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RESUMO

Probiéticos sdo microrganismos vivos que, quando administrados em
quantidades adequadas, conferem beneficios a saude do hospedeiro. Prebibticos
sdo carboidratos ndo digeriveis que afetam beneficamente o hospedeiro, por
estimularem seletivamente a proliferacdo e/ou atividade de populacbes de
bactérias desejaveis no célon. Um produto referido como simbiético € aquele no
qual um probidtico e um prebiodtico estdo combinados. O presente trabalho visou
estudar a viabilidade da obtencéo de queijo fresco cremoso simbiédtico processado
com a adicdo de uma cultura probiética de Lactobacillus paracasei subsp.
paracasei (LBC 82) e do ingrediente prebidtico inulina.

Trés tratamentos de queijo fresco cremoso foram produzidos (5 repeticdes de
cada um): T1 (probidtico) - com Streptococcus thermophilus + Lactobacillus
paracasei; T2 (simbibtico) - com St. thermophilus + L. paracasei + inulina; T3
(controle) - somente com St. thermophilus. As contagens de L. paracasei, St.
thermophilus, bactérias laticas, coliformes, Escherichia coli, Staphylococcus spp.,
Staphylococcus DNAse positivos, bolores e leveduras e as andlises de pH, acidez
titulavel, umidade, atividade de agua e perfil de textura (dupla compressao, em
analisador de textura TA-XT2), além da determinagdo do teor de frutanos dos
queijos T2, foram realizadas até 21 dias de armazenamento dos produtos a 4+1
°C. Os queijos também foram comparados através de avaliagdo sensorial apds 7
dias de armazenamento, empregando-se o teste de ordenacao-preferéncia.

Nao foram detectadas diferencas significativas entre os queijos T1, T2 e T3
para acidez titulavel, umidade e atividade de agua (p>0,05). As contagens de St.
thermophilus permaneceram constantes, proximas a 9,5 log ufc/g, em T1, T2 e
T3. A viabilidade de L. paracasei foi suficiente para caracterizar os queijos T1 e
T2 como potencialmente probibticos, apresentando populacées sempre acima de
7 log ufc/g. Os niveis de contaminagdo estiveram sempre abaixo dos limites
exigidos pela legislacao brasileira (exceto para Staphylococcus DNAse positivos
em uma amostra dos queijos T3 ao 1° dia) e E. coli ndo foi detectado.

A presenca de inulina nos queijos T2 ndo alterou significativamente o perfil de
textura (p>0,05). Nao houve variacao significativa no teor de frutanos dos queijos
T2 durante o armazenamento (p>0,05), permanecendo sempre superior a 79 /
100g. Os queijos T1 apresentaram a menor preferéncia na analise sensorial e
diferiram significativamente de T2 e T3 (p<0,05), devido ao sabor acido, de acordo
com os provadores. Por outro lado, T2 foi o preferido, porém, nao diferindo
significativamente de T3 (p>0,05). A adicdo de inulina ao queijo fresco cremoso
produzido com a adicdo de uma cepa potencialmente probiodtica de Lactobacillus
paracasei resultou em um produto com caracteristicas adequadas e com
propriedades funcionais agregadas.



ABSTRACT

Probiotics are live microorganisms that, when administered in adequate
amounts, confer a health benefit on the host. Prebiotics are nondigestible
carbohydrates that beneficially affect the host by selectively stimulating the growth
and/or activity of a limited number of bacteria present in the colon. A product
referred as synbiotic is one in which probiotics and prebiotics are combined. The
present research aimed to study the viability of obtaining a synbiotic fresh cream
cheese produced with the addition of a probiotic culture of Lactobacillus paracasei
subsp. paracasei (LBC 82) and of the prebiotic ingredient inulin.

Three fresh cream cheese-making trials were produced (5 repetitions of each
one): T1 (probiotic) — with Streptococcus thermophilus + Lactobacillus paracasei;
T2 (synbiotic) — with St. thermophilus + L. paracasei + inulin; T3 (control) — only
with St. thermophilus. Counts of L. paracasei, St. thermophilus, lactic acid
bacteria, coliforms, Escherichia coli, Staphylococcus spp., DNAse-positive
Staphylococcus, yeasts and moulds, and analysis of pH, titratable acidity, moisture
content, water activity and texture profile (two-bite compression tests, employing a
TA-XT2 texture analyser), besides determination of fructan content in cheeses T2,
proceeded up to 21 days of storage of the products at 4+1°C. Cheeses were also
compared through sensory evaluation after 7 days of storage, using preference-
ranking test.

No significant differences were detected between cheeses T1, T2 and T3 for
titratable acidity, moisture content and water activity (P>0.05). Counts of St
thermophilus remained constant, around 9.5 log cfu/g, in cheeses T1, T2 and T3.
Viability of L. paracasei was enough to characterize cheeses T1 and T2 as
potentially probiotic, and counts were always above 7 log cfu/g. Contamination
levels were always bellow the recommended by Brazilian regulatory standards
(except for a DNAse positive Staphylococcus sample of cheeses T3 at day 1), and
E. coli was never detected. L. paracasei inhibited the growth of coliforms,
Staphylococcus spp. and DNAse-positive Staphylococcus significantly (P<0.05) in
cheeses T1 and T2.

The presence of inulin in cheeses T2 did not alter the texture profile
significantly (P>0.05). No significant changes in the fructan content during storage
were observed (P>0.05), and it remained always above 7 g / 100 g. Cheeses T1
were the least preferred in the sensory evaluation and differed significantly from
T2 and T3 (P<0.05), due to acidic taste, according to panelists. On the other hand,
T2 was the most preferred one, though not significantly different from T3 (P>0.05).
The addition of the prebiotic ingredient inulin to fresh cream cheese produced with
a potentially probiotic Lactobacillus paracasei strain resulted in a product with
appropriate features and with aggregated functional properties.



1. INTRODUCAO

1.1. Alimentos funcionais

Além de prover nutricdo, a alimentagdo também pode modular varias funcoes
no corpo humano que séo relevantes a saude (ROBERFROID, 1999a). A saude
publica freqiientemente utiliza-se da alimentacdo como estratégia de manutencao
da saude, estratégia esta voltada a prevencéo do inicio precoce de desordens
gastrintestinais, doencas cronicas como doencgas cardiovasculares, cancer e
osteoporose, bem como a promocdo de um envelhecimento mais saudavel
(MATTILA-SANDHOLM et al., 2002). Considera-se que a dieta pode possuir um
desempenho significativo se contribuir para a modulacao de varias funcées do
organismo (KORHONEN, 2002). O conceito de nutricdo enfatiza 0 uso promissor
dos alimentos para promover o bem-estar, a melhor saude e a reducdo do risco
de doencas, conceitos que se tornaram populares entre os consumidores
(ROBERFROID, 1999a).

Os consumidores estao mais informados e conscientes sobre assuntos ligados
a alimentacdo e a saude. Assim, eles estdo interessados em alimentos que
provéem beneficios a saude e esperam que esses alimentos sejam convenientes,
acessiveis e com sabor agradavel (NINESS, 1999).

O aumento da demanda por alimentos “saudaveis” esta estimulando
inovacdes e o desenvolvimento de novos produtos na industria de alimentos
mundial (MATTILA-SANDHOLM et al., 2002). Com as evidéncias crescentes dos
efeitos benéficos de certos componentes bioativos do leite e de ingredientes
desejaveis especificos adicionados aos produtos lacteos, o mercado desses
alimentos estd se tornando o maior condutor da industria de laticinios
internacional (JELEN & LUTZ, 1998). Os alimentos funcionais sdo definidos como
quaisquer alimentos ou ingredientes alimentares capazes de promover beneficios
a saude além de possuirem os nutrientes ja tradicionais (HALSTED, 2003). Essa
promocao se da por mecanismo nao previsto pela nutricio convencional
(SANDERS, 1998).

A suplementacdo de componentes com atividade reconhecidamente benéfica
a saude, como calcio e vitaminas, constituiam os alimentos funcionais de primeira

geracao. Posteriormente, esse conceito voltou-se principalmente para aditivos



alimentares que podem exercer efeito benéfico sobre a composicdo da microbiota
intestinal - os probidticos e os prebidticos (ZIEMER & GIBSON, 1998).

1.2. Probiéticos — mecanismos de acao, efeitos benéficos, viabilidade e
fatores relacionados

A microbiota intestinal é definida como a microbiota normal que conserva e
promove 0 bem estar e a auséncia de doencgas, especialmente do trato
gastrintestinal. A correcdao das propriedades da microbiota autéctone
desbalanceada constitui a racionalidade da terapia por probiéticos (ISOLAURI et
al., 2004). O conhecimento da microbiota intestinal e suas interagdes levaram ao
desenvolvimento de estratégias alimentares objetivando a manutencédo e o
estimulo das bactérias normais ali presentes (GIBSON & FULLER, 2000).

Segundo CRITTENDEN (1999), é possivel aumentar o numero de
microrganismos promotores da saude no trato gastrintestinal (TGI) através da
introducdo de probioticos pela alimentacdo ou com o consumo de suplemento
alimentar prebiotico, que vai modificar seletivamente a composi¢cao da microbiota,
fornecendo ao probibdtico vantagem competitiva sobre outras bactérias do
ecossistema.

Os probioticos eram classicamente definidos como suplementos alimentares a
base de microrganismos vivos que afetam beneficamente o animal hospedeiro,
promovendo o balanco de sua microbiota intestinal (FULLER, 1989; MATTILA-
SANDHOLM et al., 2002). Diversas outras definicbes de probiéticos foram
publicadas nos Uultimos anos (SANDERS, 2003). Entretanto, a definicao
atualmente aceita internacionalmente é que eles sdo microrganismos Vivos,
administrados em quantidades adequadas, que conferem beneficios a saude do
hospedeiro (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF UNITED
NATIONS; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2001; SANDERS, 2003).

FULLER (1989) enumerou trés possiveis mecanismos de atuagdo dos
probidticos: i) a supressdo do numero de células viaveis através da producao de
compostos com atividade antimicrobiana, da competicdo por nutrientes e por
sitios de adesao; ii) a alteragcdo do metabolismo microbiano, através do aumento

ou da diminuicdo da atividade enzimatica; iii) o estimulo da imunidade do



hospedeiro, através do aumento dos niveis de anticorpos e o aumento da
atividade dos macréfagos.

Um microrganismo probi6tico deve sobreviver as condicbes adversas do
estbmago e colonizar o intestino (ZIEMER & GIBSON, 1998; LEE et al., 1999). A
microbiota intestinal exerce influéncia consideravel sobre uma série de reacoes
biogquimicas do hospedeiro. Paralelamente, quando em equilibrio, impede que
microrganismos potencialmente patogénicos nela presentes exercam seus
efeitos. Por outro lado, o desequilibrio dessa microbiota pode resultar na
proliferacdo de patdgenos, com conseqglente infeccdo bacteriana (ZIEMER &
GIBSON, 1998).

Os beneficios a saude do hospedeiro atribuidos a ingestdo de culturas
probibticas que mais se destacam sao: promocao da resisténcia gastrintestinal a
colonizagdo por patégenos; controle da microbiota intestinal; estabilizacdo da
microbiota intestinal apdés o uso de antibiéticos; diminuicdo da populacdo de
patdgenos através da producéo de acidos acético e latico, de bacteriocinas e de
outros compostos antimicrobianos; promocdo da digestdo da lactose em
individuos intolerantes a lactose; aumento da absor¢cdo de minerais; producéao de
vitaminas; alivio da constipagao; reducao da atividade ulcerativa de Helicobacter
pylori; estimulagédo do sistema imune; prevencao de infeccbes urogenitais; efeitos
inibitérios sobre a mutagenicidade; efeitos anti-carcinogénicos — como a reducao
do risco de cancer de célon; diminuicdo do risco de doenca cardiovascular;
reducdo dos niveis séricos de colesterol; efeitos anti-hipertensivos (SHAH &
LANKAPUTHRA, 1997; CHARTERIS et al, 1998; JELEN & LUTZ, 1998;
KLAENHAMMER, 2001; TUOHY et al., 2003).

A selecdao de bactérias probidticas tem como base o0s seguintes critérios
preferenciais: 0 género ao qual pertence a bactéria ser de origem humana, a
estabilidade frente a acido e a bile, a capacidade de aderir a mucosa intestinal, a
capacidade de colonizar, ao menos temporariamente, o trato gastrintestinal
humano, a capacidade de produzir compostos antimicrobianos e ser
metabolicamente ativo no intestino. Ainda inclui a seguranca para uso humano,
ter histérico de ndo patogenicidade e ndo devem estar associadas a outras
doencas tais como endocardite, além da auséncia de genes determinantes da
resisténcia aos antibioticos (COLLINS et al., 1998; LEE et al., 1999; SAARELA et
al., 2000; OLIVEIRA et al., 2002).



Bactérias pertencentes aos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium sao mais
freqientemente empregadas como suplementos probidticos para alimentos. Tais
bactérias tém sido isoladas de todas as porcdes do trato gastrintestinal do
humano saudavel, possuindo efeito protetor. O ileo terminal e o célon parecem
ser, respectivamente, o local de preferéncia para colonizacdo intestinal dos
lactobacilos e bifidobactérias (CHARTERIS et al., 1998; BIELECKA et al., 2002).
Entretanto, deve ser salientado que o efeito de uma bactéria é especifico para
cada cepa, ndo podendo ser extrapolado, inclusive para outras cepas da mesma
espécie (GUARNER & MALAGELADA, 2003).

Uma selecdo adequada de cepas deve ser conduzida para o processamento
de produtos lacteos probiéticos (VINDEROLA & REINHEIMER, 2003). A
sobrevivéncia das bactérias probidticas no produto alimenticio é fundamental,
necessitando alcancar populacdes suficientemente elevadas, tipicamente acima
de 10° unidades formadoras de colénias (ufc)/ml para ser de importancia
fisiolégica ao consumidor (JELEN & LUTZ, 1998). O consumo de quantidades
adequadas dos microrganismos probiéticos desejados nos bioprodutos (10° a 10™
ufc/100g de produto) sdo suficientes para a manutencéo das concentracdes ativas
fisiologicamente (quantidade intestinal de 10° a 107 ufc/g) in vivo (CHARTERIS et
al., 1998).

Produtos de leite fermentado contendo Lactobacillus e Bifidobacterium s&o um
grupo de bioprodutos microbiologicamente sensiveis. Em particular, a viabilidade
dos membros de ambas as espécies de microrganismos diminui marcadamente
durante o armazenamento refrigerado, particularmente devido ao baixo pH do
produto (CHARTERIS et al., 1998). No trato gastrintestinal, por sua vez, os efeitos
da presenca de bifidobactéria sdo dependentes da sua viabilidade e atividade
metabdlica, sendo potencializados pela presenca de carboidratos complexos e de
fatores bifidogénicos, também denominados prebioticos (JELEN & LUTZ, 1998).

1.3. Grupo Lactobacillus casei

O grupo Lactobacillus casei compreende bactérias laticas fenotipicamente e
geneticamente heterogéneas, envolvendo as espécies Lactobacillus casei,
Lactobacillus paracasei, Lactobacillus zeae e Lactobacillus rhamnosus, que sao
lactobacilos homofermentativos tipicamente do hospedeiro humano (FELIS et al.



2001; HOLZAPFEL & SCHILLINGER, 2002). As espécies Lactobacillus casei /
paracasei tém sido amplamente estudadas com relacdo a suas propriedades
promotoras a saude, sendo freqiientemente empregadas como probiéticos ou em
culturas mistas nas industrias de alimentos (STILES & HOLZAPFEL, 1997;
STANTON, 1998; FELIS et al., 2001; ITSARANUWAT et al., 2003; MEDICI et al.,
2004).

Varios tipos de alimentos tém sido estudados como veiculo para a
incorporacao de cepas do grupo Lactobacillus casei, entre os quais iogurtes e
leites fermentados (KRISTO et al, 2003), queijos (GARDINER et al, 1998;
VINDEROLA et al., 2000; MENENDEZ et al., 2000), produtos ndo lacteos e sem
fermentacdo (HEENAN et al.,, 2004) e frutas para aplicacdo em alimentos
processados (KOURKOUTAS et al., 2005).

Apesar da importancia para a industria de alimentos, a taxonomia do grupo
Lactobacillus casei ainda permanece confusa (FELIS et al., 2001). Os estudos de
homologia de DNA realizados por COLLINS et al. (1989) ocasionaram a
reclassificacdo da maioria das cepas referéncias de Lactobacillus casei subsp.
casei, Lactobacillus casei subsp. alactosus e Lactobacillus casei subsp.
pseudoplantarum como Lactobacillus paracasei. Entretanto, varios autores,
baseados em novos estudos de relacionamento filogenético, defendem a rejeicao
da denominacao Lactobacillus paracasei em substituicio pela antiga
nomenclatura (DICKS et al., 1996; FELIS et al., 2001; DELLAGLIO et al., 2002).

Varios trabalhos foram conduzidos para melhor caracterizar os efeitos
funcionais in vivo de cepas pertencentes ao grupo Lactobacillus casei. Os efeitos
atribuidos especificamente a essas bactérias estdo relacionados a protecao
contra agentes infecciosos pela diminuicAo da colonizagdo intestinal por
patégenos (CANO & PERDIGON, 2003), ativacdo das imunidades local e
sistémica (HORI et al., 2002), reducao dos sinais clinicos de diarréia por rotavirus
(GUERIN-DANAN et al., 2001), diminuicdo da fermentagdo proteolitica intestinal
(GUERIN-DANAN et al., 1998), diminuicdo dos niveis de triglicérides séricos e
colesterol (MINELLI et al., 2004) e reducao do risco de cancer (OUWEHAND et
al., 1999; ITSARUNUWAT et al., 2003).



1.4. Prebioticos — definicao e efeitos benéficos

Prebioticos sdo componentes alimentares nao digeriveis que chegam ao colon
e estimulam seletivamente a proliferacao ou atividade de populacbes de bactérias
desejaveis deste local (MATTILA-SANDHOLM et al., 2002). Esses componentes
atuam mais freqlientemente no intestino grosso, embora eles possam ter também
algum impacto nos microrganismos do intestino delgado (GILLILAND, 2001).

