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RESUMO

O interesse do consumidor por produtos alimenticios saudaveis e até capazes
de prevenir doengas, como alimentos funcionais probio6ticos, tem aumentado
visivelmente nos ultimos anos. A possibilidade de se desenvolver produtos lacteos
de grande aceitabilidade nacional como o queijo Minas frescal com
microrganismos probidticos tem futuro promissor. O presente trabalho teve como
objetivo verificar a influéncia do emprego de culturas probidticas compostas pelos
microrganismos Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium lactis isolados e em
co-cultura na tecnologia de fabricacdo de queijo Minas frescal sobre as
caracteristicas do produto ao longo de seu armazenamento refrigerado.

Os queijos foram preparados com acidificagdo com acido latico e 4
tratamentos (em quadruplicata) foram empregados para se avaliar a acao dos
microrganismos probidticos: T1 (controle), T2 (adicdo de L. acidophilus), T3
(adicdo de B. lactis) e T4 (adicdo de L. acidophilus + B. lactis). Avaliou-se o
comportamento de L. acidophilus, B. lactis, bactérias laticas totais, Staphylococcus
spp., coliformes totais e E. coli. Paralelamente, foi feita a determinacéo do perfil
de textura dos queijos através de teste de dupla compressdo de amostras
cilindricas, em analisador de textura TA-XT2 (Stable Micro System) e
determinacdo de umidade, pH, acidez titulavel e atividade de agua. As analises
foram realizadas no dia de processamento (dia 1) e apdés 7, 14 e 21 dias de
armazenamento a 5°C. As analises microbiolégicas também foram realizadas no
leite e no queijo em processamento. A comparacao entre os queijos foi estudada
também através de analise sensorial, empregando-se teste de
aceitacao/preferéncia.

Os queijos T4 revelaram-se mais apropriados quanto a multiplicacdo das
bactérias probidticas. Com relacdo a multiplicagéo de coliformes, Staphylococcus
spp. e bactérias laticas totais, ndo foi observada diferenga significativa (p>0,05)
entre os tratamentos. Houve, porém, aumento significativo ao longo do
armazenamento para Staphylococcus spp. nos queijos T3 e para coliformes totais
nos queijos T1 (p<0,05). E. coli ndo foi detectado em nenhum dos queijos.

A atividade de agua n&o atuou como obstaculo no desenvolvimento de
microrganismos, ficando sempre acima de 0,97 em todos os queijos. O pH e a
acidez mostraram-se estatisticamente iguais (p>0,05) em todos os 4 queijos.
Houve, porém, queda estatisticamente significativa do pH médio e aumento
significativo da acidez (p<0,05) nos queijos T1 e T2. Nos parametros de textura,
observou-se aumento significativo da dureza que é o parametro mais importante,
na primeira semana para todos os queijos (p<0,05) e nas datas seguintes,
tendéncia a estabilidade exceto para T3 que mostrou novos aumentos
significativos (p<0,05) em 7 e 14 dias. A coesividade, a elasticidade e a
adesividade mostraram-se estatisticamente iguais (p>0,05) em todas as datas de
amostragem em todos os queijos. Na avaliacao sensorial dos queijos, nao foi
observada aceitabilidade diferenciada para nenhum dos queijos.

Concluiu-se que o queijo frescal probiotico tipo Minas frescal mostrou-se com
propriedades sensoriais, de textura e microbiolégicas adequadas e apropriado
como veiculo para L. acidophilus e B. lactis, porém com melhor desenvolvimento
destes quando em co-cultura (T4), associado ao fato deste queijo ter se
comportado da forma mais estavel dentre os queijos estudados, quando avaliados
todos os pontos de variagéo significativa ao longo do armazenamento.



ABSTRACT

Functional foods consuming habits have been increasing over the years,
particularly in the case of probiotic dairy food. The possibility of developing new
probiotic dairy products, like the popular Brazilian Minas fresh cheese, is very
promising. The objective of the present work was to verify the influence of the
probiotic cultures containing Lactobacillus acidophilus and Bifidobacterium lactis,
added individually and in co-culture during fresh Minas cheese production, over the
microbiological, textural and physico-chemical behavior of the product during
refrigerated storage.

Four treatments were prepared (four times each), all of them were made
through direct acidification with lactic acid: T1 (control), T2 (addition of L.
acidophilus), T3 (addition of B. lactis) e T4 (addition of L. acidophilus + B. lactis).
Microbiological counts of L. acidophilus, Bifidobacterium spp., total lactic acid
bacteria (LAB), coliforms, Staphylococcus spp. and E. coli and analysis of pH,
acidity, moisture content and water activity proceeded after 1, 7, 14 and 21 days of
storage at 5°C. Microbiological analysis was also conducted in milk and during
cheese manufacturing process. Additionally, texture properties of cheeses were
evaluated during storage, employing a TA-XT2 Texture Analyser (Stable Micro
Systems, Haslemere, England), using a two-bite compression of cylindrical
samples. Parameters measured consisted of hardness, elasticity, cohesiveness,
chewiness, gumminess and adhesiveness. Comparison of cheeses was also
conducted through sensory evaluation after 7 days of storage, using Preference-
Ranking test.

Cheeses T4 revealed to be more appropriate for growth of both probiotic
bacteria, maintaining populations of 6 log CFU/g or above. No significant
differences (p>0.05) between treatments were observed in relation to coliforms,
Staphylococcus spp. and LAB, though Staphylococcus spp. and coliforms
increased significantly during storage of cheeses T3 and T1, respectively (p<0.05).
E. coli was not detected in any of the cheese and milk samples. Water activity
values stayed above 0.970 for all samples, therefore proper for microbial growth.
Mean pH and acidity did not differ significantly among treatments (p>0.05).
Nevertheless, cheeses T1 and T2 revealed a significant decrease in pH (6.2 to 5.9
and 6.7 to 6.1, respectively) and increase in acidity from day 1 to day 21 of storage
(p<0.05). As for the texture profile of cheeses, a significant increase in hardness
(p<0.05) was detected for all cheeses studied in the first week of storage, followed
by a tendency for stability during the subsequent storage period, except for
cheeses T3, for which a significant increase in hardness was also detected from
day 7 to day 14 of storage. Cohesiveness, springiness and adhesiveness showed
to be statistically equal (p>0.05) for all cheeses and for all sampling days. No
significant differences were detected through sensory evaluation between the four
kinds of cheeses studied (X0<y2).

Results indicated that probiotic fresh Minas cheese presented adequate
sensorial, textural and microbiological properties. Therefore, Minas cheese is a
suitable vehicle for delivery of L. acidophilus and B. lactis, especially when they are
in a co-cultural system, condition which resulted in a slightly better survival rate of
both probiotic strains and in a more stable product during refrigerated storage.






freqientemente fabricado de maneira artesanal e, em muitos casos, precaria. A
legislacao brasileira determina a utilizacao de leite pasteurizado na elaboragéo de
queijo Minas, com a finalidade de eliminar a flora patogénica (BRASIL, 1980;
BRASIL, 1997). Apesar disso, a comercializacdo desse tipo de queijo em
desacordo com essa especificacao legal é bastante ampla (PEREIRA et al., 1991).
Aliado a esse fato, os leites B e C pasteurizados freqientemente encontram-se
fora dos padrdes legais no que diz respeito a presenca de coliformes fecais
(NADER FILHO et al., 1996).

No mercado europeu observa-se um crescimento no desenvolvimento de
produtos lacteos fermentados e funcionais, refletindo grande interesse no estudo
de alimentos que demonstrem beneficios para a saude. Atualmente, estima-se
que cerca de 13% do total de iogurtes vendidos na Europa contenham probiéticos
(DALY et al. 1998). Estima-se que este mercado perfaga um total de 889 milhdes
de ddlares, sendo que o mercado francés € considerado como o maior, atingindo
cerca de 219 milhdes de ddlares (STANTON et al., 2001).

Atualmente, ha mais de 70 produtos lacteos contendo Bifidobacterium e
Lactobacillus acidophilus sendo produzidos mundialmente, incluindo cremes
fermentados, manteiga, iogurte, leites em p6 e sobremesas geladas. Somente no
Japao, ha mais de 53 diferentes tipos de produtos lacteos contendo
microrganismos probidéticos (SHAH, 2001).

Segundo SANDERS (1999), o mercado de produtos probidticos nos Estados
Unidos € pouco desenvolvido e de dificil acesso. No Brasil, segundo dados da
industria, estima-se um consumo de leites fermentados contendo probiéticos de
cerca de 120 mil toneladas/ano (LEITES, 2000). Sdo encontrados no mercado
brasileiro alguns produtos alimenticios contendo probidticos, como leite
fermentado aromatizado ou nao, iogurtes, leite em pd destinado a recém nascidos
e sobremesa lactea fermentada. Dentre os produtos considerados como
farmacéuticos comercializados no Brasil, podem ser citados alguns na forma de
suplemento alimentar, suspensao oral e capsulas contendo microrganismos
probioticos, os ultimos dois, em sua maioria, destinados ao consumo apoés
dissolucao prévia em bebidas frias (OLIVEIRA et al., 2001).



1.2. Aspectos gerais sobre legislacédo de alimentos funcionais

O objetivo primario dos alimentos funcionais € melhorar, manter e reforgar a
saude dos consumidores via alimentacdo. Consumidores e resultados cientificos
devem dar suporte as exigéncias para que um ingrediente ou alimento seja
regulamentado. Autoridades ligadas a saude, em colaboracdo com a industria de
alimentos e instituicbes de pesquisa, tém a responsabilidade de realizar
procedimentos para autorizacdo das alegacdes. O estabelecimento da lista
positiva e a avaliacdo do dossié contendo todos os resultados cientificos avaliados
devem ser analisados por um comité multidisciplinar. O comité deve estabelecer
um dialogo entre representantes cientificos e da industria visando estabelecer as

principais justificativas que dao suporte as atribuicées (ROBERFROID, 2000).

O registro de alimentos funcionais € um problema de dificil resolucéo,
particularmente no que diz respeito aos medicamentos e aos rétulos dos produtos
alimenticios. Discussao vem sendo feita no sentido de se estabelecer se o controle
feito através da legislacdo existente € suficiente para a regulamentacdo dos
alimentos funcionais ou se devem ser introduzidos registros especificos. No
Japéao, a denominagéao legal do alimento funcional foi estipulada de acordo com o
sistema “Alimento Destinado a Uso Especifico de Saude” (Food for Specific Health
Use — FOSHU) da legislacdo de alimentos japonesa. De acordo com essa
legislagédo, o alimento funcional & definido como aquele ao qual & atribuido um

efeito positivo sobre a saude (LEE et al., 1999).

No Brasil, a legislacdo é recente (Brasil, 1999a, b, ¢, d). A resolucdo da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria do Ministério da Saude (ANVS/MS)
namero 15 de 30/04/1999 institui junto a Camara Técnica de Alimentos, a
Comissao de Assessoramento Técnico Cientifico de alimentos funcionais e novos
alimentos. Esta passa a ter a incumbéncia de prestar consultoria e
assessoramento em matérias relacionadas com os alimentos funcionais e novos
alimentos, bem como a seguranga de consumo e alegacao de fungéo nos rotulos.
A portaria de numero 16 de 30/04/1999 corresponde ao regulamento técnico de
procedimentos para o registro de alimentos e/ou de novos ingredientes. Alimentos
ou novos ingredientes s&o os alimentos ou substancias sem histérico de consumo

no pais, ou alimentos com substancias ja consumidas e que, entretanto, venham a



ser adicionadas ou utilizadas em niveis muito superiores aos atualmente
observados nos alimentos utilizados na dieta regular. Uma avaliagdo técnica de
seguranca deve ser feita por uma comissao de Assessoramento Técnico Cientifica
em alimentos funcionais e novos alimentos constituida pela ANVS. A portaria
ANVS/MS numero 18 de 30/04/1999 da as diretrizes basicas para a analise e
comprovacao de propriedades funcionais e ou de saude alegadas na rotulagem de
alimentos. Sao discutidos trés tipos de alegagdes sobre o conteudo, a funcao
metabdlica e de saude, sendo permitidas apenas as alegacdes de prevencao
contra o aparecimento de doencas. A alegacao de propriedades funcionais ou de
saude é permitida em carater opcional. O alimento ou ingrediente que alegar
propriedades funcionais ou de saude pode, além de fungdes nutricionais basicas,
quando se tratar de nutriente, produzir efeitos metabdlicos, fisiolégicos e/ou efeitos

benéficos a saude, devendo ser seguro para consumo sem supervisdo médica.

A portaria ANVS/MS numero 19 de 30/04/1999 regulamenta os procedimentos
para registro de alimentos com alegagdo de propriedades funcionais e/ou de
saude em sua rotulagem. Dentre a documentagdo necessaria estdo previstos o
texto e copia do leiaute dos dizeres da rotulagem do produto e as diretrizes
basicas para a andlise e comprovagdao de propriedade funcional ou de saude
alegadas na rotulagem do produto. Alimentos que ja possuem registro e que
queiram fazer alegagbes de propriedades funcionais, além de adotar os
procedimentos administrativos para a modificacdo de férmula e de rotulagem,

devem apresentar o relatério técnico cientifico.

Segundo  recomendacdées das  Comissées  Tecnocientificas  de
Assessoramento em alimentos funcionais e novos alimentos, aprovadas pela
Diretoria de Alimentos e Toxicologia (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA, 2001a), alegagbes em rétulos para leites fermentados & base de
Lactobacillus acidophilus e/ou Bifidobacterium lactis ou estes em pd para adicao
em liquidos podem conter as afirmacgdes a seguir: “mantém a flora intestinal em
equilibrio”; “aumentam os microrganismos benéficos”; “diminuem as bactérias
nocivas” e auxiliam na manutencgao do equilibrio do intestino”. E citado, ainda, que
o fabricante deve garantir a viabilidade do probiético, com um minimo de 10° UFC
do ingrediente/grama, dentro do prazo de validade do produto.



Deve ser salientado que a legislacéo brasileira em vigéncia trata do assunto
probidticos de forma falha, visto que somente cita a regulamentagédo do seu uso
em leites fermentados e em poés para adicdo em liquidos, deixando desta forma
outros alimentos como sobremesas lacteas, queijos e alimentos de base néo
lactea de fora desta regulamentagdo. Outra falha cometida estd na citacdo de
somente duas cepas especificas de microrganismos probioéticos, enquanto que é
amplamente conhecido o fato de que muitas outras cepas de Lactobacillus e
Bifidobacterium sao seguras e exercem seus efeitos benéficos além de ja serem

amplamente utilizados no mercado de produtos lacteos.

1.3. Aspectos tecnoldgicos da fabricacao de queijo Minas frescal

O queijo é considerado como sendo o produto fresco ou maturado resultante
da separacao parcial do soro do leite ou leite reconstituido, ou de soros lacteos,
coagulados pela acao fisica do coalho (BRASIL, 1996). O processo de fabricacao
de queijos € essencialmente um processo de concentragdo do leite por um fator
de 6 a 12 vezes, dependendo da variedade do queijo (FOX et al., 1990; FOX &
McSWEENEY, 1998). A primeira etapa da tecnologia de fabricagdo de queijo é
constituida pela coagulacao, primeiramente lenta e depois rapida, do leite apés o
seu tratamento com enzimas coagulantes (quimosina, pepsina ou proteinases
microbianas). Esse fendmeno resulta de dois processos, o primeiro deles sendo o
ataque a x-caseina, proteina responsavel pela estabilizacdo das micelas de
caseina e o segundo, a subseqlente coagulacdo das micelas desestabilizadas
pelo ataque enzimatico. Um terceiro processo envolve as modificagbes das
propriedades e da estrutura do coagulo apés a sua formacao (DALGLEISH, 1993).

