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RESUMO

Produtos lacteos como os iogurtes apresentam alto valor nutritivo, porém sao
passiveis da agao de microrganismos deteriorantes e patogénicos, o que torna
importante o desenvolvimento de alternativas para reduzir ou eliminar essa microbiota
indesejavel. O uso de substancias de origem natural, como o extrato de café, consiste
em uma opg¢ao interessante por apresentar potencial antimicrobiano, além de
proporcionar um sabor apreciavel pelos consumidores. Este trabalho objetivou avaliar
o efeito da adigdo de extrato de Coffea canephora torrado sobre o crescimento de
microrganismos patogénicos e deteriorantes em iogurte probidtico, além das bactérias
iniciadoras e probioticas. Foram produzidas formulagdes de iogurte com a adi¢éo de
extrato de café canéfora a 5,0% (EC) e culturas probidticas de Lactobacillus
acidophilus (La) e/ou Bifidobacterium animalis subsp. lactis (Bal). Foram obtidos oito
ensaios, um correspondente ao padrao (P) sem extrato de café ou presenca de
microrganismos probidticos (P, PEC, PLa, PLaEC, PBal, PBalEC, PLaBal e
PLaBalEC). As oito formulagdes foram repetidas e contaminadas com quantidades
conhecidas de cepas de Salmonella enterica sorovar Typhimurium ATCC 14028 e
Escherichia coli ATCC 43888, o que correspondeu ao controle positivo. As amostras
sem microrganismos contaminantes corresponderam ao controle negativo. O
crescimento microbiano foi avaliado durante sete semanas (42 dias) por meio da
contagem em placas das culturas lacticas de Streptococcus thermophilus e
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus; dos microrganismos probioticos
Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium animalis subsp. lactis; além de E. coli,
Salmonella sp. e bolores e leveduras. Para os ensaios do controle negativo foi
realizada a caracterizacdo da composi¢cao quimica, propriedades fisico-quimicas,
perfil de textura e viscosidade, qualidade microbiolégica e avaliacdo sensorial.
Identificou-se que houve manutengéo da viabilidade dos microrganismos das culturas
iniciadoras e probidticas em presenca do extrato de café. Constatou-se atuagao do
extrato de café como inibidor de crescimento de E. coli e Salmonella enterica sorovar
Typhimurium apds 6 a 7 semanas de armazenamento. Pode-se dizer que houve efeito
antimicrobiano do extrato de C. canephofora torrado sobre o crescimento de
microrganismos patogénicos sem que fosse afetada a viabilidade das culturas
iniciadoras e probidticas no iogurte formulado. Verificou-se ainda que os iogurtes
foram classificados como integrais quanto ao teor de lipideos e apresentaram-se em
conformidade com a legislagdo brasileira para o teor de proteinas e acidez. As
propriedades fisico-quimicas, perfil de textura e viscosidade analisados mantiveram-
se de acordo com os aspectos tecnoldgicos para o desenvolvimento de iogurtes. Para
os atributos sensoriais de aparéncia, cor, sabor, textura e impressao global avaliados
em P, PEC, PLaBal e PLaBalEC, os ensaios com extrato de café tiveram indices de
aceitabilidade menores, exceto para o atributo aroma, onde o iogurte probiotico com
adicao de extrato de café apresentou indice de aceitabilidade superior. Considerando-
se a impressao global, os quatro ensaios apresentaram valores superiores a 70%,
admitido como percentual minimo de indice de aceitabilidade. Os resultados indicam
que o extrato de café canéfora pode ser aplicado como agente antimicrobiano
alternativo no controle de patégenos em produtos lacteos contendo microrganismos
probioticos, além do seu potencial sob o ponto de vista tecnologico, para aplicagao
em outras matrizes alimentares.

Palavras-chave: leite fermentado; Lactobacillus acidophilus; Salmonella typhimurium;
Escherichia colli.



ABSTRACT

Dairy products such as yogurts have a high nutritional value, being susceptible to the
action of deteriorating and pathogenic microorganisms, which makes it important to
develop alternatives to reduce or eliminate the undesirable microbiota in these
products. The use of substances of natural origin, such as coffee extract, is an
interesting option because it has antimicrobial potential, in addition to providing an
appreciable flavor by consumers. This work aimed to evaluate the effect of adding
roasted Coffea canephora extract on the growth of pathogenic and spoilage
microorganisms in probiotic yogurt, in addition to the starters and probiotic bacteria.
Yogurt formulations were produced with the addition of 5.0% Coffea canephora extract
(EC) and probiotic cultures of Lactobacillus acidophilus (La) and/or Bifidobacterium
animalis subsp. lactis (Bal). Eight assays were obtained, one corresponding to the
standard (P) without coffee extract or the presence of probiotic microorganisms (P,
PEC, PLa, PLaEC, PBal, PBalEC, PLaBal and PLaBalEC). The eight formulations
were repeated with strains of Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028
and Escherichia coli ATCC 43888, which corresponded to the positive control. Samples
without contaminating microorganisms corresponded to the negative control. Microbial
growth was evaluated for seven weeks (42 days) by counting the lactic cultures of
Streptococcus thermophilus and Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus; of the
probiotic microorganisms Lactobacillus acidophilus and Bifidobacterium animalis
subsp. lactis; in addition to Escherichia coli, Salmonella sp. and molds and yeasts. For
the negative control assays, the characterization of the chemical composition,
physical-chemical properties, texture and viscosity profile, microbiological quality and
sensory evaluation was carried out. It was identified that there was the maintenance
of the viability of the microorganisms of the starter cultures and probiotics in the
presence of the coffee extract. However, the coffee extract acted as a growth inhibitor
for Escherichia coli and Salmonella enterica serovar Typhimurium after 6 to 7 weeks
of storage. Therefore, it can be said that there was an antimicrobial effect of the roasted
Coffea canephora extract on the growth of pathogenic microorganisms without
affecting the viability of starter cultures and probiotics in the formulated yogurt. It was
also verified that the yogurts complied with the Brazilian legislation for the contents of
lipids, proteins and acidity. The physical-chemical properties, texture profile and
viscosity analyzed remained under the technological aspects for the development of
yogurts. Regarding the sensory attributes of appearance, color, flavor, texture and
overall impression evaluated in P, PEC, PLaBal and PLaBalEC, the tests with coffee
extract (PEC and PLaBalEC) had lower acceptability indices, except for the aroma
attribute, where the probiotic yogurt with the addition of coffee extract showed a higher
acceptability index. Considering the overall impression, the four tests showed values
greater than 70%, admitted as a minimum percentage of the acceptability index. The
results indicate that the canephora coffee extract can be applied as an alternative
antimicrobial agent in the control of pathogens in dairy products containing probiotic
microorganisms, and also indicate its potential from the technological point of view, for
application in other food matrices.

Keywords: fermented milk; Lactobacillus acidophilus; Salmonella typhimurium,
Escherichia coli.
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1 INTRODUGAO

Os leites fermentados, como o iogurte, sdo ricos em nutrientes e por isso sao
substratos adequados para a agdo de microrganismos deteriorantes e/ou patogénicos
(ABDELHAMID; EDRIS; SADEK, 2023). Autores como Carocho, Morales e Ferreira
(2015) e Misra et al. (2017) destacam que mesmo diante de uma ampla disponibilidade
de meios tecnoldgicos empregados na conservagao, a presenga de microrganismos
indesejados nesses alimentos ainda € uma problematica. Nesse contexto, se justifica
a necessidade de explorar alternativas que visem contribuir com a inibicdo da
microbiota indesejavel na industria de laticinios.

Nesse sentido destaca-se o uso de substancias antimicrobianas encontradas
em vegetais e em gréos, como € o caso do café, conhecido por apresentar uma
diversidade de caracteristicas distintas referentes a sabor, niveis de torra, presenca
ou auséncia de cafeina, presenga de acidos clorogénicos, melanoidinas, entre outros,
0 que faz com que se destaque como uma das bebidas mundialmente mais
consumidas (BUTT; SULTAN, 2011).

Dentre os principais beneficios do consumo de café podem ser citados os
efeitos antioxidantes e prevencédo contra o cancer, doencas cardiovasculares,
obesidade e diabetes (SUN et al.,, 2006). O extrato deste pode contribuir com o
controle do crescimento microbiano, sem provocar riscos aos consumidores ou
comprometer a seguranga desses produtos, ou seja, amplia sua longevidade sem
impactar sua integridade (SINGH, 2018), aliado a um sabor apreciavel.

Outro fator importante a ser considerado sobre o iogurte € que os produtos
lacteos fermentados sao considerados alimentos adequados para a administragao de
bactérias probidticas ao consumidor (CASTEELE et al., 2006). Para tanto, é usual
incorporar bactérias iniciadoras (Streptococcus thermophilus e Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus) juntamente com culturas probidticas (SHORI; BABA,
2015).

No caso do iogurte, as bactérias da cultura starfer ndo sobrevivem as
condi¢cbes gastrointestinais ou ndo possuem a capacidade de colonizar o intestino
humano, o que torna improvavel que fornegam beneficios terapéuticos (SHAH; JELEN,
1990; SHAH, 2000; THARMARAJ; SHAH, 2003). Por esta razdo, microrganismos
probidticos sdo adicionados junto com as culturas starters do iogurte visando alcancar

beneficios funcionais para os seres humanos ja que se tratam de microrganismos
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vivos com capacidade de transitar pelo trato gastrointestinal e, ao fazé-lo, beneficiam
a saude do consumidor (TANNOCK et al., 2000; SACCARQO et al., 2011).

Varias espécies dos géneros Bifidobacterium sp. e Lactobacillus sp. vém
recebendo atencdo como probidticos. Dentre os beneficios da associagao desses
microrganismos estdo a contribuicdo para uma recolonizagdo mais rapida da
microbiota intestinal apds administragcao de antibidticos, tratamento e prevengao da
diarreia, alivio da constipacéo, possivel tratamento da doenca inflamatdria intestinal,
reducao da intolerancia a lactose em alguns individuos, redug&o no nivel de colesterol
sérico, aumento da resisténcia a infecgdes microbianas, impacto na funcéo
imunoldgica e papel potencial na prevengdo do cancer (VARGA, 1999; MOLLER; DE
VRESE, 2004; LEAHY et al., 2005; MORIYA et al., 2006; ZAVISIC et al., 2012; SULE
etal., 2014).

Canci et al. (2022) estudaram o potencial antimicrobiano de extratos de café
arabica (Coffea arabica) e canéfora (Coffea canephora) sobre o crescimento de
microrganismos patogénicos e bactérias lacticas, observando que os extratos ndo
afetaram o crescimento microbiano de Lactobacillus plantarum e Lactobacillus
rhamnosus, mas inibiram a atividade bioldégica das bactérias patogénicas testadas
(Salmonella enterica sorovar Typhimurium, Escherichia coli e Staphylococcus aureus).
Dessa maneira concluiram que, o uso de extratos de café pode consistir em uma
opg¢ao como conservante em alimentos funcionais, por permitir o crescimento dos
probidticos enquanto atua na inibigdo de microrganismos patogénicos.

Diante desse exposto, acredita-se que por meio do uso de compostos
bioativos de origem natural como o extrato de café pode-se melhorar a qualidade
microbiolégica de produtos lacteos durante sua vida util (MUELLER et al., 2011;
JUNSATHIAN et al., 2018; MANCINI; WANG; WEAVER, 2018).

Portanto, espera-se verificar se ha interferéncia do extrato de café no
desenvolvimento da cultura starter de Streptococcus thermophilus e Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus e probidticos Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium
animalis subsp. lactis presentes no iogurte produzido e, ainda, identificar se a espécie
de Coffea sp. estudada possui potencial de inibicdo no crescimento de Escherichia
coli, Salmonella sp. e bolores e leveduras, conforme preconizado pela legislagéo
vigente (BRASIL, 2022). Também espera-se contribuir com informacgdes cientificas de
uma possivel alternativa de saborizagdo em produtos lacteos, associada ao aumento

da vida util desses produtos e a beneficios funcionais para os consumidores.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito do extrato de Coffea canephofora torrado sobre o crescimento
microbiano de culturas iniciadoras, probidticas e microrganismos deteriorantes e

patogénicos em iogurte probidtico.

2.2 Objetivos especificos

- Elaborar diferentes formulagdes de iogurte probidtico;

- Avaliar o efeito do extrato de café canéfora torrado sobre a contagem dos
microrganismos da cultura starter (Streptococcus thermophilus e Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus) durante 42 dias de armazenamento refrigerado, a fim
de verificar a manutencao da viabilidade celular;

- Acompanhar o crescimento dos microrganismos probidticos Lactobacillus
acidophilus e Bifidobacterium animalis subsp. lactis adicionados ao iogurte;

- Verificar a atuacdo do extrato de café sobre o crescimento dos
microrganismos Escherichia coli, Salmonella enterica sorovar Typhimurium e bolores
e leveduras;

- Caracterizar as formulagdes de iogurte em relagdo a composi¢cdo quimica
(gordura, proteina total, umidade, extrato seco total e teor de extrato seco
desengordurado) e propriedades fisico-quimicas (pH, acidez, cor e sinérese);

- Avaliar o perfil de textura (firmeza, elasticidade, coesividade e gomosidade)
e viscosidade das formulagdes de iogurte;

- Realizar a caracterizagao microbiologica e sensorial dos iogurtes.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 logurte

O consumo de leites fermentados esta relacionado a imagem de alimentos
saudaveis e nutritivos, ja que ocorrem diversas alteragdes bioquimicas na matéria-
prima durante a fermentacdo que proporciona efeitos benéficos para seus
consumidores (WALSTRA; WOUTERS; GEURTS, 2006; RIBEIRO et al., 2018;
ABDELHAMID; EDRIS; SADEK, 2023).

O iogurte é um leite fermentado que se caracteriza como fonte de sais
minerais, dentre eles potassio, zinco, fésforo e calcio, sendo que este ultimo é
essencial para a formagao de ossos e dentes, beneficiando o crescimento de criancas
e reduzindo os riscos de osteoporose em adultos (DEMIRKOL; TARAKCI, 2018;
RIBEIRO et al., 2018; MAHARANI; SOVIANA; PISESTYANI, 2020). Porém, outros

beneficios estdo associados ao consumo regular de iogurte, como por exemplo:

Melhor digestibilidade de proteinas e aglcares em relagao ao leite; estimulo
dos movimentos peristalticos em consequéncia da presenga de acido lactico,
facilitando a digestdo; combate a problemas bucais; colonizagdo do trato
gastrointestinal por microrganismos benéficos; desenvolvimento e
manutencao do sistema de sustentagdo; combate a inflamacdes e estimulo
do sistema imunoldgico; estimulo da producdo de horménios e enzimas;
facilidade na absorcao de sais minerais, etc (RIBEIRO et al., 2018, p. 463).

Esse alimento é produzido por meio da fermentacdo do leite, onde as
bactérias utilizadas para sua elaboracdo sdo conhecidas como culturas starters ou
iniciadoras (GARRIGUES, 2017; COOPER, 2019; DESHWAL et al., 2021). Durante o
processo fermentativo as bactérias produzem acido lactico, que ira atuar na proteina
do leite e assim conferir ao produto textura e caracteristicas especificas. Dentre os
leites utilizados como matéria-prima, o de vaca é o mais empregado devido a sua
maior oferta, porém, os leites de bufalas, cabras, ovelhas, éguas, camelos e iaques
também podem ser utilizados (COOPER, 2019).

Em termos legais, “entende-se por iogurte o produto resultante da
fermentacao do leite pasteurizado ou esterilizado, cuja fermentagédo se realiza com
cultivos de protosimbidticos de Streptococcus salivarius subsp. thermophilus e
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus” (BRASIL, 2007, p. 02). Além disso, outros

microrganismos, como lactobacilos e bifidobactérias também podem ser adicionados
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durante ou apés a preparacéao do iogurte (KARAM et al., 2013; COOPER, 2019).

Para producao do iogurte € aquecido o leite a cerca de 85 a 95 °C visando
desnaturar as proteinas do soro de modo que se associem as micelas de caseina.
Posteriormente, o leite é resfriado até cerca de 42 a 45 °C, para que a cultura starter
seja adicionada. Essa temperatura € mantida até que seja atingido pH 4,6, portanto,
pode variar entre quatro a sete horas de fermentacao (RIBEIRO et al., 2018; COOPER,
2019).

No processamento do iogurte a espécie S. thermophilus é a primeira a se
desenvolver e produzir diacetil, acido latico, acido acético e acido férmico. Depois
inicia-se a multiplicacéo de L. bulgaricus, que apesar de apresentar crescimento mais
lento, possui atividade proteasica, liberando no meio aminoacidos e peptideos
provenientes da hidrolise de proteinas lacteas. Os peptideos sao considerados fatores
de crescimento e estimulam novamente o crescimento de S. thermophilus. Entretanto,
a acidificagdo do meio cessa o crescimento S. thermophilus e facilita o crescimento
de L. bulgaricus, que produz acetaldeido. Este composto juntamente com o diacetil

confere o aroma caracteristico do iogurte (RIBEIRO et al., 2018).

3.2 Alimentos funcionais

Os alimentos funcionais podem ser definidos como aqueles nos quais
concentragbes de um ou mais ingredientes sdo modificadas para aumentar suas
contribuigdes para uma dieta saudavel (DOROTA; BIRGIT; KLAUS, 2010; COOPER,
2019). De maneira semelhante, Shah (2001) define alimentos funcionais como
"alimentos que contém algum componente promotor de saude além dos nutrientes
tradicionais".

De acordo com Ballini et al. (2023) um alimento pode ser considerado
funcional se apresentar além de sua composi¢ao nutricional basica, efeito benéfico
sobre uma ou mais fungdes fisiolégicas, como melhorar a saude ou diminuir o risco
de desenvolver doengas. Portanto, os alimentos funcionais possuem ingredientes
ricos em nutrientes, mas também podem ser enriquecidos com vitaminas, minerais,
probidticos, prebidticos e fibras (BAKER et al., 2022).

Na contemporaneidade varios componentes alimentares tém sido
adicionados a alimentos com a finalidade de promover a saude, como & o caso dos
prébioticos, probiodticos e simbidticos (BERG, 1998; ATLAS, 1999; ROWLAND, 1999;
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ARYANA; MCGREW, 2007; COOPER, 2019; LAI; HOW; PUI, 2022).

Inicialmente um probiético foi definido como suplemento alimentar microbiano
vivo com capacidade de afetar beneficamente o hospedeiro por melhorar seu balango
microbiano intestinal (FULLER, 1992). Posteriormente essa definicdo foi modificada
por Havenaar e Huis in’t Veld (1992) que atribuiram esse termo para “cultura simples
ou mista de microrganismos vivos que promove a melhoria das propriedades da
microflora nativa do homem e outros animais” (COOPER, 2019). Entretanto, uma nova
reformulacao dessa definicdo ocorreu e os probidticos passaram a ser definidos como
"microrganismos vivos que, quando administrados em quantidades adequadas,
conferem um beneficio a saude do hospedeiro" (HILL et al., 2014, p. 507).

Desde entdo, diversos produtos probidticos tém sido desenvolvidos e
comercializados, sendo divididos em categorias. Na primeira estdo os alimentos
fermentados convencionais, que sdo consumidos pela populagao principalmente por
motivos nutricionais. Na segunda categoria estdo os suplementos para alimentos e
leites fermentados que utilizam bactérias probidticas em suas formulagdes. Por ultimo
estd a categoria dos suplementos alimentares, onde os probidticos séao
comercializados na forma de capsulas, tabletes e sachés contendo culturas
bacterianas liofilizadas (HUI; EVRANUZ, 2012; TRIPATHI; GIRI, 2014; COOPER,
2019).

Dentre as formas mais comuns de uso dos probidticos estdo os produtos
lacteos, como leites fermentados e queijos, pois esses produtos promovem o
crescimento desses microrganismos durante a fase de fermentagao, além de fornecer
excelente densidade de nutrientes (SAAD et al.,, 2011; RIBEIRO et al., 2018;
FENSTER et al., 2019; DESHWAL et al., 2021). Embora cada cepa de microrganismo
seja unica, alguns aspectos devem ser considerados quando se seleciona um
probidtico, ou seja, deve-se analisar antecipadamente as propriedades tecnoldgicas
de um microrganismo probiético (RIBEIRO et al., 2018). Além disso, matrizes
alimenticias e processos de producdo também precisam ser adequadamente
selecionados, pois podem afetar a viabilidade da cepa no produto final € no intestino
(RIBEIRO et al., 2018).

Nesse sentido é importante frisar que a sobrevivéncia dos microrganismos
probidticos no produto durante toda a sua vida util € considerada uma exigéncia pois
trata-se da maneira pelos quais os efeitos benéficos das cepas sao verificados
(FORSSTEN; SINDELAR; OUWEHAND, 2011; RIBEIRO et al., 2018). Sendo assim,
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pode-se dizer que a preparagao de alimentos probioticos precisa ser definida por meio
da presenca de microrganismos viaveis € em numero suficiente para alterar a
microbiota intestinal do hospedeiro, onde uma dosagem diaria de 6 Log (UFC/g ou mL)
de células viaveis é considerada a dose minima (COOPER, 2019).

Porém, a quantidade das cepas probidticas nos alimentos depende de fatores,
como ingredientes utilizados na fabricagéo, cultura starter empregada em conjunto
com as culturas probioticas, condi¢gdes de processamento, temperaturas empregadas
durante a produgao, condi¢cdes de aeracéo, condigdes da embalagem, estocagem e
transporte do produto (TRIPATHI; GIRI, 2014; RIBEIRO et al., 2018).

Entretanto, Ray e Bhunia (2014) salientam que em um alimento funcional
probiotico os microrganismos utilizados devem apresentar as seguintes propriedades:
fonte ou origem conhecida, resisténcia ao pH e sais biliares, capacidade de adeséo e
colonizacdo, exclusao competitiva de patégenos, regulagdo imune, seguranga,
estabilidade as condigbes de processamento de alimentos, boa avaliagdo sensorial e
aceitacdo do consumidor, eficacia em ensaios clinicos em humanos.

De maneira semelhante, Schillinger (1999), Rivera-Spinoza e Gallardo-
Navarro (2010) e Ribeiro et al. (2018), destacam que ao adicionar cepas probidticas
em alimentos fermentados, €& importante considerar o estado fisiolégico dos
microrganismos adicionados (fase de crescimento logaritmica ou estacionaria); a
concentracdo de microrganismo no momento do consumo; as condi¢des fisicas de
estocagem do produto; a composigéo quimica do produto onde as cepas probioticas
sao adicionadas; a possibilidade de interacao entre cepas probidticas e culturas starter.

Outro aspecto a ser considerado refere-se aos ingredientes utilizados na
formulagdo da matriz alimenticia, pois podem desempenhar uma acao protetora,
neutra ou prejudicial sobre a estabilidade de cepas probidticas (MATTILA-
SANDHOLM et al., 2002; FORSSTEN; SINDELAR; OUWEHAND, 2011).

A compatibilidade dos microrganismos probidticos com os diferentes
ingredientes utilizados apresenta um papel significativo na sobrevivéncia destes
(TRIPATHI; GIRI, 2014). Glicose, vitaminas, minerais, caseina, hidrolisados de
proteina do soro, extrato de levedura e antioxidantes podem ser usados em produtos
de origem lactea para aumentar a taxa de multiplicagdo de espécies probidticas como
lactobacilos e bifidobactérias (TRIPATHI; GIRI, 2014; RIBEIRO et al., 2018).

Compostos de origem proteica como concentrado proteico de soro e

hidrolisado acido de caseina também podem promover a multiplicacdo de
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microrganismos probiéticos pelo fornecimento de nutrigdo celular, pela redu¢ao do
potencial redox do meio e pelo aumento da capacidade tamponante do meio,
resultando em uma menor diminuigdo do pH (DAVE; SHAH, 1996; TRIPATHI; GIRI,
2014; RIBEIRO et al., 2018).

Diante desse contexto pode-se dizer que a realizacdo de pesquisas em
produtos lacteos fermentados contendo culturas probidticas vem sendo estimulada,
por consistir em uma opg¢ao para a produgao industrial de alimentos funcionais com
esses ingredientes além de representar um nicho de mercado lucrativo e em expanséo
e constituir-se em uma alternativa promissora no que se refere a influenciar
beneficamente a composicao e/ou a atividade metabdlica da microbiota intestinal de

seres humanos.

3.3 Microrganismos probioéticos

O termo “probidtico” foi introduzido por Lilly e Stillwell em 1965 sendo definidos
como microrganismos que estimulam o crescimento de outros organismos e, a partir
de 1989, Roy Fuller enfatiza que eles também seriam benéficos a saude do
hospedeiro (RUIZ et al., 2013). Assim, na contemporaneidade existem diversos
alimentos elaborados com microrganismos probidticos, que podem ser definidos como
“alimentos contendo microrganismos vivos que melhoram ativamente a saude dos
consumidores, melhorando o equilibrio da microflora no intestino” (FULLER, 1992;
THARMARAJ; SHAH, 2003).

Nesse sentido, estudos realizados por Szajewska, Wanke e Patro (2011)
comprovaram que o0s probidticos apresentam resultados positivos quando
administrados em quantidades adequadas tanto em alimentos como em
medicamentos. Probidticos sdo microrganismos vivos que podem afetar o sistema
imunolégico, modulando as respostas inflamatérias por meio de diferentes
mecanismos (ESMAEILI et al., 2018).

Herrera et al. (2013) ressaltam que os probidticos vém desempenhando um
papel significativo na atenuacao de doencas inflamatdrias no trato gastrointestinal e
que existem evidéncias de que sejam capazes de influenciar respostas imunes na
mucosa respiratoria.

Para isso, alguns critérios devem ser observados visando definir o potencial

probiotico dos microrganismos, como por exemplo a capacidade de sobrevivéncia das
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células em ambiente intestinal, tolerando pH baixo (pH 2,5 e 3,5), pepsina do
estdmago, sais biliares, pancreatina e capacidade de adesao ao muco intestinal (TUO
et al., 2013).

Os microrganismos probidticos consistem principalmente nas cepas dos
géneros Lactobacillus e Bifidobacterium, mas espécies de Bacillus, Pediococcus e
algumas leveduras também foram apontadas com aspectos positivos relacionados a
saude, pois desempenharam papel importante na protegdo do organismo contra
agentes prejudiciais além de fortalecerem o sistema imunologico (SOCCOL et al.,
2010).

Na industria de alimentos fermentados e laticinios, as bactérias acido lacticas
(BAL), classificadas como gram-positivas, ndo formadoras de esporos e catalase-
negativas, tém sido utilizadas devido a sua capacidade fermentativa e ao seu potencial
probidtico, como é o caso de espécies do género Lactobacillus, importantes para os
seres humanos (IBARRA et al., 2012; LINARES; ROSS; STANTON, 2016; PEI et al.,
2020).

Microrganismos do género Lactobacillus quando administrados em
quantidades adequadas na dieta proporcionam beneficios para o hospedeiro, como a
produgao de acidos graxos de cadeia curta que diminuem o pH luminal; estimulo ao
crescimento de bactérias intestinais benéficas; reducao das bactérias patogénicas
como o Clostridium difficile que esta associado a diarreia, cancer de célon, dermatite
atépica, doencas inflamatérias do intestino, diabetes tipo Il e disturbios do sistema
nervoso; entre outros efeitos (HILL et al., 2014; GOLDENBERG et al., 2017; PLAZA-
DIAZ et al., 2019).

Jiang et al. (2016) constataram que a fermentagdo com Lactobacillus sp. em
produtos alimenticios aumentou as propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias em
seres humanos. Sirilun et al. (2016) também identificaram que a fermentagdo com
Lactobacillus sp. aumentou as caracteristicas antibacterianas contra a levedura
Candida sp.

