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RESUMO

Dentre os leites fermentados, o iogurte merece destaque diante da crescente
demanda dos consumidores por alimentos saudaveis. Portanto, o objetivo
deste estudo é produzir iogurtes a partir de fermentos lacticos comerciais
fermentadores de lactose ou sacarose e caracteriza-los quanto ao pH, acidez e
contagem de bactérias lacticas totais, utilizando diferentes meios de cultivo e
suplementag¢des com carboidratos. Para tanto, buscar-se-a investigar o impacto
do uso de diferentes fermentos lacticos (YOFLEX® MILD 1.0 e YOFLEX
ACIDIFIX®), com lactose e sacarose como substratos, na contagem de
bactérias lacticas totais na fabricagdo do iogurte, a fim de atender a legislagéo
vigente. Dando énfase ao papel das bactérias Streptococcus thermophilus e
Lactobacillus bulgaricus e a relagdo dos substratos de lactose e sacarose na
contagem das bactérias laticas, bem como a suplementacdo desses
carboidratos. Foram entdo empregados os diferentes fermentos lacticos, cada
um com suas caracteristicas especificas, a fim de avaliar como influenciam o
crescimento e a contagem de bactérias lacticas. Além disso, foram utilizados
meios de cultura M17 de marcas distintas, como Biokar, Merck e Oxoid,
destacando a importancia de selecionar o meio de cultura apropriado para fins
analiticos. A relagao entre os substratos de lactose e sacarose na contagem
das bactérias lacticas foi investigada, explorando como esses agucares
influenciam o crescimento. Este estudo enfatiza a importancia da escolha
adequada de meios de cultura e suplementacdo nas analises das diferentes
bactérias lacticas nos iogurtes produzidos, onde os meios M17 das marcas
Biokar e Merck mostraram resultados semelhantes, enquanto o meio M17
Oxoid, especialmente quando suplementado com lactose. A confirmagao da
presenca das bactérias lacticas (S. thermophilus e L. bulgaricus) por meio de
técnicas microbiolégicas confirmou a identidade. Quanto ao pH e a acidez,
observou-se uma tendéncia a redugao do pH ao longo do tempo, mas a acidez

permaneceu dentro dos limites regulatérios.

Palavras-chaves: logurte. Bactérias lacticas. Contagem de bactérias lacticas.

Steptococcus thermophilus. Fermento lactico.



ABSTRACT

Among fermented milks, yogurt stands out given the growing demand from
consumers for healthy foods. Therefore, the objective of this study is to produce
yogurts using commercial lactic ferments that ferment lactose or sucrose and to
characterize them regarding pH, acidity, and total lactic bacteria count using
different culture media and carbohydrate supplements. To achieve this, the
study will investigate the impact of using different lactic ferments (YOFLEX®
MILD 1.0 and YOFLEX ACIDIFIX®), with lactose and sucrose as substrates, on
the total lactic bacteria count in yogurt production, aiming to comply with current
legislation. Emphasis will be placed on the role of Streptococcus thermophilus
and Lactobacillus bulgaricus bacteria and the relationship between lactose and
sucrose substrates in lactic bacteria counting, as well as the supplementation of
these carbohydrates. Different lactic ferments, each with their specific
characteristics, were employed to assess how they influence growth and lactic
bacteria count. Additionally, M17 culture media from different brands, such as
Biokar, Merck, and Oxoid, were used, highlighting the importance of selecting
the appropriate culture medium for analytical purposes. The relationship
between lactose and sucrose substrates in lactic bacteria counting was
investigated, exploring how these sugars influence growth. This study
emphasizes the importance of the proper choice of culture media and
supplementation in the analysis of different lactic bacteria in produced yogurts,
where M17 media from Biokar and Merck brands showed similar results, while
M17 Oxoid, especially when supplemented with lactose, exhibited inconsistent
results. Confirmation of the presence of lactic bacteria (S. thermophilus and L.
bulgaricus) through microbiological techniques confirmed their identity.
Regarding pH and acidity, there was a trend towards a reduction in pH over

time, but acidity remained within regulatory limits.

Keywords: Yogurt. Lactic bacteria. Lactic bacteria count. Steptococcus

thermophiles. Lactic ferment.
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1 INTRODUGAO

Os consumidores estdo cada vez mais buscando alimentos saudaveis,
impulsionando o aumento no consumo de produtos fermentados, como o iogurte
(BRASIL DAIRY TRENDS, 2020). Esses produtos oferecem beneficios para a saude,
como o reforco da imunidade e uma dieta rica em proteinas de alta qualidade,
minerais e vitaminas biodisponiveis (MIR; RASTOGI; HARIPRIYA, 2021).

O iogurte, sendo um produto fermentado, é amplamente recomendado devido
aos seus beneficios nutricionais, podendo conter probidticos que contribuem para o
equilibrio da microbiota intestinal (ABDI-MOGHADAM et al., 2023). A diversidade de
iogurtes disponiveis reflete ndo apenas as preferéncias dos consumidores, mas
também a constante inovagédo da industria alimenticia (LACTALIS INGREDIENTS,
2023).

A fermentacdo do iogurte envolve culturas iniciadoras, como Streptococcus
salivarius subsp. thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, que
atuam sinergicamente na coagulagao do leite (BRASIL, 2007). O S. thermophilus
destaca-se por sua capacidade de adaptacdo a matriz lactea, desempenhando um
papel crucial na producao industrial de iogurtes (HAN; LIAO; WU; GONG; BAl,
2020).

A combinagao de S. thermophilus com L. bulgaricus resulta em acidificagdo
intensa, aprimorando caracteristicas desejadas do iogurte (INGENIERIA;
ALIMENTOQOS, 2017). Além disso, a capacidade do S. thermophilus em produzir acido
latico contribui para inibir microrganismos indesejados, justificando a busca por
novas cepas com funcionalidades diferenciadas (GASSER et al., 2022; HOLS 2005;
BOLOTIN 2004).

A complexidade das interacbes microbianas na produgcdo de iogurte
(NOGUEIRA, 2015) destaca a importancia de atender ao Padrdo de Identidade e
Qualidade (PIQ) do iogurte, regulamentado pela Instrugdo Normativa no 46
(BRASIL, 2007). A analise de contagem total de microrganismos, especialmente
aqueles que utilizam S. thermophilus, € um critério de qualidade essencial (GOMES
et al., 2021). Contudo, a inovagdo no mercado direciona o foco para culturas
iniciadoras capazes de metabolizar sacarose, visando diversificar opgdes e

aprimorar propriedades dos produtos lacteos (LIU et al., 2020).
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A medida que o mercado de iogurte cresce, as regulamentagdes tornam-se
mais relevantes para garantir a qualidade e seguranca alimentar. No Brasil,
normativas rigorosas, como a Instrucdo Normativa N° 46 de 2007, estabelecem
requisitos especificos, incluindo a contagem total de microrganismos (BEHRENS,
2010).

Introduzir novas culturas de bactérias lacticas requer atendimento a
exigéncias de seguranca e conformidade, com avaliacbes detalhadas das
caracteristicas microbioldgicas, fisicas e quimicas dos produtos resultantes
(GASSER et al., 2022). Tanto o S. thermophilus que utiliza lactose quanto o que
utiliza sacarose tém potencial para atender as normativas, mas uma avaliagao
minuciosa é fundamental (GOMES et al., 2021).
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2 REVISAO DE LITERATURA

Para compreender o impacto de diferentes fermentos laticos, foi realizado um
estudo para investigar como realiza-se uma fermentacéao lactica, e a avaliagdo das

bactérias lacticas durante o processamento de iogurte.

2.1 IOGURTE

O iogurte, conforme definido pela legislagao brasileira, € um produto lacteo
obtido por meio da fermentacdo do leite com bactérias lacticas, especificamente
Streptococcus thermophilus e Lactobacillus bulgaricus. Além disso, é possivel incluir,
de maneira complementar, outras bactérias acido-lacticas cuja atividade contribui
para a definicdo das caracteristicas do produto final., conforme estabelecido na
Instrucdo Normativa no 46, de 23 de outubro de 2007 (BRASIL, 2007). Esse
processo de fermentagao é crucial para a transformacgao da lactose presente no leite
em acido latico, conferindo ao iogurte seu sabor caracteristico e textura cremosa
(FERREIRANETO & VIEIRA; SOUZA, et al., 2022).

2.1.1 Aspectos gerais e definicao sobre logurte

Definido como um produto lacteo obtido por coagulacéo e diminuigdo do pH
por fermentacado lactica mediante acdo de cultivos de microrganismos especificos
cuja fermentagao se realiza com cultivos protosimbiético de Streptococcus salivatius
subsp. thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (BRASIL, 2007). A
fermentacdo bacteriana ndo apenas confere um sabor Unico ao iogurte, mas
também contribui para prolongar sua vida util, reduzindo a viabilidade de bactérias
patogénicas e deteriorantes (GRANATO, 2007).

A fermentagado tem sido empregada ao longo da histéria como uma técnica
para preservar alimentos, especialmente em épocas que ndo havia disponibilidade
de métodos como pasteurizagdo e refrigeragdo (LEUCAS, 2012). O progresso
tecnolégico ao longo do tempo, a producgao industrial de iogurte continua a crescer,
impulsionada pela atividade econdmica, apreciado por seu sabor, textura e

beneficios a saude, resultantes de seu processo de fermentacido. Sua popularidade
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continua a crescer, tornando-o uma escolha nutritiva versatil para consumidores em
todo o mundo (NUTRITION BUSINESS JPURNAL, 2002).

2.1.2 Etapas do processo tradicional de fabricagao do iogurte

O processo de producdo de iogurte € amplamente reconhecido pela sua
rentabilidade, oferece uma série de vantagens, desde beneficios a saude até a
versatilidade. Isso se deve a sua caracteristica Unica de ndo requerer etapas de
concentracao, ou seja, a quantidade de leite que é introduzida no inicio do processo
permanece constante, entretanto, seu volume pode ser aumentado no final do

processo com a adigao de polpas de frutas, por exemplo (Figura 1).

Figura 1 - Fluxograma do processo de produgao de iogurtes
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2.1.2.1 Preparo da matéria-prima

O leite utilizado no processo de produgao do iogurte deve atender a diversos
critérios que podem variar de acordo com o tipo de produto desejado. Esses critérios
incluem o teor de gordura, que pode ser padronizado ou ndo, dependendo das
especificagdes do produto, como se sera desnatado ou ndo segundo a Instrucéo
Normativa n° 76 (BRASIL, 2018) de 26 de novembro de 2018. Além disso, é
fundamental que o teor de sélidos seja considerado, pois um maior teor de sélidos
contribui significativamente para consisténcia do iogurte. Deve ser composto por 5%
de lactose, 3,3% de proteina e de pH de 6,6 — 6,7 (ABDI-MOGHADAM et al., 2023)

Para garantir uma fermentagéo efetiva e evitar inibicdo ou desiquilibrios no
processo, o leite deve ser livre de antibiéticos e de outras substancias inibidoras. E
igualmente importante manter uma baixa carga microbiana, uma contagem de
células somaticas reduzidas e um baixo nivel de concentragcdo de psicrotroficos,
fatores essenciais para alcancar a textura desejada, cremosidade e sabor do iogurte
final (SOUZA, et al., 2022).

Além desses aspectos, analises fisico-quimicas do leite também sao cruciais
para garantir a qualidade do iogurte. segundo a Instru¢do Normativa n°76 (BRASIL,
2018) de 26 de novembro de 2018 parametros como acidez, devem estar entre 0,14
a 0,8 g/ acido latico. Quanto maior o teor de sdélidos, melhor sera a consisténcia,
viscosidade e cremosidade do produto final.

Portanto, a escolha e o preparo adequado do leite sdo etapas fundamentais
na producao de iogurte, por influenciar diretamente a qualidade e caracteristicas do

produto final.

2.1.2.2 Homogeneizagao

A homogeneizagdo esta ligada a redugdo do tamanho dos glébulos de
gordura presentes na mistura. Esse fendmeno ocorre devido a agdo mecanica
intensa durante o processo, que efetivamente quebra os glébulos, resultando em
particulas menores. Isso por sua vez, contribui para a melhoria da consisténcia e
viscosidade do produto final (VELEZ et al., 2017).
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2.1.2.3 Tratamento térmico

O tratamento térmico ideal para produgao de iogurte € estabelecido na faixa
de temperatura entre 90 a 95 °C, com um tempo de exposi¢ado que varia de 5 a 10
minutos. Esse processo é essencial ndo apenas para eliminar bactérias patogénicas
e parte da microbiota comum da mistura, mas também desempenha um papel
fundamental na otimizacdo das propriedades do leite como substrato para as
bactérias inoculadas na cultura lactea (M KIM, 2018 e OLIVEIRA 2017).