Durante o processo de coagulacdo do leite, a camada de x-caseina,
localizada na superficie das micelas de caseina presente e responsavel pela sua
estabilidade, sofre hidrélise enzimatica na ligacao Phe105-Met106. A porcao N-
terminal da molécula de x-caseina, denominada para-x-caseina, permanece ligada
a micela de caseina, enquanto que a porgcao C-terminal, conhecida como caseino-
macropeptidio (CMP ou glicomacropeptidio), é perdida no meio aquoso.
Consequientemente, na presencga de calcio e em temperaturas adequadas, ocorre



uma aglomeragdo das micelas desestabilizadas de caseina, resultando na
formacao do coalhada (FOX et al., 2000).

O queijo Minas frescal é definido pela legislacao brasileira como sendo o
queijo fresco obtido por coagulagdo enzimatica do leite com coalho e/ou outras
enzimas coagulantes apropriadas, complementada ou nao com acao de bactérias
laticas especificas (BRASIL, 1997). E um queijo para o consumo imediato e de
curta durabilidade no mercado, sendo produzido em fabricas tanto de pequeno e
médio quanto de grande porte e consumido por todas as camadas da populacao
ao longo de todo o ano, em lanches, cafés da manha ou sobremesas (FURTADO,
1999).

O rendimento médio da fabricacao de queijo Minas frescal é bastante variavel,
sendo 6,0 a 6,5 litros de leite para cada quilograma de queijo produzido
considerado normal. A variagcdo do rendimento pode ser atribuida a grande
variacao no teor de umidade desses queijos (55 a 62%), 0s quais possuem baixos
teores de gordura (em geral, entre 17 e 19%). Assim como 0s outros queijos, 0
queijo Minas frescal € um produto em evolucao, sofrendo modificagdes constantes
em suas caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas, modificacoes estas que
interferem diretamente sobre a sua durabilidade no mercado. Atualmente, a
fabricacdo desse queijo é feita com a adicdo de pequenas quantidades de culturas
laticas mesofilicas ou sem nenhuma adicdo de cultura e sim de &acido latico
(FURTADO, 1999).

Por ser um produto alimenticio com alto teor de umidade e baixo teor de sal, o
queijo Minas frescal tende a sofrer alteracbes em poucos dias de exposicao no
mercado, as quais podem torna-lo inaceitavel para o consumidor. Entre essas
alteracbes destaca-se a queda acentuada de pH, o que torna o produto
sensorialmente acido tornando-o inaceitavel. Essa queda de pH é normalmente
mais acentuada nos queijos processados com a adicdo de culturas laticas
mesofilicas, caindo de cerca de 5,2 para menos de 4,9 apdés uma semana, uma
vez que as culturas adicionadas degradam rapidamente a lactose presente,
havendo intensa producédo de acido latico. Com a adicdo apenas de acido latico
durante o processamento do queijo, também ocorre queda acentuada de pH, mais



alto no inicio (cerca de 6,3 a 6,5), podendo chegar a 5,2-5,4, dependendo do nivel
de contaminacéo e das condi¢des de comercializagdo (FURTADO, 1999).

Outras alteragdes que tornam o queijo Minas inaceitavel do ponto de vista do
consumidor sdo as mudangas em sua consisténcia e em sua coloragéo, tornando-
se pastoso e amarelado. Essas alteracbes sdo consequientes da protedlise da
caseina por acédo das enzimas do coalho e proteases e peptidases de origem
bacteriana (FURTADO, 1999). Existem dois tipos basicos de protedlise, que sao
primaria e secundaria. A protedlise primaria é devida ao coalho residual na
coalhada, enquanto a protedlise secundaria é devida a plasmina, protease alcalina
do leite, (ataque da plasmina na B-caseina, formando pequenos peptideos,
aminoacidos livres e fragdes de y-caseina). O pH 6timo da plasmina € em torno de
7,5 e esta ndo é termorresistente, sendo destruida na pasteurizacado e durante o
cozimento da massa em queijos com esta etapa fabril. (FOX et al. 2000).
Normalmente, a ocorréncia de protedlise € mais rapida nos processos
tecnoldgicos envolvendo a adicao de culturas laticas. Entretanto, essa protedlise é
bastante influenciada pelo tipo de coalho empregado, sendo peculiarmente
acentuada quando se lanca mao de coalhos de origem fungica (coalhos
microbianos), cujo uso também tende a diminuir o rendimento do processo. Os
referidos coalhos consistem de proteases acidas bem mais proteoliticas, quando
comparados a quimosina e a pepsina bovinas, presentes nos coalhos de origem
animal (FURTADO, 1999).

Segundo FOX, et al. (2000), grande parte do coalho adicionado ao leite €
perdido no soro ou desnaturado nos processos de cozimento da massa do queijo.
Os valores podem ser de 0% de retencdo para queijos de massa cozida
(Parmesao e Mussarela), em torno de 6% para o Cheddar e em torno de 20% de
retencéo para queijos de alta umidade e néo cozidos como o Camembert. Para a
quimosina, esta retengao é pH dependente, ou seja, quanto menor o pH, maior a
retengdo (HARBOE & BUDTZ, 1999). O coalho residual tem afinidade proteolitica
pela a-s1-caseina (a-s1-CN), tendo seu sitio primario de acao a ligagao fenil-
alanina_23 - fenil-alanina_24 desta caseina. O amolecimento do queijo é

atribuido a quebra desta ligacdo, e o pequeno peptideo as1-CN (fragmento1-23)



produzido, é rapidamente hidrolisado pelas proteinases das bactérias iniciadoras
(FOX et al. 2000).

A retencao do coalho na massa do queijo € altamente influenciada pelo pH no
momento da dessoragem, assim como sua atividade, sendo que quanto mais
acido estiver o leite e a massa de queijo, maior a retencao de coalho nesta e maior
a protedlise primaria subsequente (FOX & McSWEENEY, 1996; FOX &
McSWEENEY, 1998).

ISEPON & OLIVEIRA (1995) concluiram que a adicdo de culturas laticas
simples ou mistas ndo afetou o rendimento do processo de producdo de queijo
Minas frescal, podendo ser importante para o desenvolvimento do sabor Ilatico
(acidez latica) para os queijos processados com leite pasteurizado. Os autores
observaram, também, que a adicdo de cultura latica mista, constituida de
Streptococcus lactis e Streptococcus cremoris (atualmente denominados
Lactococcus) a 1%, resultou em uma maior acidez titulavel em queijo elaborado
com leite ndo pasteurizado, quando comparada a adicao de cultura latica simples,
constituida de Streptococcus lactis a 1%.

1.4. Propriedades reolégicas de queijos

A reologia envolve o estudo da deformacao e fluxo de materiais quando
submetidos a uma tensédo ou compresséo (FOX et al., 2000). O comportamento
reolégico de qualquer material estd diretamente relacionado a sua arquitetura
interna. Assim sendo, medidas reoldgicas sdo particularmente adequadas para
investigar a estrutura do queijo e estdao intimamente relacionadas com a
composicao e o valor de pH (GONZALEZ et al., 1998). Entre os principais
objetivos para estudos de textura e propriedades reoldgicas dos queijos destacam-
se 0 estudo de sua estrutura e a procura por medidas fisicas que possam ajudar o
fabricante (PRENTICE et al., 1993).

A textura é uma caracteristica sensorial, mensuravel de maneira direta
somente através de analise sensorial. Desta forma, obtém-se dados sobre as

caracteristicas visuais, de toque e de degustagdo (contato com a lingua,



resisténcia ao corte dos dentes, mastigacéo e degluticdo) do produto alimenticio.
Entretanto, manter um painel treinado é caro e dificil e um método instrumental é
de utilizagédo simples, requer pouco pessoal treinado e € simples de se padronizar.
Os testes instrumentais sdo geralmente baseados em forga de compresséao que
tem a funcdo de simular a mastigagao entre os molares. A amostra é submetida a
duas “mordidas” ou corridas, que simulam melhor o ato de mastigagéo. O tempo
recomendado em cada “mordida” € de 5 segundos. Quando o pistdo deforma a
amostra, o movimento do suporte é detectado e uma curva de forca - compressao
€ tracada. A partir dessa curva, obtém-se valores dos parametros fraturabilidade,
dureza, coesividade, adesividade, elasticidade, mastigabilidade e gomosidade
(FOX et al., 2000).

Os referidos parametros compde as caracteristicas mecéanicas dos queijos,
sendo agrupados em propriedades primarias (dureza, coesividade, elasticidade e
adesividade) e secundarias (fraturabilidade, mastigabilidade e gomosidade). A
dureza representa a forga requerida para comprimir o queijo entre os dentes
molares ou entre a lingua e o palato (ponto de deformacéo ou penetragéo); a
coesividade é definida como a extensdo que o queijo pode ser deformado até que
haja ruptura; a elasticidade € o grau de recuperacao da deformagado causada pela
compressao apds o cessar da forca aplicada; a adesividade representa a forca
requerida para remover 0 queijo que aderiu ao céu da boca (palato) durante a
mastigacao; a fraturabilidade é a forca com que o queijo se esmigalha, quebra,
sendo resultado de um alto grau de dureza e baixo grau de adesividade; a
mastigabilidade é o tempo ou nimero de mastigacdes necessarias para 0 queijo
estar pronto para ser deglutido, sendo o produto da dureza, coesividade e
elasticidade e a gomosidade é a energia requerida para desintegrar um pedaco de
queijo, tornando-o apto para ser deglutido, sendo produto de um baixo grau de
dureza e alto de coesividade (FOX et al., 2000).

As propriedades reoldgicas dos queijos exercem um papel fundamental por
afetarem diretamente as caracteristicas de manipulacdo, fracionamento e
embalagem, as qualidades de textura e de consumo, a sua utilizagdo como
ingrediente, a sua capacidade de conservar uma determinada forma a uma dada
temperatura e a sua capacidade de reter gases e formar olhaduras.
Caracteristicas como a composicdo do queijo, o arranjo estrutural de seus



componentes (a sua microestrutura), o estado fisico-quimico de seus
componentes e sua macroestrutura (presenga de mais ou menos pontos
heterogéneos como jungdes, rachaduras ou fissuras) refletem diretamente sobre

as suas propriedades reoldgicas (FOX et al., 2000).

Assim como a maioria dos alimentos soélidos e semi-sélidos, o queijo
apresenta natureza viscoelastica, uma vez que possui caracteristicas tanto de um
sélido elastico como de fluido Newtoniano. A viscoelasticidade do queijo resulta da
contribuicao reoldgica interativa de seus componentes individuais, particularmente
proteinas, gorduras e umidade. A massa do queijo processado com coalho natural
€ essencialmente uma matriz de fosfato de paracaseinato de calcio. A integridade
da matriz € mantida por varias interagdes hidrofébicas e eletrostéticas, sendo
interrompida por poros de gordura, substancias dissolvidas e enzimas. A matriz
também contém varios microrganismos. Existe um equilibrio dindmico entre a
concentracdo de calcio e fosfato inorganico na matriz de paracaseina. Este é
influenciado pelo pH e outros fatores com concentragdo de sédio no soro (FOX et
al., 2000).

A rede de paracaseina é essencialmente continua em todas diregoes,
podendo haver interrupgdes devido a presengca de jungcbes nos granulos da
coalhada. Nessa rede ha presenca de gordura e soro encapsulados, formando
uma trama. A rigidez da mesma depende de seu grau de abertura, da quantidade
de agua adjacente a caseina e da presenca de gordura e agua livre. A interacao
entre a gordura e a caseina ocorre apenas por friccdo. A quantidade de agua
ligada é bem pequena, a maioria se encontra livre em sais dissolvidos. A estrutura
da rede de caseina € determinada no inicio da fabricagdo do queijo (PRENTICE et
al., 1993; FOX et al.,, 2000). O pH na dessoragem determina largamente o
conteudo mineral do queijo. A perda de calcio e fosfato da micela de caseina
determina a extensao das ligacbes entre as micelas e isto determina a estrutura
basica e textura dos queijos. Em geral, queijos de baixo pH de dessoragem
tendem a ter uma textura quebradica, enquanto os de alto pH tendem a ter uma
textura mais elastica (LAWRENCE, 1983; STANLEY 1998; FOX et al., 2000).

Varias modificagdes fisico-quimicas ocorrem nos componentes estruturais

durante a maturacdo do queijo. O tipo e a extensdo dessas modificagbes



mediadas pelo coagulo residual, microrganismos e suas enzimas e mudangas no
equilibrio entre 0 soro e a matriz de paracaseina, dependem da variedade, da
composicao e das condigdes de maturagado do queijo. Desta forma, o queijo pode
ser considerado um sistema dindmico do ponto de vista quimico, bioldgico e
bioguimico, cujos componentes estruturais sofrem modificacées fisico-quimicas e
microestruturais relacionadas ao armazenamento, como hidrélise e hidratacdo da
caseina, intumescéncia da matriz, coalescéncia da gordura e/ou hidrélise da
gordura. Essas modificacdes, responsaveis pela conversao da coalhada fresca em
queijo, exercem efeitos sobre as propriedades reoldgicas e outras caracteristicas
do queijo (FOX et al., 2000).

Entre essas modificacdes, a decomposicao da lactose em acido reduz o pH e
proporciona o aparecimento do sabor e aroma caracteristicos. A degradacao das
proteinas dos queijos (protedlise), por sua vez, é o resultado da atividade de
enzimas como as do coalho, proteases e peptidases do fermento lacteo ou da
microbiota natural do leite. Quanto maior a protedlise do queijo, mais macia sera
sua consisténcia e seu aroma pronunciado. O tipo e a intensidade da protedlise de
queijos dependem de varios fatores tais como tempo e temperatura de
armazenamento, composicao do queijo, umidade e concentragdo de sal e dos
tipos e atividades das enzimas e microrganismos presentes no produto

(JURKIEWICZ, 1999).

A protedlise resulta em modificagdes na matriz do queijo, quebrando a rede
protéica, contribuindo de maneira expressiva com modificagdes texturais. Também
diminui a atividade de agua pela ligagdo da agua livre com grupos carboxila e
aumento do pH pela liberacao de grupos amina, que facilitam o desprendimento

de compostos sapidos durante a mastigacao (SOUZA et al., 2001).

As modificagbes bioquimicas e enzimaticas que atuam intensamente na
protedlise agem, conseqlentemente, na textura, que é uma caracteristica
importante para estabelecer a aceitagdo do consumo e qualidade do queijo
(GONZALEZ et al., 1998).

Propriedades sensoriais dos queijos sdo determinadas em grande extensao
por protedlise, lipdlise e glicolise durante a maturacdo. Estas reagdes sao



influenciadas pelas condigbes quimicas do queijo (atividade de agua e pH) e a
liberag&o das enzimas intracelulares microbianas durante a autdlise. As atividades
catabdlicas sdo causadas por enzimas do leite, coagulantes, culturas e da
microbiota nativa (BACHMANN et al., 1999).

1.5. Aspectos higiénico-sanitarios na fabricacdo de queijo Minas frescal

O leite contém diversos tipos de compostos antimicrobianos, sendo os mais
importantes os sistemas da lactoferrina e o da lactoperoxidase. Outros compostos
antimicrobianos incluem a lisozima, imunoglobulinas especificas e sistemas que se
ligam ao acido félico e a vitamina B12, tornando-os ndo biodisponiveis. A
lactoferrina € uma glicoproteina que atua como antimicrobiano por seqlestrar o
ferro presente. Apesar de em pequena quantidade no leite bovino quanto
comparado ao leite humano essa proteina inibe microrganismos aerobios

psicrotroficos que freqlientemente deterioram o leite refrigerado (FRANK, 1997).