Entretanto, Shori e Baba (2015) salientam que é crescente o uso de
Bifidobacterium animalis subsp. lactis em conjunto com outras bactérias, como
Lactobacillus acidophilus ou Streptococcus thermophilus. Dentre os beneficios da
associagdao desses microrganismos estdo a atividade profilatica contra rotavirus
infeccioso em criancas e redugao do risco de infeccdo das vias aéreas superiores em
adultos saudaveis fisicamente ativos (WEICHERT; SCHROTEN; ADAM, 2012; WEST
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etal., 2014).

As bactérias acido lacticas como as espécies pertencentes aos géneros de
Lactobacillus e Bifidobacterium (ABDEL-RAHMAN; TASHIRO; SONOMOTO, 2013)
estdo prosperando em produtos alimenticios, principalmente em lacteos fermentados
ou fortificados (FENG et al., 2015), devido a facilidade de seu uso in situ e ex situ na
preservagao de alimentos (ABDEL-RAHMAN; TASHIRO; SONOMOTO, 2013).

3.3.1 Género Lactobacilllus

O género Lactobacillus € um grupo filogeneticamente diverso de bactérias que
possui mais de 200 espécies distribuidas em diferentes ecossistemas, incluindo o
corpo humano e produtos lacteos fermentados (CEAPA et al., 2016).

As espécies de Lactobacillus produzem acido lactico a partir da fermentagao
de carboidratos e em seres humanos colonizam o sistema digestivo e mucosa genital
feminina. Dentre os principais microrganismos pertecentes a esse grupo estdo: Lac-
tobacillus fermentum, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus antri, Lactobacillus gas-
tricus, Lactobacillus kalixensis, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus ultunensis, Lacto-
bacillus gasseri, Lactobacillus jensenii, Lactobacillus vaginalis, Lactobacillus iners,
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Lactobacillus delbrueckii e Lactobaci-
llus rhamnosus (GOLDSTEIN, TYRRELL; CITRON, 2015; WESTERIK et al., 2018;
ZHENG et al., 2020).

Ray e Bhunia (2014) salientam que cepas de Lactobacillus acidophilus podem
metabolizar o colesterol e que acredita-se que sejam capazes de reduzir os niveis
séricos de colesterol em humanos. De maneira semelhante, Kemgang et al. (2016)
destacam a atuagédo desses microrganismos em pacientes com doengas crdnicas,
como obesidade, diabetes e hipertensdo. Desse modo os autores frisam a importancia
de estudos sobre Lactobacillus sp. como constituintes de alimentos nutracéuticos.

Utilizados ha muito tempo na alimentagdo humana, algumas bactérias desse
género possuem elevada resisténcia aos efeitos destrutivos do sistema digestivo, che-
gando viaveis ao intestino e promovendo beneficios através da protecao por barreira,
absorcao de substancias tdxicas, estimulagdo do sistema imune, competicdo por nu-
trientes e producédo de compostos antimicrobianos, o que reduz as chances de infec-

coes, tornando favoravel o uso terapéutico para correcao do equilibrio da microbiota
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do hospedeiro (ARDITA et al., 2014; ALVAREZ et al., 2015; NISHIYAMA et al., 2015;
TRINDER et al., 2016; SONG et al., 2020).

Na contemporaneidade existem diversos alimentos elaborados com Lactoba-
cillus, pois esses microrganismos sao relevantes na fabricagdo de uma grande varie-
dade de produtos, principalmente os obtidos pela fermentagao do leite, como queijos,
leites fermentados e iogurtes, que além de caracteristicas sensoriais Unicas, possuem
seu consumo associado a melhoria da saude (BAUTISTA-GALLEGO et al., 2014;
GARCIA et al., 2015).

Pothuraju et al. (2015) afirmam que os probidticos trazem beneficios quando
consumidos em quantidades adequadas e que o género Lactobacillus contém agentes
com essa capacidade, além de promoverem protecdo contra microrganismos
patogénicos e proporcionarem o equilibrio da microbiota intestinal. De forma
semelhante, Kano et al. (2013) destacam que o consumo de Lactobacillus sp. pode
exercer efeitos benéficos sobre o organismo, como o aumento da imunidade,
prevencgao contra infecgdes patogénicas, diarreia aguda, redugéo no risco de cancer,
entre outros.

Segundo Tuo et al. (2013) a demanda por alimentos funcionais contendo
probidticos tem aumentado, o que motiva a realizagdo de estudos que objetivam
rastrear novas linhagens com esse potencial, 0 que corresponde a uma possivel
ferramenta bioldgica voltada a melhoria da saude publica em escala global. Deste
modo, é valido ressaltar os diversos beneficios atribuidos ao uso de Lactobacillus sp.,
no qual demonstra a importancia de investimentos em pesquisas, priorizando a

qualidade de vida da populacgéao.

3.3.2 Género Bifidobacterium

O trato gastrointestinal de seres humanos apresenta uma grande diversidade
de bactérias que desempenham diferentes fungdes no organismo, entretanto, seu
conteudo bacteriano ainda ndo € totalmente conhecido (TRABULSI; ALTERTHUM,
2015; LAI; HOW; PUI, 2022).

Porém, dentre os microrganismos especificos da microbiota intestinal
destacam-se as bifidobactérias, que podem ser associadas a modulagdo imune,
melhorias na fungao intestinal, prevencgao ou alivio de diarreia infecciosa, contribuicdo

no processo de nutricdo e metabolismo e, antagonismo contra patégenos por meio da
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secrecdo de fatores antibacterianos (PICARD et al., 2005; MORONI et al., 2006;
SHAH, 2007; WALLACE et al., 2011; TRABULSI; ALTERTHUM, 2015).

As bifidobactérias foram isoladas pela primeira vez por Henry Tissier e foram
inicialmente denominadas de Bacillus bifidus communis, sendo posteriormente
renomeadas para género Bifidobacterium (COOPER, 2019). O pesquisador descobriu
que essas bactérias sdo dominantes na microbiota intestinal de bebés e observou
beneficios clinicos de seu uso no tratamento da diarreia em recém nascidos
(COOPER, 2019).

Os microrganismos do género Bifidobacterium sao morfologicamente
semelhantes a alguns Lactobacillus sp. o que fez com que fossem anteriormente
incluidos nesse género (RAY; BHUNIA, 2014). Tratam-se de bastonetes gram-
positivos com variadas formas e tamanhos, encontradas individualmente ou formando
cadeias (RAY; BHUNIA, 2014). As espécies de Bifidobacterium sao consideradas
bactérias acido lacticas e heterofermentativas, sem motilidade, ndo formadores de
esporos e anaerébicos, embora alguns possam tolerar Oz (FORSYTE 2013; RAY;
BHUNIA, 2014).

A temperatura de crescimento das espécies de Bifidobacterium é de 25 °C a
45 °C, com temperatura 6tima na faixa de 37 °C a 41 °C, com pH 6timo de 6,0 a 7,0,
nao crescendo em pH acima de 8,0 ou abaixo de 4,5 (SHAH, 2007; RAY; BHUNIA,
2014). Esses microrganismos fermentam glicose e produzem acidos latico e acético,
sem produzir CO2, mas também possuem a capacidade de fermentar lactose,
galactose e algumas pentoses (RAY; BHUNIA, 2014).

Dentre as espécies mais conhecidas estdo Bifidobacterium bifidum,
Bifidobacterium animalis, Bifidobacterium longum, Bifidobacterium breve,
Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium angulatum, Bifidobacterium catenulatum,
Bifidobacterium dentium e Bifidobacterium adolescentis (SHAH; LANKAPUTHRA,
2002; RAY; BHUNIA, 2014), sendo que a maioria das espécies habita o trato intestinal
dos mamiferos (FORSYTE, 2013). Bifidobacterium adolescentis e Bifidobacterium
longum séo encontradas em humanos adultos (SHAH; LANKAPUTHRA, 2002).

Shah (2007) e Ray e Bhunia (2014) salientam que em seres humanos as
bactérias do género Bifidobacterium sp. sdo encontradas no intestino grosso e estao
presentes em grande numero nas fezes de lactentes dentro de 2 a 3 dias apds o
nascimento e em bebés em fase de lactagao.

Nesse sentido, Trabulsi e Alterthum (2015) destacam os resultados
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promissores obtidos pelo uso de Bifidobacterium sp. tanto de maneira preventiva
como terapéutica, com o uso dos preébioticos e probidticos em produtos e alimentos
que visam modular de maneira benéfica a microbiota intestinal. Assim, algumas
especies podem ser adicionadas a produtos lacteos visando fornecer células vivas em
grande numero para restaurar e manter a saude intestinal em humanos, ja que
produzem bacteriocinas e podem desempenhar papel importante no controle de
patégenos durante a colonizag&o do intestino (RAY; BHUNIA, 2014).

Os lactobacilos e as bifidobactérias sdo os microrganismos probidticos mais
importantes sob investigacdo porque sdo reconhecidos como parte da microbiota
intestinal humana e tém sido ingeridos de maneira segura em alimentos (FORSYTHE,
2013).

3.4 Microrganismos patogénicos e deteriorantes em alimentos

Os microrganismos indicadores em alimentos s&o estabelecidos pela
Instrucdo Normativa n° 161 de 01 de julho de 2022, a qual inclui para leites
fermentados a determinacao de Escherichia coli, Salmonella sp. e bolores e leveduras
(BRASIL, 2022). Essas analises sdo importantes para garantir a seguranga alimentar
dos produtos através dos limites legais de contagem microbiana, e sdo previstas pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Além disso, o Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) corresponde ao 6rgao responsavel
pelo registro dos produtos de origem animal (leite, ovos, carnes € mel) e possui suas
préprias diretrizes, tanto sob aspecto microbiolégico quanto fisico-quimico. Porém,
cabe a ANVISA a fiscalizagédo de todos os alimentos, de origem animal ou vegetal.

Inicialmente salienta-se a importancia da diferenciagcdo dos microrganismos
deteriorantes dos patogénicos, ja que os produtos alimenticios podem ser por eles
contaminados (MATEJCEKOVA et al., 2019).

Os agentes microbianos deteriorantes, na maioria das vezes, fazem parte da
microbiota natural do alimento e, portanto, sdo, em sua maioria, inofensivos a saude
humana, mas promovem altera¢cdes sensoriais de cor, sabor, odor e/ou textura no
alimento (RIBEIRO et al., 2018).

A deterioracdo pela atividade microbiana envolve muitos mecanismos e
impacta diretamente na aceitacdo dos produtos pelos consumidores, seja devido ao

crescimento visivel de colonias de microrganismos, alteragdes na textura provenientes
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da degradacéo de proteinas, carboidratos e lipidios ou percep¢ao de odores e sabores
desagradaveis (BARBA et al., 2017). Também causa perdas econdmicas, danos a
reputacdo e puni¢cdes de acordo com a lei para a industria alimenticia (BARBA et al.,
2017; MATEJCEKOVA et al., 2019).

Os microrganismos patogénicos resultam da contaminagcdo dos alimentos,
principalmente por meio de condi¢gdes inadequadas de higiene durante o processo de
producdo (RIBEIRO et al., 2018). Prejudica a seguranga dos alimentos por
corresponder a um risco para a saude dos consumidores ja que sua ingestdao pode
ocasionar doencas de origem alimentar (BARBA et al., 2017; MATEJCEKOVA et al.,
2019).

Entretanto, ao serem considerados os microrganismos patogénicos, deve-se
estabelecer os conceitos de infec¢des, intoxicagdes e toxinfecgdes alimentares.

As infeccgdes alimentares sao caracterizadas pela ingestao de microrganismos
que invadem o hospedeiro e se multiplicam no trato intestinal humano causando
doencgas, como é o caso da Salmonella sp., do Campylobacter sp. e das E. coli
patogénicas (FORSYTE, 2013; RIBEIRO et al., 2018).

As intoxicagdes alimentares ocorrem devido a ingestao de toxinas produzidas
por microrganismos em que os tratamentos térmicos nao sao eficazes, como é o caso
do Bacillus cereus, do Staphylococcus aureus e do Clostridium botulinum (FORSYTE,
2013; RIBEIRO et al., 2018). Nas toxinfecgcbes os microrganismos e sua toxina
causam doencas, sendo que estes podem ou ndo serem produzidos dentro do
hospedeiro (RIBEIRO et al., 2018).

As infeccbes e intoxicagbes alimentares sao consideradas as causas mais
comuns de doencas transmitidas por alimentos e sdo uma preocupacao tanto para os
consumidores quanto para a industria (AZIMAN et al., 2014), o que justifica a

prevencgao e/ou inibicdo do crescimento microbiano nos produtos alimenticios.

3.4.1 Escherichia coli

A bactéria Escherichia coli predomina entre os diversos microrganismos
anaerdbios facultativos que fazem parte da microbiota intestinal de animais
endotérmicos (MELO FRANCO; LANDGRAF, 2008; ODONKOR; AMPOFO, 2013).
Pertence a familia Enterobacteriaceae e é classificada como bacilo gram negativo,
catalase-positivo, oxidase-negativo, ndo esporulados, capazes de fermentar lactose e
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glicose com producao de acido e gas, embora alguns sejam anaerogénicos (MELO
FRANCO; LANDGRAF, 2008; TORTORA; FUNKE; CASE, 2012; FORSYTE, 2013;
GAASTRA et al., 2014).

A maioria dos sorovares de E. coli ndo sao patogénicos e fazem parte da
microbiota intestinal normal de seres humanos (cerca de 6 Log organismos/g), sendo
que colonizam o trato gastrintestinal de bebés em poucas horas apds o0 nascimento.
A presenca da populagdo dessas bactérias no intestino reduz a multiplicagdo de
bactérias prejudiciais, além de serem importantes para a sintese de vitamina B. Esse
microrganismo costuma ser inofensivo quando confinado no lumem intestinal
(FORSYTE, 2013).

Por outro lado, a E. coli é utilizada como microrganismo indicador de
contaminagao de origem fecal em agua, matéria-prima e alimentos (FORSYTE, 2013;
ODONKOR; AMPOFO, 2013). Porém, o significado da presenga de E. coli em um
alimento deve ser avaliado sob dois angulos. Primeiramente, ao ser detectada no
alimento, indica que este apresenta contaminagcéo microbiana de origem fecal e que
portanto, esta em condi¢des higiénicas insatisfatérias (MELO FRANCO; LANDGRAF,
2008; YANG; YOON, 2022). O segundo aspecto a ser considerado € que diversas
linhagens de E. coli sdo comprovadamente patogénicas para o homem (MELO
FRANCO; LANDGRAF, 2008).

As cepas patogénicas de E. coli sdo divididas de acordo com os sintomas
clinicos, mecanismos de patogenicidade, periodos de incubacédo, duragdo da
enfermidade e viruléncia (FORSYTE, 2013). Desse modo Forsyte (2013, p. 221 a 223)

destaca os seis grupos de E. coli reconhecidos como patogénicos:

) E. coli entero-hemorragica (EHEC): causa diarreia sanguinolenta, co-
lite hemorragica, sindrome hemolitica urémica (HUS). Esse grupo inclui a E.
coli produtora de shigatoxina (...)

. E. coli enterotoxigénica (ETEC): comumente conhecida como causa-
dora da diarreia dos viajantes (...) causa diarreia aquosa (...) e produz febres
baixas. O microrganismo coloniza a parte proximal do intestino delgado.

. E. coli enteropatogénica (EPEC): (...) causa vomitos, febre e diarreia
aquosa contendo muco (...). O microrganismo coloniza as microvilosidades
de todo o intestino e produz a lesdo caracteristica de adeséo e desapareci-
mento (...).

. E. coli enteroagregativa (EAggEC): causa diarreia aquosa persistente,
sobretudo em criangas, durando mais de 14 dias (...) produzem uma toxina
termossensivel, relacionada antigenicamente a hemolisina, mas que nao é
hemolitica, e uma toxina termoestavel (...) sem qualquer relagdo com a ente-
rotoxina termoestavel da ETEC (...).

. E. coli enteroinvasiva (EIEC): causa febre e diarreias profusas con-
tendo muco e sangue. O microrganismo coloniza o colo (...).
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° E. coli difusamente adesiva (DAEC): tem sido associada com diarreia
em alguns estudos, mas nao de forma consistente.

Com base no exposto, justifica-se o interesse por alternativas que possam
reduzir ou eliminar a microbiota indesejavel dos alimentos, sejam estas deteriorantes
ou patogénicas. Desse modo espera-se garantir a seguranga alimentar dos
consumidores e, consequentemente, reduzir os riscos de desenvolvimento de

doencas pela populacéo.

3.4.2 Salmonella sp.

O género Salmonella pertence a familia Enterobacteriaceae, onde também
estdo incluidos patégenos como E. coli, Yersinia sp. e Shigella sp. (CHLEBICZ;
SLIZEWSKA, 2018; JANDA; ABBOTT, 2021; PERROTO et al, 2021). Séo
classificados como bacilos gram negativos, ndo produtores de esporos, anaerobios
facultativos, produzem acido e gas a partir de glicose, incapazes de metabolizar
lactose e sacarose, capazes utilizar citrato como unica fonte de carbono, maioria
movel devido a presenga de flagelos peritriquios, com excecdo dos sorovares
Salmonella pullorum e Salmonella gallinarum (MELO FRANCO; LANDGRAF, 2008;
EZAKI, 2015; TRABULSI; ALTERTHUM, 2015; PERROTO et al., 2021).

Os microrganismos do género Salmonella sp. variam de 0,7 a 1,5 ym de
diametro e 2 a 5 ym de comprimento. Nao produzem oxidase, indol, acetoina e nao
hidrolisam ureia, porém, produzem catalase, sulfeto de hidrogénio e apresentam
capacidade de descarboxilar lisina e ornitina. A temperatura 6tima de multiplicacao é
38 °C (TRABULSI; ALTERTHUM, 2015).

Existem apenas duas espécies de Salmonella sp., a Salmonella enterica e a
Salmonella bongori, que sao divididas em oito grupos. Porém, existem mais de 2.400
sorotipos (ou sorovares) que sao utilizados como base para a nomenclatura desse
microrganismo. Assim, ocorreu renomeacao de algumas cepas, com por exemplo a
Salmonella enterica sorovar Typhimurium, antes conhecida como Salmonella
typhimurium, que era de fato um sorovar da espécie Salmonella enterica (FORSYTE,
2013; JANDA; ABBOTT, 2021). Apesar de todos os sorovares serem considerados
patégenos humanos, somente cerca de 200 tem sido associados a doengas em
humanos (FORSYTE, 2013).

As salmonelas estao presentes no ambiente, agua potavel e alimentos devido
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a contaminacgao por fezes de individuos doentes ou portadores. Infectam os seres
humanos e praticamente todos os animais domésticos e selvagens, incluindo
passaros, répteis e insetos. No homem, as salmonelas causam varios tipos de
infeccdo, sendo as mais comuns a gastroenterite e a febre tifoide (TRABULSI;
ALTERTHUM, 2015; JANDA; ABBOTT, 2021).

A maioria das infecgdes humanas por Salmonella sp. deve-se a transmissao
de origem alimentar a partir de carne e de produtos lacteos (BIDOL et al., 2007;
FORSYTE, 2013; JANDA; ABBOTT, 2021). A Salmonella sp. consegue sobreviver a
baixa atividade de agua e alto conteudo de gordura, os quais ajudam na protegcao do
microrganismo durante o transito pelo estdbmago (FORSYTE, 2013). Portanto, é
essencial que praticas higiénicas sejam observadas durante a manipulagdo e
processamento dos alimentos visando reduzir sua contaminacgao.

O controle de Salmonella sp. nos alimentos ocorre por meio de inumeras
exigéncias, onde a legislacao estabelece auséncia (< 1 célula de Salmonella em 25 g
de produto) em produtos prontos para o consumo, como é o caso de leites
fermentados (BRASIL, 2022).

3.5 Aditivos naturais em alimentos

Os aditivos alimentares tratam-se de substéncias quimicas que ao serem
incorporadas aos alimentos conferem melhorias em suas caracteristicas,
desempenhando assim um papel crucial no processo de producdo (CAROCHO et al.,
2014; CAROCHO; MORALES; FERREIRA, 2018; MARTINS; SENTANIN; SOUZA,
2019; NOGUEIRA, 2020; ZANG et al., 2022). Apresentam a finalidade de impedir
alteracbes e manter, conferir ou intensificar caracteristicas sensoriais, além de
modificar ou preservar o estado fisico do alimento em que foi adicionado sem afetar
seu valor nutritivo (LACHNO et al., 2019).

Os aditivos sao classificados de acordo com suas funcionalidades especificas,
mas seu uso esta atrelado a legislagdo de cada pais e sua politica de seguranga
alimentar (CAROCHO et al., 2014; CAROCHO; MORALES; FERREIRA, 2018;
MARTINS; SENTANIN; SOUZA, 2019; NOGUEIRA, 2020).

Existem aditivos naturais, que podem estar presentes no préprio alimento ou
serem oriundos de uma fonte natural e, também os sintéticos, que sao definidos como
substancias produzidas artificialmente (NOGUEIRA, 2020; ZEECE, 2020). Estes
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ultimos, devido ao custo, facilidade na utilizagao e elevada estabilidade quimica, sao
amplamente empregados na industria (NOGUEIRA, 2020). Porém, devido a fatores
como toxicidade, problemas alergénicos, danos ao figado e carcinogénese,
associados aos aditivos sintéticos, os a base de vegetais e microrganismos vem se
destacando (MEENAKSHI et al., 2009; ALENISAN et al., 2017; LACHNO et al., 2019;
NOGUEIRA, 2020; ZANG et al., 2022).

Assim, com a crescente busca por alimentos saudaveis entre os
consumidores, os aditivos naturais estdo sendo alvo de pesquisas e uma alternativa
de grande interesse para a industria alimenticia (CALDAS, 2014; LACHNO et al.,
2019).

Nesse sentido, a adigdo de antioxidantes a base de plantas em alimentos
lacteos mostrou-se eficaz no retardo da oxidacdo desses produtos, por controlar a
formagao de radicais livres e aumentar sua capacidade antioxidante, o que prolonga
sua vida util (MEENAKSHI et al., 2009; ALENISAN et al, 2017; YANGILAR; YILDIZ,
2018; LACHNO et al., 2019). Yangilar e Yildiz (2018) e Benguedouar et al. (2022)
destacam que € crescente o interesse em preservar os produtos lacteos de
microrganismos indesejaveis por meio do uso de conservantes naturais.

Zang et al. (2022) salientam que é necessario o fomento de novas pesquisas
com intuito de aperfeicoar métodos de obtencdo de aditivos naturais associados a
seguranga, eficacia, funcionalidade e custo desses produtos, com o objetivo de
garantir a segurancga alimentar do consumidor, levando a inovagao e oportunizando a
criacdo de novas formulacbes lacteas a serem desenvolvidas pelas industrias de

alimentos.

3.6 Café

O café é uma das bebidas mais populares do mundo devido aos seus efeitos
energizantes, qualidade sensorial e implicagbes positivas na saude humana
(ATTOKARAN, 2017; SHAZLY et al., 2022). Possui propriedades antioxidantes,
anticancerigenas, antimutagénicas e anti-inflamatérias, o que justifica seu uso em
formulagdes farmacoldgicas. Atua na redugao do risco de diabetes mellitus tipo 2,
doengas cardiovasculares e doengas neurodegenerativas como mal de Alzheimer e
de Parkinson (PREEDY, 2015; SALES et al., 2020). Além disso, o café estimula o

desempenho cerebral como consequéncia do teor de cafeina (HARIADI et al., 2022).
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O grao do café é oriundo do cafeeiro, uma planta da Classe Eudicotyledoneae
das Angiospermas, Familia Rubiaceae e pertencente ao género Coffea (CARVALHO,
1946; BRIDSON, 1987), que possui 130 espécies catalogadas na literatura (DAVIS;
RAKOTONASOLO, 2021). Destes, Coffea arabica e Coffea canephora tém maior
importancia econdmica (INCAPER, 2019).

O Coffea canephora, conhecido comercialmente como Robusta ou Conilon, é
a segunda espécie mais produzida no mundo, sendo que o Brasil responde por
aproximadamente 20% da producdo mundial (VIEIRA, et al. 2019; PEREIRA et al.,
2021). Essa espécie é conhecida por apresentar baixa acidez, um sabor mais forte e
amargo além de conter alto teor de compostos bioativos como os derivados de acido
clorogénico e cafeina (RINCON, 2011; YILMAZ; ACAR-TEK; SOZLU, 2017; CURTI et
al., 2020).

Em alguns paises o café comercial torrado e moido geralmente consiste
apenas de C. arabica ou de uma mistura com pequena percentagem de C. canephora
(FARAH, 2012; PREEDY, 2015). Por outro lado, em algumas localidades utiliza-se
uma alta percentagem de C. canephora ou somente ele para produgéo de café soluvel,
devido ao rendimento de maior quantidade de sélidos soluveis na bebida (FARAH,
2012; PREEDY, 2015). Isso explica os maiores teores de cafeina frequentemente
observados em cafés soluveis produzidos em alguns paises, como o Brasil, por
exemplo (FARAH, 2012; PREEDY, 2015). Em paises produtores de C. canephora,
como a Indonésia, essa espécie também ¢é utilizada para café comercial torrado e
moido (FARAH, 2012; PREEDY, 2015). Entretanto, o café canéfora € mais utilizado
pela industria de café soluvel (QOSIMAH et al. 2021).

O Brasil € o maior produtor de graos de café do planeta (VARGAS-
HERNANDEZ; RUIZ, 2021). Trata-se de uma importante cultura em que os graos s&o
colhidos, torrados e comercializados, e por isso correspondem a fonte de subsisténcia
para milhdes de pequenos agricultores e trabalhadores (PEREIRA et al., 2021). Além
do consumo nacional, no acumulado dos quatro primeiros meses de 2023, a
exportacdo brasileira de café somou 11,2 milhdes de sacas de 60 Kg (CONAB, 2023).

O café é produzido a partir do processamento e extragao dos graos de café.
Durante sua produgao passa pelas etapas de secagem, torrefagdo, moagem (café em
po e soluvel) e embalagem (HARIADI et al., 2022). Na torrefagdo espera-se obter
sabor, cor e aroma caracteristicos, sendo que nessa etapa, o tempo de torra pode

aumentar o amargor, reduzir a acidez e alterar o sabor do grdo (HARIADI et al., 2022).
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O processo de torra do café apresenta fungao importante para a definicao dos
atributos sensoriais do produto, ja que aumentando-se sua intensidade, a cor torna-
se mais escura e o sabor mais forte (ITC, 2011; PREEDY, 2015). Mudancgas
significativas ocorrem na composigdo quimica do café durante essa etapa, onde
algumas substancias sdo degradadas e outras interagem para formar novas, o que
também influencia a potencial bioatividade alimentar do café (LIVRAMENTO et al.,
2017). Por esse motivo, o café é um dos alimentos que mais sofrem alteragdes durante
o processamento (PREEDY, 2015).

Durante a torrefagado diferentes compostos encontrados nos graos de café
verde sao degradados e transformados, o que diminui a quantidade de carboidratos e
acidos clorogénicos e promove a producado de melanoidinas e compostos fendlicos,
resultantes da reagdo de Maillard que ocorre durante esse processo (BELITZ;
GROSCH; SCHIEBERLE, 2009; PASTORIZA; RUFIAN-HENARES, 2014; PREEDY,
2015; CONTRERAS-CALDERON et al., 2016).

Curti et al. (2020) afirmam que o café € a bebida mais rica em acidos
clorogénicos, sendo que 100 mL de café expresso pode conter entre 24 e 423 mg
desses polifendis, entretanto, a torrefacao drastica pode levar a perda de 95% dos
acidos clorogénicos.