Os ingredientes dos alimentos classificados como prebiéticos geralmente
exibem as seguintes caracteristicas: limitada hidrolise e absor¢dao no trato
gastrintestinal superior; estimulacdo seletiva da multiplicagdo das bactérias
benéficas no célon; potencial para reprimir patégenos e limitar viruléncia por
processos como a imunoestimulacdo e o estimulo da microbiota benéfica que
promove a resisténcia a colonizacao por patégenos (KLAENHAMMER, 2001). Por
outro lado, apesar da existéncia de evidéncias preliminares sobre o efeito
hipotrigliceridémico desses ingredientes, o mecanismo de acao dos prebiodticos
sobre o metabolismo lipidico de humanos ainda nao foi elucidado (PEREIRA &
GIBSON, 2002).

Os prebidticos compreendem alguns oligossacarideos, especialmente fruto-
oligossacarideos, que preferencialmente promovem a multiplicacdo de
bifidobactérias no intestino grosso (BIELECKA et al., 2002). Através da alteracao
na composigao gastrintestinal e no metabolismo, o prebibtico pode induzir efeitos
sistémicos benéficos a saude (CRITTENDEN, 1999).

Dentre os prebidticos que tém recebido maior atencéo, destacam-se a inulina
e os oligossacarideos, especialmente os fruto-oligossacarideos (FOS) como a
oligofrutose. Os frutanos tipo inulina tém sido os mais investigados (FOOKS et al.,
1999; GILLILAND, 2001). Frutanos sao oligo- ou polissacarideos de frutose
presentes em varias espécies vegetais como carboidratos de reserva
(CERANTOLA et al., 2004). Bifidobactérias fermentam seletivamente os frutanos,
preferencialmente a outras fontes de carboidratos como o amido, a frutose, a
pectina ou a polidextrose (FOOKS et al., 1999).

1.5. Inulina e oligofrutose

A inulina e a oligofrutose tém sido denominadas prebibticos, por serem

ingredientes alimentares nao digeriveis que estimulam seletivamente a



multiplicacdo e/ou atividade de bifidobactérias na microbiota do cdélon
(ROBERFROID, 1999a; NINESS, 1999). As bifidobactérias podem hidrolisar estes
frutanos e utiliza-los como fonte de energia para promover a sua multiplicacao. A
fermentacdo dessas fibras sollveis no intestino grosso resulta na producao de
lactato e de acidos carboxilicos de cadeia curta (acidos acético, propidnico e
butirico), que sao importantes para o metabolismo lipidico do hospedeiro
(GILLILAND, 2001; ROBERFROID, 2002). Esses ingredientes sao
freqientemente utilizados em combinacdo com probidticos, adicionados a
alimentacao do hospedeiro para promover a saude, aumentando a sobrevivéncia,
crescimento e implantacdo desses microrganismos (NINESS, 1999).

Alteracbes positivas na composicdo da microbiota intestinal foram
demonstradas em estudos in vivo em humanos com doses entre 5 e 20 g por dia
de inulina e/ou oligofrutose, geralmente com a administracdo durante um periodo
de 15 dias (NINESS, 1999). De acordo com ROBERFROID (1999a), doses de 4 a
5 g por dia sao eficientes para o estimulo da multiplicacao das bifidobactérias.

Além da estimulacdo de Bifidobacterium, a inulina e a oligofrutose estao
associadas a um aumento da freqiéncia de evacuacgdes e volume fecal em
pacientes constipados, a diminuicdo dos niveis séricos de triglicérides e colesterol
em pacientes hipercolesterolémicos, ao aumento da absorcdo e deposicdo de
calcio em humanos e a possivel prevencao da osteoporose (NINESS, 1999;
GREGER, 1999).

Por serem sollveis em agua e nao digeriveis pelas enzimas dos mamiferos, a
inulina e a oligofrutose podem causar um ligeiro aumento no volume e algum
aumento no peso seco do conteudo intestinal do intestino delgado. Por sua
dispersibilidade em agua, a inulina e a oligofrutose podem ser prontamente
degradadas por microrganismos presentes no intestino grosso (SCHNEEMAN,
1999). Decorrente a esse fato, a inulina e a oligofrutose, assim como todos os
oligossacarideos nao digeriveis que sao amplamente ou completamente
fermentados no coélon, oferecem o valor calérico de 1,5 kcal/g, ou 6,3 kd/g
(ROBERFROID, 1999b). A fermentabilidade da inulina e da oligofrutose pode
aumentar o peso fecal através do aumento da microbiota do colon. Essa
fermentacao pode diminuir o pH do contetdo do célon (SCHNEEMAN, 1999). Em

ratos alimentados com inulina e oligofrutose, a diminuicdo de pH no ileo, no ceco



e no coélon foi associada ao aumento da absorcdo de calcio e magnésio
(GREGER, 1999).

Os frutanos estao presentes em varios alimentos como trigo, banana, aspargo,
alho, alho-pord, cebola, alcachofra de Jerusalém e chicéria (ROBERFROID, 2000;
KAUR & GUPTA, 2002). As principais fontes de inulina e oligofrutose empregadas
na industria de alimentos sao a chicoria (Chicorium intybus) e a alcachofra de
Jerusalém (Helianthus tuberosus) (CARABIN & FLAMM, 1999; KAUR & GUPTA,
2002). A inulina comercial, extraida com agua quente das raizes dessas
hortalicas, € composta, na sua forma nativa, por uma combinag¢do de polimeros
de frutose, cujo grau de polimerizacao varia de 3 a 60. A ligacdo quimica entre as
unidades de frutose é B-1,2 (MURPHY, 2001). Foi aprovado pela AOAC um
método para a analise de frutanos em alimentos, que inclui o tratamento das
amostras com amiloglicosidase e inulinase, e a determinagdo dos agucares por
cromatografia de troca ibnica — “Método Fructan” N.2 997.08 descrito em
HOEBREGS (1997) - (RUPEREZ & BRAVO, 2001). A inulina tem sido
comercializada para uso em iogurtes probibdticos e em outros laticinios (JELEN &
LUTZ, 1998).

1.6. Efeitos sinérgicos de pré e probioticos e os alimentos simbiodticos

A combinacao de prebibticos e probibticos pode resultar em efeitos sinérgicos
(NINESS, 1999). Um produto referido como simbidtico € aquele no qual um
probiético e um prebidtico estdo combinados (HOLZAPFEL & SCHILLINGER,
2002). A interagéo entre o probiotico e o prebibtico in vivo pode ser favorecida por
uma adaptagao do probidtico ao substrato prebiotico anterior ao consumo. Isto
pode, em alguns casos, resultar em uma vantagem competitiva para o probiético,
se ele for consumido juntamente com o prebiético (MATTILA-SANDHOLM et al.,
2002). Alternativamente, esse efeito simbidtico pode ser direcionado as diferentes
regides “alvo” do trato gastrintestinal, os intestinos delgado e grosso
(HOLZAPFEL & SCHILLINGER, 2002). O consumo de probidticos e de
prebibticos selecionados apropriadamente pode aumentar os efeitos benéficos de
cada um deles (BIELECKA et al., 2002).



1.7. Queijo como veiculo de probiéticos e a possibilidade de transforma-lo

em alimento simbioético

O queijo é 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). A primeira etapa de sua tecnologia de fabricacédo
€ a coagulacgao, lenta e depois rapida, do leite apés o tratamento com enzimas
coagulantes (quimosina, pepsina ou proteinases microbianas). A coagulacéao
resulta de dois processos: i) o0 ataque da «k-caseina, responsavel pela
estabilizacdo das micelas de caseina e ii) a agregacdo das micelas
desestabilizadas. Um terceiro processo envolve as modificacbes das
propriedades e da estrutura do coagulo apés a sua formacédo (DALGLEISH,
1993).

A producdo anual de queijos no Brasil aumentou de cerca de 195 mil
toneladas em 1991 para cerca de 394 mil toneladas em 2001 e projetava-se um
volume de 414 mil toneladas para o ano de 2002 (ASSOCIACAO BRASILEIRA
DAS INDUSTRIAS DE QUEIJO, 2002). A producdo mundial desses produtos
alimenticios é de cerca de 15 milhdes de toneladas por ano, equivalendo a cerca
de 35% da producéo total de leite. Nos ultimos 30 anos o incremento dessa taxa
anual ocorreu préxima de 4% (FOX et al., 2000). Apesar dos EUA e da Uniao
Européia representarem 80% do consumo mundial de queijo, 0 mercado brasileiro
€ considerado um mercado em franca expansao, assim como O japonés
(JOHNSON & LAW, 1999).

Segundo JOHNSON & LAW (1999), as perspectivas de um incremento ainda
maior nas vendas de queijo mundialmente, em particular no que diz respeito a
valor agregado, surgem com o0 aumento da utilizagdo desse produto como
ingrediente alimentar e com o desenvolvimento de queijos mais saudaveis,
através da fortificacdo com calcio, da reducéao no teor de gordura, do aumento no
teor de vitaminas através da adicdo de novas culturas e da adicdo de culturas
probioticas.

Além de boa viabilidade no intestino, as propriedades tecnoldgicas sao pré-
requisitos para a utilizacao potencial de culturas probidticas em queijos (KASK et
al., 2003). Diversos tipos de queijo foram testados como veiculos para cepas
probibticas de Lactobacillus e de Bifidobacterium, revelando-se apropriados, entre
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eles, o Cheddar (DINAKAR & MISTRY, 1994; GARDINER et al, 1998; Mc
BREARTY et al., 2001), Gouda (GOMES et al., 1998), Cottage (BLANCHETTE et
al., 1996), Crescenza (GOBBETTI et al., 1998), Arzta-Ulloa (MENENDEZ et al.,
2000), queijo fresco cremoso (ROY et al., 1997) e queijo fresco cremoso argentino
(VINDEROLA et al., 2000).

Tendo em vista o processo de producdo de queijo fresco, um queijo nao
maturado e que é armazenado em temperaturas de refrigeracéao, tendo vida de
prateleira bastante restrita, esse tipo de queijo é um veiculo promissor para
bactérias probiéticas (HELLER et al., 2003). A sobrevivéncia de bactérias
probibticas em produtos como os queijos frescos é maior quando comparado aos
queijos maturados. Os ultimos apresentam condicées que limitam a multiplicacao
daquelas bactérias, pois sdo armazenados por um periodo de tempo longo e
possuem maior teor de sal, menor teor de umidade e menor atividade de agua.

Em trabalhos realizados pelo nosso grupo de pesquisa, o queijo Minas frescal
mostrou-se um veiculo apropriado para o emprego de Lactobacillus acidophilus,
Bifidobacterium lactis, e Streptococcus termophilus em co-cultura (OKAZAKI et
al., 2001; BURITI et al., 2001), Lactobacillus acidophiulus e Bifidobacterium lactis
individualmente e em co-cultura (ALEGRO et al., 2002a,b), Lactobacillus
acidophilus (BURITI et al., no prelo, ROCHA et al., 2002) e Lactobacillus
paracasei (BURITI et al, 2005). Os referidos microrganismos probidticos
revelaram populacdes superiores ao minimo requerido para efeito probiético (10°
ufc/g), ao longo de todo o periodo de armazenamento dos queijos em refrigeracéo
de 21 dias. Resultados particularmente promissores foram obtidos para
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei LBC 82 (Rhodia), que revelou
populagdes médias, respectivamente, apds 1, 7, 14 e 21 dias de armazenamento
dos queijos a 5°C, de 6,61, de 6,88, de 7,69 e de 8,22 log ufc/g, nos queijos
acidificados com acido latico, e de 6,79, de 7,50, de 8,15 e de 8,44, nos queijos
acidificados com cultura latica mesofilica do tipo O (BURITI et al., 2005).

A viabilidade e a manutencdo de concentracbes adequadas dos
microrganismos probi6ticos ao longo do armazenamento de queijo Minas frescal,
resulta em boas perspectivas para elaboracdo de um novo produto - o queijo
fresco cremoso, capaz de apresentar efeito probidtico in vivo (intestino delgado).
A adicao complementar de inulina, uma fibra alimentar solivel que ndo confere

sabor doce ao produto ao qual é adicionada e que atua como prebiédtico, podera
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resultar em um queijo simbidtico em potencial. Dessa maneira, haveria a
possibilidade de obtencdo de um alimento funcional, que possibilitaria a
administracao de uma populagcao razoavel de bactérias probiodticas para atuarem
no intestino delgado do individuo e, ao mesmo tempo, o estimulo da multiplicacao

de bifidobactérias endégenas no célon.

2. OBJETIVOS

O presente trabalho visou estudar a viabilidade da obtencédo de queijo fresco
cremoso simbidtico processado com a adicdo da cultura probidtica de
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei LBC 82 (Danisco) e do ingrediente
prebidtico inulina (Raftine® HP-Gel, Orafti), através da avaliagdo da
sobrevivéncia do microrganismo probidtico, do teor de frutanos, das
caracteristicas microbiolégicas, de textura e demais caracteristicas fisico-
quimicas do produto ao longo de seu periodo armazenamento em refrigeragao,

bem como de sua avaliacdo sensorial.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Ensaios pilotos para o desenvolvimento do produto
3.1.1. Elaboracao dos queijos

A figura 1 ilustra, resumidamente, as principais etapas de fabricacdo dos
ensaios pilotos mais relevantes realizados neste trabalho, no sentido de obter a

formulagéo definitiva do produto estudado.
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Leite A pasteurizado
!
Adicao de acido latico
!

Aquecimento a 37°C

Adicao de L. paracasei .
(exceto ensaio piloto 8)

Adicao de cloreto de calcio
!
Adicao de coagulante

l
Coagulacao
!

Corte em cubos

s

Dessoragem

L Adicao de inulina e soro
Adigao de goma e sal \r d /(ensaios pilotos 1,6 e 7)

Homogeneizagao em liquidificador 1
!
Embalagem

s

Armazenamento a 4+1°C

Figura 1: Fluxograma contendo as principais etapas de producao dos queijos dos
ensaios pilotos mais relevantes elaborados neste trabalho.

3.1.2. Queijos probidticos e simbidticos produzidos nas condicoes
inicialmente propostas (emprego de leite desnatado e acidificacao direta) —
ensaios 1a4

Foram realizados dois ensaios (1 e 2) para confirmar o comportamento dos
queijos cremosos nas condicdes planejadas inicialmente. Cada queijo foi
preparado a partir de 12 L de leite pasteurizado desnatado, 0,25% de gordura. Os
queijos foram produzidos através de acidificacdo direta com acido latico (Purac
Sinteses, Rio de Janeiro, Brasil, 0,25 mL/L de solugdo a 85%) mediante diluicao
prévia (1:10). Apds aquecimento do leite a 36-37°C, a cultura probidtica liofilizada
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do tipo DVS, composta de Lactobacillus paracasei (LBC 82, Danisco, Dangé,
Franca) foi adicionada. A cultura liofilizada foi armazenada congelada. A sua
adicao ao leite na proporcao de 10 mg/L. Também foram adicionados cloreto de
calcio (0,25 g/L) e coalho bovino em pé (Ha-la, Christian Hansen, Valinhos, Brasil,
10 mg/L). Os leites foram mantidos a 36°C até a sua coagulagido. Apds a
coagulacdo, o coagulo formado foi cortado em cubos e dessorado em saco
esterilizado de pano alvejado em estufa a 20°C por aproximadamente 2 horas.
Imediatamente ap6s a coagulacdo, parte do soro obtido no ensaio 1 foi
acondicionado em frasco esterilizado com tampa e imediatamente refrigerado a
4+1°C. A massa de queijo resultante foi cortada (queijo em processamento) e
acondicionada em béqueres esterilizados, coberta com filme de PVC, sob
refrigeracdo a 4+1°C, até a etapa de homogeneizacédo em liquidificador. Durante a
homogeneizagdo, uma pasta lisa e homogénea foi formada.

As proporgbes de ingredientes adicionados durante a homogeneizagao dos
queijos dos ensaios 1 e 2 estao descritas na tabela 1.

Tabela 1: Proporcao de ingredientes utilizados nas formulacées dos queijos nos
ensaios pilotos 1 e 2

Proporcao de ingredientes

Ingredientes Ensaio 1 Ensaio 2

Massa base de queijo fresco 74,7% 98,7%
Inulina (Raftiline® HP-Gel, Orafti) 8% -
Soro de queijo 16% —

Sal 0,8% 0,8%
Goma xantana (Rhodigel 80, o o

Rhodia) 0,5% 0.5%

Total 100% 100%

— = Sem adicao.

Em ambos os ensaios, foram adicionados 0,8% de sal e 0,5% de goma
xantana Rhodigel 80 (Rhodia, Melle, Franca), calculados de acordo com o
rendimento final obtido para cada queijo. No caso do ensaio 1, a inulina Raftiline®
HP-Gel (Orafti, Oreye, Bélgica), com grau de polimerizacdo médio superior a 23,

foi previamente dissolvida no soro de queijo aquecido a 55-60°C, na proporgéo



14

1:2 (uma parte de inulina para duas partes de soro)', e imediatamente
incorporada a massa de queijo a ser homogeneizada.

O produto final foi acondicionado em potes individuais, contendo 40 g de
queijo cada, selados com tampa metalica e armazenados sob refrigeracao a
4+1°C.

Foram determinados o pH e as contagens de coliformes totais, Escherichia
coli, Staphylococcus spp. e bactérias laticas do leite utilizado para a producao dos
queijos.

Na massa de queijo (queijo em processamento) foram realizadas as
determinacbées de pH, umidade e das contagens de coliformes totais, E. coli,
Staphylococcus spp. e Lactobacillus paracasei.

As determinacbes de pH, acidez livre, umidade, atividade de agua, coliformes
totais, E. coli, Staphylococcus spp. e Lactobacillus paracasei foram realizadas nos
produtos finais (1 dia de armazenamento) dos ensaios 1 e 2.