O sistema da lactoperoxidase, fator antimicrobiano natural mais efetivo,
catalisa a oxidacdo de tiocianato e a reducdo simultdnea de peréxido de
hidrogénio, resultando no acumulo de hipotiocianato. Consequientemente, ha
oxidacdo dos grupos sulfidrilicos de proteinas, resultando em inativagéo
enzimatica e dano a membrana citoplasmatica bacteriana. Bactérias laticas,
coliformes e diversos patégenos sao inibidos por esse sistema (WOLFSON &
SUMNER, 1993). JAY (2000), citou ser este sistema efetivo contra bactérias
Gram-positivas psicrotréficas, nas concentracbes de 0,5 a 1,0 ppm em
lactoperidase, 100 U/mL em H.O. e 0,25 mM em tiocianato. O leite contém
normalmente 30 ppm de lactoperidase, 1 a 2 U/mL de H.O, e 0,02 a 0,25 mM de

tiocianato.

O objetivo primario da fabricacdo de queijos foi a de estender o prazo de
validade e conservar os nutrientes do leite. Isto se deve tanto a producao de acido
quanto a desidratagdo (BERESFORD et al., 2001).

Enquanto a fracdo protéica do leite que precipita com o processamento,

dando origem aos diferentes tipos de queijos é composta de caseinas, as



proteinas do soro permanecem sollveis, sendo compostas de B-lactoglobulina, o-

lactalbumina e imunoglobulinas (FRANK, 1997).

A microbiota do leite cru é bastante diversificada. Com a pasteurizacao, esse
alimento deixa de possuir uma microbiota tipica. Assim sendo, a adicao de
culturas selecionadas de bactérias laticas durante a elaboracdo de produtos
lacteos é frequiente. Particularmente no caso dos queijos, a adigao de cultura latica
pode contribuir para suas caracteristicas (ISEPON & OLIVEIRA, 1995).

Laticinios como os queijos sdo produtos alimenticios susceptiveis a
contaminagbes microbianas resultantes tanto do leite utilizado como matéria-
prima, freqlentemente leite cru, como de contaminagbes cruzadas no pos-
processamento. Essas contaminag¢des cruzadas podem ser de diversas origens,
incluindo o ambiente de processamento, utensilios, manipuladores e matérias
primas. A presenca de E. coli em queijo, incluindo sorotipos de E. coli
enteropatogénica (EPEC) e enterotoxigénica (ETEC) foi relatada (VARNAM &
EVANS, 1991).

AMARAL et al. (1991) apontaram a prépria salmoura, freqlentemente
empregada na salga de queijos através de imersao, como importante veiculo para
a contaminagao desses produtos alimenticios. No caso do queijo Minas frescal, a
imersdo em salmoura ocorre por um periodo de cerca de 5 horas, sendo que é
freqliente a sua reutilizacdo. Segundo os autores, essa pratica ndo recomendavel
encontra amparo na legislacdo brasileira, que proibe apenas a utilizacdo de
“salmouras turvas, sujas, alcalinas, com cheiro amoniacal, fermentadas ou
inadequadas por qualquer razdo” (BRASIL, 1980). AMARAL et al. (1991)
observaram um aumento de coliformes e de coliformes fecais de zero para cerca
de 10" UFC/g com a utilizagdo da salmoura por 21 dias. Segundo os autores, 0s
coliformes fecais passaram de <3 (dia zero) para 10° UFC/g, 10® UFC/g, 10"
UFC/g e 10" UFC/g apés 3, 6, 9 e 12 dias de utilizagdo da salmoura,

respectivamente.

Relatos indicam que queijos do tipo Minas frescal comercializados no Brasil
sdao amplamente contaminados por coliformes fecais. Assim, PEREIRA et al.

(1997) observaram, em Belo Horizonte, que 90% das amostras de queijo Minas



frescal analisadas no periodo de 1996-97 apresentaram coliformes fecais acima
dos limites estabelecidos por lei. Paralelamente, ARAUJO et al. (1997)
observaram que 100% das amostras de queijo Minas frescal analisadas, obtidas
em supermercados e padarias localizadas na cidade do Rio de Janeiro, revelaram
a presenca de coliformes fecais em niveis acima dos tolerados. OLIVEIRA et al.
(1998) relataram a detecgdo de coliformes e de coliformes fecais acima dos
permitidos em 46,9% e em 9,4% das amostras de queijo Minas elaboradas por 6
fabricas de laticinios localizadas na regido nordeste do estado de Sao Paulo,

respectivamente.

Aliado a esse fato, E. coli e bactérias patogénicas como Staphylococcus
aureus, Salmonella spp., Listeria spp. e E. coli O157:H7 revelaram capacidade de
sobreviver ao processamento de alguns tipos de queijo (BARBOSA et al.,1993a,b;
BORGES et al, 1990; VIEIRA et al, 1993; REITSMA & HENNING, 1996).
CERQUEIRA et al. (1994) relataram a ocorréncia de um surto, possivelmente por
Salmonella spp. e toxina estafilocécica, ocasionado pelo consumo de queijo Minas
frescal, no municipio de Para de Minas, Minas Gerais.

Paralelamente, relatos sobre a contaminacdo de queijo Minas frescal por
patégenos sdo frequentes. Assim, GOMES & GALLO (1995) detectaram a
presenca de Staphylococcus aureus em 22,2% das amostras de queijo Minas
frescal analisadas, comercializadas em Piracicaba, com contagens variando de 4,7
x 10* a 1,4 x 10° UFC/g. SABIONI & MAIA (1998) relataram contagens de
Staphylococcus aureus superiores a 10° UFC/g em 70% das amostras de queijo
Minas frescal analisadas, adquiridas no comércio em Ouro Preto, Minas Gerais.
SILVA et al. (1998) relataram a mais alta taxa de isolamento de Listeria
monocytogenes de queijo Minas frescal (41,2%), dentre sete tipos diferentes de
queijo analisados, adquiridos no comércio da cidade do Rio de Janeiro. Os autores
atribuiram a alta taxa de isolamento desse patdégeno ao fato desse queijo Minas
frescal ser freqlentemente fabricado com leite cru e em condigbes higiénicas
insatisfatérias, ndo sendo submetido a inspecao sanitaria federal. Anteriormente,
DESTRO et al. (1991) haviam detectado Listeria monocytogenes em 10% das

amostras de queijo Minas frescal analisadas, comercializadas em Campinas.



Testes de rotina para E. coli sdo usados como indicadores de contaminagao
fecal e indicam a possibilidade de presenca de patdogenos entéricos como Shigella
e Salmonella. Estes testes s&o, contudo, também usados como indicadores de E.
coli O157:H7 devido ao fato desse microrganismo patogénico ser normalmente

encontrado no leite cru em contagens muito baixas (LAW, 1999).

1.6. Utilizac&o de culturas laticas na tecnologia de fabricacdo de queijos

Com a finalidade de repor parte das bactérias laticas eliminadas durante o
processo de pasteurizacao do leite, culturas laticas (denominadas culturas “starter”
ou fermentos laticos) sdo normalmente adicionadas ao leite para a producao de
diversos tipos de queijos. Esses fermentos desempenham um papel fundamental,
tanto durante a producdo quanto durante a maturacao dos queijos. Segundo
BERESFORD et al. (2001), a microbiota dos queijos pode ser dividida em 2
grupos: fermentos laticos e microrganismos secundarios. Os fermentos laticos
estdo envolvidos na produgdo de acidez durante a fabricacdo dos queijos e
contribuem para a maturagdo dos mesmos. Os microrganismos secunddrios nao
contribuem para a producgéo de acidez durante o processo fabril, mas geralmente
tém grande influéncia na maturacdo. A microbiota secundaria compreende as
bactérias laticas nao “starter” que crescem internamente na maioria dos queijos e
outras bactérias, bolores e/ou leveduras, que crescem internamente ou

externamente e sdo usadas exclusivamente em tipos especificos de queijos.

A multiplicacao dos fermentos no leite resulta na conversao de lactose a acido
latico, o que ird garantir um pH adequado para a coagulacao (HOIER et al., 1999).
Este fato resulta na maior rapidez de atuacao da renina do coalho quando em
meio mais acido (FURTADO et al. 1980b). Esse fato ira influenciar o pH final da
coalhada, o conteudo final de umidade do queijo, bem como o desenvolvimento de
suas caracteristicas sensoriais e de textura durante a maturacéao (HOIER et al.,
1999).

Bactérias laticas proteoliticas tém revelado exercer um papel importante no
desenvolvimento de um sabor e textura balanceados durante a maturacédo de

queijos. As bactérias laticas com atividade proteolitica podem produzir enzimas



como proteinases extracelulares e inUmeras peptidases intracelulares, além de
diversos sistemas de transporte de peptideos. Esses fatores combinam-se para
transformar a caseina em um complexo e dar origem a combinag¢des variadas de
peptideos e amino-4cidos que contribuem para a determinacdo do sabor e da
textura do produto final (DALY et al., 1998).

A acidificacdo direta funciona como método alternativo a adicdo de culturas,
obtendo-se queijos com um maior teor de umidade e maior rendimento de
fabricacdo. Esse método apresenta vantagens em certos casos, como na
producao de determinados queijos Mussarela, resultando em um produto com
determinadas caracteristicas funcionais - como o ponto de fusdo, mais adequadas
(KINDSTEDT et al., 1999).

As culturas laticas empregadas na producdo de queijo constituem-se em
culturas mesofilicas e termofilicas, com temperaturas étimas de crescimento de
cerca de 30°C e de 45°C, respectivamente. As culturas termofilicas sdo compostas
basicamente de culturas isoladas de Streptococcus thermophilus ou associadas a
diversas espécies de Lactobacillus. As culturas mesofilicas sédo classificadas em 2
tipos: culturas tipo LD, caracterizadas pela produgdo de aroma e CO, a partir do
citrato, e tipo O, pela produgédo de &cido ndo acompanhada da producao de gas
(HOIER et al., 1999).

As culturas mesofilicas tipo LD, constituidas principalmente de Lactococcus
lactis subsp. lactis, Lc. lactis subsp. cremoris, Lc. lactis subsp. lactis biotipo
diacetylactis e Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris, sao empregadas na
producdo de queijos macios (como Camembert e Port-Salut) e semi-duros (como
Gouda, Tilsit e Samso). As culturas mesofilicas tipo O, constituidas principalmente
dos microrganismos Lactococcus lactis subsp. lactis e subsp. cremoris, sao
empregadas na producao de queijos que requerem uma acidificacdo sem a
formacao de olhaduras, como os queijos Cheddar, Feta, Cottage (HOIER et al.,
1999) e Minas (ISEPON & OLIVEIRA, 1995).

Além de exercerem uma influéncia consideravel sobre as caracteristicas
fisico-quimicas e sensoriais dos queijos, muitas bactérias laticas podem ser Uteis

por possuirem atividade inibitéria através da criagdo de um ambiente hostil para os



microrganismos patogénicos e deteriorantes presentes (SHAH, 2000). Essas
bactérias podem produzir diversos metabdlitos com atividade antimicrobiana.
Dentre esses compostos estdo incluidos acidos orgéanicos, peréxido de hidrogénio,
alcoois, diacetil e bacteriocinas (DILLON & COOK, 1994). O efeito antimicrobiano
dos acidos organicos como acido propiénico e acido latico € devido, tanto a queda

do pH abaixo da faixa de crescimento dos microrganismos quanto a inibicéo

metabdlica pelas moléculas de acido nao dissociadas (JAY, 2000).

Segundo SHAH (2001) a atividade antimicrobiana observada com o emprego
destas bactérias € maior contra bactérias Gram- positivas do que contra bactérias
Gram-negativas. Bifidobactérias e L. casei sao produtoras de L (+) acido latico,
sendo que este enantibmero do acido latico, além de ter propriedades

antimicrobianas, é facilmente metabolizado.

Segundo ALAKOMI et al. (2000) as propriedades antimicrobianas do &cido
latico sao devidos ao abaixamento do pH e, no caso especifico de bactérias Gram-
negativas, pela permeabilizacdo da membrana externa resultante da liberacao dos
lipopolissacarideos, ocasionando, assim, a perda da viabilidade celular.

A inibicdo de microrganismos indesejaveis por bactérias laticas é um fator
importante na producéo de queijo. Na pratica, isto significa que a vida de prateleira
do queijo Minas frescal é altamente influenciada pela populacdo de bactérias
laticas, que é diretamente regulada pelo teor de lactose residual no queijo apos o
processamento deste. O teor de lactose vai diminuindo conforme os dias de
armazenamento se passam, como resultado da acdo hidrolitica dos
microrganismos presentes e da perda do teor em agua do queijo, perda esta que
desfavorece a multiplicacéo das bactérias (WOLFSCHOON-POMBO et al., 1984).

BONASSI et al. (1984) citam um predominio de producdo de &cido acético
dentre os acidos organicos volateis em experimentos em queijos Minas inoculados
com bactérias laticas homofermentativas e heterofermentativas e em experimentos

nos quais nao foi feita inoculacgao.

Com a emergéncia dos patdgenos psicrotréficos de origem alimentar, a
descoberta de novos tipos de processamento e a demanda por produtos

“naturais”, as bactérias laticas passaram a ser consideradas como



bioconservantes em potencial (DAVIDSON & HOOVER, 1993; MONTVILLE &
WINKOWSKI, 1997). O interesse pelo desenvolvimento de produtos comerciais
baseados na utilizacdo de microrganismos como bioconservantes tem sido
consideravel. Experimentos tém sido feitas no sentido da utilizacdo de culturas

bacterianas mistas como bioconservantes em laticinios (DILLON & COOK, 1994).

1.7. Culturas probidticas e seu papel nos alimentos funcionais

O efeito benéfico de determinados tipos de alimentos sobre a saude do
hospedeiro € conhecido hd muito tempo. Apesar disso, o estudo desses alimentos,
atualmente denominados alimentos funcionais, e de seus componentes

responsaveis por esse efeito, tornou-se intenso apenas nos ultimos anos.

Segundo ZIEMER & GIBSON (1998), a suplementacdo de componentes com
atividade reconhecidamente benéfica a saude, como calcio e vitaminas, constituia
os alimentos funcionais de primeira geragdo. Nos ultimos anos, por outro lado,
ainda segundo os autores, esse conceito voltou-se principalmente para aditivos
alimentares que podem exercer efeito benéfico sobre a composi¢cdo da microbiota
intestinal. Os prebio6ticos e os probidticos sdo atualmente os aditivos alimentares

que compde esses alimentos funcionais.

Ocorre que, nas condigdes normais, inumeras espécies de bactérias estdo
presentes no intestino, a maioria delas anaerdbias estritas. Essa composicao torna
o intestino capaz de responder a possiveis variagdes anatémicas e fisico-quimicas
(LEE et al., 1999). Essa microbiota intestinal exerce influéncia consideravel sobre
uma série de reagdes bioquimicas do hospedeiro. Paralelamente, essa microbiota,
quando em equilibrio, impede que microrganismos potencialmente patogénicos
nela presentes exercam os seus efeitos. Por outro lado, o desequilibrio dessa
microbiota pode resultar na proliferagdo de patégenos, com conseqiente infecgao
bacteriana (ZIEMER & GIBSON, 1998).