Um aspecto relevante a ser considerado € a desnaturacdo das proteinas do
soro durante o tratamento térmico. Isso significa que suas estruturas tridimensionais
e funcionais sao alteradas, resultando em uma modificagdo nas propriedades fisico-
quimicas do leite (CENITI, 2020).

A Figura 2 ilustra as micelas de caseina, que representam cerca de 80% das
proteinas do leite e possuem um peso molecular significativamente maior do que as
proteinas do soro (SILVA et al., 2019). Durante o tratamento térmico, as micelas de
caseina permanecem proximas as proteinas do soro. A desnaturacao das proteinas
do soro, em especial as beta-globulinas passam a interagir de maneira mais eficaz
com as caseinas, contribuindo para a textura, viscosidade e estabilidade do iogurte
(SOUZA, et al. 2022). Essa interacado fortalecida entre as proteinas do leite é
fundamental para a formacédo da estrutura do gel e as caracteristicas do iogurte
(GOMES et al., 2021).
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Figura 2 - Efeito do tratamento térmico e acidificagdo nas micelas de caseina e
desnaturacao das soro proteinas
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Fonte: Elaborada pela autora (2023)

ApoOs a etapa de pasteurizagdo da mistura, € crucial realizar o resfriamento
reduzindo e ajustando a temperatura para a faixa de 37 a 44°C antes de proceder a

inoculagao do cultivo selecionado.

3.1.2.4 Inoculagédo do fermento latico

Apés a etapa de resfriamento do leite a 37 - 44°C temperatura 6tima de
inoculagao do fermento lacteo, adiciona-se (1 a 3%) recomendado pelo fabricante de
fermento latico previamente preparado. Apds a adicdo das culturas, realizar uma
agitacado constante, distribuindo assim, o fermento em todo o conteudo, deixar em
repouso até que, ao final, o coagulo apresente pH entre 4,4 e 4,6 com 0,9% de acido
latico (LUCEY & SINGH, 2003).
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2.1.2.5 Fermentacao lactica

Durante o processo de fermentacdo do leite para a fabricagdo do iogurte, as
bactérias lacticas utilizam a lactose como substrato, resultando na produgdo de
acido latico. Essa producao de acido latico desencadeia a reducédo do pH do leite,
um fendmeno desejado que visa atingir um pH 4,6, correspondente ao ponto
isoelétrico (Pl) das caseinas (SILVA et al., 2022).

Nesse contexto, a acidificagcao resultante provoca uma desestabilizagcdo das
micelas de caseina. Isso ocorre devido a solubilizacdo do fosfato de calcio coloidal e
a aproximagédo do Pl das micelas de caseinas, o que leva a sua agregagéo (SILVA et
al., 2019). Esse fenbmeno é conhecido como geleificacdo ou coagulagdo acida

(Figura 3), e é responsavel pela formagéo do iogurte.

Figura 3 - Representagao esquematica de formagao de gel no processo de
fabricacao de iogurte
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No inicio do processo de fermentacdo, € comum que a propor¢ao numerica
entre o crescimento da bactéria S. thermophilus e sua relagado simbidtica com os L.
bulgaricus seja aproximadamente 1:1 (TAMINE, 2007). Que se baseia na troca de
metabdlitos benéficos para o crescimento de S. thermophilus onde ele recebe
aminoacidos e peptideos produzidos pelo sistema proteolitico de L. bulgaricus,
enquanto este se beneficia dos metabdlitos como acido féormico, acido folico, acido
piravico, diéxido de carbono (CO2) e acidos graxos de cadeias longas que sao
produzidos pelos S. thermophilus (MARCO et al., 2017).

Pode-se observar na figura 4, apés a completa adaptagcdo dos
microrganismos ao ambiente, inicia-se a fase exponencial, na qual observa-se um
crescimento significativo de S. thermophilus, enquanto o crescimento de L.

bulgaricus é relativamente baixo. Isso ocorre devido a maior tolerdncia de S.
thermophilus ao pH neutro (TAMINE, 2007).

Figura 4 - Representagao esquematica das fases de crescimento de S. thermophilus
e L. bulgaricus e os fatores mais importantes que determinam seus comportamentos
de crescimento
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S. thermophilus é o iniciador, promovendo a acidificacdo do meio. A queda do
pH, que ocorre até atingir um nivel de cerca de 5,0, cria um ambiente favoravel ao
crescimento de L. bulgaricus, que € mais tolerante a pH acido, proporcionando
também a liberacdo de aminoacidos essenciais (SIEUWERTS, 2016; MARKAKIOU
et al., 2020)

Durante o processo de fermentacgao, S. thermophilus e L. bulgaricus realizam
trés transformagdes bioquimicas principais nos componentes do leite: a fermentacao
da lactose em acido latico, a protedlise das caseinas em peptideos e aminoacidos
livre, e a lipdlise da gordura do leite em acidos graxos livres. Essas reacgdes
culminam na reducido do pH, na criacdo de uma textura semi-solida e no sabor
caracteristico do iogurte (SOUZA, et al., 2022).

Além disso, sugere-se que a simbiose entre esses microrganismos nao se
baseia apenas na troca de nutrientes, mas também na existéncia de mecanismos de
defesa para proteger contra outras substancias indesejadas (OLIVEIRA et al. 2016 e
HERVE-JIMENEZ et al. 2008). Ressaltam também a importancia para o
desenvolvimento do aroma em produtos lacteos e indicam que a caracterizagao
abrangente dos compostos pode ser util para criar combinagdes ideais de S.
thermophilus e L. bulgaricus (RAU et al., 2018).

Destaca-se que as substancias indesejadas referidas no contexto da
fermentacdo lactea, especialmente na produgcdo de iogurte, podem incluir
contaminantes indesejados, como microrganismos patogénicos, bactérias
deteriorantes ou residuos de produtos quimicos que possam interferir no processo
de fermentagcdo ou comprometer a qualidade do produto final. Além disso, a
presenca de substincias ndo desejadas pode afetar o sabor, aroma e textura do
iogurte.

Os microrganismos envolvidos na fermentagao lactea, como Streptococcus
thermophilus e Lactobacillus bulgaricus, desempenham n&do apenas funcdes
fermentativas, mas também tém mecanismos de defesa naturais para competir e
inibir o crescimento de microrganismos indesejados. Esses mecanismos podem
incluir a produgcdo de acidos orgéanicos, bacteriocinas e outras substancias
antimicrobianas que auxiliam na preservacao do produto.

E importante mencionar ainda que a escolha e o manuseio adequado das

matérias-primas, bem como praticas higiénicas ao longo do processo de produgéo,
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desempenham um papel crucial na prevencdo da presenca de substancias
indesejadas no iogurte final. As regulamentagdes sanitarias e de qualidade alimentar
também desempenham um papel importante na garantia da seguranca e pureza dos

produtos lacteos.

2.1.2.6 Resfriamento e quebra da coalhada

O processo de resfriamento desempenha um papel critico na produgao de
iogurte e ocorre imediatamente apos o produto ter atingido o grau de acidez (pH 4,4
— 4,6) durante a fermentacdo. A refrigeracdo € essencial para reduzir a atividade

metabdlica de bactérias lacticas, controlando assim o nivel de acidez do iogurte.

2.1.2.7 Envase

Na etapa de envase, onde o iogurte € embalado apds o resfriamento, as
condi¢cbes de temperatura desempenham um papel crucial. O resfriamento é uma
etapa critica na produgao de iogurte, sendo realizado logo apdés o produto ter
atingido o pH 4,4 — 4,6, e na segunda etapa, a redugédo da temperatura da massa
deve atingir 20°C (DEETH & TAMIME, 1981). Posteriormente, o produto é
armazenado sob refrigeracdo, sendo recomendada uma temperatura de
armazenamento entre 2°C a 5°C para conservar e melhorar a consisténcia do
iogurte (LOBATO, 2000). Esse controle preciso da temperatura durante o envase e o
subsequente armazenamento refrigerado sdo aspectos essenciais para manter as
caracteristicas sensoriais desejadas e garantir a estabilidade do iogurte ao longo do

tempo..

2.1.2.8 P¢s acidificagao

Durante o periodo de armazenamento do iogurte, sdo observadas variagbes
em sua qualidade. A atividade metabdlica das bactérias lacticas presentes no iogurte
diminui significativamente durante o resfriamento. (BOECK et al., 2021) No entanto,
o produto final pode sofrer um fendbmeno conhecido como pds-acidificagao,
caracterizado pela redugado do pH durante o armazenamento refrigerado, devido a

atividade metabdlica persistente das bactérias lacticas. (DAMIN et al., 2008)
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2.2 CARACTERISTICAS DAS CULTURAS LACTICAS

A fermentacdo de bactérias lacticas no leite aproveita a lactose, permitindo a
produgado predominante de acido latico o componente principal, além de compostos
secundarios que desempenham um papel valioso na melhoria das caracteristicas

sensoriais e da textura do produto (SOUZA, et al., 2022).
2.2.1 Cultura tradicional

As bactérias lacticas tradicionais na fabricagdo de iogurtes sédo S.
thermophilus tem morfologia de cocos, geralmente dispostos em uma cadeia curta
como mostra a figura 5. E uma bactéria do género Streptococcus e é conhecida por
sua alta capacidade de crescimento em temperaturas entre 37 e 45°C. Esse
microrganismo desempenha um papel fundamental na acidificacdo do leite,
produzindo acido latico (MARKAKIOU et al., 2020)

Figura 5 - Imagem de microscopia 6tica de bactérias lacticas S. thermophilus
aumentada

Fonte: Elaborada pela Autora
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Ja se tratando das caracteristicas dos L. bulgaricus sdo pequenos bastonetes,
unidos por longas cadeias, como pode ser observado na figura 6. E uma bactéria do
género Lactobacillus e €& conhecida por suas propriedades acidificantes e
contribuicao para a textura e sabor do iogurte (SOUZA, et al. 2022).

Figura 6 - Imagem de microscopia ¢tica de L. bulgaricus aumentada

Fonte: Elaborada pela Autora

2.2.2 Fermento YOFLEX® MILD 1.0

O fermento YOFLEX® MILD 1.0 (Chr. Hansen, Hgrsholm, Dinamarca) é uma
cultura bacteriana especifica utilizada na produgéo de iogurtes e produtos lacteos
fermentados. Geralmente, essas culturas consistem em duas cepas bacterianas
principais: S. thermophilus e L. bulgaricus. Essas cepas bacterianas trabalham em
conjunto durante o processo de fermentagao para transformar a lactose (agucar do
leite) em acido latico, o que resulta na coagulagao do leite e na formagao do iogurte.

Essa cepa € reconhecida por sua capacidade em proporcionar um sabor
suave e delicado ao iogurte, sendo uma caracteristica desejavel em algumas
variedades do produto. O termo '1.0' na denominagado pode indicar a concentragao

da cepa ou uma versao especifica dessa cultura
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2.2.3 Fermento YOFLEX® ACIDIFIX®

O fermento YOFLEX® ACIDIFIX®™ (Chr. Hansen, H@rsholm, Dinamarca) é
uma inovagao patenteada, uma cultura bacteriana especifica projetada para
converter a sacarose em acido latico durante o processo de fermentag&do. Esta
cultura € usada na produgéo de iogurtes, bebidas lacteas e outros produtos lacteos
ou néo lacteos fermentados que contenham sacarose como fonte de agucar.

A capacidade de converter a sacarose em acido latico € uma caracteristica
importante dessa cultura, pois permite a produg¢ao de produtos lacteos com sabor e
textura especificos, além de conferir uma estabilidade de pH durante toda a vida util,
mantendo um sabor consistente garantindo o iogurte tenha sempre o sabor
pretendido.

Portanto, o YOFLEX® ACIDIFIX® desempenha um papel fundamental na
fermentacdo desses produtos, ajudando a transformar a sacarose em acido latico, o

que contribui para as caracteristicas sensoriais.

2.2.3.1 Metabolismo de carboidratos

O metabolismo de carboidratos em iogurtes € um processo fundamental que
envolve a fermentacéo lactica por bactérias lacticas, como S. thermophilus e L.
bulgaricus. Essas bactérias convertem os carboidratos presentes no leite,
principalmente a lactose, em produtos finais, como acido latico. (CUI et al., 2016 e
HOLS et al., 2005). De fato, a lactose é o agucar preferido para o crescimento,
enquanto o metabolismo de outros carboidratos como sacarose séo dependentes da
cepa de S. thermophilus utilizada que regenera NAD para glicélise principalmente
através da formagdo de lactato (metabolismo homofermentativo), mostrando
flexibilidade metabdlica (MESTRADO PASTINK, et al., 2009).

Através da figura 7, podemos analisas que as bactérias lacticas, S.
thermophilus apresentam um sistema exclusivo de absorgédo de lactose, conhecido
como LacS é um antiportador de lactose-galactose, mas também atua como um
transportador de lactose/galactose. Apds a captagéo e clivagem de lactose pela
enzima [-galactosidade (LacZ) a glicose resultante € utilizada na primeira via
fermentativa (processo de glicolise) conhecida como glicolise, gerando energia e
acido piravico como produtos (CUI et al., 2016; ISKANDAR et al., 2019; TORRAH et
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al.,, 2018) Em seguida, o acido piravico participa da segunda via fermentativa
(produgao da molécula de piruvato, através da oxidacdo dos acgucares), gerando o
NADH. Deste modo, o piruvato recebe os H+ provenientes do NADH, e é
transformado em acido latico. Esse acido latico, ao se dissolver no meio aquoso,
libera ions H* resultando na reducdo do pH do meio e consequentemente,
acidificando o leite (LUVISSUTO, 2014).

As bactérias lacticas, como S. thermophilus, tém um sistema especial de
absorcao de sacarose. Este sistema funciona como um antiportador de sacarose-
frutose e também atua como um transportador de sacarose/frutose. Apds a captacao
€ quebra da sacarose pela enzima sacarase, a frutose resultante é direcionada para
a primeira via fermentativa, chamada de glicdlise, onde segue o fluxo semelhante ao
da lactose (MARKAKIU et al., 2020).

Figura 7 - Representagao esquematica de caracteristicas do metabolismo de S.
thermophilus, incluindo: lactose e sacarose

Lactose Sacarose

lacS

ScrA

galactose

lactose glicose-6P sacarose-6P
/Qjcz | L
IcK i v
glicose galactose g Glicose-6P Frutose i
FERMENTACAO
Frutose-6P | scrk LATICA
Frutose-1,6 biP
0 Meio pc O
l HsC aquoso \ k .
Piruvato =% i S——— O‘+ H:0
OH OH
glicolise Acido Latico

Legenda: lacS, lactase; ScrA, sacarase; Glicose-6P, glicose-6-fosfato; Frutose-6P, glicose-6-
fosfato; frutose-1,6 biP, glicose-1,6-bifosfato; Sacarose-6P, sacarose-6-fosfato.
Fonte: Elaborada pela autora (2023).
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2.3 CONTAGEM DE MICRORGANISMOS OBRIGATORIOS E REQUISITOS

No que diz respeito a contagem de microrganismos especificos para a
regulamentacao dos produtos categorizados com iogurte no contexto da legislagao
brasileira, Instrugdo Normativa do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento - MAPA n° 46 de 2011, estabelece que em iogurtes a contagem de
bactérias lacticas totais presentes em iogurtes, como produto final devem apresentar
no minimo a concentragdo de 10"7 UFC/g. Parametros fisico-quimicos como pH e
acidez, sédo aspectos criticos, pois tem importante contribui¢do para sua coagulagéo,
desenvolvimento dos microrganismos e vida util (SOUZA et. al.,, 2022). Pode-se
observar a contagem de microrganismos especificos e os parametros fisico-

quimicos na Tabela 1.

Tabela 1 - Requisitos técnicos para iogurtes

Contagem de microrganismos especificos
Norma FIL 117 A:1988

Contagem de bactérias lacticas Min. 107 (UFC/ g)
totais
Requisitos fisico-quimicos
Norma FIL:150 A:1991
Acidez 0,6 a 1,5 (g de acido lactico/100 g)
Classificagao matéria gorda
Norma FIL:116 A:1987

Com creme min. de 6,0 g/100 g
Integrais min. de 3,0ga5,9g/100g
Parcialmente desnatados max. de 0,6 a 2,9 g/100 g
Desnatados max. de 0,5 g/100 g

Fonte: Adaptado Brasil (2007)
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3 OBJETIVOS

Este estudo visa produzir iogurtes a partir de fermentos laticos comerciais
fermentadores de lactose ou sacarose e caracteriza-los quanto a pH e acidez, e
contagem de bactérias laticas totais utilizando diferentes meios de cultivo e

suplementag¢des com carboidratos.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o pH e acidez dos iogurtes produzidos com diferentes fermentos laticos
(YOFLEX® MILD 1.0 e YOFLEX® ACIDIFIX®) nos dias 1, 7, 14, 30 e 50.

e Produzir iogurtes em escala laboratorial com diferentes fermentos lacticos
(fermentador de lactose - YOFLEX® MILD 1.0 e fermentador de sacarose -
YOFLEX® ACIDIFIX®).

e Realizar a contagem de bactérias lacticas totais nas amostras de iogurtes
produzidas, seguindo as diretrizes estabelecidas na norma ISO 7889 IDF 117.

e Realizar comparagdo dos diferentes fermentos laticos (YOFLEX® MILD 1.0 e
YOFLEX® ACIDIFIX®) a fim de verificar as alteragbes na contagem de bactérias
lacticas, incluindo S. thermophilus e L. bulgaricus, na constituicdo do iogurte.

e Avaliar a contagem de S. thermophilus em iogurtes produzidos com fermento A e
B utilizando diferentes marcas de meio de cultura.

e Comparar a contagem de S. thermophilus dos iogurtes produzidos em meios de
cutlivo suplementados com sacarose ou lactose em dois periodos de
armazenamento (1 e 50 dias).

e Avaliar a influéncia de variagbes na concentracdo de lactose na suplementacao
de meios de cultivo sobre a contagem de S. thermophilus presentes nos iogurtes.
Analisar o impacto no crescimento de bactérias lacticas nos meios de cultura
Biokar e Merck sem suplementacgéo de lactose (0% m/v).

e Isolar e confirmar as espécies de bactérias laticas presentes nos iogurtes por
meios de sequenciamento de gene 16 S rDNA..
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4 METODOLOGIA

Nas préximas secdes, sera descrito de forma detalhada do processo de
producao de iogurtes por meio de fermentacdo de lactose e sacarose por
microrganismos. Posteriormente, serdo descritas as técnicas empregadas para
realizar a contagem total de bactérias lacticas. Além disso, serdo conduzidas
analises comparativas entre esses microrganismos para confirmar sua classificagéo

dentro da mesma espécie.

4.1. ANALISE DA COMPOSICAO FiSICO-QUIMICA DE AMOSTRAS DE LEITE

As analises foram conduzidas tanto no leite desnatado quanto na mistura
composta por creme de leite e leite desnatado em pd. A composicdo do leite
desnatado e da mistura, foram determinadas a partir dos atributos de gordura,
proteina e lactose, utilizando o Ekomilk M Analisador de Leite Utrass6nico Portatil
(Cap-Lab®). A densidade foi determinada pelo termolactodensimetro e a
determinacdo do extrato seco total foi obtida através da féormula de Fleishmann

mostrada na equacgéao 1.

ID —1)
D

% extrato seco =1,2 G + 2,665 x x 100 (1)

Em que:

e D =densidade em g/mL.

e G =% (m/m) gordura.

A acidez titulavel foi realizada pela metodologia descrita pela AOAC (947.05)
e analise do pH pelo pHmetro de bancada (GEHAKA®), modelo PG 1400. Todas as

analises foram realizadas em triplicata.

4.2 CULTURAS MICROBIANAS

Foram utilizadas nas produg¢des dos iogurtes dois estirpes de culturas puras
iniciadoras comerciais (Chr. Hansen Holding A/S, Hoersholm, Denmark): YOFLEX®
Mild 1.0 e YOFLEX® ACIDIFIX™. A linha de cultura YOFLEX® é uma série de
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culturas altamente concentradas especificamente desenvolvidas para aplicagdes

termofilicas em leites fermentados.

4.2.1 Preparacgao do in6culo

Na producéao dos iogurtes, o processo foi conduzido por meio da incorporagao
de duas culturas iniciadoras distintas composta por Streptococcus salivarius subsp.
thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus. Dois fermentos foram
empregados nesse processo: 0 YOFLEX®MILD 1.0, cujo processo fermentativo tem
a lactose como seu substrato principal, e 0 YOFLEX® ACIDIFIX®, cuja fermentagéo é

realizada a partir da sacarose.
4.3 PREPARACAO DO IOGURTE
Foram preparadas duas formulag¢des distintas de iogurte, cuja composigao é

apresentada na Tabela 2. As misturas foram feiras em cubas de inox com

capacidade de 900 g.

Tabela 2- Formulagdes dos iogurtes

YOFLEX®MILD 1.0 YOFLEX® ACIDIFIX™
INGREDIENTES
(%) Massa (g) (%) Massa (g)
Leite desnatado * 81,50 733,5 79,75 717,8
Creme de leite (35%) ** 7,50 67,5 7,50 67,5
Leite em p6 desnatado*** 3,00 27,0 3,10 27,9
Agucar 8,00 72,0 0,85 7,7
Xarope de agucar (71 °Brix) 0,00 0 8,80 79,2
Cultivo 0,02 - 0,2 -
TOTAL 100 900 100 900

Formulagdes dos iogurtes

* Leite pasteurizado desnatado (Da Fazenda)

** Creme de leite pasteurizado 35% (m/m) (Coalhadas)
*** Leite em po6 desnatado (Piracanjuba)

Fonte: Elaborada pela autora (2023).
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Dessa forma, foram elaboradas quatro amostras de diferentes lotes (A, B, C e
D) do leite para cada teste de iogurte, as quais foram identificadas como formulagao
controle (FC) e formulacéao teste (FT), seguindo o arranjo apresentado na Tabela 3.
No contexto das formulacdes FC utilizou-se as composi¢cdes detalhadas na Tabela 2,
empregando o fermento YOFLEX® MILD 1.0. Adicionalmente, as formulagées FT

foram preparadas com a inoculagéo do fermento YOFLEX® ACIDIFIX®.

Tabela 3 - Esquema detalhado de identificagao atribuido aos lotes e tratamentos das
formulagdes de iogurte.

Tratamento/Lote A B C D
FC* FCA FCB FCC FCD
FT** FTA FTB FTC FTD

* FC: Formulagao controle com fermento YOFLEX® MILD 1.0
** FT: Formulagao teste com fermento YOFLEX® ACIDIFIX®
Fonte: Elaborada pela autora (2023)

Formulagdes controle e teste foram submetidas a um processo de
solubilizacdo a 25 + 1 °C por 60 minutos, utilizando um sistema de banho-maria
equipado com agitadores automaticos para garantir a completa uniformizagdo dos
componentes. As amostras foram submetidas ao processo de homogeneizacao de
200 bar em dois estagios (primeiro estagio 50, segundo estagio 150 bar), a uma
temperatura de 65 + 1 °C. Posteriormente foram tratadas termicamente a 90 + 1 °C
durante 5 minutos em equipamento de banho-maria (QUIMIS®, Modelo Q334M-28,
local). Apds o tratamento térmico amostras foram resfriadas e fermentadas a 42 £ 1
°C até atingir o pH 4,6.

Na sequéncia, as amostras foram submetidas a um processo de resfriamento
gradual até alcangcarem a temperatura de 20 £ 1 °C, com o auxilio de um refrigerador
mantido a 7 + 1 °C. Uma vez atingida a temperatura desejada, o proximo passo
envolveu a quebra do gel formado durante a fermentagcéo. Essa etapa foi realizada
manualmente por meio de movimentos circulares executados ao longo de 20
segundos. O esquema da Figura 8 mostra todo o processo de produgédo dos

iogurtes.
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Figura 8 -Esquema da produgéo de iogurte.

Mistura dos ingredientes:
Leite desnatado + Creme de leite 35% m/m + Leite em pd desnatado
isem adigio de acglcar e xarope de acgucar)
60 min § 25 *C

Formulagoes Controle Formulagoes Teste
Adicdo de sacarose (8,0%) Adicio de sacarose (0,85%)
FCA, FCB, FCC, FCD FTA, FTB, FTC, FTD

Pré- Aquecimento
65 =1°C

Homogeneizagio
200 bar (2 estagios)

Tratamento termico
93 = 1 °C por 5 minutos

Resfriamento

42 =1 °C
Adigao da cultura iniciadora Adigao da cultura iniciadora
YOFLEX® MILD 1.0 YOFLEX™ ACIDIF ™
Streptococcus salivarnus subsp. Strepfococcus salivanus subsp.
thermophiius e Lacfobacillus thermophiius e Lactobacillus
delbrueckii subsp. Bulgaricus defbrueckii subsp. Bulgaricus

Fermentagao até pH 4,6
42 =1°C

Resfriamento [ Quebra do gel
16 — 20°C

Adicio do xarope de aglicar*
Xarope de aclcar (71 "Brix)

Envase, resfriamento e estocagem
T2°C

*Adicao do xarope de agucar apenas nas formulacdes teste
Fonte: Elaborada pela autora (2023)

4.3.1 Curva de fermentagao

O monitoramento da acidificagdo, foi determinado a cada hora através da
medig&o de pH pelo eletrodo de bancada (PG 1400, GEHAKA®).
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4.4 PREPARAGCAO DO MEIO DE CULTURA UTILIZADOS NAS ANALISES
COMPARATIVAS

Os padrbes de meios de cultura aceitos pela Federacdo Internacional de
Laticinios para enumeracgéao diferencial das espécies de iogurte, S. thermophilus e L.

bulgaricus, sao agar M17 e MRS, respectivamente (boletim IDF, 1983).

4.4.1 Preparo do meio de cultura M17 para contagem de Streptococcus

thermophilus

O meio de cultura M17, seletivo para S. thermophilus, foi preparado conforme
a rotulagem e seu pH ajustado para 6,8 (ISO 7889 IDF 117). Em seguida, o meio
M17 foi esterilizado a 121 °C por 15 minutos. A Tabela 4 mostra a composigcao de

cada meio de cultura utilizado nas analises comparativas deste estudo.

Tabela 4 - Composi¢ao dos meios de culturas M17

M17
Composigio Biokar® Merck® Oxoid®
concentragao concentragao Concentragao
(g/L) (g/L) (g/L)
Triptona 2,5 2,5 5,0
Digestao péptica de carne 2,5 2,5 -
Farelo de soja 5,0 5,0 5,0
Extrato de levedura 2,5 2,5 2,5
Extrato de carne 5,0 5,0 5,0
Lactose 50 50 -
Glicerofosfato de sodio 19,0 19,0 19,0
Sulfato de magnésio 0,2 0,2 0,2
Acido ascorbico 0,5 0,5 0,5
Agar — Agar 15,0 12,7 11,0

Fonte: Adaptacao das fichas técnica dos meios de cultura M17 das marcas Biokar, Merck e
Oxoid
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A suplementacdo com lactose a 10% (m/v) no meio de cultura M17 foi
realizada de forma independente, passando por esterilizagdo separadamente antes
de ser incorporada ao respectivo meio de cultura. Foi realizada uma adaptacédo da
ISO 7889 IDF 117 em que foi implementada a suplementagdo com sacarose a 10%
(m/v). O método de preparo para ambas as suplementagbes foi semelhante,
consistindo na dissolugao de 10 g de lactose ou sacarose em 100 mL de agua

destilada.

4.4.2 Preparo meio de cultura MRS para contagem de Lactobacillus bulgaricus

O meio de cultura MRS, seletivo para L. bulgaricus, foi preparado conforme a
rotulagem e seu pH ajustado para 6,5 (ISO 7889 IDF 117). Em seguida, o meio M17
foi esterilizado a 121 °C por 15 minutos. A tabela 4 mostra a composi¢do de cada

meio de cultura utilizado nas analises comparativas deste estudo.

4.4.3 Preparo do diluente

Partiu-se de uma solugdo 0,2% m/v de fosfato dipotassio (K2HPO4). Em

seguida, procedeu-se a esterilizagao do diluente a 121°C por 15 minutos.

4.5 ANALISES DE CONTAGEM DE BACTERIAS LACTICAS TOTAIS

Para as segbes seguintes foram realizadas analises de contagem de
bactérias lacticas totais em amostras de iogurtes, seguindo as diretrizes
estabelecidas na norma ISO 7889 IDF.

4.5.1 Avaliagao da contagem de S. thermophilus em meio de cultura M17 no dia
1 (D1) de shelf-life.

Pesou-se 10 g das amostras de iogurtes (FC e FT) no D1 de fabricagdo em
um frasco com 90 mL de diluente (10" g/L). Realizou-se diluigdes seriadas a partir

de 1 mL da solugéo 10" até a atingir a solugéo 10-5.
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Transferiu-se 1 mL das diferentes diluicdes preparadas para as placas de

Petri e distribui-se os meios de cultura (Biokar e Oxoid) suplementados com lactose

ou sacarose, conforme pode ser observado na Figura 9.

As placas foram incubadas a 37 + 2 °C por 48 horas em aerobiose para

permitir o crescimento dos S. thermophilus. Apds a incubacdo, realizou-se a

contagem das colénias nas placas para determinar unidade formadora de colbnia

por grama (UFC/g) nas amostras.

Figura 9 - Representagdo esquematica da analise de S. thermophilus em meios de
cultura M17 suplementados com lactose ou sacarose no D1

Materiais:
Meios de cultura:

Mi17 ™M17 +
Bickar Oxoid

pH6,8 K.HPO,

| J pH7.5

Enriguecimento do meio de
cultura M17 Oxoid e Biokar:

#

#\k SmL

Lactose

S ———

2omL

Sacarose
—

10g

i N

S KHPO. \
Acidifix pH7,5

el

10°®

v -\ K.HPO,
\ ImL omlL

M17 CX-LAC M17 OX-SAC

nfg

M17 -
37+ 2°C por
48 horas

M17 BK-LAC M17 BK-SAC

Legenda: M17 OX-LAC, M17 Oxoid suplementado com sacarose; M17 OX-SAC, M17 Oxoid
suplementado com sacarose; M17 BK-LAC, M17 Biokar suplementado com lactose; M17
BK-SAC, M17 Biokar suplementado com sacarose.

Fonte: Elaborada pela autora (2023).
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4.5.2 Avaliagao da contagem de L. bulgaricus em meio de cultura MRS no dia 1
(D1).

Pesou-se 10 g das amostras de iogurtes (FC e FT) no D1 de fabricagdo em
um frasco com 90 mL de diluente (10" g/L). Realizou-se diluicdes seriadas a partir
de 1 mL da solugéo 10" até a atingir a solugéo 10-.

Transferiu-se 1 mL das diferentes diluicdes preparadas para as placas de
Petri e distribui-se os meios de cultura MRS. Em seguida, as placas foram incubadas
em ambiente anaerdbico a uma temperatura de 37 + 2 °C para o crescimento, por
um periodo de 72 horas. Apos o periodo de incubagédo, procedeu-se a contagem de

colbnias.

4.5.3 Avaliagao da contagem de S. thermophilus em meio de cultura M17 no dia
50 (D50) de shelf-life.

Pesou-se 10 g das amostras de iogurtes (FC e FT) no D1 e D50 de fabricagao
em um frasco com 90 mL de diluente (10" g/L). Realizou-se diluigdes seriadas a
partir de 1 mL da solugdo 10" g/L até a atingir a solugdo 108 g/L.

Transferiu-se 1 mL das diferentes diluicdes preparadas para as placas de
Petri e distribui-se os meios de cultura (Biokar, Oxoid e Merck) suplementados com
lactose ou sacarose, conforme podemos observar na figura 10.

As placas foram incubadas a 37 £ 2 °C por 48 horas para permitir o
crescimento dos S. thermophilus. Apds a incubacao, realizou-se a contagem das
colénias nas placas para determinar unidade formadora de colbénia por grama

(UFC/g) nas amostras.
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Figura 10 - Representagao esquematica da analise de S. thermophilus em meios de
cultura M17 suplementados com lactose ou sacarose no D1 e D50

. N T
Meios de cultura: %
i0g
T
P Mi? Mi? Mj..-l" M1T ER-LAC M1TEK-SAC
. M Biokar Merck Oxoid - i
10 = pH 6,8
- .\—\/——) BT BAR-LAL MAT ME-GAC
Enriquecimento do meio de -\
cultura M17 Biokar e Merck:
:ﬂ N [ M7 OX-LAC BT DM-SAC l
Smil
| Laciose | Sacarose
N '*\\ I
1mL imlL =
e =S
100 _F'H 68 L\ - M7 -
s ¢ Meios de cultura: 7 L i
_—_‘“‘ 48 horas

WEED, o i LT BE-LAC M17 BE-SAC

prizi Mi7 (M7 — . 10 1

Acidifix el Biokar Merck ;
rd
- "
MI7 MELAC L AK-SA
M17
Oxoid ¥ 1

W17 OR-LAC M7 OR-5AC

Legenda: M17 BK-LAC, M17 Biokar suplementado com lactose; M17 BK-SAC, M17 Biokar
suplementado com sacarose. M17 MK-LAC, M17 Merck suplementado com lactose; M17
MK-SAC, M17 Merck suplementado com sacarose. M17 OX-LAC, M17 Oxoid suplementado
com sacarose; M17 OX-SAC, M17 Oxoid suplementado com sacarose.

Fonte: Elaborada pela autora (2023).

4.5.4 Avaliacao da contagem de S. thermophilus em meio de cultura M17 com

diferentes concentragées de lactose no dia D1 de shelf-life.

Pesou-se 10 g das amostras de iogurtes (FC e FT) no D1 de fabricagdo em
um frasco com 90 mL de diluente (10" g/L). Realizou-se diluigdes seriadas a partir
de 1 mL da solugéo 10" até a atingir a solugéo 10-4.

Transferiu-se 1 mL das diferentes diluicdes preparadas para as placas de
Petri e distribui-se os meios de cultura M17 (Biokar, Oxoid e Merck) suplementados
com diferentes teores de lactose conforme apresentado na Tabela 5 e podemos
observar o esquema na Figura 11.

As placas foram incubadas a 37 + 2 °C por 48 horas para permitir o

crescimento dos S. thermophilus. Apds a incubacgao, realizou-se a contagem das
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colénias nas placas para determinar unidade formadora de colénia por grama
(UFC/g) nas amostras.

Tabela 5 - Preparo das concentragdes de lactose utilizadas para suplementar o meio
de cultura M17 Oxoid

(% m/v) Oxoid Merck Biokar
§ 0 S* S S
S 3 0,5 S N* N
© o
£ 5 1,0 S N N
8 4
< 0,5A+0,5% S N N
(@]
0,5 A" S N N

Legenda: S: Suplementado; N: Nao suplementado; 0,5 % A + 0,5 %: Suplementacéo antes e
apos o aquecimento; 0,5% A: Suplementagao antes do aquecimento
Fonte: Elaborada pela autora (2023)

Figura 11 - Representacéo esquematica da analise de S. thermophilus em meios de
cultura M17 suplementados com diferentes concentragdes de lactose no D1

10g F

— \ “\\

10 g - ON-0.0% COLAC-D,9%
Acidifx ' e

Meios decultV—_\ e I J

V.
Concentragoes

(% miv): iy
M7 + = 10 Mi7 +
Coid Lactose =« 05 Oxoid Lactoss o 1::_'_:‘:-_:'-
pH 6.8 sl A 0.5% OHAACA-D3% 48 horas
() OXAAC-A-0.5%
T H0,3%
MI17 MI17 +
Biokar Marck e a ==
pH 4.8 = /”’ T ER-0.0%
10g = a MKA0,0%
] _“\\x \:
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Legenda: OX-0,0%, Oxoid sem suplementagdo de lactose; OX-LAC-0,5%, Oxoid com
suplementacédo de 0,5% (m/v) de lactose; OX-LAC-1,0%, Oxoid com suplementagdo de
1,0% (m/v) de lactose; OX-LAC-A-0,5%+0,5%: Suplementacao antes e apds o aquecimento;
OX-LAC-A-0,5%: Suplementacao antes do aquecimento

Fonte: Elaborada pela autora (2023).
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4.6 VERIFICACAO DA MORFOLOGIA DAS COLONIAS

Amostra de interesse (S. thermophilus e L. bulgaricus de diferentes meios de
cultua M17 (Biokar, Merck e Oxoid) com diferentes suplementag¢des de carboidrato
(lactose e sacarose)) foram coletadas para a avaliagdo da morfologia das coldnias,

Pesou-se 10 g das amostras de iogurtes (FC e FT) no D1 de fabricagdo em
um frasco com 90 mL de diluente (10" g/L). Realizou-se diluicdes seriadas a partir
de 1 mL da solugéo 10! g/L até a atingir a solugdo 107 g/L.

Transferiu-se 0,1 mL das diferentes diluicbes preparadas para as placas de
Petri contendo os meios de cultura M17 (Biokar, Oxoid e Merck) suplementados com
diferentes teores de lactose e/ou MRS ja solidificados. A amostra foi espalhada na
superficie do meio com o auxilio de uma alca de Drigalski.

As placas de Petri foram incubas em condicbes apropriadas para o
crescimento S. thermophilus M17 (Biokar, Merck e Oxoid), a temperatura de
incubacao foi mantida em torno de 37 £ 2 °C em um periodo de incubagao de 48
horas. E no caso do L. bulgaricus, as placas de Petri foram submetidas a
anaerobiose e foram incubas a uma temperatura de 37 + 2 °C por 72 horas. Apés o
periodo de incubagdo, foram observados critérios como tamanho, formato e cor.

Posteriormente foram feitas fotografias para documentar o registro visual.

4.7 CONFIRMACAO DAS COLONIAS PELA TECNICA DE COLORAGCAO DE GRAM

Para realizar a coloracdo de Gram, col6nias das culturas bacterianas de S.
thermophilus e L. bulgaricus foram cuidadosamente transferidas para uma lamina de
vidro. Em seguida, as amostras foram espalhadas de maneira uniforme sobre a
superficie da lamina, criando assim um esfregaco fino e homogéneo. Esse esfregacgo
foi posteriormente deixado para secar completamente, utilizando uma fonte de calor
suave.

Apds a secagem adequada, o esfregago foi submetido ao processo de
coloracado de Gram (Figura 12). Incialmente, o esfregacgo foi coberto com o corante
cristal violeta por aproximadamente 1 minuto. Apds esse periodo, a lamina foi
submetida a um enxague suave em agua corrente para remover o excesso de

corante. O esfregacgo foi tratado com a solugdo de Lugol (solugédo de 5% de iodo
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inorganico) por aproximadamente 1 minuto, seguido por um enxague adicional com
agua, com o intuito de remover o excesso de iodo.

Para a etapa de descoloracdo da lamina, utilizou-se uma mistura de alcool
etilico com acetona, na proporcédo de 1:1 e, e em seguida foi cuidadosamente
gotejado sobre o esfregago até remogao completa do residuo de corante, por um
periodo de 15 a 30 segundos. Apos esta etapa, foi feito um enxague em agua
corrente para interromper a acéao da solugao.

Posteriormente, o esfregaco foi coberto com corante Safranina por cerca de 1
minuto. Por fim, houve um enxague com &gua corrente e o esfregago foi
delicadamente secado. O esfregagco preparado foi entdo colocado sob um
microscopio Otico para possibilitar a observacdo detalhada das bactérias e sua

classificacdo de acordo com a sua coloracgao.

Figura 12 - Representagao esquematica da analise de coloragao de Gram

< . < L 4 4
5;.5:; _.)/ — % ; P 4 i Bcool —. — ea.'m'n—‘?/ l
s Poa &7 == P A9
] o oy e
-: =. ': =. L] a ;. 4

Aplicag&o de As células Lavagem com alcool Aplicagdo de agente
cristal violeta - ficaram azul (descoloragéo) contraste células Gram-
as células escuras Células Gram-positivas positivas azul escuras
absorvem a azul escuras células Gram- células Gram-negativas
solugdo negativas sem cor. vermelhas

Fonte: Elaborada pela autora (2023).

4.8 CONFIRMACAO DAS ESPECIES POR SEQUENCIAMENTO DO GENE 16 S
RDNA

A confirmacao de DNA das bactérias lacticas totais foi realizada utilizando o
ensaio DMD BACTERIA, na regido V1-V9 do gene 16S rDNA. Vale destacar que as
analises foram realizadas pela empresa Neoprospecta Microbiome Technologies,

localizada em Florianépolis, Santa Catarina, Brasil.
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4.8.1 CONFIRMAGAO DE DNA

A identificagdo das bactérias (gene 16S rRNA) foi realizada usando um
método de sequenciamento de DNA de alto desempenho utilizando o Sistema se
Sequenciamento MiSeq (lllumina Inc., San Diego, CA, EUA). A preparagdo da
biblioteca e o sequenciamento de DNA seguiram o protocolo da Neoprospecta
Microbiome Technologies (VIEIRA et al, 2019), Brasil. A amplificacdo com iniciadores
para a regiao V1-V9 do gene rRNA 16S de Streptococcus thermophilus utilizando
como primers iniciador Forward (F): 27F-5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’ e o
Iniciador Reverse (R): 1492R-5-GGTTACCTTGTTGTTACGACTT-3 (FELIS, et al.
2007) foi realizada para as bactérias. As sequéncias foram analisadas pelo pipeline
Sentinel. No pipeline Sentinel, os arquivos fastQ foram avaliados quanto a qualidade
Phred (QP) usando o software FastQC v.0.11.8 (VIEIRA et al, 2019). As analises
foram realizadas em quadruplicatas.

E fundamental ressaltar que os resultados dos testes de DNA forneceram
confirmacdo de que as bactérias identificadas no presente estudo sdo, de fato

pertencentes as espécies S. thermophilus, Lactobacillus delbrueckii e Lactobacillus

sp.
4.8.2 Preparo dos isolados para analise de DNA

Inicialmente, procedeu-se a selecdo de colbnias provenientes de placas
contendo diferentes meios de cultura M17 (Biokar, Merck e Oxoid) para identificacéo
dos S. thermophilus e, MRS para identificagdo dos L. bulgaricus obtidas a partir de
dois distintos iogurtes fermentados pelas culturas bacterianas YOFLEX®MILD 1.0 e
YOFLEX®ACIDIFIX®.

Foi utilizado uma alga de inoculagdo esterilizada para a colénia desejada e
transferiu-se a mesma para um tubo de ensaio contendo meio de cultura soélido. O
meio escolhido foi M17 Biokar suplementado com lactose, devido a sua melhor
resposta ao crescimento. A partir disso, foi entdo colocado os tubos de ensaios em
uma incubadora nas condi¢bes adequadas de temperaturas para o crescimento dos
microrganismos.

Para preparar a cultura para a analise de DNA, foi algada uma unica colénia

da cultura pura e transferida para uma placa de Petri contendo o mesmo meio de
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cultura. Apos esta etapa, a placa de Petri com a colénia isolada foi incubada a 37 %
2°C para multiplicagao do microrganismo. Apos essa extragao, como mostra a figura
13. O DNA foi enviado para analise, de sequenciamento de acordo com os

protocolos da empresa de analise contratada.

Figura 13 - Fotografias do processo de isolamento para envio das colénias para as
analises de DNA

Fonte: Acervo pessoal da autora (2023)

4.9 DETERMINACAO DO PH E ACIDEZ TITULAVEL NOS IOGURTES

O nivel de acidez titulavel e o valor de pH foram avaliados nos dias 1, 7, 14,
30 e 50 dias apés a fabricagdo do iogurte, e essas analises foram conduzidas em
duplicata. O pH foi determinado utilizando um medidor de pH (PG 1400, GEHAKA®),
enquanto a acidez titulavel foi quantificada por meio do método potenciométrico em
conformidade com a norma ISO/TS 11869:2012.
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4.10 ANALISE DE ESTATISTICA

O software R (versdo 4.2.1) foi usado para o teste de Tukey e software
GraphPad Prims 9 foi utilizado para o tratamento estatistico de ANOVA e teste t

pareado.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas proximas secgdes, abordar-se-a os resultados relacionados a
quantificacdo e caracterizagdo das bactérias lacticas totais S. thermophilus e L.

bulgaricus em iogurtes submetidos a diferentes fermentacdes.

5.1. ANALISE DA COMPOSICAO E FiSICO-QUIMICA DO LEITE DESNATADO E DA
MISTURA DA FORMULAGAO

A composicao e o balango de massa das bases utilizadas na producdo de
iogurte sdo apresentados nas Tabelas 6 e 7. Os resultados demonstram que a
quantidade adicionada de leite em pd desnatado e gordura ao leite desnatado para o
preparo das formulagdes teve um impacto significativo no teor sélidos totais (% m/m)
que foi de aproximadamente 9,38% m/m para 13,94% m/m, ja o teor de proteina foi
de 3,20% m/m para 4,27 % m/m e quanto ao teor de matéria gorda de 0,23% m/m

para aproximadamente 4,00% m/m.

Tabela 6 - Analise composicional, pH e acidez dos leites desnatado de diferentes

lotes
Acidez Densidade Gordura Proteina Lactose Solidos
9 pH (% acido (% m/m) (% m/m) (% m/m) totais
9 latico.mL™) (% m/m)
LEITE DESNATADO
. 0,23 + 3,21 + 4,39 + 9,38 +
A 677001 0120012  1033£0001° 0,025 0.02° 0,01
. . . 023 + 3,20 + 439 + 9,38 +
B 675+004° 0,12 +0,02 1033£0,0012 7 001 0012 0012
0,23 + 3,19 + 4,40 + 940 +
C 6,73+0,03° 0,12 £ 0,012 1,033 £ 0,0012 0.012 0.012 0.012 0.022
0,23 + 3,20 + 4,38 + 9,39 +
D 672£001° 012£0012 10330001 o 001 001 0012

Fonte: Elaborada pela autora (2023)
*Médias seguidas da mesma letra mindscula na mesma coluna, nao difere entre si pelo teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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Tabela 7 - Analise composicional, pH e acidez das misturas (leite desnatado, leite em
po6 desnatado e creme de leite) de diferentes lotes

:\ c’id.ez Densidade Gordura  Proteina Lactose Solid.os
2 pH (% acido -3 % m/ % m/ % m/ totais
o latico. mL") (omim) — (Yomim)  (%mim) o m)
Mistura (Leite desnatado, leite desnatado em pé, creme)
. 4,03 + 425 + 584 + a
6,65 + 0,022 0,12+ 0,012 1,040 £ 0,0012 0.01 0.01 0.012 13,94 £ 0,01
R R . 3,96 + 4,26 + 5,84 * a
6,64 + 0,01 0,12 £ 0,01 1,040 + 0,001 0.01 0.012 0.012 13,91 £ 0,01
. . . 4,00 + 427 + 584 + .
6,64 + 0,02 0,12+ 0,01 1,039 + 0,001 0.012 0.01 0.012 13,94 £ 0,01
3,97 + 4,27 + 5,87 *
6,62 + 0,012 0,12 + 0,012 1,040 + 0,0012 0.012 0,012 0.013 13,90 £ 0,012

Fonte: Elaborada pela autora (2023)
*Médias seguidas da mesma letra mindscula na mesma coluna, nio difere entre si pelo teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

No Brasil, os iogurtes geralmente ndo recebem uma classificagdo especifica
com base em seu teor proteico, embora o teor minimo de proteinas lacticas
comumente seja de 2,90% m/m (BRASIL, 2012). Em relagéo ao teor de gordura no
extrato seco, iogurtes com valores entre 3,00 e 5,90% m/m sédo considerados
integrais. Logo, o teor de gordura em torno de 4,00% m/m, estando dentro da
classificagdo de iogurte integral.

Para produg¢ao de um iogurte com caracteristicas mais uniforme, é essencial
aumentar o teor de matéria seca do leite, 0 que pode ser alcangado através da
adicdo de 2 a 4% de leite em p6. Quando se adiciona leite em p6 na formulacao, é
importante incorpora-lo na mistura antes do processo de aquecimento. Essas
praticas contribuem significativamente para a consisténcia e sabor do produto final.

Ao considerar o valor de pH e Acidez titulavel, os teores encontrados nas
Tabelas 6 e 7, estdo em conformidade, segundo a Instrugdo Normativa n° 4, de 23
de outubro de 2007.

5.2. CURVA DE FERMENTACAO DOS IOGURTES PRODUZIDOS

No inicio da produgédo de iogurtes, as bactérias lacticas sao inoculadas no
leite, geralmente, S. thermophilus e L. bulgaricus, a medida que ocorre 0 processo
de fermentagdo, o pH diminui ocorre o consumo da lactose do meio que é
transformado em acido lactico. (GOMES; CARNEIRO; STEPHANI; CARVALHO et
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al., 2022). Isso € importante para a coagulacédo das proteinas do leite e a formacéao
do gel que caracteriza o iogurte (GOMES et al., 2021).

A Figura 14, que demonstra a curva de acidificagdo, evidencia uma queda do
pH ao longo do tempo. A curva atinge o pH em torno de 4,5 a 4,6. Nesse ponto, as
proteinas do leite comegam a coagular, formando o gel (SILVA et al. 2022).

A curva de acidificacado, pH x tempo, € uma representacéao visual do processo,
no qual podemos observar o comportamento na produgédo de FC (fermentagdo com
lactose) e FT (fermentacdo com sacarose) foi notavelmente semelhante. Isso
contribui para a monitoramento da qualidade do iogurte durante a produgéo e sugere

que a fermentacédo FC e FT tendem a ter padrées de acidificacdo comparaveis.

Figura 14 - Curva de acidificagdo do iogurte fermentado por YOFLEX® MILD 1.0
(FC), e o iogurte fermentado através do YOFLEX® ACIDIFIX®TM (FT) (n = 2)
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Fonte: Elaborada pela autora (2023)
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5.3 CONTAGEM S. thermophilus NO D1

Os resultados da contagem de bactérias lacticas totais nos iogurtes
preparados no D1 estdo dispostos na figura 15. Ao observarmos a produgédo FC
todas as amostras atenderam a contagem minima exigida pela Instrugdo Normativa
do MAPA n° 46 (BRASIL, 2007). No meio de cultura M17 Biokar aplicado para FC e
FT, o crescimento de contagem de bactérias atingiu 10° UFC/g. O FT mostrou uma
média de 108 UFC/g. No estudo conduzido por hamid (2009), também foi observado
que, apdés um dia de armazenamento, os valores de contagem bacteriana em iogurte
natural atingiram aproximadamente 10° UFC/g, utilizando também o meio de cultura
M17 da marca Biokar (Biokar Diagnostics, Beauvais, Franga) reforcando os
resultados obtidos nesse estudo. A diferengca entre o FC e FT é de um ciclo log,
indicando que eles séo estatisticamente diferentes, ambos estando acima do limite
minimo de contagem de acordo com a legislagéo vigente.

Ao analisar o crescimento do FT nos meios de culturas M17 Oxoid ou Biokar
usando sacarose como suplemento, ndo foi observada uma diferenca significativa.
No entanto, utilizando o meio de cultura M17 Oxoid suplementado de lactose ha uma
diferenca estatisticamente significativa. Quanto ao FC comparamos os meios de
cultura M17 Biokar e Oxoid suplementados com lactose ou sacarose, nao foram
encontradas diferengas estatisticamente significativas.

Foi observado no FT que no meio de cultura M17 Oxoid suplementado com
lactose, houve crescimento de algumas colbnias isoladas. Ja na suplementagdo com
sacarose, o crescimento foi de mais colbnias. Esses resultados estdo abaixo do
limite de contagem estabelecido na legislagéo, que foi de 108 UFC/g.

A suplementacado de lactose e sacarose no meio de cultura M17 pode ter
efeitos diferentes no crescimento dos S. thermophilus, uma vez que esses agucares
podem ser utilizados de maneira distinta por essas bactérias lacticas. O S.
thermophilus é conhecido por utilizar lactose como uma de suas principais fontes de
energia. Portanto, a suplementacdo com lactose pode estimular o crescimento
dessas bactérias fornecendo um substrato metabolicamente favoravel (GASSER et
al., 2022).

Geralmente essas bactérias lacticas nao utilizam sacarose téo eficiente
quanto a lactose. A sacarose é um dissacarideo composto por glicose e frutose e

sua metabolizagcao pode ser menos eficaz em comparacgao a lactose. Entdo a
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suplementagdo com sacarose pode nao fornecer a mesma fonte de energia e
substrato que a lactose, o que pode resultar em um crescimento reduzido entre
cepas em comparacgao a lactose (GASSER et al., 2022)

E notavel que o FC apresentou um crescimento maior durante a fabricagdo do
iogurte. O FT-OX mostrou uma diferengca de quase dois ciclos log em comparagao
com o FT-BK. Os resultados indicam que o meio de cultura M17 Biokar nao
apresentou diferenga significativa entre lactose e sacarose, enquanto o Oxoid

responde de maneira diferente.

Figura 15 - Representagao grafica comparativa das diferentes suplementagdes de
sacarose e lactose nos tratamentos FC e FT, nos meios de cultura M17 Biokar e
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Legenda: FC: Formulagdo controle com fermento YOFLEX® MILD 1.0° FT: Formulago teste
com fermento YOFLEX® ACIDIFIX®; FC/FT OX-SAC: Fabricagéo controle/ Fabricagdo teste
M17 Oxoid suplementado com sacarose; FC/FT OX-LAC: Fabricagdo controle/ Fabricacao
teste M17 Oxoid suplementado com lactose; FC/FT BK-SAC: Fabricacido controle/
Fabricacao teste M17 Biokar suplementado com sacarose; FC/FT BK-LAC: Fabricacao
controle/ Fabricagao teste M17 Biokar suplementado com lactose.

Fonte: Elaborada pela autora (2023)
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O meio de cultura M17 € um meio de cultura utilizado para o crescimento e
cultivo de bactérias lacticas, como S. thermophilus. No entanto, a composi¢cao exata
do meio pode variar entre fabricantes, incluindo a Oxoid e a Biokar. Portanto, é
importante considerar que essas pequenas variagdes na composigao podem afetar o
desempenho. Os meios M17 podem variar na fonte e na concentragao de nutrientes
como observamos na Tabela 4. Existem variagdes nas concentragdes de Triptona e
de digestéo peptidica de carne e lactose.

A auséncia da digestdo peptidica de carne e lactose em um meio de cultura
pode afetar o crescimento dos S. thermophilus de varias maneiras, uma vez que
esses nutrientes sdo importantes para o metabolismo e o crescimento das bactérias
lacticas. No caso da digestao peptidica de carne fornece uma fonte de nitrogénio e
aminoacido para os S. thermophilus (DIFICO & BBL, 2009).

A lactose é uma fonte importante de carbono para muitas cepas de S.
thermophilus. Essas bactérias sdo conhecidas por sua habilidade de fermentar a
lactose para produzir acido lactico, que € um dos principais produtos finais da
fermentacao lactica (DIFICO & BBL, 2009). A auséncia de lactose no meio de cultura
pode afetar a capacidade da bactéria de utilizar uma fonte de carbono disponivel,
limitando assim o seu crescimento.

Alguns meios vém pré-suplementados com lactose como também pode ser
observado na tabela 4, enquanto outros permitem a adicdo desses suplementos
(lactose) conforme necessario e de acordo com a técnica de analise (ISO 7889 IDF
177)

Em um meio de cultura com falta de nutrientes essenciais, as bactérias
podem nao crescer de forma eficiente, e isso pode permitir a competicao por recurso
limitados. Outras bactérias ou microrganismos presentes no meio podem competir

pelos nutrientes, o que pode afetar o crescimento (TAIT et al. 2019)

5.4 CONTAGEM DE L. bulgaricus NO D1

Observou-se uma menor recuperagcao de células L. bulgaricus no meio de
cultura MRS. Fernandes (2011) também encontrou resultados semelhantes, quando
comparados as analises de S. thermophilus no meio de cultura M17.

De acordo com Tamine e Robison (2007) a proporgao de L. bulgaricus em pH

4,2 a 4,5, se comparado com S. thermophilus deve ser de 1:1. Com o decorrer do
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tempo de armazenamento do iogurte, essa proporgao tende a diminuir, uma vez que
o L. bulgaricus é inibido pela prépria acidez. Portanto, os resultados encontrados
neste estudo estdo em concordancia com a literatura onde podemos avaliar através
da Figura 16, que o FC tem maior concentracao de UFC/g quando comparado ao
FT.

Figura 16 - Representagao grafica comparativas formulagdes controle e teste
Lactobacillus bulgaricus
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*** p<0,05 diferenca significativa
Legenda: FCMRS: Fabricagao controle MRS; FTMRS: Fabricacao teste MRS
Fonte: Elaborada pela autora (2023)

5.5 CONTAGEM S. thermophilus NO D50

Os resultados da contagem de S. thermophilus nos iogurtes preparados no
D50 estéo dispostos na figura 17. Ao observamos a produgéo FC, todas as amostras
atenderam a contagem minima exigida pela Instrugdo Normativa do MAPA n° 46
(BRASIL, 2007). No meio de cultura M17 Biokar aplicado para FC e FT, o
crescimento da contagem de bactérias atingiu 10° UFC/g. Notavelmente, o

comportamento do D1 foi semelhante ao D50, indicando que eles sao
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estatisticamente semelhantes, ambos estando acima do limite minimo de contagem
de acordo com a legislagao vigente.

Figura 17 - Representacao grafica comparativa das diferentes suplementag¢des de
sacarose e lactose nos tratamentos FC e FT, nos meios de cultura M17 Biokar,
Merck e Oxoid (D50)
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Legenda: FC: Formulagdo controle com fermento YOFLEX® MILD 1.0' FT: Formulagéo teste
com fermento YOFLEX® ACIDIFIX®; FC/FT OX-SAC: Fabricagéo controle/ Fabricagéo teste
M17 Oxoid suplementado com sacarose; FC/FT OX-LAC: Fabricagédo controle/ Fabricagéo
teste M17 Oxoid suplementado com lactose; FC/FT BK-SAC: Fabricacido controle/
Fabricacao teste M17 Biokar suplementado com sacarose; FC/FT BK-LAC: Fabricacao
controle/ Fabricacdo teste M17 Biokar suplementado com lactose; FC/FT MK-LAC:
Fabricacao controle/ Fabricagao teste M17 Merck suplementado com lactose. FC/FT MK-
SAC: Fabricagao controle/ Fabricacao teste M17 Merck suplementado com sacarose.



57

Fonte: Elaborada pela autora (2023)

Conforme discutido anteriormente, existem diferengas entre os meios de
cultura M17 das marcas Biokar e Oxoid, embora haja uma semelhanca notavel na
composi¢ao dos meios de cultura M17 das marcas Biokar e Merck, a diferenca
composicional de ambas podem ocasionar mudangas no crescimento das bactérias
(MANDIGAN, et al 2009 e TORTORA et al. 2005)

5.5.1 Comparacao estatistica shelf-life D1 e D50

Os resultados apresentados na figura 18. indicam que aos 50 dias de shelf-life
nao houve uma diferenga significativa estatisticamente no tratamento FC entre os
meios de cultura M17 Biokar, Merck, Oxoid suplementados com lactose ou sacarose,
quando comparados ao D1. No caso do iogurte a escolha entre os meios de cultura
M17 apresentaram um comportamento igual em termos de contagem total de
bactérias laticas. Isso pode indicar que a escolha entre os substratos para a
suplementagcdo ndo afeta significativamente os resultados da contagem, nas
condicbes testadas.

O comportamento dos meios de cultura M17 Biokar e Merck suplementados
com lactose ou sacarose, no D1 apresentaram resultados semelhantes frente ao FT.
Nas condi¢cdes experimentais realizadas sugere-se que essas duas marcas podem
ser igualmente eficazes. No caso do meio de cultura M17 Oxoid a contagem ficou
abaixo do limite minimo exigido pela legislagdo no D1 e D50 quando suplementado
com lactose, ja quando suplementamos o meio M17 com sacarose obtemos uma
melhor resposta na contagem das bactérias, atingindo o limite minimo exigido pela

legislagao.
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Figura 18 - Representacgao grafica da comparagao dos meios de cultura M17 Biokar,
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Legenda: FC: Formulagdo controle com fermento YOFLEX® MILD 1.0° FT:
Formulagdo teste com fermento YOFLEX® ACIDIFIX®; FC/FT OX-SAC D1/D50:
Fabricacao controle/ Fabricacdo teste M17 Oxoid suplementado com sacarose com 1/50
dias de producgao; FC/FT OX-LAC D1/D50: Fabricagao controle/ Fabricagao teste M17 Oxoid
suplementado com lactose 1/50 dias de produgao; FC/FT BK-SAC D1/D50: Fabricacéo
controle/ Fabricacéo teste M17 Biokar suplementado com sacarose 1/50 dias de producgao;
FC/FT BK-LAC D1/D50: Fabricagao controle/ Fabricagdo teste M17 Biokar suplementado
com lactose 1/50 dias de produgado; FC/FT MK-LAC D1/D50: Fabricagdo controle/
Fabricacao teste M17 Merck suplementado com lactose1/50 dias de producéo; FC/FT MK-
SAC D1/D50: Fabricacao controle/ Fabricacao teste M17 Merck suplementado com
sacarose1/50 dias de producao.

Fonte: Elaborada pela autora (2023)

Esses resultados sugerem que a escolha do meio de cultura M17 Biokar e
Merck suplementados com lactose ou sacarose nao afetam os resultados da
contagem de microrganismos. Ja no caso do meio de cultura M17 Oxoid com
sacarose nao atingiu os padrdes regulatérios. Portanto, os meios de cultura M17

Biokar e Merck sé&o boas opgdes para contagem de bactérias lacticas no iogurte.



60

5.6 Comparacao estatistica DA concentragao de lactose

FC e FT sem suplementagdo de lactose, ambas no meio de cultura M17
Oxoid, obtiveram contagem abaixo do limite, por isso ndo foram incluidos na
estatistica. Isso pode indicar que a auséncia de lactose como fonte de carbono pode
ocasionar o nao crescimento do S. thermophilus, resultando em contagens abaixo
do limite de detec¢cdo (MANDIGAN, et al 2009 e TORTORA et al. 2005).

Quando o meio de cultura M17 Oxoid foi suplementado com diferentes
concentragdes de lactose, ndo houve diferenga estatisticamente significativa entre o
FC e o FT. Esses resultados podem ser observados na Figura 19. Esse € um
resultado importante a ser considerado, pois indica que a lactose pode ser um
componente critico para o crescimento dos microrganismos em questdo nesse meio
de cultura (MANDIGAN, et al 2009 e TORTORA et al. 2005)

Quando o meio M17 Oxoid foi suplementado com diferentes concentragdes
de lactose nédo houve diferenga estatisticamente significativa entre o FC e o FT. Isso
sugere que, dentro das concentragbes testadas, a adicdo de lactose ao meio ndo
teve impacto estatisticamente significativo nas contagens de bactérias laticas. Essa
informacgédo pode ser util para determinar a concentragédo ideal de lactose a ser
usada no meio, garantindo um equilibrio entre o crescimento adequado.

A auséncia de suplementacdo dos meios de cultura M17 Biokar e Merck nao
apresentou diferengas significativas nas contagens de bactérias lacticas (FC e FT)
de acordo com a figura 20. Podendo indicar que os meios de cultura sao
relativamente estaveis em termos de suporte do crescimento dessas bactérias
lacticas.

Além disso, quando diferentes concentragdes de lactose foram testadas, nao
houve diferenga estatisticamente significativa entre FC e FT, o que pode ser util para
otimizar a formulagao do meio. No entanto é importante notar que a interpretacao
completa desses resultados pode depender das caracteristicas especificas dos

microrganismos em estudos e dos objetivos do experimento.
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Figura 19 - Representagao grafica comparativa das diferentes concentragdes de
suplementacao de lactose no meio de cultura M17 Oxoid
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Legenda: Linha pontilhada vermelha: Abaixo do limite de contagem; FC/FT-OX-0,0%:
Formulagcao controle / formulagao teste M17 Oxoid sem suplementacéo de lactose; FC/FT-
OX-LAC-0,5%: Formulagao controle / formulagao teste M17 Oxoid com suplementacdo de
0,5% (m/v) de lactose; FC/FT-OX-LAC-1,0%:Formulagao controle / formulagao teste M17
Oxoid com suplementacdo de 1,0% (m/v) de lactose; FC/FT-OX-LAC-A-0,5%+0,5%:
Formulagdo controle / formulagdo teste M17 Oxoid suplementacdo antes e apds o
aquecimento; OX-LAC-A-0,5%: Suplementacao antes do aquecimento.

Fonte: Elaborada pela autora (2023).
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Figura 20 - Representagao grafica comparativa das diferentes concentragdes de
suplementacgao de lactose no meio de cultura M17 (Oxoid, Biokar e Merck)
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Legenda: FC/FT-OX-0,0%: Formulagdo controle / formulagcdo teste M17 Oxoid sem
suplementacdo de lactose; FC/FT-OX-LAC-0,5%: Formulagdo controle / formulagdo teste
M17 Oxoid com suplementagao de 0,5% (m/v) de lactose; FC/FT-OX-LAC-1,0%:Formulacao
controle / formulagao teste M17 Oxoid com suplementagéo de 1,0% (m/v) de lactose; FC/FT-
OX-LAC-A-0,5%+0,5%: Formulacao controle / formulagao teste M17 Oxoid suplementacao
antes e apdés o aquecimento; OX-LAC-A-0,5%: Suplementacdo antes do aquecimento;
FC/FT-BK-0,0%: Formulagao controle / formulacéo teste M17 Biokar sem suplementacgao de
lactose; FC/FT-MK-0,0%: Formulacdo controle / formulacido teste M17 Merck sem
suplementacao de lactose.

Fonte: Elaborada pela autora (2023).
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5.7 ANALISE DAS COLONIAS DOS MEIOS DE CULTURA M17 E MRS

As bactérias lacticas exibem uma variabilidade marcante em suas
caracteristicas morfologicas, como observado por Souza et al. (2022). As bactérias
do género S. thermophilus, em geral, possuem uma forma arredondada ou oval. A
coloracdo das colbénias pode variar, sendo frequentemente brancas, mas
ocasionalmente apresentando tons amarelados, dependendo das condi¢gdes do meio
de cultura. E importante ressaltar que a morfologia das colénias pode divergir entre
diferentes espécies e mesmo entre cepas da mesma espécie (SALMINEN et al.,
2004).

Para uma avaliagao visual da morfologia das col6nias FC e FT, procedemos a
analise das Figuras 21, 22 e 23, correspondentes aos meios de cultura M17 Biokar,
Merck e Oxoid, respectivamente. No que diz respeito as colénias FC, podemos notar
uma tendéncia de homogeneidade, com caracteristicas consistentes com as
previamente descritas. Entretanto, no caso das col6nias FT, observamos culturas
mais heterogéneas, com dimensdes notavelmente menores em comparagdo com a
FC, sendo observada a auséncia de crescimento de colonias FT. no meio de cultura
M17 Oxoid.

Figura 21 - Morfologia das colbnias de S. thermophilus no meio de cultura M17
Biokar

N

(d) FT-BK-LAC 105 (e) FT-BK-LAC 106

(a) FT-BK-SAC 10 (b) FT-BK-SAC 10

(f) FC-BK-LAC 107

(c) FC-BK-SAC 107

Legenda: FT-BK-SAC: Fabricagao teste M17 Biokar suplementado com sacarose; FT-BK-
LAC: Fabricacao teste M17 Biokar suplementado com lactose; FC-BK-SAC: Fabricagao
teste M17 Biokar suplementado com sacarose; FT-BK-LAC: Fabricagao teste M17 Biokar
suplementado com Lactose

Fonte: Elaborada pela autora (2023)
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Os resultados indicaram que as colénias FT no meio de cultura M17 Biokar
quando foram suplementadas com sacarose foram semelhantes aos aspectos da
morfologia das colénias do FC. Esse resultado pode sugerir que a sacarose foi
eficientemente utilizada como fonte de carbono pelos microrganismos em estudo. No
entanto, quando as colbnias foram suplementadas com lactose, houve uma
diferenciacdo notavel em suas caracteristicas, com um tamanho reduzido
observado. Esse resultado foi observado também como mostra na Figura 22 no

meio de cultura M17 da Marck.

Figura 22 - Morfologia das colénias de S. thermophilus no meio de cultura M17
Merck

5 6

4 5 5 1 -
(a) FT-MK-SAC 10 (b) FT-MK-SAC 10 (c) FT-MK-LAC 10 (d) FT-MK-LAC 10

Fonte: Elaborada pela autora (2023)
Legenda: FT-MK-LAC: Fabricagao teste M17 Merck suplementado com lactose; FT-MK-
SAC: Fabricagao teste M17 Merck suplementado com sacarose
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Figura 23 - Morfologia das colbnias de S. thermophilus no meio de cultura M17

(a) FT-OX-SAC 10°

(d) FC-OX-SAC 107 (e) FC-OX-LAC 107

Legenda: FT-OX-SAC: Fabricacao teste M17 Oxoid suplementado com sacarose; FT-OX-
LAC: Fabricacao teste M17 Oxoid suplementado com lactose; FC-OX-SAC: Fabricagao teste
M17 Oxoid suplementado com sacarose; FT-OX-LAC: Fabricacao teste M17 Oxoid
suplementado com Lactose

Fonte: Elaborada pela autora (2023)

A observagao de diferengcas na morfologia das colénias de S. thermophilus
entre os tratamentos FT e FC, seguida pela confirmagdo de coloragdo de Gram,
destaca a versatilidade e capacidade de adaptagdo dessas bactérias a diferentes
ambientes de cultivo e ressalta a importancia da analise microbiologia (LEVINSON
et al. 2016).

As colbnias de L. bulgaricus sao frequentemente descritas como pequenas e
arredondadas. Elas tendem a ter uma forma regular, embora possam variar em
tamanho, geralmente apresentando dimensdes uniformes, com coloragdo branca
e/ou creme (LEVINSON et al. 2016).

Em relagdo aos tratamentos FC e FT, as morfologias das colénias
visualmente foram iguais, conforme descrito acima. Isso pode sugerir que os L.
bulgaricus nos dois tratamentos produziram colénias com caracteristicas

morfolégicas semelhantes, seguindo a descrigao tipica dessa espécie.
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Figura 24 - Morfologia das colbnias de L. bulgaricus no meio de cultura

(a) FC F (b) FT
MRS

Legenda: FC Fabricagao controle MRS; FT: Fabricagao teste MRS
Fonte: Elaborada pela autora (2023)

Essa uniformidade da morfologia das colbnias entre os tratamentos pode
indicar que os L. bulgaricus responderam de maneira consistente aos diferentes
substratos de lactose e sacarose, em relagdo a morfologia. Essa observacédo é
importante para entender como esses microrganismos se comportam em diferentes

condi¢des de cultivo e pode ter implicagdes praticas na produgao de iogurte.

5.8 CONFIRMACAO DAS COLONIAS DE S. Thermophilus E L. bulgaricus PELA
TECNICA DE COLORACAO DE GRAM

A confirmacao da identidade das colbénias de S. thermophilus e L. bulgaricus
por meio da técnica de coloragdo de Gram € um passo fundamental na
caracterizagdo desses microrganismos. Essa técnica € amplamente utilizada para
diferenciar e identificar bactérias. As bactérias lacticas, com a presenca de coco (S.
thermophilus) e bastonetes (L. bulgaricus), gram-positivas, nado esporulada e
catalase negativa (SOUZA et. al., 2022 e SALMINEN et al., 2004).

Através da Figura 25, fica evidente que os meios M17 utilizados
demonstraram seletividade para as cepas bacterianas usadas no presente estudo.
Por exemplo, as células de S. thermophilus foram evidentes apenas nos meios M17,
enquanto L. bulgaricus cresceram apenas nos meios MRS no trabalho de Saccaro
2011 também foi encontrado esses resultados. As laminas analisadas confirmaram a
presenca das bactérias laticas S. thermophilus e L. bulgaricus. Essa confirmacéao é
crucial para validar a integridade das amostras e demonstrar que as cepas de

bactérias lacticas estariam presentes nas mesmas. Esse resultado respalda a
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precisado e a confiabilidade dos procedimentos de analise microbiolégica empregada
no estudo, garantindo a base soélida para as conclusdes subsequentes e para
tomada de decisdes relacionadas a pesquisa ou a producido de produtos lacteos

fermentados.

Figura 25 - Confirmagao das colbnias S. thermophilus e L. bulgaricus através da
coloragao de Gram.

Meio de
cultura Tratamento Gram Sup. Tratamento Gram
F& FC
Biokar SAC LAC
FT FT
|
EE: FC %
Merck LAC LAC
FT FT 3
s
FC
Oxoid SAC
FT
FT
MRS
FC

!
Legenda: Sup.: Suplementagéao; FC: Fabricagao controle; FT: Fabricagao Teste; SAC:
Sacarose; LAC: Lactose; NC: Nao coletado.
Fonte: Elaborada pela autora (2023)

5.9 VARIACOES DO PH E ADICEZ TITULAVEL NOS IOGURTES PRODUZIDOS

As formulagdes foram analisadas durante o shelf-life nos dias 1, 7, 14, 30 e 50

apo6s a producgao dos iogurtes, os resultados estdo apresentados na Tabela 8.
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Tabela 8 - Variagédo dos valores de pH e acidez titulavel nos iogurtes durante os dias

de shelf-life
Propriedades Dias FC FT
aA* aB
D1 4,28 + 0,01 4,66 + 0,01
abA bB
D7 4,27 + 0,02 4,52 + 0,02
bcA cB
pH D14 4,21 +0,03 4,46 + 0,09
cA dB
D30 4,20 + 0,01 4,41 + 0,09
cA dB
D50 4,15 + 0,02 4,38 + 0,01
aA aA
D1 1,02 £ 0,03 0,91 +0,02
D7 aA aA
Acidez titulavel 0,95 0,04aA 0,88 £ 0,023A
(g de acido D14 1,00 £ 0,06 0,87 + 0,01
yogn aA aA
latico/100g) D30 1,00 + 0,04 0,89+ 0,01
aA aA
D50 1,15 £ 0,02 0,90 + 0,02

* Médias seguidas da mesma letra mindscula na mesma coluna e média seguidos de letra
maiuscula da linha, nao difere entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
Legenda: FC: Formulagdo controle com fermento YOFLEX® MILD 1.0; FT: Formulagéo teste
com fermento YOFLEX® ACIDIFIX.

Fonte: Elaborada pela autora (2023)

Os valores de pH apresentaram diferengas estatisticamente significativas de
acordo com o teste de Tukey entre os periodos D1, D7, D14 e D30 no caso do FT.
Esses resultados apontam para uma tendéncia de redug¢ao do pH ao longo do shelf-
life dos iogurtes, com maior estabilidade observada no D30 em comparagao ao D50.

No que diz respeito a FC, observamos um comportamento semelhante, onde
o valor de pH em D1 ¢ igual ao D7, mas difere estatisticamente do D14, D30 e D50.
O pH se mantém constante ao final do monitorando de shelf-life, tal fato pode ser
explicado pelo processo de pos acidificagdo devido a atividade metabdlica das
bactérias laticas devido ao resfriamento e estocagem do produto em temperatura 4
°C (FARIAS, et al., 2016).

Além disso, as analises estatisticas confirmaram que o pH da FC é
estatisticamente inferior ao pH do FT ao longo do seu shelf-life. Valores de pH em
torno de 4,5 sdo desejaveis pois inibem o crescimento de bactérias patogénicas
(COSTAet al., 2013)

Para a Instrugao Normativa do MAPA de n° 46 (BRASIL, 2007), a acidez de
iogurtes deve estar entre 0,6 — 1,5 gramas de acido latico em 100 g de alimento. Em
relagdo ao teor de acidez ela se manteve estavel em ambos os tratamentos durante
toda a vida util do iogurte.
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Quando se trata do FT a este nivel de acidez, a sacarose é completamente
metabolizada, e ndo é possivel ocorrer uma acidificagdo adicional, uma vez que as
cepas em questdo ndo tém a capacidade de fermentar a lactose presente no meio
(BOECK et al., 2021).
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6 CONCLUSAO

Os resultados desta pesquisa proporcionam uma visdo abrangente das
caracteristicas microbiologicas de iogurtes produzidos com cultivos de fermentagao
YOFLEX® MILD 1.0 e YOFLEX® ACIDIFIX® utilizando substratos de lactose e
sacarose.

Em relagdo a contagem de bactérias lacticas, é importante destacar que
amostras FC de iogurtes produzidos atenderam aos requisitos minimos exigidos
pelas normas regulatérias, independentemente do tipo de meio de cultura ou
substrato utilizado. Entretanto, € fundamental ressaltar que foram observadas
diferencgas significativas nas contagens de BAL nas produgdes ou iogurtes FT entre
0s meios de cultura e os substratos.

No que diz respeito aos meios de cultura, os resultados indicam que os meios
M17 das marcas Biokar e Merck apresentaram resultados semelhantes, sugerindo
que ambos podem ser eficazes na contagem de bactérias lacticas. Por outro lado, o
meio de cultura M17 Oxoid mostrou resultados inconsistentes, especialmente
quando suplementado com lactose, levantando questionamentos sobre sua
adequacao para a detecgdo de microrganismos de acordo com as regulamentagdes
vigentes.

A suplementagdo com lactose mostrou-se mais eficaz em estimular o
crescimento de S. thermophilus em comparagdo com a sacarose quando avaliado
FC, isso se deve a capacidade dessa bactéria de utilizar a lactose como fonte de
energia, enquanto na producao FT o crescimento de S. thermophilus mostrou-se
mais eficaz em suplementacdo com sacarose.

As analises de morfologia das colbnias revelaram diferencas entre os
tratamentos FT e FC. Essas diferencas destacam a versatilidade das bactérias
lacticas e sua capacidade de se adaptar a diferentes ambientes de cultivos, porém,
através da analise de confirmagao de Gram, as colbnias foram confirmadas como
bactérias lacticas. A identificagdo molecular por meio de sequenciamento de DNA
confirmou a presenga de S. thermophilus, Lactobacillus delbrueckii e Lactobacillus
sp., validando a integridade das amostras e a confiabilidade dos procedimentos
microbiologicos realizados.

Em relacdo ao pH e a acidez, observou-se uma variagao dos valores de pH

ao longo do tempo, com uma tendéncia a redugcdo. No entanto, a acidez
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permaneceu dentro dos limites estabelecidos pelas normas regulatorias, garantindo
a qualidade dos iogurtes produzidos.

Esta pesquisa ressaltou a importancia critica da selecdo adequada de meios
de cultura e substratos na analise de bactérias lacticas em iogurtes. Além disso,
demonstrou a complexidade das interagbes entre os microrganismos e 0s
componentes do meio, o que pode influenciar tanto o crescimento quanto as
caracteristicas das col6nias. Esses sao fundamentais para a industria de alimentos,
auxiliando na producao de iogurtes de alta qualidade e assegurando a conformidade

com as regulamentagoes.
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ANEXOS

Anexo A: Tabela A1-A5

Tabela A1 - Analise de S. thermophilus meio de cultura M17 das marcas Oxoid e

Biokar no D1
M17 (UFC/g) M17 (UFCIg)
Formulagoes

OX-LAC OX-SAC BK-LAC BK-SAC
* 9 9 9 9
FCA 1.6 X 10 1.2 x 10 1.5x 10 15x 10
9 9 9 9
FCB 1.4 x 10 15x 10 15x10 1.7 x10
9 9 9 9
FCC 1.4 x 10 1.7 x 10 1.6 x 10 16x10
9 9 9 9
FCD 1.5x 10 1.5x 10 1.6 X 10 15x 10
*% 6 7 8 8
FTA 1.0 x 10 1.4 x 10 1.4 x10 11x10
6 7 8 8
FTB 1,0 X 10 1.6 X 10 1.2 x 10 1.1x10
6 7 8 8
FTC 1.0 X 10 1.8 x 10 1.6 X 10 1.2x10
6 7 8 8
FTD 4.0x10 1.3x 10 1.2 x 10 1.0x 10

Fonte: Elaborada pela autora (2023)

Legenda: FC: Formulagdes controle utilizando fermento de referéncia YOFLEX® MILD 1.0;
FT: Formulagbes teste utilizando fermento YOFLEX® ACIDIFIX®; OX-LAC: Oxoid
suplementado com lactose; OX-SAC: Oxoid suplementado com sacarose; BK-LAC: Biokar
suplementado com lactose; BK-SAC: Biokar suplementado com sacarose

Tabela A2 - Andlise de L. bulgaricus utilizando meio de cultura MRS nas formulag¢des
controle e teste com um dia de fabricagao (D1)

Formulagbes MRS (UFC/g)
FCA* 4.7 x 10 UFC/g
FCB 6,4 x 104 UFC/g
FCC 5,8 x 10 UFC/g
FCD 5,1x 104 UFC/g
FTA** 11 x 10 UFC/g
FTB 1,0 x 10 UFC/g
FTC 11 x 10 UFC/g
FTD 13 x 10 UFC/g

Fonte: Elaborada pela autora (2023)

Legenda: FC: Formulagdes controle utilizando fermento de referéncia YOFLEX® MILD 1.0;
FT: Formulagdes teste utilizando fermento YOFLEX® ACIDIFIX®; MRS: Meio de cultura para
L. bulgaricus
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Tabela A3 - Analise de L. bulgaricus utilizando meio de cultura MRS nas formulacdes
controle e teste com cinquenta dias de fabricacdo (D50)

Formulagbes MRS (UFC/g)
FCA* 14x10°
FCB 2,0 x 103
Fec 10x10°
FDC 3,3 x 103
FTA** 1,9 x 'IO3
FTB 4,3 x 102
FTC 6,7 x 10
FTD 1,0 x ’103

Fonte: Elaborada pela autora (2023)

Legenda: FC: Formulagdes controle utilizando fermento de referéncia YOFLEX® MILD 1.0;
FT: Formulagées teste utilizando fermento YOFLEX® ACIDIFIX®, MRS: Meio de cultura para
L. bulgaricus

Tabela A4 - Analise de S. thermophilus meio de cultura M17 das marcas Oxoid,
Biokar e Merck D50 nas formulacdes

Formu- M17 (UFC/g) M17 (UFClg) M17 (UFClg)

lagoes OX-LAC OX-SAC BK-LAC BK-SAC MK-LAC MK-SAC

* 9 9 9 9 9 9
FCA*  416x10 1.2x10 15x10 1,5x10 15x10 14x10
FCB 9 9 9 9 9 9

14%x10 15x10 17x10 15x10 14%x10 1,3 x10
FCC 9 9 9 9 9 9
14x10 1,7x10 16x10 1,6x10 14%x10 13x10
FCD 9 9 9 9 9 9
15x10 1,5x10 15x10 1,6x10 14%x10 14 x10

*% 2 7 8 8 8 9
FTA™  41x10° 15x10 10x10  1,5x10 11x10 15x10
FTB 2 7 8 8 8 9

20x10  15x10 12x10 1,3x10 12x10 14x10
FTC 2 7 8 8 8 9
20x10  16x10 12x10  1,2x10 12x10 14 x10
FTD 4 7 8 8 8 9
40x10 16x10 11x10 14x10 12x10 14x10

Fonte: Elaborada pela autora (2023)

Legenda: FC: Formulagdes controle utilizando fermento de referéncia YOFLEX® MILD 1.0;
FT: Formulacdes teste utilizando fermento YOFLEX® ACIDIFIX®; OX-LAC: Oxoid
suplementado com lactose; OX-SAC: Oxoid suplementado com sacarose; BK-LAC: Biokar
suplementado com lactose; BK-SAC: Biokar suplementado com sacarose; MK-LAC: Merck
suplementado com lactose; MK-SAC: Merck suplementado com sacarose
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Tabela A5 - Analise de S. thermophilus meio de cultura M17 das marcas Oxoid com diferentes concentracdes de lactose e Biokar e
Merck sem suplementagao

- Oxoid Biokar Merck
On
£.853 (UFClg) (UFClg)
I 5 0,5 %+0,5 %-
S S < 00% 0,5% 1,0 % 0,5 %-A* 0,0 % 0,0 %
(&) A*
* g g g g g g
FCA 0 1.6 x 10 1.6 x 10 12x10 1.2 x 10 1.7 x 10 1.4 x 10
FCB 0 16 9 9 9 9 9 9
6x10 1.3x10 1.1x10 1.3 %10 1.5x% 10 1.4 x 10
FCC O 16 9 9 9 9 9 9
6x10 1.4 x 10 16x10 1.5x% 10 1.3x10 1.4 x 10
FCD 0 13 9 9 9 9 9 9
3x10 1.4 x 10 1.3x10 1.3x10 1.2 %10 1.3 %10
oy 7 7 T 7 8 B8
FTA 0 6,0 x 10 5.0 x 10 4.1x%10 4.1x%10 1.3 x 10 1.7 x 10
FTB 0 A 4 4 4 4 8 8
0x10 6,0 x 10 4.1 %10 6,0 x 10 1.4 x 10 2.0x 10
4 4 4 4 8 8
FTOC 0 4.0 x 10 1.0 x 10 4.0x10 5.0 x 10 1.7 x 10 1.9 %10
FTD 0 40 4 4 4 4 8 8
0x10 4.0 x 10 4.0x10 6.0 x 10 1.4 x 10 1.8 x 10

Elaborada pela autora (2023).

Legenda: FC/FT-OX-LAC-0,5%: Formulagao controle / formulagéo teste M17 Oxoid com suplementagéao de 0,5% (m/v) de lactose; FC/FT-OX-
LAC-1,0%:Formulagao controle / formulacao teste M17 Oxoid com suplementagdo de 1,0% (m/v) de lactose; FC/FT-OX-LAC-A-0,5%+0,5%:
Formulacdo controle / formulagao teste M17 Oxoid suplementacdo antes e apds o aquecimento; OX-LAC-A-0,5%: Suplementagcao antes do

aquecimento