Diante dos resultados, considerados indesejaveis, das andlises
microbioldgicas obtidas nos ensaios 1 e 2, foi adquirido um novo lote de leite tipo
A pasteurizado, 0,25% de gordura, do mesmo fabricante para a producao de
queijo (ensaios 3 e 4), preparado com 4 vezes a quantidade de coagulante
utilizada nos ensaios 1 e 2 (de 10 mg/L para 40 mg/L). Esse procedimento foi
realizado no sentido de agilizar a coagulacao e, desta forma, diminuir o tempo de
exposicao do queijo a temperaturas em que pode haver maior multiplicagdo de
microrganismos. O tempo de dessora foi reduzido de duas para uma hora nos
ensaios 3 e 4. As demais etapas de producdo do queijo em processamento dos
ensaios 3 e 4 seguiram aquelas empregadas nos ensaios 1 e 2. No leite utilizado
e no queijo em processamento dos ensaios 3 e 4 foram determinados o pH e as
contagens de coliformes totais, E. coli, Staphylococcus spp. e bactérias laticas.

" Testes preliminares realizados no laboratério mostraram que a inulina Raftiline® HP-Gel
apresenta melhor dissolugdo em leite ou soro aquecidos a uma temperatura entre 55 e 60°C.
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3.1.3. Ensaios 5 a 8 (substituicao do leite)

A partir do perfil microbiolégico apresentado pelos ensaios pilotos 1 a 4, foi
decidido substituir a marca de leite utilizada para a producdo daqueles ensaios
por outro leite com teor reduzido de gordura de um novo fornecedor, ja que a
qualidade da matéria prima influencia diretamente a qualidade do produto final,
além de aumentar a quantidade de coagulante adicionado ao leite para agilizar a
sua coagulacéo (40 mg/L) e diminuir o tempo de dessora (uma hora), reduzindo,
portanto, o tempo de exposicdo do queijo a temperaturas em que pode haver
maior multiplicacdo de microrganismos indesejaveis. Entretanto, ndo foi possivel a
obtencao de leite pasteurizado tipo A de um novo fornecedor com o mesmo teor
de gordura que aquele utilizado anteriormente (0,25%). O novo leite adquirido
apresentava teor médio de 1,5% de gordura (indicado na embalagem), portanto
semi-desnatado (o leite pasteurizado tipo A integral do mesmo fornecedor
apresentava teor médio de 3,4% de gordura — dados da embalagem).

Com as novas modificacoes foram realizados 4 novos ensaios (5 a 8)
conforme apresentado na tabela 2:

Tabela 2: Variaveis envolvidas na elaboracédo dos queijos dos ensaios pilotos 5 a
8.

Ensaio Lactobacillus paracasei Raftiline® HP-Gel
5 + -
6 + +
7 + +
8 — —
+ = Adicdo. —= Sem adicao.

Os queijos foram preparados utilizando-se leite tipo A pasteurizado semi-
desnatado, 1,5% de gordura, comercial Xandd (Fazenda Colorado, Araras,
Brasil), 10 L para cada queijo. Os queijos foram produzidos através de
acidificacao direta com &cido latico (Purac Sinteses, 0,25 mL/L de solucéo a 85%)
mediante diluicdo prévia (1:10). Apds aquecimento do leite a 36-37°C, a cultura
probibtica composta de Lactobacillus paracasei (LBC 82, Danisco) foi adicionada
nos ensaios 5 a 7. A sua adigdo ao leite foi feita na propor¢cdo de 10 mg/L.
Também foram adicionados cloreto de calcio (0,25 g/L) e coalho bovino em pé
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(Ha-la, Christian Hansen, 40 mg/L). Os leites foram mantidos a 36°C até a sua
coagulacdo. Ap6s a coagulacdo, o coagulo formado foi cortado em cubos e
dessorado em saco esterilizado de pano alvejado em estufa a 20°C por uma hora.
Uma parte de cada soro obtido nos ensaios 6 e 7 foi acondicionada em frasco
esterilizado com tampa e imediatamente refrigerada a 4+1°C. A massa de queijo
resultante foi cortada e acondicionada em béqueres cobertos com filme de PVC,
sob refrigeragdo a 4+1°C, até a etapa de homogeneizacdo em liquidificador. As
proporgdes de ingredientes adicionados durante a homogeneizacdo dos queijos
dos ensaios 5 a 8 estdo descritas na tabela 3.

Tabela 3: Proporcéo de ingredientes utilizados nas formulagdes dos queijos nos
ensaios 5 a 8.

Proporcao de ingredientes

Ingredientes Ensaio 5 Ensaios6e7  Ensaio 8
Massa base de queijo fresco 98,7% 74,7% 98,7%
Inulina - 8% -
Soro de queijo — 16% —
Sal 0,8% 0,8% 0,8%
Goma xantana 0,5% 0,5% 0,5%
Total 100% 100% 100%
— = Sem adicao.

No caso dos ensaios 6 e 7, a inulina Raftiline® HP-Gel (Orafti) foi previamente
dissolvida no soro de queijo aguecido a 55-60°C, na proporg¢do 1:2 (uma parte de
inulina para duas partes de soro), e imediatamente incorporada a massa de queijo
a ser homogeneizada.

O produto final foi acondicionado em potes individuais, contendo 40 g de
queijo cada, selados com tampa metélica e armazenados sob refrigeracdo a
4+1°C por 14 dias.

Foram determinados o pH e as contagens de coliformes totais, E. coli
Staphylococcus spp. e bactérias laticas do leite utilizado para a producao dos
queijos.

No queijo em processamento dos ensaios 5 a 8 (antes da homogeneizacéao
em liquidificador com os demais ingredientes) foram realizadas as determinacées
de pH, umidade e das contagens de coliformes totais, E. coli e Staphylococcus
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spp. A determinacdo de bactérias laticas foi realizada no queijo em
processamento do ensaio 8. No queijo em processamento obtido para a producao
dos ensaios 5 a 7 também foram determinadas as contagens de L. paracasei.

As determinacdes de pH, acidez livre, umidade, atividade de agua, coliformes
totais, E. coli e Staphylococcus spp. foram realizadas nos produtos finais apés 1,
7 e 14 dias nos ensaios 5 e 6, e apds 1 e 7 dias nos ensaios 7 e 8. A contagem de
bactérias laticas foi realizada no ensaio 8. Exceto para o ensaio 8, as
determinacdes de L. paracasei também foram efetuadas.

3.1.4. Determinacao dos parametros microbiolégicos

Decorridos os tempos de armazenamento descritos para cada um dos ensaios
pilotos, porcdes de 25 g de queijo (retiradas em condigdes de assepsia) foram
homogeneizadas com 225 mL de 4gua peptonada 0,1% (diluicdo 107", utilizando-
se o0 Bag Mixer 400 (Interscience, St. Nom, Franga). Diluicdes decimais
subsequentes foram preparadas, utilizando o mesmo diluente.

Posteriormente, nos queijos processados com a adicdo de Lactobacillus
paracasei subsp. paracasei (LBC 82) (ensaios pilotos 1, 2, 5 a 7), foi feita a
contagem dessa bactéria probidtica. 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 (Oxoid Ltd., Basingstoke, Reino Unido),
acidificado a pH 5,4 com acido acético glacial, fundido e resfriado a cerca de
45°C. Apds a homogeneizacdo e o endurecimento do &gar, as placas foram
incubadas em anaerobiose (Sistema de Anaeorobiose Anaerogen, Oxoid) a 37°C
por 72 horas.

Aliquotas de 0,1 mL de cada diluicdo das amostras foram transferidas para
placas contendo agar MRS (Oxoid) e agar Baird-Parker (base para agar Baird-
Parker, Oxoid, adicionado de telurito e gema de ovo— suplemento SR054C,
Oxoid), para a contagem de bactérias laticas (apenas para os ensaios pilotos 3, 4
e 8) e de Staphylococcus spp., respectivamente. Aliquotas de 1 mL de cada
diluicdo das amostras foram transferidas para placas Petrifilm™ para Escherichia
coli, denominadas Petriflm™EC (3M Microbiology, St. Paul, MN, EUA), para a
contagem de coliformes e de E. coli, de acordo com as instru¢des do fabricante. A

incubacgdo das placas de agar Baird-Parker e de Petrifilm™EC foi feita a 35°-37°C



18

por 48 e por 24 horas, respectivamente. A incubacao das placas de agar MRS foi
feita a 30°C por 48 horas (COMPENDIUM..., 1992; STANDARD..., 1992).

3.1.5. Determinacoes de parametros microbiolégicos durante o

processamento

Durante a producdo dos diversos tipos de queijo fresco cremoso, 0s
parametros microbiolégicos foram determinados no leite utilizado como principal
matéria-prima, no produto em processamento - entre a etapa de dessoragem e a
homogeneizagdo do queijo com outros ingredientes em liquidificador e no produto
final — queijo fresco cremoso. Conforme descrito no item 3.1.4, foram efetuadas
contagens de Lactobacillus paracasei (para os ensaios pilotos 1, 2, 5 a 7), de
bactérias laticas (para todas as amostras de leite, ensaios pilotos 3, 4 e 8), de

coliformes e E.coli e de Staphylococcus spp.

3.1.6. Determinacao dos parametros fisico-quimicos

Decorridos o0s tempos de armazenamento sob refrigeracdo, descritos
particularmente para cada um dos ensaios pilotos, foram feitas as determinagées
de:

- pH, em Medidor de pH-Analyser Modelo 300M (Analyser Comércio e
Industria Ltda., Sao Paulo, Brasil), empregando-se um Eletrodo tipo
Penetracdo modelo DME-CF (Digimed, Sao Paulo, Brasil);

- acidez titulavel em solucédo normal (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985);

- umidade a 70°C, em estufa a vacuo (Marconi MA030112, Piracicaba, SP,
Brasil), a partir de amostras com 5 g (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985);

- atividade de 4gua (aw) a 25°C em aparelho Novasina aw Center AWC 503-
C (Novasina, Pfafikon, Suica)

A andlise de acidez titulavel foi feita em duplicata. As demais foram realizadas

em triplicata.
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3.2. Ensaios definitivos

3.2.1. Elaboracao dos queijos

A figura 2 mostra, resumidamente, as principais etapas de fabricacdo dos
ensaios definitivos realizados e apresentados neste trabalho.

Leite A pasteurizado
{

Aquecimento a 42°C

Adicao de L. paracasei I i .
(exceto nos queijos T3) D d Adicao de S. thermophilus

Adicéo de cloreto de calcio 4~
{

Adicao de coagulante
(pH do leite entre 6,4-6,3)

{
Coagulacao
{
Corte em cubos
{

Dessoragem

Adicio d I Adicao de inulina e soro
Icao de goma e sal d / (somente nos queijos T2)

| Homogeneizacao em liquidificador
{

Embalagem
\

Armazenamento a 4+1°C

Figura 2: Fluxograma contendo as principais etapas de producao dos queijos dos

ensaios definitivos elaborados neste trabalho.

A partir do comportamento microbiolégico obtido durante o armazenamento
dos queijos produzidos nos ensaios pilotos 5 a 8, verificou-se a necessidade de
diminuir o pH desse produto para melhorar a sua conservacao. Para tal fim, o
emprego de acidificacao direta nos queijos foi substituido pela adicao da cultura
latica de Streptococcus thermophilus nos ensaios definitivos. A tecnologia de
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producdo dos queijos dos ensaios definitivos deste trabalho foi adaptada da
formulacédo de queijo Quark obtido a partir de leite desnatado (0,25% de gordura)
desenvolvido por CARDARELLI et al. (2003).

Trés tecnologias de producao de queijo fresco cremoso foram testadas, de

acordo com as variaveis apresentadas na tabela 4.

Tabela 4: Variaveis envolvidas na elaboracao dos queijos produzidos nos ensaios
definitivos.

Tratamentos Streptococcus Lactobacillus Inulina Raftiline®
thermophilus paracasei HP-Gel
T1 + + -
T2 + + +
T3 + - -
+ = Adicao. — = Sem adicao.

Os queijos foram preparados, utilizando-se leite tipo A semi-desnatado,
pasteurizado e homogeneizado comercial Xandé (Fazenda Colorado, Araras,
Brasil, 10L para cada queijo). Os trés tipos de queijo foram produzidos através de
acidificagdo com cultura “starter” termofilica de Streptococcus thermophilus (TA
040, Danisco, Dangé, Francga). Apds aquecimento do leite a 42-43°C, a cultura
“starter” termofilica e a cultura probidtica de Lactobacillus paracasei subsp.
paracasei (LBC 82, Danisco) foram adicionadas nos queijos T1 e T2. Aos queijos
T3 foi adicionada somente a cultura termofilica. A cultura de Streptococcus
thermophilus, assim como a cultura de Lactobacillus paracasei, € uma cultura
liofilizada do tipo DVS e foi armazenada congelada. A adi¢do das culturas ao leite
foi feita na proporcdo de 30 mg/L (cultura “starter’) e de 10 mg/L (cultura
probiética). O cloreto de calcio (0,25 g/L) foi adicionado juntamente as culturas. O
coalho bovino em p6 (Ha-la, Christian Hansen, 50 mg/L) foi adicionado quando o
leite atingiu o pH 6,4-6,3. Ap6s a coagulacéo, o queijo foi cortado e dessorado em
saco esterilizado de pano alvejado em estufa a 15°C por 6 horas. Parte do soro
obtido da fabricacdo dos queijos T2 foi acondicionada em frasco com tampa
estéril e imediatamente refrigerada a 4+1°C. A massa de queijo resultante foi
cortada e acondicionada em béqueres estéreis, coberta com filme de PVC e
incubada em estufa a 13°C durante a noite, de modo a possibilitar uma
acidificacao dessa massa-base a valores de pH igual ou inferiores a 5. No dia
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seguinte, os béqueres contendo a massa-base de queijo fresco foram
armazenados sob refrigeracdo a 4+1°C, até a etapa de homogeneizagdo em
liquidificador. As propor¢cées de ingredientes adicionados durante a

homogeneizagéo dos queijos T1, T2 e T3 estédo descritas na tabela 5.

Tabela 5: Proporcao de ingredientes utilizados nos queijos T1 (probiético), T2
(simbidtico) e T3 (controle).

Queijos

Ingredientes T1 T2 T3
Massa-base de queijo fresco 98,7% 74,7% 98,7%

Inulina — 8% -

Soro de queijo - 16% -
Sal 0,8% 0,8% 0,8%
Goma xantana 0,5% 0,5% 0,5%
Total 100% 100% 100%

— = Sem adigao.

Nos trés tipos foram adicionados 0,8% de sal e 0,5% de goma xantana
Rhodigel 80 (Rhodia) calculados de acordo com o rendimento final obtido para
cada queijo. No caso dos queijos T2, a inulina Raftiline® HP-Gel (Orafti), foi
previamente dissolvida no soro de queijo aquecido a 55-60°C, na proporgéo 1:2
(uma parte de inulina para duas partes de soro), e imediatamente incorporada a
massa de queijo para a homogeneizacao.

O produto final foi acondicionado em potes individuais, contendo 40 g de
queijo cada®, ocupando um volume médio de 2,0 x 2,5 x © cm® em cada pote,
selados com tampa metélica, imediatamente resfriados e armazenados.

Foram realizados 5 ensaios de cada um dos tratamentos.

3.2.2. Armazenamento e periodos de amostragem

Os queijos foram armazenados sob refrigeracdo (4+1°C). As determinagdes
dos parametros microbiolégicos, de textura e dos demais parametros fisico-
quimicos das amostras foram feitas no dia seguinte a fabricacao (1 dia) e apés 7,

14 e 21 dias. O tempo de vida de prateleira a que foram submetidos os queijos

? Na producéo utilizada para a analise sensorial, foram acondicionados 30g de queijo nos potes.
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produzidos neste trabalho foi baseado em estudos anteriores realizados com
queijo Minas frescal pelo nosso grupo de pesquisa (BURITI et al., 2005; BURITI et
al., no prelo; ROCHA et al., 2003). As determinagdes de gordura, proteinas,
cinzas e frutanos foram realizadas posteriormente a partir de amostras
congeladas, sendo que para as andlises dos teores de gordura, proteinas e
cinzas foram utilizadas porcdes do produto final (1 dia) e para frutanos (queijo T2)
foram utilizadas porcées do produto final (1 dia) e do produto apdés 21 dias de

armazenamento.

3.2.3. Determinacao dos parametros microbiolégicos

Decorridos os tempos de armazenamento descritos no item 3.2.2, porcdes de
25 g de queijo (retiradas em condigdes de assepsia) foram homogeneizadas com
225 mL de agua peptonada 0,1% (diluicdo 10™"), utilizando-se o Bag Mixer 400
(Interscience). Diluicbes decimais subsequentes foram preparadas, utilizando o
mesmo diluente.

Posteriormente, nos queijos processados com a adicdo de Lactobacillus
paracasei subsp. paracasei (LBC 82) (queijos T1 e T2), foi feita a contagem dessa
bactéria probidtica. 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 (Oxoid), acidificado a pH 5,4 com acido acético glacial,
fundido e resfriado a cerca de 45°C. Apds a homogeneizagédo e o endurecimento
do agar, as placas foram incubadas em anaerobiose (Sistema de Anaeorobiose
Anaerogen, Oxoid) a 37°C por 72 horas.

Paralelamente, aliguotas de 1 ml de cada diluicdo das amostras foram
transferidas para placas de Petri estéreis, imediatamente adicionadas de agar
M17 (Oxoid) com lactose (Oxoid), fundido e resfriado a cerca de 45°C, para a
contagem de Streptococcus thermophilus. Ap6s a homogeneizacdo e o
endurecimento do &gar, as placas foram incubadas a 37°C por 48 horas.
Aliquotas de 0,1 mL de cada diluicdo das amostras foram transferidas para placas
contendo agar MRS (Oxoid) e agar Baird-Parker (base para agar Baird-Parker,
Oxoid, adicionado de telurito e gema de ovo— suplemento SR054C, Oxoid), para a
contagem de bactérias laticas (apenas para os queijos T3, sem a adicéo de L.
paracasei) e de Staphylococcus spp., respectivamente. Aliquotas de 1 mL de



23

cada diluicdo das amostras foram transferidas para placas Petrifim™EC (3M
Microbiology), para a contagem de coliformes e de E. coli, de acordo com as
instrucbes do fabricante. A incubagdo das placas de agar Baird-Parker e de
Petrifilm™EC foi feita a 35°-37°C por 48 e por 24 horas, respectivamente. A
incubagdo das placas de &agar MRS foi feita a 30°C por 48 horas
(COMPENDIUM..., 1992; STANDARD..., 1992).