Os prebiodticos, por sua vez, sao ingredientes nao digeriveis incorporados aos
alimentos no sentido de selecionar determinadas bactérias da microbiota intestinal,

através de sua atuacao como um substrato seletivo ao nivel do coélon (ZIEMER &



GIBSON, 1998; LEE et al., 1999). ZUBILLAGA et al. (2001) refere-se a prebidticos
como sendo substancias como a lactulose, lactitol, xilitol, inulina e certos
oligossacarideos nao digeriveis que estimulam seletivamente o crescimento de
bifidobactérias no célon. Aparentemente, dentre as bactérias do célon, as
bifidobactérias sdo umas das mais eficientes na utilizacdo de carboidratos nao
digeriveis, fato este que resulta em vantagem competitiva na sua multiplicagcdo em
relacdo a outras espécies quando os prebiodticos sdo consumidos. A sua tolerancia
ao micro-ambiente &acido formado pela fermentacdo dos prebidticos e pela
producdo dos acidos graxos de cadeia curta como acetato, propionato, butirato e

lactato também contribuem para sua selegao (GRITTENDEN, 1999).

Além de atuarem favoravelmente no produto alimenticio ao qual foram
adicionados, determinadas bactérias laticas e outras bactérias fazem parte dos
microrganismos capazes de exercer efeitos benéficos no hospedeiro. Sdo os
denominados microrganismos probiodticos. Um microrganismo probiético deve
necessariamente sobreviver as condicbes adversas do estbmago e colonizar o
intestino, mesmo que temporariamente, através da adesdo ao epitélio intestinal
(ZIEMER & GIBSON, 1998; LEE et al., 1999).

FULLER (1989) definiu probidticos como sendo suplementos alimentares a
base de microrganismos vivos que afetam beneficamente o animal hospedeiro,
promovendo o balango de sua microbiota intestinal. Segundo GOMES &
MALCATA (1999), atualmente os probidticos sao definidos como microrganismos
viaveis (bactérias laticas e outras bactérias ou leveduras aplicadas como células
secas ou em um produto fermentado) que produzem um efeito benéfico sobre a
saude do hospedeiro mediante ingestao, através da melhoria das propriedades de

sua microbiota autéctone.

HOLZAPFEL et al. (1998) optaram pela definicdo de probidticos proposta por
HAVENAAR et al. (1992), que definiu probidticos como “culturas puras ou mistas
de microrganismos vivos (bactérias laticas e outras bactérias ou leveduras
aplicadas como células secas ou em um produto fermentado) que quando
aplicadas aos animais ou ao homem, tém efeitos benéficos ao hospedeiro
promovendo o balango de sua microbiota intestinal”. Os autores discutem que esta

definicdo é mais ampla e vantajosa, uma vez que nado restringe os efeitos



























queijo em cada experimento. O rendimento foi expresso em percentagem de
gramas de queijo produzidas por 10 L leite segundo a férmula [(g de queijo
produzida / mL de leite) x 100]. Este rendimento é considerado segundo
FURTADO, 1999, como rendimento econdmico que se refere a quantidade de
quilos de queijo produzido por quilos de leite usados na sua producédo. A
mensuragao do rendimento da fabricacdo do queijo foi feita no dia seguinte a

producédo, anteriormente a embalagem do queijo.

3.3. Armazenamento e periodos de amostragem

O queijo foi armazenado sob refrigeracéo (cerca de 5°C) em uma cabine
refrigerada (Metalfrio, mod. VB43R, Sao Paulo, Brasil). As determinagdes dos
parametros microbioldgicos, de textura instrumental e fisico-quimicos das
amostras foram feitas (em duplicata) no produto em processamento
(anteriormente a enformagem), no dia seguinte a fabricacao — dia 1 (produto
final) — e apds 7, 14 e 21 dias de armazenamento. As analises sensoriais foram
feitas 7 dias apds a fabricacao, tendo em vista o tempo necessario para o
equilibrio dos componentes bioquimicos do queijo que interferem no seu sabor
e a seguranga dos provadores.

3.4. Determinacdo dos parametros microbioldgicos

Decorridos os tempos de armazenamento descritos no item 3.3, porcoes de
25 g de queijo (retiradas em condi¢coes de assepsia) foram homogeneizadas com
225mL de &agua peptonada 0,1% (diluicdo 107"), utilizando-se um “Bag Mixer”
(Interscience, St Norm, Franca). Diluicdes decimais subsequientes foram
preparadas, utilizando o mesmo diluente.



3.4.1. Contagens populacionais de microrganismos probiéticos e

bactérias laticas totais

Nos queijos processados com a adicao de Lactobacillus acidophilus (T2 e T3)
e Bifidobacterium lactis (T3 e T4) foi feita a contagem dessas bactérias probioticas,
de acordo com as instrugdes do fabricante das culturas (Christian Hansen). Para
esse fim, aliquotas de 1 mL de cada diluicdo das amostras foram transferidas para
placas de Petri estéreis. Em seguida, foi adicionado agar MRS-IM (formulacdo no
anexo |) adicionado de maltose, para a contagem de Lactobacillus acidophilus, ou
de glicose e das solucbes estéreis A, B e C (constantes no anexo |) para a
contagem de Bifidobacterium spp., fundido e resfriado a cerca de 45°C. Apds a
homogeneizacdo e o endurecimento do agar, as placas para a contagem de
Lactobacillus acidophilus foram incubadas em aerobiose a 37°C por 48 horas (T2
e T4) e as placas para a contagem de Bifidobacterium spp. foram incubadas em
anaerobiose (Sistema de Anaerobiose Anaerogen, Oxoid Inc., Ogdensburg, NY,
EUA) a 37°C por 72 horas (T3 e T4).

Para a contagem populacional de bactérias laticas totais, aliquotas de 0,1 mL
de cada diluicdo das amostras foram transferidas para placas contendo agar
DeMan-Rogosa-Sharpe — MRS, (Oxoid) e, feito o espalhamento, incubadas a 30°C
por 48 horas (VANDERZANT & SPLITTSTOESSER, 1992; MARSHALL, 1992).

3.4.2. Contagens populacionais de microrganismos indicadores

Aliquotas de 0,1 mL de cada diluicdo das amostras foram transferidas para
placas contendo agar Baird-Parker — BP (base para agar Baird-Parker, Oxoid,
adicionado de telurito e gema de ovo — suplemento SR054C, Oxoid) e incubadas a
37°C por 48 horas para a contagem populacional de Staphylococcus spp..
Aliquotas de 1 mL de cada diluicdo das amostras foram transferidas para placas
Petrifim™ E. coli Count Plates (Petrifim™EC, 3M Microbiology, St. Paul, MN,
EUA) e incubadas a 37°C por 24 horas, para a contagem de coliformes e de E.
coli, de acordo com as instrugbes do fabricante. (VANDERZANT &
SPLITTSTOESSER, 1992; MARSHALL, 1992).



3.5. Determinac¢des de parametros microbioldgicos no leite e durante o

processamento dos queijos

No leite empregado como matéria prima e entre as etapas de dessoragem e
enformagem no decorrer da producao dos diversos tipos de queijo Minas frescal,
foi feita a contagem de coliformes, de E. coli, de Staphylococcus spp. e de
bactérias laticas totais. Durante o processamento dos queijos, também foi feita a
contagem de Lactobacillus acidophilus, no caso de T2 e T4 e de Bifidobacterium
spp., em T3 e T4. As analises microbiolégicas foram efetuadas como descrito no
item 3.4.

3.6. Determinacdo dos parametros fisico-quimicos dos queijos

Decorridos os tempos de armazenamento sob refrigeracao, descritos no item

3.3, foram feitas as determinacdes de:

e umidade, a partir de 5 g de amostra moida em estufa a vacuo modelo MA
030/12 (Marconi Equipamentos para Laboratério, Piracicaba, SP, Brasil)
(INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985) a 70°C por 12 horas,

e acidez titulavel, segundo o INSTITUTO ADOLFO LUTZ (1985),

e pH, em medidor de pH - pH Analyser modelo 300 M (Analyser Comércio e
Industria Ltda, Sao Paulo, SP, Brasil), empregando eletrodo de penetracao
modelo DME-CF (Digimed, Sao Paulo, SP, Brasil),

¢ atividade de agua a 25°C em aparelho “Novasina” aw Center (Novasina
AG, Zlrich, Suiga)

3.7. Determinacdao do perfil de textura instrumental dos queijos

Decorridos os tempos de armazenamento sob refrigeragéo, descritos no item
3.3, o perfil de textura foi determinado através de teste de dupla compressao de
amostras cilindricas de didametro (2 cm) e altura (3 cm) constantes, utilizando placa



de aluminio retangular de 10 x 9 cm, em analisador de textura TA-XT2 (Stable
Micro System, Haslemere, Inglaterra). Os parametros empregados foram distancia
e velocidade de compressdo de 6 mm (20% de compressdo) e de 2,0 mm/s,
respectivamente, e tempo de 5s. Foram analisados os atributos de textura dureza,
coesividade, elasticidade, mastigabilidade, gomosidade e adesividade. Os dados
foram obtidos através do programa “Texture Expert for Windows” — versao 1.20
(Stable Micro Systems).

3.8. Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, utilizando-se
um esquema fatorial 2°x5, constituido de 4 tipos de combinagdes em termos
das culturas probitticas e/ou acido latico adicionados durante a producao dos
queijos (somente acido latico, acido latico + Lactobacillus acidophilus, acido
latico + Bifidobacterium lactis, acido latico + Lactobacillus acidophilus +
Bifidobacterium lactis) e de 5 tempos (durante o processamento, 1, 7, 14 e 21
dias apo6s o processamento), com 4 repeticdes.

O estudo estatistico das variaveis fisico-quimicas (rendimento, umidade,
atividade de agua, pH e acidez titulavel), das variaveis microbioldgicas
(populacao de bactérias probidticas L. acidophilus e Bifidobacterium lactis,
populacéo de bactérias laticas totais, de bactérias do género Staphylococcus e
de coliformes totais) e das variaveis de textura (dureza, coesividade,
adesividade, elasticidade, mastigabilidade e gomosidade) segundo tratamento
e dia de amostragem foi realizado pela técnica da andlise de variancia nao
paramétrica, considerando o modelo com dois fatores, sendo um para
populagdes independentes (tratamentos) e 0 outro para medidas repetidas (dia
de amostragem), e complementados com o0s respectivos testes de
comparagdes multiplas (NORMAN & STREINER, 1994).

A comparagado de resultados entre as datas de amostragem dentro do
mesmo tratamento foi feita através de andlise de variancia, utilizando-se teste
ndo paramétrico de Friedman, considerando-se um nivel de significancia

p<0,05. A comparagao de resultados entre os diferentes tratamentos fixando-



se o dia de amostragem foi conduzida utilizando-se o teste Kruskal — Wallis,
considerando também um nivel de significancia de 5% (GOMES, 1987;
NORMAN & STREINER, 1994; BARROS NETO et al., 1995; BEIGUELMAN,
1996; COSTA NETO, 1998).

3.9. Analise sensorial

A andlise sensorial dos queijos foi feita no 7° dia, tendo em vista o tempo
necessario para o equilibrio dos componentes bioquimicos do queijo que
interferem no seu sabor e a seguranca dos provadores, conforme descrito no item
3.3. A referida andlise foi conduzida segundo o delineamento de ordenacao em
blocos casualizados com 40 provadores nao treinados, empregando-se
aceitagao/preferéncia. Os dados foram tratados via teste ndo paramétrico de
Friedman, seguido de comparagdao multipla e do coeficiente de concordancia de
Kendall (SHIROSE & MORI, 1994; LAWLESS & HEYMANN, 1999).



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores empregados para a construgdo dos graficos (figuras 2 a 15 e
17 a 21 nas paginas 57 a 66) sao resultados da média de 4 producdes de cada
tratamento proposto.

Para a indicacao das significancias das comparacodes, utilizou-se letras
latinas maiusculas e minusculas, conforme o interesse da discussdo. Ou seja,
na comparagdo dos tratamentos fixado o dia de amostragem, adotou-se as
letras minusculas e, nas comparacbes dos dias de amostragem em cada

tratamento, as letras mailsculas.

As informagbes qualitativas do procedimento estatistico para os dados foram
apresentados em tabelas (tabelas 1 a 3 nas paginas 54 a 56) contendo a mediana,
a semi-amplitude total e as letras indicando as significancias.

Para a interpretacdo da leitura dos resultados, deve-se proceder da

seguinte maneira:

i) Comparagéo entre os tratamentos - duas medianas seguidas
de pelo menos uma mesma letra mindscula, o mesmo dia de
amostragem para os 4 tratamentos estudados (T1, T2, T3 e T4), nao

diferiram entre si ao nivel de significancia de 5%;

i) Comparagdo entre os dias de armazenamento para um
mesmo tratamento - duas medianas seguidas de pelo menos uma
mesma letra maiuscula, dentro de um mesmo tratamento (T1, T2, T3

ou T4), ndo diferiram entre si ao nivel de significancia de 5%.

4.1. Rendimento



Segundo FURTADO, 1999, existem dois tipos de rendimento, o chamado
rendimento econémico, que se refere a quantidade de quilos de queijo
produzido por quilos de leite usados na sua produgéo, e o rendimento técnico.
Este ultimo se refere ao aproveitamento dos constituintes do leite que sao
transferidos ao queijo, ou seja, determinacao do aproveitamento de elementos
como a gordura, proteinas totais (ou somente caseina), extrato seco total,
desengordurado entre outros. No presente trabalho foi calculado o rendimento

denominado econdmico de acordo com a definicdo acima.

A figura 2 mostra o rendimento médio de obtencdo dos queijos
processados segundo os diferentes tratamentos. Os valores sao expressos em
percentagem. Na andlise dos dados obtidos, observa-se que o tratamento
controle (T1) e o tratamento T3 tiveram rendimentos médios semelhantes
(cerca de 23%), porém superiores aos demais, enquanto o tratamento T4
revelou o menor rendimento médio (média de 22,2%). Apesar destas
diferengas visuais, os dados ndo se mostraram diferentes estatisticamente
(p>0,05) (tabela 1). Os rendimentos obtidos sdo considerados altos em relacao
a valores descritos na literatura para queijos processados segundo tecnologia
com emprego de cultura mesofilica tipo O (Lactococcus cremoris +
Lactococcus lactis), que é em torno de 16 — 17% (FURTADO et al. 1980a, b;
FURTADO, 1999). Este acréscimo é devido a um maior teor de umidade
encontrado nos queijos processados por adicdo de &acido latico, conforme
observado por FURTADO et al. (19804, b).

No presente trabalho, empregou-se leite homogeneizado como matéria
prima. Segundo EMMONS et al. (1980), o fato de o leite ter sofrido o processo
de homogeneizacdo da gordura, faz com que este tenha a taxa de sinerese
(expulsao do soro da rede de paracaseinato de calcio) fortemente diminuida. O
comportamento da sinerese do coagulo € determinado por aspectos estruturais
e da cinética das interagdes proteina-proteina e proteina-gordura. As maiores
forcas de interacao entre as proteinas durante a coagulacao enzimatica do leite
sdo interagbes hidrofébicas. Contudo, forcas eletrostaticas e pontes de
hidrogénio contribuem com a estabilidade das interagbées. Estas mudangas nas
caracteristicas fisico-quimicas do leite afetam as forgas intermoleculares
envolvidas nas interagdes proteina-proteina (LOPEZ & DUFOUR, 2001). O fato



do leite ter sofrido homogeneizagdo pode estar aumentando sobremaneira o
rendimento alcangado nas produgdes dos queijos estudados no presente
trabalho quando comparados aos dados experimentais de FURTADO et al.
(19804, b) e outros estudos de nossos laboratérios (dados ndo mostrados).

