e 10.225,43 mm?
(Tabela 58).

Comparando as areas de histerese em relacdo ao tipo de cultura utilizada, os
iogurtes suplementados com IPSoja e controles (que foram submetidos a baixas taxas de
cisalhamento) elaborados com a cultura tradicional apresentaram menor drea (menor
histerese) do que os iogurtes elaborados com a cultura probidtica. Efeito contrario foi
observado nos iogurtes suplementados com IPSoro e FNColageno (que foram submetidos
a altas taxas de cisalhamento), nos quais os iogurtes elaborados com a cultura tradicional
apresentaram maior drea do que os iogurtes elaborados com a cultura probidtica.

Quanto ao tipo de suplemento protéico utilizado, os iogurtes suplementados com
IPSoro apresentaram menor drea de histerese do que os iogurtes com FNColdgeno e os
iogurtes suplementados com IPSoja apresentaram maior drea de histerese do que os
iogurtes controle. Os resultados indicam que os iogurtes fortificados com IPSoro
apresentaram maior resisténcia ao cisalhamento do que os iogurtes fortificados com
FNColédgeno e que todos os suplementos resultaram em maior viscosidade dos iogurtes
quando comparados ao controle, sendo que os iogurtes adicionados de IPSoro e

FNColédgeno foram mais viscosos.
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Tabela 58: Areas de histerese (mmz) das curvas de tensdo de cisalhamento em funcio da
taxa de deformacdo dos iogurtes fermentados com diferentes culturas laticas.

Suplemento Concentragdo Dias de
Rich Rich + La-5
Protéico (%) Armazenamento

2 5855,82 5610,55

0,5 14 5803,36 5787,76

28 6139,76 5583,08

IPSoro

2 6587,30 5885,45

1,0 14 6881,20 6191,72
28 633630 571696

2 201,64 215,06

0,5 14 164,34 184,74

28 182,94 210,69

IPSoja

2 158,73 213,79

1,0 14 155,26 199,39
2820137 207.88

2 7367,66 134,40

0,5 14 7810,05 201,90

28 8389,49 222,10

FNColédgeno

2 9685,35 794277

1,0 14 10225,43 8064,94
- I oL 876546

2 102,81 166,46

Controle — 14 146,64 158,14

28 158,39 214,99

* Rich = cultura de S. thermophilus e L. bulgaricus e La-5 = cultura de L. acidophilus. ** IPSoro = isolado

protéico de soro; IPSoja = isolado protéico de soja; FNColdgeno = fibra natural de coldgeno.
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6. CONCLUSOES

A suplementagdo protéica do leite utilizado na fabricacio dos iogurtes alterou a sua
composicdo fisico-quimica e suas propriedades tecnoldgicas. O aumento da concentracio
do suplemento adicionado resultou em aumento do teor de sdlidos totais, do teor de
proteinas e da capacidade da retenc@o de dgua e em redugdo da sinérese dos iogurtes. Além
disso, a suplementacdo com isolado protéico de soro e com isolado protéico de soja
favoreceu o desenvolvimento do L. bulgaricus e nos iogurtes fortificados com estes
suplementos, quanto maior a quantidade adicionada, maior foi a populagdo deste
microrganismo.

Os iogurtes fermentados com IPSoja apresentaram menor tempo de fermentacio e o
tempo para atingir a velocidade méxima de acidificacdo quando comparados aos outros
tipos de suplementos protéicos, indicando um melhor enriquecimento do meio e
favorecimento do desenvolvimento da cultura latica mais eficiente. A adicdo de fibra
natural de coldgeno aos iogurtes resultou em produtos com maior capacidade de retencio
de 4gua, sinérese e consisténcia, que sdo propriedades importantes na determinagdo da
qualidade do iogurte. A suplementacdo com isolado protéico de soja apresentou os piores
resultados nas propriedades tecnoldgicas analisadas, embora tenha obtido melhores
resultados no favorecimento do desenvolvimento das culturas durante a fermentagao.

A utilizacdo de diferentes culturas laticas afetou as propriedades tecnoldgicas dos
iogurtes. Os iogurtes fermentados com a cultura tradicional (S. thermophilus e L.
bulgaricus) apresentaram maior acidez tituldvel, maior capacidade de retencdo de agua e
menor sinérese do que os iogurtes fermentados com a cultura probidtica (S. thermophilus,
L. bulgaricus e L. acidophilus), possivelmente devido as diferengas na acidificacio e
formacdo da estrutura do codgulo durante a fermentacdo, visto que o L. acidophilus
apresenta caracteristicas distintas das bactérias da cultura tradicional.

Durante o armazenamento refrigerado, os iogurtes apresentaram pés-acidificagao,
devido a atividade metabdlica da cultura latica durante o armazenamento refrigerado, e
aumento da capacidade de retencdo de 4gua, possivelmente devido a hidratagdo dos
suplementos protéicos no periodo analisado. Todos os iogurtes apresentaram reducdo das
populacdes dos microrganismos da cultura latica durante o armazenamento refrigerado,

mas com populacio final sempre superior ao recomendado na legislagéo brasileira.
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ANEXO 1 - ANALISES DE VARIANCIA DOS RESULTADOS

Anova 1: Gordura (%) do leite em poé reconstituido dos iogurtes com diferentes

concentragdes de suplemento protéico.

Causas de Variagao GL SQ QM F
Tratamentos 12 0,5344 0,0445 22,8241
Residuo 26 0,0507 0,0019
Total 38 0,5852
** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01).
Anova 2: Proteina (%) do leite em pé reconstituido dos iogurtes com diferentes
concentragdes de suplemento protéico.
Causas de Variacao GL SQ QM F
Tratamentos 12 0,2762 0,0230 390,2971
Residuo 26 0,0015 0,0001
Total 38 0,2777

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01).

Anova 3: So6lidos Nao Gordurosos (%) do leite em p6 reconstituido dos iogurtes com

diferentes concentragdes de suplemento protéico.

Causas de Variacao GL SQ QM F
Tratamentos 12 1,9054 0,1588 3242216
Residuo 26 0,0127 0,0005

Total 38 1,9182

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01).