3.2.4. Determinacoes de parametros microbioldgicos adicionais

Para as determinagdes microbioldgicas adicionais, a homogeneizacdo das
amostras de queijo e as diluicdes decimais foram realizadas conforme descrito no
item 3.2.3. Aliquotas de 1 mL de cada diluigao das amostras foram transferidas
para placas Petrifilm™YM (3M Microbiology), para contagem de bolores e
leveduras e para placas Petrifim™ Staph Express (3M Microbiology), para
contagem de Staphylococcus DNAse positivos, todas de acordo com as
instrucdes do fabricante. Aliquotas de 1 mL das amostras de leite foram
transferidas para placas Petrifilm™AC (3M Microbiology), para a contagem total de
microrganismos aerdbios. A incubagdo das placas de Petrifim™YM foi feita a
temperatura ambiente (25°C) por 5 dias. A incubagéo das placas de Petrifilm™
Staph Express e de Petrifilm™AC foi feita a 35°-37°C por 24 e 48 horas,

respectivamente.

3.2.5. Determinacoes de parametros microbioléogicos durante o

processamento

Durante a produgdo dos diversos tipos de queijo fresco cremoso, 0s
parametros microbiolégicos foram determinados no leite utilizado como principal
matéria-prima, no produto em processamento - entre a etapa de dessoragem e a
homogeneizagdo do queijo com outros ingredientes em liquidificador e no produto
final — queijo fresco cremoso. Conforme descrito nos itens 3.2.3 e 3.2.4, foram
efetuadas contagens de Lactobacillus paracasei (para os queijos T1 e T2),
Streptococcus thermophilus (exceto no leite), de bactérias laticas (para todas as
amostras de leite e para T3), de coliformes e E.coli, de Staphylococcus spp., de
Staphylococcus DNAse positivos, de bolores e leveduras e de microrganismos

aerobios (somente no leite).
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Exceto para a determinacdo de Staphylococcus DNAse positivos e para a
determinacao de bactérias laticas nos queijos T3, as contagens microbiolégicas
foram acompanhadas em quatro ensaios (repeticdes) dos queijos T1, T2 e T3. As
contagens de Staphylococcus DNAse positivos somente foram realizadas em dois
ensaios dos queijos T1 e T3 e em um ensaio de T2. As contagens de bactérias
laticas foram realizadas nos cinco ensaios dos queijos T3.

3.2.6. Determinacao da textura instrumental

O perfil de textura dos queijos T1, T2 e T3 foi determinado através de teste de
dupla compressdo de amostras contidas nas embalagens plasticas (4 a 6
amostras de cada queijo em cada periodo de analise), com peso constante,
utilizando cilindro de aluminio de 25 mm de diametro (P25), em analisador de
textura TA-XT2 (Stable Micro Systems, Haslemere, Reino Unido). Os dados foram
coletados através do programa “Texture Expert for Windows” — versdo 1.20
(Stable Micro Systems). Foram analisados os atributos primarios firmeza,
coesividade, adesividade e elasticidade e o atributo secundario gomosidade.
Foram empregados os seguintes parametros: amostras de queijo fresco cremoso
com altura e didmetro de 2 cm e de 5 cm, respectivamente, temperatura de
4+1°C, distancia e velocidade de compressdo de 10 mm e de 1 mm/s,
respectivamente. O perfil de textura foi acompanhado nos cinco ensaios dos
queijos T1, T2 e T3.

3.2.7. Determinacao dos parametros fisico-quimicos

Decorridos os tempos de armazenamento sob refrigeracao, descritos no item
3.2.2, foram feitas as determinacdes de:

- pH, em Medidor de pH-Analyser Modelo 300M (Analyser Comércio e
Industria Ltda.), empregando-se um Eletrodo tipo Penetracdo modelo DME-
CF (Digimed);

- acidez titulavel em solucao normal (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985);

- umidade a 70°C, em estufa a vacuo (Marconi MA030112), a partir de
amostras com 5 g (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985);
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- atividade de 4gua (aw) a 25°C em aparelho Novasina aw Center AWC 503-
C (Novasina);

- gordura, através da extracao de lipidios com éter etilico, em Soxhlet
(INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985);

- proteinas, através analise do conteudo de nitrogénio pelo método micro-
Kjeldahl, utilizando o fator de conversao 6,38; adaptado de ASSOCIATION
OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS (2003a,b);

- cinzas, determinada gravimetricamente pela incineracdo de 2g de amostra
seca a 550°C até eliminagdo completa de carvdo (INSTITUTO ADOLFO
LUTZ, 1985);

- carboidratos totais (incluindo fibras), calculado pela diferenca para se obter
100% da composicao total.

A andlise de acidez titulavel foi feita em duplicata. As demais foram realizadas
em triplicata.

As analises de umidade, pH, gordura, proteinas e cinzas foram efetuadas nos
cinco ensaios dos tratamentos T1, T2 e T3, sendo que a umidade e o pH também
foram determinados na massa-base de queijo fresco entre a etapa de
dessoragem e a homogeneizacdo com outros ingredientes. A acidez titulavel e a
aw foram medidas em quatro ensaios dos tratamentos T1, T2 e T3.

O método de determinacdo de gordura em lactobutirometro de Gerber foi
empregado para a determinacdo do teor de gordura dos leites utilizados em trés
ensaios do tratamento T1 e em dois ensaios dos tratamentos T2 e T3, de acordo
com as normas do INSTITUTO ADOLFO LUTZ (1985).

3.2.8. Determinacao quantitativa de acucares e de frutanos

A quantificacdo de acucares (glicose, frutose, galactose e sacarose) e frutanos
foi realizada em 4 ensaios dos queijos T2, através do método de cromatografia de
troca anidnica de alta eficiéncia, com detector de pulso amperométrico, adaptado
do método 997.08 AOAC, conforme descrito por HOEBREGS (1997). Para este
fim, foram utilizadas amostras dos queijos T2 previamente congelados ao 1° e ao
21° dias de armazenamento, em duplicata. A fibra Raftiline® HP-Gel foi analisada,

em duplicata, paralelamente as amostras de queijo para verificar a eficiéncia do
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método em comparacdo ao laudo do fabricante. Para hidrolise enzimatica das
amostras foi utilizada a enzima Fructozyme® L (Novozymes, Bagsvaerd,
Dinamarca). Solugdes dos acucares padroes sacarose (Sucrose 99+%, A.C.S.,
Aldrich Chemical Company Inc., Milwaukee, EUA, 0,81ug/25uL), glicose (o-D-
Glucose, A.C.S., Aldrich, 0,67ug/25uL), frutose (D(-)-Fructose, 99+%, D-Fructose,
99+%, Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, Steinheim, Alemanha, 0,45ug/25uL e
0,65ug/25uL) e galactose (D-Galactose, 97%, Aldrich, 0,52ug/25uL) também
foram analisadas pelo mesmo método de cromatografia para a correcao final dos
resultados de carboidratos das amostras de queijo e Raftiline® HP-Gel. Neste
trabalho foi utilizado um cromatégrafo Dionex® HPLC System, contendo injetor
automatico A550, bomba EGP40, detector de pulso amperométrico ED40 com
eletrodo de trabalho de ouro e coluna PA1 com respectiva pré-coluna (Dionex
Corporation, Sunnyvale, EUA). Foi utilizado gradiente, iniciando com 40% H»O e
60% de NaOH 18 mM, atingindo 90% de NaOH 18 mM ap6s 15 minutos e 100%
de NaOH 18 mM apds 25 minutos. O volume de injegao foi de 25 ulL.

3.2.9. Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, utilizando-se um
esquema fatorial 3x4, constituido de 3 tipos de combinagcdes em termos da
presenga ou ndo da cultura de Lactobacillus paracasei e de inulina adicionados
durante a producdo dos queijos e de 4 tempos (1, 7, 14 e 21 dias de
armazenamento), com 4 ou mais repeticdes (GOMES, 1987; BARROS NETO,
2003).

Exceto para os resultados da analise de frutanos, a analise estatistica dos
ensaios definitivos do presente trabalho foi realizada no Centro de Estatistica
Aplicada (CEA) do Instituto de Matemética e Estatistica da Universidade de Séo
Paulo (IME/USP), com a consultoria dos professores do Departamento de
Estatistica e de um aluno formando do bacharelado em Estatistica. Os resultados
de pH, acidez livre, umidade, aw, Lactobacillus paracasei, Streptococcus
thermophilus, firmeza, coesividade, adesividade, elasticidade e gomosidade dos
diferentes experimentos foram comparados através de andlise de variancia,
empregando-se o modelo misto “split-plot” (NETER et al., 1996). Tal modelo foi
escolhido devido a capacidade de ajustar a variabilidade da composicéao
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centesimal dos queijos analisados neste trabalho, decorrente da variagao do teor
de gordura do leite utilizado para a sua fabricacdo (SOLER & YAMAGUCHI,
2004). A comparagao dos resultados dos parametros microbiolégicos indicadores
de contaminacao coliformes totais, Staphylococcus spp., Staphylococcus DNAse
positivos e bolores e leveduras foram analisados através do teste binomial exato
(CONOVER, 2001).

A comparacao dos resultados de frutanos, lactose, sacarose, frutose, glicose e
galactose dos queijos T2 ao 1° e ao 21° dias de armazenamento foi realizada
através de andlise de variancia, com utilizacdo do teste de Tukey, considerando-
se um nivel de significancia p<0,05 (GOMES, 1987; CALLEGARI-JACQUES,
2003).

3.2.10. Analise sensorial

A analise sensorial deste trabalho foi aprovada pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP, conforme declaragao
constante no Anexo 1. A avaliacdo sensorial dos queijos foi realizada 7 dias ap6s
a sua fabricagdo, tendo em vista o tempo necessario para o equilibrio dos
componentes bioquimicos do queijo que interferem no seu sabor (“maturacao”). A
analise foi conduzida segundo o delineamento de ordenacdo em blocos
casualizados com 44 provadores nao treinados, empregando-se teste de
preferéncia, com notas que variaram de 1 (“amostra preferida”) a 3 (“amostra
menos preferida”). Com a finalidade de se obter maiores informagdes sobre as
caracteristicas sensoriais de cada queijo, os provadores foram instruidos a relatar
os atributos sensoriais que contribuiram para a escolha das amostras “preferida” e
“menos preferida”. Os dados foram tratados via teste ndo paramétrico de
Friedman, seguido de comparacao mdultipla e do coeficiente de concordancia de
Kendall (SHIROSE & MORI, 1994; LAWLESS & HEYMANN, 1999).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Ensaios pilotos
4.1.1. Ensaios 1 e 2

Os ensaios 1 e 2 foram realizados para a confirmacdo das propor¢cdes de
ingredientes utilizados para producédo do queijo cremoso. A tabela 6 mostra os
resultados das analises realizadas nos leites empregados na producdo dos
queijos dos ensaios 1 e 2.

Tabela 6: pH e andlises microbioldgicas realizadas nos leites utilizados para os
ensaios 1 e 2.

leite (ensaio 1) leite (ensaio 2)
pH 6,83 6,82
pH apoés a adigao de acido latico 6,65 6,56
Coliformes totais (ufc/ml) <1 1
Escherichia coli (ufc/ml) <1 <1
Staphylococcus spp. (ufc/ml) <10 <10
Bactérias laticas (ufc/ml) 3x10' 2,57 x 102

Embora as caracteristicas microbiolégicas dos leites estivessem dentro dos
padroes estabelecidos pela legislacdo (BRASIL, 2002), tanto a massa base de
queijo fresco, como os produtos finais apresentaram elevada contaminagao
(tabela 7).

Ambos os queijos foram elaborados de acordo com as boas praticas de
fabricacdo, havendo amplo controle da higiene dos utensilios empregados e da
manipulagdo das matérias-primas e do queijo durante todo o processamento.

O tempo de coagulagéo do leite pode ter representado uma etapa critica para
a multiplicacdo de microrganismos durante a producdo dos queijos. A presenca
de células injuriadas de bactérias contaminantes, ndo destruidas pela
pasteurizacao, podem nao ter sido detectadas na analise do leite. No entanto, a
temperatura (36°C) e pH (6,8 a 6,5) do leite podem ter oferecido condicdes de

adaptacdo e multiplicacao de tais microrganismos durante a etapa de coagulagao.
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Tabela 7: Analises fisico-quimicas e microbioldgicas realizadas nos queijos em
processamento e nos produtos finais dos ensaios 1 e 2.

Ensaio 1 Ensaio 2
Queijo em Produto final Queijo em Produto final
processamento 1dia processamento 1dia

pH 6,48 6,47 6,4 6,31

Acidez livre (% v/p)* 0,08 0,12
Umidade (%) 71,12 66,78 70,72 69,5
Aw* 0,981 0,982
Coliformes totais (log ufc/g) 3,05 4,66 5,53 6,38
Escherichia coli (log ufc/g) <1 <1 5,08 6,04
Staphylococcus spp. (log ufc/g) 2,78 5,59 4,39 5,05
Lactobacillus paracasei (log ufc/g) 6,28 7,17 6,93 7,76

*Analises nado realizadas no queijo em processamento.

O intervalo de pH 6timo para a multiplicacdo de Escherichia coli esta
compreendido entre 6,0 e 8,0. Para a multiplicacdo de Staphylococcus aureus, o
pH 6timo varia de 6,0 a 7,0 (FRANCO & LANDGRAF, 1996). Os tempos entre o
aquecimento do leite a 36-37°C para a coagulagdo e o corte, para posterior
dessora e refrigeracao do queijo em processamento, foram de 4 horas e 30 min e
de 6 horas, respectivamente, para os ensaios 1 e 2.

Por outro lado, as contagens de Lactobacillus paracasei nos ensaios 1 e 2
encontraram-se superiores aos valores minimos de 6 - 7 log ufc/g (tabela 7),
correspondente a ingestao diaria de 8 a 9 log ufc contidas uma porcao de 100 g
de alimento lacteo capaz de exercer atividade promotora da saude como
probidtico, citados por LEE & SALMINEN (1995) e HOIER et al. (1999).

Ambos 0s queijos em processamento apresentaram teores de umidade
bastante proximos. O menor teor de umidade do queijo fresco cremoso do ensaio
1 em relacdo ao do ensaio 2 foi decorrente da presenca de inulina, responsavel
pelo maior aumento do teor de sélidos nesse queijo. Os valores de aw foram
bastante préximos para os dois queijos, aparentemente ndao houve interferéncias
do teor de umidade e adicao de inulina na aw (tabela 7). O menor valor de pH e a
maior acidez livre do ensaio 2 estdo provavelmente associados a maior

contaminacgao por coliformes (tabela 7).
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4.1.2. Ensaios 3 e 4

A tabela 8 mostra os valores de pH e das contagens de coliformes totais, E.
coli, Staphylococcus spp. e bactérias laticas obtidos para o leite e queijo em
processamento dos ensaios 3 e 4.

Tabela 8: Analises realizadas no leite e queijo em processamento dos ensaios 3 e
4.

leite queijo em processamento
ensaio 3 ensaio 4
pH 6,95 6,67 6,67
Coliformes totais (log ufc/ ml ou g) 2,44 4,45 3,36
Escherichia coli (log ufc/ml ou g) 0 2,70 2,78
Staphylococcus spp. (log ufc/ml ou g) 1,74 2,70 2,40
Bactérias laticas (log ufc/ mlou g) 1,60 6,56 6,59

*Presenga de uma coldnia em 1 ml de leite puro (diluicao 0).

Ap6s a andlise do leite e queijo em processamento dos ensaios 3 e 4, foi
decidido substituir o leite pelo de outro fornecedor para a conducdo deste
trabalho, com o objetivo de melhorar a qualidade microbiolégica do queijo
produzido. A legislacdo brasileira exige que, até a saida do estabelecimento
industrial produtor, o leite pasteurizado tipo A deve apresentar auséncia de
coliformes a 45°C, o que equivale a auséncia de E. coli (BRASIL, 2002).
Entretanto, para queijos com alto teor de umidade, como os queijos elaborados
neste trabalho, sdo permitidas contagens de tais microrganismos de até 5 x 10°
ufc/g (BRASIL, 1996). De qualquer forma, pretendia-se a fabricacdo de queijos
em que a presenca de E. coli ndo fosse detectada ja no leite utilizado como
matéria-prima. As contagens dos demais microrganismos presentes
determinaram uma contaminacao ainda maior do queijo produzido, mesmo com a
redugcdo do tempo em que o leite foi exposto a temperatura 6tima para a
multiplicacdo de microrganismos contaminantes (nos ensaios 3 e 4, o tempo entre
0 inicio da coagulacédo a 36°C e o término da dessora a 20°C foi de 2 horas e 50
minutos). As contagens de microrganismos contaminantes observadas no leite e
queijo em processamento dos ensaios 3 e 4 reforcam as suspeitas de que a
contaminagao observada nos ensaios 1 e 2 foi decorrente do leite utilizado.
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4.1.3. Ensaios 5a 8

Os resultados das analises fisico-quimicas e microbiol6gicas dos ensaios 5 a 8
sao apresentados na tabela 9.