4.2. Umidade

A figura 3 mostra os valores de umidade ao longo do armazenamento dos
queijos. Observa-se inicialmente valores semelhantes - em torno de 68% - para
0s queijos T2 e T4 no dia 1, sendo que 0os mesmos mantém-se préximos nos
dias subseqientes, chegando ao dia 21 com valores medios de 63%. T1 e T3
tiveram comportamento semelhante no dia 1 (produto final) ao dia 14, diferindo
somente no dia 21. Os queijos T1 e T4 e os queijos T2 e T3 tiveram perfil de
pH semelhantes entre si inicialmente (figura 4), ligeiramente inferior para os
queijos T1 e T3, quando comparados, respectivamente a T2 e T4. Essa
observacao indica que o pH influencia na retencdo de umidade em queijos,
promovendo uma maior desmineralizagdo da rede protéica nas coalhadas mais
acidas, o que permite, por sua vez, uma maior dessoragem espontanea do
queijo (FURTADO 1980b). BONASSI et al., (1983) obtiveram resultados
semelhantes quando estudaram queijos Minas com e sem adi¢cdo de bactérias
laticas. Os autores obtiveram valores de umidade maiores para queijos nao
adicionados de culturas laticas iniciadoras e concluiram que a presenga de
maiores quantidades de acido latico foi o fator que contribuiu para a eliminacao
do soro durante e logo ap6s a elaboracdo dos queijos. Estatisticamente, os
dados de umidade foram iguais quando comparados os tratamentos nos
mesmos dias (p>0,05). Porém, quando analisados os dados dos tratamentos
isolados, observa-se que os queijos T1 foram os de menor variagdo no tempo
enquanto T2, T3 e T4 apresentaram variacoes semelhantes entre si (figura 3,
tabela 1). Para todos os queijos estudados houve diminuicdo significativa na
umidade entre os dias 1 e 7 (p<0,05).

Apesar das variagbes significativas de umidade ocorridas durante o
periodo de armazenamento para todos os tratamentos, ndo houve nenhuma
variagao entre os tratamentos, ou seja, eles foram estatisticamente iguais nas

mesmas datas de amostragem.



4.3. Atividade de agua, pH e acidez titulavel

Os valores de atividade de agua (a.a.) obtidos (tabela 1) mostram uma
proximidade inicial entre os valores médios dos queijos controle (T1) e com
Lactobacillus acidophilus (T2), sendo estes os valores mais elevados. Os
queijos T3 e T4 revelaram também perfis semelhantes porém nao tao préximos
quanto os demais, sendo que os valores de a.a. do T3 foram sempre 0s
menores. O perfil geral da atividade de agua foi de queda na primeira semana
de armazenamento, estabilidade na semana seguinte e queda novamente na
ultima semana de amostragem, porém isto ndo foi verificado para a terceira
semana dos queijos T4, que mostrou aumento no valor de a.a.. Em nenhum
ponto se observou um valor de a.a. que pudesse funcionar como barreira para
a multiplicacdo de bactérias deteriorantes (a.a. minimo de 0.90). Bactérias
patogénicas como E. coli e S. aureus tém valores de atividade de agua minima
para sua multiplicacdo de 0.96 e 0.86, respectivamente (FRANCO &
LANDGRAF, 1996; JAY, 2000). Estatisticamente, os valores de atividade de
agua nao diferiram (p>0,05) entre os tratamentos, fixada a data de
amostragem. Segundo COGAN (2000), uma queda nos valores de a.a. pode
ocorrer pela perda de agua por evaporacdo, salga e pela hidrélise das
proteinas para peptideos e amino-acidos e triglicerideos para glicerol e acidos
graxos. A hidrélise de cada peptideo ou ligacao éster requer uma molécula de

agua.

A diminuicdo dos valores de atividade de agua pode ter sido ocasionada
por protedlise, mas isto somente € uma hip6tese baseada em relatos de

literatura, visto que esta andlise nao foi feita (FOX et al., 2000).

Quanto aos dados de pH, ndo se observou até o uUltimo dia de andlise
uma queda tdo acentuada que pudesse vir a ser um fator limitante para a
proliferagdo de bactérias patogénicas como E. coli ou S. aureus (pH minimo de
45 e 4,0 e maximo de 9,0-10,0 e 9,8 respectivamente) (FRANCO &
LANDGRAF, 1996; JAY, 2000) ou probidtica como L. acidophilus (pH min. 4,0
e pH max. 7,0) (FRANCO & LANDGRAF, 1996).



Segundo BERESFORD et al. (2001), o pH étimo para a multiplicacao das
bactérias mais comuns é em torno do neutro e a multiplicacdo destas €
deficiente em valores de pH menores que 5.0. Os principais acido organicos
detectados em queijos sdo &cido latico, acido acético e acido propidnico, 0s
quais tém pK,s (constante de dissociacdo) de 3.08, 4.75 e 4.87,
respectivamente. Assim, teoricamente, o acido latico € menos efetivo que o
acido aceético ou acido propiénico no abaixamento do pH (quando em mesma

concentragao) no queijo.

O pH ainda tem grande influéncia nas reacdes de formacao da coalhada,
visto que o calcio e o fosfato se dissociam das micelas de caseina quando ha
um abaixamento do pH, o que determina o estado destas substancias e de
outros minerais na massa do queijo formado. Quanto maior o pH, menor é a
desmineralizacdo e maior € a elasticidade da massa do queijo formado.
Influéncia ainda é vista na taxa de sinerese da coalhada encontrada, com
consequéncia na umidade final do produto, indicando que, quanto mais baixo o
pH, maior a expulsdo de soro e menor a umidade final (LOMHOLT & QVIST,
1999). Na verificacdo dos dados referentes as afirmagbes acima, isto ndo foi
observado em todas as datas de amostragem. As diferengas nao foram
detectadas como estatisticamente significativas (p>0,05) entre os tratamentos
em nenhuma das datas de amostragem, e dentro dos tratamentos sé foi

verificada diferenca para os queijos T1 e T2 (tabela 1).

Quanto aos valores de acidez titulavel expressos em acido latico (figura 5,
tabela 1), observou-se uma predominancia de producao de acidez inicial para
os queijos T3 (Bb-12) e final para os queijos T2 (LA-5), porém essas diferencas
nao foram significativas (p>0,05). Nao se observou, porém, que os queijos T3
inicialmente e os T2 no final, tenham revelado um valor de pH menor (figura 4).
Isto pode ter acontecido por algum fator de tamponamento do meio como
liberacao de aminas pela protedlise.

Segundo JAY (2000), na determinacao da quantidade de acidos organicos
em alimentos, a acidez titulavel € mais expressiva que o pH isolado, uma vez
que a medigao do pH € dada pela concentragédo de ions hidrogénio e os acidos
organicos podem nao estar completamente dissociados. Ainda segundo o



autor, a acidez titulavel € o melhor indicador da quantidade de acidez presente

em alguns produtos alimenticios.

4.4. Evolucgao dos perfis das populagdes microbianas

Populagdes microbianas foram determinadas na matéria prima, no queijo
em processamento, no produto final (dia 1) e 7, 14 e 21 dias apds a fabricacéo,

onde os queijos permaneceram armazenados a 5°C.

4.4.1. Evolugdo das populagdes de microrganismos probidticos e

bactérias laticas totais

Nas figuras 6 e 7, encontram-se as curvas demonstrativas das evolugdes
das populagdes de microrganismos probidticos L. acidophilus e B. lactis
respectivamente. Tanto para a cepa LA-5 como para a cepa Bb-12, obteve-se
um pequeno, porém melhor desenvolvimento das culturas adicionadas no
queijo T4, para o qual os dois microrganismos foram adicionados ao mesmo
produto, em co-cultura. Na comparagao entre as espécies probidticas dos
queijos T4 (figura 8), deve ser ressaltado que essa diferenca foi a favor da
cepa LA-5 em relacdo a cepa Bb-12, da primeira a ultima data de amostragem.
Os dados colhidos mostram que nestes queijos (T4), ambos probidticos tiveram

desenvolvimento adequado a serem considerados produtos probioticos.

Na avaliacdo dos dados estatisticos, observa-se que tanto para L.
acidophilus como para B. lactis nao houve variagdo dentro dos tratamentos
(p>0,05), ou seja, ao longo de armazenamento. Somente houve diferenga
significativa quando comparados os tratamentos na mesma data de
amostragem (p<0,05), sendo, de maneira geral, 0 T4 o de melhor expressao
(tabela 2). Tal significAncia ndo é visivel quando os dados sado levados em
consideragdo somente do ponto de vista microbiolégico, por serem os valores
populacionais muito préximos. Como o teste estatistico leva em consideracao



as medianas e os desvios padréo, situagdes como falsas significancias podem
ser vistas, mas devem ser descartadas. As populacdes destes microrganismos
revelaram-se sempre de acordo com valores populacionais recomendados
para um produto probiético - 10° UFC/g. O referido valor é sugerido como
minimo para producdo de efeitos benéficos a saude do hospedeiro (LEE &
SALMINEN, 1995; BLANCHETTE et al., 1996 e SHAH & RAVULA, 2000).
NAIDU & CLEMENS (2000) sugeriram a necessidade de uma concentragao
minima de 10°> UFC/g do microrganismo probiético no produto final para que se

tenha efeito probiético.

No presente trabalho, quando considerados os tratamentos com as cepas
isoladas, tém-se resultados menos expressivos nas contagens populacionais
de ambos microrganismos probidticos, exceto para o 14° dia para
Bifidobacterium lactis, que apresentou populagéo ligeiramente maior nesta data
de amostragem (figura 7). Esse fato, possivelmente ocorreu por ter havido
efeito sinérgico entre as culturas probidticas quando em co-cultura, visto que
nos queijos T2 (LA-5) houve somente manutencdo da populacdo do
Lactobacillus acidophilus, enquanto que nos queijos T4 houve ligeiro acréscimo
populacional. Nos queijos T3 (Bb-12), ndo houve um desenvolvimento das
populacdées bacterianas, mas somente uma sobrevivéncia das mesmas nas

condi¢coes ambientais (figuras 6, 7 e 8).

O potencial de 6xido reducao do leite € em torno de + 150 mV, enquanto o
do queijo esta em torno de — 250 mV. O mecanismo de queda no potencial
redox no queijo ndo € ainda totalmente esclarecido, porém provavelmente se
da pela fermentacdo do lactato pelas bactérias iniciadoras na sua
multiplicagdo. A conseqiéncia disto é a formacdo de um ambiente
essencialmente anaerobio que promove a multiplicacdo de microrganismos
anaerobios estritos ou facultativos (BERESFORD et al. 2001). Esta
caracteristica do produto tende a favorecer a multiplicagéo de Bifidobacterium
lactis se estabelecidas estas condicdes ambientais, 0 que possivelmente ndo é
a realidade para o queijo em questao, visto a presenga de inimeras olhaduras
mecanicas. Tais olhaduras mecanicas podem estar relacionadas ao fato de
que neste tipo de queijo, no processo de enformagem, ndo ha prensagem
subsequente. Conseqlentemente, estando a temperatura desta massa



coalhada relativamente baixa, ndo ha uma perfeita fusdo dos grénulos da
coalhada, permitindo assim uma retencdo de ar no produto final. De acordo
com SVENSSON (1999), bifidobactérias sao anaerdbios estritos, porém
existem varios graus de sensibilidade ao oxigénio dissolvido no meio. O uso de
embalagens impermedveis ao oxigénio ou a desaeragao do leite anterior a
producdo dos queijos, pode ajudar na sobrevivéncia das bifidobactérias e
também dos lactobacilos. A incorporagédo do S. thermophilus também pode ser
atil neste sentido devido a sua alta capacidade de utilizagdo do oxigénio

dissolvido no meio.

Segundo SHAH (2001), Lactobacillus acidophilus e bifidobactérias se
multiplicam vagarosamente no leite devido a falta de atividade proteolitica. Os
autores estudaram os perfis proteoliticos de diversas bactérias e concluiram
ser Streptococcus thermophilus e Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus mais
proteoliticos que as cepas de L. acidophilus e bifidobactéria. As bactérias
relatadas como possuidoras de maior atividade proteolitica, ttm em comum a
produgdo de grandes quantidades da enzima B-D-galactosidase. Enzimas
proteoliticas sdo requeridas para a degradacdo das caseinas do leite em
oligopeptideos, que sao degradados por peptidases em peptideos e
aminoacidos. Efeitos estimulantes a multiplicacdo das bifidobactérias na
presenca de L. delbrueckii bulgaricus tém sido observados e atribuidos a
atividade proteolitica deste lactobacilo, que aumenta a disponibilidade dos
aminoacidos valina, glicina e histidina no produto (SVENSSON, 1999).
Segundo SHAH (2001), o leite ndo contém em suficiente concentragdo
aminoacidos livres e peptideos para permitir a multiplicacdo das populacoes de
bactérias laticas, particularmente bactérias como L. acidophilus e
bifidobactérias.

Segundo OKAZAKI et al. (2001a, b), queijos Minas frescal adicionados de
cultura ABT (Chr. Hansen), composta dos microrganismos Lactobacillus
acidophilus (LA-5), Streptococcus thermophilus e Bifidobacterium lactis (Bb-
12), tiveram contagens populacionais de microrganismos probidticos em alta
concentracao durante todo o periodo de armazenamento, tendo permanecido

sempre acima de 10° UFC/g. A populagdo de L. acidophilus diminuiu de 10°



(durante a produgdo) para 10° (1 dia apés a producdo), permanecendo
constante durante os 7 primeiros dias de armazenamento, elevando-se
posteriormente para 107-10° UFC/g. Para Bifidobacterium spp. o perfil
populacional permaneceu constante (10° — 10”) durante todo o periodo de
armazenamento. A populacdo de St. thermophilus (presente para fins
tecnolégicos) permaneceu constante a 108 UFC/g.

DAVIDSON et al. (2000) testaram “frozen yoguhrt” com B. longum e L.
acidophilus com a fermentacao cessando em pH 5,6 e quando a acidez atingia
0,15% a mais que em relacdo ao seu valor inicial. O produto foi estocado por
11 semanas a —20°C e os autores observaram que o produto foi um excelente
veiculo para a incorporagao das cepas probibticas, cuja populacdo se manteve
entre 6,5 e 7,2 log UFC/g durante todo o periodo de armazenamento.
ALAMPRESE et al. (2002) adicionaram Lactobacillus johnsonii Lal em sorvete
produzido com diferentes concentracdes de acucar (15 e 22%) e gordura (5 e
10%). Os autores observaram que a populagcdo de bactérias probidticas
manteve-se alta durante os oito meses de estocagem, atingindo niveis ao redor
de 7 log UFC/g e que a adicdo desta cepa nao alterou a caracteristica
estrutural do produto ao longo do armazenamento.

O fato de haver presenca pequena de oxigénio dissolvido na massa do
queijo j& enformado e a auséncia de bactérias com atividade proteolitica
intensa podem, no presente trabalho, ser responsabilizadas pelo ndo aumento
das populacdes de bactérias probiodticas. Essa observacdo tem como base o
fato de que fatores intrinsecos propicios foram observados nos diferentes

experimentos realizados (pH, atividade de agua, acidez e umidade).

Em geral, bactérias do género Lactobacillus sobrevivem melhor as
condicoes de baixo pH e teores de oxigénio quando comparadas as
bifidobactérias. Algumas cepas de bifidobactérias podem produzir mais de 0,4¢g
de &cido acético por litro, o que pode influenciar adversamente no sabor do
produto. E relatado que esta producdo de &cido acético pelas bifidobactérias
pode estimular o crescimento populacional do L. acidophilus (SVENSSON,
1999).