Dentre os compostos fendlicos presentes no grao de café além do acido
clorogénico, podem ser destacados o acido ferulico, o acido vanilico e fitoquimicos
(CLIFFORD, 1985; REMPE et al., 2017). Outros bioativos como a teobromina, teofilina,
diterpenos (ou seja, cafestol e kaweol) e micronutrientes, como magnésio, potassio e
vitamina B3 e derivados da trigonelina (antes do processo de torrefacdo) também
fazem parte de sua composi¢cdo (CURTI et al., 2020). Porém, as concentragdes
desses compostos dependem de fatores como variagées na planta (espécie, origem
e caracteristicas genéticas), cultivo e técnicas de colheita, condi¢gdes de
armazenamento, grau e tipo de torrefagao (CURTI et al., 2020).

Nesse sentido, € importante frisar que a qualidade do café esta diretamente
relacionada as propriedades fisicas, fisico-quimicas e quimicas, responsaveis pela
caracteristica e aparéncia do grao torrado, do sabor e aroma das bebidas, tais como
componentes volateis e fendlicos (principalmente acidos clorogénicos), acidos graxos,
proteinas e algumas enzimas (AGNOLETTI, 2015; YEAGER et al., 2023).

Shazly et al. (2022) afirmam que o extrato de café pode ser usado como

aromatizante em doces cozidos, balas, sorvetes, bebidas maltadas, licores e
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preparagdes lacteas. Ja outros autores destacam o uso de extrato de café como
agente antimicrobiano, mesmo ainda sendo pouco conhecida a maneira de atuagao
das substancias por ele liberadas sobre os microrganismos (RUFIAN-HENARES; DE
LA CUEVA, 2009; ALVAREZ; MOREIRA; PONCE, 2012; OESTREICH-JANZEN,
2013).

3.6.1 Composicao e propriedades do café

O composto bioativo mais abundante em graos de café é a cafeina ou 1,3,7-
trimetilxantina, um alcaloide de grande importadncia no que diz respeito as
propriedades fisioldgicas e na determinagcéo do carater amargo do café (PREEDY,
2015). E moderadamente solivel em agua e passa faciimente pelas membranas
biolégicas por difusdo passiva, sendo rapidamente absorvida pelo trato
gastrointestinal em seres humanos (PREEDY, 2015).

A cafeina possui diferentes atividades biolégicas, como estimulagdo do
sistema nervoso central devido a capacidade de atravessar a barreira
hematoencefalica, estimulagdo miocardica e vasoconstricao periférica (RIEDEL et al.,
2014; MANCINI; WANG; WEAVER, 2018).

O teor de cafeina pode variar entre os cafés, ja que depende do tipo de grao
de café (Coffea arabica ou Coffea canephora), método de torrefagao (torragao clara
ou torra escura) e método de extragdo (gotejamento ou fervura) empregados
(MANCINI; WANG; WEAVER, 2018). Entretanto, durante a torrefagao, ndo ha perda
significativa em termos de cafeina. Para sementes torradas de C. arabica os teores
de cafeina variam entre 0,7 e 1,6 g/100 g enquanto para C. canephora variam entre
1,8 € 2,6 g/100 g (PAULA; FARAH, 2019).

Outros compostos bioativos como os acidos clorogénicos (CGA), estao pre-
sentes no café. Os CGAs correspondem a uma familia de ésteres formados entre o
acido quinico e certos acidos transcindmicos, mais comumente os acidos caféico, p-
cumarico e ferulico (PREEDY, 2015). Os CGAs mais abundantes nos graos de café
sao isdmeros dos acidos cafeoilquinicos: acido 5-O-cafeoilquinico (5-CQA), acido 4-
O-cafeoilquinico (4-CQA) e acido 3-O-cafeoilquinico (3-CQA) (PREEDY, 2015).

Como outros polifendis, os acidos clorogénicos contribuem com as proprieda-
des antioxidantes, antibacterianas, anti-inflamatdrias, antipiréticas, antineoplasicas,

hepatoprotetoras e neuroprotetoras do café (JANG et al., 2014; DONG et al., 2015;
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PREEDY, 2015; NAVEED et al., 2018). Além disso, podem ajudar na prevencao de
degeneragao da retina, obesidade, diabetes, hipertensao e doencas cardiovasculares
e ainda modular o metabolismo lipidico e a glicose em pessoas saudaveis e nas que
sofrem de doengas genéticas relacionadas a disturbios metabdlicos (JANG et al.,
2014; DONG et al., 2015; PREEDY, 2015; NAVEED et al., 2018).

Porém, os acidos clorogénicos sofrem redugao durante o processo de torre-
facdo, pois ocorrem alteragdes entre os grupos redutores de agucares e 0s grupos
amino livres de proteinas ou aminoacidos, originando as melanoidinas e outros com-
postos (VIGNOLI et al., 2014). Melanoidinas correspondem a um grupo heterogéneo
de polimeros contendo nitrogénio e sao produzidas durante o processo de torrefagcao
nas ultimas etapas da reacéo de Maillard, portanto, ndo estao presentes no café verde
(PREEDY, 2015). Conferem ao café coloragdo marrom por absorverem luz em com-
primentos de onda elevados, como 420 nm (PREEDY, 2015).

As melanoidinas tém sido associadas tanto a propriedades antioxidantes
quanto a beneficios para a saude como, por exemplo, atividade anti-inflamatéria, an-
ticarcinogénica, anticariogénica, anti-hipertensiva ou prebiética (MESIAS; DELGADO-
ANDRADE, 2017; OPITZ et al., 2017). Por outro lado, as melanoidinas podem ser
utilizadas como fonte de carbono e nitrogénio pela microflora do intestino, auxiliando
no crescimento de bifidobactérias, exercendo atividade prebiética e modulando a po-
pulacdo bacteriana do coélon (BORRELLI; FOGLIANO, 2005; JIMENEZ-ZAMORA;
PASTORIZA; RUFIAN-HENARES, 2015).

Nesse sentido é importante frisar que dentre as propriedades mais estudadas
do café esta sua atividade antioxidante, relacionada a compostos naturais, como ca-
feina e acidos clorogénicos e, produtos da reagcado de Maillard, como melanoidinas,
redutonas, furano, pirréis e maltol (FUSTER et al., 2000; YANAGIMOTO et al., 2004;
DEL CASTILLO; GORDON; AMES, 2005; KHAN; MAALIK; MURTAZA, 2016; SALES
et al., 2020).

Os antioxidantes sao capazes de doar elétrons para reduzir o excesso de ra-
dicais livres, que sdo espécies reativas de oxigénio (ROS) ou espécies reativas de
nitrogénio (RNS) constantemente formadas no interior das células (PHAM-HUY; HE;
PHAM-HUY, 2008; PREEDY, 2015). Se os radicais livres excedem a capacidade da
célula de regula-los, ocorre uma condigao conhecida como estresse oxidativo, espe-
cialmente nas membranas celulares (LOBO et al., 2010). O dano oxidativo altera o

grau de fluidez das membranas prejudicando sua integridade além de inativar
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receptores e enzimas a ela ligados, o que aumenta sua permeabilidade e prejudica a
fungao celular normal (QOSIMAH et al., 2021). Portanto, os antioxidantes previnem e
reparam os danos causados pelos radicais livres (PHAM-HUY; HE; PHAM-HUY,
2008).

Contudo, apesar da cafeina, o acido clorogénico e as melanoidinas ja serem
conhecidos por apresentarem potencial antioxidante, também foram identificados efei-
tos desses compostos na inibicdo do crescimento de varios microrganismos (MUT-
TAQIN; HADI; MAGHFIRAH, 2022).

Pesquisadores como Oestreich-Janzen (2013) e Langner e Rzeski (2013) es-
tudaram os efeitos benéficos do café na saude humana, com foco na composi¢ao dos
extratos e na exploracédo da sua capacidade antioxidante, antibacteriana, anticancer
e desintoxicante. Langner e Rzeski (2013) e Monente et al. (2014) verificaram que
extratos de café apresentam agao antimicrobiana sobre microrganismos patogénicos
Gram-positivos e Gram-negativos, a exemplo da Salmonella sp. e E. coli. Porém, o
controle microbiano pode ocorrer por atividade bactericida ou bacteriostatica com atu-
acao na estrutura celular, no mecanismo de comunicacdo microbiana ou por meca-
nismos de acao ainda nao elucidados (BURT et al., 2014; SILVA et al., 2016; MAN-
CINI; WANG; WEAVER, 2018; RANTE et al., 2021).

Assim, considerando-se todo esse exposto espera-se identificar a atividade
de extrato de café sobre microrganismos. Acredita-se que o uso de produtos vegetais,
como é o caso do café, se constitui em uma alternativa promissora para utilizagcao a
nivel industrial, seja pela diversidade de aplicagdes, como por exemplo em alimentos
lacteos funcionais, ou pela facilidade de incorporacdo em matrizes alimentares, por
corresponder a um ingrediente natural que pode trazer beneficios ou devido as carac-
teristicas sensoriais bem conhecidas do café, associado a seu potencial de inibicao
sobre agentes deteriorantes e patogénicos (KALSCHNE et al., 2014; SINGH, 2018).

Além disso, espera-se que os extratos de café possam manter a atividade das
culturas iniciadoras e probidticas em iogurte, uma vez que conforme Canci et al. (2022),
estes extratos ndo afetam o crescimento microbiano destas bactérias, enquanto
retardam ou inibem a atividade bioloégica de microrganismos patogénicos e
deteriorantes.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Matéria-prima e microrganismos

As matérias-primas utilizadas para a elaboragéo dos iogurtes foram: leite de
vaca pasteurizado integral (Lactobom®); leite em p6 desnatado (Molico - Nestlé®);
agucar cristal (Alto Alegre®); cultura starter de Streptococcus thermophilus e
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (Danisco YO-MIX® 883 LYO 50DCU);
culturas probidticas de Lactobacillus acidophilus (Danisco HOWARU®DOPHILUS
LYO 10DCU-S) e Bifidobacterium animalis subsp. lactis (SACCO Lyofast BLC 1®);
café canéfora torrado (Iguacu®).

Os microrganismos contaminantes Salmonella enterica sorovar Typhimurium
ATCC 14028 e Escherichia coli ATCC 43888 sao oriundas de colecdo da American
Type Culture Collection (ATCC).

A elaboragao das formulagdes de iogurte e as analises para determinagao da
composi¢do quimica, propriedades fisico-quimicas, microbiolégicas e sensoriais
foram realizadas nas dependéncias dos Laboratérios de Pesquisa e de Ensino da

UTFPR (Universidade Tecnoldgica Federal do Parana) - Campus Medianeira.

4.2 Obtencgao e caracterizagao do extrato de café

O extrato de café utilizado foi obtido a partir de graos torrados de café canéfora
(Coffea canephora). Seu processamento ocorreu em uma planta piloto industrial
localizada em Cornélio Procépio-PR, sendo amostras submetidas a extracao
convencional em colunas de bateria. Durante esse processo, o vapor de agua (180 °C)
foi introduzido no primeiro estagio até atingir o ultimo, para que o extrato atingisse o
café recentemente carregado. Na coluna final o café foi extraido a uma temperatura
inferior a 100 °C sendo posteriormente submetido a secagem por atomizagao (CANCI
etal., 2022).

Foi utilizado o extrato de café canéfora torrado na concentragéo de 5% (m/m),
pois Canci et al. (2022) alcangaram os melhores resultados de atividade
antimicrobiana sobre microrganismos indesejaveis em alimentos nessa concentragao.

Na caracterizagcao do extrato de café canéfora torrado realizada por Canci et

al. (2022) foram determinados o teor de cafeina, acido-5-cafeiolquinico (5-ACQ),
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melanoidinas, luminosidade, tonalidade cromatica (h°) e pH.

Para determinacao de cafeina e acido-5-cafeiolquinico amostras do extrato
(diluidas em solugcdo de acido acético 5,0%) foram avaliadas por Cromatografia
Liquida de Ultra Alta Eficiéncia (UHPLC; Ultimate 3000, Thermo Scientific, Germering,
Alemanha) com coluna C18 Acclaim TM Polar advantage Il (150 mm x 4.6, 3 um, 120
A) (Thermo Fisher Scientific, Germering, Alemanha) e eluicdo gradiente com fluxo de
0,6 mL/min, sendo utilizada para deteccdo da cafeina 272 nm e para o acido-5-
cafeiolquinico a 320 nm (CORSO; VIGNOLI; BENASSI, 2016).

As melanoidinas do extrato foram estimadas de acordo com Corso, Vignoli e
Benassi (2016), onde amostras do extrato de café foram ressuspendidas em agua
com concentragao de 0,57 mg/mL para a leitura da absorbancia em espectrofotdmetro
a 420 nm (Lambda XLS, Perkin Elmer, Beaconsfield, Reino Unido) além da leitura do
pH (PG 1800, Gehaka, Sao Paulo, Brasil). Para luminosidade e tonalidade cromatica
amostras do extrato foram maceradas em almofariz com posterior leitura em
colorimetro (CR400, Konica Minolta, Osaka, Japao) (CORSO; VIGNOLI; BENASSI,
2016).

Os resultados encontrados foram de 3,30 g/100 g para cafeina; 0,67 g/100 g
para o teor de acido-5-cafeoilquinico; 0,686 AU para melanoidinas; 4,65 para o pH e;
40,00 e 71,32 para luminosidade e tonalidade cromatica, respectivamente (CANCI et
al., 2022).

4.3 Producgao do iogurte probiotico e incorporagao do extrato de café

A producgéo do iogurte batido contendo os microrganismos probibticos e o
extrato de café foi realizada conforme descrito na Figura 1 e de acordo com o
procedimento adaptado de Bai et al. (2020).

Para cada formulagao foi utilizado leite pasteurizado integral, padronizado em
12% (m/v) de sdlidos totais por meio da adicéo de leite em pd desnatado e adicionado
de acucar cristal 12% (m/v). A mistura foi submetida a um tratamento térmico (95 + 1
°C/5 minutos) (BAI et al., 2020) e resfriada até 42 + 1 °C.

Figura 1 - Estratégia experimental para produc¢ao dos ensaios do iogurte probiético e
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incorporagao do extrato de café

Leite pasteurizado
integral
(padronizado - 12% ST)

Adicao de agucar | 95 °C/5 minutos,
cristal 12% (m/v) Ap6s 4211°C

!

_ . 42°C £1°C
Resfriamento (10 °C) gy Fermentacio Adigao das culturas
e armazenamento (pH e acidez avaliados a starters e probiéticas
1 cada 30°)
Dividido em porgoes CONTROLE NEGATIVO
Batimento — (16 ensaios, ==  Adicio extrato de café

8 por controle)

! !

CONTROLE POSITIVO
Adicédo extrato de café e mmp Armazenamento (5°C =1 °C)
microrganismos contaminantes

Fonte: Autoria prépria (2023)

Posteriormente, foi adicionada a cultura starter de Streptococcus thermophilus
e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (0,1 g/L) e as culturas probidticas de
Lactobacillus acidophilus (0,2 g/L) e Bifidobacterium animalis subsp. lactis (0,01 g/L),
seguindo as recomendacgdes dos fabricantes.

As formulagdes foram incubadas a 42 + 1 °C para fermentacdo, sendo que
para avaliacdo do tempo de fermentacao, amostras foram retiradas a cada 30 minutos
e avaliadas em relagdo ao pH (até préximo a pH 4,60 = 0,05) e acidez titulavel
expressa em acido lactico (minima de 0,60 g de acido latico/100g de iogurte). Ao final
dessa etapa, os iogurtes foram resfriados (refrigerador) até temperatura de 10 °C (+
1 °C), sendo entdo batidos lentamente de forma manual.

Por fim, os iogurtes foram divididos em porg¢des (150 g) e acondicionados em
frascos com tampa para o preparo dos controles negativo e positivo, conforme Tabela
1.

Para a formulagdo do controle negativo adicionou-se extrato de café 5% (5
g/100 g) nos ensaios 2, 4, 6 e 8 (conforme Tabela 1). No controle positivo adicionou-
se extrato de café (5%) nos ensaios 2, 4, 6 e 8 e cepas contaminantes de Salmonella
enterica sorovar Typhimurium ATCC 14028 e Escherichia coli ATCC 43888 em todos
os oito ensaios (conforme Tabela 1).

Sequencialmente os iogurtes dos controles negativo e positivo foram



38

armazenados sob refrigeracao (5 £ 1 °C).

Tabela 1 - Formulagdes dos ensaios para producgio do iogurte probioético e incorporagao dos
extratos de café

Ensaio Composicdo Controle Controle
Negativo () Positivo (*)°

1 Padrao (cultura starter de Streptococcus thermophilus e P P*
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus)

2 Padréo + extrato de café canéfora (5,0%)2 PEC- PEC*

3 Padrao + Lactobacillus acidophilus PLa PLa*

4 Padrao + Lactobacillus acidophilus + extrato de café PLaEC- PLaEC*
canéfora (5,0%)?

5 Padrao + Bifidobacterium animalis subsp. lactis PBal PBal*

6 Padrao + Bifidobacterium animalis subsp. lactis + extrato de PBalEC- PBalEC*
café canéfora (5,0%)?2

7 Padrao + Lactobacillus acidophilus + Bifidobacterium PLaBal PLaBal*

animalis subsp. lactis
8 Padrao + Lactobacillus acidophilus + Bifidobacterium PLaBalEC- PLaBalEC*
animalis subsp. lactis + extrato de café canéfora (5,0%)?
a CANCI et al. (2022).
b Controle negativo (-): ensaios sem adi¢do de cepas contaminantes de Salmonella entérica
sorovar Typhimurium ATCC 14028 e Escherichia coli ATCC 43888.
¢ Controle positivo (+): ensaios com adigdo de cepas contaminantes de Salmonella entérica
sorovar Typhimurium ATCC 14028 e Escherichia coli ATCC 43888.
Fonte: Autoria prépria (2023)

4.3.1 Ativagao e padronizagao das cepas contaminantes

Os microrganismos utilizados para contaminagao do controle positivo foram
cepas de microrganismos Gram-negativos Salmonella enterica sorovar Typhimurium
ATCC 14028 e Escherichia coli ATCC 43888. As culturas bacterioldgicas foram
mantidas em bisel de agar nutriente sob refrigeracao (5 + 3 °C) até ativagao em caldo
de crescimento especifico.

Para ativagdo dos microrganismos foram inoculadas algadas de cultura
bacteriana em tubos de ensaio individuais contendo caldo Brain Heart Infusion (BHI)
estéril. Realizou-se entao a incubagao por 12 h em estufa bacteriolégica a 35 + 1 °C.

Apoés a ativagao, as suspensodes bacterianas foram padronizadas de modo a
obter uma contagem de 10% UFC/mL. Para tanto, repicou-se a suspensao do caldo
BHI em solugao salina de peptona (8,5 g/L de cloreto de sddio; 10 g/L de peptona; 1
L agua destilada) até que fosse atingida a turvagao correspondente a 0,5 na escala
McFarland. Posteriormente realizou-se as diluicbes seriadas até que fosse atingida a
contagem 103 UFC/mL.

Para contaminagao das amostras do controle positivo adicionou-se 1 mL da

contagem 102 UFC/mL de Salmonella enterica sorovar Typhimurium e 1 mL da diluigéo
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103 UFC/mL de Escherichia coliem 100 g de iogurte. Essa contagem foi estabelecida
de acordo com os limites maximos preconizados pela Instru¢do Normativa n° 161, de
01 de julho de 2022 (BRASIL, 2022) para leites fermentados.

4.4 Acompanhamento do crescimento microbiano

A avaliagéo do crescimento microbiano das culturas starters e probioticas foi
realizada por contagem em placas onde foram utilizados agar M17 para Streptococcus
thermophilus (SACCARO et al., 2011); agar De Man, Rogosa e Sharpe (MRS) com pH
4.58 para Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (THARMARAJ; SHAH, 2003;
ASHRAF; SHAH, 2011); agar MRS adicionado de solugdo de D-sorbitol para
Lactobacillus acidophilus (DAVE; SHAH, 1996; ASHRAF; SHAH, 2011); agar MRS
com L-cisteina, cloreto de litio e propionato de sddio para Bifidobacterium animalis
subsp. lactis (LAPIERRE; UNDELAND; COX, 1992; KAILASAPATHY, 2006;
CASTEELE et al., 2006).

Ainda, conforme estabelecido pela Instrugdo Normativa n°® 161, de 01 de julho
de 2022 (BRASIL, 2022), foi realizado o acompanhamento do crescimento de
Escherichia coli (FDA, 1998) Salmonella sp. (ISO, 2014) e bolores e leveduras (DA
SILVA et al., 2017) por meio da contagem em placas.

As inoculagdes em placas de todos os microrganismos foram realizadas em
triplicata no tempo zero e a cada 7 dias de armazenamento refrigerado, até atingir 42
dias (T1 =1 dia, T2 = 7 dias, T3 = 14 dias, T4 = 21 dias, T5 = 28 dias, T6 = 35 dias,
T7 = 42 dias). A incubacdo ocorreu em condicbes de temperatura e
aerobiose/anaerobiose especificas para cada microrganismo. Posteriormente foi

realizada a contagem das coldnias e os resultados expressos em log UFC/g.

4.4.1 Metodologias das analises microbiologicas

4.4.1.1 Preparo das diluicbes decimais seriadas

Foram pesadas 25 g de amostra que foram adicionadas a 225 mL de agua
peptonada 0,1% (diluigdo 10-"). A partir desta solugao foram realizadas as diluigbes
sucessivas até 10°® ou conforme o microrganismo analisado: Streptococcus

thermophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Lactobacillus acidophilus e
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Bifidobacterium animalis subsp. lactis diluigdes 10 a 10-%; Escherichia coli diluigdes
10" a 10°3; Salmonella sp. diluigbes 10" a 10-5; bolores e leveduras diluigdes 10" a
10-° (Figura 2).

Figura 2 - Esquema da retirada da unidade analitica e preparagao das diluigdes decimais
seriadas para realizagdao das analises microbiolégicas
25+0,2 g amostra +
225 mL agua peptonada 0,1%

[
Hl 1mL - 1mL - 1mL = 1mL - 1mL =
== - o » » -

10 E 10 10

Fonte: Autoria prépria (2023)

4.4.1.2 Enumeracio de Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp.

bulgaricus, Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium animalis subsp. lactis

Para enumeracao de Streptococcus thermophilus realizou-se a semeadura
em profundidade (1 mL) das diluigdes da amostra (10# a 10%) em placas de Petri
estéreis, conforme Figura 3. Em seguida adicionou-se o Agar M17 fundido e esperou-
se a solidificagao. As placas foram incubadas a temperatura de 37 °C por 48 horas
sendo logo apés realizada a contagem das colénias (UFC/g). Seguiu-se a metodologia
descrita por Saccaro et al. (2011).

Na enumeracao de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus realizou-se a
semeadura em profundidade das diluigdes da amostra (10 a 10-%) em placas de Petri
estéreis e adicionou-se Agar De Man, Rogosa e Sharpe (MRS) com pH 4.58. Ajustou-
se 0 pH do meio com acido cloridrico (HCI) a 1,0 M. Incubou-se as placas em
condigbes anaerodbicas a temperatura de 45 °C por 72 horas, conforme Figura 3.
Realizou-se a contagem das colbnias (UFC/g). Seguiu-se as metodologias descritas
por Tharmaraj e Shah (2003) e Ashraf e Shah (2011).

Para analise de Lactobacillus acidophilus foram semeadas em profundidade
em placas de Petri estéreis as diluicbes da amostra (10 a 10). Adicionou-se Agar
MRS-sorbitol fundido e esperou-se a solidificagdo. Para o preparo utilizou-se 90 mL
agar MRS adicionado de 10 mL de solucéo estéril de D-sorbitol a 10% (100 g/L de D-
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sorbitol; 1 L agua destilada). As placas inoculadas foram incubadas em condigées
anaerobicas a temperatura de 37 °C por 72 horas, conforme Figura 3. A seguir
realizou-se a contagem das colénias (UFC/g). Seguiu-se as metodologias descritas
por Dave e Shah (1996) e Ashraf e Shah (2011).

Para enumeracao de Bifidobacterium animalis subsp. lactis foram semeadas
em placas de Petri estéreis e em profundidade as diluigbes da amostra (10 a 10-5).
Adicionou-se Agar MRS-LP fundido e esperou-se a solidificagdo. Para o preparo
desse meio de cultura suplementou-se agar MRS com 0,05% de L-cisteina (0,5 g/L de
L-cisteina para 1 L de meio), 0,3% de cloreto de litio (3 g/L de cloreto de litio para 1 L
de meio) e 0,9% de propionato de sédio (9 g/L de propionato de sddio para 1 L de
meio). As placas inoculadas foram incubadas em condigbes anaerobicas a
temperatura de 37 °C por 48 horas, conforme Figura 3. Realizou-se a leitura e a
contagem das colénias (UFC/g). Seguiu-se as metodologias descritas por Lapierre,
Undeland e Cox (1992), Kailasapathy (2006) e Casteele et al. (2006).

Figura 3 - Esquema da analise microbioldgica de enumeragédo de Streptococcus
thermophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Lactobacillus acidophilus, e

Bifidobacterium animalis subsp. lactis
2510,2 g amostra +
225 mlL dgua peptonada 0,1%
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4.4.1.3 Enumeracio de Escherichia coli

Para o controle negativo seguiu-se a metodologia descrita na Food And Drug
Administration - FDA (1998) onde foram semeadas em placas de Petri estéreis e em
profundidade as diluicdes da amostra (10-! a 10-3). Adicionou-se Agar Violet Red Bile
(VRB) com Mug fundido e esperou-se a solidificagéo, conforme Figura 4. Realizou-se
a incubacéo das placas a 35 °C por 48h e realizou-se a contagem das colbénias sob

luz negra (UFC/qg).

Figura 4 - Esquema da analise microbiolégica
de enumeracgao de Escherichia coli

2540,2 g amostra +
225 mL dgua peptonada 0,1%
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LEITURA E CONTAGEM DAS COLONIAS

Fonte: Autoria prépria (2023)

Para enumeracao de E. coli no controle positivo utilizou-se o teste rapido Cap-
Lab Compact Dry EC®, inoculando-se as diluigdes 10! a 103 com incubagdo das
placas a 35 °C por 24h e posterior realizagdo da contagem das colénias (UFC/g),

conforme instrugdes do fabricante.

4.4.1.4 Enumeracio de Salmonella sp.

Para o controle negativo seguiu-se a metodologia de analise descrita na ISO
11133 (2014), onde primeiramente preparou-se o caldo de pré-enriquecimento agua

peptonada 1% (10 g/L). Apds pesou-se 25 g da amostra que foi adicionada a 225 mL
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do caldo de pré-enriquecimento. Seguiu-se a incubacédo do caldo mais amostra a
35 °C por 18 - 24 horas. Passado esse periodo realizou-se a diluicdo (10! a 10%)
utilizando-se o caldo incubado.

Transferiu-se 1 mL (inoculagdo em profundidade) das diluigdes 10-' a 10 para
placas de Petri estéreis. Adicionou-se 0,4 mL de cloreto de 2,3,5 trifeniltetrazélio (TTC
- 0,05 g/L TCC; 1 L 4gua destilada) e o meio de cultura Plat Count Agar (PCA) fundido.

Esperou-se a solidificacao e realizou-se a incubacao a temperatura de 35 °C

por 48 horas, conforme Figura 5. Realizou-se a contagem das col6nias (UFC/g).

Figura 5 - Esquema da analise microbiolégica de enumeragao de
Salmonella sp

2540,2 g amostra +
225 mL agua peptonada 1%

(]
Mi 1mL - 1mL - 1mL - 1mL -
== }
o= - - - -
1072 102 103 10+ 10
[Pre-enriguecimenta)
Incubagdo: 35°C [ 18-24 llml_ \lmL Ll liml‘
m

INCUBAQEO: 35°C /48 h / AEROBIOSE

'

LEITURA E CONTAGEN DAS COLONIAS

Fonte: Autoria préopria (2023)

Para enumeracédo de Salmonella enterica sorovar Typhimurium no controle
positivo utilizou-se o teste rapido Cap-Lab Compact Dry SL®, conforme instrugdes do
fabricante. Inicialmente realizou-se o pré-enriquecimento com 25g de amostra em
225mL de agua peptonada tamponada a 1%. A incubagao nessa etapa foi feita a 36
1 °C por 22 + 2 horas. Apds esse tempo realizou-se o enriquecimento seletivo, onde
inoculou-se 0,1mL do pré- enriquecimento em 10mL do caldo Rappaport e Vassiliadis,
cuja incubagédo ocorreu a 41 £ 0,5 °C por 22 * 2 horas. Realizou-se entado as diluigdes
até 10-%. Foram plaqueadas as diluigbes 10" a 10-> com incubagéo das placas a 41 +
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0,5 °C por 22 + 2 horas com posterior realizagdo da contagem das col6nias (UFC/g).