Anova 4: Solidos totais (%) dos iogurtes com diferentes concentracdes de isolado protéico

de soro.
Causas de Variagao GL SQ QM F
Concentragio de proteina (F1) 3 2,3041 0,7668 10,1299~
Dias de armazenamento (F2) 2 2,8530 1,4265 18,8449 **
Interacio F1 x F2 6 8,2115 1,3686 18,0798
Fatores x Controle 1 635,3740 635,3740  8393,6855
Tratamentos 12 17,6701 1,4725 19,4528
Residuo 26 1,9681 0,0757
Total 38 19,6383

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01).
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Anova 5: Solidos totais (%) dos iogurtes com diferentes concentragdes de isolado protéico

de soja.
Causas de Variagdo GL SQ QoM F
Concentracdo de proteina (F1) 3 32,0874 10,6958 130,4647 =
Dias de armazenamento (F2) 2 0,7096 0,3548 43280 "
Interacio F1 x F2 6 0,7092 0,1182 1,4417 ™
Fatores x Controle 1 693,3449 693,3449  8457,2404
Tratamentos 12 43,7445 3,6454 44,4653
Residuo 26 2,1315 0,08200
Total 38 45,8760

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01).
™ ndo significativo (p=>0,05).

Anova 6: Sélidos totais (%) dos iogurtes com diferentes concentracdes de fibra natural de

coldgeno.
Causas de Variagao GL SQ QoM F
Concentragdo de proteina (F1) 3 7,7716 2,5905 33,7273
Dias de armazenamento (F2) 2 0,9313 0,4656 6,0624
Interacio F1 x F2 6 1,4338 0,2390 3,1112°
Fatores x Controle 1 604,8535 604,8535 78748670
Tratamentos 12 12,2743 1,0229 13,3170
Residuo 26 1,9970 0,0768
Total 38 14,2713

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01).

Anova 7: Proteina (%) dos iogurtes com diferentes concentrag¢des de isolado protéico de
SOro..

Causas de Variagao GL SQ QM F
Concentragao de proteina (F1) 3 7,9263 2,6421 329,0775
Dias de armazenamento (F2) 2 0,5467 0,2733 34,0450
Interacio F1 x F2 6 0,1565 0,0261 3,2498
Fatores x Controle 1 59,9841 59,9841 7471,0640
Tratamentos 12 10,9611 0,9134 113,7674
Residuo 26 0,2087 0,0080

Total 38 11,1698

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01).
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Anova 8: Proteina (%) dos iogurtes com diferentes concentra¢des de isolado protéico de

soja.
Causas de Variagao GL SQ QM F
Concentragio de proteina (F1) 3 31,0681 10,3560 1080,7045
Dias de armazenamento (F2) 2 1,0063 0,5031 52,5052 "
Interacio F1 x F2 6 0,3978 0,0663 6,9183 "
Fatores x Controle 1 74,7972 74,7972 7805,4725
Tratamentos 12 38,3795 3,1983 333,7585
Residuo 26 0,2491 0,0096
Total 38 38,6287

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01).

Anova 9: Proteina (%) dos iogurtes com diferentes concentracdes de fibra natural de

coldgeno.
Causas de Variacao GL SQ QM F
Concentragio de proteina (F1) 3 8,4354 2,8118 540,4709
Dias de armazenamento (F2) 2 0,1791 0,0895 17,2103~
Interacio F1 x F2 6 0,2014 0,0336 6,4522 "
Fatores x Controle 1 51,7317 51,7317 9943,6009
Tratamentos 12 9,7655 0,8138 156,4222 ’
Residuo 26 0,1353 0,0052
Total 38 9,9007

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01).

Anova 10: Gordura (%) dos iogurtes com diferentes concentragdes de isolado protéico de

SOro.
Causas de Variacdo GL SQ QM F
Concentragdo de protefna (F1) 3 0,0111 0,0037 2,8889 ™
Dias de armazenamento (F2) 2 0,0039 0,0019 1,5167 ™
Interacdo F1 x F2 6 0,0872 0,0145 11,3389
Fatores x Controle 1 45,5470 455470  35526,6667
Tratamentos 12 0,1036 0,0086 6,7333
Residuo 26 0,0333 0,0013
Total 38 0,1369

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01).
™ ndo significativo (p = 0,05).
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Anova 11: Gordura (%) dos iogurtes com diferentes concentragdes de isolado protéico de

soja.
Causas de Variagdo GL SQ QM F
Concentragao de proteina (F1) 3 0,1186 0,0395 17,1327
Dias de armazenamento (F2) 2 0,0622 0,0311 13,4815
Interacio F1 x F2 6 0,1089 0,0181 7,8642
Fatores x Controle 1 45,7344 45,7344  19818,2315
Tratamentos 12 0,2923 0,0244 10,5556
Residuo 26 0,0600 0,0023
Total 38 0,3523

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01).

Anova 12: Gordura (%) dos iogurtes com diferentes concentragdes de fibra natural de

coldgeno.
Causas de Variacao GL SQ QM F
Concentracdo de proteina (F1) 3 0,0275 0,0092 5,9583
Dias de armazenamento (F2) 2 0,0039 0,0019 1,2639 ™
Interacio F1 x F2 6 0,2117 0,3528 22,9306
Fatores x Controle 1 46,1103 46,1103  29971,6806
Tratamentos 12 0,2492 0,0208 13,5000 *
Residuo 26 0,0400 0,0015
Total 38 0,2892

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01).

™ ndo significativo (p = 0,05).

Anova 13: Acidez titulavel (% de 4cido lactico) dos iogurtes com diferentes concentragdes

de isolado protéico de soro.

Causas de Variacao GL SQ QM F
Concentracdo de proteina (F1) 3 0,0236 0,0079 10,0485
Dias de armazenamento (F2) 2 0,2519 0,1259 160,5297 **
Interacdo F1 x F2 6 0,0361 0,0060 7,6751°
Fatores x Controle 1 3,3476 3,3476 4267,2008"
Tratamentos 12 0,3381 0,0282 35,9154
Residuo 26 0,0204 0,0008

Total 38 0,3585

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01).
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Anova 14: Acidez titulavel (% de 4cido lactico) dos iogurtes com diferentes concentragdes
de isolado protéico de soja.