Resultados semelhantes aos do presente trabalho tém sido descritos na
literatura quanto a sobrevivéncia de bactérias probidticas incorporadas a
produtos lacteos. Assim, VINDEROLA et al. (2000) relataram que cepas de L.
acidophilus, Bifidobacterium spp., B. bifidum, B. longum e L. casei tiveram boa
manutencdo em queijo fresco argentino, produzido com leite ultrafiltrado e com
a adicdo de bactérias laticas iniciadoras durante o seu processamento. Por
outro lado, BLANCHETTE et al. (1995) obtiveram baixa recuperagao de B.

infantis ap6s 10 dias de fabricagdao no queijo Cottage.

GOMES et al. (1998) testaram o emprego de Bifidobacterium lactis e L.
acidophilus em queijo tipo Gouda e observaram que as cepas probidticas
sobreviveram bem durante o periodo de armazenamento de 9 semanas,
inclusive quando a concentracdo de sal aumentou. GOMES & MALCATA
(1998) verificaram a possibilidade da producao de queijo caprino contendo B.
lactis e L. acidophilus e concluiram sobre a viabilidade deste produto como
veiculo para as cepas probioticas, visto que as populacées permaneceram
acima do recomendado de 6 log UFC/g ao longo dos 70 dias de

armazenamento.

Em estudo conduzido por Mc BREARTY et al. (2001), a cepa de B. lactis
Bb-12 e uma cepa de B. longum foram testadas quanto a viabilidade em
queijos Cheddar. Os autores relataram que quando inoculados no leite para a
acidificacdo deste no procedimento de fabricagdo do queijo, a combinagao de
Bb-12 + L. lactis subsp. cremoris foi a que produziu acidificagdo mais rapida do
produto, resultando, entretanto em um produto de baixa qualidade. Somente B.
lactis resistiu as condicbes ambientais por seis meses de maturagéo,
apresentando contagens populacionais acima de 8 log UFC/g ao final das

amostragens.

SHAH e RAVULA (2000) produziram iogurtes com L. acidophilus e
Bifidobacterium spp. em diferentes concentragcdes de sacarose (0,4, 8, 12 e
16%) e ndo observaram diferenca na contagem inicial dos microrganismos
probiéticos. Foi verificado decréscimo populacional das cepas probibticas ao

longo do armazenamento somente nos tratamentos com 12 e 16% de agucar.



Em estudo conduzido em iogurte adicionado de L. acidophilus e
Bifidobacterium spp. por SHAH & LANKAPUTHRA (1997), foi determinada a
atividade da enzima B-galactosidase antes e depois da destruicao das células
de L. delbrueckii bulgaricus e determinado o comportamento das bactérias
probidticas inoculadas. Observou-se que no iogurte com bactérias iniciadoras
destruidas (sonicadas), houve melhor desenvolvimento de bactérias probioticas
(1 a 2 log), Os pesquisadores creditaram esse melhor desempenho a maior
atividade proteolitica no produto com as células de L. delbrueckii destruidas,
devido a liberacdo de B-galactosidade destas e/ou a menor quantidade de
peréxido de hidrogénio produzido durante a fermentacao.

DAVE & SHAH (1998) também estudaram a viabilidade de L. acidophilus e
bifidobactéria em iogurte, porém este adicionado de cisteina, soro em po,
concentrado de proteina de soro, hidrolisado acido de caseina ou triptona. Os
autores observaram que a presenca da cisteina aumentou a viabilidade de L.
acidophilus e, quando o pH atingiu 4,5 na formulacdo com soro em p6, houve
decréscimo de mais de 3 ciclos logaritmicos na populacdo de bifidobactéria.
Dentre os aditivos testados, o que mais aumentou a viabilidade das
bifidobactérias foi o concentrado de protéico de soro. Contudo, o hidrolisado
acido de caseina e a triptona também foram Uteis nesse sentido.

Na figura 9, estdo expostos os perfis das populagées de bactérias laticas
totais em todos os queijos. H4 um grande acréscimo populacional do leite ao
queijo em processamento nos queijos T2, T3 e T4, possivelmente devido a
adicao das culturas probidticas e um aumento em menor escala para 0s
queijos T1 (controle). Os referidos aumentos sao atribuiveis ao binbmio tempo
x temperatura do processo fabril do queijo, fatores que possibilitam o aumento
das populagdes destas bactérias neste alimento rico em nutrientes.
Estatisticamente, todos os tratamentos se mostraram iguais (p>0,05) quando
fixados os dias de amostragem (tabela 2). Apds o processamento, observaram-
se pequenas variacbes nas populacées, com oscilacbes para os diferentes
periodos de armazenamento e amostragem porém, em todos os tratamentos,
as populacdes apés 21 dias revelaram-se de aproximadamente 10’ UFC/g. As

variagdes observadas dentro dos tratamentos, somente foram significativas



para os queijos T1 (p<0,01) entre a producéo e o dia 1 e para os queijos T4
(p<0,05) entre o leite e a produgao.

4.4.2. Evolucéo das populacdes de microrganismos indicadores

A figura 10 evidencia os perfis de populacbes microbianas de
Staphylococcus spp. em todos os queijos estudados, onde se observam
valores populacionais muito préximas até o queijo em processamento, seguido
de minimo decréscimo na semana seguinte para os queijos adicionados das
duas espécies probiodticas (T4) e retomada de aumento populacional ao 14°
dia. Houve perfil de estabilidade para os queijos adicionados de LA-5 (T2) e
controles (T1) até o 14° dia, sendo que ao 21° dia a populagdo em T2
permanecia constante e para T1 houve grande aumento. Para os queijos T3
(Bb-12), a populagdo foi estavel somente até o 7° dia, sendo que nas datas
seguintes apresentou um perfil de aumento das populagdes. Na avaliacdo dos
testes estatisticos, fixando-se os dias de amostragem, nao foram detectadas
diferencas entre os tratamentos (p>0,05). Para a analise estatistica ao longo do
armazenamento, somente houve diferenga estatistica (p<0,005) para os
queijos T3, entre a producdo e o dia 1 e deste dia para os demais dias de

amostragem (tabela 2).

Segundo SHAH (2001), cepas de L. acidophilus e L. casei produzem como
produto final do seu metabolismo fermentativo, principalmente acido latico,
enquanto as bifidobactérias produzem acido acético e &acido latico na
proporcao molar de 3:1. Assim, seria de se esperar que, no presente trabalho,
a adicao de bifidobactérias nos tratamentos 3 e 4 criaria um fator inibitério para
as bactérias indesejaveis, aparentemente maior que o observado para as
formulagdes adicionadas somente de L. acidophilus (T2) ou controle nao
inoculado (T1), devido ao poder de dissociacdo deste acido produzido. Porém
nos queijos adicionados somente de Bb-12 (T3), a populagdo de
Staphylococcus spp. aumentou significativamente no inicio do periodo de
amostragem, enquanto que nos queijos adicionados de L. acidophilus (T2 e
T4), praticamente ndo foi observado aumento desta populagédo (figura 10),



possivelmente devido ao fato de a acidez nao ter demonstrado variacao
significativa no T3, enquanto que houve aumento nos valores de acidez para
os queijos T2 e T4. Segundo HASSAN & FRANK (2001) diversas bactérias do
género Lactobacillus sé&o produtoras de bacteriocinas, e cepas de L.
acidophilus foram descritas como tal. Porém essa informacdo ndo foi
confirmada para a cepa utilizada neste trabalho.

BRASHEARS & DURRE (1999) testaram a acdo antagonista de
Lactobacillus lactis contra Salmonella spp. e E. coli O157:H7 durante
estocagem refrigerada em meio de cultura, observando que este
microrganismo probiético ndo foi efetivo no controle dos microrganismos
patogénicos empregados. AGUIAR et al. (2001) produziram queijo de coalho
maturado a partir de leite bovino e caprino e obtiveram para estes valores
dentro dos padrdes microbiolégicos estabelecidos pela legislagdo brasileira
para Staphylococcus aureus e coliformes fecais.

Na figura 11, onde estdo expostos os graficos do comportamento de
coliformes totais, é observado perfil de aumento da populagédo de coliformes
totais para os queijos controle (T1), chegando estes queijos as populacdes
mais elevadas de todos os tratamentos (em torno de 10° UFC/g ao 21° dia de
armazenamento). Os queijos T1, Unicos em que foi ndo feita a adicdo de
nenhum tipo de cultura, foram os Unicos queijos que mostraram diferenca
significativa (p<0,05) ao longo do armazenamento (tabela 2). Isto pode explicar
parcialmente o baixo valor de pH encontrado para esses queijos (figura 4)
quando em comparacdo com o0s demais, uma vez que os coliformes séo
heterofermentativos e tém como produto de seu metabolismo &cido latico e
acético entre outros (FOX et al. 2000). Observa-se ainda leve aumento da
populacao de coliformes totais nos 7 primeiros dias para os queijos T3 e T4 e
estabilidade nas populagdes para o tratamento 2. Nos dias seguintes foi
observada estabilizacdo para as contagens populacionais nos queijos T3 e T4
e aumento mais acentuado da mesma para os queijos T2, perfil este mostrado
até o 21° dia.

Em nenhum dos queijos estudados, foi detectada a presenca de E. coli
acima dos limites de detec¢cao do método de analise empregado. A legislagéo



vigente no Brasil para queijos de muito alta unidade, como € o caso do queijo
Minas frescal, tem como limites maximos a presenca de 5 x 10° UFC/g de
coliformes a 45°C, 5 x 10° UFC/g de Staphylococcus coagulase positiva,
auséncia em 25 g de Salmonella e Listeria monocytogenes (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2001b).

4.4.3. Andlise conjunta das evolugdbes das populagcbes de
microrganismos probidticos, bactérias laticas e bactérias indicadoras nos

diferentes queijos estudados

A figura 12 evidencia os perfis de populagcées microbianas de coliformes
totais, bactérias laticas totais e Staphylococcus spp. para os queijos T1
(controle), onde as bactérias indicadoras, particularmente os coliformes,
alcangaram o maior desenvolvimento médio dentre os queijos estudados. Tais
resultados se deram pela auséncia de um sistema de bioprotecao adequado
como ocorre nos queijos adicionados de bactérias laticas. A contagem
populacional das bactérias laticas totais nesse tratamento chegou ao topo de
aproximadamente 10” UFC/g no dia 1 apés a producdo e estabilidade nas
populacées nos dias seguintes. Lembra-se que nestes queijos ndo foram
adicionados de nenhum tipo de bactéria. Logo o aumento observado entre o
leite e 0 dia 1 apds a produgéo para bactérias laticas, se deve exclusivamente
a multiplicacao das bactérias laticas presentes no leite na temperatura e tempo

do processo.

Em relacdo aos perfis microbianos do queijo adicionado de cultura
probiética de L. acidophilus — T2 (figura 13), observa-se um aumento inicial na
contagem populacional das bactérias laticas totais acelerado até o dia 1,
chegando ao topo de + 10’ UFC/g, estabilizando na semana seguinte e
voltando a aumentar lentamente nas datas seguintes vindo a encerrar o 21° dia
em +10® UFC/g. Para a populagdo do microrganismo probiético, exceto entre o
queijo em producdo e o dia 1, ndo houve mudanca visivel durante todo o
periodo de armazenamento, ndo indicando portanto aumento nem decréscimo

na populagdo inicialmente introduzida. Referente aos microrganismos



indicadores (coliformes totais e Staphylococcus spp.), observou-se populagdes
relativamente baixas e estaveis ao longo do tempo, sendo que Staphylococcus
spp. partiu de 2 log UFC/g para 3 log UFC/g no 21° dia. Estas contagens
populacionais mais baixas devem-se inicialmente a baixa carga inicial de
células viaveis e a maior competicao encontrada por estas quando da adicao
da cultura probiética, ou ainda, a produ¢ao de compostos antimicrobianos.

Na figura 14, encontra-se confrontados os perfis de multiplicacdo das
bactérias laticas totais, de coliformes totais, de Staphylococcus spp. € da
cultura probidtica Bifidobacterium spp. nos queijos T3. Houve aumento da
populacdo de bactérias laticas totais até o 14° dia e depois deste um periodo
de estabilidade até a data final de 21 dias. A curva da espécie probiotica usada
no experimento se mostrou estavel com poucas inclinagdes ao longo do tempo.
Para Staphylococcus spp., a variagdo média obtida foi estatisticamente
significativa (p<0,005) tendo mostrado perfil de aumento durante as datas de
amostragem. A populacdo de coliformes totais também se mostrou com leve

perfil de aumento, porém néo estatisticamente significativo (p>0,05).

Na analise da figura 15, tém-se as populagées microbianas para o queijo
adicionado das duas espécies probidticas - L. acidophilus e B. lactis - (T4). Os
perfis de multiplicacdo de ambas bactérias probiodticas se assemelharam neste
tratamento, beirando sempre a casa de 10° UFC/g. Porém com valores
ligeiramente superiores nas contagens populacionais de L. acidophilus e B.
lactis que nos queijos T2 e T3, respectivamente, possivelmente devido a um
efeito sinérgico entre as culturas probidticas empregadas. As bactérias laticas
totais alcangaram valores médios de 7 log UFC/g durante todas as datas de
analise. A contagem populacional média de Staphylococcus spp. partiu de 2
log UFC/g para aproximadamente 4 log UFC/g no 14° dia, enquanto que a
populacao de coliformes totais partiu de <10 log UFC/g para aproximadamente
3 log UFC/g.



4.5. Evolucgao dos perfis de textura instrumental

A figura 16 mostra a curva tipica de analise do perfil de textura obtida para
o queijo Minas frescal, empregando-se o analisador de textura TA-XT2 (Stable
Micro Systems) e os parametros usados para o céalculo posterior dos atributos
de textura Dureza (H), Coesividade (A2/A{), Adesividade (As), Elasticidade
(T2/T4), Mastigabilidade (H x (A2/A+1) x (T2/T1)) e Gomosidade (H x (A2/A1) x
100).

A dureza é um atributo da textura que representa a forca requerida para
comprimir 0 queijo entre os dentes molares ou entre a lingua e o palato (ponto
de deformacao ou penetracao) (FOX et al., 2000) (H) (figura 16). Este atributo
€ altamente influenciado pela protedlise durante o armazenamento do queijo,
uma vez que o processo de protedlise quebra a microestrutura do queijo
quando faz a hidrolise da rede protéica presente (TUNICK et al. 1997).
Segundo FOX (1989), a protedlise da a-sq-caseina — proteina responsavel pela
estrutura da matriz de queijos - é resultado da agdo do coagulante residual,

que resiste a condi¢des de temperatura mais elevadas, porém nao extremas.

Assim sendo, o esperado quando se tem protedlise, € a diminuicdo nos
valores de dureza, assim resultando em um perfil de queda nos valores
absolutos, queda esta n&o observada nos tratamentos propostos, exceto na
Ultima data de analise dos queijos T1 (figura 17). Apesar disto, este valor ndo
foi estatisticamente menor (p>0,05) em comparacdo com as datas anteriores
(tabela 3). A possivel justificativa para este aumento de dureza pode estar na
diminuicdo da umidade dos queijos durante o periodo de armazenamento
refrigerado (figura 3) associado a pequena ou ausente protedlise (analise nao
realizada). Na analise dos dados estatisticos para o referido parametro de
textura (tabela 3), tem-se diferenca entre os tratamentos analisados somente
no 7° dia de amostragem (p<0,05), onde o T1 foi diferente de T2 e de T4 e T3
igual a todos, enquanto que os queijos T2 foram iguais a T3 e T4 (p>0,05).
Para a analise estatistica dos tratamentos ao longo do armazenamento,
observa-se para todos os queijos estudados um aumento significativo (p<0,05)
entre o dia 1 e o dia 7 de amostragem e ainda outro aumento significativo para

os queijos T3 entre o dia 7 e dia 14 de amostragem. Sendo assim, 0s queijos



adicionados de B. /actis isoladamente (T3) revelaram um comportamento mais
heterogéneo com relacdo ao aumento da dureza durante 0 armazenamento,

quando comparado aos demais.