Na producdo dos ensaios 5 a 8 buscou-se uma melhoria da qualidade
microbiolégica do leite, queijo em processamento e queijo fresco cremoso
(produto final). Em nenhum desses 4 ensaios foi possivel a aquisicdo de um leite
em que a presenga de microrganismos contaminantes nao fosse detectada
através de analise microbiolégica (tabela 9). Aos 14 dias, os queijos produzidos
nos ensaios 5 e 6 ja apresentavam sinais de deterioracdo pela presenca de
coloracéo esverdeada, provavelmente provocada por Pseudomonas, embora nao
tenha sido realizada analise para confirmar tal contaminagdo. O aumento do pH
dos queijos dos ensaios 5 e 6 apos 14 dias pode ter sido decorrente de
degradacao protéica realizada por bactérias daquele género (tabela 9). Dessa
forma, as andlises dos queijos apresentadas na tabela 9, que deveriam ser
efetuadas até os 21 dias ap6s seu processamento, foram interrompidas aos 14
dias para os ensaios 5 e 6 e aos 7 dias para 0s ensaios 7 e 8, uma vez que 0S
ultimos foram produzidos apdés uma semana da fabricacdo dos primeiros. Novas
modificacbes foram introduzidas posteriormente (ensaios definitivos) no
processamento dos queijos, com o objetivo de evitar/reduzir a multiplicacao de
microrganismos contaminantes e/ou deteriorantes.

No entanto, pela adicdo de maior quantidade de coagulante e consequente
diminuicdo do tempo de coagulagédo (aproximadamente 1 hora para os ensaios 5
a 8) foi possivel que, nos quatro ensaios, tanto o queijo em processamento
quanto o produto final apresentassem menor contaminagdo em relacdo aos
queijos produzidos nos ensaios 1 e 2 (tabela 7). De qualquer modo, a substitui¢cao
pelo leite de um novo fornecedor proporcionou maior seguranca para a producao
dos queijos, ja que a presenca de E. coli nao foi detectada em nenhum momento
no decorrer dos ensaios 5 a 8 (tabela 9).

A viabilidade de Lactobacillus paracasei mostrou-se aceitavel no produto final
(ap6s 1 dia de fabricagédo) e durante os demais periodos de analise dos ensaios 5
a 7 (tabela 9), revelando contagens superiores ao minimo de log 6 - 7 ufc/g
proposto por LEE & SALMINEN (1995) e HOIER et al. (1999) para a promocao de
efeitos benéficos ao hospedeiro pelos alimentos probibticos.



Tabela 9: Analises fisico-quimicas e microbioldgicas realizadas no leite, queijo em processamento e produto final apés 1, 7 e 14 dias”
de armazenamento sob refrigeracdo a 4+1°C dos ensaios 5 a 8.

E. coli

H Acidez livre Umidade AW Coliformes totais (log ufc/ml Staphylococcus spp. Bactérias laticas L. paracasei
P (% vip)** (%) (log ufc/ml ou @) %u 9) (log ufc/ml g) (log ufc/mlou g) (log ufc/g)
Leite 6,87 0*** <0*** 1,00 2,00
Queijo processamento 6,74 63,77 <1 <1 <2 6,36
Ensaio 5 Produto final - 1 dia 6,49 0,090 63,12 0,979 1,90 <1 3,08 7,05
7 dias 6,36 0,108 62,89 0,977 2,20 <1 3,00 7,16
14 dias 6,61 0,315 62,74 0,982 3,90 <1 3,89 7,52
Leite 6,89 1,08 <0 <1 <1
Queijo processamento 6,69 63,12 1 <1 <2 6,38
Ensaio 6 Produto final - 1 dia 6,5 0,080 60,96 0,979 1,30 <1 <2 7,06
7 dias 6,41 0,094 60,83 0,981 <1 <1 2,30 7,15
14 dias 6,61 0,212 60,54 0,983 <1 <1 2,90 7,41
Leite 6,87 <0 <0 1,48 <1
Ensaio 7 Queijo processamento 6,67 66,07 <1 <1 2,00 6,39
Produto final - 1 dia 6,62 0,090 63,55 0,978 <1 <1 2,48 7,00
7 dias 6,45 0,090 63,19 0,977 <1 <1 2,78 7,09
Leite 6,88 <0 <0 1,30 <1
Ensaio 8 Queijo processamento 6,65 67,77 <1 <1 2,30 2,00
Produto final - 1 dia 6,57 0,084 64,24 0,979 <1 <1 2,30 4,72
7 dias 6,46 0,105 64,76 0,981 <1 <1 3,22 4,15

*

Analises nos ensaios 7 e 8 foram realizadas somente apés 1 e 7 dias de armazenamento.
Analises nao realizadas no queijo em processamento.
<0 log ufc/ml: ndo foram detectadas col6nias em 1 ml de leite puro (diluigdo 0). 0 log ufc/ml: presenca de uma colénia em 1 ml de leite puro (diluigao 0).

*%k

*k%k
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Nos quatro ensaios, os valores de pH do leite apresentaram-se bastante
préoximos. O pH do queijo em processamento e sua diminuigéo apds 1 e 7 dias foi
semelhante para os ensaios de 5 a 8. Entre 1 e 7 dias apds a fabricagdo dos
queijos cremosos, houve menor aumento da acidez titulavel nos ensaios 6 e 7,
produzidos com a adigdo de inulina. Houve aumento da acidez titulavel durante os
14 dias de armazenamento dos ensaios 5 e 6, porém, esses queijos
apresentaram elevagao do pH entre o 7° e o 14° dia (tabela 9). Possivelmente
nesses queijos, a presengca de bactérias deteriorantes ocasionou,
simultaneamente, uma producdo de &cido (com um consequiente aumento da
acidez) e liberacao de aminas decorrente de protedlise, que teria promovido o
aumento do pH aos 14 dias.

Os queijos em processamento dos ensaios 5 e 6 apresentaram teor de
umidade inferior em relagcdo ao obtido para os ensaios 7 e 8. No ensaio 5,
praticamente nao houve diferenga entre a umidade da massa-base de queijo e do
produto final. Nos ensaios 6 a 8, houve grande alteracdo do teor de umidade do
queijo em processamento para o produto final. A adicdo de inulina contribuiu para
o aumento do teor de sélidos e reducado da umidade dos queijos frescos cremosos
dos ensaios 6 e 7. A umidade do produto final pouco foi alterada durante as
semanas de andlise dos ensaios 5 a 8. Para os quatro ensaios, houve pouca
variagao da aw durante os periodos de analise (tabela 9).
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4.2. Ensaios definitivos
4.2.1. Parametros fisico-quimicos
A tabela 10 mostra a evolucdo dos parametros fisico-quimicos dos queijos

probidtico-T1, simbibtico-T2 e controle-T3 durante o armazenamento.

Tabela 10: Parametros fisico-quimicos (média + desvio-padrao)* obtidos para os
queijos T1 (probidtico), T2 (simbidtico) e T3 (controle) na massa-base de queijo
fresco (dia 0) e no produto final apés 1, 7, 14 e 21 dias de armazenamento sob

refrigeracédo a 4+1°C.

Queijos Dias pH Acidez titulavel (%) Umidade (%) Aw
0 5,11 £ 0,22" - 67,18 + 3,95 —
1 5,05 + 0,21 0,91 + 0,16 66,39 + 4,18 0,979 + 0,003
T 7 4,91 + 0,23 1,19+ 0,19 66,14 + 417 0,978 + 0,004"°
14 4,81 +0,15™ 1,27 +0,19"° 66,27 + 4,23 0,977 + 0,004
21 4,80 + 0,15 1,32+ 0,19™ 66,03 + 4,30™ 0,977 + 0,003
0 5,00 +0,13% - 67,13 + 4,40™ -
1 4,85 + 0,08%° 0,81 + 0,09 65,38 + 3,30™ 0,980 + 0,004
T2 7 4,75 + 0,07% 1,07 + 0,09™° 65,91 + 3,47 0,978 + 0,002
14 4,63 + 0,06 1,12 + 0,08"° 65,05 + 3,18™ 0,978 + 0,002
21 4,69 + 0,05 1,16 + 0,07 65,05 + 3,37 0,976 + 0,003
0 5,15 + 0,24™ - 68,55 + 3,04™ -
1 5,01 +0,28™ 0,89 + 0,21 66,95 + 3,20™ 0,981 + 0,006
T3 7 4,90 + 0,25"° 1,17 + 0,26™° 67,41 + 287" 0,977 + 0,002
14 4,80 + 0,23 1,23 + 0,25"° 66,74 + 2,75 0,978 + 0,002"°
21 4,83 +0,18" 1,27 + 0,27 66,46 + 2,69™° 0,978 + 0,002

*  Médias de 5 ensaios (repeti¢cdes) de cada queijo para pH e umidade e de 4 ensaios para
acidez titulavel e aw.
— =nao determinado.

X diferentes queijos.
#5¢ sobrescritas na mesma coluna, para cada tratamento, indicam as diferengas

sobrescritas na mesma coluna indicam as diferengas significativas (p<0,05) entre os

significativas (p<0,05) entre os diferentes dias de armazenamento.

Os queijos T1, T2 e T3 apresentaram diminuicdo do pH e aumento da acidez
titulavel entre o 1° e 0 21° dia de armazenamento. Para os trés tipos de queijo, a
reducdo do pH foi significativa entre a producédo e o dia seguinte a fabricacao, e
apos 7 e 14 dias de armazenamento (p<0,05). A acidez titulavel aumentou
significativamente a cada semana de anélise dos queijos T1, T2 e T3 (p<0,05). O

teor de umidade dos trés tipos de queijo reduziu significativamente entre a
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producdo e o dia seguinte a fabricacdo (p<0,05), mantendo-se constante, sem
variagdo significativa ao longo dos 21 dias de armazenamento (p>0,05). Os
valores de aw dos queijos T1, T2 e T3 diminuiram significativamente entre 0 1° e
o 7° dia (p<0,05), permanecendo sempre acima de 0,97 durante todo o
armazenamento, fato que nao representou um obstaculo para a multiplicagdo de
microrganismos nos queijos.

A reducao do pH e aumento da acidez titulavel ocorrida nesses queijos é um
processo natural decorrente da producao continua de acido latico e outros acidos
organicos pela cultura “starter” de Streptococcus thermophilus em T1, T2 e T3 e
pela cultura probiética de Lactobacillus paracasei em T1 e T2. Em estudo com
queijos Minas frescal probiodticos produzidos com Lactobacillus paracasei LBC-82
com ou sem a adicao de cultura “starter” mesofilica composta de Lactococcus
lactis subsp. lactis e Lactococcus lactis subsp. cremoris foi verificada uma maior
acidificacdao ao longo de 21 dias de armazenamento nos queijos probidticos
contendo a cultura “starter” em comparacao aos queijos adicionados somente da
bactéria probiética, que apresentaram pH elevado e pequeno aumento da acidez
titulavel durante o armazenamento (BURITI et al., 2005). No presente trabalho, a
maior producao de &cido nos queijos T1, T2 e T3 foi provavelmente realizada pela
bactéria Streptococcus thermophilus e, em menor grau, por Lactobacillus
paracasei.

Os queijos T2 apresentaram valores de pH significativamente menores
(p<0,05) em comparacao aos obtidos por T1 e T3 (tabela 10). As massas-base de
queijo fresco utilizadas para a producédo dos queijos T2 apresentaram pH médio
ligeiramente mais baixo mesmo antes da homogeneizagdo com o0s demais
ingredientes, o que possivelmente contribuiu para o menor pH deste queijo
durante todo o armazenamento. E importante ressaltar que as massas-base de
queijo fresco utilizadas nos tratamentos T1 e T2 foram produzidas igualmente,
sem nenhuma variacao no processamento. Os queijos T1, T2 e T3 nao diferiram
significativamente quanto a acidez titulavel, umidade e aw durante o
armazenamento (p>0,05).

De modo semelhante ao observado no presente trabalho com queijo fresco
cremoso, MENDOZA et al. (2001) nao verificaram alteracées no pH e aw de

linglicas secas fermentadas adicionadas de inulina Raftiline® ST (pertencente a
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mesma familia da inulina Raftiline® HP-Gel utilizada neste trabalho, porém com
menor grau de polimerizagéo).

O teor médio de gordura, proteinas, cinzas e carboidratos totais por diferenca
(incluindo fibras) dos queijos T1, T2 e T3 apds 1 dia de fabricacao é apresentado

na tabela 11.

Tabela 11: Teor de gordura, proteina, cinzas e carboidratos totais' (média +
desvio-padrdo)? obtidos para os queijos T1 (probidtico), T2 (simbiético) e T3
(controle) no produto final — extrato seco (ES) e matéria umida (MT) — apés 1 dia
de armazenamento sob refrigeragéo a 4+1°C.

Queijos variagdo de T2°
T1 T2 T3 (%)
Gordura ES (%) 28,70 +16,13 21,28 +£11,60 27,66 +9,59 24,49
Gordura MT (%) 10,10 £ 6,53 7,70 £ 4,63 10,69 £ 3,94 25,93
Proteina ES (%) 49,67 +9,65 34,54+354 50,37 £7,59 30,95
Proteina MT (%) 16,42+226 11,86+0,71 16,48 +2,05 27,90
Cinzas ES (%) 6,82 + 1,51 5,39 + 0,84 6,76 + 1,36 20,62
Cinzas MT (%) 2,25+ 0,33 1,84 £ 0,13 2,21 £0,37 17,49
Carboidratos totais' ES (%) 14,91+6,03 38,79+7,35 1520+1,70 157,66
Carboidratos totais' MT (%) 4,81 1,61 13,23 £ 1,58 4,98 + 0,33 170,28

! Calculado por diferenca - inclui fibras
% Médias de 5 ensaios.
8 Porcentagem de variagéo dos queijos T2 em funcéo dos valores médios de T1 e T3,
segundo a equacao: variagao de T2 (%) = 100 — T2 x 100, em mébdulo.
[(T1 +T3)/2]

Devido ao emprego da fibra inulina, os queijos T2 apresentaram uma redugao
média na matéria Umida de 25,9% do teor de gordura, 27,9% do teor de proteina
e 17,5% do teor de cinzas em relacdo aos valores médios dos mesmos
parametros obtidos para T1 e T3. A adi¢cdo de inulina resultou em um aumento de
170,3% de carboidratos totais (incluindo fibras) nos queijos T2, em relagdo as
médias obtidas para os queijos T1 e T3.

Houve grande variacdo no teor de gordura entre cada um dos cinco ensaios
dos queijos T1, T2 e T3, resultando em um desvio-padrdo elevado desse
parametro para todos os tratamentos (tabela 11). Devido a esse fato, a partir da
terceira repeticdo de T1 (T1.3, T1.4 e T1.5) e da quarta repeticdo de T2 (T2.4 e
T2.5) e T3 (T3.4 e T3.5), o teor de gordura das amostras de leite também foi
monitorado (figura 3). O teor de gordura dos leites utilizados para a fabricagao dos
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queijos T1.3, T1.4 e T1.5 foi de 0,8%, 0,5% e 2,35%, respectivamente. Nos leites
empregados em T2.4, T2.5, T3.4 e T3.5, o teor de gordura foi de 1,0%, 2,3%,
0,7% e 2,3%, respectivamente. Foi possivel confirmar que a oscilacdo do teor de
gordura daqueles leites resultou em grande variacdo do teor de gordura dos
respectivos queijos (figura 3). As diferencas observadas entre o teor de gordura
das amostras de leite possivelmente implicaram em variacées das porcentagens
dos demais componentes ali presentes (carboidratos, proteinas e cinzas). Dessa
forma, ndo houve homogeneidade do leite utilizado como principal matéria-prima
para a elaboracdo dos queijos deste trabalho. E necessario destacar que os leites
adquiridos para a producao dos queijos deste trabalho sempre pertenceram a
mesma marca comercial do mesmo fabricante, que indicava na informacao
nutricional da embalagem o teor médio de gordura de 1,5%. No entanto, a
legislacao brasileira permite que o teor de gordura do leite pasteurizado tipo A
semi-desnatado varie de 0,6% a 2,9% (BRASIL, 2002).
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Figura 3: Teor de gordura do leite e respectivos produtos finais, queijos T1
(probidtico), T2 (simbidtico) e T3 (controle), apés 1 dia de armazenamento sob
refrigeracdo a 4+1°C. T1.3, T1.4 e T1.5 = trés ensaios do queijo T1; T2.4 e T2.5 =

dois ensaios do queijo T2; T3.4 e T3.5 = dois ensaios do queijo T3.

4.2.2. Parametros microbiolégicos — microrganismos “starter” e probiotico

A tabela 12 mostra a evolugcdo das contagens meédias de Streptococcus
thermophilus durante a producédo e o armazenamento dos queijos T1, T2 e T3.
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Tabela 12: Contagens de Streptococcus thermophilus (média + desvio-padrio)’
obtidas para os queijos T1 (probiético), T2 (simbi6tico) e T3 (controle) na massa-
base de queijo fresco (dia 0) e no produto final apés 1, 7, 14 e 21 dias de
armazenamento sob refrigeragéo a 4+1°C.

Contagens de Streptococcus thermophilus (log ufc/g)

Queijos
Dias T1 T2 T3
0 9,34 + 0,70% 9,77 + 0,142 9,54 + 0,50
1 9,86 + 0,23 9,77 + 0,32%° 9,92 +0,16™
7 9,71 + 0,29 9,86 + 0,09 9,67 + 0,29
14 9,72 + 0,23 9,84 + 0,10 9,72 + 0,31
21 9,59 + 0,33"° 9,72 + 0,22 9,67 + 0,39

' Médias de 4 ensaios.

B sobrescritas na mesma linha indicam as diferencas significativas (p<0,05) entre os
diferentes queijos.
abe soprescritas na mesma coluna, para cada tratamento, indicam as diferengas
significativas (p<0,05) entre os diferentes dias de armazenamento.

Nao houve diferengas significativas entre os queijos T1, T2 e T3 quanto as
contagens de Streptococcus thermophilus (p>0,05), uma vez que os valores
médios permaneceram similares para o0s trés tratamentos durante o
armazenamento, acima de 9,5 log ufc/g. A analise estatistica apontou, para os
trés tipos de queijo, aumento significativo das contagens de Streptococcus
thermophilus entre a produgdo e o 1° dia de armazenamento (p<0,05) e uma
diminuicéo significativa entre o 1° e 0 21° dia (p<0,05). No entanto, tal variagao é
irrelevante em termos microbioldgicos (ndo superior a 0,5 log para os trés
queijos). VINDEROLA et al. (2000) estudaram o emprego de microrganismos
probidticos em queijo fresco Argentino e observaram que as contagens da
bactéria “starter” Streptococcus thermophilus variaram entre 8,46 a 9,33 log ufc/g,
valores bastante préximos ao observado no presente estudo.

As contagens de Lactobacillus paracasei durante o armazenamento dos
queijos T1 e T2 sdo apresentadas na tabela 13.

Houve um aumento significativo das contagens de Lactobacillus paracasei,
cerca de 0,5 ciclo log, entre a producao e o 12 dia de armazenamento dos queijos
T1 e T2 (p<0,05). Durante todo o armazenamento, as contagens do
microrganismo probiético nos queijos T1 e T2 mantiveram-se sempre acima de 7
log ufc/g e o perfil da viabilidade dessa bactéria nesse periodo foi semelhante

para ambos 0s queijos, apresentando um discreto, porém significativo, aumento
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das contagens entre 1 e 21 dias apds a fabricacdo (p<0,05). No entanto, tal

variacdo apresenta-se irrelevante em termos microbioldgicos (apenas 0,2 ciclo

log).

Tabela 13: Contagens de Lactobacillus paracasei (média + desvio-padrio)’
obtidas para os queijos T1 (probiético) e T2 (simbidtico) na massa-base de queijo
fresco (dia 0) e no produto final apés 1, 7, 14 e 21 dias de armazenamento sob
refrigeracdo a 4+1°C.

Contagens de Lactobacillus paracasei (log ufc/g)

Queijos
Dias T1 T2
0 6,62 + 0,38 6,83 + 0,08™
1 7,20+ 0,17%° 7,12 £ 0,05™
7 7,19+ 0,10%° 7,25+ 0,17
14 7,26 + 0,14 7,320,217
21 7,31 £ 0,23 7,39 + 0,247

Médias de 4 ensaios.

sobrescritas na mesma linha indicam as diferencas
significativas (p<0,05) entre os diferentes queijos.

abe sobrescritas na mesma coluna, para cada tratamento,
indicam as diferengas significativas (p<0,05) entre os
diferentes dias de armazenamento.

A,B

A producdo de alimentos contendo cepas probidticas especificas em
concentracoes apropriadas de células viaveis durante a vida de prateleira € um
desafio tecnolégico (KOURKOUTAS et al., 2005). Varios trabalhos propdem que a
dose minima diéria de culturas probidticas considerada terapéutica é de 10% e 10°
ufc, o que corresponde ao consumo de 100g de produto contendo 10° a 107 ufc/g
(HOIER et al., 1999; LEE & SALMINEN, 1995; BLANCHETTE, 1996). Desse
modo, as contagens da cultura probiodtica Lactobacillus paracasei nos queijos
probidticos T1 e T2 estiveram suficientes para resultar em um produto com
potencial probiotico durante todo o periodo de armazenamento e atenderiam aos
requisitos da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) para esse tipo de
produto (ANVISA, 2001).

Em 2001, a Diretoria de Alimentos e Toxicologia da ANVISA havia aprovado a
recomendagdo da Comissdo Tecnocientifica de Assessoramento em Alimentos
Funcionais e Novos Alimentos, propondo a viabilidade minima de probidticos de

10° ufc/g durante o prazo de validade do produto, no caso leites fermentados &
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base de Lactobacillus acidophilus e/ou Bifidobacterium lactis (ANVISA, 2001). No
presente momento, a Comisséo para os alimentos com alegacao de propriedades
funcionais no Brasil ndo informou as quantidades minimas de microrganismos
viaveis que devem estar presentes em alimentos probiéticos (ANVISA, 2005).

A adicao de cepas do grupo Lactobacillus casei / paracasei na produgao de
queijos tem sido estudada e a viabilidade dessas espécies tem sido comparada
com a de outras bactérias probidticas. VINDEROLA et al. (2000) elaboraram
queijo fresco argentino adicionado de cepas de Lactobacillus casei combinadas
ou somente com bifidobactérias ou com bifidobactérias e Lactobacillus
acidophilus. Naquele estudo, as combinacdes de Lactobacillus casei e
bifidobactérias resultaram em uma sobrevivéncia satisfatéria desses
microrganismos no queijo, superiores a 6 log ufc/g durante 60 dias de
armazenamento, enquanto que a adicdo de Lactobacillus casei juntamente com
Lactobacillus acidophilus e bifidobactérias resultou em um queijo com elevadas
contagens desses trés microrganismos, superiores a 7 log ufc/g durante o mesmo
periodo. Em estudo realizado por GARDINER et al. (1998), foi confrontado o
desempenho de Lactobacillus paracasei com o de Lactobacillus salivarius,
isolados de intestino delgado humano, durante a maturagdo de queijo Cheddar,
no qual a espécie Lactobacillus paracasei apresentou multiplicacdo e manutencao
de alta viabilidade (8 log ufc/g), enquanto que as contagens de Lactobacillus
salivarius diminuiram.

O emprego de diferentes culturas em alimentos lacteos fermentados pode
ocasionar interacdo das espécies adicionadas, que podem ser benéficas
(protocooperagao) ou indesejaveis (antagonismo) e resultarem em alteragdes da
microbiota durante a fabricacdo e o armazenamento refrigerado desses produtos
(BELLENGIER et al.,, 1997). VINDEROLA et al. (2002) verificaram que 8 cepas
probibticas de Lactobacillus casei foram capazes de inibir a multiplicacdo de
cepas de Streptococcus thermophilus em ensaio de difusdo em agar, porém o
efeito inibitério dessas Ultimas cepas sobre a espécie probidtica nao foi
observado. Os resultados obtidos no presente estudo nao evidenciaram
interacbes entre as espécies Lactobacillus paracasei e Streptococcus
thermophilus que resultassem em favorecimento ou prejuizo da multiplicacao

desses microrganismos, pois o perfil de multiplicagdo da bactéria “starter” foi
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semelhante tanto para T1 e T2, com a adi¢do do probiodtico, como para T3, sem a

adicao de Lactobacillus paracasei.

4.2.3. Parametros microbiolégicos — microrganismos

contaminacao e bactérias laticas

indicadores de

A tabela 14 mostra as contagens microbiolégicas obtidas nos leites utilizados

para a elaboracao dos queijos T1, T2 e T3.

Tabela 14: Parametros microbioldgicos® dos leites utilizados para a elaboragao
dos queijos T1 (probidtico), T2 (simbidtico) e T3 (controle).

Queijos
Parametros T T2 T3
microbioldgicos Média Variagao® Média Variagao® Média Variagao®
Coliformes totais <1 - 125x10"  <1-1,00 1,25x10™ <1-1,00
(ufc/ml)
Escherichia coli <1 - <1 - <1 -
(ufc/ml)
Staphylococcus spp. 2,49 x102 <10 - 10° 25x10° <10-2x10°  2,83x10° <10-1,29 x10°
(ufc/ml)
Staphylococcus <1 - <1 - <1 -
DNAse+ (ufc/ml)
Bolores e leveduras  25x10"  <1-1,00 5x10"  <1-3x10°  375x10"  <1-1,0x10°
(ufc/ml)
Bactérias laticas 2,69x10° <10-1,34x10° 2,28 x10° <10-9,8x10°  34x10" <10-1,7x10°
(ufc/ml)
Aerdbios totais 1,68 0,48 - 2,26 1,97 1,66 - 2,38 1,78 0,95-2,37

(log ufc/ml)

@ Médias de 4 ensaios, exceto Staphylococcus DNAse positivos (DNAse+) com dois ensaios de T1 e T3 e
um ensaio de T2 e bactérias laticas em 5 ensaios de T3.
® Valores minimos - maximos das contagens obtidas para todas as amostras analisadas.

— = sem variagéao.

A legislagcao brasileira exige que, até a saida do estabelecimento industrial

produtor, o leite pasteurizado tipo A deve apresentar contagem padrdao em placas
de, no maximo, 1 x 10° ufc/g, nimero mais provavel por ml (nmp/ml) de coliformes
a 30-35°C menor que 1, auséncia de coliformes a 45°C em 1 ml (equivalente a
auséncia de Escherichia coli) e auséncia de Salmonella spp. em 25 ml (BRASIL,
2002).

A presenca de coliformes no leite foi detectada somente em uma das
producdes dos queijos T2 e T3 (tabela 14). Escherichia coli néo foi detectada em

nenhuma das amostragens dos leites utilizados para o preparo de 4 ensaios dos



42

queijos T1, T2 e T3 (tabela 14). Em todas as amostras de leite analisadas foram
detectados microrganismos aerdbios, com valores médios entre 1,5 log e 2 log
ufc/ml (tabela 14). A presencga de bolores e leveduras, de bactérias laticas e de
Staphylococcus spp. foi observada nas amostras dos leites utilizados para as
producdes dos queijos T1, T2 e T3 (tabela 14).

As espécies Staphylococcus aureus, Staphylococcus hyicus e Staphylococcus
intermedius sdao produtoras da enzima nuclease termoestavel ou
desoxirribonuclease (DNAse) e compreendem a maioria dos microrganismos
conhecidos como estafilococos coagulase-positivos (JAY, 2000; MARTIN &
MYERS, 1994). Os testes de desoxirribonuclease, como o Petrifilm™ Staph
Express, sdo uma alternativa para a enumeracao de Staphylococcus produtores
de coagulase e estdo baseados na correlacdo com a metodologia classica de
determinacao desses microrganismos (NODA et al. 2003; JAY, 2000). Nos leites
utilizados para a fabricacdo de dois ensaios dos queijos T1 e T3 e de um ensaio
de T2 nao foram detectados Staphylococcus DNAse positivos (tabela 14).

Os parametros microbiolégicos indicadores de contaminacao coliformes totais,
Staphylococcus spp., Staphylococcus DNAse positivos (DNAse+) e bolores e
leveduras analisados durante a produgéo e o armazenamento dos queijos T1, T2
e T3 sdo apresentados, respectivamente, nas tabelas 15, 16, 17 e 18. As
contagens de bactérias laticas durante a producdo e o armazenamento dos
queijos T3 sao apresentadas na tabela 19.
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Tabela 15: Contagens de coliformes totais (médias de 4 ensaios) obtidas para os
queijos T1 (probidtico), T2 (simbibtico) e T3 (controle) na massa-base de queijo
fresco (dia 0) e no produto final apds 1, 7, 14 e 21 dias de armazenamento sob
refrigeracdo a 4+1°C.

Contagens de coliformes totais (log ufc/g)

Queijos
Dias T1A T2 T3®
Média Variacao* Média Variacao* Média  Variacao*
0 0,526 <1-1,60 0,375 <1-1,00 0,657 <1-1,48
1 <1 - 0,450 <1-1,30 0,623 <1-1,90
7 <1 - 0,125 <1-1,00 0,347 <1-1,48
14 <1 - <1 - <1 -
21 <1 — <1 — <1 —

A8 sobrescritas na mesma linha indicam as diferengas significativas (p<0,05) entre os

diferentes queijos.

* Valores minimos — maximos das contagens obtidas para todas as amostras
analisadas.

— =sem variagao.

Para queijos de muito alta umidade (maior que 55%) com bactérias laticas
vidveis e abundantes, como é o caso do queijo fresco cremoso elaborado neste
trabalho, os limites maximos permitidos pela legislacdo sdo de 10° ufc/g de
coliformes a 30°C, 10? ufc/g de coliformes a 45°C, 10 ufc/g de estafilococos
coagulase positivos, 5 x 10° de bolores e leveduras e auséncia em 25 g de
Salmonella e Listeria monocytogenes (BRASIL, 1996).

A presenga de coliformes totais foi observada nos queijos T1 somente no dia
da producéo (dia 0), enquanto que nos queijos T2 e T3 esses microrganismos
foram observados durante a producdo e ap6s 1 e 7 dias de armazenamento
(tabela 15). Nao foram observadas contagens de coliformes durante o
armazenamento dos queijos T1 e houve reducdo desses microrganismos entre o
12 e 0 79 dia de armazenamento nos queijos T2 e T3, ndo sendo mais detectados
até o 212 dia (tabela 15). Possivelmente, a multiplicacao de coliformes nos queijos
foi inibida pelo baixo pH. A agao inibitéria do pH sobre o desenvolvimento de
coliformes em queijo Minas frescal probidtico foi observada por ASSIS et al.
(2002) e ROCHA et al. (2002). Escherichia coli nao foi detectado em nenhuma
das amostras coletadas durante a producédo e o armazenamento de 4 ensaios dos
queijos T1, T2 e T3.
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Tabela 16: Contagens de Staphylococcus spp. (médias de 4 ensaios) obtidas
para os queijos T1 (probiotico), T2 (simbidtico) e T3 (controle) na massa-base de
queijo fresco (dia 0) e no produto final apds 1, 7, 14 e 21 dias de armazenamento
sob refrigeracdo a 4+1°C.

Staphylococcus spp. (log ufc/g)

Queijos
Dias T1A T2A T3®
Média  Variacao* Média  Variacao* Média Variacao*
0 2,23 <2-3,72 1,12 <2-1,30 1,96 <2-3,85
1 2,19 <2-3,98 1,34 <2-248 3,29 2,30 - 4,02
7 1,48 <2-3,93 1,81 <2-3,52 3,11 2,00 - 3,98
14 2,08 <2-4,02 1,42 <2 - 3,54 3,00 <2 -4,06
21 1,21 <2-3,85 1,71 <2 - 3,20 2,54 <2-4,03

A8 sobrescritas na mesma linha indicam as diferengas significativas (p<0,05) entre os

diferentes queijos.

Valores minimos — maximos das contagens obtidas para todas as amostras
analisadas.

Staphylococcus spp. foram detectados nos queijos T1, T2 e T3, com
contagens médias ao longo do armazenamento entre 1,2 e 2,2 log ufc/g para os
queijos T1, entre 1,0 e 2,0 log ufc/g para os queijos T2 e entre 2,5 e 3,3 log ufc/g
para os queijos T3. As contagens médias de Staphylococcus spp. para 0s queijos
T1 e T2 foram aproximadamente 1,0 ciclo log inferiores as contagens observadas
para os queijos T3 durante todo o armazenamento (tabela 16).
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Tabela 17: Contagens de Staphylococcus DNAse positivos' obtidas para os
queijos T1 (probidtico), T2 (simbidtico) e T3 (controle) na massa-base de queijo
fresco (dia 0) e no produto final apds 1, 7, 14 e 21 dias de armazenamento sob
refrigeracdo a 4+1°C.

Staphylococcus DNAse positivos (log ufc/g)

Queijos
Dias T1A T2 T3®
Média  Variagdo® Média  Variagao® Média  Variagao®
0 <1 - <1 - <1 -
1 <1 - <1 - 1,09 <1-2,26
7 <1 - <1 - 0,89  <1-1,78
14 <1 - <1 - 062  <1-148
21 <1 — <1 — <1 —

A8 sobrescritas na mesma linha indicam as diferengas significativas (p<0,05) entre os

diferentes queijos.

Médias de dois ensaios de T1 e T3 e de um dos ensaios de T2.

Valores minimos — maximos das contagens obtidas para todas as amostras
analisadas.

— =sem variagao.

1
2

A presenca de Staphylococcus DNAse positivos foi verificada em um ensaio
de T3 apds 1, 7 e 14 de fabricacdo, havendo diminuicdo das contagens médias
nesse periodo, cerca de 0,8 ciclo log (tabela 17). Em uma das amostras coletadas
no 1° dia de armazenamento de T3, a populacdo de Staphylococcus DNAse
positivos esteve acima do limite exigido pela legislacdo (BRASIL, 1996).

Foram detectados bolores e leveduras aos 14 e 21 dias de armazenamento
dos queijos T1, durante a producao e apéds 7, 14 e 21 dias de armazenamento
dos queijos T2 e apds 1, 14 e 21 dias de armazenamento dos queijos T3 (tabela
18). Nos trés tratamentos, as maiores contagens desses microrganismos foram

verificadas aos 21 dias ap0s a fabricacao (tabela 18).
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Tabela 18: Contagens de bolores e leveduras (médias de 4 ensaios) obtidas para
os queijos T1 (probidtico), T2 (simbidtico) e T3 (controle) na massa-base de queijo
fresco (dia 0) e no produto final apds 1, 7, 14 e 21 dias de armazenamento sob
refrigeracdo a 4+1°C.

Bolores e leveduras (log ufc/g)

Queijos
Dias T1A T2A T3
Média  Variacao* Média  Variacao* Média Variacao*
0 <1 - 0,25 <1-1,00 <1 -
1 <1 - <1 - 0,25 <1-1,00
7 <1 - 0,13 <1-1,00 <1 -
14 0,13 <1-1,00 0,13 <1-1,00 0,20 <1-1,60
21 0,46 <1-2,64 0,69 <1-1,90 1,08 <1 - 3,66

A8 sobrescritas na mesma linha indicam as diferengas significativas (p<0,05) entre os

diferentes queijos.
* Valores minimos — maximos das contagens obtidas para todas as amostras

analisadas
— =sem variagao.

As contagens médias de bactérias laticas iniciaram-se em 1,77 log ufc/g no 1°
dia de fabricagdo para os queijos T3, aumentando em 1 ciclo log ap6s 7 dias de

armazenamento e aproximadamente 2 ciclos log ap6s 21 dias (tabela 19).

Tabela 19: Contagens de bactérias laticas (médias de 5 ensaios) obtidas para os
queijos T3 (controle) na massa-base de queijo fresco (dia 0) e no produto final
apos 1, 7, 14 e 21 dias de armazenamento sob refrigeracdo a 4+1°C.

Bactérias laticas (log ufc/g)

Queijo
Dias T3
Média Variacao*
0 1,65 <2-3,54
1 1,77 <2-415
7 2,81 2,00 - 3,77
14 2,91 <2-475
21 3,54 2,30-5,25
* Valores minimos — maximos das

contagens obtidas para todas as
amostras analisadas

De acordo com os resultados obtidos no presente trabalho para coliformes
totais, Staphylococcus spp. e Staphylococcus DNAse positivos, foi cogitada a
possibilidade de Lactobacillus paracasei inibir a proliferacdo dos microrganismos
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contaminantes, uma vez que os valores maximos das contagens encontrados
para tais variaveis indicadoras de contaminacao foram inferiores para os queijos
T1 e T2, quando comparadas aquelas obtidas para T3 (tabelas 15 a 17). Para a
analise estatistica, considerou-se o fato de as contagens observadas para os
microrganismos contaminantes estarem ou ndo abaixo do limite de sensibilidade
do método utilizado para a determinacdo daqueles microrganismos. Medicbes
abaixo do limite de sensibilidade sdo boas, pois indicam baixa contaminacao do
queijo (<1 log ufc/g para coliformes totais e Staphylococcus DNAse positivos, <2
log ufc/g para Staphylococcus spp.). Para efeito de comparacdo, no teste
estatistico foi utilizado um valor de proporcdo menor ou igual a proporcao de
contagens superiores ao limite de sensibilidade dos testes microbiol6gicos
realizados nos queijos adicionados da bactéria probidtica (SOLER &
YAMAGUCHI, 2004).

O teste binomial exato realizado indicou que, para os queijos T3, as variaveis
coliformes totais, Staphylococcus spp. e Staphylococcus DNAse positivos
apresentaram proporgdes elevadas de contagens acima do limite de sensibilidade
dos mecanismos de medicdo, diferindo significativamente dos queijos T1 e T2
(p<0,05), indicando que realmente o probidtico atuou como inibidor de
contaminacao (tabelas 15 a 17, Anexo 2). Nao foram encontradas diferencas
significativas entre os queijos T1, T2 e T3 em relacdo a contagem de bolores e
leveduras (tabela 18, Anexo 2). ARICI et al. (2004) estudaram a atividade de
diferentes cepas de Lactobacillus spp. isoladas de fezes de criancgas, entre recém-
nascidos e até dois anos de idade, sobre bactérias contaminantes de alimentos
ou patoégenos e verificaram que 4 cepas de Lactobacillus paracasei (IF8, IF9, IF10
e IF11) exerceram efeito inibitorio sobre Staphylococcus aureus ATCC 28213 e 3
cepas (IF8, IF10 e IF11) inibiram a multiplicacao de Staphylococcus aureus ATCC
2392, em ensaios de difusdo em agar.

As condicbes microbioldgicas do leite exercem um papel fundamental sobre o
estabelecimento da microbiota do queijo. As contagens obtidas de coliformes
totais e de Staphylococcus spp. para os queijos T1, T2 e T3 e de bactérias laticas
para os queijos T3 durante a producdo e armazenamento dos queijos foram
decorrentes das contagens iniciais desses microrganismos no leite. No entanto,
as contagens de coliformes totais foram inferiores ao limite maximo estabelecido

pela legislacdo (BRASIL, 1996) em todos os ensaios dos queijos T1, T2 e T3.



48

Todos os queijos produzidos para o presente trabalho foram elaborados de
acordo com as boas praticas de fabricacdo, havendo amplo controle da higiene
dos utensilios empregados e da manipulacdo das matérias-primas e dos queijos
durante todo o processamento. Entretanto, a presenca de Staphylococcus DNAse
positivos em uma das produc¢des de T3 pode ter sido decorrente de contaminacao
durante a sua producdo. Por outro lado, a legislagdo brasileira ndo menciona
limites maximos para Staphylococcus coagulase positivos em leite tipo A
pasteurizado (BRASIL, 2002) e a presenca de Staphylococcus spp. foi detectada
em amostragens de leites de outros ensaios, com contagens maximas de 3 log
ufc/ml, 1,3 log ufc/ml e 3,11 log ufc/ml para os leites de um ensaio dos queijos T1,
T2 e T3, respectivamente (tabela 14). Dessa forma, também é possivel que
células injuriadas de Staphylococcus DNAse positivos que nao puderam ser
detectadas pela analise estivessem presentes no leite utilizado para a producgéo
dos queijos T3, nos quais o microrganismo foi detectado.

Embora tenham sido observadas contagens de bolores e leveduras em
algumas amostras de leite utilizadas para elaboracdo dos queijos T1, T2 e T3, é
mais provavel que o aparecimento desses microrganismos durante o
armazenamento dos queijos tenha sido decorrente da sua presenca no ambiente
durante a fabricacdo. De qualquer modo, as contagens de bolores e leveduras
estiveram abaixo do limite exigido pela legislacdo (BRASIL, 1996) durante o

armazenamento de todos os queijos produzidos neste trabalho.
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4.2.4. Textura instrumental

A figura 4 mostra a curva tipica de analise do perfil de textura, bem como o
modo de obtencdo dos parametros, através do programa “Texture Expert for
Windows” — versao 1.20 (Stable Micro Systems), a partir de amostra do
tratamento T2, em texturbmetro TA-XT2 (Stable Micro Systems). Curvas
semelhantes foram obtidas para as amostras dos queijos T1 e T3.

Force [N H

4,000

3,000

2,000

1,000

 — ——>
0,000 .’
0

T T T 1
10, 20, a0, 40,0 50,0

Time [sec.]

-1,000:

-2,000:

Figura 4: Grafico da andlise do perfil de textura obtido para o queijo T2
(simbidtico), apds 1 dia de fabricacao, empregando-se o analisador de textura TA-
XT2 (Stable Micro Systems) e o programa “Texture Expert for Windows” — versao
1.20 (Stable Micro Systems). Firmeza = forga (N) atingida em H; Coesividade =
razao entre as areas A, e A¢; Adesividade = trabalho em Ags; Elasticidade = razao

entre dz e dy; Gomosidade = forga (N) em H x (A2/A1).

A textura é considerada um dos quatro fatores de qualidade dos produtos
alimentares, sendo os outros trés o sabor, a aparéncia e o valor nutricional
(MESSENS et al., 2000). Os testes instrumentais de textura sdo geralmente

baseados em forca de compressao, com a funcédo de simular a mastigacao entre
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os molares. No teste de dupla compressédo, utilizado no presente trabalho, a
amostra € submetida a duas “mordidas” ou corridas, que simulam o ato de
mastigacdo. Quando o pistdo deforma a amostra, 0 movimento do suporte é
detectado e uma curva de forca - compressao € tracada. A partir dessa curva,
obtém-se os parametros primarios - firmeza, coesividade, adesividade,
elasticidade e secundérios - fraturabilidade, mastigabilidade e gomosidade, que
compde as caracteristicas mecanicas dos queijos (FOX et al., 2000).

A tabela 20 mostra as médias obtidas para os parametros firmeza,
coesividade, adesividade (em médulo), elasticidade e gomosidade dos queijos T1,
T2 e T3. Os valores médios de firmeza, adesividade e gomosidade dos queijos
T1, T2 e T3 ao longo do armazenamento apresentaram grande variacao entre o0s
5 ensaios realizados para cada queijo e, portanto, os desvios-padrao desses

parametros foram bastante elevados.

Tabela 20: Perfil de textura (média + desvio-padrédo)’ dos queijos T1 (probidtico),
T2 (simbiotico) e T3 (controle) apos 1, 7, 14 e 21 dias de armazenamento sob
refrigeracdo a 4+1°C.

Queijo Dias Firmeza (N) Coesividade Adesividade® (N's) Elasticidade Gomosidade (N)
1 5,16 +3,37" 0,546 + 0,053 13,78 +9,58™ 0,855+ 0,059 2,90 +2,09™
1 7  7,95+559™ 0,501 +0,045"° 18,91 +12,39" 0,861 +0,059" 3,98 + 3,01"°
14 9,75+6,90*° 0,499 +0,076™ 23,25 +17,75"° 0,879 +0,037"* 4,88 + 3,30"*°
21 10,23 +7,14"° 0,487 +0,088™ 22,32 + 14,29 0,897 +0,057*° 4,94 +3,13"°
1 3,00+1,97% 0,547 +0,040" 10,23 +6,97** 0,899 + 0,008 1,68 +1,21"
To 7 527 +2,80" 0,547 +0,032°® 19,41 +10,27"° 0,892 +0,032** 3,24 +1,92"°
14 5,78 +2,72"° 0,530 +0,027*° 20,98 + 9,60 0,904 + 0,008 3,11 + 1,57
21  5,62+258" 0523+0,028" 21,16+9,73"° 0,904 +0,013"° 2,98 +1,49"
1 4,90 +3,12% 0,525+0,040" 9,58+5,05" 0,856 +0,061"* 2,64 +1,80"
T3 7 714 +467™ 0,481 +£0,032"° 13,03+6,46" 0,882 +0,042" 3,55+ 2,57
14 8,94 +6,87"° 0,462 +0,091"° 14,62 +8,69"° 0,868 +0,057"* 4,03 + 3,23*°
21 9,37 +7,96™ 0,470 +0,106™ 15,54 +10,89"° 0,896 +0,039"° 4,31 +3,82"°

Valores em mddulo.

diferentes queijos.

Médias de 5 ensaios (4 a 6 amostras de cada queijo por periodo de anélise).

sobrescritas na mesma coluna indicam as diferengas significativas (p<0,05) entre os

abe sobrescritas na mesma coluna, para cada tratamento, indicam as diferencas significativas
(p<0,05) entre os diferentes dias de armazenamento.
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Os queijos T1, T2 e T3 nao diferiram significativamente entre si quanto a
firmeza, coesividade, adesividade, elasticidade e gomosidade durante os 21 dias
de armazenamento (p>0,05).

A firmeza é a forca necessaria para realizar uma determinada deformacao,
podendo ser definida também como a forca requerida para comprimir o alimento
entre os dentes molares ou entre a lingua e o palato (SZCZESNIAK, 1998; FOX et
al., 2000). Os queijos T1, T2 e T3 apresentaram aumentos significativos (p<0,05)
da firmeza nas trés primeiras semanas de armazenamento, permanecendo
estaveis, sem variagao significativa (p>0,05) entre o 14° e 0 21° dia (tabela 20).

A coesividade é a resisténcia das ligacdes internas, ou seja, a quantidade de
deformacgdo que o alimento sofre antes de sua ruptura quando comprimido com
os molares (SZCZESNIAK, 1998; FOX et al., 2000). Os valores de coesividade
dos queijos T1, T2 e T3 apresentaram-se bastante préximos no 1° dia de
armazenamento, com uma pequena, porém significativa, diminuicdo aos 14 dias
de armazenamento (p<0,05).

A adesividade é definida como o trabalho necessario para superar as forcas
atrativas entre a superficie do alimento e outras superficies em que o alimento
entra em contato, ou ainda, a forga requerida para remover o alimento que aderiu
ao céu da boca, geralmente o palato, mas também labios e dentes durante a
mastigacao (SZCZESNIAK, 1998; FOX et al., 2000). A adesividade, em mddulo,
dos queijos T1, T2 e T3 aumentou significativamente nas trés primeiras semanas
de armazenamento (p<0,05). Para todos os queijos, o aumento da adesividade foi
maior entre o 12 e o0 72 dia de armazenamento (tabela 20).

A elasticidade é a razao na qual um material deformado volta a sua condi¢ao
nao deformada ap6s remocao da forca de deformacao (FOX et al., 2000). Houve
um discreto aumento da elasticidade dos queijos T1, T2 e T3 entre 0 1% e 0 21°
dia de armazenamento (tabela 20), sendo esta variagdo significativa apenas na
dltima semana de amostragem (p<0,05).

A gomosidade é definida como a energia requerida para desintegrar um
alimento semi-sélido a um estado pronto para ser deglutido, sendo um produto da
firmeza pela coesividade (SZCZESNIAK, 1998). Uma vez que os valores de
coesividade dos queijos T1, T2 e T3 foram bastante préximos, com alteragao
muito pequena durante o armazenamento (mantendo-se ao redor de 0,5 para os

trés tratamentos), os valores obtidos para gomosidade foram praticamente a
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metade dos valores obtidos para firmeza durante o mesmo periodo. Houve um
aumento significativo da gomosidade entre 1 e 7 dias de armazenamento (p<0,05)
e um novo aumento significativo aos 21 dias (p<0,05) em comparacao as duas
primeiras semanas de amostragens (tabela 20).

Segundo SANCHEZ et al. (1996), a fonte e o teor de gordura, a quantidade de
sblidos ndo lacteos, o pH, entre outros fatores, exercem influéncia nas
caracteristicas de textura de produtos similares aos “cream-cheeses”. Por outro
lado, BREIDINGER & STEFFE (2001) reportam que as propriedades reolégicas
de produtos espalhaveis (em pasta) de base lipidica sdo determinadas, nao
simplesmente pela quantidade total de gordura presente, mas também pela
quantidade contida na forma cristal e liquida e esse conceito pode ser aplicado a
“cream-cheeses”. Os autores ainda argumentam que a influéncia de estabilizantes
e modificadores de textura podem ser fatores mais importantes que as
caracteristicas de emulsao e propriedades de fase dos lipidios.

No presente trabalho, os parametros firmeza, adesividade e gomosidade dos
queijos T1, T2 e T3 foram influenciados pelo teor de gordura presente, uma vez
que o alto desvio-padrao apresentado pelos parametros citados foi decorrente da
variagdo da composicao centesimal desses queijos, resultado do emprego de leite
que diferiu quanto a composicao ao longo dos ensaios realizados neste trabalho.
Por outro lado, tais diferencas nao interferiram nos valores de coesividade e
elasticidade que apresentaram baixa variacdo entre os 5 ensaios de cada queijo
(tabela 20). Cabe aqui enfatizar que os dados instrumentais de coesividade e
elasticidade, que apresentaram os menores valores de desvio-padrdao, além da
gomosidade, ndao poderiam ter sido obtidos através do teste de simples
compressao, justificando, dessa forma, o emprego do teste de dupla compresséo
no presente trabalho.

Além do teor lipidico, a inulina também é capaz de atuar como modificador de
textura em produtos alimenticios, embora nao tenha interferido significativamente
(p>0,05) na textura instrumental dos queijos T2 (tabela 20). A funcionalidade
tecnoldgica da inulina esta baseada no seu efeito em solugdes aquosas em varios
niveis de sélidos. Em baixas concentracées, a inulina causa significante aumento
da viscosidade e pode ser utilizada como um modificador reoldgico. Em
concentracoes de 40-45% forma-se um gel de inulina que é firme, mas com a
sensacao cremosa oferecida pelos lipidios (MURPHY, 2001).
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ROBINSON (1995) estudou o emprego de inulina em iogurte nas
concentracbes de 1%, 5% e 10% em comparacao ao iogurte controle, sem a
adicao de inulina. Naquele estudo foram verificados valores proximos de forga de
penetracao e de viscosidade entre o iogurte controle e as amostras com 1%, 5% e
10% de inulina. Segundo o autor, os valores daqueles parametros obtidos para o
iogurte controle foram inteiramente dependentes da resisténcia suportada pelas
pequenas porcoes de coagulo e a adicdo da inulina resultou em um pequeno
impacto geral no produto.

O efeito de trés diferentes concentragcdes de inulina (5%, 7% e 9%) na textura
de sorvete de iogurte (yog-ice cream) com teor reduzido de gordura foi estudado
por EL NAGAR et al. (2002). Os autores verificaram que as amostras com adigao
de inulina apresentaram valores de firmeza mais baixos em comparacao as
amostras controles com teor reduzido de gordura. No entanto, os autores também
observaram que, para todas as concentracbées de inulina empregadas, os valores
de firmeza foram mais altos que os obtidos para as amostras controle com
elevado teor gordura.

MENDOZA et al. (2001) verificaram que a adigdo de inulina em linglica seca
fermentada com baixo teor de gordura proporcionou uma melhoria da textura do
produto, que se apresentou mais macia, porém com elasticidade e adesividade

similares as de linguicas convencionais.

4.2.5. Determinacao de acucares e de frutanos

As porcentagens de frutanos, sacarose, frutose, glicose e galactose das
amostras de Raftiline® HP-Gel e de queijo T2, apés 1 e 21 dias de

armazenamento a 4+1°C, estédo apresentadas na tabela 21.
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Tabela 21: Teor de frutanos e acucares obtidos para a inulina Raftiline® HP-Gel e
para as amostras de queijo T2 (simbidtico), congeladas ap6s 1 e 21 dias de
armazenamento a 4+1°C.

Amostras
Carboidratos’ (9§2tlr!rl1r§é|:iz-sGeila) Queijo T2- 1dia®>  Queijo T2 - 21 dias®
Frutanos (%) 95,2 + 1,61 7,32 + 0,392" 7,27 +0,357"
Sacarose (%) 0,0274 +0,0065  0,0012 +0,0014"  0,0014 +0,0018"
Frutose (%) 0,108 + 0,048 0,0113 £ 0,0048"  0,0276 + 0,0289"
Glicose (%) 0,0057 + 0,0037 0,255 + 0,030" 0,146 + 0,020°
Galactose (%) 0,000 0,914 + 0,065" 1,03+0,118"

' Teor na matéria imida.

Valores médios de 4 ensaios.
Valores médios de 3 ensaios.
B sobrescritas na mesma linha indicam as diferencas significativas (p<0,05) entre os
diferentes periodos de armazenamento dos queijos T2.

Observou-se o teor médio de 95,2% de frutanos nas amostras de Raftiline®
HP-Gel. Este resultado encontrou-se ligeiramente abaixo do teor de frutanos
declarado no laudo de andlise desse produto pelo fabricante, 97,9% (99,9% na
matéria seca).

Nas amostras de queijos T2 apdés 1 e 21 dias de armazenamento foram
identificados teores médios de frutanos bastante préximos, 7,32% e 7,27%,
respectivamente, porém 7% abaixo do teor teoricamente contido em 8% de
Raftiline® HP-Gel que foi adicionado a esse queijo, de acordo com o laudo de
analise do fabricante (7,83% de frutanos, descontando a umidade da fibra). Nao
houve diferenga significativa entre os teores de frutanos, sacarose, frutose e
galactose ao 1° e ao 21° dias de armazenamento dos queijos T2 (p>0,05). Por
outro lado, observou-se uma diminuicdo significativa do teor de glicose das
amostras dos queijos T2 apdés 1 e 21 dias de armazenamento (p<0,05). Tais
resultados indicam que o metabolismo das bactérias “starter” e probibtica
adicionadas, além das condicbes de pH, ndo ocasionaram a degradacdao dos
frutanos durante o armazenamento dos queijos T2. Dessa forma, os queijos
simbio6ticos T2 apresentaram teor de frutanos superior a 7g / 100g, quantidade
suficiente para conferir potencial prebidtico ao longo de todo o armazenamento

desses produtos.
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4.2.6. Analise sensorial

As notas distribuidas aos queijos T1, T2 e T3 de acordo com a preferéncia dos
provadores na andlise sensorial e as diferencas significativas obtidas entre os trés
tratamentos sdo mostradas na tabela 22. A ficha do teste de ordenacao-
preferéncia utilizada na anélise sensorial dos queijos estudados, assim como a
ficha para recrutamento de provadores, sdo apresentadas nos Anexos 3 e 4.

A andlise sensorial indicou que o queijo probiético T1 apresentou a menor
preferéncia pelos provadores (4 notas 1; 23 notas 3) e diferiu significativamente
(p<0,05) dos queijos simbio6tico T2 e controle T3. A maior preferéncia foi obtida
pelos queijos T2 (21 notas 1; 6 notas 3), seguida de T3 (19 notas 1; 15 notas 3),

porém tal diferenca nao foi significativa (p>0,05).

Tabela 22: Distribuicdo das notas de acordo com a preferéncia dos provadores
(n=44) na analise sensorial dos queijos T1 (probiético), T2 (simbidtico) e T3
(controle).

Notas*

Queijos Somas das ordens**
1 2 3
T1 4 17 23 106%
T2 21 17 6 74°
T3 19 10 15 84°

* 1 = preferido, 2 = intermediario, 3 = menos preferido.

** Soma das ordens de cada amostra = (1 x n? de notas 1) + (2 x n? de notas 2) + (3 x
n® de notas 3)

a, b — letras minusculas sobrescritas indicam as diferencas significativas apresentadas
entre os queijos (p<0,05).

Os provadores indicaram os atributos sensoriais que contribuiram para a
escolha das amostras preferida e menos preferida. Tais indicacoes
compreendiam os atributos sabor, textura, aroma e/ou aparéncia. Em alguns
casos um unico provador mencionou dois ou mais atributos para aquelas
amostras e, dessa forma, o niumero de citacdes obtidas foi superior ao numero de
provadores que preferiram ou ndo a amostra. Tais informagdes sao apresentadas

nas tabelas 23 e 24.
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Tabela 23: Atributos sensoriais que contribuiram para a preferéncia dos queijos
T1 (probidtico), T2 (simbibtico) e T3 (controle) na opinido dos provadores.

Atributos citados

Queijos  Provadores  Sabor Textura Aroma Aparéncia Total
T1 4 4 0 0 0 4
T2 21 17 16 2 1 36
T3 19 17 6 1 0 24

Tabela 24: Atributos sensoriais que contribuiram para a menor preferéncia dos
queijos T1 (probidtico), T2 (simbibtico) e T3 (controle) na opinido dos provadores.

Atributos citados

Queijos  Provadores Sabor Textura Aroma Aparéncia Total
T1 23 21 5 1 2 29
T2 6 3 2 0 0 5
T3 15 13 1 1 0 15

Os 23 provadores que escolheram T1 como a amostra menos preferida
forneceram um total de 29 citacbes, das quais 72,4% (n = 21) foram relacionadas
ao sabor do queijo, que segundo esses provadores apresentava-se bastante
acido (tabela 24). A textura apareceu em 17,2% (n = 5) das citacdes relacionadas
a menor preferénecia pelos queijos T1 e a aparéncia e o aroma em,
respectivamente, 6,9% (n = 2) e 3,4% (n = 1) das citacbes (tabela 24). Os 4
provadores que preferiram os queijos T1 citaram que o atributo sabor contribuiu
para a escolha por se destacar dos demais queijos, ndo mencionando qualquer
outro atributo (tabela 23).

Foram obtidas 36 citacbes de atributos pelos 21 provadores que indicaram a
preferéncia pelos queijos T2, sendo que 47,2% (n = 17) das citagcbes foram
relacionadas ao sabor e 44,4% (n = 16) a textura (tabela 23). De acordo com os
relatos obtidos desses provadores, 0s queijos T2 apresentaram sabor mais suave,
maior cremosidade, espalhabilidade e melhor consisténcia quando comparados
aos queijos T1 e T3. A aparéncia e o0 aroma apareceram, respectivamente, em
apenas 5,6% (n = 2) e 2,8% (n = 1) das citacbes referentes a preferéncia pelos
queijos T2 (tabela 23). Somente cinco dos seis provadores que apontaram a
menor preferéncia pelos queijos T2 relataram os atributos que contribuiram para
essa escolha, sendo 3 citacées para o sabor e 2 citagdes para a textura (tabela
24).
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A preferéncia pelos queijos T3 também foi justificada pelo sabor que apareceu
em 71% (n = 17) de 24 citagbes obtidas (tabela 23). Para a maior parte desses
provadores, os queijos T3 apresentaram sabor mais suave, menos acido e mais
“caracteristico de queijo” em relacdo a T1 e T2. A textura apareceu em 25% (n =
6) das citacGes relacionadas a preferéncia pelos queijos T3 € 0 aroma em apenas
4% (n = 1) (tabela 23). Por outro lado, o sabor também contribuiu para a menor
preferéncia pelos queijos T3 de acordo com 13 provadores (88% de 14 citacdes),
seguido pela textura e aroma, ambos atributos com apenas 1 citagao (tabela 24).

O atributo sabor teve maior importancia tanto na escolha das amostras
“preferidas” como das “menos preferidas” pelos participantes da analise sensorial.
Por outro lado, os provadores (n = 16) indicaram uma reducdo da firmeza dos
queijos T2 contendo inulina, que foi considerada favoravel, uma vez que resultou
em um queijo mais macio, embora essa diferenga ndo tenha sido
significativamente observada nos paradmetros de textura instrumental analisados
(p>0,05).

Embora os provadores tenham destacado que os queijos T1 diferiram dos
queijos T2 e T3 por apresentarem sabor mais acido, essa diferenca nao foi
observada nas andlises de pH e acidez titulavel para os queijos T1. Nesse
sentido, existe a possibilidade de a bactéria Lactobacillus paracasei ter produzido
outros compostos que influem no sabor do queijo, como peptidios, cetonas ou
aldeidos. O sabor resultante da presenca desses componentes, geralmente
amargo, pode ter sido interpretado como “4cido” pelos provadores, ocasionando
as diferencas significativas entre os queijos T1 e T3 na analise sensorial (como a
analise foi conduzida com um painel consumidor nao treinado, € provavel que
esses provadores, involuntariamente, substituam expressbes no momento
caracterizar um determinado atributo). Os compostos que interferem no sabor
foram provavelmente produzidos pela bactéria probiética durante a fabricacao do
queijo na etapa de fermentagéo, em que o leite foi mantido a 42°C, resultando em
um ambiente adequado para um aumento do metabolismo microbiano.

Além disso, a diminuicdo do teor de gordura decorrente da adicdo da inulina
nos queijos T2 teria minimizado a percepcdo do sabor de outros compostos
possivelmente produzidos por Lactobacillus paracasei, tornando o sabor desses
queijos mais agradavel em relagdo a T1 e comparavel ao de T3. Segundo
DEVEREUX et al. (2003), existe uma diminuicdo da percepg¢dao do sabor em
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alimentos com menor teor de gordura quando comparados aos seus similares
sem a reducdo do teor lipidico devido a auséncia de alguns compostos
lipossoluveis que sao liberados durante a mastigagdo e que contribuem para o
sabor geral do alimento.

Ao contrario do observado no presente trabalho para os queijos T1, a adi¢ao
de cepas do grupo Lactobacillus casei / paracasei em queijos tem sido
correlacionada com melhoria das caracteristicas sensoriais. KATSIARI et al.
(2002) verificaram que o emprego de Lactobacillus casei subsp. rhamnosus LBC
80 em complementacdo a cultura CR-213 (composta de duas cepas de
Lactococcus lactis subsp. lactis e uma cepa de Lactococcus lactis subsp.
cremoris) produziu alteracées sensoriais positivas na textura e sabor de queijo
tipo Kefalograviera com baixo teor de gordura apo6s 90 e 180 dias de maturacao,
quando comparado ao queijo controle com teor reduzido de gordura e sem a
adicao de culturas.

MENENDEZ et al. (2000) obtiveram a melhoria das caracteristicas sensoriais
de queijos Arzua-Ulloa através da reducdo do sabor amargo em relagdo ao queijo
controle utilizando, individualmente, cinco cepas diferentes de Lactobacillus —
Lactobacillus casei subsp. casei, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei
subsp. pseudoplantarum (duas cepas) e Lactobacillus casei (cepa comercial) —
conjuntamente a cultura “starter” composta de Lactococcus lactis subsp. lactis e
Lactococcus lactis subsp. lactis var. diacetylactis.

GARDINER et al. (1998) e STANTON et al. (1998) reportaram que as altas
contagens de Lactobacillus em queijos Cheddar ndo produziram alteracdes nas
caracteristicas sensoriais, uma vez que apresentaram sabor e textura
comparaveis ao queijo controle. GARDINER et al. (1998) estudaram queijo
Cheddar preparado com a adi¢do de Lactobacillus paracasei em co-cultura com
Lactobacillus salivarius, enquanto que STANTON et al. (1998) estudaram queijo
Cheddar com a adicao de uma cepa de Lactobacillus paracasei.

Em estudo realizado pelo nosso grupo de pesquisa, o emprego de
Lactobacillus paracasei LBC 82 nao produziu alteracées sensoriais em queijos
Minas frescal produzidos com acidificagdo direta com acido latico ou com
acidificacao com cultura mesofilica tipo O composta de Lactococcus lactis subsp.
lactis e Lactococcus lactis subsp. cremoris, ap6s 7 dia de armazenamento a 5°C,
(BURITI et al., 2005).
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5. CONCLUSOES

A cultura de Lactobacillus paracasei subsp. paracasei LBC 82 (Danisco)
permaneceu viavel, com contagens sempre superiores a 7 log ufc/g, ao longo
de 21 dias de armazenamento dos queijos T1 e T2, que podem, dessa forma,
serem classificados como potencialmente probiéticos. Do mesmo modo, o teor
inicial de frutanos permaneceu inalterado durante todo o armazenamento dos
queijos T2, quantidade superior a 7g / 100g, o que resultou em um alimento

simbiotico em potencial.

O emprego de Lactobacillus paracasei em co-cultura com o microrganismo
“starter” Streptococcus thermophilus em queijo fresco cremoso nao promoveu
alteracdes nas caracteristicas fisico-quimicas (pH, acidez titulavel, umidade e
aw) e de textura.

A adicado de Lactobacillus paracasei em queijo fresco cremoso resultou em
modificacdo sensorial pela alteragdo do sabor em relacdo ao queijo controle
(sem probiodtico), refletindo na menor preferéncia dos provadores por esse
queijo (p<0,05). Por outro lado, a adicdo complementar de inulina permitiu que
essa alteracao sensorial ndo fosse percebida, de forma que nao foi observada
na analise sensorial, sem produzir mudanca significativa quando comparado

ao queijo controle (p>0,05).

A incorporagdo da inulina no queijo fresco cremoso n&o alterou as
caracteristicas fisico-quimicas e o comportamento global dos parametros de
textura instrumental do queijo durante o armazenamento. No entanto, a adicdo
de inulina resultou em um produto mais macio, caracteristica que foi
sensorialmente percebida e apreciada pelos provadores, embora tal diferenca
nao tenha sido estatisticamente observada nos parametros de textura
instrumental analisados (p>0,05).

Os queijos T1 e T2, adicionados da cultura probiética, apresentaram menores
contagens de coliformes totais, Staphylococcus spp. e Staphylococcus DNAse

positivos e diferiram significativamente em relacao ao queijo controle (p<0,05),
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indicando um efeito inibitério do Lactobacillus paracasei sobre aqueles

microrganismos.

e O ingrediente prebidtico inulina pode ser utilizado juntamente com a bactéria
probibtica Lactobacillus paracasei para a producado de queijo fresco cremoso
com caracteristicas adequadas e com propriedades funcionais agregadas,
resultando em um produto com boas perspectivas para uma futura

industrializagdo e comercializagéo.
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ANEXO 1 - Aprovacao da analise sensorial do presente trabalho pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas —
USP
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UNIVERSIDADE DE SAQ PAULO

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Comité de Etica em Pesquisa - CEF

S8o Paulo, 04 de agosto de 2003.

llmola) Sr(a).
Flavia Carolina Alonso Buriti

Vimos informar que o Comité de Efica em Pesguisa da FCF/USP, em reunido
realizada em 04 de agosto passado. APROVOU o projeto "Desenvolvimento de
queijo fresco simbidtico” (Protocolo n® 196) apresentado por Vossa Senhoria.

Lembramos gque apés a execucdo de 50% do cronograma do projeto, deverd ser
apresentado um relatorio parcial, de acordo com o Ardigo 18 = item C, da Portaria
FCF-111/97.

Afenciosamente,

L=

Prof". Dr*. Valentina Poria
Vice-Coordenadora do Comité de Etica
em Pesquisa da FCF/USP

Orientador: Prof. Susana Marta [say Saad
FRT

Av. Prof. Lineu Presies, n® 580, Bloco 13 A - Cldade Unlversitira - CEP 05508-800 - Sic Paulo - 5P
Fome: (11) 3081-3677 - Fax {11) 3031-8986 - e-mall: rtrigogusp.bsr
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ANEXO 2 - Resultados da analise estatistica para os microrganismos
indicadores de contaminacao

Tabela A.1: Teste binomial exato* para a proporcdo de contagens de coliformes
totais, Staphylococcus DNAse positivos e bolores e leveduras acima do limite de
sensibilidade de medi¢do obtidas para os queijos T1 (probidtico), T2 (simbidtico) e
T3 (controle) na massa-base de queijo fresco (dia 0) e no produto final apés 1, 7,
14 e 21 dias de armazenamento sob refrigeracéo a 4+1°C, considerando p<0,05.

Medicoes Nivel
Queiios Microraanismos Total de acima do limiar Proporgéo da descritivo
! 9 amostragens de amostra (p valor)
sensibilidade P
Coliformes 40 2 0,050 0,60
T1 Staphylococcus DNase+ 19 0 0,000 1,00
Bolores e leveduras 40 1 0,025 0,87
Coliformes 40 2 0,050 0,60
T2 Staphylococcus DNase+ 9 0 0,000 1,00
Bolores e leveduras 40 2 0,050 0,60
Coliformes 29 7 0,241 0,00
T3 Staphylococcus DNase+ 12 5 0,417 0,00
Bolores e leveduras 29 1 0,034 0,99

* Hipétese do teste: proporgdo das contagens maiores que o limite de sensibilidade é menor ou
igual a 5%.

Tabela A.2: Teste binomial exato* para a propor¢do de contagens de
Staphylococcus spp. acima do limite de sensibilidade de medicéo obtidas para os
queijos T1 (probidtico), T2 (simbidtico) e T3 (controle) na massa-base de queijo
fresco (dia 0) e no produto final apés 1, 7, 14 e 21 dias de armazenamento sob
refrigeracdo a 4+1°C, considerando p<0,05.

Medicbes acima do

. Total de o Proporcao da Nivel descritivo
Queijos limiar de
amostragens sensibilidade amostra (p valor)
T1 40 16 0,400 0,92
T2 40 16 0,400 0,92
T3 29 25 0,862 0,00

* Hipétese do teste: proporcdo das contagens maiores que o limite de sensibilidade é menor ou
igual a 50%



ANEXO 3 — Modelo da ficha utilizada na analise sensorial

Ficha para teste de ordenacao — preferéncia

Nome:

Produto: queijo fresco cremoso

Vocé esta recebendo 3 amostras de queijo fresco cremoso.

73

Analise sensorial

Data: 01/04/2004

Prove as amostras da esquerda para direita. Utilize um biscoito agua para acompanhar

cada uma das amostras.

Agora as ordene de acordo com a sua preferéncia geral.

Mais preferida ‘ Menos

preferida

Posto 1° lugar

2° lugar

3° lugar

Cédigo =

Comentarios:

Agora, por favor, responda as seguintes questoes:

Qual caracteristica sensorial vocé mais apreciou na amostra mais preferida?

Qual caracteristica sensorial vocé ndo apreciou na amostra menos preferida?

Comentarios:

Obrigada!



ANEXO 4 — Modelo da ficha utilizada para recrutamento dos participantes da analise sensorial

Recrutamento de provadores para analise sensorial de alimentos

Estamos convidando vocé para participar de uma analise sensorial de queijo fresco cremoso.
Esta analise sera conduzida pela aluna de mestrado Flavia Carolina Alonso Buriti, sob orientacdo da Prof. Dra. Susana Marta Isay Saad do

Departamento de Tecnologia Bioquimico-Farmacéutica FCF/USP.

O produto a ser avaliado apresenta os seguintes ingredientes:
Leite pasteurizado semi-desnatado, fermento latico (Streptococcus thermophilus e Lactobacillus paracasei), cloreto de calcio, coalho, soro de leite,

inulina (fibra industrializada extraida das raizes da chicéria), sal e goma xantana.

O produto foi elaborado e acondicionado de acordo com as Boas Praticas de Fabricagcdo de Alimentos, nos laboratérios do Departamento de

Tecnologia Bioquimico-Farmacéutica FCF/USP.

Nessa analise o provador devera provar 3 amostras de queijo fresco cremoso e ordena-las de acordo com sua preferéncia. O teste sera conduzido no
laboratorio de Analise Sensorial do Bloco 16. Ao final das andlises os provadores receberao um brinde mas ndo havera remuneracao financeira.

Todas as informagdes serdo sigilosas, garantindo a privacidade do provador.

Portanto, se vocé costuma consumir esse tipo de produto, tem entre 18 e 60 anos e quiser participar dessa analise, favor preencher as informagoes

do Termo de Compromisso abaixo:

Estou ciente do objetivo do teste, nao apresento reacao alérgica ou intolerdncia aos ingredientes, e aceito participar dessa

analise sem restricoes.




Nome

Sexo

RG

Data de nascimento

E-mail

Assinatura
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