Causas de Variagao GL SQ QM F
Concentragao de proteina (F1) 3 0,7026 0,2342 299,2307
Dias de armazenamento (F2) 2 0,2199 0,1100 140,5143
Interacio F1 x F2 6 0,0629 0,0104 13,3956
Fatores x Controle 1 3,6553 3,6553 4670,3589
Tratamentos 12 1,0454 0,0871 111,3100
Residuo 26 0,0235 0,0008

Total 38 1,0657

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01).

Anova 15: Acidez titulavel (% de 4cido lactico) dos iogurtes com diferentes concentragdes
de fibra natural de coldgeno.

Causas de Variacio GL SQ QM F
Concentragao de proteina (F1) 3 0,3211 0,1070 87,9802
Dias de armazenamento (F2) 2 0,1756 0,0878 72,1883
Interacio F1 x F2 6 0,0629 0,0105 8,6202 "
Fatores x Controle 1 3,3213 3,3213 2730,3743
Tratamentos 12 0,5838 0,0486 39,9923
Residuo 26 0,0316 0,0012

Total 38 0,6154

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01).

Anova 16: Capacidade de reten¢do de dgua (%) dos iogurtes com diferentes concentragdes
de isolado protéico de soro.

Causas de Variacao GL SQ QM F
Concentracdo de proteina (F1) 3 603,6845 201,2282 299,6707
Dias de armazenamento (F2) 2 127,0590 63,5295 94,6087
Interacdo F1 x F2 6 70,8559 11,8093 17,5865
Fatores x Controle 1 4640,4199  4640,4199  6910,5540"
Tratamentos 12 991,8772 82,6564 123,0927
Residuo 26 17,4589 0,6715

Total 38 1009,3361

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01).
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Anova 17: Capacidade de reten¢do de dgua (%) dos iogurtes com diferentes concentragdes
de isolado protéico de soja.

Causas de Variagao GL SQ QM F
Concentragio de proteina (F1) 3 553,5979 184,5326 391,3166
Dias de armazenamento (F2) 2 39,6401 19,8200 42,0300~
Interacio F1 x F2 6 66,6502 11,1084 23,5562 "
Fatores x Controle 1 3431,7742  3431,7742  7277,3593
Tratamentos 12 677,9919 56,4993 119,8115
Residuo 26 12,2608 0,4716

Total 38 690,2527

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01).

Anova 18: Capacidade de reten¢do de dgua (%) dos iogurtes com diferentes concentragdes
de fibra natural de coldgeno.

Causas de Variagao GL SQ QM F
Concentragio de proteina (F1) 3 639,6466 213,2155 208,1163
Dias de armazenamento (F2) 2 41,9424 20,9712 20,4697
Interacio F1 x F2 6 114,2041 19,0340 18,5788
Fatores x Controle 1 4241,4435 4241,4435  4140,0052
Tratamentos 12 912,4302 76,0358 74,2174
Residuo 26 26,6370 1,0245

Total 38 939,0673

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01).

Anova 19: Sinérese (%) dos iogurtes com diferentes concentragdes de isolado protéico de
SOro.

Causas de Variacao GL SQ QM F
Concentragdo de proteina (F1) 3 331,4097 110,4699 599,5778 -
Dias de armazenamento (F2) 2 0,7917 0,3958 2,1484 "
Interacio F1 x F2 6 11,4861 1,9143 10,3902 *°
Fatores x Controle 1 4472356 4472356 24273808
Tratamentos 12 689,9235 57,4936 312,0479
Residuo 26 4,7904 0,1842

Total 38 694,7139

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01).
™ ndo significativo (p = 0,05).
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Anova 20: Sinérese (%) dos iogurtes com diferentes concentragdes de isolado protéico de

soja.
Causas de Variacao GL SQ
Concentracio de protefna (F1) 3 480,0764 491,9746
Dias de armazenamento (F2) 2 32,9306
Interacdo F1 x F2 6 29,7361
Fatores x Controle 1 1063,5262 3269,6538
Tratamentos 12 593,7743 152,1226
Residuo 26 8,4571
Total 38 602,2313

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01).

Anova 21: Sinérese (%) dos iogurtes com diferentes concentragcdes de fibra natural de

coldgeno.

Causas de Variacao GL SQ

Concentragdo de proteina (F1) 3 2341,1667

3810,6835

Dias de armazenamento (F2) 2 11,2739

Interacdo F1 x F2 6 23,4550

Fatores x Controle 1 395,0855 1929,2249
Tratamentos 12 2771,0545 1127,6014
Residuo 26 5,3245

Total 38  2776,3791

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01).

Anova 22: Populacao de S. thermophilus (logUFC/mL) dos iogurtes com diferentes

concentragdes de isolado protéico de soro.

Causas de Variacao GL SQ

Concentragio de proteina (F1) 3 26,4505 2188,3794
Dias de armazenamento (F2) 2 11,0568 1372,1744 "
Interacio F1 x F2 6 4,3422 179,6239 ™
Fatores x Controle 1 237,6599 58988,2695
Tratamentos 12 41,9081 866,8140
Residuo 26 0,0524

Total 38 41,9604

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01).
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Anova 23: Populacao de S. thermophilus (logUFC/mL) dos iogurtes com diferentes
concentracdes de isolado protéico de soja.

Causas de Variagao GL SQ QM F
Concentracdo de proteina (F1) 3 0,5946 0,1982 65,5775
Dias de armazenamento (F2) 2 27,3820 13,6910 4529,8036
Interacio F1 x F2 6 0,4947 0,0824 27,2801
Fatores x Controle 1 217,6940 217,6940 72026,1121 :
Tratamentos 12 29,2882 2,4407 807,5226
Residuo 26 0,0393 0,0030

Total 38 29,3275

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01).

Anova 24: Populacao de S. thermophilus (logUFC/mL) dos iogurtes com diferentes
concentragdes de fibra natural de coldgeno.

Causas de Variagao GL SQ QM F
Concentragio de proteina (F1) 3 2,9056 0,9685 370,5998
Dias de armazenamento (F2) 2 2,7070 1,3535 517,9160
Interacio F1 x F2 6 17,0763 2,8460 1089,0251
Fatores x Controle 1 185,1639 185,1639  70852,1185
Tratamentos 12 26,8944 2,2412 857,5842 "
Residuo 26 0,0340 0,0026

Total 38 26,9284

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01).

Anova 25: Populacdo de L. bulgaricus (1ogUFC/mL) dos iogurtes com diferentes
concentragdes de isolado protéico de soro.

Causas de Variacao GL SQ QM F
Concentragio de proteina (F1) 3 34,8966 11,6322 885,3000
Dias de armazenamento (F2) 2 24,0506 12,0253 915,2196
Interacdo F1 x F2 6 15,1459 2,5243 192,1198
Fatores x Controle 1 126,8941 126,8941 9657,6314 :
Tratamentos 12 77,2401 6,4367 489,8809
Residuo 26 0,1708 0,0131

Total 38 77,4109

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01).

143



Anova 26: Populacao de L. bulgaricus (1ogUFC/mL) dos iogurtes com diferentes
concentracdes de isolado protéico de soja.

Causas de Variagao GL SQ QM F
Concentracdo de proteina (F1) 3 45,6865 15,2288 106,9516
Dias de armazenamento (F2) 2 15,2496 7,6248 53,5488
Interacio F1 x F2 6 45,6466 7,6078 53,4291
Fatores x Controle 1 173,6319 173,6319  1219,4108
Tratamentos 12 120,1709 10,0142 70,3296
Residuo 26 1,8511 0,1424

Total 38 122,0220

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01).

Anova 27: Populacao de L. bulgaricus (1ogUFC/mL) dos iogurtes com diferentes
concentragdes de fibra natural de coldgeno.

Causas de Variagao GL SQ QM F
Concentragio de proteina (F1) 3 54,1148 18,0383 5906,9115
Dias de armazenamento (F2) 2 10,5008 5,2504 1719,3258
Interacio F1 x F2 6 30,4297 5,0716 1660,7796
Fatores x Controle 1 176,5401 176,5401  57810,8019
Tratamentos 12 109,4557 9,1213 2986,9126
Residuo 26 0,0397 0,0030

Total 38 109,4954

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01).

Anova 28: Gordura (%) das amostras de leite em p6 reconstituido dos testes sobre efeito da
cultura latica.

Causas de Variacao GL SQ QM F
Tratamentos 13 0,9807 0,0754 6,0800
Residuo 70 0,8685 0,0124

Total 83 1,8492

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01).
" ndo significativo (p = 0,05).

Anova 29: Proteina (%) das amostras de leite em p6 reconstituido dos testes sobre efeito da
cultura latica.

Causas de Variacao GL SQ QM F
Tratamentos 13 0,5263 0,0405 48314
Residuo 70 0,5866 0,0084

Total 83

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01).
™ ndo significativo (p = 0,05).
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Anova 30: Sélidos Nao Gordurosos (%) das amostras de leite em p6 reconstituido dos
testes sobre efeito da cultura latica.

Causas de Variagao GL SQ QM F
Tratamentos 13 3,78022 0,2908 4,8225 "
Residuo 70 4,22085 0,0603

Total 83 8,00107

Anova 31: Tempo de fermentacdo (min) dos iogurtes fermentados com diferentes culturas
laticas.

Causas de Variacao GL SQ QM F
Tipo de cultura (F1) 1 308,1667 308,1667 1,5772 ™
Tipo de proteina (F2) 2 1329,3333 664,6667 3,4018 ™
Concentragao de proteina (F3) 1 73,5000 73,5000 0,3762™
Interagdo F1 x F2 2 377,3333 188,6667 0,9656 ™
Interagdo F1 x F3 1 121,5000 121,5000 0,6219™
Interagdo F2 x F3 2 100,0000 50,0000 0,2559 ™
Interagdo F1 x F2 x F3 2 28,0000 14,0000 0,0717™
Fatores x Controle 1 120910,7820 120910,7820  618,8347 ™
Tratamentos 12 2382,4615 198,5385 1,0161™
Residuo 13 2540,0000 195,3846

Total 25 4922,4615

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01).
™ ndo significativo (p = 0,05).

Anova 32: Tempo para atingir a velocidade maxima de acidificacdo (min) dos iogurtes
fermentados com diferentes culturas laticas.

Causas de Variacéo GL SQ QM F
Tipo de cultura (F1) 1 73,5000 73,5000 0,8794 ™
Tipo de proteina (F2) 2 1339,0000 669,5000 8,0106 **
Concentragdo de proteina (F3) 1 160,1667 160,1667 1,9164 ™
Interacdo F1 x F2 2 57,0000 28,5000 0,3410 ™
Interagdo F1 x F3 1 0,1667 0,1667 0,0020 ™
Interagdo F2 x F3 2 12,3333 6,1667 0,0738 ™
Interagao F1 x F2 x F3 2 66,3333 33,1667 0,3968 ™
Fatores x Controle 1 28730,8846  28730,8846  343,7658 **
Tratamentos 12 1884,0000 157,0000 1,8785 ™
Residuo 13 1086,5000 83,5769

Total 25 2970,5000

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01).
™ ndo significativo (p = 0,05).
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Anova 33: Sélidos totais (%) dos iogurtes fermentados com diferentes culturas laticas.

Causas de Variagao GL SQ QM F
Tipo de cultura (F1) 1 3,6219 3,6219 16,8277 **
Tipo de proteina (F2) 2 7,0570 3,5285 16,3940 **
Concentragdo de proteina (F3) 1 9,9803 9,9803 46,3700 **
Dias de armazenamento (F4) 2 0,8370 0,4185 1,9445 ™
Interacdo F1 x F2 2 11,4813 5,7406 26,6719 **
Interacdo F1 x F3 1 0,0063 0,0063 0,0294 ™
Interacdo F1 x F4 2 0,2225 0,1113 0,5169 ™
Interacdo F2 x F3 2 0,2308 0,1154 0,5362 ™
Interacdo F2 x F4 4 0,2661 0,0665 0,3091 ™
Interagdo F3 x F4 2 0,0203 0,0102 0,0472 ™
Interacdo F1 x F2 x F3 2 0,0550 0,0275 0,1278 ™
Interacdo F1 x F2 x F4 4 0,6990 0,1748 0,8120 ™
Interacdo F1 x F3 x F4 2 0,0858 0,0429 0,1994 ™
Interacdo F2 x F3 x F4 4 0,4002 0,1000 0,4648 ™
Interacdo F1 x F2 x F3 x F4 4 0,4442 0,1110 0,5160 ™
Fatores x Controle 1 1365,6781 1365,6781 6345,1504 **
Tratamentos 36 40,84375 1,1345 5,2713 **
Residuo 185 39,8179 0,2152

Total 221 80,6616

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01).

™ ndo significativo (p = 0,05).

Anova 34: Proteina (%) dos iogurtes fermentados com diferentes culturas laticas.
Causas de Variagdo GL SQ QM F
Tipo de cultura (F1) 1 0,5241 0,5241 27,0217 **
Tipo de proteina (F2) 2 2,4005 1,2002 61,8796 **
Concentragdo de proteina (F3) 1 11,9662 11,9662 616,9363 **
Dias de armazenamento (F4) 2 0,2336 0,1168 6,0207 **
Interacdo F1 x F2 2 1,0102 0,5051 26,0425 **
Interacdo F1 x F3 1 0,0016 0,0016 0,0803 ™
Interagdo F1 x F4 2 0,1073 0,0537 2,7664 ™
Interacdo F2 x F3 2 0,2027 0,1014 5,2261 **
Interacdo F2 x F4 4 0,3401 0,0850 4,3840 **
Interacdo F3 x F4 2 0,0003 0,0002 0,0087 ™
Interacdo F1 x F2 x F3 2 0,0742 0,0371 1,9133 ™
Interacdo F1 x F2 x F4 4 0,1673 0,0418 2,1562™
Interacdo F1 x F3 x F4 2 0,0466 0,0233 1,2022 ™
Interacdo F2 x F3 x F4 4 0,0160 0,0040 0,2065 ™
Interacdo F1 x F2 x F3 x F4 4 0,0792 0,0198 1,0211 ™
Fatores x Controle 1 107,6954 107,6954 5552,3914 **
Tratamentos 36 19,3788 0,5383 27,7528 **
Residuo 185 3,5883 0,0194
Total 221 22,9671

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01).
™ ndo significativo (p = 0,05).
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Anova 35: Gordura (%) dos iogurtes fermentados com diferentes culturas laticas.

Causas de Variagao GL SQ QM F
Tipo de cultura (F1) 1 0,0856 0,0856 23,9945 **
Tipo de proteina (F2) 2 0,0673 0,0337 9,4343 **
Concentragdo de proteina (F3) 1 0,0778 0,0778 21,8143 **
Dias de armazenamento (F4) 2 0,0093 0,0046 1,2977 ™
Interacdo F1 x F2 2 0,0679 0,0339 9,5121 **
Interagdo F1 x F3 1 0,0389 0,0389 10,9137 **
Interacdo F1 x F4 2 0,0015 0,0007 0,2076 ™
Interagdo F2 x F3 2 0,0590 0,0295 8,2663 **
Interacdo F2 x F4 4 0,0027 0,0007 0,1882™
Interagdo F3 x F4 2 0,0248 0,0124 34778 ™
Interagdo F1 x F2 x F3 2 0,0451 0,2255 6,3198 **
Interagdo F1 x F2 x F4 4 0,0171 0,0043 1,2004 ™
Interagdo F1 x F3 x F4 2 0,0059 0,0030 0,8305 ™
Interacdo F2 x F3 x F4 4 0,0221 0,0055 1,5508 ™
Interacdo F1 x F2 x F3 x F4 4 0,0088 0,0022 0,6164 ™
Fatores x Controle 1 104,0949 104,0949 29,178,1148 **
Tratamentos 36 0,5647 0,0157 4,3967 **
Residuo 185 0,6600 0,0036

Total 221 1,2247

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01).
™ ndo significativo (p > 0,05).

Anova 36: Acidez titulavel (%) dos iogurtes com diferentes culturas laticas.

Causas de Variacdo GL SQ QM F
Tipo de cultura (F1) 1 0,1998 0,1998 93,7530 **
Tipo de proteina (F2) 2 0,0057 0,0029 1,3484 ™
Concentragao de proteina (F3) 1 0,0644 0,0644 30,2184 **
Dias de armazenamento (F4) 2 4,1790 2,0895 980,2787 **
Interagdo F1 x F2 2 0,0530 0,0265 12,4350 **
Interagdo F1 x F3 1 0,0055 0,0055 2,5805 ™
Interacdo F1 x F4 2 0,0470 0,0235 11,0178 **
Interacdo F2 x F3 2 0,0087 0,0044 2,0469 ™
Interagdo F2 x F4 4 0,0391 0,0098 45819 **
Interagdo F3 x F4 2 0,0020 0,0010 0,4628 ™
Interagdo F1 x F2 x F3 2 0,0017 0,0009 0,4075 "™
Interacdo F1 x F2 x F4 4 0,0039 0,0010 0,4617 ™
Interacdo F1 x F3 x F4 2 0,0022 0,0011 0,5215™
Interagdo F2 x F3 x F4 4 0,0038 0,0010 0,4508 ™
Interacdo F1 x F2 x F3 x F4 4 0,0049 0,0012 0,5798 ™
Fatores x Controle 1 9,3672 9,3672 4394,5731 **
Tratamentos 36 4,6328 0,1287 60,3734 **
Residuo 185 0,3943 0,0021

Total 221 5,0271

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01).
™ ndo significativo (p > 0,05).
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Anova 37: Capacidade de reteng¢do de dgua (%) dos iogurtes fermentados com diferentes

culturas laticas.

Causas de Variacdo GL SQ QM F
Tipo de cultura (F1) 1 78,5420 78,5420 6,0417 *
Tipo de proteina (F2) 2 2063,6284 1031,8142 79,3708 **
Concentragdo de proteina (F3) 1 968,1210 968,1210 74,4713 **
Dias de armazenamento (F4) 2 202,2096 101,1048 7,7773 **
Interacdo F1 x F2 2 141,7524 70,8762 5,4521 **
Interacdo F1 x F3 1 63,1045 63,1045 4,8542 *
Interacdo F1 x F4 2 51,5862 25,7931 1,9841 ™
Interacdo F2 x F3 2 454,2432 227,1216 17,4710 **
Interacdo F2 x F4 4 132,5976 33,1494 2,5500 *
Interagdo F3 x F4 2 1,5215 0,7607 0,0585 ™
Interagdo F1 x F2 x F3 2 60,7488 30,3744 2,3365™
Interagdo F1 x F2 x F4 4 184,9268 46,2317 3,5563 **
Interacdo F1 x F3 x F4 2 5,0855 2,5427 0,1956 ™
Interacdo F2 x F3 x F4 4 2,5299 0,6325 0,0487 ™
Interacdo F1 x F2 x F3 x F4 4 4,1234 1,0308 0,0793 ™
Fatores x Controle 1 8960,8049 8960,8049 689,2972 **
Tratamentos 36 4532,1573 125,8933 9,6842 **
Residuo 185 2404,9843 12,9999

Total 221 6937,1416

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01).
* significativo ao nivel de 5% e probabilidade (0,01 < p < 0,05).

™ ndo significativo (p = 0,05).
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Anova 38: Sinérese (%) dos iogurtes fermentados com diferentes culturas laticas.

Causas de Variagao GL SQ QM F
Tipo de cultura (F1) 1 59,7452 59,7452 20,5205 **
Tipo de proteina (F2) 2 3275,8533 1637,9267 562,5740%*
Concentragao de proteina (F3) 1 1298,5007 1298,5007 445,9924**
Dias de armazenamento (F4) 2 6,0219 3.0110 1,0342 ™
Interagdo F1 x F2 2 113,9570 56,9785 19,5703 %%
Interacdo F1 x F3 1 0,1350 0,1350 0,0464 ™
Interacdo F1 x F4 2 1,7312 0,8656 0,2973 ™
Interacdo F2 x F3 2 1044,3181 522,1591 179,3445 **
Interacdo F2 x F4 4 64,3564 16,0891 5,5261 **
Interagdo F3 x F4 2 64,5756 32,2878 11,0898 **
Interagdo F1 x F2 x F3 2 26,7144 13,3572 4,5878 *
Interagdo F1 x F2 x F4 4 2,6249 0,6562 0,2254 ™
Interagdo F1 x F3 x F4 2 16,3219 8,1610 2,8030 ™
Interagdo F2 x F3 x F4 4 35,6471 89118 3,0609 *
Interag¢ao F1 x F2 x F3 x F4 4 54,5453 13,6363 4,6836 **
Fatores x Controle 1 1347,2955 1347,2955 462,7518 **
Tratamentos 36 6321,2747 175,5910 60,3097 **
Residuo 185 538,6250 2,9115

Total 221 6859,8997

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01).
* significativo ao nivel de 5% e probabilidade (0,01 < p < 0,05).

™ ndo significativo (p = 0,05).
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Anova 39: Populacdo de S. thermophilus (UFC/mL) dos iogurtes fermentados com
diferentes culturas laticas.

Causas de Variagdo GL SQ QM F
Tipo de cultura (F1) 1 1,7113 1,7113 4,0379 *
Tipo de proteina (F2) 2 0,6905 0,3453 0,8147™
Concentragdo de proteina (F3) 1 1,4678 1,4678 3,4634 ™
Dias de armazenamento (F4) 2 53,5445 26,7723 63,1712 **
Interagdo F1 x F2 2 1,1553 0,5776 1,3630 ™
Interagdo F1 x F3 1 0,1215 0,1215 0,2866 ™
Interag¢ao F1 x F4 2 3,2388 1,6194 3,8211 *
Interagdo F2 x F3 2 0,5123 0,2561 0,6044 "
Interagdo F2 x F4 4 4,5655 1,1414 2,6931 *
Interagdo F3 x F4 2 0,4147 0,2073 0,4892 ™
Interagdo F1 x F2 x F3 2 2,1633 1,0816 2,5522™
Interagdo F1 x F2 x F4 4 1,9430 0,4857 1,1461 ™
Interagdo F1 x F3 x F4 2 0,3406 0,1703 0,4019 ™
Interacdo F2 x F3 x F4 4 0,9075 0,2269 0,5353 ™
Interagio F1 x F2 x F3 x F4 4 1,3645 0,3411 0,8049 ™
Fatores x Controle 1 535,3398 535,3398 1263,1754 **
Tratamentos 36 74,3174 2,0644 4,8710 **
Residuo 185 47,0423 0,4238

Total 221 121,3597

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01).
* significativo ao nivel de 5% e probabilidade (0,01 < p < 0,05).
™ ndo significativo (p = 0,05).
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Anova 40: Populacdo de L. bulgaricus (UFC/mL) dos iogurtes fermentados com diferentes

culturas laticas.

Causas de Variagdo GL SQ QM F
Tipo de cultura (F1) 1 1,9592 1,9592 7,4250 **
Tipo de proteina (F2) 2 0,7763 0,3881 14711 ™
Concentragdo de proteina (F3) 1 0,6687 0,6687 2,5344 ™
Dias de armazenamento (F4) 2 87,7494 43,8747 166,2805 **
Interagdo F1 x F2 2 0,8448 0,4224 1,6008 ™
Interagdo F1 x F3 1 1,1795 1,1795 4,4701 *
Interagdo F1 x F4 2 2,3503 1,1751 4,4537 *
Interagdo F2 x F3 2 6,3048 3,1524 11,9474 **
Interacdo F2 x F4 4 0,9542 0,2385 0,9041 ™
Interagdo F3 x F4 2 0,3722 0,1861 0,7053 ™
Interagdo F1 x F2 x F3 2 0,5326 0,2663 1,0093 ™
Interagdo F1 x F2 x F4 4 0,5052 0,1263 0,4786 ™
Interacdo F1 x F3 x F4 2 0,2653 0,1327 0,5028 ™
Interag¢ao F2 x F3 x F4 4 8,5707 2,1427 8,1205 **
Interacdo F1 x F2 x F3 x F4 4 2,3012 0,5753 2,1804 ™
Fatores x Controle 1 531,1176  531,1176  2012,8812"
Tratamentos 36 116,9416 3,2484 12,3110 **
Residuo 185 29,2884 0,2639

Total 221 146,2298

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01).
* significativo ao nivel de 5% e probabilidade (0,01 < p < 0,05).
" ndo significativo (p = 0,05).

Anova 41: Populagdo de L. acidophilus (UFC/mL) dos iogurtes fermentados com cultura

Rich + La-05.
Causas de Variagao GL SQ QM F
Tipo de proteina (F1) 2 0,1102 0,0551 0,1440 ™
Concentragao de proteina (F2) 1 1,7586 1,7586 4,5945 *
Dias de armazenamento (F3) 2 49,4423 24,7212 64,5869 **
Interacdo F1 x F2 2 3,3802 1,6901 4,4156 *
Interacdo F1 x F3 4 9,4698 2,3675 6,1853 **
Interacdo F2 x F3 2 0,7956 0,3978 1,0393 ™
Interagdo F1 x F2 x F3 4 7,7330 1,9333 5,0509 **
Fatores x Controle 1 659,9292 659,9292 1724,1424 **
Tratamentos 18 72,9457 4,0525 10,5877 **
Residuo 57 21,8172 0,3828
Total 75 94,7629

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01).
* significativo ao nivel de 5% e probabilidade (0,01 < p < 0,05).
™ ndo significativo (p = 0,05).
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Anova 42: Indice de consisténcia (Pa.s") obtidos nas curvas ascendentes dos iogurtes com

isolado protéico de soro.

Causas de Variagao GL SQ QM F
Tipo de cultura (F1) 1 8,6490 8,6490 0,1139 "™
Concentragdo de proteina (F2) 1 1838,5529 1838,5529 24,2097 **
Dias de armazenamento (F3) 2 458,0569 229.02843 3,0158™
Interagdo F1 x F2 1 172,0919 172,0919 2,2661 ™
Interacdo F1 x F3 2 46,9199 23,4599 0,3089 "
Interagdo F2 x F3 2 249,1320 124,5660 1,6403 ™
Interagdo F1 x F2 x F3 2 60,4744 30,2372 0,3982 ™
Tratamentos 11 2833,8770 257,6252 3,3924 **
Residuo 12 911,3149 75,9429

Total 23 3745,1919

** gignificativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01). ™ ndo significativo (p > 0,05).

Anova 43: Indice de consisténcia (Pa.s") obtidos nas curvas descendentes dos iogurtes com

isolado protéico de soro.

Causas de Variagao GL SQ QM F
Tipo de cultura (F1) 1 0,6501 0,6501 3,6659 ™
Concentragao de proteina (F2) 1 4,3458 4,3458 24,5072 **
Dias de armazenamento (F3) 2 4,6272 2,3136 13,0468 **
Interacdo F1 x F2 1 0,6472 0,6472 3,6498 ™
Interacdo F1 x F3 2 0,1089 0,0544 0,3071 "™
Interacdo F2 x F3 2 0,2325 0,1162 0,6555 ™
Interagdo F1 x F2 x F3 2 0,4382 0,2191 1,2356 ™
Tratamentos 11 11,0499 1,0045 5,6648 **
Residuo 12 2,1279 0,1773

Total 23 13,1778

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01).

™ ndo significativo (p = 0,05).

Anova 44: Indice de consisténcia (Pa.s") obtidos na curva ascendente dos iogurtes com

isolado protéico de soja.

Causas de Variacao GL SQ QM F
Tipo de cultura (F1) 1 1,1201 1,1201 1,8584 ™
Concentragdo de proteina (F2) 1 0,8063 0,8063 1,3377 "™
Dias de armazenamento (F3) 2 0,9893 0,4946 0,8206 "
Interacdo F1 x F2 1 0,6441 0,6441 1,0687 ™
Interacdo F1 x F3 2 0,0616 0,0308 0,0511™
Interagdo F2 x F3 2 2,6102 1,3051 2,1653™
Interacio F1 x F2 x F3 2 1,88741 0,9437 1,5657 ™
Tratamentos 11 8.1174 0,7381 1,2246 ™
Residuo 12 7,2328 0,6027

Total 23 15,3518

™ ndo significativo (p = 0,05).
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Anova 45: Indice de consisténcia (Pa.s") obtidos na curva descendente dos iogurtes com

isolado protéico de soja.

Causas de Variagao GL SQ QM F
Tipo de cultura (F1) 1 0,0060 0,0060 0,0371 ™
Concentragdo de proteina (F2) 1 1,4977 1,4977 9,2901 ™
Dias de armazenamento (F3) 2 5,9905 2,9953 18,5794 **
Interagdo F1 x F2 1 0,0222 0,0222 0,1377 "™
Interacdo F1 x F3 2 0,0291 0,0145 0,0902 "
Interagdo F2 x F3 2 0,3480 0,1740 1,0793 ™
Interagdo F1 x F2 x F3 2 0,3004 0,1502 0,9318 ™
Tratamentos 11 8,1940 0,7449 4,6206 **
Residuo 12 1,9346 0,1612

Total 23 10,1286

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01).

™ ndo significativo (p = 0,05).

Anova 46: Indice de consisténcia (Pa.s") obtidos na curva ascendente dos iogurtes com

1,0% de fibra natural de coldgeno.

Causas de Variagao GL SQ QM F
Concentragao de proteina (F1) 1 95,4060 95,4060 0,6988 ™
Dias de armazenamento (F2) 2 51,4076 25,7038 0,1883 "™
Interagdo F1 x F2 2 23,7147 11,8573 0,0868 ™
Tratamentos 5 170,5283 34,1057 0,2498 "
Residuo 6 819,2271 136,5379

Total 11 989,7554

" ndo significativo (p > 0,05).

Anova 47: Indice de consisténcia (Pa.s") obtidos na curva descendente dos iogurtes com

1,0% de fibra natural de coldgeno.

Causas de Variacao GL SQ QM F
Concentragao de proteina (F1) 1 0,0661 0,0994 0,2333™
Dias de armazenamento (F2) 2 3,5427 1,7713 4.1556™
Interagdo F1 x F2 2 0,0950 0,0751 0,1115™
Tratamentos 5 3,7371 0,7474 1,7535 ™
Residuo 6 2,5575 0,4263

Total 11 6,2947

" ndo significativo (p = 0,05).
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Anova 48: Indices de comportamento de fluxo obtidos na curva ascendente dos iogurtes

com isolado protéico de soro.

Causas de Variagao GL SQ QM F
Tipo de cultura (F1) 1 0,0045 0,0045 3,2100 ™
Concentragdo de proteina (F2) 1 0,0610 0,0610 43,5242 ™
Dias de armazenamento (F3) 2 0,0128 0,0064 4,5655 "
Interacdo F1 x F2 1 0,0002 0,0002 0,1356 ™
Interacdo F1 x F3 2 0,0042 0,0021 1,5117™
Interagdo F2 x F3 2 0,0064 0,0032 2,3001 ™
Interag¢do F1 x F2 x F3 2 0,0041 0,0020 1,4543 ™
Tratamentos 11 0,0933 0,0085 6,0484 ™
Residuo 12 0,0168 0,0014

Total 23 0,1101

" ndo significativo (p > 0,05).

Anova 49: Indices de comportamento de fluxo obtidos na curva descendente dos iogurtes

com isolado protéico de soro.

Causas de Variagao GL SQ QM F
Tipo de cultura (F1) 1 0,0036 0,0036 8,60321 ™
Concentragao de proteina (F2) 1 0,0001 0,0001 0,5311™
Dias de armazenamento (F3) 2 0,0087 0,0044 22,6531 **
Interacdo F1 x F2 1 0,0014 0,0014 7,5347 "™
Interacdo F1 x F3 2 0,0006 0,0003 1,6809 ™
Interacdo F2 x F3 2 0,0000 0,0000 0,0067 ™
Interac¢ao F1 x F2 x F3 2 0,0019 0,0009 4,9024 "
Tratamentos 11 0,0164 0,0015 7,7414 ™
Residuo 12 0,0023 0,0002

Total 23 0,0187

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01).

™ ndo significativo (p = 0,05).

Anova 50: Indices de comportamento de fluxo obtidos na curva ascendente dos iogurtes

com isolado protéico de soja.

Causas de Variacao GL SQ QM F
Tipo de cultura (F1) 1 0,0001 0,0001 0,2932 ™
Concentragdo de proteina (F2) 1 0,0003 0,0003 0,6259 ™
Dias de armazenamento (F3) 2 0,0058 0,0029 3,1836 ™
Interacdo F1 x F2 1 0,0005 0,0005 0,9909 ™
Interacdo F1 x F3 2 0,0001 0,0000 0,0914 "
Interacdo F2 x F3 2 0,0023 0,0012 2,4512™
Interagdo F1 x F2 x F3 2 0,0027 0,0013 2,8261"™
Tratamentos 11 0,0118 0,0011 2,2741 ™
Residuo 12 0,0057 0,0005

Total 23 0,0175

™ ndo significativo (p = 0,05).
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Anova 51: Indices de comportamento de fluxo obtidos na curva descendente dos iogurtes

com isolado protéico de soja.

Causas de Variagao GL SQ QM F
Tipo de cultura (F1) 1 0,0005 0,0005 1,0321 ™
Concentragdo de proteina (F2) 1 0,0013 0,0013 2,5933 ™
Dias de armazenamento (F3) 2 0,0012 0,0006 1,1656 ™
Interacdo F1 x F2 1 0,0003 0,0003 0,6174 ™
Interacdo F1 x F3 2 0,0000 0,0000 0,0334 ™
Interagdo F2 x F3 2 0,0006 0,0003 0,6389 ™
Interag¢do F1 x F2 x F3 2 0,0005 0,0003 0,5417 "™
Tratamentos 11 0,0045 0,0004 0,8183 "™
Residuo 12 0,0060 0,0005

Total 23 0,0105

Anova 52: Indices de comportamento de fluxo obtidos na curva ascendente dos iogurtes

com fibra natural de coldgeno.

Causas de Variacao GL SQ QM F
Concentragao de proteina (F1) 1 0,0013 0,0013 0,3701 ™
Dias de armazenamento (F2) 2 0,0048 0,0024 0,6871"™
Interacdo F1 x F2 2 0,0006 0,0003 0,0907 ™
Tratamentos 5 0,0067 0,0013 0,3851"™
Residuo 6 0,0208 0,0035

Total 11 0,0275

" ndo significativo (p = 0,05).

Anova 53: Indices de comportamento de fluxo obtidos na curva descendente dos iogurtes

com fibra natural de coldgeno.

Causas de Variagao GL SQ QM F
Concentragdo de proteina (F1) 1 0,0005 0,0005 0,3231"™
Dias de armazenamento (F2) 2 0,0323 0,0161 0,5831"™
Interacdo F1 x F2 2 0,0013 0,0006 0,44158 ™
Tratamentos 5 0,03404 0,0068 0,7146 ™
Residuo 6 0,0087 0,0014

Total 11 0,0427

™ ndo significativo (p = 0,05).
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