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RESUMO

Este estudo investigou o efeito dos bioconservantes comerciais FRESHQ-11 (Lactobacillus
rhamnosus) ¢ HOLDBAC-YMB (L. rhamnosus e Propionibacterium freudenreichii subsp.
shermanii) em diferentes dosagens sobre a cinética de fermentacdo, pH, acidez titulavel (%), inibigao
fingica e parametros texturais (firmeza, consisténcia, coesividade e indice de viscosidade) de iogurtes
durante 28 dias de armazenamento a 7+1 °C, tendo como referéncias o iogurte formulado apenas com
o conservante quimico sorbato de potdssio na concentragdo maxima permitida (controlel) e o iogurte
sem conservante quimico (controle2), como alternativa para substituir ou reduzir a concentragdo de
sorbato de potassio na conservagao deste produto. Para tanto, foram formulados iogurtes com dois
tipos de bioconservantes comerciais nas dosagens de 0,1% e 0,2% (v/v) e concentragdes de sorbato
de potassio de 0,015g/100g e 0,03g/100g. De modo geral, os dois bioconservantes comerciais
reduziram o tempo de fermentacdo em relacdo ao iogurte controlel (com 0,03g/100g de sorbato de
potassio) e principalmente em relagdo ao iogurte controle2. logurtes com bioconservantes exibiram
pH menor e acidez tituladvel (%) significativamente maior do que o iogurte controle2 (p < 0,05). A
sinérese de todos os experimentos diminuiu significativamente ao longo do periodo de
armazenamento (p < 0,05) durante os 28 dias a 7£1°C. Em experimentos contendo culturas
bioprotetoras, os parametros de textura do iogurte foram significativamente menores (p < 0,05) do
que nos iogurtes controlel e controle2 durante o periodo de armazenamento. Na fase I, os
experimentos contendo culturas bioprotetoras tiveram um desempenho semelhante ao iogurte
controlel na inibi¢do de bolores e leveduras, principalmente quando foi utilizada a cultura comercial
FRESHQ-11 (L. rhamnosus) na dosagem de 0,2%v/v (iogurte F3). A contaminagao inicial do iogurte
com uma concentragdo de bolores e leveduras de 1,2x10' UFC/g alterou o comportamento do pH no
periodo estudado, tendo em vista que na fase II, o pH com 28 dias de validade foi menor para todos
os iogurtes estudados. No caso da acidez titulavel (%), na fase II, observou-se uma leve diminuicao
nos iogurtes controlel e H3 e um aumento consideravel nos iogurtes controle2 e F3. A contaminagao
inicial com bolores e leveduras na concentragio de 1,2 x 10! UFC/g de iogurte contribuiu com o
aumento da sinérese dos iogurtes controlel e H3 e praticamente ndo teve efeito no iogurte F3 em
relacdo a fase I. No entanto, o iogurte controle2 teve uma forte queda da sinérese e apresentou valores
bem mais elevados para os parametros de textura na fase II. A contaminag¢ao inicial do iogurte com
1,2 x 10" UFC/g de bolores e leveduras nio influenciou significativamente a performance desses
parametros nos iogurtes controlel, H3 e F3. De uma forma geral, pode-se afirmar que os
experimentos de iogurtes contendo os bioconservantes HOLDBAC-YMB e FRESHQ-11 tiveram um
desempenho muito bom na inibicao de bolores e leveduras mesmo com a contaminagao inicial de 1,2
x 10! UFC/g, principalmente no iogurte H3 quando se usou o bioconservante comercial HOLDBAC-
YMB na dosagem de 0,2%v/v.

Palavras-chave: L. rhamnosus, P. freudenreichii, bioconservantes, iogurte € armazenamento.



ABSTRACT

This study investigated the effect of commercial bio-preservatives FRESHQ-11 (Lactobacillus
rhamnosus) and HOLDBAC-YMB (L. rhamnosus and P. freudenreichii subsp. shermanii) at different
dosages on the fermentation kinetics, pH, titratable acidity (%), fungal inhibition and textural
parameters (firmness, consistency, cohesiveness and viscosity index) of yogurt during 28 days of
storage at 7+1 °C, with references being yogurt formulated only with the chemical preservative
potassium sorbate at the maximum permitted concentration (controll) and yogurt without chemical
preservative (control2), as an alternative to replace or reduce the concentration of potassium sorbate
in preserving this product. For this purpose, yogurts were formulated with two types of commercial
bio-preservatives at dosages of 0.1% and 0.2% (v/v), and potassium sorbate concentrations of
0.015g/100g and 0.03g/100g. In general, the two commercial biopreservatives reduced the
fermentation time in relation to the controll yogurt (with 0.03g/100g potassium sorbate) and mainly
in relation to the control2 yogurt Yogurts with bio-preservatives exhibited a lower pH and
significantly higher titratable acidity (%) than yogurt control2 (p < 0.05). The syneresis of all
experiments decreased significantly over the storage period (p < 0.05) during the 28 days at 7=1°C.
In experiments containing bio-protective cultures, the yogurt texture parameters were significantly
lower (p < 0.05) than in controll and control2 yogurts during the storage period. In phase I, the
experiments containing bioprotective cultures had a similar performance to the yogurt controll in
preventing molds and yeasts, especially when the commercial culture FRESHQ-11 (L. rhamnosus)
was used at a dosage of 0.2%v/v (F3 yogurt). The initial contamination of the yogurt with a
concentration of molds and yeasts of 1.2x10' CFU/g altered the pH behavior during the studied
period, considering that in phase II, the pH at 28 days of expiration was lower for all yogurts studied.
In the case of titratable acidity (%), in phase II, a slight decrease was observed in controll and H3
yogurts and a considerable increase in control2 and F3 yogurts. The initial contamination with molds
and fermented yeasts at a concentration of 1.2 x 10! CFU/g of yogurt contributed to the increase in
syneresis of controll and H3 yogurts and had practically no effect on F3 yogurt in relation to phase
I. However, control2 yogurt had a strong decrease in syneresis and presented much higher values for
the texture intervals in phase II. The initial contamination of the yogurt with 1.2 x 10! CFU/g of molds
and yeasts did not significantly influence the performance of these sessions in controll, H3 and F3
yogurts. In general, it can be stated that the yogurt experiments containing the biopreservatives
HOLDBAC-YMB and FRESHQ-11 performed very well in inhibiting molds and yeasts, even with
an initial contamination of 1.2 x 10' CFU/mL, mainly in H3 yogurt when the commercial
biopreservative HOLDBAC-YMB was used at a dosage of 0.2%v/v.

Keywords: L. rhamnosus, P. freudenreichii, biopreservatives, yogurt and storage.
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1. INTRODUCAO

A industria de laticinios ¢ um dos principais pilares do setor de alimentos. Bebidas lacteas
fermentadas, como iogurte, sdo muito populares. A fermentacdo ¢ um dos métodos mais antigos
conhecidos de fazer uso pratico das atividades dos microrganismos. Os processos de fermentagao sao
conhecidos pela humanidade desde os tempos pré-historicos e os desenvolvimentos da ciéncia e da
tecnologia neste campo permitiram que fossem melhorados e utilizados em muitas areas (Popovi'c et
al., 2020).

Alimentos fermentados sdo uma importante fonte de bactérias vivas na dieta
humana. Atualmente, os consumidores estdo mais informados sobre alimentos e ingredientes,
especialmente alimentos funcionais, que tém despertado muito interesse por suas vantagens na
prevengao de varios problemas de satide, aumento de varias funcdes fisico-quimicas e alto valor
nutricional. Alimentos funcionais sao alimentos ou ingredientes que, além de suas funcdes
nutricionais, oferecem beneficios a satude. Eles podem ajudar a reduzir o risco de doengas cronicas,
como diabetes e cancer. Varios estudos recentes mostraram aumento da demanda por esses produtos
naturais benéficos (Huang et al., 2022; Rashwan et al., 2022; Shori, 2022; Suwannasang et al., 2022;
Tang et al., 2022).

O iogurte com ingredientes funcionais ¢ um tipo de alimento amplamente reconhecido e aceito
pelos consumidores que, preocupados com o bem estar, o consideram um produto promotor da satde
que pode ajudar na digestdo (Acevedo-Fani et al., 2021; Liu et al., 2022; Mada et al., 2022). Varias
formulacdes de iogurte estdo sendo produzidas atualmente para melhorar o valor nutricional, as
propriedades de qualidade e os atributos funcionais dos produtos, bem como para atender a crescente
demanda do consumidor por esse tipo de iogurte (Ban et al., 2022; Rashwan et al., 2022; Shalabi,
2022; Wijesekara et al., 2022). O iogurte ¢ um dos produtos lacteos fermentados mais consumidos
pela combinagdo de leite pasteurizado com as bactérias de acido latico, especificamente
Streptococcus salivarius subsp. thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus sob
condi¢des controladas (Rashwan et al., 2022; Wijesekara et al., 2022).

O consumo de iogurte pode estimular o sistema imunoldgico, auxiliar no controle de peso e
diminuir o risco de desenvolver cancer, além de melhorar a absor¢ao de minerais e vitaminas devido
ao alto teor de proteinas, probioticos, bactérias do acido latico, vitaminas e teor de célcio, bem como
seu teor de gordura relativamente baixo (Wijesekara et al., 2022). Enfim, a adi¢do de ingredientes
funcionais naturais melhora significativamente os efeitos biologicos do iogurte, incluindo suas
propriedades antioxidantes, antidiabéticas, anti-inflamatérias, antibacterianas e anticancerigenas

(Rashwan et al., 2023).
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A prevenc¢do da deterioragdo por bolores e leveduras em alimentos atualmente depende de
métodos de prevencao (por exemplo, implementacdo de Analise de Perigos e Pontos Criticos de
Controle-APPCC), tecnologias de obstaculo (por exemplo, tratamentos térmicos, remog¢ao de agua,
embalagem de atmosfera modificada, salga, fermentacdo) e o uso de conservantes quimicos,
incluindo benzoato, propionato, sorbato, nitrato e sulfitos (Silva e Lidon, 2016). Para o controle de
bolores e leveduras em produtos lacteos, o sorbato de potassio e a natamicina (E235), um conservante
microbiano produzido por Streptomyces natalensis pertencentes ao grupo dos antimicoticos polieno-
macroélidos, sdo os principais conservantes utilizados. As industrias agroalimentares dependem
principalmente de conservantes quimicos para controlar o crescimento de contaminantes microbianos
e estender a vida util do produto, mas surgiu uma forte demanda social por alimentos menos
processados e sem conservantes, € os regulamentos de aditivos estdo em constante evolucao para
limitar seu uso (Fuselli ef al., 2012).

Além disso, a evolugdo da legislacdo, juntamente com a demanda dos consumidores, levou as
industrias a reduzir o uso de conservantes quimicos em produtos lacteos fermentados. E necessario,
entdo, encontrar estratégias alternativas para evitar a deterioragdao de fungos e/ou aumentar sua vida
util (Delavenne et al., 2013).

A abordagem de ‘rotulo limpo’ da biopreservacdo avaliando o papel benigno das bactérias
acido laticas (LAB) e seus metabolitos, juntamente com intervencdes da biotecnologia moderna,
podem ser uma grande promessa de produtos mais seguros e de qualidade, aceitaveis para ambos
consumidores e 6rgaos reguladores que exigem da industria alimentar a limitar o uso desses
compostos quimicos e desenvolver métodos naturais para a preservacao de alimentos. Esses ultimos
aspectos, aliados a necessidade de produzir alimentos que atendam a elevados padrdes de seguranga
e qualidade, tém levado a busca de alternativas ao uso de conservantes quimicos (Pradhan e Kadyan,
2020).

Atualmente, a deterioracdo de alimentos causada pelo crescimento de bolores e leveduras
tornou-se uma grande preocupacdo em todo o mundo. Em varios paises em desenvolvimento, foi
relatada uma perda de 25-40% dos produtos alimenticios pos-colheita devido a contaminagdo por
fungos e micotoxinas. (Das et al., 2021). Além de causar perdas econdmicas consideraveis, a
deteriorac¢do fungica tem um efeito negativo na satide publica e na seguranga alimentar devido a
producdo de micotoxinas. O consumo de alimentos contaminados com bolores e leveduras pode
causar diversos e poderosos efeitos toxicos, incluindo teratogenicidade, carcinogenicidade e
mutagenicidade (Milicevi¢ et al., 2010).

Embora certos compostos quimicos antifiingicos sejam aplicados no controle da contaminagao

fungica, o desenvolvimento de resisténcia flingica e potenciais riscos a saude limitam o uso desses
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produtos quimicos (Muhialdin et al., 2020). Assim, ¢ essencial desenvolver uma estratégia eficaz e
segura para resolver o problema da deterioracao por bolores e leveduras.

Durante os ultimos anos, a preservagao bioldgica usando microrganismos bioprotetores ou
seus metabolitos tem recebido atengdo crescente. As LAB tém recebido atenc¢do especial devido ao
seu status geralmente reconhecido como seguro. Foi relatado que LAB tem atividade antifiingica
potente contra muitos géneros fungicos (Pradhan et al., 2021; Ramos-Pereira et al., 2021; Zhao et al.,
2022). Varios metabolitos bioativos (como substancias proteicas, dipeptideos ciclicos, acidos
organicos, acidos graxos e peroxido de hidrogénio) gerados por LAB estdo intimamente associados
ao efeito inibitorio de bolores e leveduras (Bukhari et al., 2020). A producdo desses compostos
antifungicos depende da especificidade da cepa de LAB (Schmidt ef al., 2018).

Neste contexto, os agentes microbianos correspondentes a culturas bioprotetoras,
fermentados, sobrenadantes sem cultura ou moléculas purificadas, que exibem atividades
antifingicas representam um interesse crescente como alternativa a preservagdo quimica. Do ponto
de vista aplicado, a diferenga entre o numero de estudos e o nimero de culturas microbianas
disponiveis indica que sdo necessarios esforcos para facilitar sua aplicagdo em produtos alimentares
(Leyva Salas et al., 2018).

Atualmente, a biopreservacdo por bactérias do acido lactico (LAB) ¢ a alternativa mais
promissora aos conservantes quimicos na industria de laticinios devido ao seu status Geralmente
Considerado como Seguro (GRAS) e ao status de Presungao Qualificada de Seguranca (QPS) nos
Estados Unidos e na UE, respectivamente (Shi e Maktabdar, 2022). Conseqiientemente, alimento com
LAB possui imagem saudavel e natural. No entanto, embora formula¢des antifiingicas comerciais
baseadas em LAB estejam disponiveis para aplicacdo em diferentes formatos de alimentos, ainda sdo
necessarias pesquisas mais detalhadas para entender o efeito das mesmas sobre a qualidade alimentar
final, estabilidade durante o processamento, mecanismo de agdo, atividades de sinergismo, seguranca,
etc., potencial para explora¢do comercial de alimentos (Pradhan e Kadyan, 2020).

Além disso, a maioria das culturas bioprotetoras comerciais existentes atualmente propdem a
sua aplicacdo juntamente com os conservantes quimicos, principalmente o sorbato de potassio, como
uma prote¢do alimentar adicional, ou seja, os fabricantes ndo propdem a substituicdo dos conservantes
quimicos nas dosagens recomendadas por eles. Recentemente, os efeitos benéficos para a saude de
certas LAB também foram reconhecidos por muitos pesquisadores, devido aos quais muitas LAB sdo
agora comumente usadas como probioticos (Pradhan e Kadyan, 2020).

Também existem na literatura varias pesquisas que estudaram o desempenho das culturas
bioprotetoras sobre os pardmetros microbioldgicos, fisico-quimicos e reologicos de leites

fermentados. No entanto, essas pesquisas nao estudam a diminui¢ao da concentra¢do do conservante
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quimico, mas a sua substituicdo; e geralmente foram realizadas em paises desenvolvidos cuja matéria-
prima usada para formular o leite fermentado tem uma qualidade microbiologica bem superior ao da
matéria-prima obtida no Nordeste brasileiro onde pesquisas com culturas bioprotetoras sao muito
escassas ou inexistentes. Portanto, essas conclusdes precisam ser mais investigadas quanto a eficacia
das LAB comerciais como antifingicos do iogurte principalmente na realidade higiénico-sanitaria e
temperatura ambiente da regido Nordeste do Brasil durante a obtengdo, armazenamento e transporte
da matéria-prima e também durante o processamento e conservacao de iogurte e bebida lactea.

O fato ¢ que a bacia leiteira na regido Nordeste do Brasil ¢ formada na sua maioria por
pequenos produtores que ndo t€m condi¢des de investirem em uma estrutura adequada para a
obtencdo do leite em suas propriedades, sendo a ordenha realizada de forma manual em condigdes de
higiene inadequadas. Por exemplo, num trabalho realizado por Neto et al. (2012) que foi desenvolvido
com o objetivo de estudar a influéncia sazonal sobre a composi¢ao centesimal, a CCS (Contagem de
células somaticas) e a CBT (contagem bacteriana total) de leite cru refrigerado em 116.989 amostras
de leite da regido nordeste, constatou que as maiores médias foram observadas nos periodos mais
chuvosos entre os meses de marco a maio. Esse periodo favoreceu o aumento da contaminacao
ambiental, o acimulo de lama nas instalagdes e a maior ocorréncia de tetos sujos no momento da
ordenha. Mesmo a CBT apresentando uma tendéncia de reducao, 66,84% das amostras estavam acima
do permitido pela legislagdo (Neto et al., 2012).

Segundo Strassburger et al. (2019), o setor lacteo brasileiro vem apresentado problemas de
qualidade da sua matéria prima, repetindo erros que demonstram a necessidade em melhorias nas
etapas de manejo, resfriamento e coleta, mas principalmente uma mudanga cultural de todos os
envolvidos, com isso perdendo em competitividade e ndo atingindo mercados importantes para o
fortalecimento da cadeia do leite como um todo. A qualidade do leite ndo indica apenas a satde do
sistema mamario do animal, mas também demonstra as condigdes gerais de manejo e higiene
adotados nas propriedades rurais e industrias processadoras. Dessa forma, as pesquisas apresentadas
demonstraram altera¢des no indicador avaliado (CBT), tanto nas amostras de produtores, como de
tanques de transporte, silos de estocagem, que apresentaram contaminagdo em desacordo com a
legislagao (Strassburger et al., 2019).

Outro fato agravante ¢ que geralmente nessas pequenas propriedades a dgua ndo ¢ potavel.
Santos et al. (2015) constataram que ha a presenga de coliformes totais e coliformes termotolerantes
na agua usada pelos produtores de leite, o que a torna impropria para sua utilizagdo no manejo de
ordenha principalmente para realizar a higienizagdo dos Uberes e tetos das vacas e das maos dos
ordenhadores, como também dos utensilios, latdes e reservatorios de leite. Neste contexto, segundo

estes pesquisadores, se usada pode favorecer a contaminagao do leite e dos equipamentos de ordenha.
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Além disso, muitos produtores ndo fazem a desinfec¢ao dos tetos das vacas antes e apos a ordenha,
ou seja, o pré-dipping e pos-dipping. Por exemplo, o pré-dipping ¢ o procedimento de desinfeccao
dos tetos antes da ordenha, através da aplicagcdo de produto antisséptico, geralmente por imersao dos
tetos. Os principais objetivos desta acdo sdo: reduzir a incidéncia de infec¢des intramamarias,
ajudando a reduzir novos casos de mastite (Santos e Fonseca, 2007).

Também ha falhas no armazenamento e transporte do leite, pois tem muitos tanques de
resfriamento cujo leite € coletado apds 3 e 4 dias de armazenamento, mas o correto ¢ coletar com 2
dias segundo a Instru¢do Normativa N° 77, de 26 de novembro de 2018 do MAPA. Isso faz com que
haja grande crescimento de bactérias, bolores e leveduras porque o leite ¢ armazenado por mais
tempo. Outro fato ¢ que a higienizacao dos tanques de resfriamento geralmente ¢ realizada de forma
inadequada sem usar os produtos quimicos e utensilios recomendados pelos fabricantes (Strassburger
etal.,2019).

Todos estes problemas relatados tem uma influéncia direta na qualidade microbioldgica do
iogurte preparado com essa matéria-prima tendo em vista que de acordo com Viljoen (2001), diversos
fatores tornam o ambiente de produgao propicio para o desenvolvimento de bolores e leveduras nos
produtos lacteos, dentre eles, destacam-se: qualidade da matéria-prima, condi¢des de processamento,
ma higienizacdo dos equipamentos, do ambiente, dos manipuladores, a eficiéncia da pasteurizagao,
além de ingredientes, como polpas de frutas, mel, acticar e castanhas.

Portanto, nesse contexto de problemas durante a obtencdo da matéria-prima e de
consumidores que procuram cada vez mais produtos naturais € sem conservantes quimicos, essa
pesquisa propde o desenvolvimento de processos fermentativos na producgdo de iogurte com a adig@o
de culturas bioprotetoras para substituir o conservante quimico sorbato de potassio ou diminuir a sua
concentracao. Essa tecnologia vai proporcionar inumeros beneficios a industria produtora e aos seus
consumidores, pois além de estar fornecendo um produto inovador do ponto de vista de saude publica,

vai contribuir em muito para a redu¢@o do custo de produgdo para a industria alimenticia.

1.1. Objetivo geral

Avaliar o uso do conservante quimico sorbato de potassio versus os bioconservantes
comerciais FRESHQ-11 (L. rhamnosus) e HOLDBAC YM-B (L. rhamnosus e P. freudenreichii
subsp. shermanii) no processo de fermentagao lactea para obter novas formulagdes em funcao de suas

concentragdes no iogurte como uma alternativa aos conservantes quimicos na sua conservagao.
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1.2.  Objetivos especificos

= Estudar o efeito das culturas bioprotetoras comerciais sobre a cinética de fermentagao do iogurte
em funcdo do tipo e da dosagem, tendo como referéncias o iogurte formulado apenas com o
conservante quimico sorbato de potassio na concentragdo maxima permitida e o iogurte sem
agentes antifungicos (Fase I);

= Estudar o efeito das culturas bioconservantes comerciais em diferentes dosagens na inibig¢ao
fungica e sobre os pardmetros fisico-quimicos, reoldgicos e da textura do iogurte, tendo como
referéncias o iogurte formulado apenas com o conservante quimico sorbato de potissio na
concentracdo maxima permitida e o iogurte sem conservante quimico (Fase I);

= Analisar o banco de dados obtido para o iogurte nos itens 1 e 2 da fase I e, para as formulagdes de
melhor desempenho com relacdo a inibi¢do fingica, realizar um estudo contaminando o iogurte

intencionalmente com uma concentragao conhecida de bolores e leveduras (Fase II).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.  logurte

De acordo com a Instru¢do Normativa n® 46, de 23 de outubro de 2007, que aprova o
regulamento técnico de identidade e qualidade de leite fermentado (BRASIL, 2007), “entende-se por
leites Fermentados os produtos adicionados ou ndo de outras substdncias alimenticias, obtidas por
coagulagdo e diminui¢do do pH do leite, ou reconstituido, adicionado ou ndo de outros produtos lacteos, por
fermentagdo lactica mediante agdo de cultivos de microorganismos especificos. Estes microorganismos
especificos devem ser viaveis, ativos e abundantes no produto final durante seu prazo de validade”. Segundo
essa mesma legislacdo, “entende-se por logurte, Yogur ou Yoghurt daqui em diante o produto incluido na
defini¢do anterior cuja fermentacdo se realiza com cultivos protosimbioticos de Streptococcus salivarius
subsp. thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus, aos quais se podem acompanhar, de forma
complementar, outras bactérias dcido-ldcticas que, por sua atividade, contribuem para a determinagdo das
caracteristicas do produto final”.

A contagem total de bactérias laticas viaveis deve ser no minimo 10’ UFC/g no produto final
para o cultivo latico especifico empregado durante todo o prazo de validade. No entanto, a
recomendacdo minima didria para produtos lacteos probidticos, deve ser de 10% a 10° UFC/mL
(Brasil, 2008).

O consumo mundial de iogurte destacou-se na década de 1960 devido a adi¢do de polpa de
frutas para a atenuagao do sabor acido, resultando em uma maior aceitagao popular do produto (Rocha
et al., 2008).

O iogurte ¢ amplamente fabricado em todo o mundo, e existem aproximadamente 400 nomes
genéricos para produtos tradicionais e comerciais (Reza, Amir e Sara, 2012). De acordo com o “2020
Yogurt Market Research Report” divulgado pela QY Research, o mercado global de iogurte atingiu
USS$ 70 bilhdes em 2019 (Moria e Du, 2020). No contexto atual de grande satide, os produtos lacteos
fermentados probidticos sdo a primeira escolha dos consumidores devido aos seus beneficios para a
saude, propriedades sensoriais particulares e vida 1til prolongada (Beltrn-Barrientos et al.,
2016). Esses efeitos benéficos estdo intimamente relacionados aos probidticos e seus metabolitos.

Com isso, o0 mercado de iogurtes funcionais tem sido promissor. As empresas, na tentativa de
conquistar o paladar e a preferéncia do consumidor, vém buscando inovagdes por meio de sabores ¢
aromas diferenciados, formulas aperfeicoadas, acréscimo de nutrientes, embalagens mais atrativas e

praticas.
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O processo de fabricagdo do iogurte na industria ¢ bastante simples, conforme ilustrado na
Figura 1. Utiliza em grande parte os equipamentos disponiveis nas industrias lacteas ou demandam

pequeno investimento.

Figura 1 - Fluxograma de um processo de fabricagdo do iogurte com polpa de fruta.

ANALISE DO LEITE

v

ADICAO DE ACUCAR, AMIDO E ESTABILIZANTE

=

PASTEURIZACAO DA MISTURA (86°C / 10 MINUTOS)

=

RESFRIAMENTO A 42°C
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INOCULACAO DAS CULTURAS LACTEAS

3]

FERMENTACAO (4-6 HORAS)

=

QUEBRA DA COALHADA E RESFRIAMENTO A 25°C

=

ADICAO DE POLPA DE FRUTA, AROMA E CORANTE

L

ENVASE E ESTOCAGEM SOB REFRIGERACAO

Fonte: O autor

Em escala industrial, a fabricacdo de iogurte envolve a suplementagdo do leite com
ingredientes lacteos, com o objetivo de aumentar o teor de proteinas. Pode-se também adicionar
outros ingredientes ndo lacteos como agucar, amido, estabilizantes a base de gelatina e conservante
quimico. Em seguida, a mistura segue para a pasteurizacao para garantir a qualidade microbiologica
do produto e desnaturar as proteinas. Em seguida, a mistura ¢ resfriada até a temperatura de
fermentacdo e encaminhada aos tanques para dar inicio ao processo fermentativo. Nesse momento,
as culturas iniciadoras sdo adicionadas a formulagdo. Apds a fermentacdo, o codgulo formado ¢
quebrado, a mistura ¢ resfriada, podendo haver a adi¢ao de corantes, aromas e/ou frutas e finalmente

segue para o envase e refrigeracao.
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O uso de culturas iniciadoras tem o objetivo de melhorar o processo de fermentagdo de leites
fermentados. Elas sdo responsaveis por um processo simbiodtico, onde uma bactéria estimula o
crescimento da outra. Streptococcus thermophilus multiplica-se rapidamente produzindo dioxido de
carbono e acido formico. Assim, estimula a multiplicacdo de L. bulgaricus através da redugdo de pH,
o qual por sua vez, produz peptideos e aminoéacidos necessarios para a multiplicagdo de Streptococcus
thermophilus. Em um periodo de aproximadamente 4 horas em processo fermentativo ¢ possivel
observar uma propor¢do extremamente semelhante de ambos os microrganismos (Serafeimidou et
al., 2012). O &cido latico produzido durante esse processo ¢ o principal responsavel pela coagulagao
do leite através da reducdo do pH até o ponto isoelétrico da caseina (pH 4,65) (Dos Reis et al., 2014).

Os microrganismos utilizados como culturas iniciadoras no preparo de iogurtes nao sao
reconhecidos como microrganismos probioticos uma vez que ndo sao de origem entérica € nao sao
capazes de aderir e colonizar o trato gastrointestinal humano (Brasil, 2008).

Os iogurtes estdo entre os alimentos mais utilizados como carregadores de microrganismos
probiodticos no mundo. De acordo com a pesquisa realizada por Food Processing (2014), o nivel de
conscientizacdo dos consumidores de diferentes tipos de alimentos probiodticos tem aumentado
significativamente, como resultado principalmente da publicidade. Além disso, os iogurtes ja sdo
correlacionados com alimentos que trazem beneficios a saude e suas caracteristicas sensoriais tém
sido de maior aceitabilidade pelos consumidores com a inclusdo de frutas e outros sabores.

Estdo disponiveis na literatura relatos de iogurtes comerciais contaminados, que nao atendem
aos requisitos microbiologicos estabelecidos na legislacao brasileira. Por exemplo, do total de 39
amostras de iogurtes comerciais avaliados por Rodrigues e Santos (2007), constatou-se a presenca de
bolores e leveduras filamentosos e leveduriformes em 53,84% das amostras e a presenga de
coliformes termotolerantes em 5,13%.

A busca por um alimento livre de patogenos e/ou deteriorantes ¢ constante, no entanto, estudos
comprovam que as doencas de origem alimentar e intoxicagdes alimentares ainda ocorrem com
grande frequéncia, causando sintomas como gastroenterites e diarreias, sendo um grande problema
de saude publica. As fontes de contaminagao mais frequentes na origem de surtos de doengas
alimentares sdo: praticas inadequadas de manipulagdo, matérias-primas contaminadas, contaminacao
cruzada, falta de higiene durante a preparacdo, além de equipamentos e estrutura operacional
deficiente (Marriott et al., 2018).

A deterioracdo fungica dos alimentos ¢ responsavel por cerca de 5 a 10% da perda de
alimentos em todo o mundo (Pitt ¢ Hocking, 2009). Produtos lacteos, incluindo produtos lacteos
cultivados, como queijo e iogurte, sdo suscetiveis a deterioracdo por bolores e leveduras (Garnier et

al.,2017a). A contaminagdo fungica pode ocorrer em todo o processamento continuo de laticinios, a
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partir de fontes ambientais, incluindo ambientes de produgdo primaria, como a fazenda leiteira, até o
ambiente de processamento do produto acabado (Nicole ef al., 2022).

O ambiente de processamento, especificamente apds a pasteurizagdo, representa a fonte mais
comum de contaminac¢do fungica de produtos lacteos. Além disso, o ar da instalagdo de
processamento ¢ uma rota de transmissao comum para contaminantes fungicos (Radha e Nath, 2014).
Por exemplo, durante um estudo prospectivo de 1 ano de contaminacao fingica do ar em uma fabrica
de iogurte na Grécia, os bolores e leveduras Penicillium spp. ¢ Cladosporium spp. representou a
espécie mais comumente isolada das amostras de ar interno da planta (Beletsiotis et al., 2011). A
contaminagao por leveduras também pode ser transmitida pelo ar (Beletsiotis ef al., 2011), mas mais
frequentemente se origina de superficies, ingredientes do fornecedor (por exemplo, preparagdes de
frutas) e do ambiente de produgao (Bokulich e Mills, 2013).

Em geral, os bolores deteriorantes associados a laticinios podem crescer bem a baixa
temperatura, baixa atividade de agua, baixo pH e atmosferas de baixa tensdo de oxigénio. Para
produtos lacteos tratados termicamente, a ocorréncia de contaminacao por bolores pode ser devida a
contaminagao pos-processamento durante a embalagem ou a resisténcia térmica dos esporos do bolor
(Garnier et al., 2017a). Pitt e Hocking (2009) isolaram algumas espécies resistentes ao calor de cream
cheese e bebidas lacteas tratadas termicamente, como Eupenicillium brefeldianum e Talaromyces
macrosporus, respectivamente. Para produtos lacteos tratados com Ultra-Alta Temperatura (UHT), a
ocorréncia de contaminacao pode ser devida ao pos-processamento, como o isolamento de Fusarium
oxysporum de bebidas lacteas com sabor UHT (Pitt e Hocking, 2009).

A demanda por produtos alimenticios sem conservantes ¢ crescente e a bioconservagao ¢
uma alternativa potencial para substituir ou reduzir o uso de conservantes quimicos (Xu et al., 2021).
Os métodos tradicionais para controlar a deterioracao fungica do iogurte incluem o uso de aditivos
alimentares, como o sorbato de potassio (Davidson et al., 2013). Controlar a ocorréncia de bolores ¢
leveduras e suas toxinas por métodos fisicos e quimicos ndo ¢ eficiente o suficiente e ¢ impopular
entre os consumidores (Xu et al., 2021).

Como os consumidores exigem produtos alimenticios com rétulo limpo, no entanto, a
industria alimenticia ¢ desafiada a produzir os mesmos produtos de qualidade com o mesmo prazo de
validade sem o uso de aditivos alimentares tradicionais (Devlieghere et al., 2004). Uma maneira de
obter um produto alimenticio clean label com prazo de validade semelhante aos produtos tradicionais
¢ por meio do uso de bioconservantes (Crowley et al., 2013b). Uma vez que estes podem ser
declarados na lista de ingredientes como culturas laticas, o que garante um rétulo mais limpo ou clean

label (Fischer e Titgemeyer, 2023). A bioconservacao ou biopreservagao ¢ definida como a extensao
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da vida de prateleira e aumento da seguranca dos alimentos por meio de recursos naturais, o que inclui
os microrganismos ou seus metabolitos (Yusuf, 2018).

A incidéncia de contaminacdo em produtos comerciais demonstra a necessidade de
implantagdo de programas visando garantir a seguranca alimentar para a populacdo, tais como as
Boas Praticas de Fabricagao (BPF) e Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC), uma
vez que os produtos de origem animal sdo altamente pereciveis e grandes veiculadores de doencas
alimentares (Marriott et al., 2018).

As Boas Préticas de Fabricag¢do seguem um conjunto de normas relacionadas aos ingredientes,
aditivos e insumos, processos, servicos de suporte, edificacdes, armazenamento e expedi¢ao do
produto. Tem como objetivo oferecer ao consumidor um produto de qualidade tecnoldgica e sanitaria,
além de aperfeicoar a producdo e aumentar o mercado consumidor. O APPCC avalia toda linha
produtiva e estabelece sistemas de controle preventivo, com intuito de evitarem falhas na qualidade
do produto durante todo seu processamento. Aliada a implantagdo de programas de qualidade na
producao de alimentos, a conservacao biologica, com a aplicacao de culturas bioprotetoras, como as
de bactérias laticas, pode proporcionar uma protecdo adicional para melhorar a qualidade dos

produtos lacteos (Paula, 2010).

2.2. Cinética de fermentacio, Acidez Titulavel e pH

A fermentacdo ¢ um processo antigo de preparacdo de alimentos no mundo, em que o
crescimento e a atividade de microorganismos sdo usados para conservar os alimentos (Rezac ef al.,
2018). De um modo geral, a fermentagdo lactea ¢ um processo em que a lactose ¢ transformada em
acido latico por a¢do dos microrganismos. E um processo anaerdbico, de baixo rendimento energético
e sem liberagdo de CO». As bactérias do género Lactobacilos promovem o desdobramento da lactose
em 4cido lactico. O acumulo desse 4cido no leite torna-o “azedo”, indicando uma reducao do pH.
Esse fato provoca a precipitacdo das proteinas do leite, formando o coalho. Os processos de
fermentacao utilizados na producao de produtos lacteos sao bem conhecidos, sendo preciso selecionar
as condi¢des de processo adequadas, como temperatura, oxigénio, quantidade e caracteristicas do(s)
microrganismo(s) e tempo de processo (Hornbaek et al., 2015).

Como se pode observar na Figura 2, os lactobacilos (bactérias presentes no leite) executam a
fermentacdo latica, em que o produto final ¢ o &cido latico. Para isso, eles utilizam como ponto de
partida, a lactose, o agucar do leite, que ¢ desdobrado, por acao enzimatica que ocorre fora das células
bacterianas, em glicose e galactose. A seguir, os monossacarideos entram nas células, onde ocorre a

fermentagao.
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Figura 2: Reacdo de sintese do 4cido latico na fermentacao
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A fermentacdo tem um forte efeito na acidez tituldvel e no pH em fungdo do tempo de
fermentagdo, pois, a medida que o 4cido latico ¢ produzido por bactérias de acido latico, resulta no
aumento da acidez titulavel e na diminui¢do do valor do pH em iogurtes e bebidas lacteas. A producao
de 4cido depende do crescimento dos microrganismos e suas habilidades para fermentar alguns
carboidratos disponiveis no leite. Durante a fermentagao do iogurte, as duas culturas, S. thermophilus
e L. bulgaricus utilizam prontamente a lactose, que € o principal aglicar fermentavel no leite, e
produzem quantidades substanciais de acido no leite. Apds 4-6 h de fermentacdo, o pH obtido fica
em torno de 4,70. Essas bactérias do acido lactico (BAL) sdo caracterizadas por sua alta demanda por
fatores essenciais de crescimento, como peptideos e aminoacidos. Esses microrganismos usam sua
propria atividade proteolitica, um sistema complexo de proteinases e peptidases, que os permite usar
a caseina do leite como fonte de aminoacidos e nitrogénio. O substrato essencial para tal proteolise ¢
a caseina; no entanto, também pode ocorrer degradagdo limitada de proteinas do soro (Amani et al.,

2016).
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2.3. Comportamento reologico do iogurte

Um dos parametros importantes que afetam a qualidade do produto ¢ a viscosidade aparente,
que depende de fatores como a composicao e acidez titulavel do leite e sua matéria seca, temperatura
de aquecimento, tipo de fermento utilizado, aditivos e condi¢des de armazenamento (Lee e Lucey,
2003). A desnaturacdo das proteinas do soro antes da fermentagdo tem um grande efeito no aumento
da viscosidade do iogurte, o que pode ser devido ao aumento da capacidade das proteinas de se
ligarem (Capela et al., 2006).

A viscosidade ¢ uma caracteristica importante em diversas areas do processamento de
alimentos. Pode ser considerada como a resisténcia interna do fluido ao escoamento. Uma explica¢ao
didatica sobre o escoamento do fluido ¢ dividi-lo em camadas, assim quando o mesmo flui sobre uma
superficie, a camada superior flui mais rapidamente e devido as forgas de interagdes moleculares
arrasta todo o fluido, exceto a camada de fluido junto a superficie, que permanece estacionaria
(Fellows, 2006).

Segundo Toneli et al. (2005), reologia ¢ o estudo do comportamento dos materiais quando
se aplicam tensdao ou deformacgao, sendo que de acordo com Fellows (2006), a tensdo que move o
fluido ¢ conhecida como tensao de cisalhamento, proporcional a forca de cisalhamento aplicada. Os
fluidos podem ser divididos em newtonianos e ndo newtonianos (Figura 3). Os newtonianos
apresentam relagdo linear entre a tensdo de cisalhamento e a taxa de deformacao, sendo a viscosidade
constante (Vicente, 2015).

Os fluidos ndo newtonianos classificam-se com relagdo ao tempo (reopéticos e tixotropicos)
e com relacdo ao escoamento (pseudoplasticos e dilatantes), nos quais a viscosidade varia com o
aumento da taxa de deformacao (Shiroma, 2012).

De modo geral, os fluidos nao-newtonianos podem ser:

Fluidos dilatantes: a viscosidade aparente aumenta com a taxa de deformagao;

Fluidos pseudoplasticos: a viscosidade aparente decresce com o aumento da taxa de deformacao;
Fluidos plasticos (Bingham e Herschel-Bulkley): estes fluidos ndo fluem até que uma tensdo de
cisalhamento critica seja excedida, a partir de entdo se a relagdo entre a tensao de cisalhamento e
a taxa de deformacgao for linear, trata-se de um plastico de Bingham, caso contrario, o fluido sera
do tipo Herschel-Bulkley;

Fluidos tixotropicos: apresenta menor viscosidade com o tempo para uma taxa de deformacao
constante;

Fluidos reopéticos: neste caso, a estrutura se fortalece com o tempo e a viscosidade aumenta com
o tempo a uma taxa de deformacao constante;

Fluidos viscoelasticos: estes exibem propriedades viscosas e elasticas a0 mesmo tempo.
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Figura 3: Classificag@o reologica dos fluidos (Adaptado de STEFFE, 1996).
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O conhecimento de propriedades reoldgicas ¢ de grande importancia no processamento,
manuseio, controle de qualidade e desenvolvimento de produtos alimenticios. Muitos alimentos
apresentam comportamento ndo-newtoniano, onde a sua viscosidade pode variar com o tempo, além
de ser fun¢do das condicdes de escoamento. Este € o caso do iogurte que apresenta uma estrutura em
gel bastante complexa (Mendonga, 2002). Num estudo de trés marcas de iogurtes comerciais, Mathias
et al. (2013), concluiram que todas as amostras de iogurte apresentaram comportamento nao
newtoniano pseudoplastico e tixotropico. As trés marcas comerciais apresentaram diferentes faixas
de viscosidade em funcdo da taxa de cisalhamento. O iogurte que utiliza goma alfarroba como
espessante apresentou os maiores valores de viscosidade e histerese. O modelo de Herschel-Bulkley
apresentou a melhor adequacao as curvas de fluxo e viscosidade (r > 0,99) e confirmou a caracteristica
pseudopléstica para as trés amostras de iogurte avaliadas.

O iogurte ¢ uma fonte de proteinas de alto valor biologico, de aminodcidos essenciais, de
calcio e de fosforo sendo considerado um alimento saudéavel. A textura e dessoramento do iogurte sdo
dois fatores que influenciam fortemente a sua aceitagao, sendo que ocorre forte preferéncia por parte
dos consumidores por iogurtes homogéneos, lisos, sem sinérese e com consisténcia tal que se possa
comé-lo com a colher (Vedamuthu, 2019a). Desta forma, a qualidade do produto final ¢ de grande
importancia na sua aceitagdo e esta ¢ influenciada principalmente por sua consisténcia e sua

viscosidade.
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A textura do produto e a propensdo a sinérese (separacdo do soro) sdo umas das principais
caracteristicas que irdo definir a qualidade do iogurte (Lee e Lucey, 2010). Geralmente, para se
aumentar a viscosidade do produto, a pratica utilizada nas industrias ¢ o aumento do teor de solidos
pela adicao de leite em p6 ou soro de leite em pd. Porém, também podem ser adicionados espessantes
com este fim, deixando uma textura mais firme, diminuindo a sinérese e aumentando a aceitabilidade
do iogurte.

Diversos materiais poliméricos podem ser utilizados como espessantes € sua origem pode
ser vegetal ou microbiana. Entre os polissacarideos, estdo o amido, a pectina, a carragena, 0s
alginatos, a goma xantana, a goma gelana e a goma arabica. Entre os materiais proteicos, estdo os
caseinatos e a gelatina (Toneli et al., 2005). Segundo Walstra ef al. (2006), trés dos espessantes mais
utilizados sdo o amido, a pectina e a gelatina.

Muitos fatores podem afetar a reologia do iogurte, como o teor de solidos, as temperaturas
de tratamento térmico do leite e da fermentacdo, a pressdo de homogeneizacdo, dentre outros
(Paseephol et al., 2008). Também exerce influéncia na reologia do iogurte os tipos de culturas lacteas
que sao adicionadas durante o processo de fabricacdo. Muitos fabricantes de fermentos fazem um
balanceamento entre as culturas S. salivarius subsp. thermophilus e L. delbrueckii subsp. Bulgaricus
com o objetivo de se obter um produto mais viscoso ou menos viscoso de acordo com o interesse da
industria.

Com relagao as culturas bioprotetoras, ainda existe uma lacuna de pesquisas muito grande
com relagdo a influéncia das mesmas no comportamento reoldgico do iogurte. Num estudo de Li et
al. (2013), durante um periodo de armazenamento, a viscosidade diminuiu gradualmente com o
tempo. A diferenca entre as quatro amostras de iogurte adicionadas de L. Casei AST18 e o iogurte em
branco (sem culturas bioprotetoras) nao foi significativa (P > 0,05), mostrando que L. Casei ASTI18
ndo exerceu influéncia significativa na viscosidade. Nesse mesmo estudo, concluiu-se que a
capacidade de reten¢do de dgua do iogurte diminuiu gradativamente com o tempo. A diferenca entre
as quatro amostras de iogurte adicionadas de L. Casei ASTI8 e a amostra em branco ndo foram
significativas (P > 0,05).

O objetivo dos estudos reoldgicos ¢ verificar o comportamento estrutural dos alimentos
frente aos possiveis processamentos, permitindo o dimensionamento correto de bombas, tubulagdes,
trocadores de calor, operacdes de agitacao e envase, sem afetar a qualidade do produto final (Oliveira
et al., 2008). Além destas, outras aplicacdoes do estudo reoldgico encontram-se no controle de
qualidade, na analise sensorial e em testes de tempo de prateleira (Drake, 2007).

Modelos como os de Ostwald de Waele, Hershel-Bulkley e Casson, apesar de nao levarem

em consideragdo a dependéncia com o tempo, tém sido bem aplicados para descrever o
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comportamento reologico destes fluidos pseudoplasticos (Toneli et al., 2005; Oliveira et al., 2008).
Durante o processo de fabricacao do iogurte varios fatores além da formulagdo, afetam a textura do
produto final, dentre eles estd o bombeamento através de tubulacao, por ser o iogurte um produto
tixotropico (Vélez-Ruiz, 2019).

Devido a este comportamento, o conhecimento dos parametros reologicos e de como estes
variam com o tempo e com a taxa de cisalhamento ¢ muito importante para a fixagdo de parametros
de projeto de processo, 0 monitoramento e controle das operagdes unitarias que envolvem a sua

fabricacdo e para o controle de qualidade do produto final (Vélez-Ruiz, 2019).

2.4. Textura do iogurte

A importancia da textura vem se revelando nos Gltimos anos como um parametro essencial
na qualidade de um produto e, pode ser determinante para a aceitabilidade deste por parte do
consumidor, que vem se tornando cada vez mais sofisticado. De acordo com Pascua (2013), o
consumo de alimento as vezes segue um procedimento pré-definido e a intensidade dos atributos de
textura ¢ marcada de acordo com a sua ordem de apari¢cdo durante o processo de alimentacdao. Assim
sendo, torna-se evidente que a percep¢do da textura ¢ um processo dindmico, que € baseado na
percepgao obtida através da deformacao oral continua dos alimentos.

Segundo Chitarra e Chitarra (2005), a textura pode ser definida como o conjunto de
propriedades do alimento, compostas por caracteristicas fisicas perceptiveis pelo tato e que se
relacionam com a deformacao, desintegracao e fluxo do alimento, sob a aplicagdo de uma forga. A
textura ¢ uma combinagdo de sensacdes derivadas dos labios, lingua, mucosa bucal, dentes e do
ouvido. Cada area ¢ sensivel a pequenas diferencas de pressdao e apresenta diferencas para cada
atributo ou caracteristica do produto. O conjunto de impressoes obtidas na mastigacao ¢ responsavel
pela aceitagdo ou rejeigdo do produto.

Dentre os instrumentos de medi¢do de textura disponiveis, o mais utilizado ¢ o analisador
de textura TAXT2, o que mede a forga e as propriedades de textura de produtos alimenticios, através
da deformagdo dos mesmos em vdarias maneiras ¢ da medi¢ao da forca necessaria para alcancar a
deformacao (Schramm, 2000).

A Anélise do Perfil de Textura (TPA) ¢ uma técnica instrumental muito utilizada para medir
a resisténcia de diferentes materiais, isto € possivel mediante a utilizagdo do texturémetro, que pode
analisar diferentes tipos de alimentos (Ramos ¢ Gomide, 2007) e criada para diminuir a incidéncia

dos problemas e das interferéncias a analise sensorial com julgadores.
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O teste consiste em dois ciclos completos de compressao e descompressdo, de uma pequena
amostra do alimento, de forma a simular a agdo dos dentes durante o processo de mastigacao (Figura
4). A forca necessaria, durante os dois ciclos, para comprimir a amostra ¢ medida e representada
graficamente numa curva de deformacao tempo versus forca. Uma vez que o método de TPA ¢ usado
na tentativa de refletir a percep¢do humana da textura, o primeiro e o segundo ciclo de compressao

sao geralmente referidos como primeira e segunda mordida (Ramos & Gomide, 2007).

Figura 4: Curva generalizada da analise do perfil da textura (TPA) (Adaptado de Bourne, 2002).
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Os parametros sdo calculados automaticamente através das relagdes entre as areas dos picos
do grafico (Figura 4). Os atributos de qualidade que podem ser detectados em um teste de TPA sdo a
fraturabilidade, dureza, coesividade, adesividade, elasticidade e mastigabilidade, os quais sdo
relacionados a curva de forga versus tempo (Telis et al., 2005).
Desta forma, Bourne (2002) definiu:
= Fraturabilidade (originalmente denominada como fragilidade): “for¢a da primeira quebra
significativa na curva”. Como uma rutura, constitui um fendmeno visivel relacionada com a
macroestrutura da amostra, deve ser identificada como uma mudanga na inflexao da curva cuja
magnitude deve ser definida.
= Dureza ou firmeza: “pico da for¢a durante o primeiro ciclo de compressao’;

=  Coesividade: “resisténcia das unides internas que formam o corpo do produto”;

= Adesividade ou indice de viscosidade: “area de forca negativa para a primeira mordida,

representando a forca necessaria para puxar o émbolo afastando-o da amostra do alimento”;
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= Elasticidade: “altura a que os alimentos se recuperam durante o tempo que decorre entre o fim

da primeira dentada e o inicio da segunda”;
= Gomosidade: “forca x coesividade™;
= Mastigabilidade: “gomosidade x elasticidade” (BOURNE, 2002).