4.4.1.5 Enumeracio de bolores e leveduras

Realizou-se a semeadura em superficie (0,1 mL) das diluicbes da amostra
(10" a 10-5) em Agar Batata Dextrose BDA (Potato Dextrose Agar — PDA) acidificado
(acido tartarico 10% - 100g/L acido tartarico; 1L agua destilada) e solidificado,
conforme Figura 6. Incubou-se as placas a 25 °C por 5 a 7 dias e realizou-se a
contagem (separada de bolores e leveduras). Visualizou-se as caracteristicas
microscopicas das colbnias de levedura (5 colénias para confirmagéo), apos o preparo
de laminas. Realizou-se o0 somatério da contagem de bolores e leveduras sendo os
resultados expressos em UFC/g (numero de UFC x inverso da diluigao x 10).

Para essa analise seguiu-se a metodologia descrita por Da Silva et al. (2017).

Figura 6 - Esquema da analise microbiolégica de enumeragao de
bolores e leveduras

2510,2 g amostra +
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Fonte: Autoria prépria (2023)

4.5 Analises de composi¢ao quimica, propriedades fisico-quimicas e perfil de

textura e viscosidade.

Foram realizadas, em triplicata analises de composi¢céo quimica, propriedades

fisico-quimicas e perfil de textura e viscosidade.
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Dentre as analises de composi¢do quimica estdo gordura, proteina total,
umidade, extrato seco total e teor de extrato seco desengordurado.

Para analise de gordura utilizou-se o método de Gerber por meio do
butirbmetro de Gerber (IAL, 2008; BRASIL, 2018).

Na analise de proteina total, determinou-se o nitrogénio total pelo método
micro-Kjeldahl, sendo que a determinacdo da proteina total foi calculada
multiplicando-se a percentagem de nitrogénio total pelo fator de corregéo igual a 6,38
(AOAC, 1995).

A umidade e o extrato seco total (EST) foram determinados por secagem em
estufa a 105 °C até peso constante (IAL, 2008; BRASIL, 2018).

O teor de extrato seco desengordurado foi obtido pela diferenga matematica,
subtraindo-se o teor de gordura do EST obtido quimicamente (IAL, 2008; BRASIL,
2018).

Dentre as analises de propriedades fisico-quimicas estao pH, acidez, cor e
sinérese.

O pH foi medido por meio de potencidmetro Gehaka® PG2000 previamente
calibrado antes das determinagdes, introduzindo-se o eletrodo diretamente nas
amostras (IAL, 2008; BRASIL, 2018).

A acidez foi determinada através da titulagdo com hidroxido de sédio (NaOH
0,01N) em presenca do indicador fenolftaleina (IAL, 2008; BRASIL, 2018).

A cor das amostras (a 8 °C) foi determinada em equipamento colorimetro
Minolta® CR 310, por meio dos parametros de luminosidade (L) e as coordenadas de
cromaticidade (*a e *b). As condicbes de operacao foram iluminante C e angulo de
10°, considerando a média de 5 valores por replicacdo (ARYANA et al., 2007).

Para determinacédo da sinérese 200 g das amostras foram centrifugadas a
2500 rpm por 10 min e a massa do sobrenadante foi coletada, pesada e usada para o
calculo (% sinérese = massa do soro (sobrenadante) apds a filtragdo / massa da
amostra x 100) (FARNSWORTH et al., 2006).

Dentre os parametros avaliados no perfil de textura estao firmeza, elasticidade,
coesividade e gomosidade. Essa analise foi conduzida nas amostras (100 g) a 8 °C,
com o auxilio de texturbmetro universal (Stable Micro Systems® TAXT Plus) com
probe cilindrico de fundo chato de 45 mm de didametro, forga de penetragdo de 5 g e

velocidade de compressao de 3 mm/s. Para obtencao dos dados utilizou-se o software
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Texture Expert Exceed versédo 1.21 para Texture Profile Analysis (TPA) (RAWSON,;
MARSHALL, 1997).

A viscosidade das amostras (100 g a 8 °C) foi determinada por redmetro DV-
[l Brookfield®, usando sonda cilindrica n° 3, e velocidade (inicial e final) de 50 rpm,
sendo os resultados expressos em centipoise (cP) (SILVA; ABREU; ASSUMPCAO,
2012).

4.6 Analise sensorial

A andlise sensorial foi realizada apdés a avaliagdo e parecer favoravel do
projeto, pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos do Campus
Medianeira da Universidade Tecnolégica Federal do Parana — UTFPR, conforme
registro CAEE n° 68055023.5.0000.0165.

Inicialmente foram realizadas as analises microbioldgicas preconizadas pela
Instrugdo Normativa n® 161, de 01 de julho de 2022 (BRASIL, 2022), que estabelece
para leites fermentados, limites de crescimento de Escherichia coli, Salmonella sp. e
bolores e leveduras. Somente apds a determinagao da qualidade microbiana, teve
inicio a analise sensorial.

Os candidatos foram convidados a participar de acordo com as datas e
horarios de realizacdo da analise sensorial por convite de forma presencial nas
dependéncias do campus, bem como por fixacdo de cartazes nos murais informativos
da Universidade Tecnoldgica Federal do Parana — Campus Medianeira. Cento e vinte
avaliadores nao treinados, com faixa etaria acima de 18 anos, foram selecionados na
Universidade, entre alunos, professores e funcionarios, com base no interesse e
disponibilidade em participar da analise.

Antes da avaliacdo, os participantes foram informados que provariam
amostras de iogurte com café. Os avaliadores que concordaram em participar dos
testes de aceitabilidade assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE), presente no Apéndice A, com as informagdes do produto e a liberdade de
negarem ou desistirem de participar da avaliagao a qualquer momento.

Apds, responderam a um questionario (APENDICE C) sobre dados
séciodemograficos e habitos de consumo do produto, com tempo de preenchimento
estimado em 5 min. Nao puderam participar da analise sensorial pessoas alérgicas ou

intolerantes a qualquer matéria-prima ou ingredientes usados para a elaboragao dos
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produtos e portadores de doengas que restringem o consumo de alimentos, como
gastrites e problemas renais ou cardiacos, ou outras enfermidades.

As formulagdes de iogurte avaliadas quanto a aceitagéo sensorial foram as do
controle negativo (ensaios P, PEC, PlaBal e PLaBalEC). Os testes foram conduzidos
em cabines individuais do laboratério de Analise Sensorial da UTFPR do Campus
Medianeira, equipadas com lampadas fluorescentes da cor branca, em uma unica
sessao com duracao de, aproximadamente, 10 minutos por provador. As amostras
foram padronizadas em cerca de 10 g, codificadas com trés digitos aleatérios e
servidas de forma monadica em copos plasticos descartaveis. Junto com cada
amostra foi fornecido um copo com agua mineral para o provador limpar o palato entre
a avaliagéo das amostras. Também foi fornecida uma ficha (APENDICE b) contendo
uma escala heddnica de nove pontos: (1) desgostei muitissimo; (2) desgostei muito;
(3) desgostei moderadamente; (4) desgostei ligeiramente; (5) nao gostei/nem
desgostei; (6) gostei ligeiramente; (7) gostei moderadamente; (8) gostei muito; (9)
gostei muitissimo (CIVILLE; CARR, 1987; MEILGAARD; CARR; CIVILLE, 1999;
DUTCOSKY, 2013). Os atributos avaliados foram aparéncia, aroma, cor, sabor, textura
e a impressao global. Com os dados obtidos foi calculado o indice de aceitabilidade
para cada atributo sensorial, de acordo com a Equacgao 1, tomando-se como base, a
média das notas atribuidas (SANTANA et al., 2006; GULARTE; 2009).

indice de aceitabilidade (%) = M/N x 100 (1)
Sendo:

M = média do somatério dos resultados dos provadores;

N = numero de pontos utilizados na escala de avaliagéo.

4.7 Analise estatistica dos dados

4.7.1 Composicao quimica, propriedades fisico-quimicas, perfil de textura e

viscosidade e crescimento microbiano

Na realizagao da analise estatistica os dados de determinagdo da composicao

quimica, propriedades fisico-quimicas, perfil de textura e viscosidade e crescimento
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microbiano foram avaliados quanto a normalidade dos residuos pelo teste de Shapiro-
Wilk, e quanto a homogeneidade das variancias pelo teste de Levene.

Para os dados das analises de determinacdo da composi¢cdo quimica,
propriedades fisico-quimicas e perfil de textura e viscosidade (8 triplicatas) foi utilizado
o teste ANOVA para 3 fatores seguido do método de Tukey a um nivel de significancia
de 5%. Essa analise considera um delineamento fatorial que mede a interagao entre
3 tratamentos: extrato de café canéfora (EC), Lactobacillus acidophilus (La) e
Bifidobacterium animalis subsp. lactis (Bal). Nos casos em que pelo menos um dos
pressupostos estatisticos para a realizagdo de ANOVA foi ferido, os dados foram
avaliados utilizando um modelo linear generalizado (GLM), utilizando a distribuicao de
densidade de probabilidade gamma.

Para os dados de crescimento bacteriano (log UFC/g de 16 triplicatas) foi
utilizado o teste ANOVA para 4 fatores (SINGMANN et al., 2023) seguido do método
de Tukey a um nivel de significancia de 5%. Essa analise considera um delineamento
fatorial que mede a interagdo entre 4 fatores fixos: extrato de café canéfora (EC),
Lactobacillus acidophilus (La), Bifidobacterium animalis subsp. lactis (Bal) e Controle
(positivo ou negativo). Considerou-se como fator aleatério o tempo, uma vez que
foram realizadas medidas de crescimento bacteriano ao longo de 7 tempos (T1, T2,
T3, T4, T5, T6 e T7). Nos casos em que pelo menos um dos pressupostos estatisticos
para a realizacdo de ANOVA foi ferido, os dados foram avaliados utilizando um modelo
de regressao linear mista (BATES et al., 2015). Para esta analise a significancia das

variaveis preditoras foi avaliada com a distribuicao de probabilidade t de Student.

4.7.2 Analise sensorial

Para os dados da analise sensorial foram realizadas diversas analises
estatisticas. Para as informagdes obtidas por meio do questionario séciodemografico
e valores do calculo do indice de aceitabilidade foi realizada uma analise descritiva.
Foram construidos graficos de barras com frequéncias relativas em percentagem para
as respostas dos 120 provadores para o questionario e, graficos de barras para
indices de aceitabilidade de cada atributo sensorial.

Os dados da escala hedbnica foram avaliados quanto a normalidade dos

residuos pelo teste de Shapiro-Wilk, e quanto a homogeneidade das variéncias pelo
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teste de Levene. Posteriormente foi utilizado o teste ANOVA Fator Duplo seguido do
método de Tukey a um nivel de significAncia de 5%. Essa analise considera um
delineamento fatorial que mede a interagdo entre 2 tratamentos: extrato de café
canéfora (EC) e probidticos (Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium animalis
subsp. lactis). Nos casos em que pelo menos um dos pressupostos estatisticos para
a realizacado de ANOVA foi ferido, os dados foram avaliados utilizando um modelo
linear generalizado (GLM), utilizando a distribuicdo de densidade de probabilidade
gamma.

Na analise de dados da escala heddnica também foi utilizada uma abordagem
multivariada para explorar as relagbes entre as variaveis e identificar padrées nos
dados. O primeiro passo foi realizar o teste de Kaiser-Meyer-Olkin (KMO) para verificar
se os dados eram adequados para uma Analise de Componentes Principais (ACP).
Um critério de ajuste com um valor KMO superior a 0,5 foi estabelecido. Em seguida,
a ACP foi conduzida, onde foram calculados os autovalores da variancia percentual
cumulativa para avaliar a contribuigdo de cada dimens&o na variabilidade total dos
dados.

Uma das etapas do calculo da ACP foi a elaboragao da matriz de correlagao
de Pearson, sendo realizada a partir dela a construcédo de um correlograma que
indicou os valores dos coeficientes de correlacao (r), os quais podem variar de -1 a
+1, sendo que quanto mais préximo a +1, maior a relagdo direta entre as duas
variaveis utilizadas. No correlograma, cada intersecgao indica a associagdo entre
duas variaveis, sendo possivel identificar a relacado entre todas as variaveis da escala
hedbnica, independente do grupo que pertence. Os valores dos coeficientes de
correlagdo indicam significancia estatistica da associacao bivaria (p<0,05).

A ACP possibilitou identificar as variaveis mais influentes na definicdo das
dimensdes e a ordenacao dos dados. Assim, foi criado um grafico com elipses para
visualizar a separacao dos grupos de acordo com cada tipo de iogurte: P, PEC, PLaBal
e PLaBalEC. Esse grafico facilitou a identificagdo de possiveis agrupamentos ou
sobreposi¢des entre os grupos e proporcionou uma compreensao da ordenagao dos
pontos nas duas primeiras dimensdes.

A significancia das dimensdes obtidas na ACP foi avaliada utilizando-se o
pacote "ExpDes.pt" (FERREIRA; CAVALCANTI; NOGUEIRA, 2021). Foi aplicado o
teste ANOVA Fator Duplo, considerando os fatores fixos extrato de café (EC) e

probioticos, seguido do método de Tukey a um nivel de significancia de 5% para
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realizar as comparagdes multiplas entre os grupos.
Todas as andlises estatisticas desse estudo foram obtidas por meio do
software R Core Team (TEAM, 2023).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Acao do café sobre culturas iniciadoras, probiéticas, deteriorantes e

patogénicas

A enumeragao dos microrganismos da cultura starter pode ser visualizada na
Tabela 2. A legislag&o brasileira estabelece uma contagem minima de 7 Log UFC/g
(BRASIL, 2007) para bactérias lacticas totais em iogurtes. Assim, pode-se dizer que
todos os ensaios formulados estiveram de acordo com os requisitos microbioldgicos
para as contagens desses microrganismos durante o periodo de armazenamento de
sete semanas.

Verificou-se que para Streptococcus thermophilus nao houve diferenca no
crescimento bacteriano nos controles negativo e positivo (Figura 7;t= 0,001; p>0,05),
ou seja, nao houve influéncia dos microrganismos contaminantes (patogénicos) no
seu crescimento. Da mesma maneira, nao foi identificada influéncia de extrato de café
(EC) (Figura 7; t = 0,211; p>0,05), Lactobacillus acidophilus (La) (Figura 7; t = 0,023;
p>0,05) e Bifidobacterium animalis subsp. lactis (Bal) (Figura 7; t = -0,001; p>0,05)
sobre essa cultura. O mesmo resultado foi observado para o outro microrganismo da
cultura starter, ou seja, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (Figura 7; controle:
t =0,036; p>0,05; EC: t=0,198; p>0,05; La: t = 0,104; p>0,05; Bal: t = 0,008; p>0,05).

Fonseca et al. (2014) e Fernandes et al. (2016) destacam que um dos
principais parametros de qualidade do iogurte consiste na sobrevivéncia e viabilidade
de bactérias da cultura iniciadora durante o periodo de vida util desse produto. Assim,
ao serem pesquisados novos aditivos e ingredientes deve-se avaliar sua agao perante
estes microrganismos (FONSECA et al., 2014).

Tamime (2008) explica que o sabor do iogurte é resultado da produgao de
compostos aromaticos durante a fermentagdo, sendo que as bactérias da cultura
starter, especialmente Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus sao as principais
responsaveis. Porém, o mesmo autor esclarece que altas contagens de Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus pode resultar em producéo continua de acido durante o

armazenamento, o que leva a um produto com sabor excessivamente acido.
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Tabela 2 - Enumeracéo dos microrganismos Streptococcus thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (log UFC/g) nos oito ensaios de iogurte

Ensaio ™ T2 T3 T4 T5 T6 T7
s N P N P N P N P N P N P N P
P 8,06+0,6 8,03+0,7 8,21+0,62 8,22+0, 8,35+0,63* 8,40+0, 8,480, 8,49+0, 8,57+0,73 8,62+0,76 8,72+0,88 8,72+0, 8,80+0,9 8,800,
1 Ca 0 Ca BCa 62 BCa BCa 65 ABCa 70 ABCa 69 ABCa ABCa ABCa ABa 83 ABa OAa 82 Aa
PEC 8,16£0,6 8,13+0,6 8,24+0,69 8,27+0, 8,31+0,73 8,340, 8,42+0, 8,43+0, 8,48+0,78 8,53+0,77 8,59+0,83 8,62+0, 8,64+0,8 8,690,
9 Ca 6 Ca BCa 63 BCa ABCa 64 ABCa 78 ABCa 70 ABCa ABCa ABCa ABa 81 ABa 3 Aa 80 Aa
PL 8,13+0,7 8,02+0,7 8,26+0,66 8,18+0, 8,46+0,74 8,38+0, 8,59+0, 8,56+0, 8,68+0,86 8,64+0,85 8,81+0,88 8,760, 8,89+0,8 8,84+0,
a 0 Ca 1 Ca BCa 68 BCa ABCa 73 ABCa 82 ABCa 81 ABCa ABCa ABCa ABa 86 ABa 6 Aa 89 Aa
PLaEC 8,14+0,7 8,11+0,7 8,22+0,74 8,220, 8,32+0,77 8,34+0, 8,42+0, 8,440, 8,49+0,80* 8,54+0,79 8,59+0,83 8,62+0, 8,67+0,8 8,700,
S. a 5 Ca 3 Ca BCa 71 BCa ABCa 75 ABCa 81 ABCa 82 ABCa BCa ABCa ABa 82 ABa 4 Aa 83 Aa
thermophilus PBal 8,15+0,6 8,09+0,7 8,32+0,62 8,25+0, 8,39+0,65 8,38+0, 8,49+0, 8,49+0, 8,60+0,75 8,62+0,81 8,74+0,84 8,71+0, 8,81+0,8 8,79+0,
a 6 Ca 2 Ca BCa 68 BCa ABCa 69 ABCa 70 ABCa 75 ABCa ABCa ABCa ABa 83 ABa 5 Aa 85 Aa
8,16+0,6 8,14+0,6 8,25+0,72 8,26+0, 8,36+0,79 8,37+0, 8,43+0, 8,450, 8,50+0,79 8,53+0,79 8,61+0,82 8,64+0, 8,64+0,8 8,710,
PBalEC 7 Ca 3 Ca BCa 66 BCa ABCa 74 ABCa 79 ABCa 79 ABCa ABCa ABCa ABa 80 ABa 2 Aa 85 Aa
8,20+0,6 8,19+0,7 8,38+0,63 8,32+0, 8,45+0,73 8,43+0, 8,51+0, 8,49+0, 8,60+0,79 8,51+1,01 8,79+0,91 8,660, 8,84+0,9 8,790,
PLaBal 7 Ca Qca BCa 66 BCa ABCa 71 ABCa 73 ABCa 73 ABCa ABCa ABCa ABa 96 ABa 1 Aa g2 Aa
PLaBal 8,21+0,7 8,12+0,7 8,25+0,74 8,24+0, 8,32+0,79 8,34+0, 8,400, 8,41+0, 8,47+0,75 8,50+0,79 8,56+0,83 8,59+0, 8,64+0,7 8,670,
EC 3 Ca 6 Ca BCa 76 BCa ABCa 82 ABCa 80 ABCa 82 ABCa ABCa ABC ABa 80 ABa 9 Aa 76 Aa
P 8,16+0,6 8,15+0,6 8,25+0,64 8,24+0, 8,39+0,71 8,36+0, 8,49+0, 8,52+0, 8,61+0,80 8,65+0,80 8,75+0,87 8,78+0, 8,82+0,8 8,86+0,
6 Ca 4 Ca BCa 66 BCa ABCa 65 ABCa 72 ABCa 72 ABCa ABCa ABCa ABa 89 ABa 7 Aa 87 Aa
PEC 8,07+0,6 8,05+0,8 8,19+0,70 8,18+0, 8,28+0,74 8,34+0, 8,41+0, 8,44+0, 8,50+0,80 8,54+0,79 8,61+0,86 8,64+0, 8,67+0,8 8,7410,
8 Ca 3 Ca BCa 76 BCa ABCa 76 ABCa 82 ABCa 80 ABCa ABCa ABCa ABa 76 ABa 6 Aa 80 Aa
PL 8,15+0,6 8,13+0,5 8,30+0,62 8,21+0, 8,45+0,73 8,38+0, 8,56+0, 8,50+0, 8,68+0,82 8,66+0,78 8,77+0,86 8,72+0, 8,87+0,8 8,870,
a 4 Ca 99 Ca BCa 61 BCa ABCa 63 ABCa 76 ABCa 70 ABCa ABCa ABCa ABa 76 ABa 2 Aa 78 Aa
PLaEC 8,16+0,6 8,12+0,6 8,22+0,67 8,19+0, 8,30+0,69 8,30+0, 8,41+0, 8,41+0, 8,47+0,74 8,52+0,74 8,57+0,75 8,58+0, 8,62+0,7 8,690,
L. a 6 Ca 2 Ca BCa 63 BCa ABCa 66 ABCa 73 ABCa 66 ABCa ABCa ABCa ABa 77 ABa 5 Aa 76 Aa
bulgaricus 8,13+0,7 8,06x0,7 8,29+0,66 8,24+0, 8,39+0,74 8,34x0, 8,53x0, 8,50+0, 8,64+0,86 8,59+0,81* 8,73 8,71+0, 8,82+0,8 8,79+0,
PBal 0 Ca 0 Ca BCa 68 BCa ABCa 72 ABCa 82 ABCa 79 ABCa ABCa BCa 10,88 ABa 87 ABa 8 Aa 87 Aa
8,15+0,6 8,14+0,6 8,23+0,70 8,25+0, 8,38+0,72 8,35+0, 8,47+0, 8,450, 8,56+0,79 8,54+0,76 8,68+0,79 8,62+0, 8,76+0,7 8,7410,
PBalEC 7 Ca 1 Ca BCa 65 BCa ABCa 67 ABCa 76 ABCa 72 ABCa ABCa ABCa ABa 78 ABa 5 Aa 78 Aa
8,18+0,6 8,16x0,6 8,31+0,65 8,26+0, 8,41+0,70 8,36+0, 8,49+0, 8,50+0, 8,60+0,80 8,63+0,80 8,80+0,91 8,73+0, 8,84+0,9 8,83+0,
PLaBal 9 Ca 7 Ca BCa 66 BCa ABCa 69 ABCa 71 ABCa 76 ABCa ABCa ABCa ABa 82 ABa 1 Aa 86 Aa
PLaBal 8,19+0,7 8,14+0,7 8,23+0,73 8,23+0, 8,31+0,78 8,340, 8,39+0, 8,43+0, 8,48+0,76 8,51+0,78 8,57+0,81 8,60+0, 8,62+0,8 8,69+0,
EC 3 Ca 5 Ca BCa 73 BCa ABCa 78 ABCa 79 ABCa 81 ABCa ABCa ABCa ABa 80 ABa 0 Aa 78 Aa

a2 Os resultados apresentam a média de log UFC/g * desvio padrao de 3 repeticdes, em triplicata.
b Médias seguidas por letras maitisculas iguais, na mesma linha, indicam n3o haver diferenga significativa entre os tempos para cada ensaio ao nivel de 5% pelo teste de Tukey.
¢Médias seguidas por letras minusculas iguais, na mesma coluna, indicam nao haver diferenca significativa entre os ensaios ao nivel de 5% pelo teste de Tukey.

9 N: controle negativo; P: controle positivo; T1 a T7: tempo em semanas; P: padrio; PEC: padrao + extrato de café; PLa: padrao + Lactobacillus acidophilus; PLaEC: padrio +
Lactobacillus acidophilus + extrato de café; PBal: padrao + Bifidobacterium animalis subsp. lactis; PBalEC: padrao + Bifidobacterium animalis subsp. lactis + extrato de café; PLaBal:
padrao + Lactobacillus acidophilus + Bifidobacterium animalis subsp. lactis; PLaBalEC: padrao + Lactobacillus acidophilus + Bifidobacterium animalis subsp. lactis + extrato de café.

Fonte: Autoria propria (2023)
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Figura 7 - Contagem de Streptococcus thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus nos diferentes ensaios ao longo do tempo em semanas para os grupos controle
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A linha suavizada representa a relagao linear dos dados (médias), entre o

mpo e a contagem de microrganismos (log UFC/g), e a area sombreada no
entorno da linha representa o intervalo de confianca.

b p: padrao; PEC: Padrao + extrato de café; PLa: padrdo + Lactobacillus

acidophilus; PLaEC: padrao + Lactobacillus acidophilus + extrato de café;

PBal: padrao + Bifidobacterium animalis subsp. lactis; PBalEC: padrao +

Bifidobacterium animalis subsp. lactis + extrato de café; PLaBal: padrao +

Lactobacillus acidophilus + Bifidobacterium animalis subsp. lactis;

PLaBalEC: padrao + Lactobacillus acidophilus + Bifidobacterium animalis

subsp. lactis + extrato de café.
Fonte: Autoria propria (2023)
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Tamime (2008) destaca que contagens excessivamente baixas ou altas das
duas espécies de bactérias presentes na cultura starter, o que nao foi detectado no
presente estudo, podem levar a defeitos de sabor no iogurte.

Ranadheera et al. (2012) verificaram maiores contagens de L. delbrueckii
subsp. bulgaricus em comparagao com S. thermophilus em formulagdes de iogurtes
de leite de cabra adicionados de fruta apdés quatro semanas de armazenamento.
Kailasapathy, Harmstorf e Phillips (2008) relataram uma alta viabilidade (> 7 Log
UFC/g) de L. acidophilus em iogurtes de frutas durante o periodo de cinco semanas
de armazenamento.

Fernandes et al. (2016) ao estudarem a vida de prateleira de iogurte sabor
café verificaram que o iogurte contendo 0,2% de café soluvel apresentou 7,46 Log
UFC/g de bactérias lacticas viaveis no inicio do armazenamento e 7,30 Log UFC/g
apo6s 28 dias de armazenamento. Assim os autores concluiram que a adi¢cao de café
soluvel no iogurte e o tempo de armazenamento ndo comprometeram a viabilidade
destas bactérias, semelhantemente ao observado no presente estudo.

Os resultados para o crescimento de Lactobacillus acidophilus e
Bifidobacterium animalis subsp. lactis nos ensaios podem ser visualizados na Tabela
3 e, Figuras 8 e 9.

A legislacao brasileira nao estabelece limites para contagem de Lactobacillus
acidophilus, porém para o uso de bifidobactérias, a contagem deve ser de no minimo
6 Log UFC/g ou mL (BRASIL, 2007), sendo que as cepas devem permanecer viaveis
até o final da vida util do iogurte. Portanto, pode-se dizer que os oito ensaios se
apresentaram de acordo com o preconizado para as contagens desse microrganismo.