A coesividade é definida como a extensdo que o queijo pode ser
deformado até que haja ruptura (FOX et al., 2000). Este dado é calculado pela
razao entre a area da segunda compressao e a area da primeira compressao
(A2/A4) (figura 16). Esse parametro indica o quanto da microestrutura da rede
protéica do queijo foi quebrado durante o procedimento de andlise. Os valores
obtidos (figura 18) mostram um aumento consideravel nos valores durante a
primeira semana com posterior estabilizacdo do perfil, exceto para a ultima
data de amostragem do queijo T2, o qual teve redugao neste parametro, porém
somente em uma das produgdes, 0 que pode ter sido resultado de falhas de
amostragem ou procedimento de andlise, sendo que, se a média for feita sem
este ultimo valor (repeticdo 3), este valor seria 0,79, dando ao T2 o mesmo
perfil dos outros queijos estudados. O referido aumento indica que o periodo
da primeira semana proporcionou alteracées estruturais no queijo de
importancia maior que as semanas subsequentes. Este aumento na primeira
semana de amostragem € confirmado na andlise estatistica, onde os queijos
T3 e T4 mostram um aumento dos valores estatisticamente significativo
(p<0,05). Tal fato pode ter sido dado pela possibilidade de ter havido retencao
do coalho na massa do queijo e posterior protedlise primaria terem sido os
responsaveis por tal alteracdo. Nos queijos T1 e T2, ndo foram observadas
alteracbes significativas ao longo do armazenamento (p>0,05), assim como
nao foi observada diferenca significativa entre os dias 1, 7, 14 e 21 de

amostragem entre os diferentes tratamentos (tabela 3).

A elasticidade é o grau de recuperacdo da deformacdo causada pela
compressao apos o cessar da forga aplicada (FOX et al., 2000). Este valor é
resultado da raz&o entre os tempos 2 e 1 (T2/T4) (figura 16). Com o passar dos
dias de armazenamento, ha rearranjo da rede de paracaseina no queijo,
protedlise e diminuicao da umidade por dessoragem (FOX et al. 2000). Assim a
queda na elasticidade é fato esperado. Os perfis de elasticidade observados na
figura 19 indicam que a média dos valores dos queijos T2 ndo estiveram em
uniformidade com os demais tratamentos, visto que o perfil observado para os



queijos T1, T3 e T4 foi de queda durante o armazenamento, e para o T2,
houve aumento inicial e queda somente na ultima data de analise. Apesar do
referido perfil observado na visualizagdo da figura 19, nenhuma diferenca
significativa (p>0,05) foi detectada para as diversas datas de amostragem ou
durante o armazenamento de nenhum dos tratamentos avaliados (tabela 3),
uma vez os valores de elasticidade medidos eram todos muito préximos, tendo
variado de 0,89 a 0,91 (tabela 3).

O pH tem grande influéncia nas reac¢des de formagédo da coalhada, visto
que o calcio e o fosfato se dissociam das micelas de caseina quando ha um
abaixamento do pH, o que determina o estado destas substancias e outros
minerais na massa do queijo formado. Quanto menor a desmineralizagao —
maior pH — maior a elasticidade da massa do queijo formado (LOMHOLT &
QVIST, 1999). Na verificagdo dos dados referentes a afirmacbes acima, as
figuras 3, 4 e 19 mostram um maior pH para o T2 até o 14° dia, onde se viu
concomitantemente uma maior elasticidade e a 2° maior valor de umidade.
Porém, embora ndo tenha sido observada uniformidade em todos os
tratamentos e em todas as datas de analise, estes perfis ndo sao diferentes
estatisticamente dos demais (p>0,05).

A mastigabilidade é o tempo, ou nUmero de mastigacdes necessarias para
0 queijo estar pronto para ser deglutido, sendo o produto da dureza,
coesividade e elasticidade (H x (A2/A1) x (T2/T4)) (figura 16). A gomosidade é a
energia requerida para desintegrar um pedaco de queijo, tornando-o apto para
ser deglutido, sendo produto de um baixo grau de dureza e alto de coesividade
(FOX et al., 2000) (H x (A2/Aq) x 100) (figura 16). Ambos parametros sao
derivados da dureza e a variagao destes foi proporcional para todos os queijos
analisados (figuras 20 e 21). Assim como no parametro dureza, na
mastigabilidade e na gomosidade se revela diferenca estatistica entre os
tratamentos (p<0,05) somente no 7° dia de amostragem, enquanto nos demais
dias ndo se observa diferenca (p>0,05). Levando-se em conta a andlise
estatistica para a avaliagao de cada tratamento, é visto que para os queijos T1,
T2 e T3 ha diferenca estatistica (p<0,05) entre o dia 1 e 7 de amostragem,
tanto para mastigabilidade como para gomosidade (tabela 3), enquanto que
para os queijos T4 ndo é observada nenhuma variagdo estatistica para o nivel



de significancia de 5%. Assim como ocorreu com a dureza, os queijos T3
mostraram um maior aumento nos valores de gomosidade (significativo
também entre os dias 7 e 14 para p<0,05) conforme pode ser constatado na
figura 21.

A adesividade é a forca de oposicao ao retorno do prato de compressao
quando terminado a primeira sessdo e ha o retorno do prato para a posicao
original (FOX et al., 2000). Este atributo mede a adesdo do produto entre as
superficies paralelas da base do texturdbmetro e o prato de compressao e é
representado graficamente pela area negativa (As) (figura 16). Os perfis obtidos
para a adesividade estdo expostos na tabela 3, onde observa-se certa relacéao
com os valores obtidos para a elasticidade (figura 19). Na avaliagdo da anadlise
estatistica para este parametro, ndo é observada nenhuma diferenca entre as
datas de amostragem dentro dos tratamentos (p>0,05), e somente no 7° dia ha
diferenca entre os tratamentos (p<0,05), sendo que os queijos T4 sao diferentes

dos queijos T1 e T2 (tabela 3).

Mc Brearty et al. (2001) usaram as cepas de Bifidobacterium lactis e de B.
longum na fabricacao do queijo Cheddar e verificaram que para todos 0s queijos a
textura se demonstrou fraca (baixa dureza) e em particular para a cepa Bb-12 (B.
lactis) devido a rapida taxa de acidificacdo dada por esta, o que ainda ocasionou
aumento da umidade e perda das qualidades sensoriais do produto.

LEE e KLOSTEMEYER (2001) reportaram haver modificacbes nas
propriedades reoldgicas de queijos cremosos conjuntamente as mudangas no pH,
sendo que os queijos ficam mais quebradi¢cos ao pH 5.0, semi-solidos ao pH 5.4 e
mecanicamente semelhantes a uma solucao diluida a pH 6.0. Os autores também
atribuem estas mudancas nas propriedades reoldgicas aos efeitos das interacdes
entre cargas, com um possivel aumento na repulsédo entre as proteinas do sistema

quando do aumento do pH dos queijos.

4.6. Anélise sensorial

O desenvolvimento de aroma e sabor nos queijos € resultado da quebra de

componentes do leite por enzimas, sejam estas de microrganismos ou



provenientes do coalho, que resultam na produgdo de compostos volateis e ndo
volateis. Além do mais, as enzimas provenientes de bactérias laticas usadas no
processo de fabricagdo dos queijos, sdo responsaveis pela formagdo de muitos
dos compostos essenciais ao aroma e sabor dos queijos (EL SODA et al. 2000).

A protedlise € um dos maiores eventos bioquimicos responsaveis pelo
desenvolvimento de aroma e sabor durante a maturacdo de queijos. Outros
processos enzimaticos também estdo envolvidos como a lipdlise e as
fermentacdes laticas e propibnicas (FOX et al.,, 2000). A extensdo do
desenvolvimento de caracteristicas de textura e organolépticas conferidas pelas
bactérias laticas dependem do potencial enzimatico das bactérias usadas na
fabricacdo do queijo. Existem grandes diferencas na expressao de proteinases,
peptidases e esterases entre diferentes géneros, espécies e cepas de bactérias
laticas diferentes (AMARITA et al., 2001).

Conforme descrito em material e métodos, a analise sensorial dos queijos no
presente trabalho foi realizada no 7° dia e foi conduzida segundo o delineamento
de ordenagdo em blocos casualizados com 40 provadores ndo treinados,
empregando-se aceitacao/preferéncia. Os provadores utilizaram questionério
fornecido (anexo Il), onde solicitou-se para ordenar em primeiro lugar a amostra de
melhor sabor (valor 1) e em ultimo a de pior sabor (valor 4), ndo podendo haver
repeticao dos valores (SHIROSE & MORI, 1994; LAWLEES & HEYMANN, 1999).

Os provadores foram selecionados com base no interesse em participar da

andlise sensorial e em habitos de consumo de queijo Minas frescal.

Com relacdo a avaliagdo sensorial realizada, na aplicagdo do teste nao
paramétrico de Friedman, quando o valor da estatistica x supera o valor do qui-
quadrado tabelado, isto &, xo > % conclui-se que pelo menos dois queijos diferem
entre si quanto ao sabor (SHIROSE & MORI, 1994).

A amostra referente ao queijo controle (T1) recebeu 13 notas 1 e 10 notas 4, o
queijo T2 recebeu 10 notas 1 e 10 notas 4, o queijo T3 9 notas 1 e 10 notas 4
enquanto que o queijo T4 recebeu 8 notas 1 e também 10 notas 4 pelo painel de

provadores. Na somatéria de notas, os resultados obtidos foram 97 para a amostra



controle, 98 para a amostra de queijo T2, 102 para o queijo T3 e 103 para o queijo
T4.

Na verificacdo estatistica dos dados, obteve-se um yo de Friedman = 0,39,
sendo que foram 3 graus de liberdade e um y? tabelado = 7,815. Logo, o < x° =
nao significativo. Assim, os quatro tratamentos de queijo estudados néo

apresentaram diferengas significativas no sabor.

BREARTY et al., (2001) relataram que para o queijo Cheddar, o uso de
Bifidobacterium lactis Bb-12 associado a cultura iniciadora Lactococcus lactis
subsp. cremoris mostrou caracteristicas sensoriais melhores quando comparados
ao queijo controle, além de ter atingido as caracteristicas de queijo Cheddar
maturado mais precocemente. Influencia como esta ndo foi detectada neste
trabalho, até porque o queijo Minas frescal ndao sofre o processo de maturacéo,
nao dependendo, portanto, de processos como protedlise e lipdlise para adquirir

caracteristicas tipicas do produto.

MARTINEZ-CUESTA et al. (2001) avaliaram o uso da cepa IFPL731 de
Lactobacillus casei como coadjuvante na fabricacdo de queijos semi-duros e
concluiram que o metabolismo deste microrganismo exerceu uma influéncia
importante sobre o desenvolvimento de bom aroma e sabor, devido a produgéo de
4cidos graxos de cadeia curta por acdo de esterases. MENENDEZ et al. (2000)
testaram o uso de diferentes cepas de lactobacilos frente ao queijo espanhol
Arzua-Ulloa controle fabricado com cepas de Lactococcus sp. Os autores
relataram que na andlise sensorial dos produtos, os queijos com lactobacilos
revelaram sabor acido mais pronunciado, assim como o aroma de manteiga e de
iogurte. Entretanto, segundo os autores, os queijos controle apresentaram maior
adstringéncia e sabor amargo.



5. CONCLUSOES

Os queijos produzidos com a adicdo das -culturas probitdticas de
Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium lactis revelaram contagens que
variaram, respectivamente, de 6 a 6,48 log UFC/g e de 5,84 a 6,41 log
UFC/g ao longo dos 21 dias de armazenamento do produto a 5°C. Os
perfis das curvas de crescimento dos microrganismos probibticos
mostraram-se ligeiramente mais favoraveis nos queijos produzidos com os

probidticos em co-cultura.

Mesmo com altos valores de umidade, atividade de agua e pH, os queijos
probidticos estudados apresentaram maior protecao contra a multiplicacao
de bactérias indicadoras quando comparados aos queijos controle. Foi
observado o controle de coliformes nos queijos com Bifidobacterium lactis
e/ou Lactobacillus acidophilus e o controle de Staphylococcus spp., nos

queijos com L. acidophilus.

Quanto aos parametros de textura, a dureza, que € o atributo de maior
importancia, mostrou comportamento linear com tendéncia a aumento nos
valores ao longo do armazenamento dos queijos. Os queijos processados
com Bifidobacterium lactis revelaram um aumento significativo (p<0,05) da
dureza ao longo do armazenamento, enquanto que 0s queijos com L.
acidophilus e o queijo controle somente mostraram aumento significativo
dos valores da dureza no 7° dia de amostragem. A coesividade, a
elasticidade e a adesividade mostraram-se estatisticamente iguais (p>0,05)
em todas as datas de amostragem em todos o0s queijos.

Na andlise sensorial, os queijos probibdticos estudados n&o revelaram
diferengas entre si e em relagcao ao queijo controle.

Os queijos adicionados de Lactobacillus acidophilus + Bifidobacterium
lactis (T4) foram os queijos de maior estabilidade ao longo do



armazenamento quando consideradas todas as variagdes significativas
ocorridas neste prazo, tendo apresentado apenas 4 variagdes significativas
ao longo dos 21 dias de estocagem a 5°C conforme quadro descritivo
resumido abaixo. O queijo Minas frescal mostrou-se bom veiculo para as
cepas probidticas de Lactobacillus acidophilus e de Bifidobacterium lactis,

particularmente quando em co-cultura.



Queijos

T1

T2

T3

T4

Parametro \ Semanas

3

3

Umidade
Atividade de agua
pH

Acidez

Dureza
Coesividade
Elasticidade
Mastigabilidade
Gomosidade
Adesividade

B. laticas totais
Staphylococcus spp.
Coliformes totais

x

x

Total

11

T1 = queijo controle,

T2 = queijo com Lactobacillus acidophilus

T3 = queijo com Bifidobacterium lactis

T4 = queijo com Lactobacillus acidophilus + Bifidobacterium lactis



6. Tabelas

Tabela 1. Mediana (M) e semi-amplitude total (SA) do rendimento, umidade, atividade de dgua, pH e acidez segundo tratamento* e dia de amostragem**, ao longo do

armazenamento dos queijos sob refrigeracéo.