A dureza ou firmeza ¢ definida como a forga necessaria para deformar a amostra, enquanto
a coesividade ou adesividade ¢ definida como a forca necessaria para separar a sonda da amostra de

teste.
2.5. Capacidade de retencio de agua e sinérese do iogurte

Uma das principais desvantagens do iogurte ¢ a sinérese, que na verdade ¢ o aparecimento de
soro ou soro na superficie do iogurte. A sinérese do iogurte ocorre devido ao encolhimento da
estrutura tridimensional da rede de proteinas, o que leva a uma diminuicao na capacidade de ligar as
proteinas do soro com a agua (Khan-Mohammadi et al., 2023). Em geral, a estrutura do iogurte pode
ser explicada como uma rede tridimensional de cadeias e aglomerados de micelas de caseina que
mantiveram sua forma esférica (Supavititpatana et al., 2010 ). Geralmente o enfraquecimento das

ligacdes de hidrogénio e eletrostaticas do gel € o aumento da repulsdo i6nica aumentam a hidratagao.

A capacidade de retencao de agua (CRA) ¢ definida como a capacidade de reter a fase aquosa
no gel resultante e geralmente ¢ o inverso da sinérese resultante do encolhimento da rede de gel de
proteina, que esta associada a incapacidade da rede de gel de reter a fase liquida (Aryana e Olson,

2017).
2.6. Bolores e leveduras que causam problemas em produtos licteos

Os bolores, em geral, sdo microrganismos aerdbios estritos, reproduzem por esporos,
necessitam para seu crescimento e multiplicagdo das seguintes condicdes: 1) Temperatura: 20 — 30 °C
(crescimento rapido), 10 °C (crescimento lento); ii) pH 2 a 9; iii) Umidade; iv) Fonte de carbono:
heterotroficos (carboidratos, proteinas). A utilizagao de meios acidificados a pH 3,5 + 0,1 promove
seletivamente o crescimento de bolores e leveduras, inibindo a maioria das bactérias presentes no
alimento (Brasil, 2003).

As leveduras diferenciam dos bolores na sua forma e reproducao, mas necessitam das mesmas
condi¢gdes ambientais para se desenvolverem. Apresentam-se predominantemente como organismos
unicelulares e sua reproducao se faz por gemulacdo. Por estas caracteristicas sua reproducdo ¢ mais

rapida quando comparada a dos bolores (Brasil, 2003).
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2.6.1. Bolores

De acordo com um estudo realizado por Alzamily (2022), dentre os isolados de bolores que
contaminaram os produtos lacteos, foi verificado que Penicillium foi dominante com uma
porcentagem de 42,85%, seguido por Aspergillus com 32,14%, depois Cladsporium 14,30%,
Fusarium 7,14% e, finalmente, Alternaria 3,57%.

A deterioragdo de produtos lacteos por bolores que causa mais impacto na aceitabilidade
consiste em alteragdes visiveis devido ao crescimento de um talo na superficie do produto. A
deterioragdo do bolor também pode levar a formacdao de sabores desagradaveis. Por exemplo,
Moniliella suaveolens e Cladosporium herbarum demonstraram produzir cetonas causando defeito
de rancidez na manteiga, enquanto Penicillium glabrum, Penicillium expansum, Penicillium
chrysogenum ¢ Cladosporium cladosporioides produziram sabores estranhos, incluindo 2-
metilisoborneol e geosmina, que possuem fortes notas de bolor e terra (Pitt e Hocking, 2009).

A maioria das espécies de bolores que sao responsaveis pela deterioracao de produtos lacteos
pertencem aos filos Ascomycota e Mucoromycota, incluindo vérios Penicillium, Mucor,
Cladosporium, Aspergillus, Fusarium e Geotrichum spp. (Pitt e Hocking, 2009). O Penicillium ¢ mais
frequentemente relatado (cerca de 40 espécies), seguido pelo Aspergillus com 10 espécies (Garnier
et al., 2017a). Snyder et al. (2016), relataram a deterioracao do iogurte por Mucor circinelloides ¢
Buehler et al. (2017), identificaram Mucor, Rhizopus e Sistotrema no iogurte. Entre os bolores de
deteriora¢do associados a laticinios, a contaminagdo por Penicillium e Mucor ¢ frequentemente
relatada.

Numa revisdo bibliografica, Shi e Maktabdar (2022), observaram nas pesquisas que
Penicillium spp., um dos principais géneros envolvidos na deterioragdo de produtos lacteos, sdo
isolados principalmente de queijos duros e semiduros, manteiga, iogurte, leite e queijos de leite de
cabra ou ovelha. Segundo esses pesquisadores, ¢ relatado na literatura que 50~90% dos bolores de
deterioragdo em queijo sao espécies de Penicillium. Entre essas espécies, P. commune, P. nalgioven-
se e P. roqueforti desempenham um papel dominante na microbiota de deterioragdo, enquanto outras
espécies de Penicillium parecem ser encontradas com menos frequéncia, como P. expansum, P. gra-
nulatum e P. Palitans (Nicole et al., 2022). Buehler et al. (2017) relataram que o género mais comum
isolado de iogurte, leite e queijo foi Penicillium, como P. roqueforti. P. glabrum ¢ de ocorréncia
comum em matérias-primas e as vezes causa deterioragdao de queijo e margarina (Pitt, 2014).

A fisiologia das espécies de Penicillium ¢ altamente evoluida, o crescimento de cepas de Peni-
cillium tem uma exigéncia nutricional muito baixa. Isso ajuda a se adaptar a uma extensa gama de
habitats vivos. As espécies de Penicillium sdo capazes de crescer em pH baixo (pH 2 - 3), baixa

temperatura (abaixo de 5°C e algumas a 0°C), baixa atividade de agua (cerca de 0,8) e algumas
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espécies, como P. roqueforti, podem crescer a baixos niveis de oxigénio (normalmente 2%,
crescimento lento em 0,5% Oz). Algumas espécies de Penicillium com estados ascospdricos apresen-
tam notavel resisténcia ao calor e algumas espécies de Penicillium, em particular P. roqueforti, apre-
sentam resisténcia a conservantes como os sais de sorbato. No entanto, seu crescimento pode ser
inibido em um alto teor de CO> (40%) (Pitt, 2014).

As espécies de Mucor sao encontradas amplamente na natureza, incluindo solo, ar e matérias-
primas ou alimentos. At¢ o momento, aproximadamente 20 espécies de Mucor foram isoladas de
varios alimentos (Shi e Maktabdar, 2022). Laticinios, frutas e legumes frescos, cereais, nozes e
produtos carneos sdo regularmente contaminados por Mucor spp.. Cinco espécies importantes de
Mucor sao consideradas relacionadas a deterioracao de alimentos (M. circinelloides, M. hiemalis, M.
piriformis, M. plumbeus e M. racemosus) (Botha e Botes, 2014).

As principais espécies de Mucor encontradas em queijos sdo M. circinelloides, M. fuscus, M.
lanceolatus, M. plumbeus e M. racemosus (Morin-Sardin et al., 2016). Garnier et al. (2017a)
identificaram M. circinelloides, M. racemosus e M. spinosus a partir de queijo duro. No tradicional
queijo de ovelha eslovaco, M. circinelloides foi identificado como o fungo predominante (Laurenc¢ik
et al., 2008).

Alguns géneros de bolores e leveduras podem produzir metabdlitos secundarios toxicos,
micotoxinas. Por exemplo, M. circinelloides ¢ considerado um patdogeno oportunista devido a
capacidade de producao da micotoxina acido 3-nitropropionico (Hollmann ez al., 2008). Além disso,
varias outras espécies de deterioragao de fungos, incluindo espécies de Penicillium e Aspergillus, tém
a capacidade de criar micotoxinas que podem ser perigosas para a saude humana. Para efeitos
potencialmente toxicos, como impactos nefrotoxicos, neurotoxicos, carcinogénicos e mutagénicos, a
presenca de metabdlitos toxicos em alimentos e ragdes representa uma séria preocupacao global para
a saude humana (Izzo et al., 2022).

As espécies de Mucor sdo capazes de utilizar aerobicamente uma grande variedade de fontes
de carbono, fermentando carboidratos e amonia ou nitrogénio organico. Para as condi¢des de
crescimento, as espécies de Mucor sdo capazes de crescer a temperaturas que variam de 0°C (por
exemplo, M. flavus, M. piriformis, M. plasmaticus € M. racemosus) a 40°C (por exemplo, M.
recurvus), a maioria das espécies de Mucor é capaz de crescer e esporular a temperaturas de 20°C a
30°C; As espécies de Mucor ocorrem em valores de pH entre 4 e 8; o valor limite da atividade hidrica

para Mucor parece estar entre 0,92 e 0,93 (Botha e Du Preez, 1999).
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2.6.2. Leveduras

As leveduras sao microrganismos eucarioticos, fungos unicelulares, sendo classificadas como
ascomicetos ou basidiomicetos. Geralmente sdo células esféricas, ovais ou cilindricas e a divisdo
celular ¢ binaria. As leveduras sdo encontradas em produtos manufaturados que contém gordura ou
grande quantidade de agucar, tais como os produtos lacteos (Jacques e Casaregola, 2008).

Leveduras podem interagir com outros microrganismos presentes em produtos lacteos, por
trés diferentes meios: (i) inibem ou eliminam microrganismos indesejaveis ou patogénicos que podem
causar defeitos na qualidade do produto, (ii) inibem a cultura iniciadora, (iii) contribuem
positivamente no processo de fermentagao e maturagdo dando suporte a cultura iniciadora (Jakobsen
e Narvhus, 1996).

O desenvolvimento de leveduras em produtos lacteos ocorre devido a capacidade desses
microrganismos de tolerarem baixas temperaturas e acidez titulavel, assimilar/fermentar a lactose ou
galactose, assimilar acidos organicos, tais como o succinato, acido latico e citrico, possuirem
atividade proteolitica e lipolitica sobre a caseina e a gordura presentes no leite, baixa atividade de
agua, resisténcia a salinidade e a desinfetantes (Jacques e Casaregola, 2008).

As bactérias laticas que ndo fazem parte da cultura latica, oriundas do leite ou do ambiente
promovem diferentes caracteristicas na fermentagcdo de produtos lacteos, além de oferecerem um
ambiente propicio para o crescimento de leveduras (Wouters et al., 2002).

Um efeito sinergético positivo ¢ a presenga de algumas leveduras na maturagdo de certos
queijos e em alguns produtos lacteos fermentados. Conforme a Figura 5, as bactérias laticas produzem
acidos organicos, como o acido latico e o citrico. Por sua vez, as leveduras assimilam esses acidos,
formando 4lcool e CO2, aumentando assim o pH, criando um microambiente favoravel para o
crescimento de outras bactérias na superficie do queijo, como Brevibacterium linens (Paula, 2010).
Além disso, as leveduras ao metabolizarem o acido latico liberam vitaminas, tais como vitamina B,
acido pantoténico, niacina, riboflavina e biotina, as quais sdo importantes para o desenvolvimento das
bactérias laticas.

As leveduras produzem também outros metabodlitos, como acidos graxos de cadeia curta,
proteases, lipases e outros compostos importantes para o desenvolvimento de aroma no queijo, como
o etanol, acetaldeido, etilacetato e etilbutirato (Viljoen, 2003).

No entanto, poucos estudos relatam a protocooperag@o de bactérias laticas e leveduras, sendo
ainda pouco compreendidos (Ferreira e Viljoen, 2003). Acredita-se que para esse efeito ocorrer, as
leveduras precisam alcangar altas densidades celulares e devem competir e interagir com outros

organismos presentes, principalmente as LABs (Wouters ef al., 2002).
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Figura 5: Esquema de compostos metabolicos produzidos e assimilados por bactérias laticas e leveduras.
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Fonte: Paula, 2010.

Por outro lado, as interagdes negativas de leveduras com bactérias laticas em produtos lacteos
fermentados podem levar a problemas econdmicos e sensoriais. Deterioragdes decorrentes de
leveduras sdo particularmente comuns em produtos lacteos fermentados e em alguns queijos (Jacques
e Casaregola, 2008). Kluyveromyces, Debaryomyces, Yarrowia ¢ Candida sao os géneros de
leveduras tipicamente encontradas em queijos, iogurtes e outros leites fermentados (Atanassova et
al., 2003). Candida edax, Cryptococcus laurentii, Cryptococcus albidus, e principalmente
Debaryomyces hansenii foram encontradas em amostras queijo Minas Frescal, leite pasteurizado tipo
A, B e C, iogurte, manteiga e ricota (Silva, 2003).

O crescimento excessivo de certas leveduras em produtos lacteos pode levar a formagao de
gases, sabores e odores desagradaveis, despigmentagdes, modificagdes na textura, formacgdo de limo
e sedimentos, e crescimento superficial, como D. hansenii e C. edax (AlvareZ-Martin et al., 2008).
Adicionalmente, algumas espécies de leveduras como C. albidus, C. laurentii sdo patdgenos
oportunistas, podendo ser capazes de causar diversos tipos de infecgdes em individuos susceptiveis,
como os imunocomprometidos ou hospitalizados (Jacques e Casaregola, 2008).

Elevadas contaminagdes por leveduras sd3o encontradas nas plantas de processamento. A
presenga desses microrganismos ocorre por varias fontes de contaminagdo, desde a obtencdo da
matéria-prima até o produto final. Diversos fatores tornam o ambiente de producdo propicio para o
desenvolvimento de leveduras nos produtos lacteos, dentre eles, destacam-se: ma qualidade da
matéria-prima, condi¢des de processamento, ma higieniza¢do dos equipamentos, do ambiente, dos
manipuladores, a eficiéncia da pasteurizagdo, além de ingredientes, como polpas de frutas, mel,
acucar e castanhas (Viljoen, 2001). Outro fator agravante ¢ a resisténcia das leveduras aos sanitizantes
comerciais e outros produtos de desinfeccdo. Laubscher e Viljoen (1999) isolaram culturas de
leveduras presentes no queijo Cheddar: Candida versatilis, Candida rugosa, Debaryomyces hansenii,
Dekkera custesiana, Rhodotorula mucilaginosa, Trichosporon beigelii, Torulaspora delbrueckii. As

leveduras apresentaram resisténcia, apos 60 min de exposi¢do a todos os sanitizantes comerciais
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(clorinato, detergente acido, detergente pasteurizado, sabonete germicida, detergente em po,
detergente alcalino, sanitizante iodopor, sanitizante acido de peroxido) comumente utilizados nas
industrias de processamento de queijos.

O uso do leite cru contaminado por mastite bovina (inflamacdo das glandulas mamarias)
pode afetar a producdo e a qualidade do leite e derivados. Diversos microrganismos podem estar
envolvidos na mastite, dentre esses as leveduras (Costa et al., 2008). Espécies dos géneros
Cryptococcus, Rhodotorula, Trichosporon e Candida tém sido isoladas em leite provenientes de
animais acometidos por mastite. Costa et al. (2008) coletaram amostras de leite bovino e detectaram
que as leveduras encontradas apresentaram pouca expressao na etiologia da mastite dos rebanhos
estudados, no entanto o género mais encontrado foi Candida spp. Se o leite nestas condigdes for
utilizado pela industria e ocorrer falhas na pasteurizagdo, a presenga destes microrganismos podera
ser mantida até o produto final. Em contrapartida, sabe-se que as bactérias laticas produzem efeitos
antimicrobianos sobre leveduras presentes em produtos lacteos fermentados, pela producao de acidos
organicos, antibidticos, peroxido de hidrogénio e bacteriocinas (Atassanova ef al., 2003).

Os bolores e leveduras filamentosos podem deteriorar os alimentos e apresentar perigo a saude
humana devido a produgdo de micotoxinas. Em individuos imunocomprometidos ou hospitalizados,
as leveduras podem colonizar o trato gastrointestinal e translocarem pela corrente sanguinea
provocando infec¢des. O baixo valor de pH dos iogurtes e bebidas lacteas favorece o crescimento de
leveduras, resultando na deterioracao desses produtos lacteos fermentados (Atassanova et al., 2003).

Candida edax sao fungos ascomicetos, geralmente isolados de solo, produzem enzimas
lipoliticas e proteoliticas, fermentam a lactose e utilizam o acido latico. No Brasil, o isotipo
Stephanoascus smithiae ¢ comumente encontrado. Trata-se de um microrganismo nao patogénico,
que assimila maltose, galactose, sacarose, citrato e fermenta maltose, glucose e galactose (Prachyakij
et al., 2007). Por se tratar de um microrganismo caracteristico de solos, cogita-se a possibilidade de
sua transferéncia para plantas e delas para os frutos.

Como os iogurtes sdo acrescidos de polpas de frutas, provavelmente a presenca da Candida
edax no produto seja pelo uso de frutos contaminados. Kavas et al. (2006) investigaram a ocorréncia
e o tipo de leveduras presentes em queijos e iogurtes produzidos na regido da Turquia. Foi encontrado
Candida sp. em todos os produtos analisados.

Debaryomyces hansenii ¢ um grupo heterogéneo, ndo patogénico, sendo osmo, halo e
xerotolerantes, possuem habilidade de desenvolverem em baixas temperaturas e assimilam lactato,
citrato e galactose. Produz enzimas lipoliticas e proteoliticas, as quais metabolizam a gordura e as

proteinas do leite. Possui crescimento 6timo de 20-25 °C, porém podem crescer entre 5-10 °C (Breuer
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e Harms, 2006). Além disso, acumulam lipidios em suas células e produzem compostos volateis
importantes no queijo, tais como acidos, alcoois, carbonil e sulfatos.

Alguns estudos relatam que D. hansenii fornece fatores de crescimento para bactérias, tais
como vitaminas (tiamina, acido pantoténico, nicotinico, félico e biotina) e aminoacidos (Wouters et
al.,2002; Breuer e Harms, 2006). Debaryomyces hansenii sintetiza e tolera varias toxinas produzidas
por outros microrganismos. Algumas cepas podem inibir o crescimento de microrganismos
deteriorantes (bolores e leveduras filamentosos) em efeito simbiotico com as LABs. Esse efeito
inibitdrio € causado principalmente, pelo abaixamento do pH por LAB e pela produgdo de alcool e
CO; por leveduras (Breuer e Harms, 2006). Liu e Tsao (2009a) observaram que apesar do efeito
inibitorio ser dependente do tipo de fungo filamentoso e da quantidade de esporos, estudos
comprovam que esta levedura possui capacidade antimicrobiana sobre esses fungos Aspergillus,
Byssochlamys e Eurotium presentes em queijos e iogurtes armazenados sem refrigeracao.

A presenga de Debaryomyces hansenii em produtos lacteos fermentados pode causar odor
desagradavel (Breuer e Harms, 2006). As contaminagdes em iogurtes se ddo por diversas origens,
conforme jé& citado anteriormente. Elgadi, Gardir e Dirar (2008) isolaram espécies de leveduras
presentes no leite cru bovino. De acordo com a morfologia e testes bioquimicos realizados, dentre as
espécies, foi constatada a presenca de Debaryomyces hansenii.

Os produtos alimentares sdo suscetiveis a deterioracdo dos bolores e leveduras devido a sua
composi¢do natural rica em nutrientes. Esta susceptibilidade depende, no entanto, de varios fatores,
nomeadamente (i) a natureza da matriz alimentar (material vivo ou nao, liquido ou so6lido), sua
composi¢ao (teor de nutrientes, tipo de soluto) e bioldgico (por exemplo, sua microbiota natural),
parametros fisicos-quimicos (atividade da dgua, pH); (ii) gestdo durante a colheita de frutas e vegetais
(maturidade, manuseio) e armazenamento de matérias-primas (temperatura, higrometria e duragao);
(ii1) processos tecnologicos aplicados durante a fabricacao (por exemplo, aquecimento, secagem,
salga, fermentacdo, adicdo de conservante) incluindo limpeza / desinfec¢do passos; e (iv) condigdes
de armazenamento apds a fabricagdo (tipo, atmosfera e extensdo da embalagem, temperatura,
umidade relativa). Caracteristicas intrinsecas da matriz alimentar e também extrinseca associada
fatores controlam o desenvolvimento de certos géneros ou espécies de bolores e leveduras.

Neste contexto, ¢ crucial reduzir as perdas alimentares, controlando a contaminagdo por
bolores e leveduras em todas as fases das cadeias do processo alimentar. Trés estdgios principais
podem ser definidos para agrupar fatores de contaminagao fungica: (i) o campo, onde a dgua, o solo
e o ar sao nichos fungicos naturais; (i) matérias-primas - como culturas pds-colheita, carnes e leite -

onde a ocorréncia de fungos estd relacionada ao manejo de alimentos durante a colheita ou coleta,
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transporte, armazenamento e embalagem (Pitt e Hocking, 2009) e (iii) durante o processamento de
alimentos durante a fabricagao.

Em relagdo a qualidade, o impacto das contaminagdes fingicas pode levar a defeitos visuais
e / ou outros. Em relagdo aos defeitos visuais, o mais 6bvio ¢ o aspecto do produto com crescimento
fungico aparente devido a presenca notavel de colonias de talo ou fermento que acabam levando a
podridao. A presenga de manchas pretas, brancas, verdes, cor-de-rosa ou amarelas também podem
ser associadas ao desenvolvimento de bolores e leveduras (Pitt ¢ Hocking, 2009). Isso geralmente
leva a eliminagdo de todo o produto no nivel industrial ou consumidor. De acordo com a natureza da
mercadoria e o tipo de contaminante, o impacto pode ser menos evidente para observar, mas o
metabolismo fungico pode levar a varios defeitos organolépticos, incluindo a produgdo de gas,
alteragdes de sabores e as mudangas de textura. Um dos melhores sabores desconhecidos associados
a contaminagdo por bolores e leveduras corresponde ao desenvolvimento de aroma semelhante a

animal ligado a fenois volateis (4-etil fenol, guaiacol ou catecol).

2.7. Culturas com propriedades bioprotetoras

Atualmente ha uma demanda forte e crescente dos consumidores por alimentos benéficos mais
“naturais”, ou seja, menos processados e sem conservantes (Huang et al., 2022; Rashwan et al., 2022,
Shori, 2022; Suwannasang et al., 2022; Tang et al., 2022). No entanto, a biopreservagdao ndo ¢ um
conceito novo, pois tem sido usado ha milhares de anos em alimentos fermentados. Também chamado
de biocontrole ou bioconservacao ¢ definida como a extensdo da vida de prateleira e aumento da
seguranca dos alimentos por meio de recursos naturais, o que inclui 0s microrganismos ou seus
metabolitos (Yusuf, 2018). As culturas bioprotetoras de alimentos podem, assim, ser definidas como
cepas bacterianas ou fungicas de grau alimenticio que foram selecionadas por suas propriedades
antimicrobianas. Eles diferem das culturas iniciadoras ou adjuntas que sdo usadas principalmente por
suas fungdes tecnologicas (producao de acido e aroma, papel na textura, cor, etc.).

Em relagdo as culturas bioprotetoras utilizadas em produtos alimenticios, além de serem
eficazes no controle da deterioracdo causada pelos bolores e leveduras, ser seguro para o consumo
humano ¢ o mais importante. As culturas bioprotetoras selecionadas ndo devem ter impacto negativo
nas propriedades de qualidade dos alimentos e na saide humana, exibir e manter-se ativas durante a
fabricagdo e armazenamento de alimentos. Os principais requisitos desejaveis das culturas
bioprotetoras em produtos alimenticios incluem: (1) As culturas devem ser GRAS (“geralmente
reconhecidos como seguros”); (2) Permanecer ativo com o menor indculo possivel durante a
fabricagdo e distribuicao do produto para reduzir o custo; (3) Ser resistente ao antibiotico, liofilizagao

ou congelamento; (4) Nenhuma producao de quaisquer substancias nocivas para o ser humano, tais
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como a amina biogénica; e (5) Nenhum efeito sobre as propriedades sensoriais intrinsecas, como
sabor e textura (Shi e Maktabdar, 2022).

A protecdo da qualidade dos produtos lacteos tem sido um dos aspectos mais importantes
para a industria, sobretudo pela exigéncia de mercado por produtos saudaveis e seguros. Apesar de
grandes avangos na producdo de lacteos e da implementacdo de procedimentos eficazes de controle
sanitario, como BPF (Boas Praticas de Fabricagdao), PPHO (Procedimentos Padrdes de Higiene
Operacionais) e APPCC (Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle), diversos estudos tém
mostrado que muitos microrganismos patogénicos ainda ndo estdo sob controle e que produtos
contaminados ainda podem chegar aos consumidores.

Salas et al. (2017) fizeram uma revisdo que apresenta os principais tipos de bolores e
leveduras encontrados em produtos alimentares, os microorganismos antiflingicos testados para
bioprotegdo de alimentos e seus mecanismos de a¢do. Nesse sentido, foi dado um foco em particular
sobre os recentes estudos in situ e as restrigdes associadas ao uso de antifngicos agentes microbianos
para biopreservagdo alimentar. A crescente demanda social por produtos alimentares menos
processados e mais naturais — enquanto conservando a qualidade, a seguranca e a vida de prateleira
desses produtos - levantou a questdo da substituigdo do conservante quimico. Neste contexto,
bactérias e bolores e leveduras, bem como seus metabolitos naturais sdo alternativas de interesse para
uso em alimentos como ferramentas bioprotetoras para combater a deterioragdo causada por bolores
e leveduras respondendo assim as demandas dos consumidores e da legislagao.

Do ponto de vista aplicado, a diferenca entre o nimero de estudos € o nimero de culturas
microbianas disponiveis indica que sdo necessarios esfor¢os para facilitar sua aplicacdo em produtos
alimentares. Um dos principais aspectos diz respeito ao papel crucial de estudos in situ usando alvos
fingicos adaptados durante processos de triagem ou confirmagdo de atividade antifiingica. Além
disso, a avaliacdo de seguranca, neutralidade organoléptica e estabilidade de atividade das culturas
bioprotectas precisam ser avaliadas antes do marketing.

Do ponto de vista cognitivo, enquanto compostos antifungicos foram amplamente
estudados, e geralmente foram mostrados para atuar de forma sinérgica, ainda ha falta de
conhecimento sobre o quadro geral sobre o que as moléculas estdo envolvidas e suas
acdes/mecanismo(s). A combinagdo de instrumentos analiticos bioquimicos e métodos nos permitem
decifrar mecanismos de acdo antifungica, identificando potencialmente novas alavancas para
atividade antifungica. Finalmente, encontrar agentes antifingicos naturais ¢ um fator chave, que s
pode ser considerado em boas praticas e dentro do contexto APPCC como uma das tecnologias de

obstaculos para prevenir a deterioragdo de bolores e leveduras (Salas et al., 2017).
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A deterioragdo dos alimentos ¢ um problema importante para a indistria alimentar, levando
ao desperdicio de alimentos, perdas econdmicas substanciais para os fabricantes e consumidores e
um impacto negativo nas marcas. Entre as causas, a contaminacao por bolores e leveduras pode ser
encontrada em vérios estagios da cadeia alimentar (por exemplo, pds-coleta, durante o processamento
ou armazenamento). O desenvolvimento de bolores e leveduras leva a defeitos sensoriais de alimentos
que variam de deterioragdo visual a alteracdes visiveis de odor, sabor ou textura, mas também podem
ter impactos negativos para a saude através da producdo de micotoxinas em alguns bolores. Para
evitar a deterioracdo microbiana e assim prolongar a vida util do produto, sdo utilizados diferentes
tratamentos - incluindo fungicidas e conservantes quimicos.

Paralelamente, as autoridades publicas encorajam a industria alimentar a limitar o uso
desses compostos quimicos e desenvolver métodos naturais para a preservagao de alimentos. Isso ¢
acompanhado por uma forte demanda social por produtos alimenticios de "etiqueta limpa", pois os
consumidores procuram produtos mais naturais, menos severamente processados € mais seguros.
Neste contexto, os agentes microbianos correspondentes a culturas bioprotetoras, fermentados,
sobrenadantes sem cultura ou moléculas purificadas, que exibem atividades antifungicas representam
um interesse crescente como alternativa a preservagao quimica.

Nos ultimos anos, muitas cepas de varias espécies microbianas com propriedades
antifungicas foram identificadas. Eles foram isolados de varias fontes, como frutas, vegetais, cereais,
leite, carne e outros produtos relacionados com alimentos. O isolamento de novas culturas
bioprotetoras tem sido recentemente estendido a outros ambientes, como amostras de solo de
profundidade (Wang et al., 2015) e antartica (Vero et al., 2013), a fim de descobrir microorganismos

potencialmente produtores de novos metabdlitos antifungicos.
2.7.1. Bactérias acido laticas (LAB)

As bactérias acido laticas (LAB) constituem um grupo de microrganismos que apresentam
caracteristicas morfoldgicas, bioquimicas e fisiolégicas comuns. Entretanto, ndo apresentam uma
defini¢do tUnica; sendo, portanto, descritas amplamente como microrganismos gram-positivos, nao
esporulantes, quase sempre catalase negativa, anaerdbios, aerotolerantes, acido tolerantes e com
metabolismo estritamente fermentativo, sendo o acido latico o principal produto da fermentagao de
carboidratos (Pfeiler e Klaenhammer, 2007).

As LAB encontram-se sob as formas de cocos ou bacilos e estdo associadas a ambientes
nutricionalmente ricos € complexos como vegetais, leite, carne e trato gastrointestinal humano e
animal. A fonte de energia ¢ proveniente de matérias organicas, em especial os carboidratos e por

isso sdo denominados quimiorganotroficos. Classificam-se como mesofilos ou termofilos,
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apresentando temperatura Otima de crescimento variando de 30 a 37 °C e de 45 a 50 °C
respectivamente (Ferreira, 2003).

Desde os tempos antigos, as LABs sdo amplamente utilizadas na produ¢ao de alimentos
devido a sua capacidade de produzir metabolitos eficientes, como o acido lactico e sintetizar uma
ampla gama de metabdlitos que impactam positivamente as propriedades nutricionais, sensoriais e
tecnoldgicas dos produtos alimenticios (Pawlowska et al., 2012). A seguranca da LAB tem sido
avaliada por diferentes pesquisadores em uma extensao limitada em seres humanos. O LAB recebeu
o status de GRAS e QPS pela American Food and Drug Agency (FDA) e pela European Food Safety
Authority (Autoridade Europeia para a Seguranca dos Alimentos - EFSA), respectivamente. Assim,
a LAB tem sido amplamente utilizado como culturas iniciais de produtos alimentares fermentados,
probiodticos. Mais importante ainda, as LAB sdo consideradas culturas bioprotetoras promissoras
contra organismos indesejados em produtos alimenticios, especialmente em produtos lacteos
fermentados.

Um grande nimero de microorganismos foram testados nos ultimos anos quanto a sua
atividade antifungica contra a degradacao de alimentos aumentaando assim a vida de prateleira dos
produtos alimentares. As bactérias acido laticas (LAB) sdo, de longe, os principais microorganismos
testados para aplicagdo em produgdes de produtos lacteos e de padaria, os dois principais setores
alimentares estudados para biopreservacao contra bolores e leveduras (Salas et al., 2017). Durante a
fermentacdo, essas bactérias produzem acidos laticos e outros acidos organicos reduzindo assim o pH
do produto alimentar tornando-o desfavoravel ao crescimento de microorganismos indesejados como
bactérias patogénicas, leveduras e bolores. Além disso, algumas dessas bactérias também produzem
metabolitos com atividade antimicrobiana.

A LAB abrange um grupo grande e heterogéneo de bactérias Gram-positivas, de baixa GC,
tolerantes a acidos, que produzem acido latico como o principal produto metabdlico final da
fermentagao de carboidratos. LAB pertence a ordem Lactobacillales, que inclui 6 familias, 36 géneros
e mais de 200 espécies. Eles sdo encontrados em varios bidtopos, como o meio ambiente, plantas,
microbiota humana e animal. Eles sdo em grande parte usados na fabrica¢ao de uma grande variedade
de alimentos fermentados, onde contribuem para melhorar a vida util, propriedades organolépticas e
valor nutricional desses alimentos.

As principais LAB em alimentos fermentados correspondem as espécies pertencentes aos
Lactobacillus, Pediococcus e Leuconostoc pois foram as mais estudadas devido a atividade
antifungica (Crowley et al., 2013) e também foram os mais avaliados in situ nos tltimos anos. Entre

essas, a Lactobacillus plantarum € a espécie mais estudada que representa cerca de um ter¢o dos
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relatorios sobre LAB e muitos diferentes cepas foram testadas como antifiingicas nos alimentos desde
2013 (Salas et al., 2017).

Cepas de L. plantarum e seus metabolitos foram testados em uma ampla gama de alimentos
onde inibiram diferentes espécies de bolores e leveduras como Aspergillus, Penicillium, Rhizopus,
Rhodotorula e Pichia spp. L. plantarum é omnipresente espécies (Scholz e Kilian, 2016) e ¢
encontrada em uma ampla gama de nichos ecologicos, como leite (Delavenne et al., 2012). L.
plantarum ¢ também amplamente presente em alimentos fermentados, incluindo diferentes
variedades de queijo (Zhang et al., 2014), e, portanto, tem potencial para ser testado como uma cultura
antifungica em uma grande variedade de aplicagdes. A triagem de LAB para cepas que exibem
atividade antifungica demonstrou que L. plantarum, L. rhamnosus e Lacticaseibacillus casei incluem
cepas com atividade antifungica (Xu et al., 2021).

Outras espécies de Lactobacillus também foram recentemente identificadas como
potenciais culturas antifingicas, como L. rhamnosus, L. casei, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus
sanfranciscensis, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus helveticus e Lactobacillus Sakei que
quando adicionadas como culturas adjuvantes em alimentos fermentados, mostraram ser capazes de
prolongar a vida 1til de varios produtos: bebidas fermentadas (Ryu et al., 2014) e iogurte e queijos
(Crowley et al., 2012; Li et al., 2013; Delavenne et al., 2015).

Num estudo realizado por Lacanin et al. (2017), de um total de 11 L. rhamnosus
pesquisadas, 10 foram isoladas do iogurte e uma do queijo. As demais LABs estudadas, num total de
101, foram isolados de diferentes amostras, incluindo carne fermentada (salame, presunto, salsicha)
e produtos lacteos (leite cru de vaca, ovelha e cabra, iogurte, soro de leite, colostro e queijo.

Hornbaek et al. (2015) relatam o uso de L. paracasei para conferir propriedades antifungicas
para um produto lacteo fermentado e concluiram que esta cultura tem um efeito significativamente
maior contra leveduras em comparacao com culturas bioprotetoras comerciais do mercado. Eles
relataram ainda que L. paracasei quando combinado com L. rhamnosus exibem uma sinergia
significativa aumentando o efeito antimicrobiano. Portanto, o efeito antimicrobiano dos dois grupos
de bactérias combinados (L. paracasei e L. rhamnosus), surpreendentemente, ¢ maior do que a soma
dos efeitos individuais dos dois grupos de bactérias.

Paula (2010) relatou que as culturas probioticas comerciais Lactobacillus acidophilus e
Lactobacillus casei podem ser utilizadas como bioconservantes de produtos lacteos, oferecendo
produtos seguros com ampla vida de prateleira. Segundo este estudo, no desenvolvimento das bebidas
lacteas fermentadas por culturas probidticas L. acidophilus houve inibicdo de Cryptococcus albidus
e nos produtos com L. casei, houve inibicdo de ambas as culturas de leveduras adicionadas

(Cryptococcus Laurentii e Cryptococcus albidus), durante todo o periodo de estocagem refrigerada.
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A presenga da levedura alterou os valores de acidez titulavel, pH e tempo de fermentagao, sem afetar
a viabilidade das bactérias laticas.

Até agora, os acidos organicos fracos sao considerados como os principais produtos finais de
fermentagdo do metabolismo de carboidratos do LAB, que incluem &cido latico, acido acético, acidos
propidnicos, 4cido azeldico, 4cido hidrocindmico, 4&cido DL-fenillactico, 4cido DL-
hidroxifenillactico, acido p-cumarico, acido poliporico, acido 2-hidroxibenzoéico, acido 4-
hidroxibenzoico, acido vanilico, acido cafeico, acido succinico, acido 2-pirrolidona-5-carboxilico,
etc (Leyva Salas et al., 2017). Dentre os acidos organicos produzidos pelo LAB, os metabolitos mais
bem caracterizados e mais eficazes produzidos pelo LAB sdo o 4cido latico e o acido acético, que sdo
bioativos em sua forma protonada em pH baixo (ARENA, M. P. et al, 2016). Garnier et al.
(2020) também relataram que os acidos propidnico, latico, acético e butirico foram os produtos de
fermentagdo mais abundantes gerados pelo L. rhamnosus. Entre os microrganismos que possuem
propriedades antimicrobianas, as bactérias acido lacticas (LAB) produzem uma grande variedade de
substancias antimicrobianas, incluindo além dos acidos organicos, acidos graxos, reuterina, peptideos
antifngicos e bacteriocinas (Lassois et al., 2008).

Além dessas substancias, a contribuig¢ao dos volateis antifungicos produzidos pelas LABs nao
pode ser negligenciada ou subestimada. Trés compostos volateis em grandes quantidades produzidos
pelas LABs em creme azedo (diacetil, acetoina e um composto volatil ndo identificado) apresentaram
efeitos inibitorios sobre o crescimento de P. commune (Leyva Salas et al., 2019). Arrebola et al.
(2010) também relataram as atividades antifingicas de volateis como diacetil, acetoina, 2-butanona
e acidos graxos volateis. Aunsbjerg et al. (2015a) identificaram um volatil principal, diacetil, num
fermentado contendo células de L. paracasei em um meio definido, exibiu fortes efeitos inibitorios
em duas cepas de Penicillium. Lo et al. (2018) relataram que doze das treze cepas de L. rhamnosus
produziram alto diacetil. A producdo de diacetil pela LAB pode ser afetada por varios fatores, como
pH, substratos e temperatura.

Além disso, estudos recentes descobriram que as interagdes entre os metabodlitos microbianos
produzidos por diferentes culturas bioprotetoras podem estar envolvidas nos efeitos antifungicos. Por
exemplo, Lee ef al. (2020) sugeriram que, nas combinacdes de LAB, os tipos de LAB e suas razdes
de inoculagdo influenciaram marcadamente os tipos e concentragdes de metabolitos produzidos
durante a fermentacdo do kimchi (condimento tipico da culindria coreana que tem hortaligas como a
base de seu preparo, junto com um molho vermelho bem apimentado). Da mesma
forma, Schwenninger et al. (2008) demonstraram que a combinagdo de L. paracasei

subsp. paracasei SM20 e Propionibacterium jensenii aumentou a producao de acido acético e acido



43

propidnico, mas diminuiu a concentragdo de lactato. Foi levantada a hipotese de que o lactato foi
consumido pela combinagao.

Nos ultimos anos, os pesquisadores pretendem filtrar culturas LAB bioprotetoras mais
eficientes. Diversas pesquisas caminham com esse objetivo. Além dos vérios estudos ja relados nessa
revisdo bibliografica, mais recentemente, por exemplo, Shi e Knachel (2021), descobriram que L.
plantarum LP37 e L. plantarum LP48 exibiram interagdo positiva no crescimento de bolores em
placas de agar de iogurte. O efeito antifingico da combinagdo melhorou significativamente.

Além das interagdes entre as culturas LAB, as combinacdes de LAB com outras cepas
bacterianas, como bactérias do acido propionico, também foram bastante estudadas. Schwenninger e
Meile (2004) sugeriram que o efeito antifingico das cepas de L. paracasei subsp. paracasei (SM20,
SM29 ou SM63) aumentou devido a combinagdo com Propionibacterium jensenii SM11. As culturas
combinadas atrasaram o crescimento de leveduras em iogurte e queijos a 6°C sem afetar as
propriedades de qualidade dos produtos lacteos. Além disso, Fernandez et al. (2017) indicaram que
atividade antifungica sinérgica foi observada entre L. rhamnosus A238 e Bifidobacterium
animalis contra P. chrysogenum em queijo cottage.

Atualmente, existem algumas culturas bioprotetoras disponiveis comercialmente para
controlar a deterioracdo fingica de produtos lacteos fermentados. HOLDBAC YM-B
(Fermentech/Danisco Brasil) composto por co-culturas de L. rhamnosus e P. freudenreichii subsp.
shermanii, HOLDBAC YM-XPM (DuPont ApS, Dinamarca) composto por co-culturas de L.
paracasei e L. plantarum sao utilizados na producao de iogurte para controlar o crescimento de
leveduras e bolores de deterioragdo; HOLDBAC YM-XPK (L. plantarum) ¢ aplicado como cultura
bioprotetora em todos os tipos de queijos; FreshQ (Chr. Hansen, Dinamarca) sdo compostos de
culturas bioprotetoras que atuam sinergicamente com a cultura inicial de produtos lacteos

fermentados contra organismos fingicos que causam deterioracao.
2.7.2. Propionibactérias lacteas (PAB)

Salas e colaboradores (2017) também relatam que as propionibactérias lacteas (PAB) sdo
consideradas como antifungicas. O género Propionibacterium, pertencente a classe Actinobacteria, ¢
uma bactéria Gram-positiva, de alto teor de GC, dividida em propionibactérias "cutdneas" e
"classicas" (também conhecidas como "lacteas'") com base em seus principais bidtopos de isolamento
(Stackebrandt et al., 2006). A PAB e a taxonomia das espécies relacionadas foram recentemente
reconsideradas, com, em particular, o PAB "lacteo" separado no género Propionibacterium,

composto por P. freudenreichii, as principais espécies utilizadas na fabricagdo de queijo e outras trés
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espécies, € um novo género - Acidipropionibacterium - que engloba as espécies anteriores P.
acidipropionici, P. thoenii, P. jensenii e outras trés espécies (Scholz e Kilian, 2016).

A Propionibacterineae ¢ um dos dez subgrupos da classe Actinobacteria. A subclasse
Propionibacterium inclui Propionibacteriaceae, Propionibacterium, Luteococcus, Microlunatus e
Propioniferax. Recentemente, os géneros Friedmanniella, Tessaracoccus, Micropruina e
Propionimicrobium foram adicionados a familia Propionibacteriaceae. As bactérias do acido
propionico (PAB) foram identificadas pela primeira vez por Von Freunderich e Orla Jensen em 1906
e divididas conforme dito anteriormente em dois grupos como PAB cléssico, que sdo encontrados no
queijo, e o PAB de origem na pele, os "cutaneos" (Cousin et al.,2011). Os membros do grupo cutaneo
sao os membros dominantes da flora microbiana encontrada na pele humana (Darilmaz, 2010).

Em um estudo de rastreio in vitro revelou que quase todas as cepas PAB estavam ativas in
vitro contra cinco espécies de bolores. Apenas duas cepas de P. acidipropionici e P. freudenreichii
atrasaram ligeiramente o crescimento de A. Niger e P. corylophilum em rolos de pao de leite
pulverizados com culturas antifngicas (Le Lay et al., 2016).

Segundo Yerlikaya et al. (2020), embora as propionibactérias spp. serem usadas para muitos
fins, incluindo cultura biopreservativa e adjuvante, P. freudenreichii também pode ser adequado para
a producdo de bebidas lacteas probidticas e que ndo ha efeitos adversos nas propriedades fisico-
quimicas, reoldgicas, microbioldgicas e sensoriais do produto.

Varias pesquisas vém sendo realizadas para descobrir e isolar propionibactérias spp.
Geralmente as bactérias classicas do acido propionico sao comumente encontradas no leite cru, na
manteiga e, principalmente, nos queijos do tipo suico, onde desempenham um papel importante no
seu processo de maturagdo. Durante a producdo do queijo, as bactérias do acido lactico (LAB),
especialmente as espécies Streptococcus thermophilus e Lactobacillus helveticus, convertem lactose
em lactato (Darilmaz, 2010).

Além do uso em laticinios, eles podem ser usados para fermentar alguns componentes de
outros produtos alimenticios. Em particular, eles podem aumentar o periodo de armazenamento de
produtos alimenticios fermentados gragas aos seus componentes antimicrobianos. No entanto, essas
conclusdes precisam serem mais investigadas quanto a sua eficacia como antimicrobiano
principalmente na realidade higi€nico-sanitarias e temperatura ambiente do Nordeste brasileiro
durante a obtengdo da matéria-prima e também durante o processamento de iogurte e bebida lactea.

Outro fato interessante ¢ que algumas pesquisas apontam que “essas bactérias sao usadas na
industria de fermentacao para a producao de vitaminas B2 e B12, 4cido propidnico, b-galactosidase
e bacteriocina (Leblanc et al., 2006)”. Em outros estudos, concluiu-se que o propionato, também

produzido por bactérias do acido propidnico, aumenta a absorcdo de célcio e ferro no intestino
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(Bougle et al., 1999). Além disso, estudos indicam também que as bactérias de acido propidnico
podem aumentar o numero de Bifidobacterium spp. no sistema intestinal (Kaneko et al., 1994) e
também afetam a atividade das enzimas fecais (Suomalainen et al., 2008). Outros autores concluiram
curiosamente que P. freudenreichii, que ¢ comercialmente usado na industria farmacéutica, tem um
papel importante na produgao de vitamina B12 (Chamlagain et al., 2016).

Em outro estudo, a cepa P. freudenreichii NIZO B2336, que ¢ conhecida por produzir grandes
quantidades de riboflavina, foi usada na produgao de iogurte, e os iogurtes foram administrados a
ratos alimentados com uma dieta deficiente em riboflavina. De acordo com os resultados, em ratos
alimentados com iogurte contendo &cido propidnico, os valores de riboflavina foram maiores do que
aqueles alimentados com iogurte normal (Leblanc et al., 2006). Estas pesquisas demonstram a
importancia das propionibactérias também na industria farmacéutica.

Estudos realizados por Darilmaz e Beyatli (2019) relataram que uma cepa de P. freudenreichii
pode ter um uso potencial como probidtico para a desconjugagdo de sais biliares em estudos in vivo.
Além disso, as fortes propriedades anticarcinogénicas do acido ruminico, o outro isdmero produzido,
¢ outra propriedade funcional da bactéria do acido propionico (Wang et al., 2007).

Os probidticos sao microrganismos vivos que fornecem beneficios a saude para os
hospedeiros apos a ingestdo de quantidades suficientes (Hill ef al., 2014). Iogurte e produtos lacteos
fermentados sdo conhecidos como os principais transportadores de bactérias probioticas (Cordeiro et
al., 2019; Garcia et al., 2019; Sarfraz et al., 2019; Vasconcelos et al, 2019). Os géneros
Bifidobacterium e Lactobacillus sao frequentemente usados em produtos probidticos como culturas
probidticas na industria de alimentos devido aos seus efeitos na promog¢ao da satide (Darilmaz e
Beyatli, 2019). Além desses dois géneros, algumas cepas de outras bactérias do acido lactico e
Propionibacterium spp. também foram considerados probidticos (Champagne et al., 2018;

Ranadheera et al., 2018; Soares et al., 2019).
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3. MATERIAIS E METODOS

O presente estudo foi desenvolvido em um laticinio localizado no municipio de Caturité-PB
em parceria com os Departamentos de Engenharia Quimica e Engenharia de Alimentos da
Universidade Federal de Campina Grande (UFCG).

Em todos os experimentos com os iogurtes, as analises fisico-quimicas (pH e acidez titulavel)
e microbiologicas (Contagem de bolores e leveduras) foram realizados no laticinio. As analises do
comportamento reologico (viscosidade aparente) foram realizadas no Laboratério de Referéncia em
Dessalinizagao (LABDES) e as analises de textura (firmeza, consisténcia, coesividade e indice de
viscosidade) e separagdo de soro (sinérese) foram realizadas no Laboratorio de Andlises Fisicas de

Engenharia de Alimentos.

3.1. Culturas Bioprotetoras Comerciais

Para o estudo foram utilizadas uma cultura comercial composta apenas por bactérias laticas
(LAB) e uma cultura comercial composta por bactérias laticas (LAB) e propionibactérias lacteas
(PAB) com ag¢des bioprotetoras:

1. Lactobacillus rhamnosus e Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii (HOLDBAC YM-
B LYO 100 DCU) fornecida pela IFF Health & Biosciences, Franga, representada no Brasil pela
Fermentech/Danisco;

2. Lactobacillus rhamnosus (FreshQ® 11) fornecida pela Novanesi, Dinamarca.

Essas culturas foram preparadas para os experimentos de acordo com a dosagem recomendada
pelos fabricantes ou com uma dosagem dobrada. Para isso, cada cultura foi dissolvida em 1,0L de
leite pasteurizado na temperatura de 25+1°C, armazenada em microtubos esterilizados de 1,5mL e
mantida congelada a -10°C por 15 dias. Na ocasido do uso, cada cultura diluida foi retirada do
congelamento e colocada em banho-maria a 45°C até atingir a temperatura ambiente. Em seguida, foi
adicionado 2,0mL ou 4,0mL da cultura bioprotetora para cada 2,0L de leite na temperatura de 42+1°C
juntamente com as culturas lacteas liofilizadas comerciais YoFlex Harmony 1.0 (S. salivarius ssp.
Thermophilus e L. delbrueckii ssp. Bulgaricus), denominadas aqui de culturas iniciais, fornecido pela
Novanesi, Dinamarca, em que um envelope foi desenvolvido para inocular 1000g de iogurte. Para a
realizagao de todos os experimentos, foi dissolvido um envelope contendo essas culturas iniciais em
1,0L de leite pasteurizado na temperatura de 25+1°C, armazenadas em microtubos esterilizados de
1,5mL e mantidas congeladas a -10°C por 15 dias. Na ocasido do uso, cada cultura diluida foi retirada
do congelamento e colocada em banho-maria a 45°C até atingir a temperatura ambiente.
Posteriormente, a mistura foi agitada lentamente com bastdo de vidro por 5 minutos para distribuir as

culturas de forma uniforme.
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3.2. Distribui¢do dos Experimentos

Os experimentos foram realizados em duas fases. Na fase I foram formulados 8 tipos de
iogurtes em escala de laboratério usando 2,0L de leite pasteurizado integral fornecido pelo laticinio
sem realizar nenhuma contaminagao inicial dos mesmos apds a etapa de resfriamento. Em funcao dos
resultados da fase I com relagdo a inibigdo fungica, 4 tipos de iogurtes foram formulados também em
escala de laboratorio usando 2,0L de leite pasteurizado integral e, apos a etapa de resfriamento, foi
realizado uma contaminagao intencional com uma concentragao conhecida de bolores e leveduras.

Na fase I, para o estudo da capacidade bioconservante e de seus efeitos no iogurte e
comparacao com o conservante quimico, para os 2 tipos de culturas bioprotetoras comerciais foram
usadas as dosagens de 0,1% e 0,2% (v/v) e as concentragdes do conservante quimico sorbato de
potassio de 0,015g/100g e 0,03g/100g, que ¢ a concentracdo maxima permitida para leites
fermentados pela Instru¢do Normativa 46 de 23 de outubro de 2007 do Ministério da Agricultura. A
concentracao de sorbato de potassio de 0,015g/100g foi usada juntamente com a dosagem de 0,1%v/v
de cada cultura bioprotetora para estudar o efeito da diminui¢do do conservante quimico e a
introducao das culturas bioprotetoras sobre a inibi¢ao fungica.

Também houve experimentos em que ndo se usou culturas bioprotetoras e outros também nao
se usou o sorbato de potdssio. Além disso, ndo se elaborou iogurtes contendo as culturas comerciais
HOLDBAC-YMB e FRESHQ-11 juntas na mesma formula¢do. Portanto, para cada cultura
bioprotetora estudada, foram analisadas duas variaveis: Dosagem em % v/v da cultura bioprotetora e

a concentracdo do conservante quimico sorbato de potassio, conforme a Tabela 01.

Tabela 01: Distribuicao dos experimentos para o estudo do desempenho dos bioconservantes.

Exp. Conservante Culturas Bioconservantes Conc. Denominacgao
Quimico (g/100g) comerciais (V/v)
1 0,030 Ausente 0,0% controlel
2 0 Ausente 0,0% controle2
3 0,015 HOLDBAC YM-B 0,1% H1
4 0,015 FRESHQ-11 0,1% F1
5 0 HOLDBAC YM-B 0,1% H2
6 0 FRESHQ-11 0,1% F2
7 0 HOLDBAC YM-B 0,2% H3
8 0 FRESHQ-11 0,2% F3

Este estudo baseia-se em metodologias adaptadas de pesquisas semelhantes anteriores, como
aquelas conduzidas por Zhao e Liang (2022), Fayyaz et al. (2020), Li et al. (2013), entre outros, em
que se comparou os parametros do iogurte contendo culturas bioprotetoras em diferentes dosagens

com um iogurte controle contendo apenas culturas iniciais. A diferencga desses estudos para a presente
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pesquisa € que os mesmos usaram outras culturas bioprotetoras ou cepas diferentes e ndo compararam
o desempenho dos iogurtes contendo bioconservantes com o iogurte contendo o conservante quimico
sorbato de potassio, além da qualidade microbioldgica inferior da matéria-prima utilizada no presente
estudo.

O primeiro experimento da fase I foi realizado usando a concentracdo de 0,03g/100g do
conservante sorbato de potdssio como o Unico agente quimico antimicrobiano. Este iogurte, portanto,
foi o iogurte controlel e os parametros das analises fisico-quimicas, microbioldgicas, comportamento
reologico, sinérese e textura foram usados para comparagdo com os iogurtes preparados com as
culturas de bactérias laticas (LAB) e propionibactérias lacteas (PAB).

Em seguida, foi realizado o experimento 2 sendo o iogurte formulado sem conservante
quimico e sem bioconservantes. Este iogurte, portanto, foi o iogurte controle2 sendo também usado
como referéncia para comparagao dos parametros mencionados.

Posteriormente, foram realizados os experimentos 3 e 4 usando o conservante sorbato de
potassio na concentragdo de 0,015g/100g juntamente com as culturas bioprotetoras na dosagem de
0,1%v/v (2,0mL de bioconservante / 2000mL de iogurte) recomendada pelos fabricantes conforme a
Tabela 01. Depois, foram realizados os experimentos 5 € 6 usando apenas as culturas bioprotetoras
na dosagem recomendada pelos fabricantes de 0,1% (v/v) como agentes antimicrobianos, sem o
conservante sorbato de potassio.

Finalmente, foram realizados os experimentos 7 e 8 usando apenas as culturas bioprotetoras
como agentes antimicrobianos na dosagem de 0,2%v/v (4,0mL de bioconservante / 2000mL de

iogurte).
3.3. Preparacio do iogurte

Na producao do iogurte em todos os experimentos foram utilizados procedimentos eficazes
de controle sanitario, como BPF (Boas Praticas de Fabricacao), PPHO (Procedimentos Padroes de
Higiene Operacionais) e APPCC (Andlise de Perigos e Pontos Criticos de Controle), tendo varios
cuidados de higiene e esterilizagdo dos utensilios usados e do ambiente (capela) tanto durante a

preparagao do iogurte como também durante a realizagdo das analises microbiologicas.
3.3.1. Preparacio do iogurte - Fase |

A primeira fase consistiu na elabora¢ao do iogurte formulado com leite pasteurizado integral
com ou sem adi¢do de culturas bioprotetoras e com ou sem o conservante sorbato de potassio, tendo

as suas dosagens variadas conforme a Tabela 01. Foram realizados experimentos em escala de
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bancada com produgdes em bateladas de 2000mL de iogurte cujo processo seguiu o fluxograma

ilustrado na Figura 6.

Figura 6: Fluxograma da formulagdo do iogurte — Fase I.
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ndo gordurosos e, no equipamento crioscopio, foi realizada a andlise do indice crioscopico (°H),
atendendo aos padrdes oficiais do Ministério da Agricultura para o leite pasteurizado integral (Brasil,
2018):
I - teor de gordura: minimo de 3,0g/100g para o integral;
IT - acidez de 0,14 a 0,18 em g de acido lactico/100mL;
III - densidade relativa 15/15°C: 1,028 a 1,034 para o integral;
IV - indice crioscopico entre -0,530°H e -0,555°H;
V - teor de so6lidos ndo gordurosos: minimo 8,4 g/100g com base no leite integral;
VI - proteina total minima de 2,9¢/100g;
VII - lactose anidra minima de 4,3g/100g

O indice crioscOpico ou crioscopia ¢ a medida do ponto de congelamento do leite ou da
depressdo do ponto de congelamento do leite em relacdo ao da 4gua. O ponto de congelamento
maximo do leite aceito pela legislacdo brasileira ¢ —0,530°H (Brito et al., 2021).

Apos a andlise do leite, este foi pasteurizado novamente a 86 £1°C por 10 minutos (Figura 7).
Nos experimentos 1, 3 e 4, foi adicionado o conservante quimico sorbato de potassio antes da
pasteurizagao do leite e nos demais experimentos nao foi adicionado este conservante, inclusive no
iogurte controle2 que usou apenas as culturas iniciais € nenhum agente antifingico. Apds a
pasteurizagdo, o leite foi resfriado em banho indireto em 4gua gelada sob agitacdo com bastdo de
vidro até atingir a temperatura de 42+1°C. Nesta mesma temperatura (42+1°C), em todos os
experimentos, foi realizada a inoculacao de 2,5mL da cultura lactea composta pelos microrganismos
S. salivarius ssp. Thermophilus e L. delbrueckii ssp. Bulgaricus.

Figura 7: Processo de pasteurizacdo do leite para preparagdo do iogurte: (a) Aquecimento a 86 = 1°C e (b) Tempo de 10
minutos.

(a) (b)
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Além dos 2,5mL das culturas iniciais, também se inoculou 2,0mL das culturas bioprotetoras
(dosagem recomendada pelos fabricantes) nos experimentos 3 a 6, ou 4,0mL (dobro da dosagem
recomendada pelos fabricantes) nos experimentos 7 e 8, em 2000 mL de leite seguida da agitagdao do
produto por 5 minutos para que a mistura se tornasse homogénea.

Depois da inoculacao das culturas, foi transferido 250 mL de leite para um segundo bécker de
250mL esterilizado para o acompanhamento do pH e da temperatura durante a fermentacao (Figura
8). O restante do leite (1750mL) permaneceu no bécker de 2000mL durante toda a fermentacao em
repouso sem nenhum tipo de manipulagdo. Esse procedimento foi adotado para evitar contaminacdes

cruzadas do iogurte nas verificagdes do pH usando apenas a amostra de 250mL durante a fermentacao.

Figura 8: Incubagdo do iogurte em estufa na temperatura de 42+1 °C

A mistura foi mantida isotermicamente a temperatura de 42+1°C por um periodo de 4 a 5
horas até que o pH atingisse 4,70. O tempo dependeu das culturas utilizadas e da temperatura de
fermentagdo. Quando o iogurte atingiu o pH 4,70, foi feito o resfriamento do iogurte até a temperatura
de 20£1°C. Apo6s a conclusao do processo de produgdo, o iogurte foi envasado em garrafas de 100mL
para as andlises fisico-quimicas (pH e acidez tituldvel) e microbiologicas (contagem de bolores e
leveduras) e recipientes de 350mL para as analises de comportamento reologico (viscosidade), textura
(firmeza, consisténcia, coesividade e indice de viscosidade) e sinérese (separacao de soro). Ambos 0s
recipientes (100mL e 350mL) antes do envase foram higienizados com detergente neutro e
esterilizados com agua clorada e fechados/lacrados com tampas plasticas. Em seguida, foi conservado

na camara fria da empresa a uma temperatura de 7+1°C até o momento das analises.



52

3.3.2. Preparacio do iogurte - Fase 11

A partir dos resultados obtidos na fase I, duas culturas bioprotetoras comerciais nas dosagens
mais eficazes com relagdo a inibig¢do fingica foram submetidas a um teste de desafio na fase II (Figura
9) em que os iogurtes foram contaminados intencionalmente com uma concentra¢do conhecida de
bolores e leveduras para estudar o efeito dessas culturas bioprotetoras na dosagem mais eficiente
sobre os mesmos parametros analisados anteriormente na fase I fazendo um estudo comparativo em

relacdo ao iogurte formulado apenas com o conservante quimico sorbato de potdssio na concentragdo

Figura 9: Fluxograma da formulagdo do iogurte — Fase II.
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maxima permitida de 0,03g/100g (controlel) e também o iogurte contaminado sem conservante
quimico e sem bioconservantes (controle2).

Nesse caso, os iogurtes controlel e controle2 da Tabela 01 foram produzidos novamente
seguindo o mesmo procedimento da fase I e, apos o resfriamento a 25+1°C, foram contaminados
intencionalmente. Também foram produzidos novamente os iogurtes dos experimentos 7 ¢ 8 da
Tabela 01 que apresentaram a dosagem de melhor desempenho com relagdo a inibi¢do fungica na
fase I para cada tipo de cultura bioprotetora comercial e depois foram também contaminados
intencionalmente com a mesma concentragao inicial de bolores e leveduras de modo que a
concentracdo em UFC/g de iogurte seja conhecida.

Para a contaminagao do iogurte na fase II, foi usado uma amostra de 100 mL do iogurte natural
controle2 com 21 dias de armazenamento a 7+1°C formulado na fase 1. Essa amostra corresponde a
que foi usada para realizar as analises reologicas, sinérese e textura, sendo, portanto, intencionalmente
bastante manipulada por utensilios ndo esterilizados. Depois dessas analises da amostra de iogurte
controle2 com 21 dias, foi realizada a analise microbioldgica. Para se determinar o numero de
UFC/mL, foi realizada duas dilui¢des (10?) em 4gua peptonada esterilizada em autoclave a 121°C
por 15 minutos e depois foi inoculado 1,0mL da amostra diluida nas placas CompactDry YM (Nissui
Pharmaceutical Co. Ltd, Toquio, Japao) e em seguida foram incubadas a 25+1°C por 7 dias conforme

procedimento descrito no item 3.4.5. Apds esse periodo, realizou-se a contagem no contador de
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coldonias Phoenix CP602 (Phoenix Luferco LTDA, Araraquara, Sao Paulo, Brasil) cujo resultado de

bolores e leveduras deu 2,1x10* UFC/mL na diluicdo 102 (Figura 10).

Figura 10: Placa do iogurte controle2 contaminado com 21 dias de armazenamento (diluigdo 1072).

-
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Em seguida, logo ap6s a andlise microbioldgica da amostra contaminada, a mesma foi
congelada a -10°C até ser usada para inocular todos os iogurtes na fase II. Antes do uso, o iogurte
contaminado foi descongelado em banho maria a 45°C até ficar na temperatura de 25+1°C. Em
seguida, com o auxilio de uma pipeta esterilizada, foi colocado 1,0mL da amostra de iogurte
contaminado com os esporos de bolores e leveduras na concentragdo 2,1x10* UFC/mL em 1750g de
iogurte sendo agitando-se em seguida por 5 minutos para uma melhor distribuicao desses bolores e
leveduras, obtendo-se uma concentragio inicial de 1,2 x 10! UFC de bolores e leveduras/g de iogurte.
Os iogurtes inoculados /contaminados foram entdo envasados em garrafas esterilizadas de 100mL e
recipientes esterilizados de 350mL, identificados e armazenados a 7+1°C até o dia das andlises. Os

iogurtes de cada variavel de formulagao foram enumerados nos dias 1, 7, 14, 21 e 28.

3.4. Avaliacio do logurte

Para avaliar o iogurte produzido em todos os experimentos em ambas as fases foram realizadas
andlises fisico-quimicas (pH e acidez tituldvel), microbioldgicas (bolores e leveduras),
comportamento reoldgico (viscosidade aparente), textura (firmeza, consisténcia, coesividade e indice
de viscosidade) e separacao de soro (sinérese) com um dia de fabricacdao e foram repetidas a cada 7
dias até completar 28 dias em que as amostras foram mantidas refrigeradas a temperatura de 7+1°C.
Nesse caso, foram realizadas andlises com 1, 7, 14, 21 e 28 dias ap6s a produgdo, totalizando 5
amostras para cada experimento. Esse tempo de avaliacao foi escolhido baseado nos periodos usados

nos estudos de Yerlikaya ef al. (2020) e Farhadi et al. (2013).

3.4.1. Analises Fisico-Quimicas

3.4.1.1. pH e Tempo de Fermentaciao
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Durante a fermentagdo foi realizada a determinacdo e registro do valor de pH dos iogurtes
usando um pHmetro (modelo MW150 MAX, marca Milwaukee Instrumentos, Rocky Mount, NC,
EUA) até atingir o pH 4,70, quando também foi registrado o tempo de fermentacdo. No dia seguinte
apos o envase do produto também foi feita a determinacdo e registro do pH no laticinio e foram
repetidas a cada 7 dias até completar 28 dias. Antes de realizar os experimentos e as analises, o
pHmetro foi devidamente calibrado usando as solugdes tampao / padrao pH 7,00, pH 4,00 e pH 10,00.
Apesar da legislacao brasileira ndo especificar, o valor do pH ¢ considerado normal e dentro do padrao

na faixa de 4,00 a 4,70.

3.4.1.2. Acidez Titulavel

As determinagdes dos teores de acidez titulavel expressas em % de acido latico foram
realizadas em duplicata no laticinio usando o método potenciométrico por meio da titulagdo acido-
alcalimétrica, usando-se fenolftaleina como indicador (Brasil, 2006).

Para se determinar a acidez titulavel, pesou-se exatamente 10g da amostra em um béquer de
50mL, adicionou-se 10mL de 4gua isenta de gés carbOnico e misturou-se bem. Adicionou-se 4 a 5
gotas do indicador fenolftaleina. Usando o acidimetro Dornic da empresa, titulou-se com solucao de
hidroxido de sédio 0,1N sob agitagdo, até¢ o ponto final detectavel pelo aparecimento de coloragao
rosea (fenolftaleina) persistente por aproximadamente 30 segundos. A acidez titulavel expressa em
% de 4cido latico foi determinada conforme a Equacgao 1:

% de acido latico = Vx fx 0,9 (1)
m
Em que:

V = volume da solugdo de hidréxido de sodio 0,1N gasto na titulagcao, em mL;
f = fator de corre¢do da solugao de hidroxido de sédio 0,1N;
0,9 = fator de conversdo para acido lactico;
m = massa da amostra, em gramas.
A legislacdo brasileira estabelece como padrdo uma acidez tituldvel entre 0,6 a 2,0g de acido

latico/100g de iogurte (IN 46 de 23 de outubro de 2007).

3.4.2. Comportamento Reoldgico (Viscosidade)

Para determinacao das propriedades reoldgicas das formulagdes de iogurte, foi utilizado um
viscosimetro Brookfield (modelo RV+, Brookfield Engineering Laboratories Inc., Middleborough,
MA, EUA) com o auxilio do Splindle n® 63 do Laboratorio de Referéncia em Dessalinizagao
(LABDES) da Universidade Federal de Campina Grande. Para efetuar as leituras dos valores de

viscosidade aparente de cada amostra na temperatura de 6 a 6,5°C e em velocidades de rotagdo de 50
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rpm e 12 rpm foi usado o software aplicativo RHEOCALC 32 (Brookfield Engineering Laboratories
Inc.) e todas as medigdes de viscosidade foram expressas em centipoise (cp). A temperatura foi
mantida em banho-maria controlado termostaticamente. Todos os dados foram coletados apos 30s
para cada amostra. Foram utilizados fusos apropriados, garantindo torque entre 25 a 75%. Um béquer
de 150mL foi usado para todas as medi¢des com a perna de prote¢do colocada e a amostra foi
adicionada o suficiente para cobrir as ranhuras de imersao nas hastes do fuso. As analises reoldgicas

também foram realizadas nos dias 1, 7, 14, 21 e 28 em quadruplicata.

3.4.3. Sinérese (Separacio de soro)

A analise de sinérese das diferentes amostras de iogurte foi realizada nos dias 1, 7, 14, 21 ¢
28 em quadruplicata durante o armazenamento a 7+1°C por centrifugacdo segundo metodologia
proposta por Jauregui et al. (1981) com modificacdes de Beuschel et al. (1992). Para tanto, pesou-se
5,0g das amostras que foram centrifugadas a 2.500 rpm por 20 minutos na centrifuga refrigerada NT
815 (Nova técnica, Sao Paulo, Brasil) do Laboratorio de Andlises Fisicas do Departamento de
Engenharia de Alimentos da UFCG. Coletou-se o sobrenadante, pesou-o e o indice de sinérese foi

determinado de acordo com a equagao 2:

.. Massa do Sobrenadante
Sinérese(%) = 9 +100%

2

Massa do iogurte(g)

3.4.4. Analise de textura

A textura instrumental dos iogurtes foi determinada usando um texturometro TA.XTPlus
(Stable Micro Systems®, Godalming, Reino Unido), do Laboratorio de Andlises Fisicas do
Departamento de Engenharia de Alimentos da UFCG. Os parametros de firmeza, consisténcia,
coesividade e indice de viscosidade foram avaliados por meio do teste de compressdo, utilizando o
probe A/BE com 40mm de didmetro. As amostras foram homogeneizadas e inseridas no copo teste
de acrilico até o preenchimento do volume de 150 mL (altura de 50 mm). A velocidade de teste foi
de 1 mm/s e distdncia de 30mm. A avaliacdo das amostras foi realizada em quadruplicata nos dias 1,

7, 14,21 e 28 na temperatura de 6,0 a 6,5°C.

3.4.5. Analises Microbiologicas (Contagem de Bolores e Leveduras)

Para se realizar as analises de bolores e leveduras nos dias 1, 7, 14, 21 e 28 foram utilizadas
as placas compactDry YM (Nissui Pharmaceutical Co. Ltd, Toéquio, Japao) que ja vem prontas com
o meio de cultura, isso diminuiu os riscos de contaminacao durante as analises. O CompactDry YM

contém meio de cultura seco coberto por uma camada de tecido absorvente cromogénico, que permite
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o maximo de produtividade e o aumento da eficiéncia. Essas placas sdo certificadas pela AOAC
International, ISO 9001 e ISO 1348S5.

Nesse caso, as amostras foram diluidas a 10" em 4gua peptonada esterilizada em autoclave a
121°C por 15 minutos e depois foi inoculado 1,0mL de cada amostra diluida nas placas CompactDry
YM e incubadas a 25+1°C por 7 dias. Apds esse periodo, realizou-se a contagem no contador de
colonias Phoenix CP602 (Phoenix Luferco LTDA, Araraquara, Sao Paulo, Brasil).

A legislacdo brasileira especifica como padrao para o iogurte uma contagem total de

bolores/leveduras/g maxima M= 2,0 x 102 UFC/g (IN 46 de 23 de outubro de 2007).

3.5. Tratamento Estatistico dos Dados

O tratamento estatistico dos dados experimentais foi realizado utilizando a anélise de variancia
(ANOVA) com experimento fatorial para determinar diferengas significativas entre os tratamentos
com nivel de significancia p < 0,05 e calculo de comparacao entre médias pelo teste de Tukey por
meio do programa computacional ASSISTAT versao 7.7 beta (Silva; Azevedo, 2016). No caso, foram
analisados estatisticamente os dados do parametro acidez titulavel (%), realizado em duplicata, e dos
parametros viscosidade, sinérese, firmeza, consisténcia, coesividade e indice de viscosidade dos
iogurtes, realizados em quadruplicata, durante os 28 dias de armazenamento. O ntimero total de
analises foi 160 (5 tempos de amostragem x 8 tipos de iogurte x 4 medicdes repetidas) para cada
parametro, com a excecao da acidez titulavel que foi 80 (5 tempos de amostragem x 8 tipos de iogurte

x 2 medigdes repetidas).



58

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste capitulo os dados obtidos nas duas fases do trabalho foram apresentados e discutidos
para entender a influéncia das culturas bioprotetoras nos parametros fisico-quimicos,

microbioldgicos, reoldgicos e de textura do iogurte natural integral.
Fase I

4.1. Efeito das culturas bioprotetoras na cinética de fermentacao, pH e acidez titulavel — Fase I

Nos experimentos da fase I em que os iogurtes nao foram submetidos a contaminacao artificial
apos a fermentacao, observa-se na Figura 11 que, de uma forma geral, as duas culturas bioprotetoras
comerciais diminuiram o tempo de fermentagao em relagdo ao iogurte controlel e principalmente em
relacdo ao iogurte controle2 (sem conservante quimico e bioconservantes), com a exce¢do apenas do
iogurte F3 que apresentou um tempo de fermentacao de 360min. O dado que embasa essa afirmacao
€ que no experimento com o iogurte controlel, apenas com o conservante sorbato de potassio numa
concentracao de 0,03g/100g, o tempo de fermentagao foi de 330min, maior, portanto, do que o tempo
apresentado nos demais iogurtes contendo culturas bioprotetoras.

Os iogurtes controlel e controle2 contém apenas as culturas iniciais e, por isso, produzem
menos acidos organicos durante a fermentacdo do que os iogurtes que contém as culturas
bioprotetoras e as culturas iniciais. Devido a isso, a fermentacao foi mais lenta nos iogurtes controlel
e controle2.

A cinética de fermentacdo no experimento H1 foi a mais rapida, pois atingiu o pH 4,68 com
270min e nos experimentos F3 e controle2, as cinéticas de fermentagdo foram mais lentas, pois

atingiram os pH 4,67 ¢ 4,68, respectivamente, com 360min.
Figura 11: Variag@o do pH em func¢do do tempo (min) de fermentacao.
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Se compararmos os iogurtes contendo a cultura bioprotetora comercial HOLDBAC YM-B (L.
rhamnosus e P. freudenreichii subsp. shermanii), observa-se que a fermentagdo do iogurte H1 foi 30
minutos mais rapida do que o H2 e o H3. Vale salientar que tanto o H1 como o H2 utilizaram a cultura
bioprotetora HOLDBAC YM-B na dosagem recomendada pelo fabricante (0,1%v/v) e no H3 a
dosagem foi 0,2%v/v. No entanto, no experimento H1, tem também a adi¢ao de 0,015g/100g do
conservante sorbato de potassio, enquanto no H2 e H3 nao teve adi¢ao desse conservante quimico.

Este resultado nao ocorreu quando se usou a cultura bioprotetora FreshQ-11 (L. rhamnosus),
pois o iogurte F1 teve o mesmo tempo de fermentagdo do F2 que usaram a mesma dosagem de
0,1%v/v. Mas quando a dosagem dessa cultura foi dobrada para 0,2%v/v (F3), o tempo de
fermentacdo aumentou aproximadamente 60 minutos. Dessa forma, o aumento da dosagem das
culturas bioprotetoras para o dobro recomendado pelos fabricantes (0,2%v/v) ndo teve efeito na
cinética de fermentagdo da cultura bioprotetora HOLDBAC YM-B e retardou a fermentacao quando
se usou a cultura bioprotetora FreshQ-11.

No estudo de Kariyawasam et al. (2023), a fermentacao do iogurte foi acelerada pela co-
cultura com probioticos (L. rhamnosus GG, L. plantarum KCTC 3108 e L. plantarum 200655) em
relagdo a amostra controle sem probioticos (C), o equivalente ao iogurte controle2 da presente
pesquisa. O tempo total de fermentagdo para todas as amostras de iogurte suplementadas com
probidticos no estudo de Kariyawasam et al. (2023) foi de aproximadamente 340 min, em
comparacao com a amostra de controle (400min). Esses resultados também foram observados por
Akan (2022) em um iogurte com combinagdo de “starter” comercial e os probidticos L. casei, L.
acidophilus e Bifdobacterium lactis.

No que se refere a variagdo do pH com o tempo de armazenamento (em dias), observa-se na
Figura 12a que os valores de pH do iogurte diminuiram gradualmente durante o armazenamento a

7x1°C devido a produgao de acidos organicos pelas culturas iniciadoras.

Figura 12: Varia¢ao do pH em fun¢do dos dias de armazenamento. (a) Todos os experimentos; (b) iogurtes controlel e
controle2 e experimentos contendo a cultura bioprotetora HOLDBAC-YMB e (c) iogurtes controlel e controle2 e
experimentos contendo a cultura bioprotetora FRESHQ-11.
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Além disso, com a excecdo apenas do iogurte H1, o pH do iogurte controlel foi mais baixo
do que os experimentos com as culturas bioprotetoras comerciais e do que o iogurte controle2 durante
os 28 dias de armazenamento.

Dentre os experimentos com as culturas bioprotetoras, o H1 e o F3 foram os que tiveram um
comportamento mais proximo do iogurte controlel apresentando valores mais baixos de pH do que
os demais experimentos com culturas bioprotetoras, enquanto que os experimentos F2 e H3
apresentaram pH mais altos no final do periodo estudado proximos ao iogurte controle2. Além disso,
o experimento H1 teve a maior variacao de pH (-5,5%) e o F2 foi o que variou menos (-1,5%). Nesse
caso, o iogurte H3 teve um resultado melhor pois apresentou uma menor pos-acidificacao no periodo
estudado devido a presenca da cultura propidnica.

No que se refere ao iogurte controle2 que contém apenas as culturas iniciais S. salivarius ssp.
Thermophilus e L. delbrueckii ssp. Bulgaricus, observa-se que o mesmo apresentou valores mais altos
de pH do que os iogurtes contendo as culturas bioprotetoras, com a exce¢ao dos experimentos F2 e
H3 que apresentaram, respectivamente, pH igual e mais alto do que o iogurte controle2 no final do

periodo estudado.
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Observa-se ainda nas Figuras 12b e 12c um efeito inverso no comportamento do pH em funcao
do tempo de validade (dias) quando se dobrou a dosagem das culturas bioprotetoras comerciais para
0,2%v/v. No caso da cultura bioprotetora HOLDBAC-YMB, quando se dobrou a dosagem, o pH foi
maior ao longo dos 28 dias (iogurte H3) do que os iogurtes que usaram a dosagem de 0,1%v/v dessa
mesma cultura (iogurtes H1 e H2). No entanto, no caso da cultura bioprotetora FRESHQ-11, quando
se dobrou a dosagem, o pH foi menor ao longo dos 28 dias (iogurte F3) do que os iogurtes que usaram
a dosagem de 0,1%v/v dessa mesma cultura (iogurtes F1 e F2).

Com relagdo a acidez titulavel (%), observa-se na Tabela 02 (Figuras correspondentes no
Apéndice A) uma tendéncia inversa a verificada no pH, ou seja, ocorreu um aumento significativo (p
< 0,05) no decorrer do tempo de armazenamento para todos os iogurtes. Além disso, a partir dos 21
dias, o iogurte controlel apresentou uma acidez titulavel significativamente maior do que os iogurtes
contendo as culturas bioprotetoras (p < 0,05). No tratamento estatistico desse pardmetro na Tabela 02
e detalhado no Apéndice D, as letras a, b, c, d representam as diferencas significativas entre as médias
da acidez titulavel em fungdo dos dias de armazenamento (p < 0,05) e as letras A, B, C, D, E
representam as diferencas significativas entre as médias da acidez titulavel de cada iogurte (p < 0,05).
No caso, se observou que ambos os fatores (tempo de armazenamento e tipo de iogurte) exerceram
influéncia na acidez tituldvel. No entanto, a variagdo foi maior em func¢ao dos dias de armazenamento

tendo em vista que o valor da estatistica do teste F foi maior para essa variavel.

Tabela 02: Variacdo da acidez titulavel (%) em funcdo dos dias de validade — Fase I.

DIAS controlel controle2 H1 F1 H2 F2 H3 F3
1 0,653 0,626°F  0,6359P  0,614°F 0,689  0,682°A4 0,648°B€ 0,664
7 0,6959P  0,648°F  0,691°P 0,720°4B  0,734%A  0,709%B¢  0,662°F  0,698°CP
14 0,726°B€  0,666%F  0,744°A 0,736*AB€ 0,7432AB  0,680°°F 0,684°C  (,722'C
21 0,773 0,666  0,766** 0,747 0,713°°P 0,707°> 0,680°F  0,729°¢
28 0,797*4 0,680 0,771*B  0,713°¢  0,725*C 0,720°C 0,716°C  0,765*8

Var (%) 22,2 8,6 21,5 16,1 5,2 5,6 10,4 15,3

Nota: a, b, ¢, d - Diferengas significativas entre as médias de cada linha (p <0,05). A, B, C, D, E - Diferengas significativas
entre as médias de cada coluna (p < 0,05). VAR (%) - Variacao (%).

Dentre os iogurtes com culturas bioprotetoras, o H3 (L. rhamnosus e P. freudenreichii subsp.
shermanii) na dosagem de 0,2%v/v foi o que apresentou a acidez tituldvel menor durante o periodo
estudado e, por isso, um melhor resultado entre os iogurtes com culturas bioprotetoras. Como ocorreu
com o pH, observa-se na Tabela 02 um efeito inverso no comportamento da acidez titulavel (%) em
funcdo do tempo de validade (dias) quando se dobrou a dosagem das culturas bioprotetoras
comerciais para 0,2%v/v. No caso da cultura bioprotetora HOLDBAC-YMB, quando se dobrou a
dosagem (iogurte H3), a acidez titulavel(%) foi significativamente menor (p < 0,05) a partir dos 7
dias do que os iogurtes que usaram a dosagem de 0,1%v/v dessa mesma cultura (iogurtes H1 e H2).

No entanto, no caso da cultura bioprotetora FRESHQ-11, quando se dobrou a dosagem (iogurte F3),
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a acidez titulavel (%) foi significativamente maior (p < 0,05) no final dos 28 dias do que os iogurtes
que usaram a dosagem de 0,1%v/v dessa mesma cultura (iogurtes F1 e F2).

No que se refere ao iogurte controle2 que contém apenas as culturas iniciais S. salivarius ssp.
Thermophilus e L. delbrueckii ssp. Bulgaricus, sem conservante quimico e bioconservantes, observa-
se que o mesmo apresentou valores significativamente menores (p < 0,05) de acidez titulavel (%) do
que os iogurtes contendo as culturas bioprotetoras no periodo estudado de 28 dias. Enfim, observa-se
na Tabela 02 que o iogurte controlel apresentou a maior variagao na acidez titulavel (%), onde houve
um aumento de 22,2% no decorrer dos 28 dias, enquanto que o experimento H2 foi o que variou
menos (5,2%).

Ao comparar o iogurte controlel com o iogurte controle2, observou-se que o iogurte
controlel, que contém o conservante quimico sorbato de potassio, apresentou pH mais baixo e acidez
titulavel significativamente maior (p <0,05) durante o periodo de armazenamento de 28 dias a 7+1°C.
Além das culturas utilizadas, a pés-acidificacdo do iogurte depende de outros fatores, como a
composi¢do da matéria-prima, o processo de fabricacao e o tempo de fermentagdo, que foi 30 minutos
a mais para o iogurte controle2 do que para o iogurte controlel.

Numerosos estudos observaram que a composicao de bebidas fermentadas desempenha um
papel crucial na determinagdo do valor final do pH e suas alteracdes durante o armazenamento
refrigerado, que sdo influenciadas pela capacidade de tamponamento da bebida, os niveis de
nitrogénio nao proteico e vitaminas ¢ a disponibilidade de carboidratos fermentaveis necessarios para
o crescimento de microrganismos (Ashna et al., 2022). Além disso, certas espécies de fungos e
leveduras podem elevar o pH do meio, o que pode explicar o pH mais alto e a acidez mais baixa do
iogurte controle2, que apresentou alto nivel de contaminacdo por leveduras. As bactérias lacticas
produzem &cidos organicos, principalmente acido lactico, enquanto as leveduras assimilam esses
acidos, formando alcool e CO», aumentando assim o pH. Além disso, durante o metabolismo do acido
lactico, as leveduras liberam vitaminas como vitamina B, 4cido pantoténico, niacina, riboflavina e
biotina, que sdo importantes para o desenvolvimento das bactérias lacticas (Viljoen, 2001).

A cultura HOLDBAC-YMB na dosagem dobrada de 0,2%v/v (iogurte H3) apresentou a
acidez titulavel (%) mais baixa do que as demais culturas bioprotetoras. Isto ¢ um resultado positivo
e demostra que essa cultura apresentou uma menor poés-acidificacdo durante o periodo de
armazenamento de 28 dias e, por isso, tende a ter uma maior aceitabilidade. Farhadi et al. (2013)
concluiram em seus estudos que esse comportamento da acidez titulavel esta associado a capacidade
das bactérias do acido propidnico, como P. freudenreichii, de formar diferentes acidos organicos,
como o acido propionico e o acido acético, usando acido latico. No estudo de Farhadi ef al. (2013),

os autores também concluiram que “a quantidade de acido acético ¢ maior que a de acido latico em
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todas as amostras, provavelmente devido ao consumo de acido ldatico e produgdo de dcido acético
por P. freudenreichii ssp”. Dessa forma, como HODBAC-YMB corresponde as culturas L.
rhamnosus e P. freudenreichii ssp Shermanni combinadas, ocorreu essa transformacao de acido latico
em acidos propidnico e acético e, por isso, a acidez titulavel (%) foi menor durante o periodo de
armazenamento, principalmente quando se dobrou a dosagem, pois o acido latico, cuja constante de
dissociacdo acida em agua, a 25°C, é K,=1,4x10* e pK,=3,86, ¢ mais forte do que os 4cidos acético
(Ka=1,8x107 e pK,=4,75) e propidnico (K.=1,3x10" e pK.=4,85). Segundo Yerlikaya et al. (2020,
traducdo propria), “esta propriedade teve um efeito positivo no periodo de armazenamento, uma vez
que ndo afetou o sabor e o aroma das bebidas lacteas probioticas e resultou em baixa acidez titulavel
ao final do periodo de armazenamento”.

O iogurte fermentado com as culturas iniciais apenas ou uma mistura de culturas iniciais e
bactérias propionicas foram mais acidificadas, em compara¢ao com os iogurtes fermentados apenas
com bactérias propionicas (Ziarno et al., 2022). Resultados consistentes com este estudo de Ziarno et
al. (2022) foram obtidos por Yerlikaya et al. (2019), que estudou Propionibacterium shermanii
subesp. freudenreichii na producdo de bebidas lacteas. Os pesquisadores citados relataram uma
reducdo de pH significativamente mais eficaz quando as bactérias Propionibacterium foram usadas
em conjunto com bactérias do acido lactico do que quando usadas isoladamente. Eles também
mostraram que as bactérias do 4cido propionico foram significativamente mais eficazes na redugao
do pH dos iogurtes testados quando combinadas com L. acidophilus, Bifidobacterium animalis subsp.
lactis, L. rhamnosus e L. casei. Isto indica que as bactérias Propionibacterium acidificam menos o
iogurte durante o armazenamento do que quando combinadas com culturas &cido laticas e,
principalmente, do que os iogurtes contendo apenas bactérias acido laticas.

O comportamento dos iogurtes com culturas bioprotetoras de apresentarem um pH menor e
uma acidez titulavel (%) significativamente maior do que o iogurte controle2 durante os 28 dias esta
de acordo com um estudo realizado por Khan-Mohammadi ef al. (2023, traducdo propria) que
afirmaram que “os menores valores de pH foram observados em T1 (iogurte formulado com culturas
iniciais contendo 10° UFC/mL de L. rhamnosus) e T3 (iogurte formulado com culturas iniciais
contendo 10° UFC/mL de L. rhamnosus e 10° UFC/mL de Penicillium expansum) durante todo o
periodo do estudo”. Os pesquisadores sugeriram que isso poderia ser atribuido a presenca da bactéria
probidtica L. rhamnosus em combinag¢do com as culturas iniciais do iogurte. Em seu estudo, o iogurte
TO, que ¢ comparavel ao iogurte controle2 na presente pesquisa, continha apenas as culturas iniciais
e, de forma semelhante, exibiu um pH mais alto do que os iogurtes com culturas bioprotetoras.

Zhao e Liang (2022), concluiram que ndo houve diferenca significativa no pH e na acidez

titulavel (AT) entre o iogurte controle contendo apenas as culturas iniciais e as trés amostras de
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iogurte contendo L. Plantarum MC5 no primeiro dia de armazenamento (p > 0,05); no entanto, AT
mostrou uma tendéncia significativamente crescente & medida que o tempo de armazenamento
progrediu (p <0,05). Porém, no estudo destes autores, ap6s 14 € 21 dias de armazenamento, os valores
de pH das amostras de iogurte contendo L. Plantarum MC5 nas propor¢des 1:1 e 2:1 foram
significativamente maiores do que o iogurte controle (p < 0,05) adicionado apenas por culturas
iniciais como € o caso do iogurte controle2 do presente estudo. Segundo Zhao e Liang (2022, traducao
propria), “isso indicou que o grau de pos-acidificagdo nos grupos 1:1 e 2: 1 foi muito baixo e a adi¢do
de L. plantarum MCS melhorou o problema de pés-acidificacdo das amostras de iogurte”. E
importante observar que Zhao e Liang (2022) usaram em seu estudo uma cultura bioprotetora
diferente (L. Plantarum MCS5) das que foram usadas na presente pesquisa, isso refor¢a a importancia
do tipo de cultura sobre os parametros do iogurte.

Os valores de acidez tituldvel (AT) das amostras de iogurte 1:1 e 2:1 no estudo de Zhao e
Liang (2022) foram significativamente menores do que os do iogurte controle (p < 0,05). Eles
explicaram que isso pode ser devido a L. Plantarum MCS5 ter usado os nutrientes do iogurte para
produzir grandes quantidades de exopolissacarideo (EPS) e uma pequena quantidade de acido latico
durante o armazenamento. Ao contrario, as culturas iniciais comerciais utilizaram nutrientes para
metabolizar e sintetizar menos EPS e mais acido latico e acido acético (Zhao e Liang, 2022). Isso
também pode ser devido a alta capacidade de tamponamento do p6é de EPS bruto e da cultura
iniciadora inibindo os niveis de acido latico no iogurte (Doleyres, Schaub e Lacroix, 2005).

Da mesma forma, num estudo realizado por Lacanin ef al. (2017), ndo observaram durante o
armazenamento nenhum impacto das culturas antifiingicas nas taxas de acidificagcdo das culturas
iniciadoras ou mudancas significativas de pH em comparagdo com o iogurte controle sem nenhuma
cultura bioprotetora. Segundo esses autores, tal caracteristica € interessante, pois ndo ¢ desejavel o
uso de culturas antifingicas que impactem a atividade dos “starters” ou provoquem pds-acidificagao
durante o armazenamento. No entanto, mesmo ndo tendo sido observadas alteracdes significativas no
pH, seria necessario verificar se essas culturas antifungicas ndo modificam as propriedades
organolépticas do iogurte durante o armazenamento (Lacanin et al., 2017).

Por outro lado, varios outros estudos mostraram que as bactérias acido laticas (LAB) como a
FRESHQ-11 (L. rhamnosus) produzem acido latico e varios tipos de acidos organicos durante e apds
a fermentacdo e, por isso, aumenta a acidez titulavel do iogurte reduzindo assim o pH do produto
alimentar tornando-o desfavoravel ao crescimento de microorganismos indesejados como bactérias
patogénicas, leveduras e bolores. Por exemplo, Arena et al. (2016) concluiram que dentre os acidos
organicos produzidos pelas LAB, os metabolitos mais bem caracterizados e mais eficazes produzidos

sdo o acido latico e o acido acético, que sdo bioativos em sua forma protonada em pH baixo. Garnier
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et al. (2020) também relataram que os acidos propiodnico, latico, acético e butirico foram os produtos
de fermentagdo mais abundantes gerados em fermentados de leite produzidos
com L. rhamnosus e Acidipropionibacterium jensenii. Entre 0s microrganismos que possuem
propriedades antimicrobianas, as bactérias acido lacticas (LAB) produzem uma grande variedade de
substancias antimicrobianas, incluindo além dos acidos organicos, acidos graxos, reuterina, peptideos
antifingicos e bacteriocinas (Lassois et al., 2008).

No estudo de Kariyawasam et al. (2023), a acidez titulavel das amostras de iogurte também
mostrou um aumento continuo durante o armazenamento. A acidez titulavel das amostras do iogurte
controle C, L. rhamnosus GG, L. plantarum KCTC 3108 e L. plantarum 200655 no final do periodo
de armazenamento foi de 0,78+0,02%, 0,82+0,04%, 0,81+£0,06% e 0,82+0,04%, respectivamente.
Observa-se que a acidez titulavel nesse estudo foi maior nos iogurtes contendo culturas bioprotetoras
ou probioticas do que no iogurte controle contendo apenas as culturas iniciais. Estes valores estdo
bem proximos dos observados no presente estudo com 28 dias. O aumento da acidez titulavel ocorre
pela produgao continua de acidos organicos e atividade residual da LAB (Habibi Najaf et al., 2019).
Da mesma forma, uma diminuig¢do consistente no pH foi observada durante o armazenamento no
estudo de Kariyawasam et al. (2023).

No trabalho de Fayyaz et al. (2020), que analisou a atividade antifingica de combinagdes
binarias e ternarias de trés bactérias lacticas (Lactobacillus reuteri (IBRC-M10755), L. helveticus
(IBRC-M No 10874) e L. acidophilus (IBRC-M)) contra cinco leveduras deteriorantes em iogurte, 0s
resultados mostraram que a inocula¢ao da LAB no iogurte provocou redugdo significativa do pH ao
longo do armazenamento refrigerado, enquanto a acidez titulavel aumentou até 20 dias e, partir desse
periodo, diminuiu (p < 0,05). Segundo esses autores, a capacidade de S. thermophilus de produzir
alguns metabolitos basicos apos os 20 dias de armazenamento poderia ser uma possivel razao para o
aumento do pH observado.

Finalmente, muitos autores notaram que a composi¢ao das bebidas fermentdveis ¢ importante
para o valor final do pH e suas mudangas durante o armazenamento refrigerado, que sdo determinadas
pela capacidade tampao da bebida, os diferentes teores de nitrogénio ndo protéico e vitaminas € a
disponibilidade de carboidratos fermentaveis que sdao necessarios para o crescimento de
microrganismos (Ashna et al., 2022). Além disso, o tipo de cultura iniciadora influencia o pH das
amostras de iogurte (Tarnaud, 2020).

Muitos autores também observaram mudancas no pH de produtos a base de iogurte durante o
armazenamento refrigerado; isso € explicado pela atividade metabolica das bactérias da cultura

inicial, que continuam a quebrar os carboidratos disponiveis, embora a uma taxa muito mais lenta do
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que em sua temperatura ideal (Ashna et al., 2022; Mituniewicz-Matek et al, 2009; Gomes et al.,

2013; Vanegas—Azuero, 2018).

4.2. Efeito das culturas bioprotetoras no comportamento reologico — Fase I

Como se pode observar na Tabela 03 (Figuras correspondentes no Apéndice A), a viscosidade
aparente de todas as amostras de iogurte exibiu flutuacdes notaveis ao longo do periodo de
armazenamento a 7£1°C, indicando interacdes bioquimicas e microbianas complexas dentro da
matriz do iogurte. Porém, de uma forma geral, nos iogurtes contendo culturas bioprotetoras, a
viscosidade foi significativamente maior do que a dos iogurtes controlel e controle2 (p < 0,05)
contendo apenas as culturas iniciais. Vale salientar que no tratamento estatistico desse parametro na
Tabela 03 e detalhado no Apéndice D, as letras a, b, ¢, d representam as diferengas significativas entre
as médias da viscosidade aparente em fun¢ao dos dias de armazenamento (p < 0,05) e as letras A, B,
C, D representam as diferengas significativas entre as médias da viscosidade aparente de cada iogurte
(p <0,05). No caso, se observou que ambos os fatores (tempo de armazenamento e tipo de iogurte)
exerceram influéncia nesse parametro. No entanto, a variacdo foi maior em fung¢ao do tipo de iogurte
tendo em vista que o valor da estatistica do teste F foi maior para esse fator, onde os iogurtes contendo
culturas bioprotetoras a viscosidade foi significativamente maior (p < 0,05).

Tabela 03: Variagdo da viscosidade (m.Pas) a 50 rpm em fun¢ao dos dias de armazenamento a 7+1°C — Fase 1.

DIAS controlel controle2 H2 F2 H3 F3
1 795,948,7%¢ 733,0+18,6°C  1116,5+9,9%4 597,9+7,74P 081,4+28,7°8  1011,3+39,6°8
7 694,1+5,7°° 766,7+£26,3°°C  1010,0+4,5*®  798,4+18,5°C  1152,5+38,6** 1188,8+59,1*4

14 760,2+12,47CP  819,0+34,8°C  1082,0+24,7**  911,4+36,9°®  982,7+18,8°® 7454424 69
21 716,8+14,5*¢  760,6+32,3"C  1097,8+43,5*4 1083,5+43,8°*  837,5423,3®  866,8+41,1B
28 747,9+13,9°P  803,1+41,8BC¢  987,5+51,0°4  856,7422,2*B  713.2+10,6°  824,8+37,8F

Var(%) -6,0 9,6 -11,6 43,3 -27,3 -18,4

Nota: a, b, c, d - Diferengas significativas entre as médias de cada linha (p < 0,05). A, B, C, D - Diferengas significativas
entre as médias de cada coluna (p < 0,05).

Considerando os 28 dias de armazenamento, quando se dobrou a dosagem da cultura
bioprotetora para 0,2%v/v, se observou uma diminui¢do significativa (p < 0,05) da viscosidade
quando se usou a cultura HOLDBAC-YMB (iogurte H3) em rela¢do ao iogurte que usou essa mesma
cultura na dosagem de 0,1%v/v (iogurte H2). Esse comportamento da viscosidade esta relacionado a
menor acidez titulavel do iogurte quando se usou essa cultura bioprotetora na dosagem 0,2%v/v. No
entanto, com 28 dias de armazenamento, ndo foi observado diferenca significativa da viscosidade (p
> 0,05) quando se dobrou a dosagem da cultura bioprotetora comercial FRESHQ-11 para 0,2%v/v.

Inicialmente, as amostras controle1 apresentaram valores de viscosidade mais elevados que o

controle2, sugerindo uma variagdo na estabilidade da matriz ou na resposta as condi¢des de
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armazenamento. Curiosamente, no dia 7, as amostras do controle2 ultrapassaram o controlel em
viscosidade, destacando uma diferenca potencial nos processos de estabilizacdo ou degradacao que
ocorrem nessas amostras.

E amplamente reconhecido que L. rhamnosus e P. freudenreichii sdo espécies conhecidas por
sua capacidade de produzir exopolissacarideo (EPS), que contribuem para as propriedades texturais
e reologicas de produtos lacteos fermentados, como iogurte. Embora a produgao de EPS possa variar
entre diferentes cepas, a literatura fornece evidéncias substanciais de que cepas de L. rhamnosus e P.
freudenreichii sdo capazes de produzir quantidades significativas de EPS (Deutsch et al., 2008;
Guyomarc'h et al., 2020; Oleksy-Sobczak et al., 2020; Bibi et al., 2021; Badel et al., 2011).

Neste estudo, utilizamos as culturas bioprotetoras comerciais HOLDBAC YM-B (uma
combinagdo de L. rhamnosus e P. freudenreichii subsp. shermanii) ¢ FRESHQ-11 (L. rhamnosus)
para avaliar seu impacto na qualidade do iogurte. Embora as capacidades especificas de produgao de
EPS dessas cepas comerciais ndo tenham sido caracterizadas pelos fabricantes, suas propriedades
antifingicas foram bem documentadas, pois esse € seu uso principal pretendido. Essas culturas
bioprotetoras sao normalmente empregadas junto com culturas iniciais, como S. salivarius subsp.
thermophilus, uma espécie bem conhecida por sua produgao robusta de EPS e seu papel no aumento
da viscosidade do iogurte.

Dadas as capacidades estabelecidas de produ¢ao de EPS das espécies envolvidas, ¢ razoavel
levantar a hipdtese de que as melhorias observadas na viscosidade do iogurte podem ser parcialmente
atribuidas a producao de EPS por essas culturas bioprotetoras, seja diretamente ou por meio de efeitos
sinérgicos com as culturas iniciais. Embora a quantificacdo direta de EPS ndo tenha sido conduzida
neste estudo, o corpo de literatura existente apoia a probabilidade de produgdo de EPS pelas cepas
usadas, e nenhum estudo foi encontrado para sugerir o contrario. Pesquisas futuras podem envolver
analise direcionada da producao de EPS para confirmar esses efeitos nas cepas especificas usadas
neste estudo.

A acentuada variagdo na viscosidade entre amostras tratadas com culturas bioprotetoras pode
ser substancialmente explicada pela producao de EPS. Esses polissacarideos de alto peso molecular,
secretados por cepas especificas de bactérias do acido lactico durante a fermentagao, sdo conhecidos
por aumentar a viscosidade do iogurte, aumentando a retencdo de 4gua e contribuindo para uma
estrutura mais semelhante a um gel (Li et al., 2014). A série H, particularmente H2, exibiu um
aumento pronunciado na viscosidade até os 21 dias de armazenamento, o que atribuimos a producao
de EPS. Isto sugere que os efeitos sinérgicos de L. rhamnosus € P. freudenreichii subsp. shermanii
conduzem a um aumento robusto mediado por EPS na resisténcia da matriz ao fluxo (Deutsch ef al.,

2008).
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O EPS ndo apenas retém agua, mas também interage com as proteinas do leite para fortalecer
e estabilizar a rede de gel, aumentando assim a viscosidade geral do iogurte (Ripari, 2019). A
interacao entre o EPS e a rede proteica do leite explica potencialmente o comportamento reoldgico
observado das amostras da série H, que apresentaram uma viscosidade consistentemente mais alta,
sugerindo uma formacao de gel mais coesa e estavel dentro da matriz do iogurte.

Além do EPS, outros metabolitos produzidos pelo LAB, como acidos organicos e enzimas
proteoliticas, desempenham papéis cruciais na modulagao da textura do iogurte (Sharma et al., 2023).
Os acidos organicos contribuem para a agregacdo das micelas de caseina e a formagdo de gel,
diminuindo o pH do leite, enquanto as enzimas proteoliticas alteram a rede proteica ao hidrolisar as
proteinas do leite. Esses processos bioquimicos sao fundamentais na definicdo dos atributos texturais
e sensoriais finais do iogurte.

Kariyawasam et al. (2023), observaram um aumento da viscosidade e diminui¢ao dos valores
de sinérese (p<0,05) nas amostras de iogurte contendo L. rhamnosus GG (denominada amostra GG)
e L. plantarum 200655 (denominada amostra S). Nesse estudo, os valores da viscosidade e reten¢ao
de 4gua (CRA) da amostra S aumentaram 16,34% e 5,79%, respectivamente, enquanto o valor de
sinérese diminuiu 5,43% em relacdo a amostra controle C. Segundo Kariyawasam et al. (2023), estes
resultados indicam que a suplementacdo com probidtico aumentou a viscosidade. Este resultado ¢
similar ao encontrado na presente pesquisa. O EPS produzido pelos probidticos pode ser responsavel
pela melhoria das propriedades texturais (Lee et al., 2021). Alguns estudos relataram interacdes
relacionadas as proteinas do leite e sua capacidade de aumentar a firmeza e a viscosidade do leite
fermentado, a0 mesmo tempo em que diminuem a sinérese e a granulacao (Buldo et al., 2016).

No estudo de Fayyaz et al. (2020), os resultados mostraram que a viscosidade aparente de
todas as amostras teve um aumento até¢ o 10° dia de armazenamento, seguido por uma tendéncia de
redu¢do para o restante do periodo de armazenamento. Varios pesquisadores atribuiram essas
mudangas a acidez tituldvel do meio, no qual uma rede mais firme apareceu como resultado da
coagulagdo 4cida em baixo pH (Beal et al., 1999). E relatado que os fatores que afetam a via e a
duracdo da fermentacao podem influenciar a viscosidade do produto final (Penna et al., 2006). No
estudo de Fayyaz et al. (2020), a inoculagdo de LABs (L. reuteri (IBRC-M10755), L. helveticus
(IBRC-M No 10874) e L. acidophilus (IBRC-M)) em diferentes propor¢des resultou na producao de
diferentes acidos com diferentes taxas e concentragdes, fazendo com que a viscosidade aparente seja
uma caracteristica dependente da cultura. A viscosidade do iogurte ¢ uma fungdo da associagdo da

cepa, temperatura e pH final.
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4.3. Efeito das culturas bioprotetoras na capacidade de retencido de agua e sinérese do

iogurte — Fase |

De acordo com a Tabela 04 (Figuras correspondentes no Apéndice A), a separacdao de soro
(sinérese) de todos os experimentos diminuiu significativamente com o tempo de armazenamento (p
<0,05) durante os 28 dias a 7+1°C, sendo que o iogurte F1 foi o que mais diminuiu (-17,2%). Isso
indica que a capacidade de retengdao de agua (CRA) aumentou significativamente (p < 0,05) em
fung¢do do tempo de armazenamento ou validade. O iogurte H1 contendo a cultura bioprotetora
HOLDBAC YM-B (culturas L. rhamnosus e P. freudenreichii subsp. shermanii) na dosagem
recomendada pelo fabricante (0,1%v/v) apresentou uma maior sinérese a partir dos 7 dias, no entanto,
todos os experimentos contendo culturas bioprotetoras apresentaram sinérese muito proximas com
28 dias de armazenamento, variando entre 57,3+0,6% para o iogurte H2 e 61,9+0,5% para o iogurte
F3. No tratamento estatistico desse parametro na Tabela 04 e detalhado no Apéndice D, as letras a,
b, ¢ representam as diferencas significativas entre as médias da sinérese em fun¢do dos dias de
armazenamento (p < 0,05) e as letras A, B, C, D representam as diferengas significativas entre as
médias da sinérese de cada iogurte (p < 0,05). No caso, se observou que ambos os fatores (tempo de
armazenamento e tipo de iogurte) exerceram influéncia nesse parametro. No entanto, a variacdo foi
maior em func¢do do tempo de armazenamento tendo em vista que o valor da estatistica do teste F foi
maior para esse fator.

Tabela 04: Variagdo da sinérese (%) em fung¢do dos dias de armazenamento a 7+1°C — Fase 1.

DIAS controlel controle2 H1 F1
1 63,5£1,0%° 75,3£1,0%4 64,6+2,4°CP 72 24D 63AB
7 62,0+1,6%P 72,1£1,68  69,9+1,328 68,8+4,5%BC
14 61,5+0,5°BC  68,6+1,3*A  69,0+1,1%4 65,3+1,6°48
21 58,0+0,5P 66,6+1,4A 64,4+1,1°48 59 3+, 8CP
28 58,9+0,95°BC 68,2+0,8%A  59,9+1,1B¢  59,8+0,6BC
Var (%) -7,3 9.4 -7,3 -17,2
Continuagio.
DIAS H2 F2 H3 F3
1 63,8+2,0°°  68,8+0,6°BC 64,0+0,3%P 66,2+2,7°CP
7 62,0+£1,4°®  65,3+£0,9°P  62,0£0,4  76,6+0,9%4
14 60,3£0,8*C  63,9+0,8"BC  60,4+0,5%C  65,7+£1,5%A8
21 59,5+1,1°°P  62,0+0,3%BCP 57 7+1,1¢P 63,5£1,3beABC
28 57,3£0,6  61,3+0,6BC 58,8+0,6"BC  61,9+0,5B
Var (%) -10,3 -10,8 -8,2 -6,6

Nota: a, b, ¢ - Diferencas significativas entre as médias de cada linha (p < 0,05). A, B, C, D - Diferengas significativas
entre as médias de cada coluna (p < 0,05).
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Também se verificou que a sinérese dos iogurtes contendo culturas bioprotetoras foi
significativamente menor do que a do iogurte controle2 (p < 0,05) e ndo teve variagao significativa
(» > 0,05) em relacao ao iogurte controlel principalmente no final do periodo de armazenamento (28
dias). Dessa forma, a CRA foi em geral significativamente maior (p < 0,05) quando se adicionou as
culturas bioprotetoras do que quando se usou apenas as culturas iniciais (controle2). No final dos 28
dias de armazenamento, os iogurtes contendo cultura bioprotetora HOLDBAC-YMB (H2 e¢ H3)
apresentaram sinérese significativamente menores do que os contendo a cultura comercial FRESHQ-
11 (F2 e F3).

Na Tabela 04 pode-se observar que quando se dobrou a dosagem da cultura bioprotetora
FRESHQ-11 para 0,2%v/v (iogurte F3), houve um aumento significativo da sinérese (p < 0,05)
durante o tempo de armazenamento em relagdo aos iogurtes que usaram essa mesma cultura na
dosagem de 0,1%v/v (iogurte F1 e F2). Um comportamento inverso foi observado quando se dobrou
a dosagem da cultura HOLDBAC-YMB para 0,2%v/v (iogurte H3), ou seja, houve uma diminuicao
da sinérese durante a maior parte do tempo de armazenamento em relacao aos iogurtes que usaram
essa mesma cultura na dosagem de 0,1%v/v (iogurte H1 e H2). No entanto, essas diferencas nao
foram significativas com 28 dias de armazenamento (p > 0,05).

A capacidade de retencdo de dgua (CRA) tem um comportamento inverso da sinérese. Zhao
e Liang (2022) observaram que a CRA das amostras de iogurte controle S (sem cultura bioprotetora)
e na proporcao 1:2 (L. plantarum MC5 e culturas iniciais S. thermophilus e L. delbrueckii subsp.
Bulgaric) diminuiu significativamente com o tempo de armazenamento (p < 0,05), ou seja, a sinérese
aumentou, enquanto as de 1:1 e 2:1 permaneceram constantes.

No entanto, o estudo de Zhao e Liang (2022) esta em acordo com esta pesquisa quando
concluiu que os valores de CRA das amostras de iogurte contendo a cultura bioprotetora L. plantarum
MC35 nas proporgdes 1:1 e 2:1 foram significativamente maiores que o do controle S (p < 0,05)
durante o armazenamento. Segundo esses autores, apos 21 dias de armazenamento, os niveis de CRA
dos grupos 1:1 e 2:1 (68,33% e 60,59%) ainda eram significativamente maiores que os dos grupos
controle S e 1:2 (p < 0,05). Segundo Zhao e Liang (2022, tradugdo propria), “esses resultados
indicaram que a adi¢ao de L. Plantarum MCS5 provavelmente melhorou o fenomeno de sinérese das
amostras de iogurte durante o armazenamento, tornando assim a estabilidade do soro de leite na
estrutura da rede de proteinas maior nos grupos 1:1 e 2:1”. Foi relatado em outro estudo que o leite
fermentado pela cepa Ldb 2214 produtora de EPS apresenta um bom valor da capacidade de retencao
de dgua (Zhang et al., 2016). Os resultados de Wang et al. (2020) relataram que a maior CRA de AES
foi de 66,23%. Isso implica que o iogurte que adiciona L. Plantarum MC5 tem uma capacidade mais

forte de absorver agua, o que pode prolongar a vida util do produto (Zhao e Liang, 2022).
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Outro estudo observou que o EPS pode ligar a 4gua (Anna, 2018). Essa capacidade de ligacao
a agua do EPS limitou a precipitacdo do soro do iogurte e o afrouxamento da estrutura do gel de
proteina, resultando na alta coesdo das amostras de iogurte. Além disso, a capacidade de ligacao a
agua do EPS-LAB foi influenciada pelo seu tipo, quantidade, distribuicdo e intera¢do das redes de
proteinas com o EPS, bem como pelo tempo de fermentagdo do iogurte. O maior tempo de
fermentacdo permitiu mais rearranjos estruturais, o que levou a formacgdo de estruturas fracas e
aumentou as precipitacdes espontaneas do soro (Han et al., 2016). Isso foi observado com os iogurtes
controle2 e o F3 que apresentaram maior tempo de fermentagdo e maior sinérese.

Porém, no estudo de Khan-Mohammadi et al. (2023), eles observaram que durante o periodo
de armazenamento, ndo foi observada diferenca estatisticamente significativa na sinérese dos
tratamentos (p > 0,05). A sinérese de todas as amostras durante 42 dias apresentou uma tendéncia
crescente de forma que a maior taxa de sinérese foi observada nos dias 35 e 42. Nao foi observada
diferenca estatisticamente significativa na sinérese de T1 (bactéria iniciadora de iogurte contendo
10 UFC/mL de L. rhamnosus), p > 0,05. Em T3 (bactérias iniciadoras de iogurte contendo 10°
UFC/mL de L. rhamnosus e 10° de UFC/ mL P. expansum), a quantidade de sinérese nos dias 0 e 7
foi significativamente menor do que nos outros dias (p < 0,05), e nenhuma diferenca estatisticamente
significativa foi observada nos demais dias até o final do armazenamento (p > 0,05).

Em alguns estudos na literatura como o de Tamime e Robinson (2007) observaram que o
aumento da sinérese das amostras de iogurte ao longo do tempo pode ser atribuido ao aumento da
acidez titulavel e diminui¢ao do pH do produto, bem como a contragdao da rede de gel devido ao
resfriamento. Por outro lado, devido a hidrélise e digestdo das proteinas do produto, a quantidade de
hidratacdo aumenta com o aumento do tempo de armazenamento; porque as proteinas que dao a
textura desejada perdem suas propriedades e quebram sua ligacdo com a agua; mudancas de pH
também estdo envolvidas; porque desnaturam a estrutura da proteina. Devido a desnaturagao da
proteina, a dgua aderida foi liberada e, consequentemente, a sinérese aumentou (Jozve-Zargharabadi
et al.,2020). No estudo de Khan-Mohammadi ef al. (2023), a taxa de sinérese nas amostras de iogurte
probiotico foi maior do que na amostra controle, o que pode ser atribuido a maior acidez titulavel
(menor pH) dessas amostras segundo os autores. Alguns estudos também relataram um aumento na
sinérese do iogurte durante o armazenamento (Supavititpatana et al., 2010; Jozve-Zargharabadi et al.,
2020).

De acordo com Ziarno et al. (2022), o valor da capacidade de retencdo de agua (CRA) foi
influenciado pela composicdo microbiana da cultura iniciadora utilizada, o que provavelmente ¢
explicado pelas propriedades acidificantes das bactérias usadas. Nesse estudo, os valores mais baixos

da CRA foram registrados para amostras fermentadas apenas com cultura de bactérias propionicas,
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enquanto uma mistura das bactérias iniciais de iogurte e culturas propidnicas produziu valores de
CRA comparaveis aos encontrados para amostras fermentadas apenas com culturas iniciais de
iogurte. No estudo de Ziarno et. al. (2022), os valores da CRA variaram ao longo do tempo de
armazenamento dos iogurtes. No caso do iogurte preparado apenas com as culturas iniciais, comegou
com 40% no dia 0 e apos 21 dias caiu para em torno de 37,5%, valores proximos ao encontrado na
presente pesquisa.

Gumus e Gharibzahedi (2021) indicaram que a sinérese e a capacidade de retengao de agua
sdo determinados pelo encolhimento do gel causado pela diminui¢do do valor do pH. A esse respeito,
os dados da literatura sdo altamente contraditérios. Ashna et al. (2022) mostraram que a secre¢ao da
fase aquosa diminui (e assim, o valor de CRA aumenta) durante o armazenamento refrigerado das
amostras. Szajnar ef al. (2014) também mostraram uma tendéncia de diminui¢do da sinérese com o
aumento do tempo de armazenamento de iogurtes lacteos.

No entanto, deve-se notar que a estrutura do gel de proteina e, portanto, sua dureza também
pode determinar o valor da CRA. Ashna ef al. (2022) sugeriram que a sinérese ¢ o valor de CRA
podem ser devidos aos sélidos totais do iogurte que estd sendo fermentado. Além disso, Malaki et
al. (2008) indicaram que o efeito desnaturante das proteinas do leite e da soja e a formacgado de seus
complexos articulares durante o tratamento térmico sdo decisivos para a sinérese e valor de
CRA. Nesses experimentos, o leite de vaca e a bebida de soja foram submetidos separadamente ao
tratamento UHT, o que pode ter determinado os valores de CRA obtidos e influenciado as mudangas
observadas nesses valores durante o armazenamento refrigerado. Além disso, Domagata e Wszotek
(2008) mostraram um efeito estatisticamente significativo do tipo de fermento utilizado na sinérese
de diferentes variantes de iogurte de leite.

Enfim, no estudo de Fayyaz et al. (2020), que analisou a atividade antifingica de combinagdes
binarias e ternarias de trés bactérias lacticas (L. reuteri (IBRC-M10755), L. helveticus (IBRC-M No
10874) e L. acidophilus (IBRC-M)) contra cinco leveduras deteriorantes em iogurte, para todos os
iogurtes adicionados de LAB, a CRA aumentou significativamente com o tempo (p < 0,05), enquanto
para a amostra de iogurte controle, a mudanga nao foi significativa (p > 0,05). Estes resultados estao
semelhantes ao encontrado na presente pesquisa e, segundo os autores, as interacdes ocorrem durante
os periodos de armazenamento em termos de produgdo de 4cido devido ao crescimento das culturas
fazendo com que as particulas de caseina retenham as moléculas de dgua de forma mais eficiente,
resultando na diminui¢do da sinérese (Oztiirk & Oner, 1999). O aumento da CRA de proteinas devido
a diminui¢do do pH em paralelo ao crescimento de LAB da origem a um aumento da estabilidade da
coalhada do iogurte (Oztiirk & Oner, 1999). Os valores da CRA nesse estudo foram bem menores do

que os encontrados na presente pesquisa.
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4.4. Efeito das culturas bioprotetoras na textura do iogurte — Fase I

O iogurte constitui uma mistura de biopolimeros como proteinas, polissacarideos e
gorduras. A textura, propriedades sensoriais, globulos de gordura e estabilidade de armazenamento
podem ser afetados pela microestrutura dos géis de proteina do leite e suas propriedades reologicas
(Wang et al., 2023). A microestrutura do iogurte ¢ formada por uma rede tridimensional de agregados
de micelas de caseina, onde a forma globular ¢ observavel e intercalada por zonas vazias (Gilbert e
Turgeon, 2021; Gyawali e Ibrahim, 2016).

De acordo com a Tabela 05 (Figuras correspondentes no Apéndice A), a firmeza (g-for¢a) do
iogurte na maioria dos experimentos aumentou significativamente durante o armazenamento a 7+1°C
(p <0,05) com a excegao dos iogurtes controle2, H3 e F3 que ndo apresentaram variacao significativa
da firmeza (p > 0,05) com 28 dias. Observou-se que a firmeza do iogurte H1 teve um aumento de
10,6% com 28 dias de armazenamento, sendo o que mais aumentou de todos os experimentos que

utilizaram culturas bioprotetoras.

Tabela 05: Variacdo da firmeza (g-forca) em funcdo dos dias de armazenamento a 7£1°C — Fase 1.

DIAS  controlel controle2 H1 F1
1 22,840,6°5¢  24,0+0,2*4B  22,8+0,2°B¢  21,94+0,4°P
7 25,1+£0,78  24,5+0,68 24,4+0,7°®  23,0+0,6CP
14 25,240,3*48B 24,840,548 26,1+£0,5%4  24,7+0,7°AB
21 25,3£0,4%48  24,74+0,448C  26,0+0,5*4  23,9+0,3%°C
28 25,740,4%4 24,740,548 25,240,548 24 0+0,72°BC
Var (%) 12,8 3.1 10,6 10,0
DIAS H2 F2 H3 F3
1 22,940,7°8¢ 21,2402 22,6+0,4°P 24 7+0,4°A
7 23,9+0,6%°8¢  22.2+0,5°P  221+0,1°P  26,9+0,5%4
14 24,2+0,338¢ 23.2+0,4°C  23,3+0,3%C  25,1+0,4%48
21 24,3+£0,3%8C 24, 7+1,72ABC 24 2+0,3%BC 25 2+(),5PABC
28 23,041,2%8C 22 6 +0,4°C 22,7 4+0,2°C  25,1+0,4°AB
Var (%) 4,3 6,6 0.4 1,6

Nota: a, b, ¢ - Diferencas significativas entre as médias de cada linha (p < 0,05). A, B, C, D - Diferengas significativas
entre as médias de cada coluna (p < 0,05).

Nos experimentos contendo culturas bioprotetoras HOLDBAC-YMB (H2 e H3) e FRESHQ-
11 (F1 e F2), a firmeza se apresentou significativamente menor (p < 0,05) do que a dos iogurtes
controlel e controle2 durante o periodo de armazenamento, com a excecao dos iogurtes F3 (cultura
FRESHQ-11 na dosagem 0,2%v/v) e H1 (cultura HOLDBAC-YMB na dosagem 0,1%v/v). No
tratamento estatistico dos parametros de textura (firmeza, consisténcia, coesividade e indice de

viscosidade) nas Tabelas 05 a 08, detalhados no Apéndice D, as letras a, b, ¢ representam as diferengas
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significativas entre as médias desses parametros em fun¢do dos dias de armazenamento (p < 0,05) e
as letras A, B, C, D representam as diferencas significativas entre as médias desses parametros de
cada iogurte (p < 0,05). No caso, se observou que ambos os fatores (tempo de armazenamento e tipo
de iogurte) exerceram influéncia nesses parametros. No entanto, em todos os parametros de textura,
a variacao foi maior em fungdo do tipo de iogurte tendo em vista que o valor da estatistica do teste F
foi maior para esse fator.

Também pode-se observar na Tabela 05 que quando se dobrou a dosagem da cultura
bioprotetora FRESHQ-11 para 0,2%v/v (iogurte F3), houve um aumento significativo da firmeza (p
< 0,05) durante o tempo de armazenamento em relacdo aos iogurtes que usaram essa mesma cultura
na dosagem de 0,1%v/v (iogurtes F1 e F2). Um comportamento inverso foi observado (Tabela 05)
quando se dobrou a dosagem da cultura HOLDBAC-YMB para 0,2%v/v (iogurte H3), ou seja, houve
uma diminui¢do significativa da firmeza (p < 0,05) durante o tempo de armazenamento em relagao
aos iogurtes que usaram essa mesma cultura na dosagem de 0,1%v/v (iogurtes H1 e H2).

Os iogurtes com culturas iniciais e bioprotetoras tem uma producao maior de EPS do que os
iogurtes que usam apenas as culturas iniciais (controlel e controle2). Na literatura ha varios estudos
que mostram que o EPS diminui os parametros de textura (firmeza, consisténcia, indice de
viscosidade e a coesividade). Além disso, a acidez titulavel contribuiu para aumentar a firmeza e a
consisténcia do iogurte e, por isso, que estes parametros aumentaram em funcdo dos dias de
armazenamento, pois a acidez titulavel aumentou. Por esse mesmo motivo, os iogurtes H1 e F3 que
apresentaram uma acidez tituldvel maior, também apresentaram os parametros de textura
significativamente maiores do que os demais iogurtes; e o iogurte H3 que apresentaram uma acidez
titulavel menor, também apresentaram os parametros de textura significativamente menores do que
os demais iogurtes.

Estes resultados estdo de acordo com o estudo de Zhao e Liang (2022), que observaram que a
firmeza dos iogurtes contendo a cultura bioprotetora L. Plantarum MC5 foi menor que a do iogurte
controle S. Portanto, a adi¢do de L. Plantarum MC5 reduziu significativamente a firmeza das
amostras de iogurte. Segundo esses autores, resultados semelhantes foram relatados por Bancalari et
al. (2020), onde foi observado que a firmeza dos iogurtes feitos com culturas produtoras de EPS
geralmente era menor do que a do iogurte de controle feito sem culturas iniciais produtoras de EPS.
Zhao et al. (2021) relatou que o EPS pode afetar as propriedades de textura de um coagulo de iogurte
diminuindo sua firmeza.

No estudo de Zhao e Liang (2022), a firmeza das amostras do iogurte controle S também
aumentou gradualmente durante o tempo de armazenamento, enquanto as das amostras com L.

plantarum MC5 permaneceram razoavelmente constantes, 0 que ndo ocorreu no presente estudo com
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outras culturas bioprotetoras (L. rhamnosus e L. rhamnosus + P. freudenreichii subsp. shermanii)
com a excecao dos iogurtes H3 e F3. Segundo os autores, essa observagao pode ser devido a diferenca
na producao de EPS e a pos-acidificacao do iogurte durante o armazenamento. Yildiz e Ozcan (2019)
também relatou que a firmeza e a consisténcia foram afetadas pela sinérese, diminui¢do do pH e
aumento da hidrata¢do da caseina em iogurtes com longo tempo de armazenamento. O estudo de
Zhao e Liang (2022) também descobriu que a interagao entre a propor¢ao de adig¢ao de L. plantarum
MC35 e o tempo de armazenamento das amostras de iogurte teve um efeito significativo na firmeza,
consisténcia e coesdo do iogurte (p < 0,01).

No estudo de Ziarno et al. (2022), um aumento na dureza ou firmeza do iogurte durante a
refrigeragdo também foi encontrado em quase todas as amostras armazenadas; essas mudangas ja
eram estatisticamente significativas apos 7 ou 14 dias de armazenamento refrigerado. A magnitude
das mudancas dependia da cultura bacteriana usada para fermentar o iogurte. Nesse estudo, as maiores
mudangas foram observadas quando um iniciador de bactéria propionica foi usado onde se observou
uma diminui¢ao na dureza ou firmeza em relacao ao iogurte controle apenas com as culturas iniciais.
Este resultado esta de acordo com o encontrado na presente pesquisa, onde se observou que o aumento
na dosagem da cultura HOLDBAC YMB que contém a bactéria propidnica para 0,2%v/v diminuiu a
firmeza do iogurte mais ainda em relagdo aos iogurtes controles.

A firmeza do iogurte ¢ um dos critérios de qualidade mais importantes. A producao de iogurtes
e produtos semelhantes a iogurtes livres de defeitos de textura continua a ser um problema na industria
de laticinios (El-Sayed et al., 2002). A textura (ou seja, tanto a dureza quanto a adesividade) dos
produtos de iogurte depende da composi¢ao da matéria-prima, do tipo de cultura bacteriana utilizada,
do método de fermentagdo e dos aditivos de texturizagdo, entre outras coisas (Mituniewicz—Matek et
al., 2015; Miocinovic et al., 2016; Yan et al., 2019; Lu et al., 2020). Em contraste, Vinderola et
al. (2009) determinaram que as propriedades reologicas dos produtos lacteos fermentados dependem
da acidez titulavel (quanto maior a acidez tituldvel, maior a dureza). Também existem estudos
disponiveis sugerindo que o tipo de leite usado e a cultura ndo tém efeito sobre a dureza dos iogurtes
analisados (Znamirowska et al., 2018; Domagata, 2005; Domagata e Wszotek, 2008).

A composi¢ao das proteinas presentes no iogurte ¢ extremamente importante (Ashna et al.,
2022). As propriedades acidificantes das bactérias propionicas, que sdo mais fracas do que as da
cultura iniciadora de iogurte, ndo melhoraram as caracteristicas de textura dessas amostras de iogurte.

No estudo de Fayyaz et al. (2020), os resultados mostraram que a inoculacdo de culturas
bioprotetoras compostas por bactérias acido laticas (LAB) resultou em aumento significativo na
dureza e adesividade, enquanto a elasticidade permaneceu constante e a capacidade de retencdo de

agua (CRA) diminuiu (p < 0,05). O aumento da dureza do iogurte durante o armazenamento pode
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estar relacionado a reducdo do pH causada pela atividade das LAB, ocasionando altera¢do na carga
elétrica da caseina (Harwalkar & Kalab, 1986). Segundo esses autores, durante o periodo de
armazenamento, como resultado da produgdo de acidos seguida de redugdo do pH, o aumento da
carga superficial de caseina faz com que o gel de iogurte fique mais rigido. A elasticidade, definida
como a capacidade da rede de gel de iogurte de se recuperar apds a primeira deformagdo, estd
relacionada a ligacdo proteina-proteina, que por sua vez ¢ afetada pela taxa em que os fosfatos
coloidais sdo liberados das micelas de caseina. Essas reagoes sao regidas pela taxa de producao de
acido pela cultura iniciadora (Sah et al., 2016).

Como se pode observar na Tabela 06 (Figuras correspondentes no Apéndice A), a consisténcia
(g-seg) do iogurte tem um comportamento semelhante ao apresentado pela firmeza, ou seja, em todos
os experimentos aumentou significativamente durante o armazenamento a 7+1°C (p < 0,05). No
entanto, a partir dos 21 dias ocorreu uma queda na maioria dos experimentos. As excecdes foram o
iogurte H1 e o iogurte controle2 que ocorreu um aumento na consisténcia com 28 dias.

Observou-se também que a consisténcia do iogurte controlel e controle2 teve aumento final
de 15,6% e 5,6%, respectivamente, € o iogurte H1 teve um aumento de 17,9% com 28 dias de
armazenamento, sendo o maior de todos os experimentos. Nos demais experimentos contendo
culturas bioprotetoras HOLDBAC-YMB (H2 e H3) e FRESHQ-11 (F1 e F2), a consisténcia se
apresentou significativamente menor do que a dos iogurtes controlel e controle2 (p < 0,05) durante
o periodo de armazenamento (Tabela 06), com a excecao dos iogurtes F3 (cultura FRESHQ-11 na
dosagem 0,2%v/v) e H1 (cultura HOLDBAC-YMB na dosagem 0,1%v/v) que apresentaram uma

consisténcia maior significativamente do que o iogurte controle2 (p < 0,05).

Tabela 06: Variacdo da consisténcia (g-seg) em funcdo dos dias de armazenamento a 7+1°C — Fase 1.

DIAS controlel controle2 H1 F1
1 475,1£7,2°P 499 4+7 0PAB  474,5+10,3°P  460,5+3,8PF
7 526,9+11,6"8  516,8+5,0°8  522,0+£7,3°B 492 7+6,3°P
14 541,5£10,2%AB  531,3+3,8%BC  560,8+13,4**  524,4+6,7°BC
21 553,049,334 523,449,128 559,1+8,5*4  520,2+10,9%8
28 549,249,934 527,446,4°8C  559,6+2,6°A  511,6+3,2%CP
Variacao (%) 15,6 5,6 17,9 11,1
DIAS H2 F2 H3 F3
1 485,6+£11,7°B¢ 449,343 8F  461,3+£10,99PF  518,0+11,5
7 505,7+4,708C 475 1+7 4®PF 463 8+£5,4°F  575,6+14,0
14 512,4+5,5% 486,6+4,8%°P 488 3+7 3% 537,6+5,88
21 511,3+8,5®8¢  491,3+14,5°C  510,9+£8,438¢  5452+11,0%
28 492,9+12,1%PE  470,3+£ 8,9°F  480,8 £4,2°°FF  541,3 +7 9bAB
Variacao (%) 1,5 4,7 4,2 4,5

Nota: a, b, ¢ - Diferencas significativas entre as médias de cada linha (p < 0,05). A, B, C, D, E, F - Diferengas significativas
entre as médias de cada coluna (p < 0,05).
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Também pode-se observar na Tabela 06 que quando se dobrou a dosagem da cultura
bioprotetora FRESHQ-11 para 0,2%v/v (iogurte F3), houve um aumento significativo da consisténcia
(p <0,05) durante o tempo de armazenamento em relagdo aos iogurtes que usaram essa mesma cultura
na dosagem de 0,1%v/v (iogurtes F1 e F2). Da mesma forma que ocorreu com a firmeza, um
comportamento inverso foi observado (Tabela 06) quando se dobrou a dosagem da cultura
HOLDBAC-YMB para 0,2%v/v (iogurte H3), ou seja, houve uma diminui¢do significativa da
consisténcia (p < 0,05) durante o tempo de armazenamento em relacao aos iogurtes que usaram essa
mesma cultura na dosagem de 0,1%v/v (iogurtes H1 e H2).

A coesdo, um forte indicador de ligagdo, afeta a integridade estrutural do iogurte (Titapiccolo,
2011). Como se pode observar na Tabela 07 (Figuras correspondentes no Apéndice A), a coesividade
dos iogurtes também aumentou significativamente em fun¢do dos dias de armazenamento a 7+1°C (p
< 0,05), com as excegoes dos iogurtes controle2 ¢ H3 cujos aumentos ndo foram significativos (p >
0,05) com 28 dias.

Os iogurtes controlel e controle2 apresentaram uma coesividade significativamente maior (p
< 0,05) do que os iogurtes contendo as culturas bioprotetoras HOLDBAC-YMB (iogurte H2 e H3) e
FRESHQ-11 (iogurtes F1 e F2) no final do periodo de armazenamento. No entanto, ndo houve
diferencas significativas da coesividade (p > 0,05) em relacao ao iogurte F3. O iogurte H1 apresentou
um valor de coesividade maior do que os iogurtes controlel e controle2 com 28 dias de
armazenamento (18,8g-forca).

Tabela 07: Variagdo da coesividade (g-forca) em fungo dos dias de armazenamento a 7+1°C — Fase 1.

DIAS  controlel controle2 H1 F1
1 16,8+0,4¢AB 17,540,724  16,9+0,3°4B  16,1+0,1°B¢
7 17,5+0,7°BC  17,4+0,2°BC0 17,940,848 16,3+0,2P
14 18,1£0,5%°AB  17,7+0,72°B 19,0£0,284  17,5+0,5%B¢

21 19,0+0,5% 18,5+0,7°48  18,5+0,4%AB  16,8+0,5%C
28 18,3+0,3%%AB  18,1+0,73°AB  18,8+0,4%°A  17,1+0,12°BC
Var (%) 8,6 33 11,3 6,7
Continuacio...
DIAS H2 F2 H3 F3
1 16,6+0,6°4BC¢ 15,5+0,7°¢ 17,0+0,6%AB 17,3£0,4%4

7 17,240,380 16,5£0,6CP 16,840,250 19,04+0,5%
14 17,8£0,4%8  16,5£0,3°C  17,240,75C  18,2+0,3%AB
21 17,4£0,3%5C  16,7£0,4°C  17,6£0,4C 18,040,548
28 17,4£0,4%5C  16,3£0,2%C  17,6£0,7®  18,0£0,6%AP
Var (%) 4,7 5,6 3,5 4,0

Nota: a, b, ¢ - Diferencas significativas entre as médias de cada linha (p < 0,05). A, B, C, D - Diferengas significativas
entre as médias de cada coluna (p < 0,05).
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Também pode-se observar na Tabela 07 que quando se dobrou a dosagem da cultura
bioprotetora FRESHQ-11 para 0,2%v/v (iogurte F3), houve um aumento significativo da coesividade
(p <0,05) durante o tempo de armazenamento em relagdo aos iogurtes que usaram essa mesma cultura
na dosagem de 0,1%v/v (iogurte F1 e F2). Conforme se pode observar na Tabela 07, esse
comportamento nao foi observado quando se dobrou a dosagem da cultura HOLDBAC-YMB para
0,2%v/v (iogurte H3) pois ndo houve diferenca significativa da coesividade (p > 0,05) em relagdo ao
iogurte H2 que usou essa mesma cultura na dosagem de 0,1%v/v. Porém, a coesividade do iogurte
HI1 foi significativamente maior (p < 0,05) do que a do iogurte H3.

Conforme explicado anteriormente, os iogurtes com culturas iniciais e bioprotetoras tem uma
producao maior de EPS do que os iogurtes que usam apenas as culturas iniciais (controlel e
controle2). Na literatura ha varios estudos que mostram que o EPS diminui os parametros de textura
(firmeza, consisténcia, indice de viscosidade e a coesividade). Além disso, a acidez titulavel
contribuiu para aumentar a coesividade do iogurte e, por isso, que este pardmetro aumentou em fungao
dos dias de armazenamento, pois a acidez titulavel aumentou. Por esse mesmo motivo, os iogurtes
H1 e F3 que apresentaram uma acidez titulavel maior, também apresentaram os parametros de textura
significativamente maiores do que os demais iogurtes.

Segundo Ziarno et al. (2022), durante o armazenamento das amostras de iogurte, observou-se
um aumento estatisticamente significativo na adesividade, com a excecdo dos iogurtes adicionados
com a cultura propidnica cuja adesividade diminuiu com 21 dias. As propriedades acidificantes das
bactérias propionicas, que sao mais fracas que as da cultura iniciadora de iogurte, ndo melhoraram os
valores de adesdo das amostras de iogurte. Os resultados desse estudo estdo coerentes com a presente
pesquisa, pois como foi relatado anteriormente, a coesividade dos iogurtes também apresentou uma
tendéncia de aumentar em fung¢ao dos dias de armazenamento a 7+1°C.

No entanto, o estudo de Zhao e Liang (2022) que usou uma cultura bioprotetora diferente da
usada na presente pesquisa, mostrou que a coesividade nas amostras de iogurte com a cultura
bioprotetora L. plantarum MC5 foi significativamente maior do que a do iogurte controle S (p <
0,05). Esses autores usaram a seguinte explicacdo de Abid et al. (2018, traducdo propria) para
justificar os seus resultados: “esta observagdo foi provavelmente devido a rede semelhante a
filamentos de miofibrilas formada entre os globulos de gordura embutidos na matriz protéica e o
EPS produzido por L. plantarum MC5 que conectou as células microbianas e a matriz protéica do
iogurte, formando um sistema de gel relativamente estavel”. Delikanli e Ozcan (2015) relataram que
a coesao estava relacionada a forga da composi¢ao do gel, que refletia as propriedades de retengao de
agua do iogurte. No entanto, Khanal e Lucey (2018) relataram que a razao para as diferentes texturas

do iogurte ndo ¢ apenas a concentra¢dao ou massa molar de EPS. mas depende de muitos fatores.
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Com relagdo ao indice de viscosidade (Tabela 08, Figuras correspondentes no Apéndice A),
também se observou um aumento significativo dos valores no final do tempo de armazenamento (p
< 0,05) para os iogurtes controlel, H1, F1 e F3 e nos demais nao houve aumento significativo (p >
0,05).

Tabela 08: Variagao do indice de viscosidade (g-seg) em fungdo dos dias de armazenamento a 7+1°C — Fase 1.

DIAS controlel controle2 H1 F1
1 6,5+0,8°AB 7,6£0,8%4 5,7+0,6°4BC 3,8+0,5¢
7 9,6+0,9°B  7,6+0,82B0 8 1+1,0°8¢ 5,8+1,6%°PE
14 11,6+0,5%A 8,0+1,6%8 13,2+41,3% 7,3+0,228¢
21 12,5+1,334 8,9+0,9%8 12,9+1,334 6,8+0,128¢
28 10,6£1,9°8 8,4+ 3BCP 13,540,284 7,7+1,5%PE
Variacao (%) 64,1 11,0 138,3 100,7
DIAS H2 F2 H3 F3
1 5,940,6%4BC  4,5+0,29BC 5 5+(,920ABC 6 741 (°AB
7 6,7+1,22PE 4 5+0,5°F 4,5+0,3°F 12,4+1,134
14 7,7£0,7%8  5,0+0,8% 5,3+0,5°¢ 9,1+0,6°8
21 7,4+0,6°5¢  5,6+0,6°C  7,5+0,7°BC¢  7,6+1,4bBC
28 6,2+1,3°PF  3.6+0,7°F  6,0+0,6°°F 9,3+1,5PB¢
Variacao (%) 5,1 -20,6 9,7 40,1

Nota: a, b, ¢ - Diferencas significativas entre as médias de cada linha (p <0,05). A, B, C, D, E, F - Diferengas significativas
entre as médias de cada coluna (p < 0,05).

Também pode-se observar na Tabela 08 que quando se dobrou a dosagem da cultura
bioprotetora FRESHQ-11 para 0,2%v/v (iogurte F3), houve um aumento significativo do indice de
viscosidade (p < 0,05) durante o tempo de armazenamento em relagdo aos iogurtes que usaram essa
mesma cultura na dosagem de 0,1%v/v (iogurte F1 e F2). Um comportamento inverso foi observado
quando se dobrou a dosagem da cultura HOLDBAC-YMB para 0,2%v/v (iogurte H3), ou seja, houve
uma diminuicdo significativa desse pardmetro (p < 0,05) em relagdo aos iogurtes que usaram a
dosagem de 0,1%v/v (iogurte HI e H2) conforme se pode observar na Tabela 08. Entretanto, com 21
dias, o iogurte H2 nao apresentou diferenca significativa no indice de viscosidade (p > 0,05) em
relagdo ao iogurte H3.

Os iogurtes controlel e controle2 apresentaram um indice de viscosidade significativamente
maior (p <0,05) do que os iogurtes contendo as culturas bioprotetoras HOLDBAC-YMB e FRESHQ-
11 com a excegdo dos iogurtes H1 e F3. O iogurte H1 apresentou um valor significativamente maior
(p < 0,05) do que o iogurte controle2 a partir de 14 dias de armazenamento a 7+1°C. O iogurte H1
apresentou também a maior variacdo do indice de viscosidade do que o iogurte controlel, pois
aumentou 138,3% ao longo dos 28 dias de armazenamento, enquanto o iogurte controlel aumentou

64,1%. O iogurte F3 também apresentou um valor do indice de viscosidade (g-seg) significativamente
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maior (p < 0,05) do que o iogurte controle2 durante o periodo de armazenamento com a exce¢ao dos
dias 1 e 21. Com relagdo ao iogurte controlel, o iogurte F3 apresentou um valor do indice de
viscosidade (g-seg) significativamente menor (p < 0,05) a partir do dia 14.

E importante ressaltar que o fato da maioria dos experimentos contendo as culturas
bioprotetoras apresentarem valores dos parametros de textura significativamente menores (p < 0,05)
do que os iogurtes controlel e controle2 nao € necessariamente um problema para o uso dessas
culturas como agentes antifingicos, tendo em vista que na presente pesquisa nao se usou agentes
espessantes € nem incremento de leite em po para aumentar estes pardmetros, pois esses agentes
deixam uma textura mais firme, diminuindo a sinérese e aumentando a aceitabilidade do iogurte.
Diversos materiais poliméricos podem ser utilizados como espessantes e sua origem pode ser vegetal
ou microbiana. Entre os polissacarideos, estdo o amido, a pectina, a carragenana, os alginatos, a goma
xantana, a goma gelana e a goma arabica. Entre os materiais proteicos, estdo os caseinatos e a gelatina
(TONELI et al., 2005). Segundo Walstra et al. (2006), trés dos espessantes mais utilizados sdo o

amido, a pectina e a gelatina.

4.5. [Efeito das culturas bioprotetoras na inibicao de bolores e leveduras — Fase 1.

Para avaliar o crescimento de bolores e leveduras em iogurtes formulados com e sem culturas
bioprotetoras, foram realizadas andlises desses microrganismos com 1, 7, 14, 21 e 28 dias de
armazenamento em camara fria a 7£1°C. Todas as analises de bolores e leveduras demonstradas na
Tabela 09 e nas placas do Apéndice B foram realizadas com uma diluicdo (10!) das amostras de
iogurte. Observa-se que praticamente ndo houve formagdo de coldnias de bolores e leveduras em

todos os experimentos até os 14 dias de armazenamento a 7+1°C.

Tabela 09: Concentragdo de bolores/leveduras (UFC/mL) em fun¢do dos dias de validade — Fase 1.

DIAS Controlel Controle2 H1 F1 H2 F2 H3 F3
1 ausente 10 10 ausente ausente ausente ausente ausente
7 ausente ausente 30 ausente 10 10 ausente ausente
14 ausente 40 10 ausente 20 20 ausente ausente
21 ausente 5.440 10 ausente 2.300 4.470 340  ausente
28 ausente 21.000 ausente ausente 2.770 18.000 ausente ausente

No primeiro dia de armazenamento, apenas os iogurtes controle2 e H1 apresentaram 10
UFC/mL de bolores e os demais experimentos ndo apresentaram formacao de colonias. Com 7 dias
de armazenamento, apenas os iogurtes H1, H2 e F2 apresentaram 30 UFC/mL, 10 UFC/mL e 10
UFC/mL de bolores e leveduras, respectivamente. J& com 14 dias de armazenamento, os iogurtes

controle2, H1, H2 e F2 apresentaram 40 UFC/mL, 10 UFC/mL, 20 UFC/mL e 20 UFC/mL de bolores
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e leveduras, respectivamente, e os demais iogurtes ndo apresentaram formagao de colonias mesmo
depois de 7 dias de incubagao a 25+1°C.

Com relacdo ao iogurte controlel que contém apenas o conservante quimico sorbato de
potassio na concentracdo maxima de 0,03g/100g, observou-se que ndo houve formac¢do de colonias
de bolores e leveduras durante os 28 dias de armazenamento a 7+1°C. No entanto, o iogurte controle2
que ndo contém conservante quimico € nem culturas bioprotetoras apresentou uma elevada contagem
de bolores e leveduras a partir dos 21 dias de armazenamento (5.440 UFC/mL para 21 dias e 21.000
UFC/mL para 28 dias).

Jé& os iogurtes contendo as culturas bioprotetoras e a metade da dosagem maxima (0,015%) do
conservante sorbato de potassio (experimentos H1 e F1), observou-se que apenas o iogurte H1 que
usou a dosagem de 0,1%v/v da cultura comercial HOLDBAC-YMB (L. rhamnosus e P.
freudenreichii subsp. shermanii) ndo apresentou inibi¢do fungica completa, apresentando, porém,
contagem de bolores/leveduras entre 10 UFC/mL e 30 UFC/mL, bem abaixo, portanto, do padrao
maximo estabelecido pela legislacdo brasileira para o iogurte (200 UFC/mL), com a exce¢do dos 28
dias de armazenamento cuja inibi¢dao fungica foi total. J&4 o iogurte F1, que usou a dosagem de
0,1%v/v da cultura comercial FRESHQ-11 (L. rhamnosus) associada a 0,015g/100g do conservante
sorbato de potéssio, apresentou inibicdo fingica completa durante os 28 dias igual ao resultado
apresentado pelo iogurte controle]l contendo apenas o conservante sorbato de potassio.

No entanto, quando se removeu completamente o conservante quimico e manteve a mesma
dosagem de culturas bioprotetoras de 0,1%v/v (experimentos H2 e F2), com 21 dias de
armazenamento a 7+1°C, como se pode observar nas placas do Apéndice B, houve uma formagao de
bolores e leveduras visivelmente maior (2.300 UFC/mL e 4.470 UFC/mL, respectivamente) do que
foi observado nos experimentos H1 e F1. E com 28 dias de armazenamento, houve uma formagao de
bolores e leveduras maior do que o observado com 21 dias (2.770 UFC/mL para o iogurte H2 e 18.000
UFC/mL para o iogurte F2) como se pode observar nas placas do Apéndice B. Observou-se, entdo,
que na dosagem de 0,1%v/v, sem conservante quimico, a cultura comercial FRESHQ-11 (L.
rhamnosus) apresentou uma inibicao fingica menor do que a cultura comercial HOLDBAC-YMB
(L. rhamnosus e P. freudenreichii subsp. shermanii).

Quando se dobrou a dosagem das culturas bioprotetoras para 0,2%v/v, sem conservante
quimico, observou-se no iogurte F3 que houve uma inibi¢ao total dos bolores e leveduras durante
todo o periodo de 28 dias de armazenamento quando se usou a cultura comercial FRESHQ-11 (L.
rhamnosus) como se pode observar nas placas do Apéndice B. Ja o iogurte H3 em que se usou a
dosagem dobrada de HOLDBAC-YMB (L. rhamnosus e P. freudenreichii subsp. shermanii) também

inibiu completamente bolores e leveduras entre os dias 1 e 14, mas no dia 21 obteve um resultado de
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340 UFC/mL, acima do padrdo estabelecido pela legislacdo brasileira para o iogurte que ¢ de 200
UFC/mL. No entanto, com 28 dias também obteve um resultado de auséncia de formacao de coldnias,
ou seja, de inibicdo total de bolores e leveduras. Certamente ocorreu uma contaminagao cruzada da
placa CompactDry YM durante a realiza¢do da analise microbioldgica do dia 21 do iogurte H3.

As contagens de bolores e leveduras deram muito elevadas a partir dos 21 dias nos
experimentos que ndo utilizaram o conservante quimico sorbato de potassio e usaram as culturas
bioprotetoras comerciais nas dosagens recomendadas pelos fabricantes (0,1%v/v) e também no
iogurte controle2 que usou apenas as culturas iniciais Streptococcus salivarius subsp. thermophilus e
L. delbrueckii subsp. Bulgaricus. Todos os experimentos foram realizados com os mesmos cuidados
de higiene e esterilizagdo dos utensilios usados e do ambiente (capela) tanto durante a preparacao do
iogurte como também durante a realizagdo das analises microbiologicas. Além disso, o leite
pasteurizado integral utilizado foi pasteurizado novamente a 86+1°C/10 min durante o processo de
preparacdo do iogurte. Um fato que deve ser levado em consideracdo ¢ a alta contagem bacteriana
total (CBT) do leite pasteurizado integral usado. Isto ocorre devido a elevada carga microbiana do
leite cru refrigerado armazenado no silo de estocagem antes do beneficiamento. Isto tem uma
influéncia direta na qualidade microbioldgica do iogurte preparado com essa matéria-prima tendo em
vista que de acordo com Viljoen (2001), diversos fatores tornam o ambiente de produgdo propicio
para o desenvolvimento de leveduras nos produtos lacteos, dentre eles, destacam-se: qualidade da
matéria-prima, condi¢des de processamento, ma higienizagao dos equipamentos, do ambiente, dos
manipuladores, a eficiéncia da pasteurizagcdo, além de ingredientes, como polpas de frutas, mel,
acucar e castanhas.

No entanto, pode-se afirmar nos resultados obtidos na Tabela 09 e nas placas do Apéndice B
que no periodo estudado de 1 a 28 dias, de uma forma geral, os experimentos de iogurtes contendo
as culturas bioprotetoras HOLDBAC-YMB (L. rhamnosus e P. freudenreichii subsp. shermanii) €
FRESHQ-11 (L. rhamnosus) combinadas ou ndo com a metade da dosagem do conservante quimico
sorbato de potassio (0,015%) tiveram um desempenho semelhante na inibigao de bolores e leveduras
ao 1iogurte controlel que usou apenas o conservante quimico sorbato de potassio (0,03%),
principalmente quando se usou apenas as culturas bioprotetoras comerciais na dosagem de 0,2%v/v.
E importante destacar que a dosagem de 0,1%v/v das culturas bioprotetoras comerciais no iogurte ¢
orientada pelos fabricantes para ser usada juntamente com o conservante quimico sorbato de potéssio
na concentragdo de 0,03g/100g como uma seguranca alimentar adicional na inibi¢do de bolores e
leveduras e, no presente estudo, essa dosagem foi usada sem conservante quimico ou com a metade
de sua concentragdo. Portanto, os resultados obtidos na inibi¢ao fingica tanto quando se reduziu a

concentracdo do conservante quimico pela metade (0,015%) e usou 0,1%v/v das culturas
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bioprotetoras ou quando se dobrou essa dosagem para 0,2%v/v sem o uso do conservante quimico
sa0 muito importantes e promissores para futuras pesquisas em escalas piloto e industrial.

Varios estudos semelhantes também chegaram a essa mesma conclusao usando outras culturas
bioprotetoras. Esses estudos também tém buscado explicacdes dos mecanismos pelos quais essas
culturas inibem o crescimento de bolores e leveduras. Por exemplo, segundo Siedler et al. (2020), a
deplegao do oligoelemento essencial manganés por duas espécies de Lactobacillus (L. paracasei e L.
rhamnosus) foi descoberta como o principal mecanismo para a inibi¢ao do crescimento de leveduras
e bolores que deterioram os iogurtes. Eles relataram que a inibi¢do ou reducdo do crescimento de
leveduras e bolores de deterioragdo ¢ devido a absor¢do de uma certa quantidade de manganés por
culturas bioprotetoras em produtos lacteos. Portanto, a inibicdo do crescimento de bolor no iogurte e
a capacidade do manganés de restaurar o crescimento do bolor parecem estar associadas a capacidade
da LAB de eliminar eficientemente o manganés.

Nessa mesma dire¢do, Shi e Knachel (2021), demonstraram, em iogurte, que a deple¢ao de
manganés por L. plantarum LP37 desempenhou um papel importante na inibi¢do do crescimento das
cepas de Penicillium e Mucor testadas. Além do P. roqueforti ISI4 nao afetado, parece, portanto, que
esses fungos deteriorantes sdo geralmente sensiveis a culturas bioprotetoras capazes de tornar o
manganés indisponivel na matriz. A elucidag¢do da importancia das condi¢des de crescimento, fontes
de manganés e a taxa de transporte de manganés ajudariam ainda mais a expandir o uso de culturas
bioprotetoras em matrizes semelhantes. O efeito inibitorio € o modo de agdo das culturas bioprotetoras
parecem depender ndo apenas dos organismos alvo e do crescimento da cultura, mas também da
composi¢ao da matriz.

Garnier et al. (2020) também relataram que os acidos propiodnico, latico, acético e butirico
foram os produtos de fermentagdo mais abundantes gerados por L. rhamnosus. As bactérias acido
lacticas (LAB) produzem uma grande variedade de substancias antimicrobianas, incluindo além dos
acidos organicos, acidos graxos, reuterina, peptideos antifingicos e bacteriocinas (Lassois et al.,
2008).

Peng et al. (2023), observaram que a atividade antifingica de L. Plantarum LPP703 CFS
contra Penicillium sp. foi reduzida pela neutralizagdo do pH, provavelmente associada aos acidos
organicos presentes no CFS. Segundo esses autores, quando o pH ¢ menor que o pKa dos acidos
organicos, a forma ndo dissociada predomina e pode atravessar a membrana da célula fingica por
difusdo passiva, levando ao acumulo de acidos organicos no citoplasma e a inibi¢cao do crescimento
fingico. No entanto, o pH alto faz com que os 4cidos organicos sejam dissociados, e esses acidos
organicos dissociados ndo podem penetrar facilmente através da membrana celular, diminuindo o

efeito antifungico dos acidos organicos (Giilck et al., 2020; Cao et al, 2021). Além disso, o efeito
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antifingico de alguns compostos ativos no CFS ¢ dependente do pH, e a neutralizagdo do pH reduz
sua atividade antifingica (Li ef al., 2012).

O 4cido latico (AL), importante metabolito produzido pelas LAB, ¢ identificado como o
principal composto antifingico do L. casei ASTI8 (Li et al., 2012). No entanto, outro estudo
descobriu que o AL ndo ¢ diretamente responsavel pelos efeitos antifingicos das cepas de LAB
em Penicillium orylophilum e Aspergillus niger (Le Lay et al, 2016). O acido latico (AL) sozinho
tem um efeito inibitério fraco em Penicillium corylophilum, Aspergillus niger e Eurotium
repens (Dagnas et al., 2015). Segundo Peng er al. (2023), os metabdlicos mais abundantes
antifingicos produzidos por L. Pantarum LPP703 CFS foram oleamida, acido transcindmico e acido
citrico.

Fazendo uma relagdo com a acidez titulavel, no presente estudo se verificou que os iogurtes
contendo apenas as culturas bioprotetoras comerciais como agente antifingico, principalmente o
iogurte F3 (L. rhamnosus 0,2%v/v) que apresentou uma acidez titulavel(%) bem maior do que o
iogurte controle2 e proxima ao iogurte controlel durante todo o periodo, apresentou uma inibi¢ao
total durante os 28 dias, enquanto que o experimento H3 (L. rhamnosus e P. freudenreichii subsp.
shermanii 0,2%v/v) que apresentou uma acidez titulavel mais préxima do iogurte controle2, teve um
desempenho pior na inibi¢ao de bolores e leveduras do que o iogurte F3 no periodo estudado.

Dessa forma, os iogurtes H3 (HOLDBAC-YMB 0,2%v/v) e F3 (FRESHQ-11 0,2%v/v) foram
selecionados para a fase Il pois apresentaram os melhores resultados na inibi¢ao fungica. Obviamente,
essa dosagem das culturas bioprotetoras comerciais pode ser maior ainda do que 0,2%v/v, no entanto,
¢ necessdrio se verificar o custo/beneficio dessa dosagem, pois uma maior inibi¢do de bolores e

leveduras pode acarretar numa diminui¢do de perdas e menos retornos de produtos lacteos.

Fase Il

Nesta fase, os iogurtes foram formulados com as culturas bioprotetoras na dosagem de
0,2%v/v, ou seja, foram formulados os iogurtes H3 com a cultura bioprotetora comercial HOLDBAC
YM-B e F3 com a cultura bioprotetora comercial FRESQ-11, pois, conforme relatado anteriormente,
esses foram os experimentos que tiveram o melhor desempenho com relagdo a inibicao fungica na
fase 1. Nos experimentos da fase II, apos o resfriamento a 25+1°C, os iogurtes foram submetidos a
uma contaminagdo artificial conhecida de bolores e leveduras na concentragio de 1,2x10' UFC/g de
iogurte. O objetivo dessa fase foi avaliar o desempenho das culturas bioprotetoras comerciais sobre

os mesmos parametros estudados na fase I em condigdes iniciais mais severas.
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4.6. Efeito das culturas bioprotetoras no pH e acidez titulavel — Fase II.

No que se refere a variagdo do pH com o tempo de armazenamento (em dias), observa-se na
na Figura 13 que os resultados sdo semelhantes aos apresentados na primeira fase, ou seja, os valores
de pH do iogurte diminuiram gradualmente durante o armazenamento a 7+1°C.

Além disso, o pH do iogurte controlel também foi mais baixo do que os experimentos com as
culturas bioprotetoras comerciais € do que o iogurte controle2 durante os 28 dias de armazenamento.
No que se refere ao iogurte controle2 que contém apenas as culturas iniciais S. salivarius ssp.
Thermophilus e L. delbrueckii ssp. Bulgaricus, observa-se que o mesmo apresentou um
comportamento semelhante ao da fase I com valores mais altos de pH do que o iogurte F3 e muito
proximo ao pH apresentado pelo iogurte H3.

Figura 13: Variagdo do pH em funcédo dos dias de armazenamento — Fase II.
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Dentre os experimentos com as culturas bioprotetoras, o F3 contendo a cultura FRESHQ-11
na dosagem 0,2%v/v apresentou valores mais baixos de pH do que o iogurte H3 com a cultura
bioprotetora HOLDBAC-YMB.

Com relacdo a acidez titulavel (%), observa-se na Tabela 10 (Figura correspondente no
Apéndice A) uma tendéncia inversa a verificada no pH, ou seja, ocorreu um aumento significativo (p
< 0,05) no decorrer do tempo de armazenamento para todos os iogurtes semelhante ao observado na
fase 1. Além disso, o iogurte controlel apresentou uma acidez titulavel significativamente maior do
que o iogurte H3 e ndo teve diferenca significativa em relagao ao iogurte F3 (p > 0,05). Na fase [, a
acidez titulavel (%) do iogurte controlel foi significativamente maior (p < 0,05) do que o iogurte F3
a partir dos 21 dias. No tratamento estatistico desse parametro na Tabela 10 e detalhado no Apéndice
D, as letras a, b, ¢, d representam as diferencas significativas entre as médias da acidez titulavel em
funcdo dos dias de armazenamento (p < 0,05) e as letras A, B, C, D representam as diferencas
significativas entre as médias da acidez titulavel de cada iogurte (p < 0,05). No caso, se observou que

ambos os fatores (tempo de armazenamento e tipo de iogurte) exerceram influéncia na acidez
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titulavel. No entanto, a variagdo foi maior em fun¢ao dos dias de armazenamento tendo em vista que

o valor da estatistica do teste F foi maior para essa variavel.

Tabela 10: Variagdo da acidez titulavel (%) em fun¢do dos dias de validade — Fase 1.

DIAS Controlel Controle2 H3 F3
1 0,635 0,666% 0,639 0,648IAB
7 0,743 0,702b®8  0,675°C  0,716B
14 0,774** 0,693 0,684%B 0,770°A
21 0,770 0,720%°C  0,689%°P (,7922bA
28 0,788 0,729 0,704°C  0,803**
Variacdo (%) 24,11 9,46 10,21 23,96

Nota: a, b, c, d - Diferengas significativas entre as médias de cada linha (p < 0,05). A, B, C, D - Diferengas significativas
entre as médias de cada coluna (p < 0,05).

Dentre todos os experimentos da fase I1, o iogurte H3 (L. rhamnosus e P. freudenreichii subsp.
shermanii) na dosagem de 0,2%v/v foi o que apresentou a acidez titulavel significativamente menor
(p <0,05) durante o periodo estudado. Isto ocorre devido aos mesmos motivos explicados na fase I,
ou seja, a transformacao de acido latico em acidos propionico e acético pela cultura P. freudenreichii
ssp shermanni e, por isso, a acidez titulavel (%) foi menor durante o periodo de armazenamento.

No que se refere ao iogurte controle2 que contém apenas as culturas iniciais S. salivarius ssp.
Thermophilus e L. delbrueckii ssp. Bulgaricus, sem conservante quimico e bioconservantes, observa-
se que, a partir dos 14 dias, o mesmo apresentou valores significativamente menores (p < 0,05) de
acidez titulavel (%) do que os iogurtes controlel e F3 e significativamente maior (p < 0,05) do que o
iogurte H3.

Analisando-se as Figuras 14 e 15, observou-se que a contaminagao inicial do iogurte com uma
concentragio de bolores e leveduras de 1,2x10! UFC/g de iogurte alterou o comportamento do pH e
da acidez titulavel (%) no periodo estudado, tendo em vista que na fase I, o pH com 28 dias de
validade foi menor para todos os iogurtes estudados. Em ambas as fases, os iogurtes controle2 e H3

apresentam maior pH e menor acidez titulavel do que os iogurtes controlel e F3.

Figura 14: Comparagdo do pH nas Fases I e II com 28 dias de validade.
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Figura 15: Comparagdo da acidez titulavel (%) nas Fases I e II com 28 dias de validade.
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No caso da acidez titulavel (%), na fase I, observou-se uma leve diminui¢do nos iogurtes
controlel e H3 e um aumento consideravel nos iogurtes controle2 e F3 em relacao a fase I. Os bolores
e leveduras inoculados apds a etapa de resfriamento do iogurte aumentou a acidez titulavel apos 28
dias nesses dois iogurtes em comparacao a fase I, mas no iogurte controle1 que contém o conservante
quimico sorbato de potassio na concentragao maxima de 0,03g/100g e o iogurte H3 que contém a
cultura bioprotetora HOLDBAC-YMB tiveram um efeito inverso. Curiosamente, os iogurtes
Controle2 e F3 foram os que apresentaram maior contaminagao de bolores e leveduras no final do
periodo de armazenamento. Estes fungos causam diversos problemas nos parametros do iogurte
inclusive na acidez. Contudo, para entender melhor esse efeito, ¢ necessario identificar e quantificar

os tipos de bolores e leveduras.

4.7.  Efeito das culturas bioprotetoras no comportamento reologico — Fase 11

Como se pode observar nas Tabelas 11 e 12 (Figuras correspondentes no Apéndice A), a
viscosidade de todos os experimentos oscilou durante os 28 dias de armazenamento a 7£1°C, porém, de uma
forma geral, houve um crescimento significativo (p < 0,05) em func¢do do tempo de armazenamento com a
excegdo do iogurte controlel. Vale salientar que no tratamento estatistico desse parametro nas Tabelas
11 e 12, detalhado no Apéndice D, as letras a, b, c, d, e representam as diferencas significativas entre
as médias da viscosidade aparente em fun¢do dos dias de armazenamento (p < 0,05) e as letras A, B,
C, D representam as diferengas significativas entre as médias da viscosidade aparente de cada iogurte
(p <0,05). No caso, se observou que ambos os fatores (tempo de armazenamento e tipo de iogurte)
exerceram influéncia nesse parametro. No entanto, a variagdo foi maior em funcdo do tipo de iogurte
tendo em vista que o valor da estatistica do teste F foi maior para esse fator nas duas velocidades de

rotagdo (50 rpm e 12 rpm).
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Tabela 11: Variagao da viscosidade (m.Pas) a 50 rpm em fung¢@o dos dias de armazenamento a 7+1°C — Fase II.

DIAS Controlel Controle2 H3 F3
1 791,6422,8%°8  896,4+25.8°*  800,2+10,8°®  593,3+9,94C
7 672,4+14,3°C  784,2420,39  1227,3+£39,0*4 672,0+21,2>C
14 834,9+19,2°¢  957,8+30,6°®  1107,3+34,9°4  797,4+23,13C
21 729,9+20,7°C  1165,5+38,7°4  993,5+41,9B  643,1+9,7°IP
28 750,8+19,1°¢  1250,0+53,1*4  876,3+34,998 733 3+11,2°¢
Variacao (%) -5,2 39,5 9,5 23,6

Nota: a, b, c, d, e - Diferencas significativas entre as médias de cada linha (p <0,05). A, B, C, D - Diferengas significativas
entre as médias de cada coluna (p < 0,05).

No iogurte H3 contendo a cultura bioprotetora HOLDBAC-YMB, a partir dos 21 dias e no
iogurte F3, durante todo o periodo, a viscosidade a 50 rpm e 12 rpm foram significativamente menores
do que a do iogurte controle2 (p < 0,05) contendo apenas as culturas iniciais. Este resultado ¢ o
inverso do que foi obtido na fase I onde foi observado que os iogurtes contendo culturas bioprotetoras

apresentaram viscosidades significativamente mais elevadas (p < 0,05) do que o iogurte controle?2.

Tabela 12: Variagdo da viscosidade (m.Pas) a 12 rpm em fun¢ao dos dias de armazenamento a 7+1°C — Fase II.

DIAS Controlel Controle2 H3 F3

1 1.537,5442,1°°B€  2.035,0+72,3°4  1.725,0+63,4®  1.357,5+33,4C

7 1.405,0+69,8°C  1.597,5+48,798  2.464,3+135,8** 1.495,0+50,2Y°BC

14 1.740,0+83,1*  2.110,0+92,5°4 2.284,8+83,7**  1.745,0+84,1%B

21 1.535,0470,2°°C  2.736,5+106,6** 1.977,5+101,1*4 1.490,0+71,1>C

28 1.610,0+83,1%°C 2.501,8+164,4°* 1840,0+103,2"B 1.655,0+84,42°BC
Variacao (%) 4,7 22,9 6,7 21,9

Nota: a, b, ¢ - Diferencas significativas entre as médias de cada linha (p < 0,05). A, B, C - Diferencas significativas entre
as médias de cada coluna (p < 0,05).

O iogurte controlel apresentou uma viscosidade significativamente menor (p < 0,05) do que
os iogurtes controle2 e H3, mas nao teve diferenca significativa em relagdo ao iogurte F3.
Considerando todo o periodo estudado, este comportamento parece relacionado a acidez titulavel,
pois os iogurtes controlel e F3 apresentaram acidez titulavel (%) significativamente maior do que os
iogurtes controle2 e H3. De fato, a diminui¢do da viscosidade se deve a reducdo da capacidade de
retencdo de dgua do produto como resultado do aumento da acidez titulavel do produto durante o
armazenamento (Jozve-Zargharabadi et al., 2020). Além disso, outros pesquisadores concluiram que
a viscosidade das amostras de iogurte diminuiu durante o armazenamento (Jozve-Zargharabadi et al.,
2020; Cho et al., 2020). Segundo os autores, certamente isso ocorre devido ao aumento da acidez
titulavel (%) durante o armazenamento.

Analisando-se a Figura 16, observou-se que na fase Il a contaminacao inicial do iogurte com

uma concentragio de bolores e leveduras de 1,2x10! UFC/g alterou o comportamento da viscosidade
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(m.Pas) em relagdo a fase I onde, com 28 dias de validade, houve um aumento nos iogurtes controle2

e H3, diminui¢do no iogurte F3 e ndo houve diferenga entre as fases I e Il no iogurte controlel.

Figura 16: Comparacdo da viscosidade (m.Pas) a 50 rpm nas Fases I ¢ II com 28 dias de armazenamento.
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4.8. Efeito das culturas bioprotetoras na capacidade de retencdo de agua e sinérese do iogurte
— Fase 11

De acordo com a Tabela 13 (Figura correspondente no Apéndice A), assim como na fase I, a
separacao de soro (sinérese) de todos os experimentos diminuiu significativamente com o tempo de
armazenamento (p < 0,05) durante os 28 dias a 7£1°C, em que o menor valor foi para o iogurte
controle2. Isso indica também que a capacidade de retengdo de 4gua (CRA) aumentou
significativamente (p < 0,05) em funcdo do tempo de armazenamento.

Tabela 13: Variag@o da sinérese (%) em fung¢@o dos dias de armazenamento a 7+1°C — Fase II.

DIAS Controlel Controle2 H3 F3

1 66,040,9°8  62,1+£1,9°C  68,3+1,1*B 68,6+1,3**

7 64,7+0,7°%4  63,840,2*A  65,3+£2,0°A 64,2+0,8°A

14 62,6+1,0°4  59,1+1,6"®  61,9+1,29 61,9+1,9*A

21 64,840,448 57 0+£1,2°¢ 66,541,224 62,7+1,1%B

28 62,2+1,5°4  58240,6°  63,5+0,7° 61,7+0,1°A
Variacao (%) -5,6 -6,4 -7,1 -10,1

Nota: a, b, ¢, d - Diferengas significativas entre as médias de cada linha (p < 0,05). A, B, C - Diferengas significativas
entre as médias de cada coluna (p < 0,05).

No tratamento estatistico desse parametro na Tabela 13 e detalhado no Apéndice D, as letras
a, b, ¢, d representam as diferencas significativas entre as médias da sinérese em funcao dos dias de
armazenamento (p < 0,05) e as letras A, B, C representam as diferencas significativas entre as médias
da sinérese de cada iogurte (p < 0,05). No caso, se observou que ambos os fatores (tempo de
armazenamento e tipo de iogurte) exerceram influéncia nesse parametro. No entanto, a varia¢do foi
maior em fung¢do do tipo de iogurte tendo em vista que o valor da estatistica do teste F foi maior para

esse fator.
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Ao contrario do que se observou na fase I, se verificou que a sinérese dos iogurtes contendo
culturas bioprotetoras foi significativamente maior do que a do iogurte controle2 (p <0,05) e ndo teve
variacao significativa (p > 0,05) em relagdo ao iogurte controlel principalmente no final do periodo
de armazenamento (28 dias). Dessa forma, a CRA foi em geral significativamente menor (p < 0,05)
quando se adicionou as culturas bioprotetoras do que quando se usou apenas as culturas iniciais
(controle2). Com a excegao do iogurte controle2 que teve uma forte queda, a contaminagao inicial do
iogurte com 1,2 x 10' UFC/g de bolores e leveduras contribuiu com o aumento da sinérese dos
iogurtes controlel e H3 e praticamente ndo teve efeito no iogurte F3 em relagdo a fase I conforme se

pode verificar na Figura 17 com 28 dias.

Figura 17: Comparagédo da sinérese (%) nas Fases I e I com 28 dias de armazenamento.
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Como foi explicado na fase I, em geral, ha divergéncias na literatura sobre o comportamento
da sinérese ao longo do tempo de armazenamento. Por exemplo, segundo Tamime e Robinson
(2007), o aumento da sinérese das amostras de iogurte ao longo do tempo pode ser atribuido ao
aumento da acidez titulavel e diminui¢do do pH do produto, bem como a contracdo da rede de gel
devido ao resfriamento. Por outro lado, devido a hidrolise e digestao das proteinas do produto, a
quantidade de hidratacdo aumenta com o aumento do tempo de armazenamento pois as proteinas que
dao a textura desejada perdem suas propriedades e quebram sua ligagdo com a dgua; mudangas de pH
também estdo envolvidas porque desnaturam a estrutura da proteina. Devido a desnaturagdo da
proteina, a dgua aderida foi liberada e, consequentemente, a sinérese aumentou (Jozve-Zargharabadi
et al.,2020).

No entanto, Ashna et al. (2022) mostraram que a secre¢do da fase aquosa diminui (e assim, o
valor de CRA aumenta) durante o armazenamento refrigerado das amostras. Szajnar et al. (2014)
também mostraram uma tendéncia de diminui¢do da sinérese com o aumento do tempo de
armazenamento de iogurtes lacteos.

No entanto, deve-se notar que a estrutura do gel de proteina e, portanto, sua dureza também
pode determinar o valor da CRA. Ashna et al. (2022) sugeriram que a sinérese ¢ o valor de CRA

podem ser devidos aos solidos totais do iogurte que estd sendo fermentado.
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No estudo de Khan-Mohammadi et al. (2023), a taxa de sinérese nas amostras de iogurte
probiotico foi maior do que na amostra controle, o que pode ser atribuido a maior acidez titulavel
(menor pH) dessas amostras segundo os autores.

4.9. Efeito das culturas bioprotetoras na textura do iogurte — Fase 11

De acordo com as Tabelas 14 a 17 (Figuras correspondentes no Apéndice A), os parametros
da textura do iogurte (firmeza, consisténcia, coesividade e indice de viscosidade) tiveram um
comportamento semelhante, onde aumentaram significativamente durante o armazenamento a 7+1°C

(p < 0,05) durante 28 dias, com a excecao do iogurte H3 para todos os parametros ¢ do iogurte F3

para os parametros coesividade e indice de viscosidade que ndo apresentaram variagdo significativa
(p>0,05).

Tabela 14: Variagdo da firmeza (g-for¢a) em func@o dos dias de armazenamento a 7+1°C — Fase 1.

DIAS Controlel Controle2 H3 F3

1 22,240,2°8 25.6+0,59% 24,5+0,54 22,5+0,3%B

7 23,1£0,2°C 25,6+0,4® 27,7+0,2*A  24,6+0,7°"

14 23,240,4°¢ 29,6+0,7°4 27,3+0,7%°B  24,3+0,13¢

21 22,740,6°° 33,3+£0,6** 26,3+0,6°8  24,6+0,6%¢

28 25,0+£0,7°B 31,441,6" 24,7+03® 24 9+0,6°"
Variacao (%) 12,8 22,3 0,7 10,6

Tabela 15: Variag@o da consisténcia (g-seg) em funcdo dos dias de armazenamento — Fase II.

DIAS Controlel Controle2 H3 F3

1 461,7+9,0°¢  564,5+12,79%  517,3+10,3°B  471,9+6,8"C

7 488,6+10,3°C  544.9+7,69®  612,7+8,4*  508,0+9,2%C

14 487,246,7°°  649,5+21,44 578,8+11,1°B  528,3+5,7C

21 470,4452°C 738442584  545,6+6,9®  532,5+14,3°B

28 529,4+154°8  685,6+24,2°A  524.6+7,3® 524 444 9B
Variacio (%) 14,7 21,5 1,4 11,1

Tabela 16: Variacdo da coesividade (g-for¢a) em funcéo dos dias de armazenamento — Fase II.

DIAS Controlel Controle2 H3 F3

1 16,0+0,7°8  18,8+0,7°* 16,9+0,2°® 16,3+0,3%8

7 16,6+£0,5°8  17,7+0,3°B 19,7+0,4%* 17,140,4°B

14 16,4+0,6°°C  21,3+1,2°4 19,4+0,4*B 16,7+0,4%¢

21 15,740,6°¢  23,840,5* 17,8+0,7°® 17,3+0,5%8

28 17,540,3°¢  21,1+0,7°* 17,1+0,2"® 16,7+0,4%8
Variacio (%) 9,7 12,6 1,2 2,6

Nota: a, b, c, d - Diferencas significativas entre as médias de cada linha (p < 0,05). A, B, C - Diferengas significativas
entre as médias de cada coluna (p < 0,05).
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Tabela 17: Variagdo do indice de viscosidade (g-seg) em func¢do dos dias de armazenamento — Fase II.

DIAS Controlel Controle2 H3 F3

1 4,440,828 11,4429 6,6+0,9®  4,7+0,5*8

7 5,241,1°°C  9.9+0,9°B  18,0+0,7*4 6,7+0,725C

14 4,6+0,3%°C 20,3+1,5°4 13,0+1,8°B 6,6+0,9%¢

21 3,241,2°C 32 142.6*4 8,3+1,1°®  7,5+0,6°B

28 7,641,228 22 144 8% 6,9+0,4®  5,7+0,6°B
Variacao (%) 71,6 94,6 5,0 22,0

Nota: a, b, c, d - Diferencas significativas entre as médias de cada linha (p < 0,05). A, B, C - Diferengas significativas
entre as médias de cada coluna (p < 0,05).

No tratamento estatistico desses parametros nas Tabelas 14 a 17, detalhados no Apéndice D,
as letras a, b, c, d representam as diferencas significativas entre as médias dos parametros de textura
em funcdo dos dias de armazenamento (p < 0,05) e as letras A, B, C representam as diferencas
significativas entre as médias desses pardmetros de cada iogurte (p < 0,05). No caso, se observou que
ambos os fatores (tempo de armazenamento e tipo de iogurte) exerceram influéncia nesses
parametros. No entanto, em todos os parametros de textura, a variagdo foi maior em func¢do do tipo
de iogurte tendo em vista que o valor da estatistica do teste F foi maior para esse fator.

Nos experimentos contendo as culturas bioprotetoras comerciais H3 e F3, esses parametros se
apresentaram significativamente menor (p < 0,05) do que os observados no iogurte controle2 e nao
apresentaram diferenca significativa (p > 0,05) em relagdo ao iogurte controlel com 28 dias de
armazenamento. Porém, o iogurte H3 (cultura HOLDBAC-YMB na dosagem 0,2%v/v), apresentou
resultados elevados para estes parametros até os 7 dias de armazenamento, mas depois desse periodo,
apresentou uma queda acentuada ao longo do tempo.

Estes resultados dos iogurtes com culturas bioconservantes apresentarem estes parametros da
textura com valores abaixo do iogurte controle2 estdo de acordo com a fase I, apesar dos valores mais
altos apresentados pelo iogurte controle2 na fase II. Num estudo de Zhao e Liang (2022), que
observaram que a firmeza dos iogurtes contendo a cultura bioprotetora L. Plantarum MC5 foi menor
que a do iogurte controle S. Portanto, a adi¢do de L. plantarum MC5 reduziu significativamente a
firmeza das amostras de iogurte. Segundo esses autores, resultados semelhantes foram relatados por
Bancalari et al. (2020), onde foi observado que a firmeza dos iogurtes feitos com culturas produtoras
de EPS geralmente era menor do que a do iogurte de controle feito sem culturas iniciais produtoras
de EPS.

Com a excecdo do iogurte controle2, que apresentou valores bem mais elevados para os
parametros de textura, a contaminacio inicial do iogurte com 1,2 x 10! UFC/g de bolores e leveduras
nao influenciou significativamente a performance desses parametros nos iogurtes controlel, H3 e F3

conforme se pode observar nas Figuras 18 e 19 para a firmeza (g-forga) e a consisténcia (g-seg),
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respectivamente. Os pardmetros da coesividade (g-for¢a) e indice de viscosidade (g-seg)

apresentaram comportamentos semelhantes.

Figura 18: Comparacdo da firmeza (g-for¢a) nas Fases I e I com 28 dias de armazenamento.
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Figura 19: Comparacdo da consisténcia (g-seg) nas Fases I e I com 28 dias de armazenamento.
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E relatado na literatura que a contaminagdo por leveduras, como ocorreu com o iogurte
controle2, pode alterar os parametros reologicos e de textura dos iogurtes. Por exemplo, segundo
Alvarez-Martin et al. (2008), o crescimento excessivo de certas leveduras em produtos lacteos pode
levar a formagdo de gases, sabores e odores desagradaveis, despigmentacdes, modificagdes na
textura, viscosidade, formagdo de limo e sedimentos, e crescimento superficial, como D. hansenii e
C. edax.

Embora os produtos lacteos fermentados sejam considerados fermentagdes
predominantemente lacticas, a coocorréncia frequente de leveduras e LAB levou a sugestao de que
podem ocorrer interagcdes que podem influenciar as caracteristicas e a qualidade do produto (Narvhus
e Gadaga, 2003). No entanto, os mecanismos de possivel interacdo entre leveduras e as culturas
lacteas ndo foram amplamente estudados. Tal interacdo pode ser estimulacdo ou inibi¢ao do
crescimento de uma, ou ambas, das cepas cocultivadas (Viljoen, 2001). Os organismos cocultivados

podem competir por nutrientes de crescimento ou podem produzir produtos metabolicos que inibem
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o crescimento uns dos outros. As leveduras podem produzir vitaminas que aumentam o crescimento
das LAB. Além disso, a influéncia matua dos microrganismos no metabolismo uns dos outros pode
levar a diferentes perfis de compostos organolepticamente importantes no leite fermentado (Narvhus
e Gadaga, 2003). Para um melhor entendimento do efeito dessas leveduras e bolores sobre os
parametros do iogurte ¢ preciso uma analise microbiologica mais especifica para caracterizar e

quantificar as espécies presentes.

4.10. Teste de Desafio das culturas bioprotetoras na inibicao de bolores e leveduras — Fase I1.

Para melhor avaliar o crescimento de bolores e leveduras em iogurtes formulados com e sem
culturas bioprotetoras, na fase II, os iogurtes foram contaminados intencionalmente com bolores ¢
leveduras numa concentragio de 1,2 x 10! UFC/g de iogurte apds a etapa de resfriamento a 25+1°C,
sendo depois realizadas analises desses microrganismos com 1, 7, 14, 21 e 28 dias de armazenamento
em camara fria a 7£1°C. Todas as andlises de bolores e leveduras demonstradas na Tabela 18 a seguir
e nas placas do Apéndice C também foram realizadas com uma dilui¢do (10™") das amostras de
iogurte.

Ao contréario do que ocorreu na fase I, em que nao foi realizada a contaminacado inicial dos
iogurtes, a partir dos 7 dias ja houve consideravel contagem de bolores e leveduras, principalmente
para o iogurte controle2 (sem conservante quimico e bioconservantes) que apresentou uma contagem
de 660 UFC/mL, acima do padrdao. Com 14 dias de armazenamento a 7+1°C os iogurtes contendo as
culturas bioprotetoras H3 e F3 apresentaram contagem de bolores e leveduras de 150 UFC/mL e 50

UFC/mL, respectivamente, dentro do padrao estabelecido pela legislacdo brasileira.

Tabela 18: Concentragdo de bolores/leveduras (UFC/mL) em fungdo dos dias de validade — Fase II.

DIAS Controlel Controle2 H3 F3

1 20 ausente ausente 20

7 10 660 ausente 30

14 20 11.500 150 50
21 30 incontavel 20 1.720
28 30 incontavel ausente 3.600

Com 14 dias de armazenamento, o iogurte controle2 apresentou elevada contagem de bolores
e leveduras de 11.500 UFC/mL, excedendo o padrdo da legislagao brasileira de 200 UFC/mL. A partir
do dia 21, esse iogurte apresentou supercrescimento de leveduras, incontaveis na dilui¢io 10! apos
21 e 28 dias de armazenamento (placas do Apéndice C). No iogurte controlel, que contém o
conservante quimico sorbato de potassio na concentragdo maxima de 0,03g/100g, menor formacgao

de fungos ou leveduras foi detectada durante todo o periodo de armazenamento de 28 dias a 7+1°C.
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Porém, com 7, 14 e 21 dias ocorreu a formacdo de uma “aglutinacdo de colonias” ou de uma “super
colonia” (placas do Apéndice C), fendmeno ndo observado nos demais iogurtes.

Com relagdo aos iogurtes contendo as culturas bioprotetoras na dosagem de 0,2%v/v, sem
conservante quimico, o iogurte F3 (L. rhamnosus) apresentou uma elevada contaminagao por bolores
e leveduras com 21 e 28 dias de armazenamento onde se observou contagens de 1.720 UFC/mL e
3.600 UFC/mL, respectivamente. No entanto, o iogurte H3 em que se usou a dosagem dobrada de
HOLDBAC-YMB (L. rhamnosus e P. freudenreichii subsp. shermanii) apresentou presenca de
bolores e leveduras abaixo do padrdo estabelecido pela legislagdo brasileira para o iogurte (200
UFC/mL) durante os 28 dias de armazenamento (placas do Apéndice C).

De uma forma geral, pode-se afirmar que, de acordo com os resultados obtidos na Tabela 18
no periodo estudado de 1 a 28 dias, os experimentos de iogurtes contendo as culturas bioprotetoras
HOLDBAC-YMB (L. rhamnosus e P. freudenreichii subsp. shermanii) ¢ FRESHQ-11 (L.
rhamnosus) tiveram um desempenho muito bom na inibi¢do de bolores e leveduras mesmo com a
contamina¢do inicial de 1,2 x 10! UFC/g, principalmente no iogurte H3 que usou a cultura
bioprotetora comercial HOLDBAC-YMB na dosagem de 0,2%v/v. Portanto, os resultados obtidos
nesse estudo de desafio da fase Il com bioconservantes sem o uso do conservante quimico, confirmam
os resultados da fase I e sdo igualmente muito importantes para futuras pesquisas em escalas piloto e
industrial.

Vérios estudos na literatura explicam os mecanismos pelos quais as culturas bioprotetoras
inibem os bolores e leveduras. Muitos deles afirmam que para uma determinada cultura bioprotetora
apresentar efeito antifingico satisfatorio, ¢ necessario que a mesma tenha uma concentragdo minima
no iogurte. Certamente foi o que ocorreu na presente pesquisa quando se dobrou a dosagem dos
bioconsevantes de 0,1%v/v para 0,2%v/v, a quantidade de culturas viaveis aumentou ao longo do
armazenamento, consequentemente, houve producdo de metabolitos antifingicos em maior
concentracdo € isso inibiu mais os bolores e leveduras. Vale ressaltar também que as culturas
bioprotetoras devem ser ativas na menor concentracdo possivel para serem aceitaveis do ponto de
vista econdmico. Seria, portanto, de interesse avaliar a taxa de indculo ideal para as cepas mais ativas
e garantir que elas ndo tenham nenhum impacto nas propriedades organolépticas do iogurte (Lacanin
etal.,2017).

Por exemplo, em outro estudo de desafio realizado por Delavenne et al. (2015), em que variou
a concentracao de uma espécie de levedura, se verificou que uma contaminagao inicial de 100 ou
1000 células de Y. lipolytica ndo afetou nenhuma das respostas estudadas, incluindo as concentragdes
finais de Y. lipolytica. No entanto, a concentragdo final das culturas lacteas iniciais (S. salivarius

subsp. thermophilus e L. delbrueckii subsp. Bulgaricus) pode ser alterada pela cultura bioprotetora L.
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rhamnosus. Quando L. rhamnosus K.C8.3.11 foi inoculado, o nivel populacional final de S.
thermophilus aumentou significativamente (valor P < 0,001), enquanto o nivel populacional final de
L. bulgaricus diminuiu quando L. rhamnosus K.C8.3.11 ou L. harbinensis K.V9.3.INp foram
inoculados.

Segundo esse mesmo estudo, apds 6 semanas de armazenamento a 10°C, Y. lipolytica cresceu
(com uma concentragdo maxima de 8,8 logl0 UFC/g) apenas em iogurtes inoculados com menos de
5x10% UFC/mL de L. harbinensis K.V9.3.1Np. Portanto, a taxa de inoculagio inibitéria minima de L.
harbinensis K.V9.3.1Np que permitiu uma inibicdo de Y. lipolytica foi compreendida entre 1x10° e
5x10% UFC/mL. Além disso, quaisquer que sejam as taxas iniciais de inoculago de L. harbinensis
K.V9.3.1Np, ndo houve diferencas no pH dos iogurtes apos a fermentacao e durante o armazenamento
(DP de pH médio <0,1) como ja observado (Delavenne et al., 2013). Isso sugere que as modificagdes
do pH nao foram responsaveis pelo efeito inibitorio e que a atividade antifungica de L. harbinensis
K.V9.3.INp foi dependente da taxa de inoculacdo inicial ou da populacdo atingida no estagio em que
ocorreu a contaminagao com Y. lipolytica.

No estudo de Delavenne et al. (2015), a inibigao total de Y. lipolytica ocorreu apenas quando
a populacio de L. harbinensis K.V9.3.1Np estava acima de 5x10° UFC/mL de iogurte sendo esta
suficiente para produzir uma inibigdo total de Y. lipolytica durante um periodo de armazenamento de
6 semanas a 10°C.

Num estudo similar realizado por Lacanin et al. (2017), eles verificaram que a taxa de indculo
de 107 UFC/ml das culturas bioprotetoras aumentou a atividade antifiingica contra R. mucilaginosa e
P. brevicompactum em comparagio com a observada a 10° UFC/ml. Ou seja, quando se aumentou a
dosagem das culturas bioprotetoras nesse estudo, houve uma inibi¢do bem mais significativa. De fato,
um atraso de crescimento de 4 semanas de R. mucilaginosa foi observado para L. rhamnosus BIOIII28
e L. paracasei SYR90 com 10" UFC/ml de taxa de indculo. Pois quando esses autores usaram uma
taxa de indculo de 10° UFC/ml, efeitos antifingicos limitados de L. paracasei SYR90 e L. rhamnosus
BIOIII28 foram observados com crescimento apenas ligeiramente retardado de espécies de levedura,
enquanto apenas a inibicao total de P. brevicompactum foi alcangada por mais uma semana em
comparacao com o controle ao usar L. rhamnosus BIOIII28. No entanto, nenhuma das culturas
antifingicas testadas foi capaz de impedir totalmente o crescimento de todos os bolores e leveduras
visados.

No estudo realizado por Lacanin ef al. (2017), independentemente das cepas antifingicas, uma
taxa de inoculagdo de 10° UFC/mL rendeu atividades antifiingicas menores do que a taxa de 10’
UFC/mL nas condigdes testadas. Segundo esses autores, ndo € a primeira vez que se mostra que a

taxa de inoculacdo de culturas bioprotetoras tem um efeito importante na atividade antifingica. Em
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outros estudos, verificou-se que uma inoculagio de L. plantarum a 10® UFC/mL no leite era
necessaria para obter um efeito fungistitico contra Rhodotorula mucilaginosa durante o
armazenamento do iogurte a 4°C por 4 semanas (Crowley et al., 2012). E que ~4x10” UFC/mL de L.
casei AST18 permitiu inibir o crescimento de um Penicillium ssp. isolado durante o armazenamento
do iogurte a 4°C por 22 dias (Li et al., 2013).

A inoculagio no leite a 5x10° UFC/mL foi suficiente para inibir as cepas de Debaryomyces
hansenii, Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces marxianus, Penicillium brevicompactum e
Rhodotorula mucilaginosa, indicando que os compostos antifungicos produzidos por L. harbinensis
K. V9.3.INp possui um grande espectro de atividade (Delavenne et al., 2013). Outros estudos de
Suomalainen & Mayrd-Makinen (1999) e Schwenninger & Meile (2004) mostraram que nimeros
iniciais de células de 10’ —10® UFC /ml de L. rhamnosus cepa LC705 e L. paracasei subsp. paracasei
inibiu totalmente o crescimento fingico por 4 semanas. Pode ser perigoso comparar os resultados
obtidos em estudos anteriores com o presente estudo, porque diferentes cepas de bolores e leveduras
foram usadas em cada experimento. Além disso, o periodo de armazenamento do iogurte e a
temperatura de armazenamento muitas vezes nao foram semelhantes ao presente estudo, o que pode
influenciar significativamente o crescimento fingico e a atividade antifungica de cepas bacterianas.

Segundo Lacanin et al. (2017), o fato da atividade antifungica ter diminuido com um indculo
menor provavelmente indica que os compostos antiflingicos secretados por L. paracasei SYR90, L.
plantarum OVI e L. rhamnosus BIOIII28 ndo estavam em concentragdes suficientes para exercer
qualquer atividade antifingica observavel. A atividade antifungica da LAB pode ser geralmente
atribuida a produc¢@o de compostos de baixo peso molecular, compostos proteicos, peptideos e acidos
organicos, incluindo 4cidos graxos hidroxila (Muhialdin et al., 2016; Varsha e Nampoothiri, 2016).
Vérios metabdlitos antifingicos mostraram ser produzidos em baixas quantidades (at¢ 7 mM), como
acido 2-pirrolidona-5-carboxilico, acido 3-fenilatico, acido hidroxifenilatico e acido succinico
(Schwenninger et al., 2008), que ndo atingiram a concentragdo minima necessaria para a inibi¢cao do
crescimento flingico. Assim, a atividade antifungica da LAB resulta do efeito sinérgico entre varios
compostos, que ¢ potencializado por seus produtos finais de fermentacao, como lactato e acetato, que
sao produzidos em concentragdes g/L (Belguesmia et al., 2014).

Schnurer e Magnusson (2005) revelaram que trés mecanismos podem explicar a eficiéncia
antifungica e antimicrobiana das LAB: a produc¢do de vérios acidos organicos, principalmente o dcido
latico, a competi¢do por nutrientes ¢ a produgao de compostos antagonistas. Os compostos
antifungicos isolados de culturas de fermentacao LAB sdo principalmente metabolitos de baixa massa

molecular, esses compostos sdo acidos laticos, acido acético, acido fenilatico (Gerez et al., 2009;
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Lavermicocca et al., 2000; Magnusson et al., 2003), acido propidnico e proteico (Lavermicocca et
al., 2003).

Em outro estudo de desafio realizado por Buehler ef al. (2018) indicou que as 2 culturas
bioprotetoras disponiveis comercialmente inibiram o crescimento controlado de bolores na superficie,
mas nao o crescimento de leveduras ao longo de 76 dias de vida 1til do iogurte a 7°C. Segundo esse
estudo, em iogurtes formulados sem culturas bioprotetoras, o crescimento de bolores na superficie
era visivel com 23 dias de armazenamento. Para desenvolver um protocolo de estudo de desafio,
Buehler et al. (2018) inocularam iogurte grego, formulado com e sem culturas protetoras, com um
coquetel de leveduras e bolores (contendo 5 cepas de leveduras e uma de bolor) nas concentragdes
finais de 10! e 10° UFC/g de iogurte.

Quando incubado a uma temperatura de 7°C, o iogurte sem culturas bioprotetoras inoculado
com 10" UFC/g de levedura e bolor apresentou niimeros médios totais de leveduras e bolores de 4,7
logl0 UFC/g no dia 9, com niimeros entre 4,9 ¢ 6,5 logl0 UFC/g observados nos dias 23, 60 e 76.
Do ponto de vista pratico, a deterioracdo de bolores e leveduras no iogurte ¢ perceptivel quando as
contagens atingem 10° a 10° UFC/g (Suriyarachchi e Fleet, 1981); portanto, nesse modelo, o iogurte
grego no estudo de Buehler et al. (2018) atingiu niveis de deterioracao de levedura e bolor com 23
dias de armazenamento a 7°C. Ainda segundo este estudo, para as formulag¢des de iogurte grego
inoculados com 10° UFC/g de iogurte, o crescimento para os niveis de deterioragdo (103-10° UFC/g)
ocorreu no dia 9 a uma temperatura de armazenamento de 7°C. Por isso, optou-se por uma
contaminacdo de 1,2 x 10! UFC/g de iogurte no teste de desafio da presente pesquisa realizada na
fase II.

Nesse mesmo estudo, os pesquisadores observaram que, para iogurtes formulados sem
culturas bioprotetoras, o crescimento de bolores visiveis na superficie para iogurtes inoculados com
10! UFC/g de iogurte ocorreu com 23 dias de armazenamento a 7°C, enquanto iogurtes formulados
com culturas bioprotetoras, em todos os niveis de uso (ou seja, 90, 95 e 100% da concentracao
recomendada pelo fabricante), apenas apresentaram crescimento de levedura ao longo de todo o prazo
de armazenamento de 76 dias e, portanto, ndo houve crescimento visivel de bolores. Na presente
pesquisa, o crescimento de bolores e leveduras nas placas com um meio de cultura mais favoravel ao
crescimento desses microrganismos para o iogurte controle2 sem culturas bioprotetoras se deu a partir
dos 7 dias e no iogurte H3 com a cultura comercial HOLDBAC-YMB nao houve crescimento de
bolores e leveduras nas placas com 28 dias.

Buehler et al. (2018) concluiram que nas suas medi¢des de tempo para crescimento visivel,
as 2 culturas bioprotetoras, em todos os niveis de uso avaliados, foram eficazes na inibicdo do

crescimento de bolor micelial na superficie do iogurte. Nesse estudo, os autores sugerem, portanto,
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que as culturas bioprotetoras protegeram o iogurte grego mais contra bolores do que contra as
leveduras.

Em outro teste de desafio realizado por Li et al. (2013), a adigdo de L. casei ASTI8 inibiu
completamente o crescimento de Penicillium sp. a 4 °C. Os testes de desafio também mostraram que
L. casei ASTIS inibiu o crescimento de outros bolores e leveduras corruptores. Esses bolores e
leveduras, como espécies de Penicillium, Candida famata e K. Marxianus, ocorrem regularmente em
iogurte e produtos lacteos (Fleet, 1990). Em testes acelerados de prova de bolores a 30°C, Penicillium
sp. cresceu nos grupos em branco e adicionados de L. casei AST18, mas uma diferenca significativa
nas condi¢des de crescimento de Penicillium sp. foi encontrada: a morfologia da colonia de
Penicillium sp. em 2% de iogurte adicionado de ASTI8 foi pequena e nenhum metabolito verde-
amarelo foi produzido. Muitos pesquisadores relataram que a LAB pode inibir a producao de
micotoxinas (Dalie et al., 2010).

Schwenninger et al. (2008) demonstraram que a combinacdo de Lac. paracasei subsp.
paracasei SM20 e Propionibacterium jensenii aumentou a produgdo de acido acético e acido
propionico, mas diminuiu a concentragdo de lactato. Foi levantada a hipotese de que o lactato foi
consumido pela combinag¢do. Em particular, as propionibactérias podem aumentar o periodo de
armazenamento de produtos alimenticios fermentados gragas aos seus componentes antimicrobianos.

Segundo Khan-Mohammadi et al. (2023), a inoculagdo de L. rhamnosus (10 UFC/mL)
reduziu a contagem de P. expansum durante o tempo de armazenamento do iogurte. No geral, os
resultados indicaram que L. rhamnosus melhorou o crescimento de S. thermophilus e L. bulgaricus.
No entanto, devido ao fato de que nesta amostra o escore geral de aceitabilidade e a viscosidade
diminuiram, a sinérese aumentou e o crescimento do mofo ndo parou completamente, Khan-
Mohammadi et al. (2023) concluiram que L. rhamnosus (10 UFC/mL) n3o pode ser usado sozinho
como conservante natural em iogurte para prevenir o crescimento de bolores e leveduras e aumentar
o prazo de validade.

No entanto, num estudo de Liang et al. (2022), a atividade inibitéria foi avaliada em iogurte

que foi desafiado com Saccharomyces bayanus SCPa0l, Candida sake CDSO01 e Torulaspora
delbrueckii TODOI. Nessa pesquisa, durante 12 dias de armazenamento a 10°C, Lc. rhamnosus
FUA3185 e Lc. paracasei FUA3186 inibiram significativamente o crescimento de S. bayanus,
enquanto L. plantarum ndo apresentou efeitos inibitoérios. Nenhuma das cepas inibiu o crescimento
das leveduras de T. delbrueckii e C. sake nesse periodo a 10°C. Os autores também estudaram a
inibicao de S. bayanu e C. sake ap6s a fermentacao a 30°C e durante o armazenamento a 25°C. Nessas
condigdes, todas as culturas adjuntas inibiram o crescimento de S. bayanus nos dias 1, 2 e 3, enquanto

e L. plantarum LP(023 inibiu o crescimento de C. sake. Nenhuma das cepas adjuntas antifingicas



100

inibiu ou atrasou o crescimento das leveduras por mais de 3 dias. No geral, esses resultados indicam
que a atividade inibitdria contra leveduras € mais fraca do que a atividade inibitoria contra bolores,
resultado semelhante foi encontrado nessa pesquisa. Os mecanismos de atividade diferiram entre as
cepas dos géneros estudados com producdo de diacetil e deple¢do de manganés, formacao de acidos
graxos hidroxilados de cadeia longa e formacdo de acetato como principais contribuintes para a
atividade antifiingica (Liang et al., 2022).

Na pesquisa de Xu et al. (2021) em que foi avaliado a atividade antifingica de bactérias
laticas, eficécia e aplicabilidade das culturas bioprotetoras escolhidas contra bolores e leveduras
estragadores em produtos lacteos, nove cepas de L. plantarum, trés de L. paracasei, uma de
Enterococus faecium e uma de L. rhamnosus foram preliminarmente triadas por testes in vitro contra
os fungos Pichia pastoris D3, Aspergillus niger DI, Geotrichum candidum NI, Kluyveromyces
marxianus W1 e Penicillium chrysogenum Bl e depois validadas por testes de desafio em iogurte e
comparadas também com o conservante quimico acido benzdico. De todas estas LABs usadas nesse
estudo, o efeito inibidor da suspensao de L. plantarum N7 a 3% no crescimento do fungo foi o melhor,
e o segundo foi o conservante quimico acido benzdico a 0,15%. Segundo os autores, considerando o
efeito inibidor do acido benzodico sobre LAB, a melhor formulagdo de bebida lactea, de acordo com
as propriedades sensoriais e caracteristicas quimicas e microbianas, foi a amostra com 3% de L.
plantarum N7.

Enfim, no estudo de Fayyaz et al. (2020), que analisou a atividade antifingica de combinagdes
binarias e ternarias de trés bactérias lacticas (LAB) contra cinco leveduras deteriorantes em iogurte,
a atividade inibitoria de LAB mostrou uma barreira eficiente contra todas as cinco leveduras, na qual
a maior atividade foi registrada para L. reuteri seguido por L. acidophilus. Por outro lado, a levedura
mais resistente foi Kluyveromyces marxianus seguida de Rhodotorula mucilaginosa. Segundo os
autores, a inoculacao de culturas de LAB em iogurte a 5% (v/v) ndo s6 pode melhorar as propriedades
fisico-quimicas e sensoriais do iogurte, mas também pode introduzir uma estratégia de substituicdo

de conservantes quimicos por agentes de biocontrole.
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CONCLUSOES

O estudo da fase I chegou as seguintes conclusdes:
As culturas bioprotetoras comerciais utilizadas neste estudo diminuiram o tempo de fermentagao
em relagdo ao iogurte controlel (conservante quimico) e principalmente em relacdo ao iogurte
controle2 (sem conservante quimico e bioconservantes);
O pH do iogurte controle2 foi mais alto do que os experimentos com as culturas bioprotetoras
comerciais e do que o iogurte controlel principalmente com os 28 dias de armazenamento, com
a excecdo apenas do iogurte H3;
A adig¢do das culturas bioprotetoras comerciais aumentou significativamente (p < 0,05) a acidez
titulavel (%) em relacdo ao iogurte controle2 que contém apenas as culturas iniciais, sem
conservante quimico e bioconservantes, no periodo estudado de 28 dias. Além disso, a acidez
titulavel (%) aumentou significativamente (p < 0,05) no decorrer do tempo de armazenamento
para todos os iogurtes;
A viscosidade de todos os experimentos oscilou durante os 28 dias de armazenamento a 7+1°C.
Nos iogurtes contendo culturas bioprotetoras, principalmente a série H, a viscosidade se
comportou significativamente mais alta (p < 0,05) do que a dos iogurtes controlel e controle2
contendo apenas as culturas iniciais;
As culturas bioprotetoras diminuiram a sinérese significativamente (p < 0,05) em relagdo ao
iogurte controle2 e nao teve variacao significativa em relagao ao iogurte controlel (p > 0,05);
As culturas bioprotetoras comerciais diminuiram significativamente (p < 0,05) os pardmetros da
textura (firmeza, consisténcia, coesividade e indice de viscosidade) em relagdo aos iogurtes
controlel e controle2, com a excecao dos iogurtes F3 e HI;
Quando se dobrou a dosagem da cultura bioprotetora FreshQ-11 para 0,2%v/v (iogurte F3), houve
um aumento significativo (p > 0,05) da sinérese e dos pardmetros de textura durante o tempo de
armazenamento em relacdo aos iogurtes que usaram essa mesma cultura na dosagem de 0,1%v/v
(iogurte F1 e F2). Um comportamento inverso foi observado quando se dobrou a dosagem da
cultura HOLDBAC-YMB para 0,2%v/v (iogurte H3), ou seja, houve uma diminuicao
significativa (p > 0,05) desses parametros;
Os resultados obtidos na inibi¢do fungica na fase I tanto quando se reduziu a concentracao do
conservante quimico pela metade (0,015%) e usou 0,1%v/v das culturas bioprotetoras (H1 e F1)
ou quando se dobrou essa dosagem para 0,2%v/v sem o uso do conservante quimico, sio muito
importantes e promissores para futuras pesquisas em escalas piloto e industrial, pois esses

experimentos tiveram um desempenho semelhante ao iogurte controlel na inibi¢cdo de bolores e
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leveduras, principalmente quando se usou a cultura comercial F (L. rhamnosus) na dosagem
0,2%v/v (iogurte F3) que teve a mesma inibicao do iogurte controlel com 0,03g/100g de sorbato
de potassio.

Com relagdo a fase II, chegou-se as seguintes conclusdes:
A contaminacio inicial do iogurte com uma concentragio de bolores e leveduras de 1,2x10!
UFC/g alterou o comportamento do pH no periodo estudado, tendo em vista que na fase II, o pH
com 28 dias de validade foi menor para todos os iogurtes estudados;
No caso da acidez titulavel (%), na fase II, observou-se uma leve diminui¢do nos iogurtes
controlel e H3 e um aumento consideravel nos iogurtes controle2 e F3;
Com a excec¢do do iogurte controle2 que teve uma forte queda, a contaminacgao inicial de bolores
e leveduras contribuiu com o aumento da sinérese dos iogurtes controlel e H3 e praticamente nao
teve efeito no iogurte F3 em relacdo a fase [;
Com a exce¢do do iogurte controle2, que apresentou valores bem mais elevados para os
parametros de textura, a contaminacdo inicial do iogurte com 1,2 x 10! UFC/g de bolores e
leveduras ndo influenciou significativamente a performance desses parametros nos iogurtes
controlel, H3 e F3;
De uma forma geral, pode-se afirmar que os experimentos de iogurtes contendo as duas culturas
bioprotetoras HOLDBAC-YMB e FRESHQ-11 tiveram um desempenho muito bom na inibi¢ao
de bolores e leveduras mesmo com a contaminagio inicial de 1,2 x 10' UFC/g de iogurte,
principalmente no iogurte H3 que usou a cultura bioprotetora comercial HOLDBAC-YMB na
dosagem de 0,2%v/v. Portanto, os resultados obtidos nesse estudo de desafio da fase II com
bioconservantes sem o uso do conservante quimico, confirmam os resultados da fase I e sdo
igualmente muito importantes para futuras pesquisas em escalas piloto e industrial;
Portanto, devido a todas essas conclusdes, o iogurte H3 contendo a cultura bioprotetora
HOLDBAC-YMB (L. rhamnosus e P. freudenreichii subsp. shermanii) na dosagem 0,2% foi que

apresentou o melhor resultado nessa pesquisa.
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6. PERSPECTIVAS PARA TRABALHOS FUTUROS

Para trabalhos futuros, temos as seguintes perspectivas:

e Estudar o efeito da cultura comercial SHIELD HpH (L. plantarum subsp. Plantarum, L.
rhamnosus e L. paracasei subsp. paracasei) ou de outra cultura comercial contendo a L.
plantarum;

e Fazer um estudo da inibicdo fungica diminuindo ainda mais a concentragdo do conservante
quimico sorbato de potéssio para 25% da concentracdo maxima, ou seja, 0,0075% combinado
com alguma cultura bioprotetora na dosagem de 0,1%v/v;

e Realizar os experimentos da Tabela 01 formulando o iogurte com leite em p6 reconstituido para
comparar o desempenho das culturas bioprotetoras em relagao ao leite pasteurizado;

e Estudar o efeito da temperatura de fermentacao variando de 38°C a 42°C sobre a acidez titulavel
(%), propriedades reologicas, textura e microbiologicas do iogurte formulado com as culturas
bioprotetoras comerciais HOLDBAC-YMB e FRESHQ-11;

e Fazer um estudo das propriedades antifiingicas, fisico-quimicas, reoldgicas e textura do iogurte
aumentando o tempo de fermentagdo e diminuindo o pH do ponto para 4,6;

e Realizar um estudo envolvendo andlises direcionadas da producdao de EPS para confirmar esses
efeitos nas cepas especificas usadas neste estudo;

e Fazer um estudo da quantidade de culturas bioprotetoras vidveis (UFC/g) em funcdo da dosagem
inicial e do tempo de armazenamento;

e Estudar o efeito dessas culturas bioprotetoras comerciais de melhor inibi¢do fliingica sobre as
propriedades sensoriais do iogurte;

e Estudar o desempenho das culturas bioprotetoras na dosagem de 0,2%v/v sem o uso do
conservante quimico em escala piloto e escala industrial;

e Realizar um estudo dos custos de acordo com a dosagem das culturas bioprotetoras e formulagao

com leite pasteurizado / leite em pd reconstituido verificando o melhor custo/beneficio.
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APENDICE A
Fase I
Tabela A.1: Varia¢ao do pH em fung¢o do tempo (min) de fermentagao.
TEMPO (Min) controlel controle2 H1 F1 H2 F2 H3 F3
120 6,27 6,28 6,14 6,09 6,27 6,13 6,19 6,25
180 5,86 5,83 554 556 554 5,64 531 5281
240 5,08 5,25 484 496 495 496 493 5,14
270 4,84 5,05 4,68 4,78 4,82 483 4,777 4,95
300 4,72 4,90 - 469 4,70 4,69 4,770 4,85
330 4,66 4,79 - - - - - 4,73
360 - 4,68 - - - - - 4,67
Tabela A.2: Varia¢do do pH em fung¢ao dos dias de validade — Fase 1.

DIAS controlel controle2 H1 F1 H2 F2 H3 F3

1 4,57 4,68 458 475 4,67 4,62 4,770 4,62

7 4,48 4,58 448 4,59 4,52 4,59 4,61 4,52

14 4.42 4,55 441 4,51 4,53 4,59 4,61 4,51

21 4,38 4,55 438 4,51 4,48 4,54 4,58 4,46

28 4,33 4,55 433 453 444 4,55 456 4739

Var (%) -5,3 -2,8 S5 46 -49 -15 -3,0 -50
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Figura A.1: Variacao da acidez titulavel (%) em fung@o dos dias de armazenamento. (a) Todos os experimentos; (b)
iogurtes controlel e controle2 e experimentos contendo a cultura bioprotetora HOLDBAC-YMB e (c) iogurtes controlel
e controle2 e experimentos contendo a cultura bioprotetora FRESHQ-11.
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Figura A.2: Variagéo da viscosidade (m.Pas) a 50 rpm em fungao dos dias de armazenamento. (a) Todos os experimentos;
(b) iogurtes controlel e controle2 e experimentos contendo a cultura bioprotetora HOLDBAC-YMB e (c) iogurtes
controlel e controle2 e experimentos contendo a cultura bioprotetora FRESHQ-11.
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Figura A.3: Variac¢do da sinérese (%) em fungdo dos dias de armazenamento. (a) Todos os experimentos; (b) iogurtes
controlel e controle2 e experimentos contendo a cultura bioprotetora HOLDBAC-YMB e (c¢) iogurtes controlel e
controle2 e experimentos contendo a cultura bioprotetora FRESHQ-11.

100 Controlel == Controle2 —l— H1 - &= F1

90 | =—=—H2 -—k=--F2 —e—H3 ----F3

80

70

Sinérese (%)

60

50

40
0 7 14 21 28

Dias de validade

(2)



131

100
Controlel =—==Controle2 —@—H1 —=—H2 —@—H3

90
g 80
% 70
2
& 60

50

40

0 7 14 21 28
Dias de validade
(b)
100
Controlel «=é=Controle2 = &= Fl ==fg=-F2 ==G=-F3

90
§ 80
a
o 70 R <
\E ® . coS —
i, by

50

40

0 7 14 21 28
Dias de validade
(©

Figura A.4: Variagao da firmeza (g-for¢a) em fung@o dos dias de armazenamento. (a) Todos os experimentos; (b) iogurtes
controlel e controle2 e experimentos contendo a cultura bioprotetora HOLDBAC-YMB e (c) iogurtes controlel e
controle2 e experimentos contendo a cultura bioprotetora FRESHQ-11.
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Figura A.5: Variagdo da consisténcia (g-seg) em func¢do dos dias de armazenamento — Fase 1. (a) Todos os experimentos;
(b) iogurtes controlel e controle2 e experimentos contendo a cultura bioprotetora HOLDBAC-YMB e (c) iogurtes
controlel e controle2 e experimentos contendo a cultura bioprotetora FRESHQ-11.
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Figura A.6: Variagdo da coesividade (g-for¢a) em funcdo dos dias de armazenamento — Fase 1. (a) Todos os experimentos;
(b) iogurtes controlel e controle2 e experimentos contendo a cultura bioprotetora HOLDBAC-YMB e (c) iogurtes
controlel e controle2 e experimentos contendo a cultura bioprotetora FRESHQ-11.
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Figura A.7: Variag@o do indice de viscosidade (g-seg) em fungdo dos dias de armazenamento — Fase 1. (a) Todos os
experimentos; (b) iogurtes controlel e controle2 e experimentos contendo a cultura bioprotetora HOLDBAC-YMB e (c)
iogurtes controlel e controle2 e experimentos contendo a cultura bioprotetora FRESHQ-11.
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Tabela A.3: Variacdo do pH em func¢do dos dias de validade — Fase II.
DIAS Controlel Controle2 H3 F3
1 4,69 4,64 4,59 4,63
7 4,36 4,52 4,51 4,48
14 4,29 4,54 451 4,38
21 4,30 4,51 4,43 4,36
28 4,21 443 441 4,38
Variacao (%) -10,23 -4,53 3,92 -5,40
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Figura A.8: Variagdo da acidez titulavel (%) em funggo dos dias de armazenamento — Fase II.
0,90

0,87 | Controlel —»— Controle2 —— H3 s B3
0,84

0,81 1o}

0,78 -
0,75 '
0,72
0,69
0,66
0,63

0,60
0 7 14 21 28
Dias de validade

Acidez Titulavel (%)

Figura A.9: Variagdo da viscosidade (m.Pas) em funcio dos dias de armazenamento — Fase II. (a) 50 rpm; (b) 12 rpm.
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Figura A.10: Variacdo da sinérese (%) em funcdo dos dias de armazenamento — Fase II.
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Figura A.11: Variacdo dos pardmetros da textura em funcdo dos dias de armazenamento. (a) Firmeza (g-forca); (b)
Consisténcia (g-seg); (c) Coesividade (g-forca); (d) Indice de viscosidade (g-seg).
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APENDICE B

PLACAS 1 DIA

Figura B.1: Crescimento de bolores/leveduras em iogurte adicionado de culturas bioprotetoras e amostras controlel e controle2
conservados a 7 + 1°C (1° dia) — Fase I. A = Controlel, B=H1, C=F1,D =H2, E=F2, F = H3, G = F3, H = Controle2.
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PLACAS 7 DIAS

Figura B.2: Crescimento de bolores/leveduras em iogurte adicionado de culturas bioprotetoras e amostras controlel e controle2
conservados a 7 + 1°C (7° dia) — Fase I. A = Controlel, B=H1, C=F1,D =H2, E=F2, F = H3, G = F3, H = Controle2.
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PLACAS 14 DIAS

Figura B.3: Crescimento de bolores/leveduras em iogurte adicionado de culturas bioprotetoras e amostras controlel e controle2
conservados a 7 = 1°C (14° dia) — Fase I. A = Controlel, B=H1,C=F1,D=H2, E=F2, F=H3, G = F3, H = Controle2.
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PLACAS 21 DIAS

Figura B.4: Crescimento de bolores/leveduras em iogurte adicionado de culturas bioprotetoras e amostras controlel e controle2
conservados a 7 + 1°C (21° dia) — Fase I. A = Controlel, B=H1, C=F1,D=H2, E =F2, F = H3, G = F3, H = Controle2.
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PLACAS 28 DIAS

Figura B.5: Crescimento de bolores/leveduras em iogurte adicionado de culturas bioprotetoras e amostras controlel e controle2
conservados a 7 + 1°C (28° dia) — Fase I. A = Controlel, B=H1, C=F1, D =H2, E =F2, F = H3, G = F3, H = Controle2.
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APENDICE C

PLACAS 1 DIA

Figura C.1: Crescimento de bolores/leveduras em iogurte adicionado de culturas bioprotetoras e amostras controle conservados
a7 £ 1°C — Fase II (1° dia). A = Controlel, B = Controle2, C = H3, D = F3.
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PLACAS 7 DIAS

Figura C.2: Crescimento de bolores/leveduras em iogurte adicionado de culturas bioprotetoras e amostras controle conservados
a7 % 1°C — Fase II (7° dia). A = Controlel, B = Controle2, C = H3, D = F3.
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PLACAS 14 DIAS

Figura C.3: Crescimento de bolores/leveduras em iogurte adicionado de culturas bioprotetoras e amostras controle conservados
a7 £ 1°C — Fase II (14° dia). A = Controlel, B = Controle2, C = H3, D = F3.
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PLACAS 21 DIAS

Figura C.4: Crescimento de bolores/leveduras em iogurte adicionado de culturas bioprotetoras e amostras controle conservados
a7 % 1°C — Fase II (21° dia). A = Controlel, B = Controle2, C = H3, D = F3.




148

PLACAS 28 DIAS

Figura C.5: Crescimento de bolores/leveduras em iogurte adicionado de culturas bioprotetoras e amostras controle conservados
a7 % 1°C — Fase II (28° dia). A = Controlel, B = Controle2, C = H3, D = F3.
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APENDICE D



ASSISTAT Versao 7.7 pt (2023) - Homepage http://www.assistat.com
Por Francisco de A. S. e Silva - UFCG-Brasil - Atualiz. 01/03/2017

Arquivo Analise_Acidez_Titulavel.TXT
Data 01/10/2023 Hora 14:37:12

EXPERIMENTO FATORIAL

QUADRO DE ANALISE ACIDEZ TITULAVEL

FV GL SQ QM F
Fator1(F1) 4 0.06893 9.01723 583.1022 **
Fator2(F2) 7 9.04221 0.00603 204.0352 **
Int. F1xF2 28 0.03366 0.00120 40.6798 **
Tratamentos 39 0.14480 9.00371 125.6331 **
Residuo 40 0.00118 0.00003

Total 79 9.14598

** gignificativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)
ns nao significativo (p >= .05)

GL GLR F-crit F p

4 40 3.8283 583.1022 <.0001

7 40 3.1238 204.0352 <.0001

28 40 2.2276 40.6798 <.0001

39 40 2.1211 125.6331 <.0001
Fator 1 = Dias de armazenamento

Fator 2

Tipos de iogurte
MEDIAS E MEDIDAS

Médias do fator 1
1 0.65109 e
2 0.69431 d
3 0.71245 C
4 0.72248 b
5 0.73570 a

1 0.72855 a

2 0.65700 e
3 0.72113 ab

4 0.70605 C



5 0.72045 b

6 0.69930 C

7 0.67770 d

8 0.71550 b
dms = 0.00777

MEDIAS DE INTERACAO

Fator 1 x Fator 2 (AxB)

Continuacao
Fator 1 x Fator 2 (AxB)

B
A _______________________________________
B6 B7 B8

Al 0.6818 bA 0.6480 cBC 0.6638 dB

A2 0.7088 aBC 0.6615 cE 0.6975 cCD

A3 0.6795 bDE 0.6840 bD 0.7223 bC

A4 0.7065 aD 0.6795 bE 0.7290 bC

A5 0.7200 aC 0.7155 aC 0.7650 aB
dms para colunas = 0.0155 dms para linhas = 0.0174
Classific.c/letras minudsculas Classific.c/letras maidsculas

As médias seguidas pela mesma letra nao diferem
estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

MG = 0.70321 CV% = 0.77
Ponto médio = 0.70650

Normalidade dos dados (alfa = 5%)

Teste (Estatistica) Valor p-valor Normal
Shapiro-Wilk (W) ©.98779 0.65070 Sim



OBSERVACOES

Estes resultados terao validade se s6 se as exigéncias da ANOVA
foram atendidas, ela nao é apenas calculos para dados quaisquer

0 Assistat nao é responsdvel por resultados incoerentes devidos
a utiliza¢ao inadequada de analise ou teste, feita pelo usuario

Quando F se aproxima mas ndo atinge a significancia mesmo assim
o Teste de Tukey podera encontrar diferen¢a significativa entre
a maior e a menor média e também podera ocorrer o inverso. Esse
caso é previsto na literatura e também ocorre com outros testes



de compara¢ao. Nao entenda essa ocorréncia como erro na andlise

SIGLAS E ABREVIACOES

FV = Fonte de variacao GL = Graus de liberdade
SQ = Soma de quadrado QM = Quadrado médio
F = Estatistica do teste F MG = Média geral

CV% = Coeficiente de variacao em %
dms = Diferen¢a minima significativa

REFERENCIA DO ASSISTAT

Silva FAS, Azevedo CAV (2016). The Assistat Software Version 7.7
and its use in the analysis of experimental data. Afr. J. Agric.
Res. Vol. 11(39), pp. 3733-3740, 29 September.

DOI: 10.5897/AJAR2016.11522

No formato do Brasil
SILVA, F. de A. S. e.; AZEVEDO, C. A. V. de. The Assistat Software
Version 7.7 and its use in the analysis of experimental data. Afr.
J. Agric. Res, v.11, n.39, p.3733-3740, 2016.
DOI: 10.5897/AJAR2016.11522

OBS: Estes resultados estao em fonte Courier New de tamanho = 12



ASSISTAT Versao 7.7 pt (2023) - Homepage http://www.assistat.com
Por Francisco de A. S. e Silva - UFCG-Brasil - Atualiz. 01/03/2017

Arquivo Analise_Viscosidade.TXT Data 05/10/2023 Hora 22:11:24
EXPERIMENTO FATORIAL

QUADRO DE ANALISE

FV GL SQ QM F
Fator1(F1) 4 158832.85633 39708.21408 32.8172 **
Fator2(F2) 5  1349350.00467  269870.00093 223.0366 **
Int. F1xF2 20  1366854.14867 68342.70743 56.4825 **
Tratamentos 29  2875037.00967 99139.20723 81.9345 **
Residuo Y 108898 . 25000 1209.98056

Total 119  2983935.25967

** gignificativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)
ns nao significativo (p >= .05)

Dias de armazenamento
Tipos de iogurte

Fator 1
Fator 2

MEDIAS E MEDIDAS

Médias do fator 1
1 872.65420 b
2 935.05830 a
3 883.42910 b
4 893.81250 b
5 822.20420 C

1 742.96500 e
2 776.46000 d
3 1058.75000 a

4 849.57000 C

5 933.44500 b

6 927.40000 b

dms = 32.04582

MEDIAS DE INTERAGAO



Fator 1 x Fator 2 (AxB)

B
T T T
Bl B2 B3 B4
Al 795.8500 aC 733.0000 bC 1116.5000 aA 597.9250 dD
A2 694.1000 bD 766.6500 abC 1010.0000 bB 798.3500 cC
A3 760.1500 abCD  818.9500 aC 1082.0000 aA 911.3750 bB
Ad 716.8250 bC 760.6000 abC 1097.7500 aA 1083.5000 aA
A5 747.9000 abCD  803.1000 aBC 987.5000 bA 856.7000 bcB
Continuacao

Fator 1 x Fator 2 (AxB)

B
A ________________________________
B5 B6

Al 981.3500 bB 1011.3000 bB

A2 1152.5000 aA 1188.7500 aA

A3 982.7000 bB 745.4000 dD

A4 837.4500 cB 866.7500 cB

A5 713.2250 dD 824.8000 cB
dms para colunas = 68.5260 dms para linhas = 71.6566
Classific.c/letras mindsculas Classific.c/letras maidsculas

As médias seguidas pela mesma letra nao diferem
estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

MG = 881.43167 CV% = 3.95
Ponto médio = 935.30000

Normalidade dos dados (alfa = 5%)

Teste (Estatistica) Valor p-valor Normal
Shapiro-Wilk (W) 0.94790 ©.00015 N3o

DADOS
808.6 799.0 789.4 786.4
763.06  731.8 724.6 712.6
1132.0 1118.0 1110.0 1106.0
609.5 599.9 592.7 589.6
1022.0 993.4 962.2 947.8
1070.0 1020.0 993.0 962.2
700.7 698.3 691.1 686.3
806.4 772.6 751.06 736.6
1016.0 1012.0 1008.0 1004.0



825.2 803.8 789.4 775.0
1205.0 1171.0 1130.0 1104.0
1281.0 1197.0 1152.0 1125.0

779.8 760.6 753.4 746.8

868.6 830.8 801.4 775.0
1120.0 1086.0 1068.0 1054.0

967.0 919.8 890.4 868.3
1013.0 981.4 974.2 962.2

779.8 755.8 731.2 714.8

739.0 719.8 707.8 700.7

806.2 772.6 743.8 719.8
1161.0 1111.0 1075.0 1044.0
1147.0 1099.0 1056.0 1032.0

871.2 844.6 825.4 808.6

928.6 875.6 844.6 818.2

767.8 753.4 739.0 731.4

866.2 811.0 782.2 753.0
1063.0 1001.0 959.8 926.2

890.2 861.4 844.6 830.6

729.4 715.0 707.8 700.7

878.6 839.8 801.4 779.4

OBSERVACOES

Estes resultados terao validade se s6 se as exigéncias da ANOVA
foram atendidas, ela nao é apenas calculos para dados quaisquer

0 Assistat nao é responsavel por resultados incoerentes devidos
a utiliza¢do inadequada de analise ou teste, feita pelo usuario

Quando F se aproxima mas nao atinge a significancia mesmo assim
o Teste de Tukey podera encontrar diferenca significativa entre
a maior e a menor média e também podera ocorrer o inverso. Esse
caso é previsto na literatura e também ocorre com outros testes
de compara¢ao. Nao entenda essa ocorréncia como erro na andlise

SIGLAS E ABREVIACOES

FV = Fonte de variacdao GL = Graus de liberdade
SQ = Soma de quadrado QM = Quadrado médio
F = Estatistica do teste F MG = Média geral

CV% = Coeficiente de variacao em %
dms = Diferen¢a minima significativa
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Arquivo Analise_Sinerese_Dias_X_ TIogurte.TXT
Data 04/10/2023 Hora 11:33:45

EXPERIMENTO FATORIAL

QUADRO DE ANALISE SINERESE

FV GL o) QM F
Fatorl(F1) 4 1526.19925 381.54981 95.2032 **
Fator2(F2) 7 1444.06242 206.29463 51.4740 **
Int. F1xF2 28 776.98384 27.74942 6.9240 **
Tratamentos 39 3747.24551 96.08322 23.9744 **
Residuo 120 480.92899 4.00774

Total 159 4228.17450

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)
ns nao significativo (p >= .05)

Fator 1
Fator 2

Dias de armazenamento
Tipos de iogurte

MEDIAS E MEDIDAS

Médias do fator 1
1 67.29375 a
2 68.49726 a
3 64.31187 b
4 61.37246 C
5 60.74375 C

dms = 1.95174



MEDIAS DE INTERACAO

Fator 1 x Fator 2 (AxB)

B
A oo oo o oo e oo
Bl B2 B3 B4
Al 63.5250 aD 75.2500 aA 64.6000 bCD 72.2000 aAB
A2 62.0331 abD 72.0500 abB 69.8800 aB 68.7650 abBC
A3 61.4500 abcBC 68.6250 bcA 68.9700 aA 65.2750 bAB
A4 57.9629 cD 66.6442 cA 64.4225 bAB 59.2750 cCD

A5 58.9000 bcBC 68.2000 bcA 59.8750 cBC 59.8000 cBC

Continuacao
Fator 1 x Fator 2 (AxB)

B
A ____________________________________________________________
B5 B6 B7 B8
Al 63.8000 bD 68.7750 aBC 63.9750 aD 66.2250 bCD
A2 71.4250 aB 65.2500 abCD 62.0000 abD 76.5750 aA
A3 60.2750 bcC 63.8500 bcBC 60.3500 abcC 65.7000 bcAB
A4 59.4500 cCD 62.0250 bcBCD 57.7250 cD 63.4750 bcABC
A5 57.2500 cC 61.3250 cBC 58.7500 bcBC 61.8500 cB
dms para colunas = 3.9238 dms para linhas = 4.3642
Classific.c/letras minudsculas Classific.c/letras maidsculas

As médias seguidas pela mesma letra nao diferem
estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

MG = 64.44382 Cv% = 3.11
Ponto médio = 66.90000

Normalidade dos dados (alfa = 5%)

Teste (Estatistica) Valor p-valor Normal
Shapiro-Wilk (W) 0.94217 ©.00000 N3o



OBSERVACOES

Estes resultados terao validade se s6 se as exigéncias da ANOVA
foram atendidas, ela nao é apenas calculos para dados quaisquer

0 Assistat nao é responsdvel por resultados incoerentes devidos
a utiliza¢ao inadequada de analise ou teste, feita pelo usuario

Quando F se aproxima mas nado atinge a significancia mesmo assim
o Teste de Tukey podera encontrar diferen¢a significativa entre
a maior e a menor média e também podera ocorrer o inverso. Esse
caso é previsto na literatura e também ocorre com outros testes
de compara¢ao. Nao entenda essa ocorréncia como erro na andlise

SIGLAS E ABREVIACOES

FV
SQ

Fonte de variacao GL = Graus de liberdade
Soma de quadrado QM = Quadrado médio



F = Estatistica do teste F MG = Média geral
CV% = Coeficiente de variacao em %
dms = Diferen¢a minima significativa
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Arquivo Analise_Firmeza_Dias_x_Togurtes.TXT
Data 30/09/2023 Hora 21:34:22

EXPERIMENTO FATORIAL

QUADRO DE ANALISE

FV GL o) QM F
Fatorl(F1) 4 71.82678 17.95670 43.4270 **
Fator2(F2) 7 130.78826 18.68404 45.1860 **
Int. F1xF2 28 52.94607 1.89093 4.5731 **
Tratamentos 39 255.56111 6.55285 15.8476 **
Residuo 120 49.61900 0.41349

Total 159 305.18011

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)
ns nao significativo (p >= .05)

Dias de armazenamento
Tipos de iogurte

Fator 1
Fator 2

MEDIAS E MEDIDAS

Médias do fator 1

1 22.86240 d
2 24.01037 C
3 24.55453 ab
4 24.78934 a

5 24.25263 bc

dms = 0.62691



MEDIAS DE INTERACAO

Fator 1 x Fator 2 (AxB)

bB 22.9891 bcCD
aA 24.6887 aAB
aA 23.8836 abC

B
A ________________________________________________________
Bl B2 B3
Al 22.8102 bBC 24.0029 aAB 22.8102
A2 25.0763 aB 24.5396 aB 24.4204
A3 25.1658 aAB 24.7782 aAB 26.0603
A4 25.3149 aAB 24.7185 aABC 25.9709
A5 25.7323 aA 24.7483 aAB 25.2254
Continuacao

Fator 1 x Fator 2 (AxB)

Al 22.8699 bBC 21.2299 c
A2 23.8836 abBC 22.1542 b
A3 24.1818 aBC 23.2277 b
A4 24.3309 aBC 24.7185 a
A5 23.8538 abBC 22.6313 b

dms para colunas = 1.2603
Classific.c/letras mindsculas

B
B7 B8

D 22.5717 bCD 24.7484 bA
cD 22.1244 bD 26.8952 aA
C 23.2575 abC 25.0763 bAB
ABC 24.1818 aBC  25.1956 bABC
C 22.6611 bC 25.1360 bAB

dms para linhas = 1.4018

Classific.c/letras maidsculas

As médias seguidas pela mesma letra nao diferem
estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

MG = 24.09386

Ponto médio = 24.27127

CV% = 2.67

Normalidade dos dados (alfa = 5%)

Teste (Estatistica)

Valor

p-valor
Shapiro-Wilk (W) 0.99066 ©0.37642

Normal
Sim



OBSERVACOES

Estes resultados terao validade se s6 se as exigéncias da ANOVA
foram atendidas, ela nao é apenas calculos para dados quaisquer

0 Assistat nao é responsdvel por resultados incoerentes devidos
a utiliza¢ao inadequada de analise ou teste, feita pelo usuario

Quando F se aproxima mas nado atinge a significancia mesmo assim
o Teste de Tukey podera encontrar diferen¢a significativa entre
a maior e a menor média e também podera ocorrer o inverso. Esse
caso é previsto na literatura e também ocorre com outros testes
de compara¢ao. Nao entenda essa ocorréncia como erro na andlise

SIGLAS E ABREVIACOES

FV
SQ

Fonte de variacao GL = Graus de liberdade
Soma de quadrado QM = Quadrado médio



F = Estatistica do teste F MG = Média geral
CV% = Coeficiente de variacao em %
dms = Diferen¢a minima significativa
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Arquivo Analises_Consistencia_Dias_X_Iogurtes.TXT
Data 08/10/2023 Hora 15:04:55

EXPERIMENTO FATORIAL

QUADRO DE ANALISE CONSISTENCIA

FV GL o) QM F
Fatorl(F1) 4 48441.20903 12110.30226 126.7303 **
Fator2(F2) 7 89025.86391 12717.98056 133.0894 **
Int. F1xF2 28 23856.81930 852.02926 8.9162 **
Tratamentos 39 161323.89224 4136.51006 43.2872 **
Residuo 120 11467.16056 95.55967

Total 159 172791.05280

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)
ns nao significativo (p >= .05)

Fator 1
Fator 2

Dias de armazenamento
Tipos de iogurtes

MEDIAS E MEDIDAS

Médias do fator 1
1 477 .96860 d
2 509.83640 C
3 522.83880 ab
4 526.80030 a
5 516.63270 b

dms = 9.53035



MEDIAS DE INTERACAO

Fator 1 x Fator 2 (AxB)

Continuacao
Fator 1 x Fator 2 (AxB)

dms para colunas = 19.1599 dms para linhas = 21.3105
Classific.c/letras mindsculas Classific.c/letras maidsculas

As médias seguidas pela mesma letra nao diferem
estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

MG = 510.81535 CV% = 1.91
Ponto médio = 518.19100

Normalidade dos dados (alfa = 5%)

Teste (Estatistica) Valor p-valor Normal
Shapiro-Wilk (W) ©.98533 0.08966 Sim



OBSERVACOES

Estes resultados terao validade se s6 se as exigéncias da ANOVA
foram atendidas, ela nao é apenas calculos para dados quaisquer

0 Assistat nao é responsdvel por resultados incoerentes devidos
a utiliza¢ao inadequada de analise ou teste, feita pelo usuario

Quando F se aproxima mas nado atinge a significancia mesmo assim
o Teste de Tukey podera encontrar diferen¢a significativa entre
a maior e a menor média e também podera ocorrer o inverso. Esse
caso é previsto na literatura e também ocorre com outros testes
de compara¢ao. Nao entenda essa ocorréncia como erro na andlise

SIGLAS E ABREVIACOES

FV
SQ

Fonte de variacao GL = Graus de liberdade
Soma de quadrado QM = Quadrado médio



F = Estatistica do teste F MG = Média geral
CV% = Coeficiente de variacao em %
dms = Diferen¢a minima significativa
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Arquivo Analise_Coesividade.TXT Data 22/11/2023 Hora 19:42:50
EXPERIMENTO FATORIAL

QUADRO DE ANALISE

FV GL SQ QM F
Fator1(F1) 4 27.18796 6.79699 22.9319 **
Fator2(F2) 7 65.79552 9.39936 31.7118 **
Int. F1xF2 28 19.00515 0.67876 2.2900 **
Tratamentos 39 111.98864 2.87150 9.6880 **
Residuo 120 35.56790 0.29640

Total 159 147.55654

** gignificativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)
ns nao significativo (p >= .05)

Dias de validade
Tipos de iogurte

Fator 1
Fator 2

MEDIAS E MEDIDAS

Médias do fator 1

dms = 0.53077



MEDIAS DE INTERAGAO

Fator 1 x Fator 2 (AxB)

Al 16.8170 cAB 17.5326 abA 16.9362 cAB 16.0715 cBC
A2 17.5326 bcBC 17.3537 bBCD  17.8904 bcAB 16.2504 bcD
A3 18.1215 abAB 17.7413 abB 18.9638 aA 17.4729 aBC
A4 19.0085 aA 18.4867 aAB 18.5464 abAB 16.7573 abcC
A5 18.2631 abAB 18.1140 abAB 18.8445 abA 17.1449 abBC

Continuacao
Fator 1 x Fator 2 (AxB)

B
A ____________________________________________________________
B5 B6 B7 B8
Al 16.5784 bABC 15.4752 bC 16.9959 aAB 17.2940 bA
A2 17.2046 abBCD 16.5188 abCD 16.8170 aBCD 19.0234 aA
A3 17.8307 aAB 16.5486 aC 17.1748 aBC 18.1587 abAB
A4 17.4133 abBC 16.7275 aC 17.5922 aBC 18.0096 abAB
A5 17.3537 abBC 16.3399 abC 17.5922 aB 17.9798 abAB
dms para colunas = 1.0671 dms para linhas = 1.1868
Classific.c/letras mindsculas Classific.c/letras maidsculas

As médias seguidas pela mesma letra nao diferem
estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

MG = 17.46193 CV% = 3.12
Ponto médio = 17.17476

Normalidade dos dados (alfa = 5%)

Teste (Estatistica) Valor p-valor Normal
Shapiro-Wilk (W) ©.98788 ©.18182 Sim



OBSERVACOES

Estes resultados terao validade se s6 se as exigéncias da ANOVA
foram atendidas, ela nao é apenas calculos para dados quaisquer

0 Assistat nao é responsavel por resultados incoerentes devidos
a utiliza¢do inadequada de analise ou teste, feita pelo usuario

Quando F se aproxima mas nado atinge a significancia mesmo assim
o Teste de Tukey podera encontrar diferenca significativa entre
a maior e a menor média e também podera ocorrer o inverso. Esse
caso é previsto na literatura e também ocorre com outros testes
de compara¢ao. Nao entenda essa ocorréncia como erro na andlise

SIGLAS E ABREVIACOES
FV = Fonte de variacdao GL = Graus de liberdade

SQ = Soma de quadrado QM = Quadrado médio
F = Estatistica do teste F MG = Média geral



CV%
dms

Coeficiente de variacao em %
Diferen¢a minima significativa
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Arquivo Analise_Indice_Viscosidade.TXT
Data 14/01/2024 Hora 17:41:06

EXPERIMENTO FATORIAL

QUADRO DE ANALISE

FV GL o) QM F
Fatorl(F1) 4 174.99780 43.74945 39.4949 **
Fator2(F2) 7 656.02665 93.71809 84.6042 **
Int. F1xF2 28 273.30023 9.76072 8.8115 **
Tratamentos 39 1104 .32468 28.31602 25.5624 **
Residuo 120 132.92682 1.10772

Total 159 1237.25150

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)
ns nao significativo (p >= .05)

Dias de Validade
Tipos de iogurte

Fator 1
Fator 2

MEDIAS E MEDIDAS

Médias do fator 1

dms = 1.02609



MEDIAS DE INTERACAO

Fator 1 x Fator 2 (AxB)

B
A ____________________________________________________________
Bl B2 B3 B4
Al 6.4797 cAB 7.6023 aA 5.6501 cABC 3.8376 bC
A2 9.6448 bB 7.5702 aBCD 8.1351 bBC 5.8256 abDE
A3 11.6026 abA 8.0215 aB 13.1753 aA 7.2975 aBC
A4 12.5060 aA 8.8504 aB 12.9129 aA 6.8345 aBC
A5 10.6210 abB 8.4360 aBCD 13.4822 aA 7.7016 aCDE
Continuacao
Fator 1 x Fator 2 (AxB)
B
A ____________________________________________________________
B5 B6 B7 B8

Al 5.8687 aABC 4.5311 aBC 5.4630 abABC 6.6508 CcAB
A2 6.6786 aCDE 4.5138 aE 4.5040 bE 12.4488 aA
A3 7.6907 aB 5.0283 aC 5.3111 bC 9.1311 bB
A4 7.4252 aBC 5.5796 aC 7.4931 aBC 7.6387 bcBC
A5 6.1660 aDE 3.6080 aF 5.9783 abE 9.3173 bBC

dms para colunas = 2.0629 dms para linhas = 2.2944

Classific.c/letras mindsculas Classific.c/letras maidsculas

As médias seguidas pela mesma letra nao diferem
estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

MG = 7.68032 CV% = 13.70
Ponto médio = 8.74279

Normalidade dos dados (alfa = 5%)

Teste (Estatistica) Valor p-valor Normal
Shapiro-Wilk (W) 0.94586 ©0.00001 N3o

DADOS
7.069798  7.026861 5.322266 6.500000
7.600000 8.705216 6.834122  7.269931
5.079911 5.1323990 6.060065 6.327943
4.242880 3.733840  4.266496 3.107200
6.154288 6.372312 5.900000 5.048186
4.352369 4.400000 4.500000 4.871906



6.728449 5.166262 5.500000 4.457088
8.221222 6.600593  6.284530 5.496876
10.745430 9.948835 9.641598  8.243167
8.240543  7.480560 6.350605 8.209056
8.100000 9.426317 8.081200 6.932877
7.256334 6.874673 5.938410  3.233148
4.935119 7.377989 6.700000 7.701447
5.290063 4.378370 4.624542  3.762226
4.085922 4.568008 4.862126 4.500000
13.902250 12.909210 10.989940 11.993700
11.919940 11.947790 10.942820 11.600000
10.319400 8.735749 6.822433  6.208436
12.041890 13.200000 14.983780 12.475550
7.327180 7.566195 7.956201  7.240591
8.287774  8.432567 7.012787  7.029485
3.945662 6.016413 4.782931 5.368065
5.300000 4.854015 5.790278 5.300000
10.068700 9.320406 8.371024 8.764135
13.873980 12.875700 11.514480 11.759940
7.881305 9.642672 7.956683  9.921045
14.697540 11.977250 12.076720 12.900000
6.874912 6.946235 6.800000 6.717000
8.112926 7.566673 6.621107 7.400000
5.128335 5.600000 6.384954 5.205144
7.393733  7.707649  6.444589  8.426365
9.573495 5.854683  7.142552  7.983876
13.527030 9.330305 11.134850 8.491724
9.100354 9.189210 7.389558 8.064741
13.283480 13.645110 13.500000 13.500000
7.413770 9.895045 7.810936 5.686753
7.596013  6.413579 4.454464 6.200000
2.501790 4.370260 3.785603  3.774391
6.665475 5.624017 6.363963 5.259769
11.729170 9.589239 7.810698 8.140119
OBSERVACOES

Estes resultados terao validade se s6 se as exigéncias da ANOVA
foram atendidas, ela nao é apenas calculos para dados quaisquer

0 Assistat nao é responsdvel por resultados incoerentes devidos
a utiliza¢ao inadequada de analise ou teste, feita pelo usuario

Quando F se aproxima mas nado atinge a significancia mesmo assim
o Teste de Tukey podera encontrar diferen¢a significativa entre
a maior e a menor média e também podera ocorrer o inverso. Esse
caso é previsto na literatura e também ocorre com outros testes
de compara¢ao. Nao entenda essa ocorréncia como erro na andlise

SIGLAS E ABREVIACOES

FV
SQ

Fonte de variacao GL = Graus de liberdade
Soma de quadrado QM = Quadrado médio



F = Estatistica do teste F MG = Média geral
CV% = Coeficiente de variacao em %
dms = Diferen¢a minima significativa
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Arquivo Analise_Acidez_FaseII.TXT Data 16/12/2023 Hora 19:26:24
EXPERIMENTO FATORIAL

QUADRO DE ANALISE

FV GL SQ QM F
Fator1(F1) 4 0.05863 0.01466 245,3729 *x*
Fator2(F2) 3 0.03160 0.01053 176.3390 **
Int. F1xF2 12 0.01473 9.00123 20.5480 **
Tratamentos 19 0.10496 9.00552 92.4781 **
Residuo 20 9.00119 0.00006

Total 39 0.10616

** gignificativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)
ns nao significativo (p >= .05)

GL GLR F-crit F p

4 20 4.4307 245.3729 <.0001

3 20 4.9382 176.339 <.0001

12 20 3.2311 20.548 <.0001

19 20 2.9614 92.4781 <.0001
Fator 1 = Dias de Validade

Fator 2

Tipos de Iogurte
MEDIAS E MEDIDAS

Médias do fator 1
1 0.64688 e
2 0.70875 d
3 0.73013 C
4 0.74250 b
5 0.75600 a

1 0.74160 a
2 0.70200 b
3 0.67815 C
4 0.74565 a



MEDIAS DE INTERACAO

Fator 1 x Fator 2 (AxB)

B
A ________________________________________________
Bl B2 B3 B4

Al 0.6345 cB 0.6660 dA 0.6390 cB 0.6480 dAB

A2 0.7425 bA 0.7020 bcB ©0.6750 bC ©.7155 cB

A3 0.7740 aA 0.6930 cB 0.6840 abB ©0.7695 bA

A4 0.7695 aB  ©.7200 abC ©.6885 abD ©0.7920 abA

A5 0.7875 aA 0.7290 aB 0.7043 aC 0.8033 aA
dms para colunas = 0.0232 dms para linhas = 0.0216
Classific.c/letras minudsculas Classific.c/letras maidsculas

As médias seguidas pela mesma letra nao diferem
estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

MG = 0.71685 CV% = 1.08
Ponto médio = 0.72000

Normalidade dos dados (alfa = 5%)

Teste (Estatistica) Valor p-valor Normal
Shapiro-Wilk (W) ©.95295 ©0.09579 Sim



OBSERVACOES

Estes resultados terao validade se s6 se as exigéncias da ANOVA
foram atendidas, ela nao é apenas calculos para dados quaisquer

0 Assistat nao é responsdvel por resultados incoerentes devidos
a utiliza¢ao inadequada de analise ou teste, feita pelo usuario

Quando F se aproxima mas ndo atinge a significancia mesmo assim
o Teste de Tukey podera encontrar diferen¢a significativa entre
a maior e a menor média e também podera ocorrer o inverso. Esse
caso é previsto na literatura e também ocorre com outros testes
de compara¢ao. Nao entenda essa ocorréncia como erro na andlise

SIGLAS E ABREVIACOES

FV = Fonte de variacao GL = Graus de liberdade
SQ = Soma de quadrado QM = Quadrado médio
F = Estatistica do teste F MG = Média geral
CV% = Coeficiente de variacao em %

dms Diferen¢a minima significativa
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Data 16/12/2023 Hora 22:44:29

EXPERIMENTO FATORIAL

QUADRO DE ANALISE

FV GL o) QM F
Fatorl(F1) 4 238112.82800 59528.20700 58.1724 **
Fator2(F2) 3 1659964 .77037 553321.59012 540.7188 **
Int. F1xF2 12 991025 .95900 82585.49658 80.7045 **
Tratamentos 19 2889103 .55737 152058.08197 148.5947 **
Residuo 60 61398.45250 1023.30754

Total 79 2950502 .00987

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)
ns nao significativo (p >= .05)

GL GLR F-crit F p

4 60 3.649 58.1724 <.0001

3 60 4.1259 540.7188 <.0001

12 60 2.4961 80.7045 <.0001

19 60 2.2222 148.5947 <.0001
Fator 1 = Dias de Validade

Fator 2 = Tipos de Iogurte

MEDIAS E MEDIDAS

Médias do fator 1
1 770.35630 d
2 838.96250 C
3 924.31250 a
4 882.98750 b
5 902.57500 ab

1 755.92500 b
2 1010.75000 a
3 1000.88000 a
4 687.80000



dms = 26.75221
MEDIAS DE INTERAGAO

Fator 1 x Fator 2 (AxB)

B
A ____________________________________________________________
B1 B2 B3 B4
Al 791.6000 abB 896.3500 cA 800.2000 eB 593.2750 dC
A2 672.4250 cC 784.1500 dB 1227.2500 aA 672.0250 bcC
A3 834.9000 aC 957.7500 cB 1107.2500 bA 797.3500 aC
A4 729.9000 bcC 1165.5000 bA 993.4500 cB 643.1000 cdD
A5 750.8000 bC 1250.0000 aA 876.2500 dB 733.2500 bC
dms para colunas = 63.6585 dms para linhas = 59.8198
Classific.c/letras mindsculas Classific.c/letras maidsculas

As médias seguidas pela mesma letra nao diferem
estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste

de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

MG = 863.83875 CV% =

Ponto médio = 955.05000

Normalidade dos dados (alfa = 5%)

Teste (Estatistica) Valor p-valor Normal
Shapiro-Wilk (W) 0.91979 ©.00009 N3o

DADOS

825.0 799.0 777.4 765.0
933.4 904.6 883.6 863.8
815.8 803.8 794.2 787.0
609.4 592.7 587.9 583.1
693.5 676.4  664.7 655.1
811.0 794.8 772.6  758.2
1284.0 1238.0 1209.0 1178.0
705.4 674.9 657.5 650.3
863.8 839.8 823.0 813.0
1005.06 962.2 940.6 923.2
1159.0 1116.0 1089.0 1065.0
832.6 801.4 784.6 770.8
758.2 739.0 719.4 703.0
1219.0 1183.0 1142.0 1118.0
1056.0 1003.0 971.8 943.0

5 .5 3 1

4 .8 %] 0

0 .0 %] 0

4 .0 6 0

3.70



749.6 736.6 727.0 719.8

OBSERVACOES

Estes resultados terao validade se s6 se as exigéncias da ANOVA
foram atendidas, ela nao é apenas calculos para dados quaisquer

0 Assistat nao é responsavel por resultados incoerentes devidos
a utiliza¢do inadequada de analise ou teste, feita pelo usuario

Quando F se aproxima mas nao atinge a significancia mesmo assim
o Teste de Tukey podera encontrar diferenca significativa entre
a maior e a menor média e também podera ocorrer o inverso. Esse
caso é previsto na literatura e também ocorre com outros testes
de compara¢ao. Nao entenda essa ocorréncia como erro na andlise

SIGLAS E ABREVIACOES

FV = Fonte de variacdao GL = Graus de liberdade
SQ = Soma de quadrado QM = Quadrado médio
F = Estatistica do teste F MG = Média geral
CV% = Coeficiente de variacao em %

dms = Diferen¢a minima significativa
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EXPERIMENTO FATORIAL

QUADRO DE ANALISE

FV GL o) QM F
Fatorl(F1) 4  1129937.67500  282484.41875 27.6644 **
Fator2(F2) 3 6696047.23750  2232015.74583 218.5868 **
Int. F1xF2 12 4114521.82500  342876.81875 33.5788 **
Tratamentos 19  11940506.73750  628447.72303 61.5454 **
Residuo 60 612667 .25000 10211.12083

Total 79  12553173.98750

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)
ns nao significativo (p >= .05)

GL GLR F-crit F p

4 60 3.649 27.6644 <.0001

3 60 4.1259 218.5867 <.0001

12 60 2.4961 33.5788 <.0001

19 60 2.2222 61.5454 <.0001
Fator 1 = Dias de Validade

Fator 2 = Tipos de Iogurte

MEDIAS E MEDIDAS

Médias do fator 1
1 1663.75000 b
2 1740.43800 b
3 1969.93800 a
4 1934.75000 a
5 1901.68800 a

1 1565.50000 ¢
2 2196.15000 a

3 2058.30000 b
4 1548.50000



dms = 84.50713
MEDIAS DE INTERAGAO

Fator 1 x Fator 2 (AxB)

dms para colunas = 201.0897 dms para linhas =  188.9637
Classific.c/letras mindsculas Classific.c/letras maidsculas

As médias seguidas pela mesma letra nao diferem
estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

MG = 1842.11250 CV% = 5.49
Ponto médio = 2104.50000

Normalidade dos dados (alfa = 5%)

Teste (Estatistica) Valor p-valor Normal
Shapiro-Wilk (W) 0.90842 ©.00003 N3o



1790 1660 1600 1570

OBSERVACOES

Estes resultados terao validade se s6 se as exigéncias da ANOVA
foram atendidas, ela nao é apenas calculos para dados quaisquer

0 Assistat nao é responsavel por resultados incoerentes devidos
a utiliza¢do inadequada de analise ou teste, feita pelo usuario

Quando F se aproxima mas nao atinge a significancia mesmo assim
o Teste de Tukey podera encontrar diferenca significativa entre
a maior e a menor média e também podera ocorrer o inverso. Esse
caso é previsto na literatura e também ocorre com outros testes
de compara¢ao. Nao entenda essa ocorréncia como erro na andlise

SIGLAS E ABREVIACOES

FV = Fonte de variacdao GL = Graus de liberdade
SQ = Soma de quadrado QM = Quadrado médio
F = Estatistica do teste F MG = Média geral
CV% = Coeficiente de variacao em %

dms = Diferen¢a minima significativa
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EXPERIMENTO FATORIAL

QUADRO DE ANALISE

FV GL o) QM F
Fatorl(F1) 4 283.71474 70.92869 37.5427 **
Fator2(F2) 3 291.45192 97.15064 51.4220 **
Int. F1xF2 12 116.47385 9.70615 5.1375 **
Tratamentos 19 691.64051 36.40213 19.2677 **
Residuo 60 113.35692 1.88928

Total 79 804.99743

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)
ns nao significativo (p >= .05)

GL GLR F-crit F p

4 60 3.649 37.5427 <.0001

3 60 4.1259 51.422 <.0001

12 60 2.4961 5.1375 <.0001

19 60 2.2222 19.2677 <.0001
Fator 1 = Dias de Validade

Fator 2 = Tipos de Iogurte
MEDIAS E MEDIDAS

Médias do fator 1

1 66.22917 a

2 64.49375 b

3 61.36250 d
4 62.76875 C
5 61.37500 d

1 64.05000 ab
2 60.04500
3 65.08000 a

4 63.80834 b



dms = 1.14949
MEDIAS DE INTERAGAO

Fator 1 x Fator 2 (AxB)

Al 65.9500 aB 62.1000 aC 68.2750 aAB 68.5917 aA
A2 64.6750 abA 63.8250 aA 65.3000 bcA 64.1750 bA
A3 62.5750 bA 59.1250 bB 61.8500 dA 61.9000 bA
A4 64.8250 abAB 57.0250 bC 66.5250 abA 62.7000 bB
A5 62.2250 bA 58.1500 bB 63.4500 cdA 61.6750 bA
dms para colunas = 2.7353 dms para linhas = 2.5703
Classific.c/letras mindsculas Classific.c/letras maidsculas

As médias seguidas pela mesma letra nao diferem
estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

MG = 63.24583 CV% = 2.17
Ponto médio = 62.89566

Normalidade dos dados (alfa = 5%)

Teste (Estatistica) Valor p-valor Normal
Shapiro-Wilk (W) 0.98676 ©.58331 Sim



61.50000 61.60000 61.90000 61.70000

OBSERVACOES

Estes resultados terao validade se s6 se as exigéncias da ANOVA
foram atendidas, ela nao é apenas calculos para dados quaisquer

0 Assistat nao é responsavel por resultados incoerentes devidos
a utiliza¢do inadequada de analise ou teste, feita pelo usuario

Quando F se aproxima mas nao atinge a significancia mesmo assim
o Teste de Tukey podera encontrar diferenca significativa entre
a maior e a menor média e também podera ocorrer o inverso. Esse
caso é previsto na literatura e também ocorre com outros testes
de compara¢ao. Nao entenda essa ocorréncia como erro na andlise

SIGLAS E ABREVIACOES

FV = Fonte de variacdao GL = Graus de liberdade
SQ = Soma de quadrado QM = Quadrado médio
F = Estatistica do teste F MG = Média geral
CV% = Coeficiente de variacao em %

dms = Diferen¢a minima significativa
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EXPERIMENTO FATORIAL

QUADRO DE ANALISE

FV GL o) QM F
Fatorl(F1) 4 95.96975 23.99244 49.1071 **
Fator2(F2) 3 399.91144 133.30381 272.8428 **
Int. F1xF2 12 159.27037 13.27253 27.1659 **
Tratamentos 19 655.15157 34.48166 70.5762 **
Residuo 60 29.31442 0.48857

Total 79 684.46598

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)
ns nao significativo (p >= .05)

GL GLR F-crit F p

4 60 3.649 49.1071 <.0001

3 60 4.1259 272.8428 <.0001

12 60 2.4961 27.1659 <.0001

19 60 2.2222 70.5762 <.0001
Fator 1 = Dias de Validade

Fator 2 = Tipos de Iogurte

MEDIAS E MEDIDAS

Médias do fator 1

1 23.25152 d
2 29.10167 a

3 26.06627 b
4 24.18182 c



dms = 0.58455
MEDIAS DE INTERAGAO

Fator 1 x Fator 2 (AxB)

dms para colunas = 1.3910 dms para linhas = 1.3071
Classific.c/letras mindsculas Classific.c/letras maidsculas

As médias seguidas pela mesma letra nao diferem
estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

MG = 25.65032 CV% = 2.73
Ponto médio = 27.84934

Normalidade dos dados (alfa = 5%)

Teste (Estatistica) Valor p-valor Normal
Shapiro-Wilk (W) 0.88015 ©.00000  Nio



25.04652 24.33090 24.33090 25.76213

OBSERVACOES

Estes resultados terao validade se s6 se as exigéncias da ANOVA
foram atendidas, ela nao é apenas calculos para dados quaisquer

0 Assistat nao é responsavel por resultados incoerentes devidos
a utiliza¢do inadequada de analise ou teste, feita pelo usuario

Quando F se aproxima mas nao atinge a significancia mesmo assim
o Teste de Tukey podera encontrar diferenca significativa entre
a maior e a menor média e também podera ocorrer o inverso. Esse
caso é previsto na literatura e também ocorre com outros testes
de compara¢ao. Nao entenda essa ocorréncia como erro na andlise

SIGLAS E ABREVIACOES

FV = Fonte de variacdao GL = Graus de liberdade
SQ = Soma de quadrado QM = Quadrado médio
F = Estatistica do teste F MG = Média geral
CV% = Coeficiente de variacao em %

dms = Diferen¢a minima significativa
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EXPERIMENTO FATORIAL

QUADRO DE ANALISE

FV GL o) QM F
Fatorl(F1) 4 49468 .52952 12367.13238 57.6816 **
Fator2(F2) 3 255939.03800 85313.01267 397.9089 **
Int. F1xF2 12 102663 .86101 8555.32175 39.9029 **
Tratamentos 19 408071.42853 21477 .44361 100.1731 **
Residuo 60 12864.20140 214.40336

Total 79 420935.62993

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)
ns nao significativo (p >= .05)

GL GLR F-crit F p

4 60 3.649 57.6816 <.0001

3 60 4.1259 397.9089 <.0001

12 60 2.4961 39.9029 <.0001

19 60 2.2222 100.1731 <.0001
Fator 1 = Dias de Validade

Fator 2 = Tipos de Iogurte

MEDIAS E MEDIDAS

Médias do fator 1
1 503.84510 C
2 538.57430 b
3 560.94760 a
4 571.71340 a
5 565.98740 a

1 487.46620 d
2 636.58680 a

3 555.79330 b
4 513.00790 <



dms = 12.24538
MEDIAS DE INTERAGAO

Fator 1 x Fator 2 (AxB)

Al 461.6948 bC 564.5215 dA 517.2524 cB 471.9117 bC

A2 488.6368 bC 544.9415 dB 612.7473 aA 507.9719 aC

A3 487.1858 bD 649.4812 cA 578.8398 bB 528.2834 aC

A4 470.4234 bC 738.3699 aA 545.5609 cB 532.4995 aB

A5 529.3904 aB 685.6198 bA 524.5663 cB 524.3732 aB
dms para colunas = 29.1386 dms para linhas = 27.3815
Classific.c/letras mindsculas Classific.c/letras maidsculas

As médias seguidas pela mesma letra nao diferem
estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

MG = 548.21356 CV% = 2.67
Ponto médio = 613.66015

Normalidade dos dados (alfa = 5%)

Teste (Estatistica) Valor p-valor Normal
Shapiro-Wilk (W) 0.88208 ©.00000  Nio



531.4721 520.4032 519.2396 526.3781

OBSERVACOES

Estes resultados terao validade se s6 se as exigéncias da ANOVA
foram atendidas, ela nao é apenas calculos para dados quaisquer

0 Assistat nao é responsavel por resultados incoerentes devidos
a utiliza¢do inadequada de analise ou teste, feita pelo usuario

Quando F se aproxima mas nao atinge a significancia mesmo assim
o Teste de Tukey podera encontrar diferenca significativa entre
a maior e a menor média e também podera ocorrer o inverso. Esse
caso é previsto na literatura e também ocorre com outros testes
de compara¢ao. Nao entenda essa ocorréncia como erro na andlise

SIGLAS E ABREVIACOES

FV = Fonte de variacdao GL = Graus de liberdade
SQ = Soma de quadrado QM = Quadrado médio
F = Estatistica do teste F MG = Média geral
CV% = Coeficiente de variacao em %

dms = Diferen¢a minima significativa
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Data 17/12/2023 Hora 11:46:52

EXPERIMENTO FATORIAL

QUADRO DE ANALISE

FV GL o) QM F
Fatorl(F1) 4 27.57250 6.89313 16.7842 **
Fator2(F2) 3 205.14243 68.38081 166.5018 **
Int. F1xF2 12 100.89599 8.40800 20.4728 **
Tratamentos 19 333.61092 17.55847 42.7535 **
Residuo 60 24.64146 0.41069

Total 79 358.25238

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)
ns nao significativo (p >= .05)

GL GLR F-crit F p

4 60 3.649 16.7842 <.0001

3 60 4.1259 166.5018 <.0001

12 60 2.4961 20.4728 <.0001

19 60 2.2222 42.7535 <.0001
Fator 1 = Dias de Validade

Fator 2 = Tipos de Iogurte

MEDIAS E MEDIDAS

Médias do fator 1

1 16.44721 C
2 20.52622 a

3 18.15276 b
4 16.79906 ¢



dms = 0.53594
MEDIAS DE INTERAGAO

Fator 1 x Fator 2 (AxB)

dms para colunas = 1.2753 dms para linhas = 1.1984
Classific.c/letras mindsculas Classific.c/letras maidsculas

As médias seguidas pela mesma letra nao diferem
estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

MG = 17.98131 CV% = 3.56
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Abstract: The present study investigated the effects of the commercial biopreservatives FRESHQ-11
(Lactobacillus rhamnosus), labeled as F, and HOLDBAC YM-B LYO 100 DCU (Lactobacillus rhamnosus
and Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii), labeled as H, at different dosages on the
pH, titratable acidity (%), fungal inhibition, and textural parameters of yogurt during 28 days of
storage at 7 = 1 °C. The study compared these biopreservatives with yogurt containing only the
chemical preservative potassium sorbate at the maximum allowed concentration (C1) and yogurt
without any chemical preservatives (C2), with the goal of identifying alternatives to reduce or replace
potassium sorbate. Yogurts were formulated with biopreservatives at concentrations of 0.1% and
0.2% (v/v) and with potassium sorbate at 0.015% and 0.03%. The results indicated that yogurts
containing biopreservatives had significantly lower pH and higher titratable acidity (%) than C2
(p < 0.05). Syneresis significantly decreased over the 28-day storage period at 7 £ 1 °C (p < 0.05).
Additionally, yogurts with bioprotective cultures exhibited significantly lower textural parameters
(p < 0.05) compared to C1 and C2. This study underscores the potential of biopreservatives as viable
replacements for potassium sorbate, with these formulations being comparable to C1 in inhibiting
molds and yeasts, particularly when L. rhamnosus was used at 0.2% v/v. This finding is promising for
future pilot and industrial-scale applications.

Keywords: lactic acid bacteria; fermentation; fungal contamination; biopreservation

1. Introduction

Consumers are now more informed about foods and ingredients, especially functional
foods, which have sparked considerable interest due to their advantages in preventing var-
ious health problems, enhancing physicochemical functions, and high nutritional value [1].
Therefore, several recent studies have shown increased demand for these beneficial natural
products [2]. Yogurt is one of the most consumed fermented dairy products due to the
combination of pasteurized milk with lactic acid bacteria (LAB), specifically Streptococcus
salivarius subsp. thermophilus and Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus under controlled
conditions [2]. Various yogurt formulations are currently being produced to enhance the
product’s nutritional value, quality properties, and health properties and meet the growing
consumer demand for this type of yogurt [2,3]. Ultimately, adding natural functional
ingredients significantly enhances the biological effects of yogurt, including its antioxidant,
antidiabetic, anti-inflammatory, antibacterial, and anticancer properties [4].
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Preventing deterioration by molds and yeasts in food currently relies on prevention
methods (e.g., implementation of Hazard Analysis and Critical Control Points—HACCP),
hurdle technologies (e.g., heat treatments, water removal, modified atmosphere packaging,
salting, fermentation), and the use of chemical preservatives, including benzoate, propi-
onate, sorbate, nitrate, and sulfites [5]. Agri-food industries primarily depend on chemical
preservatives to control microbial contamination and extend product shelf life. However,
there is increasing social demand for minimally processed and preservative-free foods,
prompting ongoing revisions to additive regulations aimed at limiting their use [6].

Currently, food deterioration caused by the growth of molds and yeasts has become a
significant concern worldwide. Between 25 and 40% of food products in various developing
countries are lost due to mold and yeast deterioration [7]. Therefore, it is necessary to find
alternative strategies to prevent spoilage caused by fungi and/or increase the products’
shelf life [8]. Currently, biopreservation by LAB is the most promising alternative to
chemical preservatives in the dairy industry due to their Generally Recognized as Safe
(GRAS) status and Qualified Presumption of Safety (QPS) status in the United States and
the EU, respectively [9]. Various bioactive metabolites (such as proteinaceous substances,
cyclic dipeptides, organic acids, fatty acids, and hydrogen peroxide) generated by LAB
are closely associated with the inhibitory effect on molds and yeasts [10]. Salas et al. [11]
also report that PAB are considered antifungal. According to Yerlikaya et al. [12], although
propionibacteria spp. are used for many purposes, including as a biopreservative culture
and adjunct, P. freudenreichii may also be suitable to produce probiotic dairy beverages and
does not have adverse effects on the physicochemical, rheological, microbiological, and
sensory properties of the product.

However, although commercial antifungal formulations based on LAB and PAB are
available for application in different food formats, more detailed research is still needed
to understand their effects on final food quality, stability during processing, mechanism
of action, synergistic activities, safety, etc., as well as their potential for commercial food
exploitation [13]. Additionally, many factors can affect the rheology of yogurt, such as
solids content, milk and fermentation thermal treatment temperatures, and homogenization
pressure, among others [14]. The types of dairy cultures added during the manufacturing
process also influence yogurt rheology.

Numerous studies in the literature have examined the effects of bioprotective cultures
on the microbiological, physicochemical, and rheological parameters of fermented milk.
However, most of this research has been conducted in developed countries where the raw
materials used for fermented milk production are of significantly higher microbiological
quality than those typically available in the Brazilian Northeast. In this region, research
on bioprotective cultures is scarce or non-existent. Therefore, the conclusions drawn
from studies conducted elsewhere require further investigation to assess the efficacy of
commercial lactic acid bacteria (LAB) as antifungals under the specific hygienic and sanitary
conditions, ambient temperatures, and raw material acquisition processes prevalent in the
Brazilian Northeast during yogurt production, processing, and preservation.

Moreover, most commercial bioprotective culture manufacturers currently recommend
their use in conjunction with chemical preservatives, primarily potassium sorbate, as an
additional food safety measure. These manufacturers do not generally suggest replacing
chemical preservatives with bioprotective cultures at the recommended dosages.

The dairy basin in the Brazilian Northeast is mostly composed of small producers who
cannot afford to invest in appropriate infrastructure for obtaining milk on their properties,
with milking being performed manually under inadequate hygienic conditions. The
Brazilian dairy sector has been facing quality issues with its raw materials, repeating errors
that demonstrate the need for improvements in handling, cooling, and collection stages,
but primarily a cultural change for everyone involved [15]. All these reported problems
directly influence the microbiological quality of yogurt made with this raw material, given
that, according to Viljoen [16], various factors make the production environment conducive
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to the development of molds and yeasts in dairy products; among them, the quality of the
raw material stands out.

Therefore, in this context of raw material acquisition in the Brazilian Northeast and
consumers increasingly seeking natural products without chemical preservatives, this
research investigated the effect of the commercial biopreservatives FRESHQ-11 (F) and
HOLDBAC YM-B LYO 100 DCU (H) on pH, titratable acidity (%), fungal inhibition, synere-
sis, and yogurt texture parameters during 28 days of storage at 7 = 1 °C to obtain new
formulations based on their concentrations as an alternative to chemical preservatives.

2. Materials and Methods
2.1. Bioprotective Cultures

A commercial culture composed exclusively of LAB and another culture consisting
of a mixture of LAB and dairy PAB with bioprotective properties—Lactobacillus rhamnosus
(FreshQ® 11, Novanesis, Kongens Lyngby, Denmark), provided by Chr. Hansen®, Valinhos,
Brazil, and Lactobacillus rhamnosus and Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii
(HOLDBAC YM-B LYO 100 DCU, IFF Health & Biosciences, Dange Saint Romain, France),
provided by Fermentech/Danisco Brazil—was utilized. The cultures were prepared for the
experiments according to the manufacturer’s recommended dosage, as well as at a doubled
dosage. For this purpose, each culture was dissolved in one liter of pasteurized milk at
25 °C, then stored in sterilized 1.5 mL containers and kept frozen at —10 °C for 15 days.

2.2. Experiment Distribution

To study their biopreservative capacity and its effects on yogurt compared to the
chemical preservative potassium sorbate, dosages of 0.1% and 0.2% (v/v) were used for
both types of commercial bioprotective cultures. Additionally, potassium sorbate was
tested at concentrations of 0.015% and 0.03%, as outlined in Table 1. The C1 and C2 yogurts
served as controls for comparison with the yogurts prepared using LAB and dairy PAB
cultures.

Table 1. Final experiment distribution for the study of biopreservative performance.

Exp. Chemical Preservative = Commercial Biopreservative Cultu're
Content * (g/100 g) Cultures ** Concentration (v/v)

C1 0.030 Absent 0.0%

C2 0 Absent 0.0%

H1 0.015 H 0.1%

F1 0.015 F 0.1%

H2 0 H 0.1%

F2 0 F 0.1%

H3 0 H 0.2%

F3 0 F 0.2%

* Chemical preservative potassium sorbate; ** FRESHQ-11 (L. rhamnosus), referred to as F, and HOLDBAC YM-B
LYO 100 DCU (L. rhamnosus and P. freudenreichii subsp. shermanii), referred to as H.

Similar studies, where the parameters of yogurt containing bioprotective cultures at
different dosages were compared with a control yogurt containing only initial cultures, have
been conducted by Zhao and Liang [17], Fayyaz et al. [18], and Li et al. [19], among others.

2.3. Yogurt Preparation

In the production of yogurt, whole pasteurized milk sourced from a dairy in the
state of Paraiba, located in the Northeast region of Brazil, was used. This milk was
analyzed, and the chemical preservative potassium sorbate was added for the C1, H1,
and F1 experiments. The milk was then pasteurized again at 86 = 1 °C for ten minutes,
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cooled to 42 £ 1 °C, and inoculated with the starter cultures Streptococcus salivarius subsp.
thermophilus and Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus, provided by Chr. Hansen®
Brazil. The biopreservatives were subsequently added in experiments H1, F1, H2, F2, H3,
and F3. The mixture was maintained isothermally at 42 £ 1 °C for five to six hours until
the pH reached 4.7. The yogurt was then cooled to 20 °C within 15 min, packaged in
sterilized 100 mL plastic bottles, and stored at 7 £ 1 °C until physicochemical (pH and
titratable acidity) and microbiological (molds and yeasts) analyses were conducted. Finally,
the yogurt was packaged in sterilized 300 mL plastic bottles and stored at7 + 1 °C.

2.4. pH and Titratable Acidity Analysis

During fermentation, the pH of the yogurts was determined and recorded (using
Milwaukee’s MW150 MAX pH meter, Milwaukee Instruments, Rocky Mount, NC, USA)
until a pH of 4.70 was reached, and the fermentation time was recorded. The pH was also
determined every seven days for a maximum of 28 days. A potentiometric method was used
for the determination of the titratable acidity levels expressed in % lactic acid, conducted in
triplicate through acid-base titration, using phenolphthalein as the indicator [20].

2.5. Microbiological Analyses (Mold and Yeast Counting)

To conduct mold and yeast analyses in triplicate on Days 1, 7, 14, 21, and 28, Com-
pactDry YM plates (Nissui Pharmaceutical Co., Ltd. Tokyo, Japan), pre-prepared with
culture medium, were used to minimize the risk of contamination during the analyses.
CompactDry YM plates feature a dry culture medium covered by a layer of chromogenic
absorbent tissue, which enhances productivity and efficiency. For each experiment, the
samples were diluted to 10! and 10~ in sterile peptone water, which had been autoclaved
at 121 °C for 15 min. Subsequently, 1 mL of each diluted sample was inoculated onto
the CompactDry YM plates and incubated at 25 &= 1 °C for seven days. Following the
incubation period, colony counts were performed using the Phoenix CP602 colony counter
(PHOENIX LUFERCO LTDA, Araraquara, Sao Paulo, Brazil). According to Brazilian
legislation, the maximum acceptable standard for yogurt is a total mold/yeast count of
M =2.0 x 102 CFU/g [21].

2.6. Syneresis Analysis (Whey Separation)

Syneresis analysis of the different yogurt samples stored at 7 £ 1 °C was performed on
Days 1, 7, 14, 21, and 28 in quadruplicate by centrifugation according to the methodology
proposed by Jauregui et al. [22] with modifications by Beuschel et al. [23]. For this purpose,
5.0 g of the samples was weighed and centrifuged at 2500 rpm for 20 min at 7 &= 1 °C in
the refrigerated centrifuge NT 815 (Nova técnica, Sdo Paulo, Brazil). The supernatant was
collected and weighed, and the syneresis index was determined according to Equation (1).

- o\ _ Supernatant weight (g) o
Syneresis(%) = yogurt total weight (g) x 100% (1)

2.7. Apparent Viscosity Measurements

Apparent viscosity measurements were made on yogurt samples using a Brookfield
viscometer (RV+ model, Brookfield Engineering Laboratories Inc., Middleborough, MA,
USA) at a temperature of 7 £ 1 °C with a spindle speed of 50 rpm. The temperature was
maintained using a thermostatically controlled water bath. All data were taken after 30 s
for each sample. Appropriate spindles were used, guaranteeing torque within 25 to 75%. A
500 mL beaker was used for all measurements with the guard leg on, and enough sample
was added to cover the immersion grooves on the spindle shafts. All experiments were
replicated three times. Shear rates were calculated by the method of Mitschka [24,25].
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2.8. Texture Parameter Analysis

The instrumental texture of the yogurts was determined using a TA.XT Plus texture
analyzer (Stable Micro Systems®, Godalming, UK). Firmness, consistency, cohesiveness,
and viscosity index parameters were evaluated using a compression test employing the
A/BE probe with a diameter of 40 mm. Samples were homogenized and placed in an acrylic
test cup until reaching a volume of 150 mL (height of 50 mm). The test speed was set to
1 mm/s with a max distance of 30 mm. Sample evaluation was conducted in quadruplicate
on Days 1, 7, 14, 21, and 28 at 6.0 to 6.5 °C. As a result of these experiments, force—
time curves were built and analyzed to determine the mechanical parameters (Firmness,
Consistency, Viscosity Index, Cohesivity) [26].

2.9. Statistical Treatment of Data

Statistical differentiation of the data was performed using one-way analysis of variance
(ANOVA). A p-value of <0.05 was considered statistically significant for differences among
the data groups. Tukey’s test was subsequently applied to evaluate the specific mean
differences between groups.

3. Results and Discussion
3.1. Effect of Bioprotective Cultures on pH and Titratable Acidity

The following analysis evaluates the effects of biopreservative cultures and potassium
sorbate on the physicochemical, microbiological, and textural properties of yogurt over
28 days of storage. Figure 1 illustrates the variation in pH over the 28-day storage period
at 7 &+ 1 °C. As shown in the figure, there is a gradual decrease in pH values, which
corresponds to the continuous production of organic acids by the starter cultures during
storage. This decline in pH is indicative of the ongoing metabolic activity of the lactic acid
bacteria, contributing to the yogurt’s acidity over time.

4.80
4.70
4.60

4.50

pH

4.40

4.30

4.20

4.10
ci Cc2

==

1 F1 H2 F2 H3 F3

@EDayl EDay7 B@Dayld MDay2l NDay28

Figure 1. Effect of storage at 7 = 1 °C on the pH of yogurt with or without the addition of chemical
preservatives/bioprotective cultures. C1: 0.03% chemical preservative; C2: 0% chemical preservative
and commercial biopreservative cultures; H1: 0.015% chemical preservative and 0.1% HOLDBAC
YM-B; F1: 0.015% chemical preservative and 0.1% FRESHQ-11; H2: 0.1% HOLDBAC YM-B; F2: 0.1%
FRESHQ-11; H3: 0.2% HOLDBAC YM-B; F3: 0.2% FRESHQ-11.

Control yogurt C2 exhibited higher pH values compared to the yogurts containing
bioprotective cultures, except for the F2 and H3 experiments, where the pH values were
equal to or greater than that of C2 at the conclusion of the storage period. With respect
to titratable acidity (%), Figure 2 indicates an inverse relationship with pH, showing a
significant increase (p < 0.05) in titratable acidity across all yogurts over the storage period.
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Titratable acidity (%)
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Among the yogurts containing bioprotective cultures, the H3 sample (L. rhamnosus and P.
freudenreichii subsp. shermanii) at a concentration of 0.2% v/v exhibited the lowest titratable
acidity throughout the study. This lower acidity is attributed to the ability of propionic
acid bacteria (PAB), such as P. freudenreichii, to metabolize lactic acid into various organic
acids, including propionic acid and acetic acid [27].

A e e

R R R AR AR AR

R R R AR ARARARAR
R

]

P .- ca

G2 H1 F1 H2 F2 H3 F3

BEDayi [Day7 Dayld W Day2l Day 28

Figure 2. Effect of storage at 7 £ 1 °C on the acidity of yogurt with or without the addition of
chemical preservatives/bioprotective cultures. C1: 0.03% chemical preservative; C2: 0% chemical
preservative and commercial biopreservative cultures; H1: 0.015% chemical preservative and 0.1%
HOLDBAC YM-B; F1: 0.015% chemical preservative and 0.1% FRESHQ-11; H2: 0.1% HOLDBAC YM-
B; F2: 0.1% FRESHQ-11; H3: 0.2% HOLDBAC YM-B; F3: 0.2% FRESHQ-11. a, b, ¢, d, e—Significant
differences between the means depending on the days of storage of a given yogurt (p < 0.05). A, B, C,
D, E—Significant differences between the means depending on the yogurts on a given day of storage
(p <0.05).

In the C2 yogurt, which contained only the starter Streptococcus salivarius subsp. ther-
mophilus and Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, significantly lower (p < 0.05) titratable
acidity (%) values were observed compared to the yogurts containing bioprotective cultures
over the 28-day study period. This pattern, where yogurts with bioprotective cultures
exhibited lower pH and significantly higher titratable acidity (%) than C2 yogurt during
the 28 days, is consistent with findings by Khan-Mohammadi et al. [28]. In their study, the
lowest pH values were observed in T1 (yogurt formulated with starter cultures containing
10° CFU/mL of L. rhamnosus) and T3 (yogurt formulated with starter cultures containing
10® CFU/mL of L. rhamnosus and 10° CFU/mL of Penicillium expansum) throughout the
study period. The researchers suggested that this could be attributed to the presence of
the probiotic bacterium L. rhamnosus in combination with the yogurt starter cultures. In
their study, yogurt TO, which is comparable to C2 in the present research, contained only
the starter cultures and similarly exhibited a higher pH than the yogurts with bioprotec-
tive cultures.

When comparing yogurt C1 with yogurt C2, it was observed that yogurt C1, which
contains the chemical preservative potassium sorbate, exhibited a lower pH and signifi-
cantly higher titratable acidity (p < 0.05) throughout the 28-day storage period at7 =1 °C.
In addition to the cultures used, post-acidification of the yogurt depends on other factors,
such as the composition of the raw material, the manufacturing process, and the fermenta-
tion time, which was 30 min longer for yogurt C2 than for yogurt C1. Numerous studies
have noted that the composition of fermented beverages plays a crucial role in determining



Fermentation 2024, 10, 585

7 of 15

the final pH value and its changes during refrigerated storage, which are influenced by the
buffering capacity of the beverage, the levels of non-protein nitrogen and vitamins, and the
availability of fermentable carbohydrates necessary for the growth of microorganisms [29].
Furthermore, certain species of molds and yeasts can raise the pH of the medium, which
may explain the higher pH and lower acidity of yogurt C2, which showed a high level
of yeast contamination. Lactic acid bacteria produce organic acids, primarily lactic acid,
while yeasts assimilate these acids, forming alcohol and CO,, thereby increasing the pH.
Additionally, during the metabolism of lactic acid, yeasts release vitamins such as vitamin
B, pantothenic acid, niacin, riboflavin, and biotin, which are important for the development
of lactic acid bacteria [16].

Several studies have demonstrated that LAB, such as L. rhamnosus (F), produce lactic
acid and various other organic acids during and after fermentation, which increases the
titratable acidity of yogurt and lowers its pH. This creates an environment that is unfavor-
able for the growth of undesirable microorganisms, including pathogenic bacteria, yeasts,
and molds. For instance, Arena et al. [30] found that among the organic acids produced by
LAB, lactic acid and acetic acid are the most well-characterized and effective metabolites,
particularly in their protonated form at low pH. Similarly, Garnier et al. [31] reported that
propionic, lactic, acetic, and butyric acids were the predominant fermentation products
in milk fermented with L. rhamnosus and Acidipropionibacterium jensenii. LAB are known
for their antimicrobial properties, producing a wide range of antimicrobial substances,
including organic acids, fatty acids, reuterin, antifungal peptides, and bacteriocins [32].

In the study by Kariyawasam et al. [33], the titratable acidity of yogurt samples also
showed a continuous increase during storage. The titratable acidity values of control C
yogurt samples, L. rhamnosus GG, L. plantarum KCTC 3108, and L. plantarum 200655 at the
end of the storage period were 0.78 £ 0.02%, 0.82 £ 0.04%, 0.81 £ 0.06%, and 0.82 £ 0.04%,
respectively. This study similarly found that the titratable acidity was higher in yogurts
containing bioprotective or probiotic cultures compared to the control yogurt, which
contained only the starter cultures.

These findings indicate that bioprotective cultures can effectively control acidity during
storage, thereby contributing to the stability of the yogurts. Therefore, analyzing titratable
acidity is a crucial parameter in assessing the viability of using bioprotective cultures in
fermented dairy products.

3.2. Effect of Bioprotective Cultures on the Inhibition of Molds and Yeasts

It was observed that mold and yeast colonies were virtually absent in all experiments
up to 14 days of storage at 7 £ 1 °C (Table 2). In control yogurt C1, which contained only
the chemical preservative potassium sorbate at the maximum concentration of 0.03%, no
mold or yeast formation was detected throughout the 28-day storage period at 7 + 1 °C.
However, in control yogurt C2, which lacked both chemical preservatives and bioprotective
cultures, a significant increase in mold and yeast counts was observed beginning at 21 days
of storage, reaching 5440 CFU/mL at 21 days and escalating to 21,000 CFU/mL by 28 days.

Table 2. Concentration of molds/yeasts (CFU/mL) as a function of days of storage at 7 == 1 °C *.

DAYS C1 C2 H1 F1 H2 F2 H3 F3
1 absent 10 10 absent absent absent absent absent
7 absent absent 30 absent 10 10 absent absent
14 absent 40 10 absent 20 20 absent absent
21 absent 5440 10 absent 2300 4470 340 absent
28 absent 21,000 absent absent 2770 18,000 absent absent

* Note: C1: 0.03% chemical preservative potassium sorbate; C2: 0% chemical preservative and commercial
biopreservative cultures; H1: 0.015% chemical preservative and 0.1% HOLDBAC YM-B; F1: 0.015% chemical
preservative and 0.1% FRESHQ-11; H2: 0.1% HOLDBAC YM-B; F2: 0.1% FRESHQ-11; H3: 0.2% HOLDBAC YM-B;
F3: 0.2% FRESHQ-11.
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In the case of yogurts containing bioprotective cultures combined with half the max-
imum dosage (0.015%) of the preservative potassium sorbate (experiments H1 and F1),
it was observed that only yogurt H1, which used a dosage of 0.1% v/v of commercial
culture H, did not achieve complete fungal inhibition, except at 28 days of storage when
total fungal inhibition was observed. Conversely, yogurt F1, with a dosage of 0.1% v/v of
commercial culture F and 0.015% potassium sorbate, achieved complete fungal inhibition
throughout the 28-day storage period, similar to the results observed in control yogurt C1.

However, when the chemical preservative was entirely removed while maintaining
the same dosage of 0.1% v/v of bioprotective cultures (experiments H2 and F2), a noticeable
increase in mold and yeast formation occurred after 21 days of storage at 7 == 1 °C, with
counts reaching 2300 CFU/mL and 4470 CFU/mL, respectively. By 28 days, mold and
yeast counts had further increased, with 2770 CFU/mL for yogurt H2 and 18,000 CFU/mL
for yogurt F2. When the dosage of bioprotective cultures was doubled to 0.2% v/v without
adding chemical preservatives, yogurt F3, containing commercial culture F, exhibited total
inhibition of molds and yeasts throughout the 28-day storage period. Similarly, yogurt
H3, with a doubled dosage of commercial culture H, showed no colony formation within
28 days.

Several similar studies have reached comparable conclusions using other bioprotective
cultures and have sought to elucidate the mechanisms by which these cultures inhibit mold
and yeast growth. For instance, Siedler et al. [34] found that the depletion of the essential
trace element manganese by Lactobacillus paracasei and L. rhamnosus was a key mechanism
for inhibiting yeast and mold growth that typically deteriorates yogurt. They reported that
the inhibition or reduction of spoilage yeasts and molds is linked to the absorption of a
significant amount of manganese by bioprotective cultures in dairy products. Thus, the
inhibition of mold growth in yogurt and the ability of manganese to restore mold growth
appear to be closely associated with the capacity of LAB to efficiently deplete manganese.

Similarly, Shi and Knechel [35] demonstrated that in yogurt, the depletion of man-
ganese by Lactobacillus plantarum LP37 played a crucial role in inhibiting the growth of
Penicillium and Mucor strains. Peng et al. [36] observed that the antifungal activity of
Lactobacillus plantarum LPP703 CFS against Penicillium sp. was reduced by pH neutraliza-
tion, likely due to the organic acids present when L. plantarum LPP703 CFS was added.
According to these authors, when the pH is lower than the pKa of the organic acids, the
undissociated form predominates and can pass through the fungal cell membrane via
passive diffusion, leading to the accumulation of organic acids in the cytoplasm and the
inhibition of fungal growth. Conversely, at higher pH levels, organic acids dissociate, and
these dissociated acids cannot easily penetrate the cell membrane, thereby reducing the
antifungal effect of organic acids [37].

3.3. Effect of Bioprotective Cultures on Yogurt Water Retention Capacity and Syneresis

According to Figure 3, whey separation (syneresis) in all experiments significantly
decreased over the storage time (p < 0.05) during the 28 days at 7 & 1 °C. This indicates that
water retention capacity (WRC) significantly increased (p < 0.05) as a function of storage
time or shelf life.

Yogurts containing bioprotective cultures exhibited significantly lower syneresis com-
pared to C2 yogurt (p < 0.05) and showed no significant variation (p > 0.05) when compared
to C1 yogurt, particularly towards the end of the storage period (28 days). As a result, the
WRC was generally higher (p < 0.05) in yogurts with added bioprotective cultures compared
to those containing only the initial starter cultures (C2). At the end of the 28-day storage
period, yogurts containing bioprotective culture H (H2 and H3) exhibited significantly
lower syneresis (p < 0.05) than those containing commercial culture F (F2 and F3).

It was observed that doubling the dosage of bioprotective culture F to 0.2% v /v (yogurt
F3) resulted in a significant increase in syneresis (p < 0.05) during storage compared to
yogurts using the same culture at a dosage of 0.1% v/v (yogurts F1 and F2). Conversely,
when the dosage of culture H was doubled to 0.2% v/v (yogurt H3), there was a decrease
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in syneresis during most of the storage period compared to yogurts using culture H at 0.1%
v/v (yogurts H1 and H2). However, these differences were not statistically significant at
the end of the 28-day storage period (p > 0.05).
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Figure 3. Effect of storage at 7 &= 1 °C on the syneresis of yogurt with or without the addition of
chemical preservatives/bioprotective cultures.

It is widely recognized that L. rhamnosus and P. freudenreichii are species known for
their ability to produce exopolysaccharides (EPS), which contribute to the textural and rhe-
ological properties of fermented dairy products such as yogurt. While EPS production can
vary among different strains, the literature provides substantial evidence that strains of L.
thamnosus and P. freudenreichii are capable of producing significant amounts of EPS [38-42].

In this study, we utilized commercial bioprotective cultures HOLDBAC YM-B (a
combination of L. rhamnosus and P. freudenreichii subsp. shermanii) and FRESHQ-11 (L.
rhamnosus) to assess their impact on yogurt quality. Although the specific EPS production
capabilities of these commercial strains have not been characterized by the manufacturers,
their antifungal properties have been well documented, as this is their primary intended
use. These bioprotective cultures are typically employed alongside starter cultures such
as Streptococcus salivarius subsp. thermophilus, a species well known for its robust EPS
production and its role in enhancing yogurt viscosity.

Given the established EPS production capabilities of the species involved, it is reason-
able to hypothesize that the observed improvements in yogurt texture and viscosity may
be partially attributed to EPS production by these bioprotective cultures, either directly
or through synergistic effects with the starter cultures. While direct quantification of EPS
was not conducted in this study, the existing body of literature supports the likelihood of
EPS production by the strains used, and no studies have been found to suggest otherwise.
Further research could involve targeted analysis of EPS production to confirm these effects
in the specific strains used in this study.

The study by Zhao and Liang [17] reported similar results, concluding that the WRC
values of yogurt samples containing the bioprotective culture L. plantarum were significantly
higher than those of the control (p < 0.05) during storage. These findings suggest that the
addition of L. plantarum MCS5 likely improved the syneresis characteristics of yogurt during
storage. It has also been reported that milk fermented with EPS-producing bioprotective
cultures exhibits enhanced water retention capacity [43].

The water-binding capacity of EPS limits whey separation in yogurt and stabilizes
the protein gel structure, resulting in greater cohesion within the yogurt samples. The
water-binding capacity of EPS-producing LAB is influenced by factors such as the type,
quantity, and distribution of EPS, the interaction between protein networks and EPS, and
the duration of yogurt fermentation [44].

According to Ziarno et al. [43], WRC values are influenced by the microbial compo-
sition of the starter culture, likely due to the acidifying properties of the bacteria used.
In their study, lower WRC values were recorded for samples fermented exclusively with
propionic bacteria (PAB) cultures, while a mixture of initial yogurt bacteria and propionic
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cultures produced WRC values comparable to those found in samples fermented solely
with initial yogurt cultures.

Furthermore, in the study by Fayyaz et al. [18], for all yogurts with LAB added, WRC
significantly increased over time (p < 0.05), while for the control yogurt sample, the change
was not significant (p > 0.05). These results are similar to those found in the present research,
and according to the authors, interactions occur during storage periods in terms of acid
production due to culture growth, causing casein particles to retain water molecules more
efficiently, resulting in decreased syneresis [45]. The increase in protein WRC due to pH
decrease parallel to LAB growth leads to increased yogurt curd stability [45].

3.4. Effect of Bioprotective Cultures on Yogurt’s Apparent Viscosity

Figure 4 presents the results for apparent viscosity at a shear rate of 35 s~ during the
shelf life period. The apparent viscosity of all yogurt samples exhibited notable fluctuations
throughout the storage period, indicating complex biochemical and microbial interactions
within the yogurt matrix. Initially, the C1 samples presented higher viscosity values than
C2, suggesting a variance in the matrix’s stability or response to the storage conditions.
Interestingly, by Day 7, C2 samples surpassed C1 in viscosity, highlighting a potential
difference in the stabilization or breakdown processes occurring within these samples.
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Figure 4. Effect of storage at 7 + 1 °C on the apparent viscosity at 35 s ! of yogurt with or without
the addition of chemical preservatives/bioprotective cultures.

Samples inoculated with bioprotective cultures (H1, H2, H3, F1, F2, F3) demonstrated
significant variations in viscosity, underscoring the profound impact of these cultures on
yogurt’s rheological properties. The H series, in particular, showed a marked increase in
viscosity from Day 1 to Day 7, with H2 reaching the highest viscosity among all tested
samples. This trend suggests that the synergistic effect of L. rhamnosus and P. freudenreichii
subsp. shermanii within the H series may contribute to enhanced network formation or
stability within the yogurt matrix, potentially through the production of EPS or other
metabolites that influence viscosity.

Conversely, the F series samples exhibited a general decrease in viscosity after Day 7,
with notable differences between samples. F2, for instance, showed a dramatic reduction in
viscosity, indicating a distinct interaction of F cultures with the yogurt matrix that differs
from that of the H cultures. F3 presented an initial increase followed by a significant
decrease in viscosity by Day 28, suggesting an early stabilizing effect by the bioprotective
culture that diminishes over time.

The production of EPS can substantially explain the marked variance in viscosity
among samples treated with bioprotective cultures. These high-molecular-weight polysac-
charides, secreted by specific LAB strains during fermentation, are known to augment
yogurt’s viscosity by enhancing water retention and contributing to a more gel-like struc-
ture [46]. The H series, particularly H2, exhibited a pronounced increase in viscosity early
in the storage period, which we attribute to EPS production. This suggests that the syner-
gistic effects of L. rhamnosus and P. freudenreichii subsp. shermanii are conducive to a robust
EPS-mediated increase in the matrix’s resistance to flow [38].
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EPS not only hold water but also interact with milk proteins to strengthen and stabilize
the gel network, thereby augmenting the yogurt’s overall viscosity [47]. The interaction
between EPS and the milk protein network potentially explains the observed rheological be-
havior of the H series samples, which displayed a consistently higher viscosity, suggesting
a more cohesive and stable gel formation within the yogurt matrix.

Beyond EPS, other metabolites LAB produce, such as organic acids and proteolytic en-
zymes, play crucial roles in modulating the yogurt’s texture [48]. Organic acids contribute
to casein micelle aggregation and gel formation by lowering the milk’s pH, whereas prote-
olytic enzymes alter the protein network by hydrolyzing milk proteins. These biochemical
processes are instrumental in defining the final textural and sensory attributes of yogurt.

3.5. Effect of Bioprotective Cultures on Yogurt Texture

Yogurt is a mixture of biopolymers such as proteins, polysaccharides, and fats. The
microstructure of milk protein gels and their rheological properties can affect texture,
sensory properties, fat globules, and storage stability [49]. The yogurt microstructure is
formed by a three-dimensional network of casein micelle aggregates, where the globular
shape is observable and interspersed with void zones [50].

According to Table 3, yogurt texture parameters (firmness, consistency, cohesiveness,
and viscosity index) significantly increased during storage at 7 & 1 °C (p < 0.05), except
for C2, H3, and F3 yogurts, which showed no significant variation in these parameters
(p > 0.05) at 28 days. In experiments containing commercial bioprotective cultures, texture
parameters were significantly lower (p < 0.05) than in C1 and C2 yogurts during the
storage period, except for F3 (F culture at 0.2% v/v dosage) and H1 (H culture at 0.1% v/v
dosage) yogurts.

Table 3. Yogurt texture properties during shelf life: firmness (g-force), consistency (g-sec), cohesive-
ness (g-force), and viscosity index (g-sec) *.

Firmness (g-force)

Days C1 C2 H1 F1 H2 F2 H3 F3
1 22.8 + 0.6 PBC 24.0 4 0.2 2AB 22.8 4 0.2 BC 21.9 4 0.4 <P 22.9 + 0.7 bBC 21.2 402 22.6 + 0.4 °°P 24.7 £0.4 54
7 25.1 + 0.7 2B 245+ 0.6 8 244+ 0.7 23.0 + 0.6 b<CP 23.9 + 0.6 2bBC 22.2 + (.5 bP 221 +£0.1°P 26.9 + 0.5
14 25.2 4 (.3 2AB 24.8 4 0.52AB 26.1 40524 24.7 4 0.7 2AB 24.2 + 0.3 28C 23.240.4°C 23.3 4+ 0.3 2C 25.1 4+ 0.4 PAB
21 25.3 4 0.4 2AB 24.7 + 0.4 2ABC 26.0 +0.524 23.9 4 0.3 2C 24.3 + 0.3 2BC 24.7 + 1.7 2ABC 24.2 + 0.3 28C 25.2 4 (.5 PABC
28 25.7 4 0.4 24 24.7 +0.524B 25.2 4+ (.5 PAB 24.0 4+ 0.7 20BC 23.9 4 1.2 2bBC 22.6 + 0.4 °C 22.7 +0.2°C 25.1 4+ 0.4 PAB
Consistency (g-sec)
1 4751 £ 7.2 <D 4994+ 7048 4745 +103<C0  460.5 + 3.8 PE 485.6 & 11.7 <BC 4493 4+ 3.8<E 46134+ 1099°F 5180+ 1154
7 526.9 + 11.6 P& 516.8 =+ 5.0 2bB 522.0 +£7.3%8 492.7 + 6.3 P 505.7 = 4.7 abBC 475.1 =4 7.4 2bDE 463.8 & 5.4 <dE 575.6 & 14.0 24
14 541.5 + 10.22PAB 5313 4 3.8 aBC 560.8 + 13.4 24 524.4 + 6.7 2BC 512.4 +5.5°2C 486.6 + 4.8 2bD 488.3 + 7.3 P 537.6 + 5.8 bB
21 553.0 4+ 9.3 24 523.4 4 9.12B 559.1 + 8.524 520.2 4 10.9 2B 511.3 & 8.5 abBC 4913 4+ 14.5%C 5109 +£8.428C 54524+ 11.0%4
28 549.2 +9.93A 527.4 + 6.4 2BC 559.6 4 2.6 24 511.6 4 3.23CD 4929 4 12,1 beDE 470.3 4 8.9 bF 480.8 + 4.2 b<EF 5413 4 7,9 bAB
Cohesiveness (g-force)
1 16.8 £ 0.4 AP 17.5 4 0.7 abA 16.9 4 0.3 <AB 16.1 4 0.1 BC 16.640.6 PABC 15.5+ 0.7 b€ 17.0 & 0.6 4B 17.3 + 0.4 b4
7 17.5 4 0.7 beBC 17.4 4 0.2 bBCD 17.9 4 0.8 beAB 16.3 4 0.2 bP 17.2 4 0.3 2bBCD 16.5 4 0.6 2bCP 16.8 4+ 0.2 2BCP 19.0 + 0.5
14 18.1 4 0.5 2bAB 17.7 4+ 0.7 0B 19.0 & 0.22A 17.5 4 0.5 2BC 17.8 4 0.4 2AB 16.5 & 0.3 °C 17.2 4 0.7 2BC 18.2 4 0.3 2bAB
21 19.0 + 0524 18.5 4 0.7 2AB 18.5 4 0.4 2bAB 16.8 4 0.5 2b<C 17.4 4 0.3 2bBC 16.7 + 0.4 °C 17.6 4 0.4 2BC 18.0 4 0.5 2bAB
28 18.3 4 0.3 2bAB 18.1 4 0.7 bAB 18.8 4 0.4 2bA 17.1 4 0.1 2bBC 17.4 4 0.4 abBC 16.3 4 0.2 b€ 17.6 4 0.7 2B 18.0 & 0.6 2bAB
Viscosity index (g-sec)
1 6.5 + 0.8 AB 7.6 £ 0.8 5.7 4 0.6 “ABC 3.8 4+ 0.5bC 5.9 & 0.6 2ABC 45 4 0.2 2BC 5.5 4 0.9 abABC 6.7 & 1.0 AB
7 9.6 4 0.9 bB 7.6 & 0.8 2BCD 8.1 4 1.0 bBC 5.8 4 1.6 2bDE 6.7 & 1.2 2CDE 45+ 052 45+ 0.3PE 124 +1.124
14 11.6 + 0.5 2bA 80+1.6% 1324132 7.3 4 0.22BC 7.7 +£0.7 28 5.0 & 0.8 2C 5.3 +0.5bC 9.1 +0.6°8
21 125+ 1.32A 8.9 4092 129 + 1.3 6.8 4 0.1 2BC 7.4 4 0.6 2BC 5.6 & 0.6 %€ 7.5 4 0.7 2BC 7.6 + 1.4 bBC
28 10.6 + 1.9 B 8.4 +1.32BCD 135 +0.224 7.7 + 1.5 2CPE 6.2 +1.32PF 3.6 4+ 0.7 2F 6.0 4 0.6 °E 9.3 4 1.5 bBC

* Note: a, b, c—Significant differences between the means of each line (p < 0.05). A, B, C, D, E, F—Significant
differences between the means of each column (p < 0.05).

It can also be observed in Table 3 that when the dosage of the F bioprotective cul-
ture was doubled to 0.2% v/v (yogurt E3), there were significant increases in firmness,
consistency, cohesiveness, and viscosity index (p < 0.05) during storage time compared to
yogurts using the same culture at a dosage of 0.1% v/v (yogurts F1 and F2). The opposite
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behavior was observed when the dosage of the culture was doubled to 0.2% v/v (yogurt
H3); i.e., there was a significant decrease in these parameters (p < 0.05) during storage time
compared to yogurts using the same culture at a dosage of 0.1% v/v (yogurts H1 and H2),
with the exception of cohesiveness and viscosity index from Day 21 onwards.

These results are in accordance with the study by Zhao and Liang [17], who observed
that the firmness of yogurts containing the bioprotective culture L. Plantarum MC5 was
lower than that of control yogurt S. Therefore, the addition of L. Plantarum MC5 significantly
reduced the firmness of yogurt samples. According to these authors, similar results were
reported by Bancalari et al. [51], where it was observed that the firmness of yogurts made
with EPS-producing cultures was generally lower than that of a control yogurt made
without initial cultures producing EPS. EPS can affect the texture properties of a yogurt
clot by reducing its firmness [52].

In the study by Zhao and Liang [17], the firmness of samples from control yogurt S
also gradually increased during storage time, while those with L. plantarum MC5 remained
reasonably constant, which did not occur in the present study with other bioprotective
cultures. According to the authors, this observation may be due to the difference in
EPS production and post-acidification of yogurt during storage. Yildiz and Ozcan [53]
also reported that firmness and consistency were affected by syneresis, pH decrease, and
increased casein hydration in yogurts with long storage times. The study by Zhao and
Liang [17] also found that the interaction between the proportion of L. plantarum MC5
addition and storage time of yogurt samples had a significant effect on yogurt firmness,
consistency, and cohesiveness (p < 0.01).

In the study by Ziarno et al. [43], an increase in yogurt hardness or firmness during
refrigeration was also found in almost all stored samples; these changes were already
statistically significant after 7 or 14 days of refrigerated storage. The magnitude of the
changes depended on the bacterial culture used to ferment the yogurt. In this study, the
greatest changes were observed when a propionic acid bacterium (PAB) starter was used,
where a decrease in hardness compared to control yogurt was observed only with the
initial cultures. This result is in line with that found in the present research, where it was
observed that increasing the dosage of culture H containing the propionic bacterium (PAB)
to 0.2% v/v further decreased the firmness, consistency, cohesiveness, and viscosity index
of yogurt compared to control yogurts.

The texture (both hardness and adhesiveness) of yogurt products depends on the
composition of the raw material, the type of bacterial culture used, the fermentation method,
and texturizing additives, among other factors [54]. In contrast, Vinderola et al. [55] found
that the rheological properties of fermented dairy products depend on titratable acidity
(higher titratable acidity correlates with greater hardness). The composition of proteins
present in yogurt is extremely important [56]. The acidifying properties of propionic
bacteria, which are weaker than those of yogurt starter culture, did not improve the texture
characteristics of these yogurt samples. During storage of yogurt samples, a statistically
significant increase in adhesiveness was observed, except for yogurts with propionic culture
added, whose adhesiveness decreased by 21 days. The acidifying properties of propionic
bacteria, which are weaker than those of starter cultures, did not improve the adhesion
values of yogurt samples [43]. The results of this study are consistent with the present
research; as previously reported, the cohesiveness of yogurts also showed a trend to increase
with storage days at7 =1 °C.

4. Conclusions

In conclusion, this study highlights the potential of commercial bioprotective cultures
as effective natural alternatives to chemical preservatives in yogurt production. The addi-
tion of these cultures led to a significant increase in titratable acidity (%) compared to the
control yogurt (C2), which contained only starter cultures without any preservatives. This
increase in acidity, coupled with a progressive rise during storage, underscores the active



Fermentation 2024, 10, 585 13 of 15

role of bioprotective cultures in enhancing the yogurt’s safety by creating an environment
less favorable to spoilage organisms.

Particularly noteworthy is the fungal inhibition achieved with a 0.2% v/v dosage of
bioprotective cultures, even without potassium sorbate. The results demonstrated that
these cultures, especially L. rhamnosus (commercial culture F), performed comparably to
the chemical preservative control (C1) in preventing fungal growth over the 28-day storage
period. This finding is promising for future applications at both pilot and industrial scales,
suggesting that bioprotective cultures could effectively replace or reduce the reliance on
chemical preservatives in yogurt. Additionally, this study observed a reduction in syneresis
across all experiments, with texture parameters improving over time. Although the use of
bioprotective cultures resulted in lower values for firmness, consistency, cohesiveness, and
viscosity index compared to C1 and C2, these differences are not necessarily detrimental. It
is important to consider that no thickening agents or powdered milk were used in this study,
commonly added to enhance texture and reduce syneresis in commercial yogurt products.

Overall, incorporating bioprotective cultures in yogurt production offers a promising
avenue for improving product safety and shelf life while meeting consumer demand for
cleaner labels. Future research and formulation adjustments could further optimize the
texture and sensory properties, making these natural bioprotective agents a viable option
for large-scale yogurt manufacturing.
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RESUMO

Este estudo examina o impacto dos bioconservantes comerciais F (Lactobacillus
rhamnosus) e H (Lactobacillus rhamnosus e Propionibacterium freudenreichii subsp.
shermanii) nos atributos do iogurte (acidez tituldvel, textura e inibi¢do fingica) durante
28 dias a 7£1°C. A investigacdo visa explorar esses bioconservantes como potenciais
substitutos do sorbato de potdssio na preservacdo do iogurte. Foi realizada uma andlise
comparativa para investigar a eficicia do bioconservante, durante a fermentac¢do. O
método potenciométrico foi usado para a determinacdo dos niveis de acidez titulavel. A
textura instrumental dos iogurtes foi determinada usando o TA.XT Plus. Com dosagem
de 0,2% v/v, os bioconservantes foram submetidos a um teste de desafio nos iogurtes
intencionalmente contaminados com 1,2 x 10" UFC/g de fungos e leveduras. Controle-1
(iogurte com 0,03% de sorbato de potdssio) e Controle-2 (iogurte desprovido de agente
antifiingico) foram utilizados para comparagdo. O Controle-2 apresentou menor acidez
titulavel em comparagdo aos iogurtes contendo bioconservantes (p < 0,05). Os parametros
de textura (firmeza, consisténcia, coesividade e indice de viscosidade) em iogurtes com
bioconservantes H e F foram menores (p < 0,05) do que aqueles do Controle-2. Eles nao
apresentaram diferenga significativa (p > 0,05) para o Controle-1 apds 28 dias de
armazenamento. Ao final da anélise, o iogurte contendo bioconservante H demonstrou
inibicdo fungica completa.

Palavras-chave: L. rhamnosus, P. freudenreichii, Acidez, Contamina¢do Fungica.

ABSTRACT

This study examines the impact of commercial biopreservatives F (Lactobacillus
rhamnosus) and H (Lactobacillus rhamnosus and Propionibacterium freudenreichii
subsp. shermanii) on yogurt attributes (titratable acidity, texture, and fungal inhibition)
over 28 days at 7+1°C. The investigation aims to explore these biopreservatives as
potential substitutes for potassium sorbate in yogurt preservation. A comparative analysis
was conducted to investigate the efficacy of the biopreservatives during fermentation.
The potentiometric method was used to determine titratable acidity levels. The
instrumental texture of the yogurts was determined using the TA.XT Plus. Ata 0.2% v/v
dosage, the biopreservatives were subjected to a challenge test in yogurts intentionally
contaminated with 1.2 x 10" CFU/g of fungi and yeasts. Control-1 (yogurt with 0.03%
potassium sorbate) and Control-2 (yogurt devoid of any antifungal agent) were used for
comparison. Control-2 showed lower titratable acidity compared to yogurts containing
biopreservatives (p < 0.05). The texture parameters (firmness, consistency, cohesiveness,
and viscosity index) in yogurts with biopreservatives H and F were lower (p < 0.05) than
those in Control-2. They showed no significant difference (p > 0.05) from Control-1 after
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28 days of storage. At the end of the analysis, yogurt containing biopreservative H
demonstrated complete fungal inhibition.

Keywords: L. rhamnosus, P. freudenreichii, Acidity, Fungal Contamination.

RESUMEN

Este estudio examina el impacto de los bioconservantes comerciales F (Lactobacillus
rhamnosus) y H (Lactobacillus rhamnosus y Propionibacterium freudenreichii subsp.
shermanii) en los atributos del yogur (acidez titulable, textura e inhibicién fingica)
durante 28 dias a 7+1°C. La investigacion tiene como objetivo explorar estos
bioconservantes como posibles sustitutos del sorbato de potasio en la preservaciéon del
yogur. Se realiz6 un andlisis comparativo para investigar la eficacia de los
bioconservantes durante la fermentacion. Se empled el método potenciométrico para la
determinacion de los niveles de acidez titulable. La textura instrumental de los yogures
fue determinada utilizando el TA.XT Plus. Con una dosificacién del 0,2% v/v, los
bioconservantes fueron sometidos a una prueba de desafio en yogures contaminados
intencionalmente con 1,2 x 10" UFC/g de hongos y levaduras. El Control-1 (yogur con
0,03% de sorbato de potasio) y el Control-2 (yogur sin agente antifingico) fueron
utilizados para la comparacion. El Control-2 mostré una acidez titulable mds baja en
comparacion con los yogures que contienen bioconservantes (p <0,05). Los pardmetros
de textura (firmeza, consistencia, cohesividad e indice de viscosidad) en los yogures con
bioconservantes H y F fueron menores (p < 0,05) que los del Control-2. No mostraron
diferencias significativas (p > 0,05) con respecto al Control-1 después de 28 dias de
almacenamiento. Al final del andlisis, el yogur que contenia bioconservante H demostré
una inhibicién fingica completa.

Palabras clave: L. rhamnosus, P. freudenreichii, Acidez, Contaminacién Fingica.

1 INTRODUCAO

Os consumidores estdo cada vez mais interessados em alimentos e seus
ingredientes, particularmente alimentos funcionais que estdo recebendo mais atengdo,
pois mostram potenciais beneficios a satude, melhorias na funcio fisico-quimica e alto
valor nutricional. Estudos recentes, conforme indicado por Rashwan et al. (2022),
destacaram uma demanda crescente por esses produtos naturais vantajosos.

Neste contexto, o iogurte € um dos produtos lacteos fermentados mais populares,
desenvolvido pela combinacdo de leite pasteurizado com bactérias do 4cido léctico,

especificamente S. salivarius ssp. thermophilus e L. delbrueckii ssp. bulgaricus, sob

REVISTA OBSERVATORIO DE LA ECONOMIA LATINOAMERICANA

ISSN: 1696-8352

Page 3

REVISTA OBSERVATORIO DE LA ECONOMIA LATINOAMERICANA, Curitiba, v.22, n.11, p. 01-22. 2024.




R E VI S TA

OBSERVATORIO
DE LA ECONOMIA
LATINOAMERICANA

condi¢Oes controladas. Diferentes formulacdes de iogurte sdo projetadas para melhorar
seu perfil nutricional, qualidade geral e atributos de saide, impulsionadas pela crescente
demanda do consumidor por tais produtos (Rashwan er al., 2022). Notavelmente,
ingredientes funcionais demonstraram melhorar significativamente os efeitos bioldgicos
do iogurte, incluindo suas propriedades antioxidantes, antidiabéticas, anti-inflamatdrias,
antibacterianas e anticancerigenas (Rashwan et al., 2023).

A prevencdo da deterioracio por mofo e levedura em alimentos depende
atualmente de védrios métodos, incluindo medidas preventivas como a implementacio de
Andlise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC), tecnologias de barreira (por
exemplo, tratamentos térmicos, remog¢ao de 4gua, embalagem em atmosfera modificada,
salga, fermentacdo) e a utilizacdo de conservantes quimicos como benzoato, propionato,
sorbato, nitrato e sulfitos (Silva e Lidon, 2016). A inddstria agroalimentar emprega
predominantemente conservantes quimicos para mitigar a contaminacdo microbiana e
prolongar a vida util do produto. No entanto, hd uma crescente demanda social por
alimentos minimamente processados e sem conservantes, levando a evolu¢do continua
nas regulamentacOes de aditivos para restringir seu uso (Fuselli ez al., 2012).

E imperativo explorar métodos alternativos para prevenir a deterioracio fungica,
ao mesmo tempo em que se estende a vida til dos alimentos quando aplicavel (Delavenne
et al.,2013). Atualmente, a biopreservagao por meio da ac@o de bactérias do dcido lactico
(BAL) se destaca como a alternativa mais promissora aos conservantes quimicos na
industria de laticinios. O efeito inibitério sobre fungos e leveduras atribuido as BAL esta
intimamente ligado a ampla gama de producdo de metabdlitos bioativos, incluindo
substancias proteicas, dipeptideos ciclicos, 4cidos organicos, dcidos graxos e peroxido de
hidrogénio (Bukhari et al., 2020). Propriedades antiftiingicas de propionibactérias lacticas
(PAB) também foram relatadas anteriormente por Leyva Salas et al. (2017).

Numerosos estudos na literatura examinaram os efeitos de culturas bioprotetoras
nos parametros microbioldgicos, fisico-quimicos e reoldgicos do leite fermentado. No
entanto, a maioria dessas pesquisas foi conduzida em paises desenvolvidos, onde as ma-
térias-primas usadas para a produgdo de leite fermentado sdo de qualidade microbioldgica

significativamente maior do que aquelas normalmente disponiveis no Nordeste brasileiro.
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Nessa regido, a pesquisa sobre culturas bioprotetoras é escassa ou inexistente. Portanto,
as conclusdes extraidas de estudos conduzidos em outros paises requerem investigacao
adicional para avaliar a eficdcia de bactérias l4cticas comerciais (BAL) como antifiingicos
sob as condig¢des higiénicas e sanitdrias especificas, temperaturas ambientes e processos
de aquisicdo de matéria-prima prevalentes no Nordeste brasileiro durante a produgio,
processamento e preservacgao de iogurte. Além disso, a maioria dos fabricantes comerciais
de culturas bioprotetoras atualmente recomenda seu uso em conjunto com conservantes
quimicos, principalmente sorbato de potdssio, como uma medida adicional de seguranca
alimentar.

O setor lacteo brasileiro vem enfrentando problemas de qualidade com suas ma-
térias-primas, repetindo erros que demonstram a necessidade de melhorias nas etapas de
manuseio, resfriamento e coleta, mas principalmente uma mudanca cultural de todos os
envolvidos (Strassburger et al., 2019), junto a isso considera-se que a bacia leiteira do
Nordeste brasileiro é composta majoritariamente por pequenos produtores. Todos esses
problemas relatados influenciam diretamente na qualidade microbioldgica do iogurte
elaborado com essa matéria-prima, visto que, segundo Viljoen (2001), vérios fatores tor-
nam o ambiente de produgdo propicio ao desenvolvimento de bolores e leveduras em
produtos lacteos, dentre eles, destaca-se a qualidade da matéria-prima.

Em vista dos desafios associados a aquisicdo de matéria-prima no Nordeste
brasileiro e da crescente preferéncia do consumidor por produtos livres de conservantes
quimicos, este estudo teve como objetivo investigar o impacto dos bioconservantes
comerciais FRESHQ-11 (F) e HOLDBAC YM-B (H) em vérios parametros de iogurte
contaminado artificialmente (acidez tituldvel, propriedades texturais e inibi¢ao fingica)
e, dessa forma, explorar novas formulacdes baseadas em diferentes concentracdes desses

bioconservantes como potenciais alternativas aos conservantes quimicos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 FERMENTACAO LACTEA, ACIDEZ TITULAVEL E pH DO IOGURTE

De um modo geral, a fermentacdo lactea € um processo em que a lactose € trans-
formada em dcido latico por a¢do dos microrganismos. E um processo anaerébico, de
baixo rendimento energético e sem liberacdo de CO.. As bactérias do género Lactobacilos
promovem o desdobramento da lactose em dcido lactico. O aciimulo desse 4dcido no leite
torna-o “azedo”, indicando uma reducao do pH. Esse fato provoca a precipitagio das pro-
teinas do leite, formando o coalho. A fermentacdo lictea compreende a conversdo de
lactose em dcido latico. Os processos de fermentacao utilizados na producao de produtos
lacteos s@o bem conhecidos, sendo preciso selecionar as condigdes de processo
adequadas, como temperatura, oxigénio, quantidade e caracteristicas do(s)

microrganismo(s) e tempo de processo (Hornbaek et al., 2015).

2.2 TEXTURA DO IOGURTE

A importancia da textura vem se revelando nos dltimos anos como um parametro
essencial na qualidade de um produto e, pode ser determinante para a aceitabilidade deste
por parte do consumidor, que vem se tornando cada vez mais sofisticado.

Segundo Chitarra e Chitarra (2005), a textura pode ser definida como o conjunto
de propriedades do alimento, compostas por caracteristicas fisicas perceptiveis pelo tato
e que se relacionam com a deformagdo, desintegracdo e fluxo do alimento, sob a aplicacao
de uma forga. A textura é uma combinacdo de sensagdes derivadas dos ldbios, lingua,
mucosa bucal, dentes e do ouvido. Cada area € sensivel a pequenas diferencas de pressao
e apresenta diferencgas para cada atributo ou caracteristica do produto. O conjunto de im-

pressdes obtidas na mastigacio é responsavel pela aceita¢do ou rejeicao do produto.
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2.3 CULTURAS COM PROPRIEDADES BIOPROTETORAS

A biopreservacdo também chamado de biocontrole, refere-se a extensdo da vida
util dos alimentos e aumento da seguranca alimentar usando microbiota natural ou
adicionada e/ou seus compostos antimicrobianos (Holzapfel et al., 1995). As culturas
bioprotetoras de alimentos podem, assim, ser definidas como cepas bacterianas ou
fingicas de grau alimenticio que foram selecionadas por suas propriedades
antimicrobianas. Eles diferem das culturas iniciadoras ou adjuntas que sdo usadas
principalmente por suas fungdes tecnoldgicas (producdo de dcido e aroma, papel na
textura, cor, etc.), apresentam-se eficazes no controle da deterioragc@o causada por bolores
e leveduras.

As culturas bioprotetoras selecionadas ndao devem ter impacto negativo nas pro-
priedades de qualidade dos alimentos e na saide humana, exibir e manter-se ativas du-
rante a fabricacdo e armazenamento de alimentos (Holzapfel et al., 1995). Os principais
requisitos desejaveis das culturas bioprotetoras em produtos alimenticios incluem: (1) As
culturas devem ser GRAS (“geralmente reconhecidos como seguros”); (2) Permanecer
ativo com o menor indculo possivel durante a fabricagdo e distribuicdo do produto para
reduzir o custo; (3) Ser resistente ao antibidtico, liofilizacdo ou congelamento; (4) Ne-
nhuma produc¢do de quaisquer substancias nocivas para o ser humano, tais como a amina
biogénica; e (5) Nenhum efeito sobre as propriedades sensoriais intrinsecas, como sabor

e textura (Shi e Maktabdar, 2022).

2.3.1 Bactérias acido laticas (LAB)

As bactérias acido laticas (LAB) constituem um grupo de microrganismos que
apresentam caracteristicas morfoldgicas, bioquimicas e fisiolégicas comuns. Entretanto,
ndo apresentam uma defini¢do unica; sendo, portanto, descritas amplamente como
microrganismos gram-positivos, ndo esporulantes, quase sempre catalase negativa,

anaerdbios, aerotolerantes, acido tolerantes e com metabolismo estritamente
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fermentativo, sendo o acido latico o principal produto da fermentacdo de carboidratos
(Pfeiler e Klaenhammer, 2007).

As LAB encontram-se sob as formas de cocos ou bacilos e estdo associadas a
ambientes nutricionalmente ricos e complexos como vegetais, leite, carne e trato
gastrointestinal humano e animal. A fonte de energia € proveniente de matérias organicas,
em especial os carboidratos e por isso sdo denominados quimiorganotréficos.
Classificam-se como mesoéfilos ou termoéfilos, apresentando temperatura Otima de

crescimento variando de 30 a 37 °C e de 45 a 50 °C respectivamente (Ferreira, 2003).

2.3.2 Propionibactérias lacteas (PAB)

Salas e colaboradores (2017) também relatam que as propionibactérias lacteas
(PAB) sdo consideradas como antiftingicas. O género Propionibacterium, pertencente a
classe Actinobacteria, ¢ uma bactéria Gram-positiva, de alto teor de GC, dividida em
propionibactérias "cutaneas" e "cldssicas" (também conhecidas como "lacteas") com base
em seus principais biétopos de isolamento (Stackebrandt et al., 2006). A PAB e a
taxonomia das espécies relacionadas foram recentemente reconsideradas, com, em
particular, o PAB "lacteo" separado no género Propionibacterium, composto por P.
freudenreichii, as principais espécies utilizadas na fabricacdo de queijo e outras trés
espécies, e um novo género - Acidipropionibacterium - que engloba as espécies anteriores

P. acidipropionici, P. thoenii, P. jensenii e outras trés espécies (Scholz e Kilian, 2016).

3 METODOLOGIA

3.1 CULTURAS BIOPROTETORAS

As culturas bioprotetoras utilizadas neste estudo incluiram a cultura comercial

HOLDBAC YM-B LYO 100 DCU fornecido por IFF Health & Biosciences, Franca

(compreendendo Lactobacillus rhamnosus e Propionibacterium freudenreichii subsp.
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shermanii) designado como "H" e FRESHQ-11 fornecido Novanesi, Dinamarca (consis-
tindo de Lactobacillus rhamnosus) designado como "F". Cada cultura foi dissolvida em
1 L de leite pasteurizado, fornecido por um laticinio no estado da Paraiba, Nordeste do
Brasil, a uma temperatura de 25 °C. As solucdes foram entdo aliquotadas em microtubos
esterilizados de 1,5 mL e armazenadas a -10 °C por 15 dias. Antes de utiliza-las, as cul-
turas diluidas foram descongeladas por imersao dos microtubos em banho-maria a 45°C
até atingirem a temperatura ambiente. Posteriormente, foram adicionados 4,0 mL (0,2%,
o dobro da recomendacdo do fabricante) da cultura bioprotetora para cada 2 L de leite,
mantidos a temperatura de 42+1°C, juntamente com as culturas iniciais do leite (Strepto-
coccus salivarius ssp. thermophilus e Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus) forne-
cido Novanesi, Dinamarca. A mistura foi entdo agitada suavemente por 5 minutos para

garantir a distribuicao uniforme das culturas.

3.2 DISTRIBUICAO DE EXPERIMENTOS

Para investigar a eficdcia do bioconservante e seu impacto no iogurte, uma andlise
comparativa foi conduzida com o conservante quimico sorbato de potdssio. Ambas as
culturas bioprotetoras comerciais foram utilizadas em uma dosagem de 0,2% (v/v),
enquanto o conservante quimico foi aplicado em uma concentragdo de 0,03%, conforme
descrito na Tabela 1. Iogurtes de controle, denotados como Controle-1 e Controle-2,
foram incluidos para referéncia juntamente com os iogurtes preparados com as culturas

bioconservantes.

Tabela 1. Distribuicdo dos experimentos utilizados para realizagdo dos testes de bioconservantes

Exp. | % de conservante quimico | Culturas Bioprotetoras Dosagem (v/v) Denominagdo
1 0,03% Ausente 0,0% Controle-1
2 0% Ausente 0,0% Controle-2
3 0% HOLDBAC YM-B 0,2% H
4 0% FRESHQ-11 0,2% F

Fonte: Elaborado pelos autores
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Este estudo baseia-se em metodologias adaptadas de pesquisas anteriores, como
aquelas conduzidas por Zhao e Liang (2022), Fayyaz et al. (2020) e Li et al. (2013), entre
outros, em que parametros de iogurte incorporando culturas bioprotetoras em vdrias
dosagens foram comparados com formulacdes de iogurte de controle contendo apenas

culturas iniciais.

3.3 PREPARACAO DE IOGURTE

No processo de producdo do iogurte, 2 L de leite integral pasteurizado,
proveniente de um laticinio do Estado da Paraiba, Nordeste do Brasil, serviram como
base. Este leite passou por andlises e, no experimento 1 da Tabela 1, foi adicionado o
conservante quimico sorbato de potdssio. Em seguida, o leite foi pasteurizado novamente
a 86%1°C por 10 minutos, sendo resfriado ao atingir 42+1°C. Culturas iniciais, compostas
por S. salivarius ssp. thermophilus e L. delbrueckii ssp. Bulgaricus foram inoculadas. Em
seguida, foram adicionados 0,4 mL de bioconservantes conforme especificado nos
experimentos 3 e 4 da Tabela 1.

Uma amostra de leite de 250 mL foi segregada em um recipiente esterilizado
separado para monitoramento do pH. A mistura foi mantida isotermicamente a 42+1°C
por 5 a 6 horas até que o pH atingisse 4,7. Posteriormente, o iogurte foi resfriado até
atingir 25°C e foi intencionalmente contaminado com bolores e leveduras a uma
concentragdo de 1,2 x 10" UFC/g.

Para contaminacio do iogurte, foi utilizada uma amostra de 100 mL de um iogurte
natural sem conservantes quimicos ou bioconservantes, previamente armazenado por 21
dias a 7+1°C. ApOs esse periodo de armazenamento, a amostra de iogurte foi
intencionalmente contaminada em andlises reoldgicas, de sinérese e de textura,
envolvendo manuseio frequente com utensilios ndo esterilizados. Apds 21 dias, foi
realizada andlise microbioldgica para determinar o nimero de UFC/mL de fungos e
leveduras. Isso envolveu duas dilui¢des de 102 da amostra de iogurte em dgua peptonada,
esterilizada em autoclave a 121°C por 15 minutos. Posteriormente, 1 mL da amostra

diluida foi inoculada em placas CompactDry YM (Nissui Pharmaceutical Co. Ltd,
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Toquio, Japao) e incubada a 25+1°C por 7 dias. As colonias foram entdo contadas usando
o contador de colonias Phoenix CP602 (Phoenix Luferco LTDA, Araraquara, Sdo Paulo,
Brasil), com o resultado para bolores e leveduras registrado em 2,1x10* UFC/mL na
diluicdo 102

Apo6s a andlise microbioldgica da amostra contaminada, ela foi congelada até o
uso para inoculacdo de iogurte. Quando necessdrio, o iogurte contaminado foi
descongelado em banho-maria a 45°C até atingir a temperatura ambiente. Finalmente,
para contaminar o iogurte usado no estudo, apds resfriamento a 25°C, 1 mL da amostra
de iogurte contaminada com esporos de fungos e leveduras na concentragdo de 2,1x10*
UFC/mL foi adicionado a 1750 g de iogurte. Essa mistura foi agitada por 5 minutos para
garantir uma distribuicdo uniforme de fungos e leveduras, resultando em uma
concentragdo inicial de 1,2 x 10! UFC de fungos e leveduras/g de iogurte.

Os iogurtes contaminados foram entdo embalados em frascos esterilizados de 100
mL e recipientes de 350 mL, identificados e armazenados a 7£1°C até a anélise nos dias

1,7,14,21 e 28.

3.4 ANALISE DE PH E ACIDEZ TITULAVEL

Durante toda a fermentacao, o pH dos iogurtes foi monitorado usando um medidor
de pH (MW 150 MAX, Milwaukee Instruments, Rocky Mount, NC, EUA) até atingir um
pH de 4,70, anotando o tempo de fermentacdo. Um método potenciométrico foi usado
para a determinagdo dos niveis de acidez tituldvel expressos em % de acido lactico,
conduzido em triplicata através de titulagdo dcido-base, usando fenolftaleina como

indicador (Brasil, 2006).
3.5 ANALISE DE TEXTURA
A textura instrumental dos iogurtes foi determinada usando um analisador de

textura TA.XT Plus (Stable Micro Systems ®, Godalming, Reino Unido). Os pardmetros

de firmeza, consisténcia, coesividade e indice de viscosidade foram avaliados usando um
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teste de compressdo empregando a sonda A/BE com um diametro de 40 mm. As amostras
foram homogeneizadas e colocadas em um copo de teste de acrilico até atingir um volume
de 150 mL (altura de 50 mm). A velocidade do teste foi definida para 1 mm/s com uma
distancia maxima de 30 mm. A avaliacdo da amostra foi conduzida em quadruplicata nos
dias 1,7, 14, 21 e 28 a temperatura de 6,0 a 6,5 °C. Como resultado desses experimentos,
curvas de forca-tempo foram construidas e analisadas para determinar os parametros

mecanicos (firmeza, consisténcia, indice de viscosidade, coesividade).

3.6 ANALISES MICROBIOLOGICAS

Para conduzir andlises de mofo e levedura nos dias 1, 7, 14, 21 e 28, placas Com-
pactDry YM foram utilizadas em triplicata. CompactDry YM € composto por um meio
de cultura seco coberto por uma camada de tecido absorvente, contribuindo para a ma-
xima produtividade e eficiéncia.

Para cada experimento, as amostras foram diluidas para 10 "' em dgua peptonada
esterilizada e autoclavadas a 121°C por 15 minutos. Posteriormente, 1 mL de cada
amostra diluida foi inoculado em placas CompactDry YM e incubadas a 25+1°C por 7
dias. Apds a incubacio, as contagens de coldnias foram conduzidas usando o contador de
coldnias Phoenix CP602. De acordo com a legislacdo brasileira, o padrdo para iogurte
estipula uma contagem total maxima de fungos/leveduras de 2,0 x 10 > UFC/g (Brasil,

2007).

3.7 TRATAMENTO ESTATISTICO DE DADOS

A diferenciagao estatistica dos dados foi realizada usando analise de variancia uni-
direcional (ANOVA). Um valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo
para diferengas entre os grupos de dados. O teste de Tukey foi posteriormente aplicado

para avaliar as diferencas médias especificas entre os grupos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CULTURAS BIOPROTETORAS NA ACIDEZ TITULAVEL

A Figura 1 mostra um aumento significativo da acidez titulavel (%) em todas as
amostras de iogurte durante o armazenamento (p < 0,05). Notavelmente, o iogurte
Controle-1 exibiu acidez tituldvel significativamente maior em comparacdo ao iogurte H,

sem diferenca significativa observada em relacdo ao iogurte F (p > 0,05).

Figura 1. Variagdo da acidez titulavel (%) ao longo dos 28 dias. Controle-1: 0,03% de conservante qui-
mico; Controle-2: 0% de conservante quimico e culturas comerciais de bioconservantes; H: 0,2% HOLD-
BAC YM-B; F: 0,2% FRESHQ-11. a, b, ¢, d — Diferencas significativas entre as médias dependendo dos

dias de armazenamento de um dado iogurte (p < 0,05). A, B, C, D — Diferencas significativas entre as

médias dependendo dos iogurtes em um dado dia de armazenamento (p < 0,05).
0,84 & Control-1 O Control-2 EH =F

081
0,78 -
075

0,72
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069 -
0,66
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o

0,60

21
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Fonte: Elaborado pelos autores

O iogurte H apresentou acidez tituldvel significativamente menor (p < 0,05)
durante todo o periodo estudado. Essa redu¢do pode ser explicada pela conversao do dcido
lactico em dcidos propidnico e acético causada por P. freudenreichii ssp. Shermanii. Por
isso, a acidez tituldvel (%) permaneceu menor durante o periodo de armazenamento,
principalmente porque a dosagem foi dobrada. O 4cido l4ctico, com uma constante de
dissociagdo acida em dgua a 25 °C (Ka=1,4x10 “e pKa =3,86), é mais forte que o acido
acético (Ka = 1,8x10 e pKa =4,75) e o 4cido propionico (Ka = 1,3x10 e pKa = 4,85).

A partir do dia 14, o iogurte Controle-2 apresentou valores significativamente
menores de acidez titulavel (%) em comparacao ao Controle-1 e ao iogurte F (p < 0,05)

e valores significativamente maiores que o iogurte H (p < 0,05).
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Ao comparar o iogurte Controle-1 com o iogurte Controle-2, observou-se que o
iogurte Controle-1, apresentou acidez tituldvel significativamente maior (p < 0,05) a
partir dos 7 dias de armazenamento a 7 = 1 °C. Além das culturas utilizadas, a pds-
acidificacdo do iogurte depende de outros fatores, como a composi¢do da matéria-prima,
o processo de fabricacdo e o tempo de fermentacdo, que foi 30 minutos a mais para o
iogurte Controle- 2 do que para o iogurte Controle-1. Numerosos estudos observaram que
a composi¢ao de bebidas fermentadas desempenha um papel crucial na determinacio do
valor final do pH e suas alteragdes durante o armazenamento refrigerado, que sao
influenciadas pela capacidade tampao da bebida, os niveis de nitrogénio ndo proteico e
vitaminas e a disponibilidade de carboidratos fermentdveis necessdrios para o
crescimento de microrganismos (Ashna et al., 2022). Além disso, certas espécies de
fungos e leveduras podem elevar o pH do meio, o que pode explicar a acidez mais baixa
do iogurte Controle-2, que apresentou alto nivel de contaminacio por leveduras. As
bactérias do 4cido lactico produzem &cidos organicos, principalmente 4cido l4ctico,
enquanto as leveduras assimilam esses dcidos, formando dlcool e CO,, aumentando assim
o pH (Viljoen, 2001).

O comportamento dos iogurtes contendo a cultura bioprotetora L. rhamnosus,
apresentando acidez tituldvel significativamente maior (%) em comparagdo ao iogurte
Controle-2 ao longo de 28 dias, estd de acordo com um estudo conduzido por Khan-
Mohammadi et al. (2023). Em seu estudo, os menores valores de pH foram observados
em T1 (iogurte formulado com culturas iniciais contendo 10° UFC/mL de L. rhamnosus)
e T3 (iogurte formulado com culturas iniciais contendo 10° UFC/mL de L. rhamnosus e
10° UFC/mL de Penicillium expansum) durante todo o periodo do estudo. Interpretou-se
que isso poderia ser atribuido a presenca da bactéria probidtica L. rhamnosus em
combinacdo com as culturas iniciais do iogurte. Em seu estudo, o iogurte TO, que é
comparavel ao iogurte Controle-2 na presente pesquisa, continha apenas as culturas
iniciais e exibiu um pH similarmente mais alto do que os iogurtes com culturas
bioprotetoras.

Virios outros estudos mostraram que bactérias do acido lactico (BAL), como F

(L. rhamnosus), produzem &cido lactico e vérios tipos de dcidos organicos durante e apds
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a fermentagdo, aumentando assim a acidez tituldvel do iogurte e reduzindo o pH, tornando
o ambiente desfavordvel ao crescimento de microrganismos indesejdveis, como bactérias
patogénicas, leveduras e fungos. Por exemplo, Arena et al. (2016) relataram que, entre os
dcidos organicos produzidos por BAL, os metabdlitos mais bem caracterizados e eficazes
sd0 0 4cido lactico e o dcido acético, que sdo bioativos em sua forma protonada em pH
baixo. Garnier et al. (2020) também relataram que os dcidos propidnico, lactico, acético
e butirico foram os produtos de fermenta¢do mais abundantes gerados no leite fermentado

produzido com L. rhamnosus e Acidipropionibacterium jensenii.

4.2 CULTURAS BIOPROTETORAS NA TEXTURA DO IOGURTE

De acordo com a Tabela 2, os pardmetros de textura do iogurte (firmeza, consis-
téncia, coesividade e indice de viscosidade) apresentaram comportamento semelhante,
onde aumentaram significativamente durante o armazenamento por 28 dias a 71 °C (p
<0,05), exceto para o iogurte H para todos os parametros e o iogurte F para os parametros
de coesividade e indice de viscosidade, que ndo apresentaram variacdo significativa (p >
0,05) quando comparado o primeiro dia com o dia 28.

Para os iogurtes com culturas bioprotetoras H e F, esses parametros foram signi-
ficativamente menores (p < 0,05) do que os observados no iogurte Controle-2, mas nao
apresentaram diferenca significativa (p > 0,05) em relagdo ao iogurte Controle-1 com 28
dias de armazenamento. Entretanto, o iogurte H (cultura HOLDBAC-YMB na dosagem
de 0,2% v/v) apresentou resultados elevados para esses parametros até 7 dias de armaze-

namento, mas apods esse periodo, apresentou queda acentuada.
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Tabela 2. Propriedades de textura do iogurte durante a vida util, firmeza (for¢a g), consisténcia (g-seg),
coesdo (forca g) e indice de viscosidade (g-seg). a, b, c, d - Diferencas significativas entre as médias de
cada linha (p < 0,05). A, B, C, D - Diferencas significativas entre as médias de cada coluna (p < 0,05)

Firmeza (forca g)

Dias Controle-1 Controle-2 H F
1 22,240,2 °B 25,620,5 ¢ 24,50,5 <A 22,540,3 B
7 23,120,2 € 25,620,448 27,702 4 24,6£0,7 &
14 23,2404 € 29,6+0,7 <A 27,3+0,7 *B 24,3+0,1 €
21 22,7+0,6 P 33,340,6 26,3+0,6 *B 24,620,6 2
28 25,0+0,7 8 31,4£1,6 %4 24,7£0,3 B 24,9+0,6 &
Consisténcia (g-seg)
461,749,0 € 564,5£12,7 9 | 517,3%10,3 B 471,946,8 ¢
7 488,6x10,3 544,9+£7,6 48 612,748,4 A 508,0£9,2 %
14 487,2+6,7 P 649,5421,4 A | 578,8+11,1 %8 528,3£5,7C
21 470,445,2 % 738,4425,8 A 545,6£6,9 B 532,5+14,3 8
28 529,4+15,4 8 685,6424,2 % | 524,6£7,3 8 524,444,9 B
Coesao (forca g)
1 16,0+0,7 8 18,8+0,7 <A 16,9+0,2 8 16,3£0,3 #8
7 16,6+0,5 B 17,7+0,3 B 19,7204 A 17,1£0,4 8
14 16,4+0,6 *© 21,3125 19,4+0,4 B 16,7+0,4 *©
21 15,7£0,6 *© 23,840,5 * 17,8+0,7 8 17,340,5
28 17,5+0,3 *© 21,120,7 A 17,120,2 B 16,7£0,4 B
Indice de viscosidade (g-seg)
1 4,4£0,8 *B 11,4429 A 6,6£0,9 B 4,740,5 %
7 5,241,1 #¢ 9,9+0,9 B 18,0+0,7 * 6,720,7 B¢
14 4,6£0,3 *C 20,3+1,5 % 13,041,8 %8 6,620,9 €
21 3,241,2 ¢ 32,142,634 8,3x1,1 B 7,5£0,6 B
28 7,6£1,2 % 22,1448 A 6,9+0,4 B 5,7+0,6 B

Fonte: Elaborado pelos autores

L. rhamnosus e P. freudenreichii sdo espécies conhecidas por sua capacidade de
produzir exopolissacarideos (EPS), que contribuem para as propriedades texturais e
reoldgicas de produtos lacteos fermentados, como iogurte. Embora a producdo de EPS
possa variar entre diferentes cepas, a literatura fornece evidéncias substanciais de que
cepas de L. rhamnosus e P. freudenreichii sdao capazes de produzir quantidades
significativas de EPS (Deutsch et al., 2008; Guyomarc'h et al., 2020).

Os valores dos parametros de textura dos iogurtes com as culturas bioprotetoras

que permaneceram abaixo do iogurte Controle-2 estdo de acordo com um estudo de Zhao
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e Liang (2022), que observou que a firmeza dos iogurtes contendo a cultura bioprotetora
L. Plantarum MCS5 foi menor que a do iogurte controle S. Portanto, a adi¢do de L.
Plantarum MCS reduziu significativamente a firmeza das amostras de iogurte. De acordo
com esses autores, resultados semelhantes foram relatados por Bancalari et al. (2020),
onde foi observado que a firmeza dos iogurtes feitos com culturas produtoras de EPS foi
geralmente menor do que a do iogurte controle feito sem culturas iniciadoras produtoras

de EPS.

4.3 CULTURAS BIOPROTETORAS NA INIBICAO DE FUNGOS E LEVEDURAS

Para melhor avaliar o crescimento de fungos e leveduras em iogurtes formulados
com e sem culturas bioprotetoras, os iogurtes foram contaminados intencionalmente com
fungos e leveduras na concentracdo de 1,2 x 10" UFC/g de iogurte ap6s a etapa de resfri-
amento a 25°C. Os ensaios foram realizados apds 1, 7, 14, 21 e 28 dias de armazenamento
em camara fria a 7+1°C. A diluicdo de 10! foi usada para todas as amostras de iogurte

(fungos e leveduras) cujos resultados encontam-se na Tabela 3.

Tabela 3. Concentragdo de fungos/leveduras (UFC/ mL) ao longo dos 28 dias. Controle-1: 0,03% de con-
servante quimico; Controle-2: 0% de conservantes quimicos e culturas bioconservantes comerciais; H:
0,2% HOLDBAC YM-B; F: 0,2% FRESHQ-11.

Dias Controle-1 Controle-2 H F
1 20 ausente ausente 20
7 10 660 ausente 30
14 20 11.500 150 50
21 30 18.000 20 1.720
28 30 21.000 ausente 3.600

Fonte: Elaborado elos autores

Consideraveis contagens de fungos e leveduras foram observadas apds 14 dias,
particularmente evidentes para o iogurte Controle-2 (sem conservantes quimicos e bio-
conservantes), que apresentou uma contagem de 11.500 UFC/mL, excedendo o padrdo
da legislacao brasileira de 200 UFC/mL. A partir do dia 21 em diante o iogurte Controle-

2 apresentou supercrescimento de leveduras, contagens de 18.000 UFC/mL e ap6s 28 dias
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de armazenamento (21.000 UFC/mL). No iogurte Controle-1, foi detectada menor for-
macao de fungos ou leveduras ao longo do periodo de armazenamento de 28 dias a 7+1°C.

Apés 14 dias de armazenamento a 7+1°C, os iogurtes contendo as culturas
bioprotetoras H e F apresentaram contagens de fungos e leveduras de 150 e 50 UFC/mL,
respectivamente, dentro do padrdo estabelecido pela legislacdo brasileira. Dentre os
iogurtes contendo culturas bioprotetoras na dosagem de 0,2% v/v, sem conservantes
quimicos, o iogurte F sofreu contaminacao significativa por fungos e leveduras apés 21 e
28 dias de armazenamento, contabilizando 1.720 UFC/mL e 3.600 UFC/mL,
respectivamente. Entretanto, o iogurte H, que utilizou dosagem dobrada de HOLDBAC-
YMB, manteve a presenca de fungos e leveduras abaixo do padrao da legislacao brasileira
para iogurte (200 UFC/mL) ao longo dos 28 dias de armazenamento.

Considerando os resultados obtidos na Tabela 3 ao longo do periodo de estudo de
28 dias, os experimentos com iogurte contendo as culturas bioprotetoras HOLDBC-YMB
e FRESHQ-11 demonstraram desempenho muito eficaz na inibicdo de fungos e
leveduras, mesmo com contaminac¢do inicial de 1,2 x 10' UFC/ g. Isso foi particularmente
notdvel no iogurte H, onde a cultura bioprotetora comercial HOLDBAC-YMB foi
utilizada na dosagem de 0,2% v/v. Portanto, os resultados obtidos usando bioconservantes
sem adicdo de conservantes quimicos sdo altamente significativos para pesquisas futuras
em escalas piloto e industrial.

Schwenninger et al. (2008) demonstraram que a combinacdo de Lactobacillus
paracasei subsp. paracasei SM20 e Propionibacterium jensenii aumentou a produgdo de
acido acético e dcido propionico, mas diminuiu a concentracgdo de lactato. Foi levantada
a hipétese de que o lactato foi consumido por ambas as bactérias. Particularmente, as
propionibactérias podem estender o periodo de armazenamento de produtos alimenticios
fermentados devido aos seus componentes antimicrobianos. Este resultado estd alinhado
com a presente pesquisa, considerando que o iogurte H, que utilizou as culturas
bioprotetoras L. rhamnosus e Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii,
apresentou melhor desempenho na inibi¢do de fungos e leveduras em comparagdo ao F

(L. rhamnosus) na mesma dosagem de 0,2% v/v.
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5 CONCLUSOES

O iogurte H teve uma acidez tituldvel significativamente menor durante o periodo
estudado. Os parametros de textura dos iogurtes contendo culturas bioprotetoras comer-
ciais H e F (firmeza, consisténcia, coesividade e indice de viscosidade) foram significati-
vamente menores do que aqueles observados no iogurte Controle-2 e nao diferiram sig-
nificativamente do iogurte Controle-1 apds 28 dias de armazenamento. Os iogurtes con-
tendo culturas bioprotetoras H e F demonstraram excelente desempenho na inibi¢do de
fungos e leveduras, apesar da contaminagdo inicial de 1,2 x 10" UFC/g de iogurte, espe-
cialmente o iogurte H usando a cultura bioprotetora comercial HOLDBAC-YMB na do-
sagem de 0,2% v/v. Assim, os resultados obtidos neste estudo usando bioconservantes
sem o uso de conservantes quimicos sdo altamente significativos para pesquisas futuras

em escalas piloto e industrial.
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