Para o crescimento de Lactobacillus acidophilus (Figura 8; t = -19,149;
p<0,0000001) assim como para Bifidobacterium animalis subsp. lactis (Figura 9; t = -
17,925; p<0,0000001) nao houve diferenga significativa entre os controles negativo e
positivo, ou seja, a adicdo dos microrganismos patogénicos nao interferiu no
crescimento dos probidticos. Além disso, nao foi identificada influéncia significativa da

adicao de extrato de café na populagado dos microrganismos probidticos.


https://www-sciencedirect.ez48.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0308814612009971#b0070
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Tabela 3 - Enumeracéo dos microrganismos Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium animalis subsp. lactis (log UFC/g) nos oito ensaios de iogurte

Ensaio T T2 T3 T4 T5 T6 T7
s N P N P N P N P N P N P N P

PL 6,50+0,4 6,48+0, 6,62+0, 6,57+0, 6,65+0,5 6,66+0, 6,780, 6,78+0, 6,85+0,63 6,88+0, 6,91+0,6 6,94+0, 6,97+0, 7,030,

a 9 Aa 53 Aa 52 Aa 55 Aa 4 Aa 54 Aa 60 Aa 60 Aa Aa 60 Aa 2 Aa 62 Aa 63 Aa 63 Aa
6,52+0,4 6,530, 6,61+0, 6,64+0, 6,73+0,5 6,77+0, 6,810, 6,840, 6,87+0,63 6,91+0, 6,94+06 6,980, 6,99+0, 7,09+0,

3 L. 3 PLaEC 9 Aa 50 Aa 54 Aa 54 Aa 8 Aa 61 Aa 64 Aa 66 Aa Aa 65 Aa 7 Aa 69 Aa 69 Aa 66 Aa
acidophi 6,53t0,5 6,52+0, 6,65:0, 6,66:0, 6,68+0,5 6,710, 6,78:0, 6,780, 6,87:0,67 6,870, 6,960,7 6960, 7,02:0, 7,030,

lus PLaBal 4Aa 51 Aa 56 Aa 58 Aa gAa 60 Aa 67Aa 63Aa Aa 67Aa 2Aa 72 Aa 72 Aa 73Aa
PLaBal 6,55+0,5 6,48+0, 6,67+0, 6,610, 6,76x06 6,74+0, 6,800, 6,82+0, 6,86+0,69 6,91+0, 6,90+0,6 6,97+0, 6,970, 7,100,

E aC 3 Aa 50 Aa 59 Aa 55 Aa 4 Aa 63 Aa 69 Aa 67 Aa Aa 69 Aa 8 Aa 68 Aa 66 Aa 70 Aa
6,63+0,6 6,64+0, 6,72+0, 6,71+0, 6,83+06 6,80+0, 6,89+0, 6,90+0, 7,00#0,75 7,01+0, 7,27+0,8 7,200, 7,4+0,8 7,42+0,

PBal 1Ca 69 Ca 66 Ca 69 Ca 7BCa 72 BCa 70 BCa 71 BCa ABCa 75 ABCa 6ABa 80 ABa 6 Aa 83 Aa
B. PBalEC 6,50+0,5 6,54+0, 6,65+0, 6,65+0, 6,73+0,6 6,75t0, 6,83+0, 6,860, 7,02+0,71 6,950, 7,25+0,8 7,150, 7,44+0, 7,40+0,

animalis a 55 Ca 57 Ca 62 Ca 60 Ca 1 BCa 62 BCa 62 BCa 61 BCa ABCa 64 ABCa 4 ABa 78 ABa 75 Aa 80 Aa
subsp. PLaBal 6,66+0,5 6,57+0, 6,71+0, 6,70+0, 6,78+0,6 6,79+0, 6,83+0, 6,88+0, 6,87£0,65 7,02+0, 7,39+0,8 7,32+0, 7,500, 7,49+0,

lactis aba 6 Ca 54 Ca 59 Ca 58 Ca 2 BCa 60 BCa 66 BCa 60 BCa ABCa 64 ABCa 2 ABa 72 ABa 82 Aa 76 Aa
PLaBal 6,48+04 6,50+0, 6,67+0, 6,64+0, 6,68+0,5 6,71+0, 6,78+0, 6,78+0, 6,85+0,63 6,94+0, 7,33+0,7 7,290, 7,550, 7,46%0,

EC 97 Ca 535 Ca 548 Ca 597 Ca 92 BCa 591 BCa 591 BCa 564 BCa 2ABCa 53 ABCa 8ABa 75 ABa 70 Aa 80 Aa

aOs resultados apresentam a média de log UFC/g * desvio padrao de 3 repeti¢des, em triplicata.
bMédias seguidas por letras maitsculas iguais, na mesma linha, indicam nio haver diferenca significativa entre os tempos para cada ensaio ao nivel de
5% de significancia pelo teste de Tukey.
¢Médias seguidas por letras minusculas iguais, na mesma coluna, indicam ndo haver diferenga significativa entre os ensaios ao nivel de 5% de
significancia pelo teste de Tukey.
9 N: controle negativo; P: controle positivo; T7 a T7: tempo em semanas.
¢ P: padrao; PEC: padrao + extrato de café; PLa: padrao + Lactobacillus acidophilus; PLaEC: padrao + Lactobacillus acidophilus + extrato de café; PBal:
padrao + Bifidobacterium animalis subsp. lactis; PBalEC: padrao + Bifidobacterium animalis subsp. lactis + extrato de café; PLaBal: padrao +
Lactobacillus acidophilus + Bifidobacterium animalis subsp. lactis; PLaBalEC: padrao + Lactobacillus acidophilus + Bifidobacterium animalis subsp.
lactis + extrato de café.
Fonte: Autoria prépria (2023)
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Figura 8 - Contagem de Lactobacillus acidophilus nos diferentes ensaios ao longo do tempo em
semanas para os grupos controle positivo ou negativo
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2A linha suavizada representa a relagao linear dos dados (médias), entre o tempo e a contagem de
microrganismos (log UFC/g), e a area sombreada no entorno da linha representa o intervalo de
confianca.

b p: padriao; PEC: padrédo + extrato de café; PLa: padrio + Lactobacillus acidophilus; PLaEC: padrio +
Lactobacillus acidophilus + extrato de café; PBal: padrao + Bifidobacterium animalis subsp. lactis;
PBalEC: padrao + Bifidobacterium animalis subsp. lactis + extrato de café; PLaBal: padrao +
Lactobacillus acidophilus + Bifidobacterium animalis subsp. lactis; PLaBalEC: padrao + Lactobacillus
acidophilus + Bifidobacterium animalis subsp. lactis + extrato de café.

Fonte: Autoria préopria (2023)
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Figura 9 - Contagem de Bifidobacterium animalis subsp. lactis nos diferentes ensaios ao longo do
tempo em semanas para os grupos controle positivo ou negativo

Megativa Pasitivo
75
T.01
6.51

6.0

1.5
T.01

5.51 Ensain

&0 PBal
PBalLEC

== PlLaBal

7.5 - e PlLaBalEC
ol -

Bifidobactenum animaiis subsp. lactis (leg UFClg)

T.01

6.51

6.0

Tempo (semanas)

2 A linha suavizada representa a relagao linear dos dados (médias), entre o tempo e a
contagem de microrganismos (log UFC/g), e a &rea sombreada no entorno da linha
representa o intervalo de confianga.

b p: padrao; PEC: padrao + extrato de café; PLa: padrao + Lactobacillus acidophilus;
PLaEC: padrao + Lactobacillus acidophilus + extrato de café; PBal: padrao +
Bifidobacterium animalis subsp. lactis; PBalEC: padrao + Bifidobacterium animalis subsp.
lactis + extrato de café; PLaBal: padrao + Lactobacillus acidophilus + Bifidobacterium
animalis subsp. lactis; PLaBalEC: padrao + Lactobacillus acidophilus + Bifidobacterium
animalis subsp. lactis + extrato de café.

Fonte: Autoria prépria (2023)

Apesar de Tripathi e Giri (2014) afirmarem que as espécies de Lactobacillus sp. sao
mais adequadas para aplicacdo em alimentos em comparagdo a espécies de
Bifidobacterium sp., nesse estudo nao foi observada diferenga significativa entre as
contagens desses microrganismos durante o periodo de armazenamento (Tabela 3).
Ribeiro et al. (2018) e Sharma et al. (2023) evidenciam a importancia da manutencao da
viabilidade das cepas probidticas bem como das caracteristicas desejaveis dos alimentos
fermentados durante o processamento e estocagem, para garantir segurancga e os efeitos
benéficos desses produtos ao serem consumidos.

Entretanto, para proporcionar os beneficios de saude, os microrganismos

probidticos devem permanecer viaveis no alimento em uma dose eficiente durante toda a
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fabricagdo e a vida util de um produto, sendo que a recomendagédo de ingestdo diaria
minima de probiéticos € de 6 - 9 Log UFC/g ou mL, ou pelo menos 8 Log UFC por porgao
(HILL et al., 2014; PIMENTEL et al., 2021; SHARMA et al., 2023).

De maneira semelhante a esse estudo, Sales et al. (2020) investigaram o efeito in
vitro de espécies de café, grau de torra e descafeinagao sobre bactérias probioticas e Es-
cherichia coli. Verificaram que os extratos aquosos de café de torra média das espécies
Coffea arabica e Coffea canephora (0,5 a 1,5% de café soluvel) promoveram o crescimento
de todas as bactérias probioticas testadas (Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus aci-
dophilus, Bifidobacterium animalis subsp. lactis e Bifidobacterium animalis), mas n&o o cres-
cimento de Escherichia coli.

Os resultados do crescimento de Escherichia coli e Salmonella enterica sorovar
Typhimurium nesse estudo podem ser visualizados na Tabela 4 e, Figuras 10 e 11.

Observou-se que nos ensaios em que O microrganismo Escherichia coli foi
adicionado, houve efeito significativo do fator controle, ja que n&o ocorreu crescimento
deste no controle negativo e por outro lado observou-se crescimento nos ensaios do
controle positivo (Tabela 4; Figura 10; t = 4,110; p = 0,000257). O mesmo comportamento
foi observado para o crescimento de Salmonella enterica sorovar Typhimurium (Tabela 4;
Figura 11; t = 4,282; p = 0,000158). J& para bolores e leveduras, nado identificou-se
crescimento em nenhum dos ensaios dos controles, o que justifica a auséncia de
comparacgao estatistica dos dados desses microrganismos.

Quando considerada a ag¢ao do extrato de café, pode-se verificar que houve
influéncia no crescimento dos microrganismos patogénicos Escherichia coli e Salmonella
enterica sorovar Typhimurium nas semanas 6 e 7, como evidenciado pelo teste de Tukey
(Tabela 4; Figuras 10 e 11; p<0,05).

Canci et al. (2022) ao investigarem o potencial antimicrobiano de extratos de C.
arabica e C. canephora contra patdgenos e Lactobacillus sp. em leite em pé reconstituido,
verificaram que os extratos de café torrados apresentaram potencial antimicrobiano
reduzindo as contagens de Salmonella Typhimurium e inibindo completamente o
crescimento de E. coli. O extrato de C. canephora torrado na concentracido de 5,0% foi o
agente mais promissor, o que foi correlacionado com o teor de melanoidinas, e reduziu a
multiplicagdo dos patdégenos, sem afetar o crescimento de cepas probidticas (Lactobacillus

plantarum e Lactobacillus rhamnosus), semelhantemente a esse estudo.


https://www-sciencedirect.ez48.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0924224421006427?via%3Dihub#bib54
https://www-sciencedirect.ez48.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0924224421006427?via%3Dihub#bib91

Tabela 4 - Enumeragao dos microrganismos patogénicos (log UFC/g) e pHs inicial (T1) e final (T7) nos oito ensaios do controle positivo de
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iogurte

Ensaios T T2 T3 T4 T5 T6 T7
pH pH
P* 1,83+1,588Ca 4,62 3,66+0,27Aa 3,70+0,29% 1,88+1,63ABa  1,86+1,618Ca  1,78+1,55C2 1,77+1,53%@ 4,60
PEC* 1,88+1,64BC2 4 56 3,61+0,35%a 3,59+0,36%2 3,55+0,35%Ba  1,87+1,625C2 < 1Ce < 1Ce 4,55
PLa* 1,89+1,6582 4,64 3,61+0,35% 3,63+0,38%2 1,89+1,65%B2 1,86+1,618C2  1,85+1,60C2 1,78+1,55C2 4,62
E. coli PLaEC* 1,88+1,63B¢2 4,58 3,67+0,324a 3,57+0,39%2  3,65+0,36°B2 1,81+1,575Ca < 1Ce < 1Ce 4,55
’ PBal* 1,87+1,628¢a 4,63 3,57+0,3942 3,62+0,31A2 1,87+1,62°82  1,86+1,618Ca  1,88+1,63C2 1,77+1,53%@ 4,60
PBalEC* 1,85+1,608¢@ 4,57 3,60+0,324a 3,540,274  3,54+0,34A8a  1,85+1,608C2 < 1Ce < 1Ce 4,55
PLaBal* 1,84+1,598Ca 4,62 3,54+0,314a 3,63+0,36" 1,81+1,57ABa  1,85+1,608Ca  1,81+1,57C2 1,84+1,59%@ 4,59
PLaBalEC* 1,87+1,62BCa 457 3,59+0,4642 3,43+0,30%2 3,33+0,46°B2  1,84+1,595¢Csa < 1Ce < 1Ce 4,55
P* 1,77+1,538C2 4,62 3,460,374 3,56+0,38%2 1,85+1,604B2 1,78+1,55BCDa  170+1,48°Pa 1,63+1,43P2 4,60
PEC* 1,87+1,6282 4,56 3,55+0,334a 3,56+0,35% 3,50+0,35%B2 1,81+1,57BCDa < 1Ce < 1Ce 4,55
PLa* 1,86+1,618%@ 4,64 3,580,304 3,60+0,36%2 1,88+1,63ABa 1,84+1,598CDa 1 83+1,58Pa 1,73+1,5002 4,62
Salmonella PLaEC* 1,89+1,658¢2 4,58 3,63+0,314a 3,58+0,35% 3,65+0,307B2 1,89+1,65BCDa < 1Ce < 1Ce 4,55
sp. PBal* 1,89+1,658@ 4,63 3,63+0,314a 3,65+0,33%2 1,85+1,607B2 1,83+1,58BCPa 1 ,88+1,64Pa 1,77+1,53P2 4,60
PBalEC* 1,88+1,638¢@ 4,57 3,67+0,3342 3,60+0,25% 3,55+0,25AB2  1,83+1,58BCDa < 1Ce < 1Ce 4,55
PLaBal* 1,88+1,638@ 4,62 3,52+0,314a 3,60+0,37A2  1,77+1,63ABa 1 81+1,57BCPa  {78+1,65C0a 1,77+1,53Pa 4,59
PLaBalEC* 1,85+1,608Ca 457 3,54+0,444a 3,38+0,33%2  3,74+0,22ABa 1 80+1,56B¢Pa < 1Ce < 1Ce 4,55

20s resultados apresentam a média de log UFC/g * desvio padrao de 3 repetigdes, em triplicata.
b Médias seguidas por letras maiusculas iguais, na mesma linha, indicam néo haver diferenca significativa entre os tempos para cada ensaio ao

nivel de 5% de significincia pelo teste de Tukey.

¢ Médias seguidas por letras minusculas iguais, na mesma coluna, indicam nao haver diferenga significativa entre os ensaios ao nivel de 5% de
significancia pelo teste de Tukey.
9T1a T7: tempo em semanas.

¢ Ensaios do controle positivo: P*: padrao; PEC*: padrao + extrato de café; PLa*: padrao + Lactobacillus acidophilus; PLaEC*: padrao +
Lactobacillus acidophilus + extrato de café; PBal*: padrao + Bifidobacterium animalis subsp. lactis; PBalEC*: padrao + Bifidobacterium animalis
subsp. lactis + extrato de café; PLaBal*: padrao + Lactobacillus acidophilus + Bifidobacterium animalis subsp. lactis; PLaBalEC*: padrao +
Lactobacillus acidophilus + Bifidobacterium animalis subsp. lactis + extrato de café.
Fonte: Autoria prépria (2023)



Figura 10 - Contagem de Escherichia coli nos diferentes ensaios ao longo do tempo em
semanas para o grupo controle positivo
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2 A linha suavizada representa a relacao linear dos dados (médias), entre
o tempo e a contagem de microrganismos (log UFC/g), e a area
sombreada no entorno da linha representa o intervalo de confianga.

b p: padrdo; PEC: padrao + extrato de café; PLa: padrao + Lactobacillus
acidophilus; PLaEC: padrao + Lactobacillus acidophilus + extrato de
café; PBal: padrao + Bifidobacterium animalis subsp. lactis; PBalEC:
padrao + Bifidobacterium animalis subsp. lactis + extrato de café;
PLaBal: padrao + Lactobacillus acidophilus + Bifidobacterium animalis
subsp. lactis; PLaBalEC: padrao + Lactobacillus acidophilus +
Bifidobacterium animalis subsp. lactis + extrato de café.

Fonte: Autoria prépria (2023)
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Figura 11 - Contagem de Salmonella enterica sorovar Typhimurium nos diferentes ensaios ao
longo do tempo em semanas para o grupo controle positivo
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2 A linha suavizada representa a relagao linear dos dados
(médias), entre o tempo e a contagem de microrganismos (log
UFC/g), e a area sombreada no entorno da linha representa o
intervalo de confianca.

b p: padrido; PEC: padrio + extrato de café; PLa: padrio +
Lactobacillus acidophilus; PLaEC: padrao + Lactobacillus
acidophilus + extrato de café; PBal: padrao + Bifidobacterium
animalis subsp. lactis; PBalEC: padrao + Bifidobacterium
animalis subsp. lactis + extrato de café; PLaBal: padrao +
Lactobacillus acidophilus + Bifidobacterium animalis subsp.
lactis; PLaBalEC: padrao + Lactobacillus acidophilus +
Bifidobacterium animalis subsp. lactis + extrato de café.
Fonte: Autoria préopria (2023)

As melanoidinas do café correspondem a um grupo diversificado e complexo
de compostos quimicos de alto peso molecular, formados como parte dos produtos
finais da reacao de Maillard durante o processo de torra. Sdo em grande parte nao
digeridas pelo hospedeiro, ou seja, os seres humanos dependem quase
exclusivamente da microbiota intestinal para metaboliza-las (HU et al., 2019; PEREZ-

BURILLO et al., 2020). Assim, pode-se dizer que as melanoidinas do café modulam


https://www-sciencedirect.ez48.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/glycation
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positivamente a composicdo da microbiota intestinal (PREEDY, 2015; JIMENEZ-
ZAMORA; PASTORIZA; RUFIAN-HENARES, 2015; PEREZ-BURILLO et al., 2020;
CHAN; LIU, 2022), fato este que pode ter ocorrido com o crescimento dos probidticos
Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium animalis subsp. lactis, enquanto foram
reduzidas as contagens dos microrganismos patogénicos. De acordo com Bao, Chen
e Dai (2019), os polifendis, incluindo os acidos clorogénicos, também podem inibir
bactérias patogénicas e ajudar a regular os microrganismos intestinais, como é o caso
das bifidobactérias.

O efeito antimicrobiano do extrato de café canéfora sobre os microrganismos
patogénicos esta relacionado a presenga dos acidos clorogénicos, das melanoidinas
e da cafeina, sendo que estes também apresentam atividade antioxidante (VIGNOLI
et al., 2014; MESIAS; DELGADO-ANDRADE, 2017; LU et al., 2020).

Os acidos clorogénicos atuam sobre a membrana plasmatica presente nas
bactérias por meio da formagao de poros que aumentam a permeabilidade dessa
estrutura, o que promove perda de sua funcdo e rompimento celular com liberacao
dos componentes citoplasmaticos (CAMPOS; COUTO; HOGG, 2003; LOU et al., 2011;
DUANGJAI et al., 2016). Além disso, também pode afetar a vias de sinalizagao
intracelulares, levando a morte celular (LEE; LEE, 2018; JI et al., 2022) e, induzir o
desequilibrio metabdlico intracelular com efeitos bacteriostaticos (JI et al., 2022; WU
et al., 2020). Os compostos fendlicos também podem exercer atividade antimicrobiana
através da interrupcao da forca proton-motriz, do fluxo de elétrons e do transporte
ativo (CAMPOS; COUTO; HOGG, 2003; MARTINEZ-TOME et al., 2011).

Li et al. (2014) verificaram que os acidos clorogénicos inibiram o crescimento
de Staphylococcus aureus afetando sua membrana celular, o que foi evidenciado pela
visualizacdo em microscopio da estrutura da membrana danificada e da liberagao de
constituintes celulares, além de mudancas no pH citoplasmatico e no potencial de
membrana. As descobertas revelaram o potencial dos acidos clorogénicos como
agentes alternativos contra microrganismos patogénicos ou como conservante de
alimentos.

A forma de atuacdo das melanoidinas sobre sobre as bactérias esta
relacionada as caracteristicas da parede celular (CANCI et al., 2022). As bactérias
Gram-positivas apresentam membrana plasmatica, camada espessa de
peptideoglicano e acidos teicdicos (de parede e lipoteicdicos) na constituicdo de sua
estrutura (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012). As Gram-negativas possuem membrana
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plasmatica (interna), camada delgada de peptideoglicano e membrana externa com
lipopolissacarideos, sendo estas as caracteristicas que as tornam mais complexas
(TORTORA; FUNKE; CASE, 2012). Como esses microrganismos apresentam
diferengas quanto a composicdo da parede celular, também sio diferentes os
mecanismos de inibicdo dos compostos ativos do café entre os dois grupos, mas ainda
nao estio totalmente elucidados.

As melanoidinas podem exercer atividade antimicrobiana por meio da
quelagédo com ions metalicos por mecanismos diferentes (RUFIAN-HENARES; DE LA
CUEVA, 2009). Em baixas concentragdes, as melanoidinas podem exercer atividade
bacteriostatica por quelagao com ions do meio de cultura (RUFIAN-HENARES; DE LA
CUEVA, 2009; MUELLER et al., 2011; MORALES; SOMOZA; FOGLIANO, 2012;
PREEDY, 2015). J4 em cepas capazes de produzir sideréforos (moléculas de fator de
viruléncia responsaveis pela aquisicdo de metais) para ingestdo de ferro, as
melanoidinas reduzem a atividade da bactéria por quelagdo com o complexo
sideroforo-Fe3*, o que diminui a viruléncia desse microrganismo. Essas duas primeiras
formas de atuagéo reduzem a disponibilidade de ferro e interferem no crescimento e
processos biossintéticos bacterianos (RUFIAN-HENARES; DE LA CUEVA, 2009;
MUELLER et al., 2011; MORALES; SOMOZA; FOGLIANO, 2012; PREEDY, 2015).

Mas, além disso, quando em altas concentracbes as melanoidinas podem
exercer atividade bactericida, por que removem ions magnésio (Mg?*) da membrana
celular levando a sua desestabilizagcdo, o que ocasiona ruptura irreversivel dessa
estrutura e resulta na liberagdo de moléculas e morte celular (RUFIAN-HENARES; DE
LA CUEVA, 2009; MUELLER et al., 2011; MORALES; SOMOZA; FOGLIANO, 2012;
PREEDY, 2015; CANCI et al., 2022). Preedy (2015) cita ainda como efeitos
antimicrobianos das melanoidinas, a diminuicdo da captagédo de glicose e oxigénio
alem da inibicdo da atuacdo das enzimas catabolizadoras de carboidratos nos
microrganismos.

Canci et al. (2022) ao estudarem o efeito antimicrobiano de extratos de café
arabica e café canéfora verdes e torrados, verificaram que as melanoidinas, que sao
formadas durante o processo de torrefagdo, foram as responsaveis pela atividade
microbiana. Os autores destacaram que apesar de existir a possibilidade de atuacao
do acido-5-cafeoilquinico (acido clorogénico majoritario no café), os extratos de café
verdes tiveram efeitos menos pronunciados sobre os microrganismos do que 0s

extratos de café torrados. De maneira semelhante, Monente et al. (2015) afirmaram
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que o alto teor de melanoidinas do café canéfora promove inibigao do crescimento de
bactérias Gram-negativas.

A cafeina induz erros durante a replicagéo do acido desoxirribonucleico (DNA),
sendo, portanto, considerada mutagénica para bactérias (KUHLMANN et al., 1968;
BAZZAZ et al., 2019). Diferentes mecanismos foram mencionados para sua atividade
antibacteriana. A cafeina apresenta similaridade estrutural com a base nitrogenada
adenina, assim, a cafeina acaba sendo incorporada ao DNA ao invés da adenina
(LABBE; NOLAN, 1987). Dessa maneira, a cafeina interrompe o emparelhamento de
bases no DNA (LABBE; NOLAN, 1987).

Além disso, a cafeina também é considerada um inibidor competitivo na
enzima alostérica timidina quinase. A atividade dessa enzima € regulada por
adenosina trifosfato (ATP) e a cafeina compete e se liga ao mesmo sitio que o ATP na
enzima (SANDLE; KLEPPE, 1980), o que faz com que ocorra sua inibigdo, ou seja,
nao ocorrera a incorporagao de adenina e timina ao DNA durante o processo de
replicagdo (KANG et al., 2012; BAZZAZ et al., 2019). Whitney e Weir (2015) ao
estudarem os efeitos da cafeina in vitro verificaram que houve inibigdo no crescimento
de E. coli devido a interagdo da cafeina com o gene que regula a via de reparo do
DNA bacteriano. Kang et al. (2012) e Bazzaz et al. (2019) salientam ainda que a
cafeina aumenta a sensibilidade das células bacterianas a substancias com atividade
antimicrobianas.

Ibrahim et al. (2006) realizaram um estudo que mostrou a eficacia da cafeina
em inativar e inibir significativamente o crescimento de Escherichia coli O157:H7,
indicando que a cafeina tem potencial como agente antimicrobiano para o tratamento
da infecgao por esse microrganismo e pode ser investigado como um eventual aditivo
alimentar para aumentar a seguranca de produtos. Outros trabalhos também
relataram que a cafeina tem atividades antioxidantes (YASHIN et al., 2013) e
antibacterianas contra S. aureus, Bacillus subtilis, E. coli e Klebsiella pneumoniae
(NONTHAKAEW et al., 2015; RATHI et al., 2022; SURYANTI et al., 2023).

Diante do exposto, pode-se dizer que o efeito do extrato de café sobre o
crescimento microbiano indesejado ¢é interessante sob o ponto de vista tecnoldgico,
pois pode aumentar a vida util dos alimentos de forma complementar ao tratamento
térmico (PREEDY, 2015). Entretanto, a atividade antimicrobiana do extrato de café
encontrada nesse estudo ndo € atribuivel a apenas um constituinte e nem a um

mecanismo especifico de agado, ja que existem diferentes alvos de atuagdo na
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estrutura celular bacteriana pelos acidos clorogénicos, melanoidinas e cafeina
(ALMEIDA et al., 2006; MARTINEZ-TOME et al., 2011). Além disso, os compostos
citados podem ter atuado de forma conjunta na inibigdo dos microrganismos
patogénicos. Mas, € importante destacar que Canci et al. (2022) ndo observaram
efeito da cafeina na redugao dos parametros de crescimento no estudo das mesmas
cepas patogénicas.

Outro ponto a ser considerado refere-se ao pH minimo para o
desenvolvimento dos microrganismos contaminantes. Melo Franco e Landgraf (2008)
estabelecem pH de 4,5 a 5,0 para Salmonella sp. e pH 4,3 a 4,4 para Escherichia coli.
Observou-se crescimento semelhante desses microrganismos nos iogurtes do
controle positivo, que apresentaram pHs iniciais entre 4,56 a 4,64 e pHs finais entre
4,55 e 4,62.

Ainda com relagcédo as contagens de Escherichia coli e Salmonella enterica
sorovar Typhimurium, verificou-se que até T3 nenhum dos tratamentos (EC, La e Bal)
afetou o crescimento desses microrganismos. Entretanto, houve reducdo dos
contaminantes nos ensaios sem extrato de café em T4. Alternativamente, poderia ter
ocorrido efeito sinérgico entre extrato de café e redugao do pH ao longo das semanas
de estudo, resultando na manutencao da atividade microbiana dos contaminantes nos
ensaios com extrato de café. Mas, ao serem comparados os valores de pH inicial (em
T1) e pH final (em T7), ndo foram identificadas diferengas contrastantes nesse
parametro. Além disso, na semana quatro ndo foram identificados efeitos
antimicrobianos significativos dos componentes do extrato de café, mas efeito das
bactérias acido lacticas, o que pode ser justificado pela producdo de compostos
antimicrobianos por essas bactérias, a exemplo das bacteriocinas.

Cabe lembrar que as bacteriocinas podem ser produzidas por bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas e diferem-se quanto ao alvo microbiano, modo de agao,
liberagdo e mecanismos de imunidade (CLEVELAND et al., 2001; SAVADOGO et al.,
2006; GILLOR et al., 2008). Tratam-se de proteinas ou peptideos com atividade
antibacteriana que sao produzidas nos ribossomos durante o crescimento microbiano
(na fase log) (SAVADOGO et al., 2006; OGAKI; FURLANETO; MAIA, 2015).

Os microrganismos sensiveis possuem em sua superficie sitios receptores
que sao bioquimicamente reconhecidos pela bacteriocina, que entdo penetra na célula
promovendo alteragdes na permeabilidade do sistema de membranas ocasionando a
formagao de poros (CLEVELAND et al., 2001; COTTER et al., 2005; COTTER; ROSS;
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HILL, 2013). A formagao de poros acarreta a despolarizagcdo da membrana o que faz
com que a célula perca sua capacidade de manter sua forga préton motriz (mecanismo
de entrada e saida de ions) entrando em colapso (SAVADOGO et al., 2006; OGAKI;
FURLANETO; MAIA, 2015; SIDHU; NEHRA, 2019). O microrganismo deixa de possuir
diferenga de potencial entre os meios interno e externo, necessarios para que ocorra
a sintese de energia (ATP) e por consequéncia transporte ativo, movimento celular e
demais fungdes, o que culmina com a sua morte (SAVADOGO et al., 2006; OGAKI;
FURLANETO; MAIA, 2015; SIDHU; NEHRA, 2019).

Por fim, observa-se que a partir da semana cinco ocorreu redugao nas
contagens dos contaminantes nos ensaios com extrato de café, sendo que em T6 e
T7 verificou-se que a presenca de extrato de café teve efeito sobre E. colie Salmonella
enterica sorovar Typhimurium em PEC, PLaEC, PBalEC e PLaBalEC.

5.2 Anadlise da composig¢ao quimica dos iogurtes

A composig¢ao quimica do iogurte interfere diretamente na sua qualidade final,
pois influencia no seu valor nutritivo, sensorial e vida util (TAMIME, 2008). Os
resultados da composi¢cado quimica dos ensaios de iogurte encontram-se na Tabela 5.

A legislacdo brasileira estabelece uma classificagdo quanto ao teor de
matéria-gorda lactea (g/100 g) em leites fermentados: com creme (min. 6,0 g/100 g),
integral (3,0 a 5,9 g/100 g), parcialmente desnatado (0,6 a 2,9 g/100 g) e desnatado
(max. 0,5 g/100 g) (BRASIL, 2007). Avaliando-se os resultados expressos na Tabela
5, pode-se dizer que os ensaios elaborados sao classificados como iogurte integral.

Os valores de lipidios obtidos nas formulacdes apresentaram diferenca

estatistica ao nivel de 5% de significancia (Tabela 5).



Tabela 5 - Resultados para os parametros de composi¢do quimica dos oito ensaios de iogurte

Gordura Proteina Umidade EST ESD
(%) (%) (%)

Ensaio
P 3,760,102 4,81+0,07° 62,40+0,61°¢ 20,40+0,41¢ 16,60+0,36°
PEC 3,55+0,08% 4,74+0,072° 60,90+0,25¢ 21,40+0,28b¢4 17,90+0,36°
PLa 3,61+0,13® 4,68+0,032° 63,20+0,69%° 22,40+0,312 18,80+0,182
PLaEC 3,72+0,06° 4,47+0,13¢ 61,80+0,78% 21,90+0,13%¢ 18,20+0,19%
PBal 3,568+0,32° 4,83+0,06°2 63,90+0,162 21,70+0,262b 18,10+0,18%
PBalEC 3,75+0,072 4,84+0,052 62,40+0,55% 22,10+0,17% 18,40+0,11°
PLaBal 3,410,042 4,76+0,062° 62,30+0,30° 21,00+0,29% 17,60+0,27°
PLaBalEC 3,32+0,10° 4,58+0,04°¢ 61,20+0,30% 21,20+0,47°% 17,80+0,39°

a Os resultados apresentam a média * desvio padrao de 3 repeti¢cées, em triplicata.
b Médias seguidas por letras mintsculas iguais, na mesma coluna, indicam nao haver diferenca
significativa entre os ensaios ao nivel de 5% de significincia pelo teste de Tukey.

¢ P: padrao; PEC: Padrao + extrato de café; PLa: padrao + Lactobacillus acidophilus; PLaEC: padrao +

Lactobacillus acidophilus + extrato de café; PBal: padrao + Bifidobacterium animalis subsp. lactis;

PBalEC: padrao + Bifidobacterium animalis subsp. lactis + extrato de café; PLaBal: padrao + Lactobacillus
acidophilus + Bifidobacterium animalis subsp. lactis; PLaBalEC: padrao + Lactobacillus acidophilus +

Bifidobacterium animalis subsp. lactis + extrato de café. EST: extrato seco total. ESD: extrato seco
desengordurado.

Fonte: Autoria prépria (2023)
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Figura 12 - Representagdo da média (ponto) e desvios padrao (barras acima e abaixo da
média) das variaveis da composi¢ao quimica avaliada em cada ensaio de iogurte
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nivel de 5% de significincia pelo teste de Tukey.

b p: padrdo; PEC: Padrio + extrato de café; PLa: padrio + Lactobacillus acidophilus; PLaEC:
padrao + Lactobacillus acidophilus + extrato de café; PBal: padrao + Bifidobacterium animalis
subsp. lactis; PBalEC: padrao + Bifidobacterium animalis subsp. lactis + extrato de café;
PLaBal: padrao + Lactobacillus acidophilus + Bifidobacterium animalis subsp. lactis;
PLaBalEC: padrao + Lactobacillus acidophilus + Bifidobacterium animalis subsp. lactis +
extrato de café.

Fonte: Autoria prépria (2023)

O ensaio PLaBalEC apresentou o menor valor (3,32%) quando comparado
aos demais, porém nao diferiu estatisticamente dos valores obtidos nos ensaios PEC,
PLa, PBal e PLaBal. Verificou-se que a porcentagem de gordura do iogurte foi
reduzida quando o La (Lactobacillus acidophilus) e Bal (Bifidobacterium animalis
subsp. lactis) foram adicionados isoladamente ou em conjunto (PLa, PBal, PLaBal), e
ainda mais reduzida quando o extrato de café (EC) foi adicionado aos dois probioticos
juntos (PLaBalEC) (Tabela 5; Figura 12; La: F = 6,4774; p = 0,0216; Bal: F = 6,1846;
p =0,0243; La x Bal: F =7,3962; p = 0,0152; EC x La x Bal: F = 6,4774; p = 0,0216).

Tamime (2008) afirma que o nivel de gordura no iogurte altera drasticamente
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a percepgao da sensacgao satisfatoria do produto na boca, ou seja, iogurtes com baixo
teor de gordura (abaixo de 0,5 g/100 g) apresentam redugdo na sua qualidade
sensorial, o que é facilmente detectavel no palato.

Todavia, no presente trabalho, os valores de gordura variaram de 3,32 a
3,76%. De maneira similar, Olugbuyiro e Oseh (2011) encontraram valores entre 1,88
a 4% ao estudarem iogurtes comercializados na Nigéria. Silva et al. (2017) ao
determinar o teor de gordura em iogurte probiético suplementado com extrato de uva,
obtiveram valores de 3,10% para a formulagdo de iogurte sem extrato de uva; 3,80%
para formulagdo com 1,5 g/L de extrato de uva e; 3,40% para a formulagdo com 3,0
g/L. Em contraste, Magalhdes et al. (2017) obtiveram valores de 0,55% para a
formulacdo padrdo (0% de fitoesterois) e 1,94% para a formulagdo com maior
concentracao de fitoesterois (3%) em iogurtes de blueberry. Verificou-se que todas as
formulacdes sofreram influéncia pela adicao de fitoesterdis por que sua adicao foi
computada como lipideo na analise, 0 que expressou coeréncia para o produto
desenvolvido. Cardoso et al. (2022) também encontraram valores mais baixos, entre
2,36 a 2,86% para gordura em iogurtes.

Em relacdo a proteina, a legislagao brasileira estabelece um valor minimo de
2,9 g/100 g para a fabricacao de leites fermentados (BRASIL, 2007). Considerando-
se os resultados disponibilizados na Tabela 5, pode-se dizer que os oito ensaios de
iogurte elaborados apresentaram-se em conformidade com a regulamentagao
estabelecida.

Observou-se diferenca significativa entre as formulagdes para proteina, sendo
0s maiores valores atribuidos a PBalEC, PBal e P (Tabela 5).

O teor de proteina do iogurte foi afetado pela adi¢do de La, Bale EC. O La e
o EC reduziram a quantidade de proteina em relagéo ao iogurte padrao (PEC e PLa),
e quando os dois tratamentos foram combinados (PLaEC), a quantidade de proteina
foi ainda menor. O Bal, por outro lado, aumentou a quantidade de proteina do iogurte
(PBal e PBalEC) (Tabela 5; Figura 12; EC: F = 16,4702; p = 0,0009; La: F = 41,5459;
p =0; Bal: F = 8,5521; p = 0,0099; EC x La: F = 8,5521; p = 0,0099).

De acordo com Tamime (2008), os componentes proteicos (cerca de 4,5 - 5,5
g/100 g) e minerais sdo essenciais para a formagdo de um coagulo satisfatério em
iogurte e é o nivel de proteina que vai reger as propriedades fisicas do produto final.
De maneira semelhante, os autores Penna, Converti e Oliveira (2006) e Marafon (2010)

destacam que a concentragdo e o tipo de proteina podem afetar a textura e as
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caracteristicas reologicas do iogurte.

Os resultados de proteina desse estudo foram semelhantes aos de Velez-Ruiz,
Hernandez-Carranza e Sosa-Morales (2013) que obtiveram valores de 3,34 a 4,38%
em iogurte desnatado adicionado de fibras e calcio. Ao estudarem iogurte adicionado
de agua de coco, Malarkannan, Pandiyan e Geewarghese (2012) encontraram teores
de proteina de 3,18 e 5,98%. Semelhantemente, Magalhaes et al. (2017) encontraram
resultados de proteina que variaram de 4,14 a 4,15% em iogurte de blueberry com
baixo teor de gordura e enriquecido com fitoesterdis. Silva et al. (2017) ao estudarem
iogurte probidtico suplementado com extrato de uva obtiveram valores de proteina de
4,25% para a formulagéo sem extrato de uva; 4,27% para formulagdo com 1,5 g/L de
extrato de uva e; 4,30% para a formulagédo com 3,0 g/L de extrato de uva. Cardoso et
al. (2022) ao padronizarem e caracterizarem quatro formulagdes de iogurte com polpa
de morango verificaram teores de proteinas entre 3,06 a 3,63%, identificando como
fator de influéncia a maior concentragdo de leite em pd associada a menor
concentragcéo de agucar e polpa de morango.

Em relagcdo aos valores obtidos para umidade (Tabela 5), foi verificada
diferenca estatistica entre as amostras ao nivel de 5% de probabilidade, com o maior
valor para PBal (63,9%) e o menor para PEC (60,9%). A umidade do iogurte foi
reduzida quando o extrato de café foi adicionado (PEC, PLaEC, PBalEC e PLaBalEC)
(Tabela 5; Figura 12; EC: F = 44,8831; p = 0), bem como quando os microrganismos
probidticos La e Bal foram adicionados em conjunto (PLaBal) (Tabela 5; Figura 12; La
x Bal: F = 31,5265; p = 0).

Diferentemente desse estudo, Santos et al. (2020) encontraram valores de
81,83% de umidade para iogurte natural e 83,48% para iogurte com extrato de
beterraba com limdo. Com relagéo ao percentual de umidade, Magalhaes et al. (2017)
encontraram valores entre 85,14 a 85,34% em iogurtes de blueberry. Silva et al. (2017)
ao analisarem iogurte probidtico com extrato de uva obtiveram valores para umidade
de 81,56% para a formulacdo sem extrato de uva; 80,60% para formulacdo com 1,5
g/L de extrato de uva e; 81,76% para a formulagédo com 3,0 g/L.

Quanto ao conteudo de EST (Tabela 5), houve diferenga significativa ao nivel
de 5% de probabilidade entre os diferentes tratamentos. O extrato seco total (EST) foi
maior quando adicionado extrato de café no iogurte, uma vez que as médias dos
grupos PEC, PLaEC e PBalEC foram maiores do que a média do iogurte padrao
(Tabela 5; Figura 12; EC: F =4,613; p = 0,0474). Quando adicionado La ao ensaio que
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possui café (PLaEC), as médias de EST aumentaram ligeiramente em relagdo ao
iogurte padrao, com significancia estatistica pelo teste Anova, porém, foi considerado
igual ao grupo padrao pelo teste de acompanhamento de Tukey (EC x La: F = 12,908;
p = 0,00244).

De acordo com Malarkannan, Pandiyan e Geewarghese (2012), o conteudo
de extrato seco total € um importante parametro, ja que influencia na consisténcia e
na qualidade dos iogurtes. Além disso, Tamime (2008) destaca que a determinagao
de EST permite monitorar se foi realizada corretamente a padronizagao do leite bem
como a concentracao de ingredientes nao lacteos, como € o caso do agucar e o café
utilizados na formulagao de iogurtes nesse estudo.

Mantovani et al. (2012), salientam ainda que o EST é importante para garantir
equilibrio na composic¢ao do iogurte e se ultrapassar 25% interfere na agua disponivel
nesse produto, o que pode ocasionar alteragbes quanto a viscosidade e textura.
Tamime e Robinson (2007) ao estudarem os teores de EST em iogurte verificaram
que sua consisténcia foi melhorada por meio do aumento de sélidos totais de 12 para
20 g/100 g.

Contudo, os resultados do presente trabalho foram superiores aos
determinados por varios autores. Guler e Park (2011) encontraram valores de 13,16 a
16,72% em iogurtes turcos. Santos et al. (2020) obtiveram valores de 13 g/100 g e 19
g/100 g de EST para iogurte natural e iogurte com extrato de beterraba com limdo,
respectivamente. Magalhaes et al. (2017) ao analisarem iogurtes de blueberry com
fitoesterdis verificaram teores médios de EST de 10,67 a 10,83%. Soni et al. (2020)
ao estudarem iogurte probiético encontraram valores de 10,34 a 13,11 para EST.

Por outro lado, resultados similares a esse estudo foram observados por
Olugbuyiro e Oseh (2011) que obtiveram valores de 20,0 a 21,8% em iogurtes
nigerianos. Da mesma maneira, ao determinar EST em iogurte com polpa de morango
Cardoso et al. (2022) obtiveram valores de 20,01 a 22,68%.

Os teores de extrato seco total desengordurado (ESD) (Tabela 5)
determinados em cada um dos ensaios apresentaram diferenca estatistica entre si.
Verificou-se que o teor de ESD do iogurte foi aumentado quando o EC (Tabela 5;
Figura 12; EC: F = 6,0025; p = 0,0262) ou o La (Tabela 5; Figura 12; La: F = 9,9495;
p = 0,0061) foram adicionados isoladamente (PEC e PLa) e quando os dois
tratamentos foram combinados (PLaEC) (Tabela 5; Figura 12; EC x La: F = 17,5413;

p = 0,0007). O Bal influenciou as médias dessa variavel nos ensaios em que havia La
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(PLaBal) e La com EC (PLaBalEC), havendo redugdo nas médias, mas que ainda
ficaram maiores em relagao ao iogurte padrao (Tabela 5; Figura 12; La x Bal: F =
62,0075; p = 0; EC x La x Bal: F = 18,6892; p = 0,0005).

De acordo com Tamime (2008) o ESD corresponde ao provavel teor de
proteinas, lactose e minerais do iogurte e, junto a esses componentes € um guia util
de identificagao para as possiveis propriedades fisicas e nutricionais desse produto.

Assim, alguns autores obtiveram resultados semelhantes para o ESD
encontrado nessa pesquisa. Magalhaes et al. (2017) encontraram ESD com valores
que variaram de 9,82 a 11,17% para iogurtes de blueberry enriquecidos com
fitoesterdis, valores estes menores do que os 12% sugeridos pela Organizagao
Mundial da Saude para iogurtes com formulagdo tradicional. Silva (2007) ao
desenvolver iogurte simbidtico com culturas tradicionais e probidticas verificou valores
de 18,67 a 19,10% para ESD. Lucatto et al. (2020) ao estudarem iogurtes probidticos
e prebidticos produzidos a partir de leites de vaca e cabra obtiveram valores 18,63 a
19,45% para ESD.

5.3 Analise das propriedades fisico-quimicas dos iogurtes

Os resultados referentes as propriedades fisico-quimicas dos iogurtes
elaborados no presente estudo estdo demonstrados na Tabela 6. Para os valores de
pH foi detectada diferenca estatistica entre as amostras. O ensaio PEC apresentou
resultados mais baixos (4,54) quando comparados as demais formulagcdes, porém
este valor é estatisticamente semelhante aos dos ensaios PLaEC, PBal, PBalEC e
PLaBalEC. Os tratamentos P, PLa e PLaBal, por sua vez, nao diferiram
significativamente entre si.

Verificou-se que houve efeito do extrato de café na variavel pH (Tabela 6;
Figura 13; F = 23,54; p<0,001). O ensaio PEC apresentou menor pH em comparagao
aos que nao tiveram adicdo de EC. Nao foram encontradas diferengcas de pH no
iogurte padrao sem café (P), com adigdo de microrganismos probidticos (PLa, PBal e
PLaBal) (Tabela 6; Figura 13; p>0,05) e na combinagcdo de extrato de café e
probioticos (PLaEC, PBalEC e PLaBalEC) (Tabela 6; Figura 13; p>0,05).



Tabela 6 - Resultados para os parametros de propriedades fisico-quimicas dos oito ensaios de iogurte

H Acidez Cor
P (% ac. lactico) Sinérese (%) L *a *b

Ensaio
P 4,610,022 0,750,012 57,000,152 87,90+0,082 -6,81+0,03¢ 15,50+0,044
PEC 4,54+0,05° 0,74+0,012 57,000,122 49,10+0,10d 9,00£0,122 24,70+0,28°
PLa 4,62+0,022 0,63+0,01¢ 55,80+0,08 84,30+0,12¢ -6,4010,02¢¢ 15,60+0,03¢
PLaEC 4,57+0,022b 0,63+0,01¢ 56,10+0,08P 49,10+0,04¢ 8,63+0,35ab 24,90+0,30°
PBal 4,61+0,022b 0,69+0,01° 55,10+0,20¢ 88,60+1,312 -6,63+0,05¢ 14,60+0,04¢
PBalEC 4,59+0,012b 0,69+0,01° 55,90+0,15° 49,20+0,03¢ 8,36+0,34" 25,00+0,202b
PLaBal 4,610,022 0,68+0,01° 54,30+0,204 86,00+0,10° -5,94+0,03¢ 16,30+0,03¢
PLaBalEC 4,56+0,032P 0,68+0,01° 54,10+0,19¢ 49,20+0,08¢ 8,43+0,33ab 25,50+0,362

20s resultados apresentam a média * desvio padrao de 3 repeti¢cées, em triplicata.

b Médias seguidas por letras mintsculas iguais, na mesma coluna, indicam nao haver diferenca significativa entre os ensaios ao
nivel de 5% de significancia pelo teste de Tukey.
¢ P: padrao; PEC: Padrao + extrato de café; PLa: padrao + Lactobacillus acidophilus; PLaEC: padrdo + Lactobacillus acidophilus
+ extrato de café; PBal: padrao + Bifidobacterium animalis subsp. lactis; PBalEC: padrao + Bifidobacterium animalis subsp.
lactis + extrato de café; PLaBal: padrao + Lactobacillus acidophilus + Bifidobacterium animalis subsp. lactis; PLaBalEC: padrao
+ Lactobacillus acidophilus + Bifidobacterium animalis subsp. lactis + extrato de café.
Fonte: Autoria prépria (2023)
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Figura 13 - Representagcao da média (ponto) e desvios padrao (barras acima e abaixo da média)
das variaveis das propriedades fisico-quimicas avaliadas em cada ensaio de iogurte
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2| etras diferentes acima das barras indicam haver diferenga significativa entre os ensaios ao
nivel de 5% de significancia pelo teste de Tukey.

b pP: padrdo; PEC: Padrao + extrato de café; PLa: padrao + Lactobacillus acidophilus; PLaEC:
padrao + Lactobacillus acidophilus + extrato de café; PBal: padrao + Bifidobacterium animalis
subsp. lactis; PBalEC: padrao + Bifidobacterium animalis subsp. lactis + extrato de café;
PLaBal: padrao + Lactobacillus acidophilus + Bifidobacterium animalis subsp. lactis;
PLaBalEC: padrao + Lactobacillus acidophilus + Bifidobacterium animalis subsp. lactis +
extrato de café.

Fonte: Autoria prépria (2023)

Os valores de pH préoximos a 4,6 encontrados nos ensaios sdo importantes
uma vez que esse pH corresponde ao ponto isoelétrico da precipitacdo da caseina, o
que permite a maior estabilidade do produto (TAMIME, 2008). Dias et al. (2020)
salientam que os valores ideais devem estar entre 4,0 e 4,6, pois nesta faixa de pH o
produto ndo é sem sabor e nem excessivamente acido ou amargo. Além disso, essa
caracteristica tende a torna-los mais acessiveis para absorgéo pela parede intestinal
em seres humanos (TAMIME, 2008).

De acordo com Moreira et al. (1999) e Silva et al. (2012), os valores de pH
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podem afetar a atividade metabdlica das bactérias e assim favorecer um grupo de
microrganismos em detrimento do outro. Barbosa e Gallina (2017) e Ramos et al.
(2019) afirmam que a presenga de probioticos em leite fermentado pode ocasionar o
aumento do pH do produto e que valores abaixo de 4,3 podem afetar a viabilidade de
algumas espécies de bactérias probiodticas.

Diante desse aspecto, Ranadheera et al. (2012) encontraram pH inicial de
4,38 para iogurte natural (padrédo), enquanto identificou valores iniciais de 4,27, 4,26
e 4,24 para as formulagbes de iogurtes com adicdo de frutas a 5%, 10% e 15%
respectivamente. Esses autores identificaram diferencga significativa no pH entre o
iogurte padrao e as formulagdes de iogurtes com adi¢ao de frutas.

Em relacdo a acidez, a legislacéo estabelece valores de 0,6 a 2,0 g de acido
lactico/100g para a fabricagao de leites fermentados (BRASIL, 2007), portanto, pode-
se dizer que os todos os ensaios de iogurte elaborados estdo em conformidade com
a regulamentacéao estabelecida (Tabela 6).

Assim como verificado nos valores de pH, a acidez titulavel (Tabela 6) também
apresentou resultados distintos ao nivel de 5% entre os tratamentos estudados. Os
menores valores para acidez foram os referentes aos ensaios PLa e PLaEC, com
0,627 e 0,626% de acido lactico, respectivamente. Os tratamentos P e PEC, que
apresentaram maior nivel de acidez (0,745 e 0,744% de acido lactico,
respectivamente), sdo semelhantes entre si.

Além disso, a acidez do iogurte foi afetada pela presenga dos microrganismos
probidticos. Bifidobacterium animalis subsp. lactis (Bal) provocou sua redu¢ao quando
adicionado ao iogurte (PBal) (Tabela 6; Figura 13; t = -8,6127; p<0,0001), sendo que
o mesmo foi observado para a adicado de Lactobacillus acidophilus sozinho ou
juntamente com Bal (PLa e PLaBal) (Tabela 6; Figura 13; Bal x La: t = 11,9173;
p<0,0001). Ja a adigéo do extrato de café ndo afetou a acidez (p>0,05).

Segundo Dias et al. (2020) e Pombo et al. (2021), a acidez em iogurtes lhes
confere um sabor peculiar. Porém, esses autores salientam que a baixa acidez pode
prejudicar o sabor do iogurte e ocasionar dessoramento desse produto por favorecer
a contragao do coagulo devido a reducao da hidratagao das proteinas.

Similarmente ao relatado nesse estudo, Oliveira et al. (2011) ao realizarem o
acompanhamento do processo fermentativo de iogurte de agai obtiveram pH 4,59 e
acidez 1,0078% de acido lactico. Costa et al. (2012) também obtiveram valores

proximos ao estudarem o processo de fermentagéo de iogurte de jugai, com valores
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de pH 4,71 e acidez titulavel de 0,63% de acido lactico. Magalhaes et al. (2017)
durante a caracterizagao fisico-quimica de quatro formulag¢des de iogurte de blueberry
com baixo teor de gordura e enriquecido com fitoesterdis (0%, 1%, 2% e 4%)
obtiveram valores entre 0,94 a 0,95% de acido latico enquanto o pH foi de 4,67 em
todas as formulagoes.

Turgut e Cakmakci (2018) ao estudarem iogurte probidtico feito com
marmelada de morango verificaram diferengas significativas nos valores de pH e
acidez titulavel, sendo que para os iogurtes probioticos encontraram pH 4,46 e acidez
de 0,723% e para as amostras de iogurte controle obtiveram pH 4,15 e valores de
0,918% de acidez. Resultados semelhantes também foram observados por Pombo et
al. (2021) durante o monitoramento do tempo de fermentagéo e vida de prateleira de
iogurte probidtico sabor pitaya. Obtiveram pH inicial 6,45 e pH final 4,65 apds 42 dias
de armazenamento. Além disso, para acidez inicial os valores foram de 0,21% de
acido lactico e para acidez final de 0,91 % de acido lactico.

Os resultados de acidez aqui apresentados também condizem com os
observados por Oliveira et al. (2008) (0,75 a 0,79%), s&o ligeiramente superiores aos
relatados por Mazloomi et al. (2011) (0,55 a 0,64%) e sao inferiores aos citados por
Bakirci e Kavaz (2008) (0,9 a 1,07%) e Bertolino et al. (2019). Estes ultimos verificaram
que apos 21 dias de armazenamento houve aumento da acidez (0,99 para 1,20% de
acido lactico) para o iogurte fortificado com 6% de café canéfora, enquanto o iogurte
fortificado com 6% de café arabica apresrntou menor aumento (1,01 para 1,10%).

Os valores de sinérese (Tabela 6) também apresentaram diferenga estatistica
significativa a 5%, sendo os menores resultados de PLaBal (54,3%) e PLaBalEC
(54,1%).

Ao avaliar a sinérese pode-se perceber que houve atuacdo de EC e dos
probidticos promovendo sua redugao. Os probioticos La e Bal produziram redugao na
média de sinérese nos ensaios em que estavam presentes sozinhos (PLa e PBal) e
quando associados (PLaBal) (Tabela 6; Figura 13; EC: F = 15,5073; p = 0,0012; EC x
La: F =10,7108; p = 0,0048; La: F = 349,8825; p = 0; Bal: F = 670,2506; p = 0; La x
Bal: F = 5,9922; p = 0,0263). O ensaio com ambos os probidticos e EC (PLaBalEC)
teve valores ainda mais reduzidos (EC x La x Bal: F = 26,0984; p = 0,0001).

Na sinérese ocorrem rearranjos na rede proteica devido a forgas atrativas
entre as moléculas de caseina ou micelas, o que pode ocasionar a contragdo do gel

com expulsdo de liquido, que ao ser liberado forma uma sobrecamada no produto
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(ANTUNES, 2005; MORET]I, 2009). Portanto, a sinérese do iogurte € um fendmeno
insatisfatorio caracterizado pela liberagdo espontanea de agua do gel, o que pode
afetar seriamente a qualidade e a aceitagdo do produto pelo consumidor (SAH et al.,
2016; BARBOSA; GALLINA, 2017; POMBO et al., 2021).

Assim, os resultados do presente estudo foram divergentes dos obtidos por
Michael, Phebus e Schmidt (2010), que demonstraram aumento da sinérese do
iogurte apds a incorporagéo de preparagdes vegetais. Diferentemente, Ranadheera et
al. (2012) verificaram que a sinérese foi significativamente menor no iogurte natural
(padrdo) do que em iogurtes adicionados de frutas (5%, 10% e 15%),
independentemente dos niveis de suco de frutas adicionados, o que foi justificado pelo
seu maior teor de sélidos totais, proteinas, gorduras e cinzas.

Por sua vez, Donmez, Mogol e Gokmen (2017), ao investigarem o efeito da
adicdo de café em pd e cha verde em pd sobre o comportamento da sinérese e
consisténcia de iogurtes verificaram que a adi¢cao de café (1 ou 2%) diminuiu a taxa
de sinérese desse produto. O cha verde teve seu efeito sobre a sinérese dependente
da concentragado, ou seja, diminuiu a taxa de sinérese quando adicionado a 0,02% e
causou aumento quando adicionado a 2%. Os dois compostos estudados sao ricos
em polifendis que podem afetar a sinérese e o comportamento reoldgico de iogurtes,
entretanto, apresentam diferencas quanto ao perfil dessa substancia, o que justifica
os resultados observados. Os autores concluiram que os polifendis presentes no café
e no cha verde podem interagir com as micelas de caseina no iogurte, aumentando
assim a consisténcia e reduzindo a taxa de sinérese em certas concentragoes.

Na Tabela 6 sao apresentados os valores dos parametros de cor:
luminosidade L, cromaticidade *a e cromaticidade *b. De acordo com Minolta
Corporation (1994), as coordenadas de cromaticidade *a e *b indicam as dire¢des das
cores, sendo: *a < 0 (negativo) em diregao ao verde e *a > 0 (positivo) em diregéo ao
vermelho; *b < 0 (negativo) em diregdo ao azul e *» > 0 (positivo) em dire¢cdo ao
amarelo. Os valores de L (luminosidade) podem variar do preto (zero) ao branco (100).

Neste sentido, os resultados obtidos para a coordenada de cromaticidade *a,
apontam em todos os tratamentos com adi¢do de extrato de café, valores positivos
(*a > 0), o que corresponde a diregao do vermelho. Por outro lado, as amostras sem
adicdo de extrato de café apresentaram valores negativos (*a < 0), em dire¢cado ao
verde. Verificou-se que a variavel *a teve um aumento em todos os ensaios em que o
EC estava presente (PEC, PLaEC, PBalEC e PLaBalEC) (Tabela 6; Figura 13; EC: t =
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-82,4025; p<0,000001; EC x La: t = -2,5140; p = 0,0230; EC x Bal: t = -2,6897; p =
0,0161).

Quanto a coordenada de cromaticidade b* todos os tratamentos
apresentaram valores positivos (*b > 0), em dire¢gao a cor amarela, porém, com valores
maiores nas amostras com adicao de extrato de café. A variavel *b teve um aumento
quando o EC estava presente sozinho, com La, com Bal ou com ambos os probioticos
(PEC, PLaEC, PBalEC e PLaBalEC).

Para a luminosidade (L) também ocorreram diferengas entre as amostras com
e sem adicao de extrato de café, com valores em torno de 49 e 87, respectivamente.
Observou-se que o EC sozinho ou com os probioticos teve efeito de redugao da
variavel L (Tabela 6; Figura 13; t = 1257,83; p<0,000001; EC x La: t = 4,6186; p =
0,0003; EC x Bal: t =-3,0187; p = 0,0081).

Levando-se em consideracao a coloragao escura caracteristica do extrato de
café e a concentracao adicionada (5 g/100 g) em quatro dos ensaios, justifica-se a
diferenga de cor observada.

Martins (2005) ao desenvolver smoothies de frutos tropicais com iogurte de
leites de ovelha e vaca obteve valores de L de 51,39 para polpa de goiaba e 43,65 e
70,24 para maméao e banana, respectivamente, sendo que 0 mamao apresentou valor
menor devido a coloragdo ser mais escura, enquanto, a banana por apresentar
coloragao clara teve um valor mais proximo de 100 dentre as frutas analisadas. A
diferengca de valores obtida entre a polpa de mamao e a polpa de banana se
assemelha ao observado para as amostras com extrato de café e sem extrato de café,
respectivamente.

Para as coordenadas de cromaticidade *a Martins (2005) encontrou valores
de 23,34; 16,32 e; 31,15 para polpa de goiaba, mamé&o e banana, respectivamente.
Nas coordenadas de *b encontrou os valores de 25,97; 18,13 e; 37,98 para as polpas.
De maneira semelhante, Aquino, Salomao e Azevedo (2016) obtiveram os valores de
L 71,02, *a 3,51 e *b 33,44 em estudos realizados em bananas maduras.

Moro et al. (2018) ao avaliarem a cor de quatro marcas comerciais de café em
po e diluido (5 g/100 g) obtiveram valores de 11,02 a 11,46 para L; valores de 2,34 a
2,42 para *a e; -1,37 a -1,67 para *b de café em pd. Para as amostras diluidas os
valores foram de 25,27 a 26,65 para L; valores de 7,03 a 9,58 para *ae; 7,56 a 7,72

para *b.
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5.4 Perfil de textura e viscosidade dos iogurtes

A Tabela 7 apresenta os valores dos parametros de textura (firmeza,
elasticidade, coesividade e gomosidade) e viscosidade.

A textura pode ser definida por aspectos sensoriais e funcionais das
propriedades estruturais, mecanicas e superficiais dos alimentos, que podem ser
detectadas de maneira cinestésica e por meio da vis&o, audicdo e tato (SZCZESNIAK,
2002). As caracteristicas texturais do iogurte sao parametros importantes para
determinar sua aceitacao pelo consumidor (JOYNER, 2019).

Assim, com relagéo a textura do iogurte, foi possivel verificar que os valores
diferiram estatisticamente ao nivel de 5% para o parametro firmeza, sendo que a
presenca de La (Lactobacillus acidophilus) nos ensaios pode ter sido responsavel pelo
seu aumento. Verificou-se que La e La combinado com EC (PLa e PLaEC) tiveram
reducdo em sua firmeza (Tabela 7; Figura 14; EC: t = 2,3746; p = 0,0304; La: t = -
29,9500; p<0,000001). Quando os probioticos foram combinados e em presenga de
EC (PLaBal e PLaBalEC), houve uma redugao ainda maior (Tabela 7; Figura 14; La x
Bal: t = 11,6929; p<0,00001).

A firmeza nos iogurtes corresponde a forga necessaria para atingir uma certa
deformacéo e é importante por determinar a qualidade e aceitabilidade desse produto
(MUDGIL; BARAK; KHATKAR, 2017). Esta relacionada ao teor de sdlidos totais,
conteudo e tipo de caseina presentes na matéria-prima e, maiores teores de lipidios
(OLIVEIRA; DAMIN, 2003; SANDOVAL-CASTILLA et al., 2004; PARK et al., 2007).

Conforme relatado por Joyner (2019), o aumento do teor de proteina afeta a
textura, onde o enriquecimento do leite com leite em p6 desnatado pode resultar no
desenvolvimento da rede de micelas de caseinas, evidenciados por meio dos valores

de firmeza e elasticidade.
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Tabela 7 - Resultados para os parametros de textura e viscosidade dos oito ensaios de iogurte

Viscosidade (cP)

Textura
Firmeza (mN) Elasticidade (mm) Coesividade Gomosidade (N)
Ensaio
P -15,20+0,09° 0,73+0,05¢ 0,65+0,03 -10,30+0,03< 1727+7,00°¢

PEC -15,1040,07° 0,80+0,020c 0,73+0,0320 -10,30+0,01¢ 1738+7,552b¢

PLa -13,60+0,36° 0,94+0,032 0,64+0,03¢ -9,23+0,072 1735+12,30abe
PLaEC -13,90+0,08¢? 0,94+0,052 0,69+0,04abed -9,24+0,062 1741+8,89abc

PBal -16,90+0,06° 0,77+0,03bc 0,630,034 -10,20+0,04< 1717+10,80¢
PBalEC -16,90+0,04¢ 0,78+0,03bc 0,65+0,02bcd -10,20+0,05¢ 1733+9,50abe
PLaBal -13,50+0,072 0,85+0,042b 0,74+0,042 -9,69+0,03 174417 6420

PLaBalEC -13,80+0,08¢? 0,84+0,04° 0,73+0,02abe -9,78+0,03 1756+8,542P

20s resultados apresentam a média * desvio padrao de 3 repeti¢cées, em triplicata.

b Médias seguidas por letras mintsculas iguais, na mesma coluna, indicam nao haver diferenca significativa entre os ensaios ao

nivel de 5% de significancia pelo teste de Tukey.

¢ P: padrao; PEC: Padrao + extrato de café; PLa: padrao + Lactobacillus acidophilus; PLaEC: padrdo + Lactobacillus acidophilus
+ extrato de café; PBal: padrao + Bifidobacterium animalis subsp. lactis; PBalEC: padrao + Bifidobacterium animalis subsp.
lactis + extrato de café; PLaBal: padrao + Lactobacillus acidophilus + Bifidobacterium animalis subsp. lactis; PLaBalEC: padrao
+ Lactobacillus acidophilus + Bifidobacterium animalis subsp. lactis + extrato de café.

Fonte: Autoria prépria (2023)
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nivel de 5% de significancia pelo teste de Tukey.

padrao + Lactobacillus acidophilus + extrato de café; PBal: padrao + Bifidobacterium

PLaBalEC: padrao + Lactobacillus acidophilus + Bifidobacterium animalis subsp. lactis +
extrato de café.

Fonte: Autoria prépria (2023)
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Em contraste a este estudo, Mudgil, Barak e Khatkar (2017) ao estudarem a
andlise do perfil de textura de iogurte influenciado por goma guar parcialmente
hidrolisada obtiveram valores elevados de firmeza (38,7 a 54,7 mN). Ja Lucatto et al.
(2020) ao avaliarem o desempenho de culturas microbianas em iogurtes probioticos e
prebidticos de leites de vaca e cabra, obtiveram valores de firmeza entre 5,61 a 12,85
mN, sendo esse ultimo mais proximo aos valores aqui obtidos.

Para a elasticidade, foi detectada diferencga estatistica entre as amostras ao
nivel de 5% de significancia, onde verificou-se maiores valores de elasticidade para
PLa (0,943 mm) e PLaEC (0,94 mm), ou seja, para a elasticidade, o La aumentou a
média da variavel (Tabela 7; Figura 14; La: F = 81,4922; p = 0; Bal: F = 10,8876; p =
0,0045). Além disso, quando os dois probidticos foram usados juntos em presenga ou
nao de extrato de café (PLaBal e PLaBalEC), houve um aumento em relagdo ao
padrao (P), mas uma diminuicdo em relacdo ao La isolado em presenga ou nao de
café (PLa e PIaEC) (Tabela 7; Figura 14; La x Bal: F = 15,3837; p = 0,0012).

A elasticidade é a taxa na qual uma amostra retorna as suas dimensdes
normais depois que a forga deformante for removida (MUDGIL; BARAK; KHATKAR,
2017), sendo que essa propriedade sofre forte influéncia da matriz proteica (RAWSON;
MARSHALL, 1997). Diante desse aspecto, Lucatto et al. (2020) obtiveram valores de
0,77 a 0,85 mm para elasticidade na primeira semana de armazenamento de iogurtes
probidticos e prebidticos de leites de vaca e cabra. Apds seis semanas os valores
foram de 0,86 a 0,96 mm, valores préximos a esse estudo.

Na coesividade também verificou-se diferenca estatistica ao nivel de 5% de
significancia, sendo os maiores valores para PLaBal (0,743) e os menores para PLa
(0,643) e PBal (0,627). Para a coesividade, o EC sozinho e na presenga de La e Bal
(PEC, PLaEC e PBalEC) aumentaram a média da variavel (Tabela 7; Figura 14; EC:
F =9,2915; p=0,0077; La: F=10,1759; p = 0,0057; EC x Bal: F =6,8794; p = 0,0185).
O mesmo foi observado para o ensaio com a presencga dos probioticos combinados
(PLaBal) (Tabela 7; Figura 14; La x Bal: F = 23,9246; p = 0,0002).

De acordo com Szcesniak (1963) a coesividade esta relacionada as forgas de
ligagdes internas que formam um produto. Assim, Rawson e Marshall (1997)
encontraram para coesividade valores entre 0,72 e 0,79 em iogurtes probidticos de
leite de vaca. Araujo et al. (2012) identificaram valores de 0,71 para coesividade em
iogurtes fabricados a partir de leite de vaca. Mantovani et al. (2012) ao elaborarem

iogurte com diferentes concentragcées de solidos totais obtiveram para coesividade
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valores de 0,60 a 0,83.

Para o parametro gomosidade foi detectada diferencga estatistica ao nivel de
5% de significancia entre as amostras cujos valores estiveram entre -10,3 a -9,23 N.
Para esse parametro verificou-se que La teve efeito em seu aumento (PLa, PLaEC,
PLaBal e PLaBalEC) (Tabela 7; Figura 14; La: F = 1713,9651; p < 0,001; Bal: F =
125,7642; p < 0,0001; La x Bal: F = 289,293; p < 0,0001).

A gomosidade corresponde a energia requerida para mastigar um produto até
o estado de degluti-lo e por isso pode variar de pessoa para pessoa (SZCESNIAK,
1963; MUDGIL; BARAK; KHATKAR, 2017), por esse motivo, o nivel de aceitagao da
goma no iogurte depende de cada consumidor (MUDGIL; BARAK; KHATKAR, 2017).
Assim, para o parametro gomosidade, Mantovani et al. (2012) obtiveram valores de
0,05 a 0,12 N em iogurte com diferentes concentra¢des de solidos totais.

Por fim, foi observada diferengca significativa entre os resultados de
viscosidade dos ensaios (Tabela 7), sendo que os maiores valores foram obtidos para
PLaBalEC (1756 cP) e PLaBal (1744 cP). Verificou-se que o EC e o probidtico La
(PEC, PLa, PLaEC) promoveram um aumento nas médias de viscosidade (Tabela 7;
Figura 14; EC: F = 9,2641; p = 0,0077; La: F = 15,8149; p = 0,0011). Nos ensaios em
que havia La e foi adicionado o probidtico Bal (PLaBal) e EC (PLaBalEC) também
identificou-se o aumento de viscosidade (Tabela 7; Figura 14; La x Bal: F = 6,5276; p
=0,0212).

Autores como Hauly, Fuchs e Prudencio Ferreira (2005), Walstra, Wouters e
Geurts (2006) e Tamime (2008) afirmam que a viscosidade em leites fermentados,
como o iogurte, interfere na aceitabilidade dos consumidores, ja que relaciona-se a
resisténcia do liquido a forca a ele aplicada. Este parametro é dependente do tipo de
substrato, proporcdo de caseina, tratamento térmico empregado, cultura lactica,
condicdbes de incubagdo e armazenamento, entre outros (HAULY; FUCHS;
PRUDENCIO-FERREIRA, 2005; WALSTRA; WOUTERS; GEURTS, 2006; TAMIME,
2008).

Silva, Abreu e Assumpg¢ao (2012) atribuem o aumento na viscosidade de
iogurte a presenca de bactérias acido lacticas, que sintetizam exopolissacarideos,
acidos graxos de cadeia curta e vitaminas. De maneira complementar Duboc e Beat
(2001) salientam que os exopolissacarideos melhoram as propriedades reolégicas
dos produtos fermentados, provocando, entre outros fatores, a redugao da sinérese.

Além disso, Isanga e Zhang (2009) salientam que niveis mais elevados de gordura
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também podem contribuir para uma maior viscosidade dos iogurtes onde o leite
homogeneizado é usado na produgdo, uma vez que a homogeneizacgao facilita a
formagao de copolimeros entre a caseina e os glébulos de gordura, fortalecendo
assim a rede de gel.

Ertem e Cakmakgi (2018) ao avaliarem a vida de prateleira de iogurte
probidtico produzido com Lactobacillus acidophilus e Gobdin, obtiveram valores entre
6,84 a 8,88 mL/25 g para viscosidade. Ranadheera et al. (2012) encontraram valores
de 12257,39 a 13237,17 cP para iogurte de frutas e 23834,92 cP para iogurte padrao
de leite de cabra, onde a viscosidade do iogurte padrao foi maior do que a dos iogurtes

de frutas.

5.5 Caracterizagao microbiolégica e analise sensorial

Ap0s a verificagdo da qualidade microbiolégica nos ensaios de iogurte P, PEC,
PLaBal e PLaBalEC do controle negativo, onde ndo houve crescimento de Escherichia
coli, Salmonella sp. e bolores e leveduras, foi realizada a analise sensorial das

amostras.

5.5.1 Caracterizacao dos provadores

Os resultados referentes ao levantamento soéciodemografico dos provadores
que participaram da analise sensorial podem ser visualizados na Figura 15.

A analise sensorial realizada foi composta por 47,2% provadores do sexo
feminino e 52,8% do sexo masculino. As idades variaram, entretanto, a maioria tinha
entre 18 e 25 anos (79,2%). Os demais participantes estiveram divididos nas faixas
etarias de 26 a 35 anos (9,6%), 36 a 45 anos (4,8%), 46 a 55 anos (4%) e acima de
55 anos (2,4%).

Em relacdo a renda, verificou-se que a maioria dos provadores possuia renda
de 2 a 5 salarios minimos (54,4%), seguido por aqueles com renda de até um salario
minimo (20%). Cerca de 18,4% tinham uma renda de 6 a 10 salarios minimos,

enquanto 7,2% possuiam uma renda acima de 11 salarios minimos.
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Figura 15 - Resultados do levantamento de dados s6ciodemograficos dos provadores
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Fonte: Autoria prépria (2023)

Em termos de educacéao, observou-se que o grau de instrugdo predominante
foi de alunos com ensino superior incompleto (84,8%). Também se verificou-se que
11,2% tinham ensino superior completo ou mais, 0,8% ensino médio completo, 0,8%
ensino fundamental completo e 2,4% ensino fundamental incompleto.

Verificou-se que dentre as profissées dos provadores estavam: estudantes
(74,4%), professores (5,6%), estagiarios (4%), serventes de limpeza (3,2%) e
servidores publicos ou técnicos de laboratério (2,4% cada um). Profissdes como
agricultor, assistente de tecnologia e informacgao, auxiliar administrativo, auxiliar de
producao, funcionario publico, garcom, jovem aprendiz, monitor, programador e
representante comercial, representaram 0,8% da amostra, cada uma.

Na Figura 16 estdo disponibilizados os percentuais de respostas dos

provadores quanto a frequéncia e consumo de café e iogurte, bem como os critérios
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de escolha durante a compra.

Figura 16 - Percentual de respostas dos provadores para a frequéncia e
consumo de café e iogurte e critérios de escolha durante a compra
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Verificou-se que 88% dos participantes consomem café sendo que dentre
esses consumidores a maioria (68,8%) realiza seu consumo diariamente. Além disso,
9,6% o consomem ocasionalmente, 7,2% uma vez por semana e 2,4% duas vezes
por semana. Por outro lado, 12% afirmaram nunca consumir café.

Ao serem questionados sobre o consumo de iogurte, 77,6% dos participantes
afirmaram consumir, enquanto 22,4% responderam que nio apresentam esse habito.
A frequéncia de consumo do iogurte entre os provadores variou, sendo que 27,2% o
consomem uma vez por semana, 22,4% o consomem ocasionalmente, 21,6% nunca
o consomem, 16,8% o consomem duas vezes por més e 12% o consomem
diariamente.

Quanto aos tipos de iogurte consumidos, a maioria prefere o natural integral
(40,4%), seguido dos iogurtes grego (31,9%), natural desnatado (9,2%), zero lactose
(5%), tradicional (4,3%), zero agucar (3,5%), de leite vegetal (0,7%) e probidtico (0,7%).

Dentre os critérios considerados na escolha desses alimentos, o preco foi mencionado
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por 26,2% dos participantes, seguido do prazo de validade (21,1%), qualidade

nutricional (18,4%), aparéncia (17,2%), marca (14,8%), sabor (2%) e textura (0,4%).
A Figura 17 apresenta os percentuais de respostas dos provadores para

frequéncia e consumo iogurte probidtico e produtos com adigdo ou sabor café além

do interesse por alimentos saudaveis e probioticos.

Figura 17 - Percentual de respostas dos provadores para frequéncia e consumo iogurte
probioético e produtos com adigao ou sabor café e interesse por alimentos saudaveis e

probioticos
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Fonte: Autoria préopria (2023)

Verificou-se que 36,8% dos participantes responderam que possuem o habito
de consumir iogurte probidtico. A frequéncia de consumo foi de 17,6% para
ocasionalmente, 13,6% para uma vez por més, 4% para trés vezes por semanae 2,4%
para consumo diario. Por outro lado, 63,2% afirmaram nao consumir iogurte probiético.

Quando questionados quanto a busca por alimentos saudaveis, a maioria
respondeu positivamente (94,4%). No que diz respeito ao habito de consumo de
alimentos probiéticos, 58,4% dos participantes afirmaram n&o os consumir, enquanto

41,6% disseram que os consomem. Dentre os alimentos probidticos, os mais
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populares foram o leite fermentado (27,7%) e o iogurte (16,2%). A frequéncia do habito
de consumo de alimentos probiéticos variou de 16,8% para ocasionalmente, 12,8%
para uma vez por semana, 8,8% para duas vezes por més e 6,4% para consumo diario.
Por fim, a maioria dos participantes afirmou que possui o habito de consumir
alimentos com adigéo ou sabor de café (69,6%), sendo que a frequéncia variou de 40%
para consumo ocasionalmente, 12,8% para consumo uma vez por semana, 12% para

consumo diariamente e 7,2% para consumo duas vezes por més.

5.5.2 Teste de aceitagao

Os resultados da avaliagao sensorial aplicada a 120 provadores nao treinados

estao apresentados na Tabela 8.

Tabela 8 - Resultados do teste de escala hedénica de quatro ensaios de iogurte

Atributos Valores sensoriais médios
P PEC PLaBal PLaBalEC
Aparéncia 8,18 + 1,002b 7,62 + 1,46¢ 8,26 + 1,012 7,78 + 1,54bc
Aroma 7,43 + 1,58 7,89 + 1,412b 7,50 + 1,57 8,04 +1,172
Cor 8,07+ 1,112 7,89+ 1,322 8,14 + 1,112 7,92 + 1,352
Sabor 8,14 + 1,142 6,16 + 2,04° 8,26 + 1,072 6,66 + 1,880
Textura 8,03 + 1,242 6,78 + 1,59¢ 8,05+ 1,262 7,27 + 1,65
Impresséo global 8,06 + 0,932 6,86 + 1,55 8,08 + 1,042 7,24 + 1,46

20s resultados apresentam a média das notas da escala hedodnica * desvio padrao.

b Médias seguidas por letras mintdsculas iguais, na mesma linha, indicam nao haver diferenga
significativa entre os ensaios ao nivel de 5% de significincia pelo teste de Tukey.
¢Ensaios do controle negativo: P: padrao; PEC: padrao + extrato de café; PLaBal: padrao +
Lactobacillus acidophilus + Bifidobacterium animalis subsp. lactis; PLaBalEC: padrao +
Lactobacillus acidophilus + Bifidobacterium animalis subsp. lactis + extrato de café.
Fonte: Autoria prépria (2023)

Observou-se para o atributo aparéncia, que os valores sensoriais médios
foram de 7,62 a 8,26 situando-se entre as categorias “gostei moderadamente” e
“gostei muito”. O ensaio P ndo diferiu estatisticamente (p > 0,05) de PLaBal e
PLaBalEC. O mesmo foi observado para PEC e PLaBalEC, que nao diferiram entre si.
Entretanto, houve diferencga estatistica entre PEC e P e PEC e PLaBal, assim como
entre PLaBal e PLaBalEC nesse atributo.

Para o atributo aroma os valores sensoriais médios foram de 7,43 a 8,04, onde
as formulagdes apresentaram-se nas categorias “gostei moderadamente” e “gostei
muito”. Verificou-se que nao houve diferenca estatistica (p > 0,05) entre P, PEC e
PLaBal. Os ensaios PEC e PLaBalEC também nao diferiram entre si.

No atributo de cor os ensaios nao diferiram entre si (p > 0,05) e tiveram valores
sensoriais médios de 7,89 a 8,14, situando-se entre as categorias “gostei
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moderadamente” e “gostei muito”.

Considerando-se o atributo sabor, notou-se que os ensaios situaram-se entre
as categorias “gostei ligeiramente” e “gostei muito”, com valores sensoriais meédios de
6,16 a 8,26. Os ensaios P e PLaBal n&o diferiram entre si (p > 0,05), assim como PEC
e PLaBalEC.

Em relagcédo ao atributo textura verificou-se que os ensaios apresentaram-se
nas categorias “gostei ligeiramente”, “gostei moderadamente” e “gostei muito”, com
valores sensoriais médios de 6,78 a 8,05. Apenas P e PLaBal nio diferiram entre si
(p > 0,05).

Quanto a impressédo global os ensaios apresentaram valores sensoriais
meédios de 6,86 a 8,08 nas categorias “gostei ligeiramente”, “gostei moderadamente”
e “gostei muito”. Os ensaios P e PLaBal ndo diferiram entre si (p > 0,05), do mesmo
modo PEC e PLaBalEC também néo diferiram entre si.

De maneira geral, os ensaios P e PLaBal tiveram melhor aceitagao pelos
provadores, com valores sensoriais médios = 7,43. Esses resultados corroboram com
os obtidos por Majchrzak, Lahm e Durrschmid (2009) que examinaram trés iogurtes
probidticos e seis iogurtes convencionais quanto as suas propriedades sensoriais e
preferéncias dos consumidores. Para tanto, provadores treinados avaliaram a
qualidade geral das amostras classificando-as quanto a intensidade dos descritores
sensoriais em uma escala de 10 unidades. Com base nos resultados da avaliagao
sensorial descritiva e do teste de diferencas pareadas, verificaram que nao houve
diferencas significativas nas preferéncias dos consumidores entre os iogurtes
probidticos e os iogurtes convencionais.

A menor aceitagdo para o sabor observada para PEC (6,16) e PLaBalEC
(6,66) pode estar relacionada ao fato de que 40,4% dos provadores preferem consu-
mir iogurte natural integral e que apesar de 88% consumirem café, a concentragao de
extrato e/ou a combinagcao podem nao ter agradado ao paladar por se tratar de um
alimento diferenciado. Da Fonseca et al. (2007) e Fernandes et al. (2013) salientam
que a concentragao de café pode influenciar na aceitagao sensorial de um alimento
devido ao sabor amargo e adstringéncia conferidos pela presenca de cafeina, acidos
clorogénicos e demais compostos presentes no café. Silva et al. (2021) ao avaliarem
sensorialmente iogurte tipo grego sabor café, verificaram que a amostra obteve uma

aparéncia agradavel perante os julgadores, seguido dos atributos aroma, textura e
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impressao global. O atributo sabor obteve os menores valores, o que foi atribuido a
concentracéo de café utilizada (1,5% de café soluvel).

Tan e Korel (2007) formularam sete iogurtes com diferentes concentracdes de
café soluvel de 0 - 0,9% e acgucar de 0 - 5% (A). As formula¢des foram avaliadas
quanto aos atributos sensoriais de aparéncia, odor, consisténcia, sabor e impressao
global por provadores treinados utilizando-se uma escala hedénica descritiva de 5
pontos. Verificou-se que as maiores notas foram atribuidas para o iogurte com 0,5%
de café e contendo 5% de acucar. Para os atributos consisténcia, sabor e impressao
global identificou-se diferenga significativa entre os iogurtes com reducdo nas
pontuagdes conforme aumentou a concentragcido de café nas amostras.

Ribeiro, Bosi e Lucia (2017) avaliaram sensorialmente uma amostra de iogurte
com 0,1 % de extrato de café e verificaram que houve uma boa aceitacdo entre os
consumidores com valores médios de 7,6 para cor, 7,7 para consisténcia e sabor, 8,1
para aroma e 7,8 para impressao global. Gongalves (2009) avaliou quatro formulagdes
de bebida a base de café com diferentes concentragdes (0,7; 1,0; 1,3; 1,6% de extrato
de café). O autor ndo identificou diferenca significativa entre as formulagdes e desta-
cou que as médias dos atributos ficaram entre 6,9 e 7,2, o que correspondeu a “gostei
ligeiramente” e “gostei muito”.

Slyvka e Skulska (2021) desenvolveram quatro formulagdes de iogurte com
diferentes concentracdes de café soluvel, agucar e concentrado proteico de soro de
leite (C1 com 0% café, 0% acgucar, 0% concentrado proteico; C2 com 0,5% café, 4%
agucar, 5% concentrado proteico; C3 com 0,7% café, 5% acgucar, 10% concentrado
proteico; C4 com 0,9% café, 6% acgucar, 15% concentrado proteico). As formulagdes
foram avaliadas por meio de uma escala de cinco pontos quanto aos atributos
sensoriais aparéncia, aroma, consisténcia e sabor. As maiores médias foram
atribuidas para a aparéncia e aroma, entretanto para consisténcia e sabor houve
diferenga significativa entre os iogurtes com redugdo nas notas a medida em que
houve aumento da concentracao de café.

Ferreira et al. (2009) avaliaram a aceitagdo sensorial de doce de leite com
café e soro de leite. Produziram amostras variando a concentragdo de soro (S) e de
café (C) obtendo seis formulagbes (T1 0% Se 1% C; T20% Se 1,5% C; T310% S e
1% C; T410% Se 1,5% C; T520% S e 1% C; T6 20% S e 1,5% C). Considerando-se
as notas médias, os autores observaram que os doces se destacaram pela boa

aceitacao, apresentando em média notas superiores a 7 para os atributos sensoriais.
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Além disso, perceberam que, em geral, o tratamento 6 foi o que apresentou as
menores notas, mesmo assim superiores a 6, 0 que representa na escala hedénica
um valor consideravel. As menores notas atribuidas a T6 podem ser explicadas pelo
fato dessa amostra apresentar a maior concentragdo de soro e café, o que pode
acarretar alteragbes nos parametros avaliados.

Na Figura 18 podem ser observados os indices de aceitabilidade das quatro

amostras de iogurte em relagéo aos atributos sensoriais avaliados.

Figura 18 - indice de aceitabilidade dos atributos aparéncia, aroma, cor, sabor, textura e
impressao global dos quatro ensaios de iogurte
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aEnsaios do controle negativo: P: padrao; PEC: padrao + extrato de café; PLaBal: padrao +
Lactobacillus acidophilus + Bifidobacterium animalis subsp. lactis; PLaBalEC: padrao +
Lactobacillus acidophilus + Bifidobacterium animalis subsp. lactis + extrato de café.

b indice de aceitabilidade calculado a partir dos resultados da escala hedénica.
Fonte: Autoria prépria (2023)

A partir do grafico da Figura 18 pode-se observar que para todos os atributos
sensoriais avaliados pelos provadores, os ensaios que contém extrato de café (PEC
e PLaBalEC) tiveram indices de aceitagdo menores em comparagao aos que nao o
contém (P e PLaBal). No entanto, o atributo aroma foi uma excegao, onde o iogurte
probidtico com adigéo de extrato café (PLaBalEC) teve indices de aceitagao mais altos.
Além disso, é interessante notar que o sabor foi o atributo em que os iogurtes com
adicao de extrato de café receberam indices de aceitagao mais baixos.

Verificou-se que os ensaios P, PLaBal e PLaBalEC tiveram indices de
aceitabilidade superiores a 73%, enquanto PEC teve indices de aceitabilidade entre
68,4 e 87,6%. Considerando-se que indices superiores a 70% s&o considerados como
bem aceitos pelo mercado consumidor (TEIXEIRA; MEINERT; BARBETTA, 1987,
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DUTCOSKY, 1996), pode-se dizer que todos os tratamentos teriam repercussao
favoravel, exceto PEC, que para sabor apresentou indice de aceitabilidade inferior a
70%.

Fernandes et al. (2013) ao elaborarem trés formulagcdes de iogurte com
diferentes concentragdes de café soluvel (0,2%, 0,4% e 0,6%) utilizaram a escala
hedbnica de 9 pontos para avaliagdo sensorial das amostras. Os autores obtiveram
indice de aceitabilidade de 78,91%, 73,15% e 67,72% para os iogurtes contendo 0,2%,
0,4% e 0,6% de café soluvel, respectivamente, sendo que a maior aceitabilidade
sensorial pelos provadores foi para iogurte na concentragao de 0,2%.

Galvao et al. (2017) formularam iogurte grego com café (5% café soluvel),
chocolate (5% cacau) e canela (0,5%). Os autores utilizaram a escala heddnica de
9 pontos para avaliar a aceitagao sensorial dos atributos aparéncia, aroma, sabor,
textura e impressao global do produto, além do indice de aceitabilidade e a intengao
de compra. Verificou-se aceitacéo de 96,7% para aparéncia, 90,0% para aroma, 93,3%
para sabor, 95,5% para textura e 94,4% para impressao global. O indice de
aceitabilidade apresentou valor acima de 70%, o que correspondeu a uma otima
aceitagdo do produto. Em relagéo a intengcdo de compra, 66% dos provadores

disseram que certamente comprariam o produto.

5.5.3 Analise de Componentes Principais (ACP)

A Analise de Componentes Principais (ACP) é apresentada com duas
dimensdes, as quais representam juntas 75,09% da variagado dos dados observados
(Figura 19).

A primeira dimensao (Dim1) da ACP é composta principalmente pelos
atributos impressao global, aparéncia e textura (Autovalor = 3,50; variabilidade =
58,36%). Nesta dimensao, todas as variaveis de maior contribuicdo apresentaram
correlagdes positivas e significativas (p < 0,05), estando representadas pelas cargas
fatoriais positivas da Dimensao 1. Pode-se afirmar que os atributos impressao global
e aparéncia apresentam coeficiente de correlagao igual a 0,59; impressao global e

textura de 0,67 e; aparéncia e textura de 0,57 (Figura 20).

Figura 19 - Anélise de Componentes Principais (ACP) dos atributos aparéncia, aroma, cor,
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sabor, textura e impresséao global de quatro ensaios de iogurte
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a O grafico de elipse (a) apresenta duas dimensdes (eixos x e y), onde cada cor representa
grupos distintos. Setas pretas indicam vetores das variaveis (atributos sensoriais) de
avaliagao dos provadores.

b Os graficos de barras em (b) representam as médias e desvios padrio da Dimens3o 1 para
cada ensaio.
¢ Os graficos de barras em (c) representam as médias e desvios padrao da Dimensao 2 para
cada ensaio.

d Letras diferentes acima das barras indicam haver diferenga significativa entre os ensaios
ao nivel de 5% de significancia pelo teste de Tukey.
¢ Ensaios do controle negativo: P: padrao; PEC: padrao + extrato de café; PLaBal: padrao +
Lactobacillus acidophilus + Bifidobacterium animalis subsp. lactis; PLaBalEC: padrao +
Lactobacillus acidophilus + Bifidobacterium animalis subsp. lactis + extrato de café.
Fonte: Autoria prépria (2023)

A segunda dimensao (Dim2) € composta pelos atributos sabor, cor e aroma
(Autovalor = 1,00; variabilidade = 16,36%). Nesta dimensdo foi verificado que o
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coeficiente de correlagdo de sabor e cor foi igual a 0,32; sabor e aroma de 0,24 e;
aroma e cor de 0,45 (Figura 20). Apesar de todos estarem diretamente relacionados,
os atributos cor e aroma foram melhor representados pelas cargas fatoriais positivas
da Dimensdao 2, enquanto sabor pelas cargas fatoriais negativas, sendo tais

correlagdes significativas (Figura 20).

Figura 20 - Correlograma no qual cada intersecgao
indica a associagao entre dois atributos sensorias,
independente do ensaio
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Fonte: Autoria prépria (2023)

Na Figura 19a é apresentado um diagrama que representa a ordenag¢ao dos
autovalores e autovetores da Analise de Componentes Principais. As elipses
presentes no grafico possibilitam a separagcdo dos ensaios P, PEC, PLaBal e
PLaBalEC. Ao examinar as cargas fatoriais da Dimensao 1 foi possivel observar que
0s ensaios que nao possuem extrato de café (P e PLaBal) apresentam maiores
valores para os atributos impressao global, aparéncia e textura (F1,496 = 52,645, p <
0,0001), conforme indicado pelas setas que apontam em direcdo a esses ensaios. A
presenga de microrganismos probiéticos ndo mostrou significancia estatistica na
variagao das cargas fatoriais da Dimensao 1 (F1,496 = 3,251; p = 0,072), assim como
a interagao de extrato de café (EC) e probidticos (F1, 496 = 1,317; p = 0,252) (Figura
19a).

No que se refere a Dimensao 2, observa-se que o atributo sabor possui

valores maiores nos ensaios sem extrato de café (P e PLaBal), enquanto para aroma
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e cor os valores maiores foram observados para os ensaios com extrato de café (PEC
e PLaBalEC).

A partir da Figura 19 (b e c) pode-se verificar que houve diferenca estatistica
significativa entre os ensaios apenas em relagédo ao fator extrato de café, em ambas
as dimensoes, pois P e PLaBal nao diferiram entre si, sendo o mesmo observado para

PEC e PLaBalEC, conforme indicam os resultados do teste de Tukey.
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6 CONCLUSOES

Verificou-se que ndo houve atuacédo do extrato de café sobre o crescimento
dos microrganismos probidticos Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium animalis
subsp. lactis presentes nas formulagdes do iogurte. O mesmo comportamento foi
observado no acompanhamento do crescimento dos microrganismos da cultura starter
(Streptococcus thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus) durante os
42 dias de armazenamento. Além disso, os oitos ensaios estiveram de acordo com os
requisitos microbioldgicos estabelecidos pela legislacdo para as contagens desses
microrganismos.

Entretanto, verificou-se inibicdo do crescimento dos microrganismos
patogénicos nas duas ultimas semanas de acompanhamento (T6 e T7), o que permite
inferir que houve atuagdo do extrato sobre o crescimento de Escherichia coli e
Salmonella enterica sorovar Typhimurium. Para bolores e leveduras, ndo houve
crescimento celular durante a estocagem, assim néo foi possivel identificar a atuagao
do extrato de café sobre sua multiplicagéo.

Em relagcdo a composigcdo quimica, propriedades fisico-quimicas e perfil de
textura e viscosidade verificou-se que os oito ensaios de iogurte elaborados foram
classificados como iogurte integral quanto ao teor de lipideos, além de apresentarem-
se em conformidade com a legislagéo brasileira para o teor de proteinas e acidez e;
ainda mantiveram-se de acordo com o0s aspectos tecnolégicos para o
desenvolvimento de iogurtes.

Para os atributos sensoriais os ensaios com extrato de café (PEC e PLaBalEC)
tiveram indices de aceitabilidade menores em comparacio aos que n&o o continham,
exceto para o atributo aroma, onde o iogurte probiético com adi¢cdo de extrato café
apresentou indice de aceitabilidade maior. Considerando-se que os atributos com
indices superiores a 70% serao bem aceitos pelo mercado consumidor, pode-se dizer
que todos os ensaios analisados poderao ter repercussao favoravel, exceto para PEC,
onde sabor apresentou indice de aceitabilidade inferior ao percentual mencionado.

Os resultados revelaram que o extrato de café canéfora consiste em uma
opgao de uso como agente antimicrobiano no controle de patégenos em produtos
lacteos fermentados contendo microrganismos probiéticos, e também indica o seu
potencial sob o ponto de vista tecnolégico, especialmente de saborizagdo e

aromatizacao, para aplicagdo em outras matrizes alimentares.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Titulo da pesquisa: Incorporagdo de extrato de café com atividade antimicrobiana
em iogurte probidtico

Pesquisadora responsavel pela pesquisa, com Enderegos e Telefones: Eliane
Colla. Endereco: Avenida Brasil, 4232, Parque Independéncia — CEP 85884-000 —
Medianeira-PR. Telefones: (45) 3240-8000 e (45) 999176326.

Académico: Marinéz de Souza

Local de realizagao da pesquisa: UTFPR — Universidade Tecnoldgica Federal do
Parana — Campus Medianeira.

Endereco, telefone do local: Avenida Brasil, 4232, Parque Independéncia — CEP
85884-000 — Medianeira — Parana — Brasil. Telefone: (45) 3240-8000.

A) INFORMAGOES AO PARTICIPANTE

1. Apresentacao da pesquisa.

Os produtos lacteos como os iogurtes probidticos sdo amplamente consumidos devido
ao seu alto valor nutricional. Porém, esses alimentos sdo passiveis da acao de
microrganismos deteriorantes e patogénicos. Assim, torna-se importante o
desenvolvimento de alternativas que visem a reducao e/ou eliminagcdo da microbiota
indesejavel nesses produtos. Nesse sentido, o uso de substancias de origem vegetal,
como é o caso do extrato de café, consiste em uma opg¢ao para substituicdo de
antimicrobianos convencionais voltados a essa finalidade, ja que apresenta potencial
de agdo como antimicrobiano. Desta forma, tem-se como obijetivo avaliar o efeito de
extrato de café canéfora torrado sobre o crescimento de microrganismos patogénicos
e bactérias iniciadoras e probidticas em iogurte probiotico, onde busca-se averiguar
se o extrato de café possui agdo antimicrobiana sobre o crescimento de patégenos
sem afetar o desenvolvimento das culturas iniciadoras e probiodticas presentes no
iogurte. Desta forma, vocé estd sendo convidado(a) a participar desta pesquisa
conduzida pela professora Eliane Colla e pela aluna de mestrado Marinéz de Souza
do Curso de mestrado em Tecnologia de Alimentos (PPGTA) do Campus Medianeira
da UTFPR.
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2. Objetivos da pesquisa.
Elaborar diferentes formulagdes de iogurte com e sem adi¢cao de probidticos
e extrato de café.

Avaliar a aceitabilidade de iogurte probidtico adicionado de extrato de café.

3. Participagao na pesquisa.

Vocé esta sendo convidado (a) para participar da avaliagdo sensorial de
formulagdes de iogurte, elaboradas utilizando os seguintes ingredientes: leite de vaca,
leite em pd desnatado, agucar cristal, café (5%) e microrganismos probiéticos
(formulagdes variando quanto a presenga ou nado de café e microrganismos
Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium animalis subsp. lactis). O café apresenta
caracteristicas distintas de sabor, niveis de torra, presenca ou auséncia de cafeina,
entre outros, o que faz com que se destaque como uma das bebidas mundialmente
mais consumidas. Dentre os principais beneficios do consumo de café podem ser
citados os efeitos contra o cancer, doenga cardiovascular, obesidade e diabetes. Além
disso, o café também apresenta propriedades antimicrobianas. Porém, a maneira
como as substancias liberadas pelo café atuam sobre os agentes microbianos é pouco
conhecida o que justifica a realizacdo de estudos voltados a essa finalidade. Assim,
para avaliar a aceitabilidade sensorial de iogurte probidtico com incorporacdo de
extrato de café vocé recebera 04 diferentes formulagdes e realizara o Teste de Escala
Heddbnica de nove pontos, que possui uma escala que vai de gostei muitissimo (09)
até desgostei muitissimo (01), onde serao avaliados aparéncia, aroma, cor, sabor,
textura e impresséao global, mediante preenchimento da Ficha de Avaliagao Sensorial.
Vocé também sera convidado (a) a preencher um questionario sobre o género,
escolaridade, idade, renda familiar, frequéncia e consumo de iogurte e café na mesma
ficha. Os testes serdo realizados no Laboratério de Analise Sensorial do Campus
Medianeira da UTFPR, em cabines individuais com lampadas fluorescentes de cor
branca. Vocé sera convidado(a) a degustar as 04 amostras de iogurte, observa-las e
avalia-las quanto ao solicitado. Sera fornecido cerca de 10g de cada amostra, em
copos plasticos descartaveis, de forma aleatéria, simultdnea e codificada com trés
digitos aleatdrios, a temperatura de refrigeragdo, sendo acompanhadas de um copo
de agua mineral, para que possa enxaguar a boca apds a degustacdo de cada

amostra, de forma que nao fique gosto residual apds a avaliagdo. O tempo necessario
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para a avaliagao sera de, aproximadamente, 10 minutos e realizada em uma unica

sessao.

4. Confidencialidade

Todos os dados coletados serado utilizados somente para os fins da pesquisa e serao
tratados com sigilo e confidencialidade, de modo a preservar sua identidade, bem
como garantida a privacidade de seus conteudos, como preconiza a Resolugao
466/12 do Conselho Nacional de Saude.

5. Riscos e Beneficios

5a) Riscos: A presente pesquisa podera apresentar riscos minimos de
constrangimento ao responder questdes sobre os dados pessoais (género, idade,
escolaridade, renda familiar, frequéncia e consumo de iogurte e café). Neste caso,
buscou-se apresentar questbes claras e de multipla escolha, para reduzir as
dificuldades ou desconfortos para o preenchimento. Além disso, os pesquisadores
serao os unicos a terem acesso aos dados coletados e manteréo o sigilo, ainda que
exista uma remota possibilidade de quebra de sigilo, mesmo que involuntario e nao
intencional, cujas consequéncias serao tratadas nos termos da lei. Durante o estudo,
as pesquisadoras serdo responsaveis pelo armazenamento adequado dos dados
coletados e pelo sigilo e confidencialidade das informagbdes dos participantes da
pesquisa. Destaca-se ainda que a aplicacao da analise sensorial s6 € permitida e
realizada apos confirmacdo dos padrdes aceitaveis das analises microbiolégicas
exigidas para o produto, preservando a seguranga alimentar quanto a sua ingestao.
Porém, é possivel acontecer um desconforto na degustagédo sensorial das amostras.
Em caso de sentir algum tipo de desconforto, vocé podera se recusar a participar, ou
mesmo desistir a qualquer momento sem que isto acarrete qualquer énus ou prejuizo
pessoal, pois a sua participagao € totalmente voluntaria. Os resultados deste trabalho
poderdo ser apresentados em eventos ou publicagdes cientificas, resguardando o
anonimato de todos os participantes.

5b) Beneficios: O(a) senhor(a) néo tera beneficio direto, a legislagédo brasileira nao
permite que vocé tenha qualquer compensacao financeira pela participacdo em
pesquisa; porém, com os resultados obtidos e disseminados através dos meios

cientificos a industria e os pesquisadores da area de alimentos poderao utilizar-se



122

destes na elaboracdo de produtos que venham atender as expectativas dos
consumidores.

A segurancga do produto para a analise sensorial sera comprovada mediante
analise microbiologica, atendendo os padrdes microbioldgicos estabelecidos pela IN
Instrucdo Normativa n° 161 de 01 de julho de 2022.

6. Critérios de inclusao e exclusao
6a) Inclusao:

Poderéao participar da pesquisa individuos maiores de 18 anos, independente
do género, discentes, docentes e técnicos administrativos da UTFPR - Campus
Medianeira, consumidores habituais de leite e derivados lacteos, que ndo sejam
alérgicos e/ou intolerantes a qualquer um dos ingredientes das amostras (leite de vaca,
leite em po, agucar cristal, café, probidticos) e que ndo possuam problemas de saude
(doencgas crbnicas, gastrite, ulceras, colesterol e outras) que possam prejudicar a
percepgao sensorial ou que possam interferir na analise sensorial do produto (gripes
e/ou resfriados e/ou rinite alérgica e/ou uso de aparelhos que afetem a percepg¢ao
sensorial).
6b) Exclusao:

Serao excluidos os participantes da pesquisa que nao preencherem a ficha
de “Dados Soéciodemograficos e de Consumo” e preencherem as fichas de analise
sensorial referente ao “Teste de Aceitabilidade Sensorial — Escala Heddnica”, ou vice-
e-versa, assim como os que deixarem de identificar adequadamente as amostras no

preenchimento da ficha sensorial.

7. Direito de sair da pesquisa e a esclarecimentos durante o processo.

Durante todo o periodo da pesquisa, vocé tera o direito de esclarecer qualquer
duvida ou pedir qualquer outro esclarecimento, bastando para isso entrar em contato
com o pesquisador. Garante-se também ao participante a plena liberdade de recusar-
se a participar ou retirar seu consentimento, em qualquer fase da pesquisa, sem
penalizagao alguma pela sua decisao. Se desejar podera ter acesso ao resultado final
da pesquisa, conforme o informado abaixo.

( ) Sim, desejo receber os resultados da pesquisa (e-mail para envio : )

( ) Nao desejo receber os resultados da pesquisa
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8. Ressarcimento e indenizagao.

Os gastos necessarios para a sua participacdo na pesquisa serao de
responsabilidade dos pesquisadores. Sua participacao € isenta de qualquer custo, e,
portanto, sem ressarcimento a ser efetuado; no entanto, é de seu direito a indenizagao

prevista pela Resolugao 466/12 para danos causados pela pesquisa ao participante.

ESCLARECIMENTOS SOBRE O COMITE DE ETICA EM PESQUISA:

O Comité de Etica em Pesquisa envolvendo Seres Humanos (CEP) é constituido por
uma equipe de profissionais com formagao multidisciplinar que estao trabalhando para
assegurar o respeito aos seus direitos como participante de pesquisa. Ele tem por
objetivo avaliar se a pesquisa foi planejada e se sera executada de forma ética. Se
vocé considerar que a pesquisa nao esta sendo realizada da forma como vocé foi
informado ou que vocé esta sendo prejudicado de alguma forma, entre em contato
com o Comité de Etica em Pesquisa envolvendo Seres Humanos do Campus
Medianeira da Universidade Tecnoldgica Federal do Parana (CEP/UTFPR Campus
Medianeira). Av. Brasil, 4232, Bloco C - Sala CEP, Bairro Parque Independéncia, CEP
85884-000, Medianeira-PR, telefone: (45) 3240-8000, e-mail: coep-md@utfprmedu.br

B) CONSENTIMENTO

Eu declaro ter conhecimento das informacbdes contidas neste documento e ter
recebido respostas claras as minhas questdes a propdsito da minha participacao
direta (ou indireta) na pesquisa e, adicionalmente, declaro ter compreendido o objetivo,
a natureza, os riscos e beneficios deste estudo. Apds reflexao e um tempo razoavel,
eu decidi, livre e voluntariamente, participar deste estudo. Estou consciente que posso
deixar o projeto a qualquer momento, sem nenhum prejuizo.

Nome completo:

RG: Data de Nascimento:  / /  Telefone:
Endereco:

CEP: Cidade: Estado:
Assinatura: Data: )

Eu declaro ter apresentado o estudo, explicado seus objetivos, natureza, riscos e

beneficios e ter respondido da melhor forma possivel as questdes formuladas.
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Assinatura pesquisador: Data: I

Nome completo: Eliane Colla

Assinatura pesquisador: Data: I

Nome completo: Marinéz de Souza

Para todas as questdes relativas ao estudo ou para se retirar do mesmo, poderao se
comunicar com Eliane Colla, via e-mail: ecolla@utfpr.edu.br ou telefone: (45) 3240-
8109.

Contato do Comité de Etica em Pesquisa que envolve seres humanos para
denuncia, recurso ou reclamacgoes do participante pesquisado:

Comité de Etica em Pesquisa que envolve seres humanos da Universidade
Tecnoldgica Federal do Parana (CEP/UTFPR)

Endereco: Av. Brasil, 4232, Bloco C - Sala CEP, Bairro Parque Independéncia, CEP
85884-000, Medianeira-PR, telefone: (45) 3240-8000, e-mail: coep-md@utfprmedu.br
OBS: Este documento contém 2 (duas) vias iguais, sendo uma pertencente ao

pesquisador e outra ao participante da pesquisa.
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APENDICE B - Modelo de ficha do teste de escala hedénica



MODELO DE FICHA DO TESTE DE ESCALA HEDONICA

Nome:

TESTE DE ESCALA HEDONICA

Data:

126

Vocé esta recebendo 04 (quatro) amostras codificadas de iogurte. Por favor, deguste-

as e use a escala abaixo para indicar o quanto vocé gostou ou ndo do produto.

9) Gostei muitissimo

8) Gostei muito
7

2) Desgostei muito

(
(
(
(
(5) Nao gostei/nem desgostei
(
(
(
(

) Gostei moderadamente

6) Gostei ligeiramente

4) Desgostei ligeiramente

3) Desgostei moderadamente

1) Desgostei muitissimo

Para isso descreva o quanto vocé gostou e/ou desgostou, com relagao aos atributos

(enxague a boca com agua mineral entre as amostras).

Amostra | Aparéncia

numero

Aroma Cor

Sabor

Textura

Impressao

global

Comentarios:
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APENDICE C - Questionario para levantamento de dados
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QUESTIONARIO PARA LEVANTAMENTO DE DADOS

NOME: DATA: I/

Telefone: E-mail

Por favor, preencha os dados abaixo (a sua identidade sera mantida em sigilo).

Género: ( ) Masculino ( ) Feminino
Idade (anos): ( ) 18-25 ( )26-35 ( )36-45 ( )46-55 () Mais de 55

Profissao (ocupacgao):

Grau de instrucgao:

( ) Ensino fundamental incompleto ( ) Ensino médio completo
( ) Ensino fundamental completo ( ) Ensino Superior incompleto
( ) Ensino médio incompleto ( ) Ensino superior completo ou mais

Renda familiar em salarios minimos:
( ) Até 1 salario minimo.

( )2 a 5 salarios minimos.

( )6 a 10 salarios minimos.
(

) acima de 11 salarios minimos.

1. Vocé possui 0 habito de consumir café?

() Sim ( ) Néo.

1.1 Se sim, com que frequéncia vocé consome?

( ) Diariamente ( ) 1 vez por semana ( ) 2 vezes por més

( ) Ocasionalmente ( ) Nunca.

2. Vocé possui 0 habito de consumir iogurte?

() Sim ( ) Nao.

2.1 Se sim, com que frequéncia vocé consome?

( ) Diariamente ( )1 vez por semana ( ) 2 vezes por més

( ) Ocasionalmente ( ) Nunca.
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3. Qual é o tipo de iogurte que vocé mais consome?
( ) logurte natural integral ( ) logurte natural desnatado ( ) logurte grego

( ) logurte zero lactose ( ) logurte zero agucar () Outros

4. VVocé possui 0 habito de consumir iogurte probidtico?

() Sim ( ) Nao.

4.1 Se sim, com que frequéncia vocé consome?

( ) Diariamente ( )3 vezes porsemana ( )1 vezpor més

( ) Ocasionalmente ( ) Nunca.

5. Vocé busca alimentos mais saudaveis?
( )Sim ( ) Nao.

6. O que vocé avalia na compra de um iogurte?

( ) Preco ( ) Prazo de validade
( ) Marca ( ) Qualidade Nutricional
( )Aparéncia ( ) Outros

7) Vocé consome alimentos probidticos?
( )Sim ( ) Nao.

7.1 Se sim, qual (is) vocé consome?

7.2 Se sim, com que frequéncia vocé consome?
( ) Diariamente ( )1 vez por semana ( ) 2 vezes por més

( ) Ocasionalmente ( ) Nunca.

8) Vocé consome algum alimento com adigéo ou sabor de café?

() Sim ( ) Nao.

8.1 Se sim, com que frequéncia vocé consome?

( ) Diariamente ( )1 vez por semana ( ) 2 vezes por més

( ) Ocasionalmente ( ) Nunca.