Rendimento Umidade Atividade de agua pH Acidez
Queijos  Dias M (SA) M (SA) M (SA) M (SA) M (SA)

P 0,229 (0,013) a

1 0,681 (0,018) aB 0,990 (0,004) aB 6,235 (0,295) aAB 0,009 (0,003) aA
T1 7 0,666 (0,009) aA 0,986 (0,007) aB 6,285 (0,245) aB 0,010 (0,004) aA

14 0,640 (0,014) aA 0,988 (0,006) aB 6,205 (0,165) aAB 0,017 (0,016) aB

21 0,635 (0,007) aA 0,982 (0,006) aA 5,790 (0,330) aA 0,024 (0,015) aC

P 0,224 (0,007) a

1 0,681 (0,026) aC 0,989 (0,004) aB 6,790 (0,410) aB 0,009 (0,002) aA
T2 7 0,669 (0,023) aB 0,986 (0,006) aB 6,695 (0,370) aB 0,013 (0,003) aB

14 0,647 (0,013) aB 0,984 (0,003) aB 6,545 (0,320) aB 0,016 (0,002) aB

21 0,621 (0,013) aA 0,980 (0,002) aA 6,315 (0,815) aA 0,020 (0,020) aC

P 0,232 (0,010) a

1 0,693 (0,015) aC 0,984 (0,004) aA 6,490 (0,455) aA 0,015 (0,018) aA
T3 7 0,660 (0,020) aB 0,978 (0,009) aA 6,395 (0,360) aA 0,017 (0,004) aA

14 0,648 (0,022) aA 0,978 (0,009) aA 6,185 (0,425) aA 0,016 (0,004) aA

21 0,634 (0,018) aA 0,979 (0,007) aA 6,390 (0,600) aA 0,015 (0,005) aA

P 0,222 (0,008) a

1 0,677 (0,010) aC 0,988 (0,005) aA 6,400 (0,265) aA 0,010 (0,004) aA
T4 7 0,654 (0,026) aB 0,986 (0,007) aA 6,535 (0,360) aA 0,013 (0,003) aA

14 0,646 (0,014) aA 0,983 (0,008) aA 6,510 (0,445) aA 0,015 (0,008) aA

21 0,632 (0,004) aA 0,986 (0,008) aA 6,315 (0,360) aA 0,020 (0,008) aA




Tabela 2. Mediana (M) e semi-amplitude total (SA) da populagdo de Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium lactis, Bactérias laticas totais,
Staphylococcus spp. e coliformes totais segundo tratamento* e dia de amostragem™*, ao longo do armazenamento dos queijos sob refrigeragao.

L. acidophilus B. lactis B. laticas totais Staphylococcus spp. Coliformes totais
Queijos Dias M (SA) M (SA) M (SA) M (SA) M (SA)
L 3,755 (0,281) aA 1,855 (0,130) aA 0,800 (0,141) aA
P 5,600 (0,447) aA 1,150 (0,363) aA 0,800 (0,231) aA
T1 1 6,850 (0,235) aB 2,840 (0,111) aA 0,650 (0,212) aA
7 6,890 (0,264) aB 3,320 (0,066) aA 3,135 (0,832) aB
14 6,975 (0,182) aB 4,320 (0,072) aA 2,010 (0,661) aB
21 7,480 (0,111) aB 5,655 (0,471) aA 5,700 (0,403) aC
L 4,455 (0,780) aA 2,440 (0,145) aA 0,000 (0,000) aA
P 6,280 (0,340) aA 6,625 (0,885) aA 2,540 (0,260) aA 0,000 (0,800) aA
To 1 6,170 (0,375) aA 6,360 (0,795) aA 2,480 (0,300) aA 0,000 (1,150) aA
7 5,990 (0,370) aA 6,290 (1,240) aA 2,795 (0,575) aA 0,500 (0,500) aA
14 6,165 (0,440) aA 7,105 (1,080) aA 3,545 (0,086) aA 0,850 (1,130) aA
21 5,980 (0,435) aA 7,145 (1,445) aA 3,500 (1,390) aA 2,490 (1,725) aA
L 4,510 (1,500) aA 1,960 (1,240) aA 0,000 (0,650) aA
P 5,815 (0,370) aA 7,230 (0,500) aA 0,390 (1,425) aA 0,000 (0,000) aA
T3 1 5,810 (0,125) aA 7,190 (0,090) aA 2,775 (0,475) aB 0,890 (1,295) aA
7 5,815 (0,290) aA 7,200 (1,020) aA 3,070 (0,650) aC 1,295 (1,975) aA
14 6,445 (0,445) bA 7,435 (2,215) aA 4,100 (0,184) aC 0,500 (2,975) aA
21 5,965 (0,730) aA 7,455 (0,820) aA 4,120 (1,765) aC 1,115 (3,445) aA
L 3,895 (1,100) aA 2,550 (1,745) aA 0,000 (0,300) aA
P 6,300 (0,215) bA 5,905 (0,400) bA 6,855 (1,215) aB 2,300 (1,300) aA 0,500 (0,890) aA
Ta 1 6,205 (0,180) bA 5,870 (0,160) bA 6,850 (0,885) aB 3,100 (0,450) aA 1,150 (0,390) aA
7 6,170 (0,285) bA 5,975 (0,075) bA 6,770 (1,250) aB 2,725 (1,815) aA 2,570 (2,115) aA
14 6,320 (0,650) bA 6,120 (0,375) aA 7,555 (0,885) aB 3,230 (1,400) aA 2,370 (2,670) aA
21 6,560 (0,295) bA 6,365 (0,680) bA 7,300 (0,995) aB 3,140 (1,700) aA 2,915 (3,045) aA




Tabela 3. Mediana (M) e semi-amplitude total da (SA) dureza, coesividade, elasticidade, mastigabilidade, gomosidade e adesividade segundo

tratamento” e dia de amostragem™*, ao longo do armazenamento dos queijos sob refrigeracao.

Dureza (N) Coesividade Elasticidade Mastigabilidade (N) Gomosidade (N) Adesividade (N)
Queijos  Dias M (SA) M (SA) M (SA) M (SA) M (SA) M (SA)
1 2,200 (1,270) aA 0,720 (0,025) aA 0,900 (0,003) aA 1,415 (0,052) aA 157,095 (6,105) aA -0,085 (0,020) aA
T 7 2,815 (1,495) aB 0,765 (0,010) aA 0,900 (0,001) aA 1,955 (0,031) aB 216,870 (15,66) aB -0,115 (0,035) bA
14 3,200 (2,205) aB 0,780 (0,010) aA 0,890 (0,003) aA 2,235 (0,103) aB 250,745 (12,44) aB -0,145 (0,009) aA
21 3,300 (1,745) aB 0,775 (0,020) aA 0,895 (0,002) aA 2,290 (0,043) aB 254,915 (5,078) aB -0,100 (0,019) aA
1 2,480 (0,285) aA 0,740 (0,010) aA 0,900 (0,025) aA 1,636 (0,165) aA 182,610 (21,620) aA -0,095 (0,030) aA
T2 7 3,105 (0,220) bB 0,775 (0,020) aA 0,905 (0,015) aA 2,230 (0,145) abB 244,240 (17,085) bB -0,100 (0,020) bA
14 3,380 (0,340) aB 0,785 (0,020) aA 0,910 (0,010) aA 2,400 (0,200) aB 264,160 (21,835) aB -0,090 (0,030) aA
21 3,845 (0,915) aB 0,785 (0,050) aA 0,890 (0,010) aA 2,710 (0,745) aB 304,575 (85,340) aB -0,145 (0,097) aA
1 2,845 (0,435) aA 0,755 (0,005) aA 0,905 (0,005) aA 1,960 (0,310) aA 216,065 (34,645) aA -0,110 (0,005) aA
T3 7 3,250 (0,570) abB 0,770 (0,020) aB 0,905 (0,005) aA 2,240 (0,460) abB 247,905 (49,445) bB -0,130 (0,020) abA
14 3,865 (0,615) aC 0,790 (0,030) aB 0,895 (0,010) aA 2,760 (0,430) aB 306,765 (49,960) aC -0,130 (0,030) aA
21 4,415 (0,790) aC 0,795 (0,016) aB 0,890 (0,015) aA 3,160 (0,550) aB 351,190 (65,350) aC -0,150 (0,016) aA
1 2,390 (0,580) aA 0,735 (0,020) aA 0,905 (0,010) aA 1,580 (0,395) aA 174,730 (46,165) aA -0,100 (0,040) aA
Ta 7 3,515 (0,590) bB 0,770 (0,000) aB 0,895 (0,015) aA 2,380 (0,400) bA 269,550 (46,185) bA -0,155 (0,040) aA
14 3,605 (0,770) aB 0,780 (0,010) aB 0,895 (0,010) aA 2,535 (0,500) aA 283,005 (57,990) aA -0,145 (0,035) aA
21 3,965 (0,710) aB 0,780 (0,020) aB 0,890 (0,000) aA 2,770 (0,550) aA 311,075 (60,970) aA -0,160 (0,001) aA




7. FIGURAS
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FIGURA 2 - Valores médios dos rendimentos (n=4) obtidos para os diferentes

queijos estudados.




pH

pH
6,7 1 '\l\-
6’5 iy —e— T 1 - Controle
6,3 - -8 T2-la5
6,1 - —4—T3-Bb-12
T4-La-5+Bb-12

5,9 \ ‘ S

0 7 14 21

Armazenamento (dias)

FIGURA 4 - Valores médios de pH (n=4) obtidos para os diferentes queijos
estudados, durante o armazenamento a 5°C.
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FIGURA 5 - Valores médios de acidez titulavel (n=4) obtidos para os diferentes
queijos estudados, durante o armazenamento a 5°C. Os valores estdo expressos
em acido latico produzido.
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FIGURA 6 - Valores médios das populagbes de Lactobacillus acidophilus (n=4)
obtidos para os queijos adicionados de L. acidophilus (T2) e L. acidophilus + B.

lactis (T4) durante o processamento e armazenamento a 5°C.
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FIGURA 7 - Valores médios das populagbes de Bifidobacterium spp. (n=4) obtidos
para os queijos adicionados de B. lactis (T3) e L. acidophilus + B. lactis (T4)
durante o processamento e armazenamento a 5°C.

Dia 0 = leite Dia 0,5 = queijo em processamento.
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FIGURA 8 - Valores médios das populagdes de L. acidophilus e Bifidobacterium
spp. (n=4) obtidos para os queijos adicionados de L. acidophilus + B. lactis (T4)

durante o processamento e armazenamento sob refrigeragdo a 5°C.
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FIGURA 9 - Valores médios das populacées de bactérias laticas totais (n=4)
obtidos para os diferentes queijos estudados, durante o processamento e

armazenamento a 5°C.

Dia 0 = leite Dia 0,5 = queijo em processamento.
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FIGURA 10 - Valores médios das populagbes de Staphylococcus spp. (n=4)

obtidos para os diferentes queijos estudados, durante o processamento e
armazenamento a 5°C.
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FIGURA 11 - Valores médios das populagdes de coliformes totais (n=4) obtidos

para os diferentes queijos estudados durante o processamento e armazenamento
a 5°C.

Dia 0 = leite Dia 0,5 = queijo em processamento.
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FIGURA 12 - Valores médios das populagdes de bactérias laticas totais x bactérias
indicadoras (n=4) obtidos para os queijos controle (T1), durante o processamento
e armazenamento a 5°C.
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FIGURA 13 - Valores médios das populagdes de bactérias laticas totais x bactérias
indicadoras x bactérias probiéticas (n=4) obtidos para os queijos adicionados de L.
acidophilus (T2), durante o processamento e armazenamento a 5°C.

Dia 0 = leite Dia 0,5 = queijo em processamento.
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FIGURA 14 - Valores médios das populagdes de bactérias laticas totais x bactérias
indicadoras x microrganismos probidticos (n=4) obtidos para o0s queijos

adicionados de B. lactis (T3), durante o processamento e armazenamento a 5°C.
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FIGURA 15 - Valores médios das populagdes de bactérias laticas totais x bactérias
indicadoras x microrganismos probioticos (n=4) obtidos para o0s queijos
adicionados de L. acidophilus + B. lactis (T4), durante o processamento e

armazenamento a 5°C.

Dia 0 = leite Dia 0,5 = queijo em processamento.
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FIGURA 16 - Curva tipica de andlise do perfil de textura obtida para o queijo Minas
frescal empregando-se analisador de textura TA-XT2 (Stable Micro Systems).
A/A¢; Adesividade = Ag; Elasticidade = T,/Ty;
Mastigabilidade = H x (A2/A+) x (T2/T1) e Gomosidade = H x (A2/A+) x 100.
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FIGURA 17 - Valores médios de dureza obtidos para os diferentes queijos
estudados, durante o armazenamento a 5°C (n=4).
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FIGURA 18 - Valores médios de coesividade obtidos para os diferentes queijos
estudados, durante o armazenamento a 5°C (n=4).
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FIGURA 19 - Valores médios de elasticidade obtidos para os diferentes queijos
estudados, durante o armazenamento a 5°C (n=4).
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FIGURA 20 - Valores médios de mastigabilidade obtidos para os diferentes queijos
estudados, durante o armazenamento a 5°C (n=4).
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FIGURA 21 - Valores médios de gomosidade obtidos para os diferentes queijos
estudados, durante o armazenamento a 5°C (n=4).
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9. ANEXO | — Formulacdo dos meios de cultura para bactérias probioticas

Preparacdo do agar MRS-IM — Lactobacillus acidophilus (de acordo com Christian Hansen)

THPIONA e 10,09
Extrato de levedura ..........ccooiiiiiiiiiii e, 5049
TWEEN 80 et 1,09
Dipotéssio hidrogenofosfato ............cc.cooviviiiiiininiiiiinn, 2649
Saédio acetato tri-hidrato ... 5,049
Di-amonio hidrogeno Citrato .........coovvviiiiiiiiiiicee 20g9
Magnésio sulfato hepta-hidrato ............ccooveiiiiiiiininnnnnn, 0,29
Manganés (ll) sulfato mono-hidrato ............c.c.coiviinenin. 0,05¢
Agar Bacteriol8giCo ..........cccuueeeeeeeeee e, 13,09

Suspender os ingredientes em 1000 mL de agua destilada. Ferver o meio até
dissolucéo total. Distribuir em frascos e esterilizar em autoclave a 121°C por 15
minutos. Esfriar a 47°C+1°C e adicionar 100 mL de solugdo de maltose a 20%
estéril.



Preparacdo do agar MRS-IM — Bifidobacterium lactis (de acordo com Christian Hansen)

THPIONA e 10,09
Extrato de levedura .........ooviiiiiiiii 50¢9
TWEEN 8O0 .o 1,09
Di-potéassio hidrogenofosfato ............ccooeviiiiiii e 2649
Saédio acetato tri-hidrato ... 5,049
Di-aménio hidrogeno Citrato .........ccccvvvieiiiiiiiiiiieeeen 20g9
Magnésio sulfato hepta-hidrato ............cooeveiiiiiiiinnnn, 0,2¢g
Manganés (Il) sulfato mono-hidrato ............ccccooeiiiniiiinn. 0,059
Agar Bacteriol6gico .........cc..eeeeueeeeeee e 13,09

Suspender os ingredientes em 1000 mL de agua destilada. Ferver o meio até
dissolucéo total. Distribuir em frascos e esterilizar em autoclave a 121°C por 15
minutos. Esfriar a 47°C + 1°C e adicionar 100 mL de solucédo de glicose a 20%

estéril.

Adicionar solugdes A (5mL/1000mL meio), B (10ml/1000mI meio), C
(5mL/1000mL meio) previamente filtradas em filtro Sterifil®-D HA 0.45um (Milipore,

Sao Paulo, Sp, Brasil), anteriormente ao plagueamento a temperatura de + 48 °C.

Solucao A — Dichloxallin 10 mg — (Sigma D-9016) diluido em agua destilada g.s.p.
100mL.

Solugédo B — Cloreto de litio 2 g — (Merck No. 5679) diluido em 18 g de agua
destilada.

Solugédo C — Hidroclorido de cisteina 10 g — (Merck No. 2839) diluido em &agua
destilada g.s.p. 100mL.



10. ANEXO Il — MODELO DO QUESTIONARIO DE ANALISE SENSORIAL

ANALISE SENSORIAL DE QUEIJO MINAS FRESCAL

Nome:
Data: [/ /
Instrucdes:

Experimente as amostras e expresse a sua preferéncia global da seguinte maneira:

(1) para a melhor amostra;
(2) para a amostra intermediaria boa;
(3) para a amostra intermediaria ruim;

(4) para a pior amostra.

Codigo da amostra 238 401
685 729

Valor atribuido

Observagoes:




