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RESUMO

Os alimentos funcionais probidticos contém microrganismos vivos que, quando
administrados em quantidades adequadas, conferem salde ao hospedeiro. Diversos
tipos de queijos, incluindo os queijos frescos, tém se revelado adequados como
veiculos para a incorporagcao de bactérias probiéticas. O presente trabalho teve como
objetivos: verificar a viabilidade de Lactobacillus acidophilus La-5 em queijo minas
frescal processado com a adicdo desse microrganismo probibtico associado a uma
cultura starter de Streptococcus thermophilus e verificar a influéncia de um teor
reduzido de gordura sobre essa viabilidade; avaliar a aceitabilidade do produto sob o
ponto de vista sensorial e suas caracteristicas fisico-quimicas, microbiolégicas e de
textura instrumental, durante o seu armazenamento a 5+1°C por 21 dias, em
comparacao ao queijo preparado com a adicdo isolada de L. acidophilus e ao queijo
controle (sem adicao de culturas). Trés queijos foram produzidos (em triplicata) com
leite integral e por acidificagdo direta com acido latico: T1 (controle), T2 (adi¢cao de L.
acidophilus) e T3 (adicao de L. acidophilus + S. thermophilus). T2 e T3 também foram
produzidos (em triplicata) com leite desnatado, para o monitoramento da viabilidade do
probiético em queijo com teor reduzido de gordura (T2L e T3L). T1, T2 e T3 foram
avaliados sensorialmente, apés 7 e 14 dias de armazenamento a 5+1°C. As
caracteristicas fisico-quimicas (umidade, acidez titulavel e pH), microbiol6gicas
(sobrevivéncia do microrganismo probidtico, starter e a populagdo de contaminantes -
coliformes, E. coli e Staphylococcus spp.) e a textura instrumental (teste de dupla
compressdo de amostras cilindricas, em texturébmetro TA-XT2, Stable Micro System)
desses queijos foram monitoradas durante o armazenamento refrigerado a 5+1°C por
até 21 dias. Além disso, o indice de extensao da proteodlise foi avaliado entre 0 1° e 0
21¢ dia de armazenamento.

Os queijos T2, T3, T2L e T3 apresentaram populagées de L. acidophilus acima do
minimo recomendado para um alimento probiotico (6 log UFC/qg), exceto para T3, que
apresentou populacées de 5,74 log UFC/g ao 1° dia de armazenamento. Ao 14° dia, T2
alcancou populacoes de 7,04 log UFC/g; T2L e T3L apresentaram populagbes
superiores aos demais queijos durante a producdo (dia 0), permanecendo com
populacdes acima de 7 log UFC/g entre o 7° e 0 21°dia de armazenamento. A adicao de
culturas impediu a multiplicacdo de Staphylococcus spp. nos queijos T2 e T3, enquanto
que T1 apresentou aumento nessas populagdes ao longo do armazenamento. Todos os
queijos apresentaram aumento na protedlise durante o armazenamento (p<0,05).
Entretanto, o maior aumento ocorreu em T3, devido a presenca da cultura starter
(p<0,05). A analise sensorial revelou que a adicdo de L. acidophilus resultou em
beneficios sensoriais aos produtos, uma vez que as caracteristicas sensoriais de T2 e
T3 mantiveram-se estaveis, com boa aceitacao ap6s 7 e 14 dias de armazenamento,
enquanto que T1 obteve menor aceitacdo no mesmo periodo (p<0,05). A
suplementacdo de queijo minas frescal com Lactobacillus acidophilus La-5,
isoladamente ou em co-cultura com uma cultura starter termofilica (S. thermophilus),
resultou em um produto potencialmente funcional, com populagdes acima do minimo
requerido para um produto probiético (particularmente quando produzido com leite com
um teor reduzido de gordura), apresentando propriedades sensoriais, microbiologicas e
de textura adequadas e superiores aos queijos produzidos somente com acidificacéo
direta do leite com &cido latico.



ABSTRACT

Functional foods are foods that claim to promote human health over and above the
provision of basic nutrition. Probiotics are live microorganisms that, when administered
in adequate amounts, confer a health benefit on the host, improving his intestinal
microbial balance. Lactobacillus acidophilus strains have been shown to be able to
survive at favorable concentrations for a probiotic food in a variety of cheeses, including
fresh cheeses. The objective of this study was to verify the viability of Lactobacillus
acidophilus La-5 added solely or in co-culture with a Streptococcus thermophilus starter
culture during production of minas fresh cheese.

Three different trials of minas fresh cheese were prepared (in triplicates): T1 (produced
with no addition of cultures), T2 (supplemented with L. acidophilus) and T3
(supplemented with L. acidophilus + S. thermophilus). T2 and T3 were also produced
with reduced fat milk in order to verify the influence of reduced fat on viability of L.
acidophilus added to minas fresh cheese (T2L and T3L). The physicochemical
(moisture, pH and titratable acidity) and microbiological (counts of L. acidophilus, S.
thermophilus, coliforms, E. coli and Staphylococcus spp.) properties were monitored
during 21 days of refrigerated storage at 5+x1°C. The instrumental texture profile (TA-
XT2 Texture Analyser) was also determined. In addition, the proteolytic index after the
1st and the 21st day of storage was determined. Counts of L. acidophilus and S.
thermophilus were also monitored in cheeses T2L and T3L. Sensory evaluation was
performed for cheeses T1, T2 and T3, after 7 and 14 days of storage at 5+1°C,
employing the acceptability test, with a 9-point hedonic scale, by 30 untrained panelists.

All cheeses supplemented with L. acidophilus presented populations above 6 log cfu/g,
during the whole storage period, except for T3, which presented counts of 5.74 log cfu/g,
but only in the 1st day of storage. Cheeses T2L and T3L, presented initials counts
above 6 log cfu/g, which increased after the 7th day of storage, remaining above 7 log
cfu/g up to the last day of storage. Cheeses produced only through direct acidification of
milk (T1) presented increase in counts of Staphylococcus spp. during storage, whereas
the presence of lactic acid cultures inhibited the growth of these contaminants in
cheeses T2 e T3. All cheeses presented an increase in the proteolytic index between
the first and the last day of storage. However, the major increase was detected for T3
(95.4%) due to the presence of S. thermophilus. With respect to sensory evaluation, no
significant differences were detected among cheeses after 7 days of storage (p>0.05).
After 14 days, cheeses T2 and T3 presented higher acceptance and differed
significantly from cheeses T1. A decrease in acceptability was observed for cheeses T1
between 7 and 14 days of storage (p<0.05), whereas probiotic cheeses T2 and T3
revealed to be stable in the same period (p>0.05). The supplementation of minas fresh
cheese with Lactobacillus acidophilus La-5, either solely or in co-culture with a
thermophilic starter culture (S. thermophilus), resulted in a product with great potential
as a functional food, with populations above the minimum required for a probiotic
product (particularly when produced with reduced fat milk), improving sensory
performance of the product during storage, as well as microbiological and textural
properties.
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1. INTRODUCAO

1.1. Os alimentos funcionais

Atualmente, as pesquisas na area de nutricdo e saude tém sido estimuladas pela
grande preocupacao da populacdo com relacdo a dieta e saude. Os alimentos tém
como principal fungao fornecer os nutrientes necesséarios para uma alimentacao
balanceada. Além disso, podem beneficiar o organismo, auxiliando na promocao e
melhora da saude, bem-estar e na reducao do risco de doencgas, como é o caso dos
alimentos denominados funcionais.

As pesquisas com alimentos funcionais comeg¢aram no inicio da década de 80 no
Japao. Depois, em 1991, a denominacao legal do alimento funcional foi estipulada de
acordo com o sistema “Alimento Destinado a Uso Especifico de Saude” (Food for
Specific Health Use — FOSHU) (ROBERFROID, 2000; STANTON et al., 2005).

Os alimentos funcionais sdo alimentos modificados (compreendendo também os
ingredientes alimentares), semelhantes aos alimentos convencionais, que além de
promoverem funcgdes nutricionais basicas, exercem um efeito benéfico a saude do
hospedeiro, Uteis na manutencdo de uma boa saude fisica e mental, podendo auxiliar
na redugéo do risco de doengas cronico-degenerativas (LAJOLO, 1999; BERGAMINI
et al., 2005; MICHIDA et al., 2006).

Devido ao grande aumento na preocupagao dos consumidores com relacao as
questdes de saude, a industria de alimentos funcionais tem explorado, cada vez mais,
novos processos € aumentado a diversidade de produtos alimentares disponiveis para
o consumo humano (MICHIDA et al., 2006). O crescimento pela demanda por
alimentos saudaveis tem estimulado a inovagcdo e o desenvolvimento de novos
produtos na industria internacional (SAARELA et al., 2000), dentre os quais destacam-
se os alimentos probiédticos. Estimativas recentes indicam que o mercado de alimentos
funcionais apresentou um crescimento global significante, movimentando cerca de 50
bilhdes de dolares anualmente, além disso, € responsavel por mais da metade dos
investimentos publicitarios na area alimenticia, e possui expectativas de crescimento da
ordem de 5% ao ano (HARDY, 2000; STANTON, et al., 2005).



1.2. Os alimentos funcionais probiéticos

Os probiéticos possuem uma longa histéria de uso: os primeiros registros da
ingestao de bebidas contendo microrganismos probi6ticos datam de 2000 anos atras
(GIBSON, 2004). O desenvolvimento do conceito de probidticos € atribuido a
Metchnikoff, que observou que o consumo de leites fermentados poderia reverter
efeitos putrefativos da microbiota intestinal (STANTON et al., 2005).

Os probiéticos, que fazem parte do grupo de alimentos chamados funcionais,
contém microrganismos vivos especificos que exercem efeito benéfico sobre o
hospedeiro, ou seja, tém a capacidade de alterar a microbiota intestinal do hospedeiro
e, consequientemente, a sua saude (PUPIN, 2002).

A alimentagdo balanceada e adequada tem a funcdo de proporcionar ao
organismo uma saude fisica e mental. Os alimentos podem ser modificados e, assim,
melhorar a sua fungcdo, com a adicdo de microrganismos nao patogénicos. Esses
alimentos sdo denominados probidticos. A funcao principal dos alimentos probidticos,
além de nutrir, é realizar a reposicao de uma microbiota normal que foi desbalanceada
pela dieta, uso de drogas e /ou situacdes de estresse do hospedeiro (TESHIMA, 2003).

O termo probidtico significa “para a vida” e é utilizado para designar a presenca
de bactérias benéficas para o organismo humano em alimentos. Em meados de 1907,
Henry Tissier observou que criancas com diarréia apresentavam, em suas fezes, um
baixo numero de bactérias caracterizadas por uma morfologia peculiar — as
bifidobactérias. Estas bifidobactérias eram abundantes em criancas saudaveis. Ele
sugeriu que essas bactérias poderiam ser administradas em pacientes com diarréia,
com a finalidade de ajudar a restaurar a microbiota intestinal saudavel, prevenindo
assim infecgdes infantis (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF UNITED
NATIONS; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2001; STANTON et al., 2005).

Os alimentos mais utilizados como veiculos de microrganismos probiéticos sdo
geralmente alimentos fermentados, embora os probi6ticos também possam estar
presentes em férmulas infantis, suco de frutas, sweet milk e bebidas a base de soro de
leite (whey drinks). Leites fermentados e queijos sdo os alimentos mais comuns
contendo probiodticos (SAARELA et al., 2000).



1.3. Os microrganismos probioéticos, seu papel na microbiota intestinal e sua
influéncia sobre a saude do hospedeiro

O trato gastrintestinal humano consiste da boca (cavidade oral), faringe, eséfago,
estbmago, intestino delgado e coélon (SPENCE, 1991). Em termos de populacado
microbiana, o estdmago possui numeros muito baixos de microrganismos, que
compreendem  basicamente  microrganismos anaerdbios facultativos, como
Lactobacillus, Streptococcus e leveduras, estas presentes em populagdes menores
devido ao baixo pH. O intestino delgado € formado por um ecossistema bastante
diversificado, que consiste de microrganismos anaerdbios facultativos, como
Lactobacillus, Streptococcus e enterobactérias, além de anaerdbios como
Bifidobacterium spp., Bacterdides spp. e clostridios. Entretanto, a regidao do trato
gastrintestinal mais densamente colonizada é o célon, que possui uma populacido
microbiana total entre 10'" e 10'? UFC/mI, formando um ecossistema complexo com
mais de 500 diferentes tipos de bactérias, incluindo as enterobactérias pertencentes
aos géneros Salmonella, Shigella, Campylobacter, Yersinia, Aeromonas, Clostridium,
Escherichia e Staphylococcus, entre outros (ZIEMER & GIBSON, 1998; RASTALL &
MAITIN, 2004; VOROBJEVA, 2005).

A microbiota intestinal exerce influéncia consideravel sobre uma série de reacoes
bioquimicas do hospedeiro e, quando em equilibrio, impede que microrganismos
potencialmente patogénicos presentes exercam seus efeitos patogénicos. As fungdes
principais desta microbiota natural do organismo humano sao: a protecdo ecoldgica
(impedindo a proliferacdo de microrganismos patogénicos), a imunomodulagcédo
(resposta rapida e adequada do sistema imune a agressbes infecciosas) e a
contribuicdo nutricional (regula a fisiologia digestiva, fornece vitaminas e fontes
energéticas). Por outro lado, o desequilibrio dessa microbiota pode resultar na
proliferacao de patégenos com conseqlente infec¢do bacteriana (ZIEMER & GIBSON,
1998).

Os probiéticos 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). Diversas outras
definicbes de probidticos foram publicadas nos ultimos anos (SANDERS, 2003).

Entretanto, a definicdo atualmente aceita internacionalmente é que eles séao



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).

A modulacdo da microbiota intestinal pelos microrganismos probiéticos ocorre
através de um mecanismo denominado “exclusdo competitiva”. Através desse
mecanismo, os probidticos impedem a colonizacdo dessa mucosa por microrganismos
potencialmente patogénicos, através da competicdo por sitios de adesdo na mucosa
intestinal, da competicdo por nutrientes necessarios para a multiplicacdo de
microrganismos indesejaveis e/ou os efeitos antagbnicos, através da producido de
compostos antimicrobianos (GUARNER & MALAGELADA, 2003). Além disso, a
influéncia benéfica dos microrganismos probidticos sobre a microbiota intestinal
humana inclui outros fatores, como a degradacéo, inibicdo da sintese e acao de toxinas
patogénicas, efeitos imunolégicos (aumentando a resisténcia a infecgdes) e producao
de muco (NICOLI et al., 2003; JAIN et al., 2004).

Esse conjunto de mecanismos resulta em um aumento da resisténcia contra
patdgenos, garantindo, assim, a presenca dos microrganismos de atividade benéfica a
saude e impedindo a manifestacdo dos chamados patogénicos (NICOLI et al., 2003).
Assim sendo, a utilizacdo de culturas bacterianas probidticas estimula a multiplicacao
de bactérias benéficas, em detrimento a proliferacdo de bactérias potencialmente
prejudiciais, reforcando os mecanismos naturais de defesa do hospedeiro. Essa
resisténcia aumentada contra patégenos é a caracteristica mais promissora no
desenvolvimento de probiéticos eficazes (PUUPPONEN-PIMIA et al., 2002).

Adicionalmente, dados experimentais indicam que diversos probidticos sao
capazes de modular algumas caracteristicas da fisiologia digestiva, como a imunidade
da mucosa — através de resposta imune no tecido linféide associado ao intestino,
resultando na circulagéo de células T (que atuam contra antigenos externos) e células
B (que produzem anticorpos), com consequlente ativacdo da imunidade da mucosa € a
permeabilidade intestinal (FIORAMONTI et al., 2003; JAIN et al, 2004), além de
estarem envolvidos na produgdo de certas vitaminas do complexo B (GORBACH,
2000). Assim, o emprego de probiéticos em alimentos, associados ou nao as terapias ja
existentes, podera representar uma estratégia eficiente no combate as infeccées que

acometem os humanos. Esses novos métodos de tratamento ganham destaque diante



do quadro preocupante da resisténcia a antibiéticos, cada vez maior entre os
microrganismos patogénicos (NICOLI & VIEIRA, 2000).

Os microrganismos, no entanto, para serem considerados probioticos, além de
atuarem favoravelmente no produto alimenticio ao qual foram adicionados, devem
atender aos seguintes requisitos: sobreviver a passagem através do trato digestivo e
também possuir a capacidade de se desenvolverem no intestino. Isto significa que eles
devem resistir ao pH baixo, suco gastrico e pancreatico e a bile (PUPIN, 2002).
Entretanto, somente uma pequena percentagem das cepas potencialmente probidticas,
geralmente menos que 10%, s&0 capazes de resistir € se multiplicar sob estas
condicoes (COEURET et al., 2004). Além disso, devem possuir aderéncia ao epitélio
intestinal, ter origem na microbiota intestinal humana sadia, apresentar capacidade de
estabilizar a microbiota intestinal e possuir propriedades antigenotdéxicas e nao-
patogénicas (GOLDIN, 1998; GUARNER et al., 2005).

Entretanto, REID et al. (2003) defenderam que os efeitos funcionais destes
microrganismos, como, por exemplo, diminuicdo do colesterol e modulagcédo do sistema
imune, implica em uma definicdo de probidticos na qual este termo seja aplicado
somente a microrganismos vivos que possuam um efeito benéfico substanciado. Sendo
assim, segundo os autores, microrganismos com efeitos benéficos comprovados em
humanos e que sao administrados vivos passam a ser considerados probibticos,
independentemente da sua capacidade de sobreviver ou ndo ao transito intestinal.
Desta maneira, cepas ou espécies que nao sobrevivem ao transito intestinal, como por
exemplo, Streptococcus thermophilus, podem ser consideradas probiéticas. SANDERS
(2003) considera S. thermophilus como sendo uma cultura probiética, devido a sua
capacidade de liberar lactase no intestino delgado, embora nao resista ao transito
intestinal. Esse novo conceito apresenta-se como uma grande modificacdo nas
definicbes de microrganismos probi6ticos anteriormente aceitas, principalmente quando
considerados alguns dos pré-requisitos para que um microrganismo seja considerado
probidtico, ou seja, sobreviver a passagem pelo intestino e aderir ao epitélio intestinal.

Em contrapartida, estudos recentes conduzidos por MATER et al. (2005),
comprovaram a recuperagao de células viaveis de S. thermophilus em fezes humanas
apos a ingestdo de iogurte. Em pesquisas realizadas com ratos, DROUAULT et al.
(2002) verificaram que, embora S. thermophilus ndo se multiplique no intestino, resiste

a passagem pelo trato gastrintestinal, além de produzir B-galactosidase, melhorando a



ma absorcdo da lactose. Essa acdo é fundamental, particularmente no caso de
individuos com intolerancia a lactose, os quais sdo incapazes de digerir a lactose
adequadamente, o que resulta em desconforto abdominal em grau variavel (LOURENS
- HATTINGH & VILJOEN, 2001).

Bactérias pertencentes aos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium sao mais
freqientemente empregadas como suplementos probi6ticos para alimentos, uma vez
que elas tém sido isoladas de todas as porcdes do trato gastrintestinal do humano
saudavel. O ileo terminal e o cdlon parecem ser, respectivamente, o local de
preferéncia para colonizagao intestinal dos lactobacilos e bifidobactérias (CHARTERIS
et al., 1998; BIELECKA et al., 2002).

1.4. Lactobacillus acidophilus

Muitos estudos tém evidenciado o papel benéfico de Lactobacillus acidophilus no
hospedeiro; células de L. acidophilus vivas e também mortas pelo calor foram efetivas
na inibicdo da adesao de patdgenos in vitro (COCONNIER et al., 1993). Além disso, L.
acidophilus La-1 mostrou efeitos antimicrobianos contra Helicobacter pylori (MICHETTI
et al, 1999). Alguns estudos realizados com criancas demonstraram que a
administragcdo de L. acidophilus sozinho, e também, juntamente com Streptococcus
thermophilus e Lactobacillus bulgaricus demonstraram eficacia em estudos pediatricos,
sendo as duas formulagdes indicadas para o tratamento da diarréia aguda. L.
acidophilus juntamente com Bifidobacterium infantis demonstraram um decréscimo na
incidéncia de enterocolite em recém nascidos, como consequéncia da inibicdo do
processo inflamatério (YOUNG & HUFFMAN, 2003).

Segundo SERVIN & COCONNIER (2003), cepas de Lactobacillus isoladas no
trato digestivo humano revelaram-se capazes de inibir 4 espécies de bactérias
anaerdbicas conhecidas como agentes etioldégicos de infeccdes gastrentéricas:
Helicobacter pylori, Campylobacter jejuni, Campylobacter coli e Clostridium difficile.
Estudos in vitro realizados com L. acidophilus e outros representantes dos grupos
Lactobacillus e Bifidobacterium revelaram a inibicdo da multiplicagdo de H. pylori
isolados de casos clinicos. Além disso, L. acidophilus foi ativo contra infecgoes
experimentais com Salmonella enteritidis subsp. typhimurium e Shigella flexneri em



ratos gnobidticos, além de conferir protecao contra infeccoes estomacais com H. felis,
inibindo a colonizacao do estébmago e eliminando lesdes gastricas.

L. acidophilus, juntamente com as bifidobactérias, sdo o0s microrganismos
probidticos mais utilizados na tecnologia de produtos lacteos (SAARELA et al., 2000).
Entretanto, deve ser salientado que os probiéticos devem, necessariamente, resultar
em efeitos benéficos mensuraveis sobre a saude, substanciados por estudos
conduzidos no hospedeiro ao qual ele se destina. Em outras palavras, probio6ticos
destinados para o0 uso em humanos requerem comprovacao da eficacia através de
ensaios em humanos (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF UNITED
NATIONS; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2001; SANDERS, 2003). E o caso da
cepa La-5 de L. acidophilus, cujo efeito probidtico em humanos é bem documentado
(JUNTUNEN et al., 2001; JAIN et al., 2004; WANG et al., 2004). Testes de tolerancia
em animais para a espécie Lactobacillus acidophilus demonstraram que a cepa €
segura na proporcao de 50 g/Kg por dia para ratos, que pode ser extrapolado para 35
gramas diarias para uma pessoa de 70 Kg (REID et al., 2003).

1.5. Streptococcus thermophilus

Algumas espécies de Streptococcus compreendem microrganismos patogénicos
letais para o ser humano, como, por exemplo, S. pneumoniae, S. pyogenes e S.
agalactiae. Entretanto, S. thermophilus é uma espécie considerada generally
recognised as safe (GRAS), sendo que anualmente sdo ingeridas acima de 10%' células
vivas desse microrganismo pela populacdo humana (HOLS et al., 2005).

Atualmente, sdo conhecidas 39 espécies de Streptococcus, das quais somente a
espécie Streptococcus thermophilus é utilizada como cultura starter. O termo starter é
empregado, devido ao fato destas bactérias iniciarem a producao de acido no meio em
que estao inseridas. A partir da fermentacao da lactose, as culturas de Streptococcus
thermophilus produzem substancias como o acido férmico, acido latico e, em pequenas
quantidades, CO, (FOX et al., 2000; ZISU & SHAH, 2003).

Por ser extensivamente utilizada na producédo de produtos lacteos, a cultura de
S. thermophilus é de grande importancia para a industria alimenticia e € considerada a
segunda cepa starter de uso mais importante depois de Lactococcus lactis (HOLS et al.,
2005). As culturas de Streptococcus thermophilus sdao comumente aplicadas na



fabricacdo de diversos produtos lacteos, como iogurtes, queijos tipo emmental, queijos
suicos e queijos tipo italiano, para facilitar o processo de fermentagcdo (HUSSON-KAO
et al., 2000). Além disso, sao empregadas diretamente ou em co-cultura com
Lactobacillus na producdo de mussarela e queijo cheddar (HOLS et al., 2005). Em
funcdo da perda da viabilidade da bactéria probiotica, a adigdo de culturas starter em
produtos probidticos é aconselhavel (FOX et al., 2000; OLIVEIRA et al., 2002).

A adicdo de culturas a produtos lacteos pode conferir alteracbes de sabor e
textura aos mesmos, devido a autdlise bacteriana, fendmeno que € caracterizado pela
lise da célula, onde ha a liberagcdo de todo o conteudo citoplasmatico da mesma.
Quando ocorre nas células de culturas starter, a autllise parece ser uma maneira
promissora para melhorar o sabor de produtos lacteos onde elas estao inseridas.
Células de Streptococcus thermophilus sofrem autdlise extensivamente ao longo da sua
multiplicacdo (HUSSON-KAO et al., 2000). SHAH (2000) esclarece que culturas starter,
assim como culturas probidticas, influenciam as caracteristicas fisico-quimicas e
sensoriais dos queijos. Uma das modificacbes que estas culturas podem causar nos
queijos é a quebra das proteinas (protedlise), que resulta em modificagcdes na sua
matriz (SOUSA et al., 2001).

Muitas cepas de S. thermophilus sintetizam polissacarideos extracelulares. A
producdo desses polissacarideos durante a fermentacao do leite melhora a textura
viscosa do produto fermentado, que contribui para a percepcao do sabor e da textura,
tipicamente associados com determinados produtos lacteos fermentados. Além disso, a
producdo de polissacarideos extracelulares pode contribuir na manutencdo de
propriedades de textura e evitar a sinerese em produtos com niveis reduzidos de
gordura, como iogurte, sour cream ou queijos (HOLS et al., 2005).

Recentemente, pesquisas tém apontado S. thermophilus como sendo uma
espécie probidtica, em virtude do seu efeito de distribuicdo de lactase no intestino
delgado, efeito este reconhecido como uma atividade probidtica, embora S.
thermophilus nao sobreviva ao transito intestinal (REID et al., 2003; SANDERS, 2003).
Em contrapartida, DROUAULT et al. (2002) e MATER et al. (2005) defendem que S.
thermophilus é capaz de resistir a passagem pelo trato gastrintestinal. Embora S.
thermophilus recentemente seja classificado como uma cultura probibtica, nao possui
outras caracteristicas desejaveis para uma cepa probidtica, como por exemplo, possuir
origem na microbiota intestinal humana sadia (SHAH, 2000).



1.6. Os produtos lacteos probiéticos

Dentre os produtos alimenticios probidticos mais importantes existentes,
atualmente, para o consumo humano estdo os produtos lacteos, como o leite
fermentado, iogurte, leite (Ex: leite sweet acidophilus), sobremesas e queijos
(SAARELA et al., 2000; OLIVEIRA et al., 2002). Esses produtos devem permanecer
com algumas caracteristicas inalteradas apds a adicdo do microrganismo para serem
considerados probiéticos, como, por exemplo, conter pelo menos 10’ UFC/g de
bactérias probibticas viaveis durante todo o periodo de vida de prateleira do produto.
Esta € uma concentracdo recomendada por alguns autores (RYBKA & FLEET, 1997;
VINDEROLA & RENHEIMER, 2000). Entretanto, varios trabalhos propéem que a dose
minima diaria da cultura probiética considerada terapéutica é de 10% e 10° UFC, o que
corresponde ao consumo de 100g de produto contendo 10° a 10’ UFC/g (LEE &
SALMINEN, 1995; BLANCHETTE, 1996; HOIER et al., 1999).

Além disso, é interessante que estes novos produtos sejam resultantes de
pequenas ou de nenhuma alteracdo nas tecnologias tradicionais de producéo, para que
se tornem produtos atrativos comercialmente (BOYLSTON et al.,, 2004). A Comissao
Tecnocientifica de Assessoramento em Alimentos Funcionais e Novos Alimentos,
instituida junto a Camara Técnica de Alimentos (BRASIL, 1999) recomendou que um
alimento funcional probiético deve apresentar uma concentragdo minima de 10° UFC/g
dentro do prazo de validade do produto (ANVISA, 2001). Entretanto, no momento, a
referida Comissdo estabeleceu que a quantidade minima didria de microrganismos
viaveis que devem ser ingeridos para efeitos terapéuticos é de 10 a 10° UFC (ANVISA,
2006). Paralelamente, de acordo com a legislagdo brasileira atual, diversas alegacdes
sdo aprovadas e varios microrganismos dos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium
sao listados como sendo probidticos, além dos starters Streptococcus salivarius subsp.
thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (ANVISA, 2005).

Diversas cepas probidticas sdo utilizadas para o processamento de produtos
alimenticios. Essas cepas devem passar por uma selecdo adequada para serem
adicionadas durante a fabricacdo de produtos lacteos probioticos (VINDEROLA &
REINHEIMER, 2003). Deve-se salientar, também, 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).



GARDINER et al. (1999) alegaram que os produtos como leites fermentados e
iogurtes podem nao ser 6timos para a manutencgao de altas concentracdes de algumas
cepas probidticas. Alguns estudos evidenciam que outros alimentos oferecem potencial
para a administracdo e desenvolvimento dessas culturas, como o leite de soja
fermentado (SVENSSON, 1999), sorvete e o sorvete de iogurte (DAVIDSON et al.,
2000), produtos nutritivos em p6 (INGHAM, 1999), alimentos de origem vegetal
fermentados, sucos, maioneses, além de diversos tipos de queijos (STANTON et al.,
1998; GARDINER et al., 1999; OLIVEIRA et al., 2002; STANTON et al., 2003; LUCKOW
& DELAHUNTY, 2004).

Além de boa viabilidade no intestino, as propriedades tecnolégicas sdo pré-
requisitos para a utilizacao potencial de culturas probi6ticas em queijos (KASK et al.,
2003). Muitos estudos com a adicao de culturas probidticas a tipos diferentes de queijos
foram realizados, concluindo favoravelmente sobre a producdo deste tipo de produto
probidtico. Dentre os queijos estudados como veiculos para cepas probidticas de
Lactobacillus e Bifidobacterium, destacam-se os queijos cheddar (DINAKAR & MISTRY,
1994; GARDINER et al, 1998), gouda (GOMES & MALCATA, 1998), cottage
(BLANCHETTE et al., 1996), crescenza (GOBBETTI et al., 1997) e queijo fresco (ROY
et al.,, 1997; VINDEROLA et al., 2000b), incluindo o queijo minas frescal (BURITI et al.,
2005a; BURITI et al., 2005b).

Um estudo realizado com o queijo tipo cheddar utilizou a cepa probiética
Enterococcus faecium e demonstrou melhor capacidade tamponante que o iogurte,
oferecendo protecdo a cultura probidtica com relacdo a exposicdo ao suco gastrico
(GARDINER et al., 1999). Os autores relataram que o queijo cheddar é tdo ou mais
eficiente que o iogurte como veiculo de microrganismos probi6ticos, mesmo apés 15
meses de fabricacdo. Paralelamente, GOMES & MALCATA (1999) concluiram que o
processamento de queijo de leite de cabra com a adicdo das culturas probibticas
Bifidobacterium lactis e Lactobacillus acidophilus, pode ser empregado para obtencao
de um produto com boas caracteristicas de sabor e textura, com populagdes finais
desses microrganismos acima de 10° UFC/g.



1.7. A possivel influéncia de produtos lacteos com teor reduzido de gordura sobre a
sobrevivéncia de probioticos

Dietas gordurosas, especialmente de origem animal tém sido consideradas como
uma das maiores causas de perigo a saude, e estdo relacionadas ao surgimento e
aumento de doengas como cancer, obesidade, doencas cardiovasculares, pressao alta
e diabetes (KAYROOZ et al., 1998, RYHANEN et al., 2001, MICHAELIDOU et al.,
2003).

Embora os produtos a base de leite sejam favoraveis quanto a presenca de
nutrientes importantes para a dieta, incluindo o &acido linoléico, calcio, proteinas,
riboflavina, aminodacidos, vitamina A e também vitamina D, em leites suplementados, a
industria de produtos lacteos enfrenta o problema da associacao feita entre os produtos
lacteos e 0 aumento das concentracdes de colesterol (AIGSTER et al., 2000). Por esses
motivos, produtos livres e com baixas concentracées de gorduras sao cada vez mais
populares atualmente entre os consumidores (RYHANEN et al., 2001).

RYHANEN et al. (2001) estudaram o desenvolvimento de um novo tipo de queijo,
denominado festivo, adicionado de bactérias probiodticas (Lactobacillus acidophilus e
Bifidobacterium sp.) e com baixa concentracdo de gordura, na tentativa de produzir um
alimento mais saudavel que, além de possuir propriedade probiodtica, apresentasse
baixa concentracdo de gordura. A gordura do produto foi diminuida em
aproximadamente 11%. Como resultado dessa diminuicao, os pesquisadores obtiveram
as mesmas caracteristicas organolépticas do produto, o qual obteve boas notas na
analise sensorial em relagdo a aparéncia, sabor, textura e aceitacao geral. Além disso,
as bactérias probiéticas Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium spp. permaneceram
vidveis por até 7 meses, com populacdes de 10° UFC/g, satisfazendo, assim, a
concentracdo minima de células necessarias para um efeito probidtico.

VINDEROLA et al. (2000a) afirmaram que o teor reduzido de gordura é um meio
favoravel a multiplicagcdo e sobrevivéncia de bactérias probidticas. Por outro lado,
alguns trabalhos afirmam que o pH, a atividade de agua, a matriz sélida dos queijos e a
concentracdo relativamente alta de gordura presente podem oferecer protecdo as
bactérias probibdticas durante a sua passagem pelo trato gastrintestinal. Baseados
nessa observacao, os autores sugeriram que o queijo € o produto mais adequado como
veiculo para os probiéticos, quando comparados a leites fermentados e iogurtes



(GARDINER et al., 1998; STANTON et al., 1998; DAIGLE et al., 1999; CORBO et al.,
2001; HELLER et al., 2003; BOYLSTON et al., 2004; BERGAMINI et al., 2005).

HELLER et al. (2003) afirmaram que o encaixe da bactéria probidtica na matriz
lipoprotéica do queijo confere uma capacidade tamponante do queijo durante a sua
passagem pelo trato gastrintestinal, o que auxilia na sobrevivéncia dos probibticos,
aliada a baixa acidez do produto. Aparentemente, a matriz dos queijos é muito eficaz na
protecdo da bactéria probidtica contra a acao do oxigénio, baixo pH e sais biliares.

Quando comparados aos iogurtes, o problema de se utilizar o queijo como um
veiculo de bactérias probidticas esta na alta concentracdo de gordura e sal presentes
no produto, o que faz com que a recomendacdo diaria de consumo seja baixa.
Entretanto, os queijos frescos podem ser facilmente ajustados a baixas concentracoes
de gordura e sal. Sendo assim, a recomendacao de ingestdao diaria passa a ser um
tanto quanto maior que o produto contendo maior teor de sal e gordura (HELLER et al.,
2003).

1.8. Aspectos gerais sobre a fabricacao e comercializacao de queijos

O Brasil estd deixando para tras a tradicdo de ser um grande importador de
produtos lacteos. Prova disto € que em maio de 2004, a balanca comercial de lacteos
foi superavitaria, em US$ 821,5 mil. No mesmo periodo, o pais exportou o equivalente
a 4,3 mil toneladas de leite (DIARIO, 2006). O consumo anual de queijos no Brasil é de
2,3 Kg per capita. Esse valor vem crescendo, mas ainda €& pequeno, quando
comparado ao da Argentina ou de paises europeus. O estado de Minas Gerais é o
maior produtor brasileiro de queijos, com producédo em torno de 200 toneladas ao ano,
respondendo pela metade do consumo nacional. A maior parte dessa producao é feita
em pequenas € médias queijarias. Em algumas regiées do estado, o setor queijeiro
emprega cerca de 30 mil familias de pequenos proprietarios rurais e movimenta
mensalmente algo em torno de 10 milhdes de reais (PERRY, 2004).

Apés a década de 90, a producao de queijos aumentou em cerca de 15%. Dados
de 2001 indicam que a producéo de leite no Brasil passou por um importante aumento,
alcancando 22 milhées de quilos, sendo 60% deste total destinado a fabricacdo de
queijos (CICHOSCKI et al., 2002). Estes dados ilustram bem a importancia social e

econ6mica do produto.



1.9. Aspectos tecnoldgicos da fabricacao de queijo minas frescal

O queijo minas frescal é originario do estado brasileiro de Minas Gerais e é 0 3°
queijo mais produzido no Brasil (NOGUEIRA et al., 2005). E definido pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitdria como sendo um queijo fresco, obtido por coagulagcédo
enzimatica do leite (Que deve ser pasteurizado ou submetido a tratamento térmico
equivalente), com coalho e/ou outras enzimas coagulantes apropriadas,
complementada ou ndo com acgao de bactérias lacticas especificas, na forma de uma
massa coalhada, dessorada, ndo prensada, salgada e ndo maturada. E um queijo semi-
gordo, de alta umidade, a ser consumido fresco, de acordo com a classificagdo
estabelecida no Regulamento Técnico Geral de Identidade e Qualidade de Queijos.
Possui consisténcia macia; com ou sem olhaduras mecanicas, cor esbranquicada, sem
crosta, de sabor suave ou levemente &cido e odor caracteristico. E obtido
comercialmente na forma cilindrica, em pegas que variam de 0,3 a 5 kg. O queijo minas
frescal deve ser acondicionado a temperaturas nao superiores a 8°C e embalado em
embalagens plasticas ou acondicionado em embalagens bromatologicamente aptas
(ANVISA, 1996).

O queijo é um concentrado lacteo constituido de proteinas, lipidios, carboidratos,
sais minerais, calcio, fosforo e vitaminas, entre elas A e B. E um dos alimentos mais
nutritivos que se conhece: um queijo com 48% de gordura contém cerca de 23-25% de
proteina, o que significa que, em termos de valor protéico, 210 gramas desse produto
equivalem a 300 gramas de carne. Os minerais participam do processo de coagulacao
do leite, influenciando a textura do queijo. O liquido residual, cujo teor varia com o tipo
de queijo, é chamado lactosoro; esse subproduto representa de 85-90% do volume de
leite utilizado na fabricacdo de queijos, retendo aproximadamente 55% dos nutrientes
do leite. Grande parte do lactosoro é eliminada durante o processo de fabricagcdo do
queijo e aproveitada como matéria-prima na producdo de produtos como iogurtes e
ricota, dentre outros (PERRY, 2004). Metade da producdao mundial de soro é tratada e
transformada em varios produtos alimentares, sendo que deste total quase a metade é
usada diretamente na forma liquida (ALMEIDA et al., 2001; PERRY, 2004).

A classificacdo dos queijos baseia-se em caracteristicas decorrentes do tipo de
leite utilizado, do tipo de coagulagao, da consisténcia da massa, do teor de gordura, do
tipo de casca, do tempo de cura, etc.



O leite utilizado na producdo de queijos frescos precisa ser obrigatoriamente
pasteurizado, de boa qualidade e, tanto quanto possivel, livre de contaminacao
bacteriana ou por agentes quimicos como antibiéticos, herbicidas, pesticidas, etc. No
caso dos antibidticos, se estes forem administrados ao gado, passardao ao leite e
poderao inibir a sua coagulacao ou alterar o tempo de maturagdo dos queijos devido a
alteracées na microbiota latica. A fungdo do coalho, utilizado em todos os tipos de
queijo, exceto os frescos tipo cottage, € coagular a caseina presente no leite. A
principal enzima responsavel por essa acao € a renina, uma fosfoproteina de acao
proteolitica presente no estémago de ruminantes jovens. Ela atua hidrolisando ligacoes
peptidicas da caseina, transformando-a em para-caseina, que precipita em presenca de
fons Ca*? formando, entdo, a coalhada. Este processo é dependente da temperatura,
do pH e do teor de calcio do leite. A temperatura 6tima de acao do coalho é em torno de
40°C, porém, costuma-se utilizar temperaturas ligeiramente mais baixas (em torno de
35°C), para evitar que a coalhada fique muito dura. Outro método de coagulagcéo da
caseina é adicionar acido ao leite em quantidade suficiente para igualar o pH do meio
ao ponto isoelétrico da proteina (pH 4,5). Neste pH as micelas de caseina agregam-se
e precipitam. Esse método fornece queijos de qualidade inferior aos produzidos pelo
método enzimatico (PERRY, 2004).

Tradicionalmente, os coalhos utilizados sdo de origem animal, principalmente
bezerros e porcos, entretanto, para atender as necessidades especiais de grupos como
0s vegetarianos e os muculmanos, foram desenvolvidos coagulantes de origem vegetal
e microbiana. Coagulantes de origem vegetal tém, em geral, bom desempenho, mas os
queijos fabricados com este tipo de coalho costumam apresentar sabor amargo depois
de algum tempo de armazenamento. Ja os coalhos de origem microbiana tém
caracteristicas bastante semelhantes aos de origem animal. Durante a formacao da
coalhada podem ser adicionados, conforme a necessidade e o interesse do produtor,
aditivos como CaCl,, aumentando assim o teor de ions Ca* no leite, acelerando a

coagulacao da caseina e ajudando a firmar o coagulo (PERRY, 2004).
1.10. O queijo minas frescal como produto com potencial probiético

O queijo minas frescal € um produto que tem ampla aceitacdo comercial e que
faz parte do habito alimentar da populacdo brasileira, uma vez que é consumido na



maioria das regides do pais. Possui umas das mais simples tecnologias de fabricagao.
Mesmo assim, as técnicas industriais foram sofrendo modificagdes ao longo dos anos,
visando a melhoria de qualidade, o aumento no rendimento e a padronizacdo do
produto (LOGUERCIO & ALEIXO, 2001; NEVES-SOUZA & SILVA, 2005). E um queijo
tipicamente brasileiro, sendo o 32 queijo mais produzido no Brasil, depois dos queijos
prato e mussarela (BURITI et al.,, 2005b). Sua producdao aumentou de 17.950 para
31.762 toneladas entre 1991 e 2003 (BURITI et al., 2005b, NEVES-SOUZA & SILVA,
2005).

Alta atividade de agua, pH acima de 5.0, baixa concentracdo de sal e auséncia
de substancias conservantes sao caracteristicas deste tipo de queijo, que oferecem
excelentes condicdes para a sobrevivéncia e multiplicacdo de cepas probiodticas
(BURITI et al., 2005b). Tradicionalmente, o queijo minas frescal é produzido com a
adicdo de uma cultura starter mesofilica do tipo O, composta por Lactococcus lactis
subsp. lactis e Lc. lactis subsp. cremoris. Atualmente, os laticinios brasileiros tendem a
substituir, parcialmente ou totalmente, a adicdo dessa cultura pela acidificacéo direta
com acido latico. Entretanto, essa pratica nao € microbiologicamente segura, uma vez
que apenas a adicao de culturas laticas assegura uma permanente producao de acido
latico e, conseqlentemente, valores baixos de pH do produto durante o seu
armazenamento, bem como a producéo de outros compostos antimicrobianos. A adicao
apenas de &cido latico resulta na diminuicdo do pH, a qual se restringe ao
processamento, uma vez que facilita a quebra enzimatica da x-caseina pelas enzimas
do coagulante (BURITI et al., 2005a).

Entretanto, a utilizacdo de culturas mesofilicas, como a do tipo O, resulta na
acidificacao excessiva do produto ao longo do armazenamento. Segundo JOHNSON &
LAW (1999), as culturas starter mesofilicas tendem a fermentar a lactose (ou galactose)
residual do queijo em temperaturas normais de armazenamento (6° a 10°C). Por outro
lado, segundo os autores, determinadas cepas de Streptococcus thermophilus,
microrganismo utilizado como cultura starter termofilica em diversos tipos de queijo (Ex:
mussarela, emmental, gruyére), diminuem a acidificacdo quando é atingida uma
determinada faixa de pH, dependendo do tipo de queijo (5,1-5,3, em queijo muenster).

O desenvolvimento de produtos alimenticios com propriedades probidticas é
tema atual de pesquisas, por se tratar de um tema importante para a area da saude e

promissor para a industria alimenticia. O queijo minas frescal mostrou-se um veiculo



apropriado para a incorporagdo de Lactobacillus acidophilus La-5, Bifidobacterium
animalis Bb-12 (anteriormente classificada como Bifidobacterium lactis) e Streptococcus
thermophilus em co-cultura (cultura ABT) (OKAZAKI et al., 2001; BURITI et al., 2001), L.
acidophilus La-5 e B. animalis Bb-12 individualmente e em co—cultura (ALEGRO et al.,
2002a; BURITI et al., 2005b), Lactobacillus paracasei (BURITI et al., 2005a) e
Lactobacillus acidophilus (BURITI et al., 2005b). Esses microrganismos probiéticos
revelaram populagbes superiores ao minimo requerido para efeito probiético (10°
UFC/g) ao longo do periodo de armazenamento do produto por 21 dias, sob
refrigeracdo. Entretanto, verificou-se que concentracbes mais elevadas de L.
acidophilus foram obtidas ao longo do armazenamento dos queijos quando esse
microrganismo probidtico foi adicionado em co-cultura com Bifidobacterium animalis Bb-
12 e Streptococcus thermophilus (cultura ABT), efeito este ndo observado quando L.
acidophilus era adicionado em associacdo apenas com B. animalis (OKAZAKI et al.,
2001; ALEGRO et al., 2002b).

Observou-se, também, que a viabilidade do microrganismo probidtico era
ligeiramente favorecida em queijos adicionados da cultura starter tipo O, composta
pelos microrganismos Lactococcus lactis subsp. lactis e Lactococcus lactis subsp.
cremoris, quando comparada a viabilidade em queijos acidificados diretamente com a
adicdo de acido latico. Entretanto, esses queijos apresentavam caracteristicas
sensoriais e de textura instrumental mais desfavoraveis, particularmente devido a
diminuicao excessiva de pH ao final do periodo de armazenamento. Sugeriu-se, entao,
que a cultura starter tipo O fosse substituida por outra cultura starter que resultasse em
uma menor pés-acidificacdo do produto, durante o seu armazenamento refrigerado
(BURITI et al., 2005b). Assim sendo, a utilizacdo de uma cepa de Streptococcus
thermophilus como cultura starter poderia contribuir tanto em uma menor acidificagéo
do produto ao longo do seu armazenamento (e, conseqientemente, melhores
caracteristicas de textura e sensoriais) quanto no estimulo da multiplicacdo da cepa
probidtica La-5 de L. acidophilus.

Apés a revisao da literatura, nota-se que existem poucos trabalhos explicando o
efeito da gordura sobre a sobrevivéncia de bactérias probioticas. Sendo assim, tornou-
se interessante a idéia de estudar o comportamento da bactéria probiética Lactobacillus
acidophilus La-5 em queijo minas frescal com teor reduzido de gordura, para que fosse

compreendido o efeito da gordura sobre a viabilidade da bactéria probiética. Através



desse estudo, poder-se-ia averiguar a possibilidade de, além de se produzir um queijo
minas frescal probiético com populacboes satisfatérias de Lactobacillus acidophilus,
produzir este mesmo alimento com caracteristicas ainda mais saudaveis, como menor
teor de gordura.



2. OBJETIVOS

Os objetivos do presente trabalho foram:

Verificar as populacées de Lactobacillus acidophilus La-5 em queijo minas frescal
processado com a adi¢cdo desse microrganismo probidtico, associado ou nao a
uma cultura de Streptococcus thermophilus, no produto apés 1, 7, 14 e 21 dias

de armazenamento a 5+1°C por até 21 dias;

Avaliar a aceitabilidade do produto sob o ponto de vista sensorial e suas
caracteristicas fisico-quimicas, microbioldgicas e de textura instrumental, durante

0 seu armazenamento;

Verificar a influéncia de um teor reduzido de gordura no produto (queijo light)
sobre as populagdes de L. acidophilus La-5 em queijo minas frescal, no produto
apos 1, 7, 14 e 21 dias de armazenamento a 5£1°C por até 21 dias, na presenca
ou auséncia de S. thermophilus.



3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Fabricacao do queijo minas frescal

As principais etapas empregadas na fabricagdo do queijo minas frescal
encontram-se esquematizadas na Figura 1.

Foram produzidos queijos minas frescal a partir de dois tipos de leite, visando a
producgéo de queijos com teor normal e reduzido de gordura, respectivamente:

e Leite tipo B, integral (3,0% de gordura)', pasteurizado e homogeneizado,
marca comercial Paulista Top (CCL Paulista, Sdo Paulo, Brasil): foram
produzidos trés tipos de queijos (T1, T2 e T3), todos em triplicata.

e Leite tipo A, light (0,4 a 0,5% de gordura)?>, pasteurizado e
homogeneizado, marca comercial Salute (Salute, Descalvado, Brasil):
foram produzidos dois tipos de queijos (T2L e T3L), todos em triplicata.

Os tratamentos empregados na fabricacao dos queijos, todos com a acidificagéo
direta com acido latico sao apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Variaveis empregadas na fabricacdo do queijo minas frescal.

Queijos Lactobacillus acidophilus** Streptococcus thermophilus***
T1* - -
T2 + -
T3 + +

+ = Adicdo. — = Sem adicao.

*T1: sem a adicao de cultura (controle).

**Cultura probidtica: Lactobacillus acidophilus (La-5, Christian Hansen, Hoersholm, Dinamarca).
***Cultura starter : Streptococcus thermophilus (TA 040, Danisco, Dangé, Francga).

Para a acidificacdo direta do leite utilizado na fabricacdo os queijos, foram
adicionados 2,5 mL de acido latico a 85% (grau alimenticio; Purac Sinteses, Rio de
Janeiro, Brasil), para cada 10 L de leite, previamente diluido em 25 mL de agua

destilada estéril — diluicao (1:10).

2 valores médios de trés repeticoes.



Leite pasteurizado
!
Adicao de acido latico
!

Aquecimento a 36°C

U ax

Adicao de cultura(s)

l Queijos T1: sem cultura (controle)*
Adicao de coagulante e Queijos T2: L. acidophilus La-5
CaCl. Queijos T3: S. thermophilus +
\ L. acidophilus La-5
Coagulacao (372C/50min)
!
Corte em cubos e mexedura
!

Dessoragem parcial e
salga na massa

!
Dessoragem
!

Enformagem/Viragem (para
dessoragem complementar)
(5+12C/2h)

5

Embalagem em sacos de
polietileno

\

Armazenamento refrigerado
(5+12C) por até 21 dias

Figura 1. Etapas principais empregadas na fabricacdo de queijo minas frescal e
diferentes tratamentos empregados.

* exceto para queijo minas frescal produzido com leite desnatado.



As culturas utilizadas nos experimentos eram do tipo DVS (direct set vat - para a
adicao direta ao leite durante o processamento) e foram fornecidas pelo fabricante na
forma liofilizada e armazenadas congeladas, seguido as suas orientacées. A adicao
dessas culturas ao leite foi feita de acordo com as instru¢des do fabricante (1% p/v). Em
todos os tratamentos, empregou-se coalho “Ha-la” (88-92% pepsina bovina + 8-12,5%
quimosina bovina; Christian Hansen, Valinhos, Brasil), na proporcao de 0,5 g/10L de
leite, baseado no poder de coagulacédo a 36°C, tendo sido acrescentado apds a adi¢ao
da(s) cultura(s). Foi realizada uma adicdo complementar de cloreto de calcio,
adicionando-se 3,0 g/10L de leite, no total. A salga dos queijos foi realizada com a
adicao de sal (marca comercial Cisne, Cabo Frio, Brasil) ao soro ap6s a dessoragem
parcial. A quantidade de sal adicionado equivaleu aproximadamente a 2,0% do peso
liquido estimado dos queijos. Durante a dessora e o0 processo de viragem dos produtos
(3 vezes, no total), os queijos foram mantidos a 5°C em incubadora B.O.D (Nova Etica,
mod. 411D, Vargem Grande Paulista, Brasil). Apds o término das viragens, 0s queijos
foram embalados em sacos de polietileno préprios para a embalagem de alimentos (26
x 35 cm), selados em seladora (Enge Vac, Sao Paulo, Brasil), e armazenados sob
refrigeracao em cabine refrigerada (Metalfrio, mod. VB43R, Sao Paulo, Brasil) a 5£1°C,
por até 21 dias.

3.2. Avaliacao do rendimento do processo e determinacao da composicao
centesimal dos queijos

O rendimento de cada processo foi calculado através da determinacdo da massa
de queijo no produto final, obtida para cada 10 litros de leite empregados na producao
dos queijos em cada experimento. O rendimento foi expresso em percentagem de
gramas de queijo produzidas para 10 L de leite, calculado segundo a férmula:

massa de queijo obtida na producdo (g) < 100
volume de leite utilizado na produgao (mL)

A determinagao da composi¢cao centesimal dos queijos foi realizada em ftriplicata,
a partir de amostras do 1° dia de armazenamento refrigerado, mantidas congeladas,
exceto no caso da determinacdo da umidade (que foi monitorada durante todo o



periodo de armazenamento dos queijos e é descrita no item 3.7). As determinacdes de
gordura (utilizando extrator de Soxhlet) e de proteinas (através do método de Kjeldahl)
foram realizadas segundo o INSTITUTO ADOLFO LUTZ (1985).

As determinacdes do teor de cinzas (a partir de 2 g de amostra) foram realizadas
segundo INSTITUTO ADOLFO LUTZ (1985). O teor de carboidratos foi calculado por
diferenca para se obter 100% no total.

As determinacdes do teor de gordura dos leites integral e desnatado, utilizados
na producdo dos queijos, foram realizadas utilizando-se butirdmetro de Gerber,
segundo INSTITUTO ADOLFO LUTZ (1985).

3.3. Armazenamento e periodos de amostragem

Durante todo o periodo de andlises do produto, todos os queijos foram
armazenados em cabine refrigerada (Metalfrio, mod. VB43R, Sao Paulo, Brasil) a
5+1°C.

As analises para determinacbes dos parametros microbiolégicos foram
realizadas em duplicata e as analises dos parametros fisico-quimicos, em triplicata. As
analises dos parametros de textura instrumental foram realizadas com 8 a 10 repeticdes
para cada queijo estudado. As analises descritas foram realizadas no dia seguinte a
fabricacao (produto final - 1 dia) e apds 7, 14 e 21 dias de armazenamento a 5+1°C.

As analises sensoriais foram realizadas apés 7 e 14 dias de fabricacado, tendo em
vista o tempo necessério para o equilibrio dos componentes bioquimicos do queijo que
interferem em seu sabor, o periodo a partir do qual é comercializado em Sao Paulo e a
seguranca dos provadores. Assim sendo, a amostragem nao incluiu o periodo de 1 dia,
uma vez que em trabalhos anteriores, nosso grupo de pesquisa constatou que nao é
possivel a distingdo entre diferentes queijos minas frescal nos primeiros dias apés a sua
producédo, particularmente pelo fato das culturas atuarem lentamente, do ponto de vista
bioquimico (dados nao publicados). Aliado a esse fato, o sal ainda ndo se encontra
uniformemente distribuido nos queijos nesse periodo, o que poderia levar a um
resultado heterogéneo para um mesmo tratamento de queijo. Além disso, dificiimente
esses produtos chegam antes dos 7 dias apds serem produzidos aos estabelecimentos
comerciais (ROCHA et al, 2006). O periodo de 21 dias também foi excluido das

andlises sensoriais, pelo fato desse periodo de armazenamento ser considerado



excessivo, uma vez que o aspecto visual do produto é inaceitavel para os
consumidores, inclusive no caso de queijo minas frescal comercial (BURITI et al.,
2005b). Além disso, devido ao periodo excessivo de armazenamento em se tratando de
um queijo fresco, o0 consumo do produto com 21 dias de armazenamento nao ofereceria

seguranca aos provadores, mesmo em quantidades pequenas para a analise sensorial.
3.4. Determinacao dos parametros microbioldgicos

Decorridos os tempos de armazenamento descritos no item 3.3, porcdes de 25
gramas de queijo (retiradas em condicbes de assepsia, em fluxo laminar) foram
homogeneizadas com 225 mL de 4gua peptonada 0,1% (diluicdo 10™"), utilizando-se um
“Bag Mixer” (Interscience, St. Nom, Franca). Diluicbes decimais subseqiientes foram
preparadas, utilizando-se o0 mesmo diluente.

Nos queijos processados com a adicao de Lactobacillus acidophilus (T2, T3, T2L
e T3L) foi realizada a contagem dessa bactéria probidtica, de acordo com as instrucdes
do fabricante da cultura (Christian Hansen). Para este fim, aliuotas de 1 mL de cada
diluicdo das amostras foram transferidas para placas de Petri estéreis. Em seguida, foi
adicionado agar DeMan-Rogosa-Sharpe (MRS) modificado, preparado como meio basal
e adicionado de maltose (em substituicAio a glicose), conforme descrito pelo
International Dairy Federation (IDF Standard 306, 1995), fundido e resfriado a cerca de
45°C (Formulacao - ANEXO I).

Para a contagem de Streptococcus thermophilus, aliquotas de 1 mL de cada
diluicdo das amostras foram transferidas para placas de Petri estéreis. Em seguida, foi
adicionado agar M17 (Oxoid Inc., Ogdensburg, NY, EUA), adicionado de 50 mL/L de
solucdo estérii de lactose (Oxoid) a 10% (p/v), fundido e resfriado. Apods
homogeneizacédo e endurecimento do agar, as placas de agar MRS modificado e agar
M17 foram incubadas em aerobiose a 37°C por 48 horas.

Para a contagem de Staphylococccus spp., aliquotas de 0,1 mL de cada diluicao
das amostras foram transferidas para placas contendo agar Baird-Parker - BP (base
para agar Baird-Parker, Oxoid, adicionado de 50mL/L de gema de ovo e telurito -
suplemento SR054C, Oxoid). A incubacgéo das placas de agar Baird-Parker - BP foi feita
a 37°C por 48 horas (MARSHALL, 1992; VANDERZANT & SPLITTSTOESSER, 1992).



Aliquotas de 1 mL de cada diluicdo das amostras foram transferidas para placas
Petrifilm™ para Escherichia coli, denominadas Petrifim™ EC (3M Microbiology, St.
Paul, MN, EUA), para a contagem de coliformes totais e de E. coli, de acordo com as
instrucoes do fabricante. As placas Petrifim™ EC foram incubadas a 37°C por 24 e 48
horas para determinacao de coliformes totais e E. coli, respectivamente.

3.5. Determinacoes de parametros microbiolégicos durante o processamento

Durante a producdo dos diferentes tipos de queijo minas frescal, foram
realizadas as contagens de Lactobacillus acidophilus (para os queijos T2, T3, T2L e
T3L), Streptococcus thermophilus (para os queijos T3 e T3L), de coliformes totais, de E.
coli e de Staphylococcus spp. (para os queijos T1, T2 e T3), presentes durante o
processamento dos queijos (entre a etapa de dessoragem e a de enformagem dos
queijos - dia 0) e no produto final (1 dia), conforme descrito no item 3.4.

3.6. Determinacao do perfil de textura instrumental

Decorridos os tempos de armazenamento sob refrigeracao, descritos no item 3.3,
o perfil de textura dos queijos foi determinado através de teste de dupla compressao de
amostras cilindricas de diametro e altura constantes, utilizando placa de aluminio
retangular de 10 x 9 cm, em analisador de textura TA-XT2 (Stable Micro System,
Haslemere, Inglaterra) (Figura 2). Os dados foram coletados através do programa
“Texture Expert for Windows” — versao 1.20 (Stable Micro Systems). Foram analisados
os atributos dureza, coesividade, adesividade, elasticidade, mastigabilidade e
gomosidade. Para a realizacdo das analises, 0os seguintes parametros foram
empregados: amostras cilindricas de queijo com altura de 3 cm e diametro de 2 cm,
distancia e velocidade de compressdo de 6 mm e de 2,0 mm/s, respectivamente. As
amostras, ap6s serem cortadas, foram mantidas refrigeradas a 5+1°C até o momento

do teste.



Figura 2. Analisador de Textura TA-XT2
(Stable  Micro  System,  Haslemere,
Inglaterra).

3.7. Determinacao dos parametros fisico-quimicos

Decorridos os tempos de armazenamento sob refrigeracédo, descritos no item 3.3
foram realizadas as determinacgdes de:

e umidade a 70°C, em estufa a vacuo (Marconi MA030112, Piracicaba, Brasil),
a partir de 5 g de amostras trituradas;

e acidez livre titulavel (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985);

e pH, em Medidor de pH-Analyser Modelo 300M (Analyser Comércio e Industria
Ltda., Sao Paulo, Brasil), empregando-se um Eletrodo tipo Penetragéo
modelo 2A04-IF (Analyser, Sao Paulo, Brasil);

e sinerese, determinada através do calculo:

quantidade de soro liberada em cada embalagem (g) % 100
massa de queijo contida na mesma embalagem (g)



3.8. Determinacdo do indice de Extensdo da Protedlise

O Iindice de Extensdo da Protedlise (IEP) foi determinado apés o 12 e o 212 dia
de armazenamento dos queijos a 5+1°C, a fim de observar o efeito da adicdo de
culturas starter e probibtica nessa protedlise, bem como o aumento entre o inicio e o fim

do armazenamento dos produtos.
3.8.1. Determinacao de nitrogénio total

A determinacdo de nitrogénio total foi realizada através de um processo de
extracdo em solucao de citrato de sédio, com posterior quantificagdo pelo tradicional
método de micro-Kjeldahl. A extracao foi realizada, pesando-se 10,0 g da amostra bem
homogeneizada, uma vez que a quantidade de proteina, a taxa e o tipo de hidrélise da
caseina podem variar dentro de uma mesma peca de queijo (SOUSA et al., 2001).
Ap6s a homogeneizacao e pesagem, adicionou-se a amostra 80 mL de agua destilada
a 40-45°C e 40 mL de solucao de acetato de sédio 0,5 mol/L. Essa suspensao foi,
entdo, triturada em processador por 7 minutos e, em seguida, transferida
quantitativamente para um baldo volumétrico de 200 mL. O volume foi completado com
agua destilada (BALDINI, 1998).

Apés a extracdo, 5mL da amostra foram transferidos para um tubo de Kjeldahl de
100 mL, onde se acrescentou 0,0675¢g de sulfato de cobre PA, 2g de sulfato de potassio
e 3 mL de &cido sulfurico concentrado. Este tubo foi, entdo, colocado no digestor por
aproximadamente 12 horas, a fim de assegurar a completa digestdo da amostra. O
tempo de digestao foi bem extenso, devido a grande umidade da amostra. Sendo
assim, a elevacao da temperatura de digestdo deve ser lenta e gradual. Finalizada a
digestdo, acrescentou-se a amostra 10 mL de agua destilada e acoplou-se o tubo ao
aparelho de destilacdo de Kjeldahl. Inicialmente, reagiu-se a amostra com 15 mL de
NaOH a 40%, para haver formacao de NH,OH. Tal composto foi, entdo, destilado por
arraste a vapor e recolhido em um Erlenmayer contendo 5 mL de &cido borico e 4 gotas
de reagente de Kjeldahl. Finalizada a destilagdo, o conteudo do Erlenmayer foi titulado
com HCI 0,02N, a fim de quantificar o conteldo de compostos nitrogenados presentes

na amostra.



3.8.2. Determinacao de nitrogénio soluvel

A determinacdo de nitrogénio soluvel em solugcdo tampao pH 4,6 foi realizada
utilizando-se 100 mL da emulsdo obtida ao fim do processo de extracdo, descrito no
item anterior. Esses 100 mL foram acidificados até pH 4,6, utilizando-se solugao de
acido cloridrico 1,41 M. O procedimento utilizado recomenda o uso de 10 mL para que
se acidifigue a amostra até pH 4,6. Porém, verificou-se que 8,0-8,5 mL foram suficientes
para se atingir esse pH. Apds a acidificacdo, a mistura obtida foi filtrada em papel
Whatman n® 1 e, assim como na determinagédo do nitrogénio total, utilizou-se 5 mL do
filtrado para serem quantificados através da metodologia de micro-Kjeldahl, descrita no
item 3.8.1. A titulacao foi feita com HCI 0,01 N.

3.8.3. Calculo do indice de extensao da protedlise
O indice de extensao da protedlise (IEP) é dado pela percentagem de nitrogénio

solavel, em relacado ao total de nitrogénio (SOUSA et al., 2001), calculado através da
férmula proposta por SCHIMIDT-HEBBEL (1956), utilizada por ISEPON (1999):

nitrogénio soluvel

LEP= { } x100

nitrogénio total

3.9. Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, utilizando-se um
esquema fatorial 3x4, constituido de 3 tipos de combina¢cées em termos de culturas
adicionadas (ou nao) durante a producao dos queijos (sem adicao de culturas, adicao
de Lactobacillus acidophilus, adicdo de Streptococcus thermophilus + Lactobacillus
acidophilus) e 4 tempos (1, 7, 14 e 21 dias apds o processamento), com 3 repeticoes
(GOMES, 1987; BARROS NETO et al., 2001).

A comparacao dos resultados entre os diferentes queijos estudados para cada
periodo de armazenamento e entre os diferentes periodos de armazenamento para

cada queijo foi feita através de analise de variancia (ANOVA), utilizando-se o programa



Excel versdo 2000 (Microsoft Corporation, USA) e teste de Tukey, considerando-se um
nivel de significancia p<0,05 (CALLEGARI-JACQUES, 2003).

3.10. Analise sensorial

Conforme descrito e justificado anteriormente, a analise sensorial foi conduzida
apds 7 e 14 dias de armazenamento refrigerado a 5+1°C, para a comparacao sensorial
dos trés tipos de queijos minas frescal produzidos com leite integral, apds a aprovacao
pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (ANEXO I
- Protocolo n2067/2004). A referida andlise sensorial foi conduzida segundo o
delineamento de ordenacao em blocos casualizados, com 30 provadores nao treinados
(consumidores) em cada etapa da analise, empregando-se teste de aceitabilidade,
utilizando-se escala hedb6nica estruturada de 9 pontos, com variacdo de gostei
muitissimo (ou 9 pontos) a desgostei muitissimo (ou 1 ponto) (LAWLESS & HEYMANN,
1999) (Modelo de ficha — ANEXO IIl). Esse grupo de provadores foi constituido por
professores, alunos e funcionarios da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas e de
outras unidades da USP, selecionados com base em habitos de consumo regular de
queijo minas frescal. As amostras de queijo (aproximadamente 25 @), servidas aos
provadores em pratos plasticos brancos, foram codificadas com numeros aleatérios de
trés digitos. As amostras foram oferecidas aos provadores monadicamente. Os
provadores foram instruidos a avaliar os queijos quanto a aceitabilidade global,
utilizando uma escala hedénica estruturada de 9 pontos (1 = desgostei muitissimo; 5 =
nao gostei nem desgostei; 9 = gostei muitissimo) (LAWLESS & HEYMANN, 1999).

A comparacao dos dados obtidos em cada etapa da analise sensorial (7 e 14
dias) para os trés tipos de queijos produzidos foi realizada via teste nao paramétrico de
Friedman, seguido de comparacdo multipla (FERREIRA, 2000). A comparagdo dos
dados obtidos para cada queijo, ao longo do armazenamento, foi realizada através do
teste ndo paramétrico de Mann-Whitney — Teste U (O’'MAHONY, 1986).



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Composicao centesimal

A Tabela 2 apresenta os valores da composicdo centesimal dos queijos
produzidos com leite integral, realizada com amostras de queijos com 1 dia de
armazenamento a 5+1°C, mantidas congeladas até o momento das analises.

Nao foram detectadas diferencas significativas entre T1, T2 e T3 para os valores
de gordura, proteinas, cinzas e carboidratos totais encontrados. Os valores encontrados
sao préximos dos obtidos por BURITI et al. (2005b).

A composigao quimica do leite é obviamente influenciada por fatores como
estacao do ano e clima, além da alimentacao, idade, estagio de lactacdo e saude dos
animais (FARKYE, 2004). Tal fato pode explicar os valores de proteina um pouco
menores encontrados para T3, uma vez que nao foi possivel utilizar o mesmo lote de

leite para todas as producdes dos queijos estudados.

Tabela 2. Composicao centesimal e umidade (médiatdesvio - padrao) obtidos para os
queijos T1 (controle - sem adicdo de culturas), T2 (adicdo de L. acidophilus) e T3
(adicao de L. acidophilus + S. thermophilus), no produto final (matéria umida) - apds 1

dia de armazenamento a 5+1°C.

Queijos Umidade* Gordura Proteina Cinzas Carboidratos
(%) (%) (%) (%) (%)
T1 66,3310,34 15,66+0,14 12,87+0,75 2,35%0,24 2,80+0,27
T2 65,57+0,90 16,22+0,11 10,04+0,60 2,43%0,06 5,74+0,63
T3 64,63+0,46 16,20+0,90 9,44+0,59  2,02+0,31 7,71+1,27

* Os valores desta tabela s@o valores médios de umidade obtidos em ftriplicata para as amostras dos
queijos utilizados para realizagao das analises de composi¢ao centesimal.

4.2. Parametros fisico-quimicos

A Tabela 3 apresenta os valores obtidos nas analises fisico-quimicas, realizadas

durante o armazenamento refrigerado dos queijos produzidos com leite integral.



Tabela 3. Parametros fisico-quimicos (média + desvio-padrao) obtidos para os queijos
T1 (controle — sem adicdo de culturas), T2 (adicado de L. acidophilus) e T3 (adicao de L.
acidophilus + S. thermophilus), no produto final (1dia) e apés 7, 14 e 21 dias de

armazenamento a 5+1°C.

Queijos Tempo pH Acidez titulavel Umidade Sinerese
(Dias) (mL/100g)* (%) (%)

T1 1 6,58+0,10" 0,18+0,04" 67,01£1,33"®  3,98+1,59™
7 6,50+0,15" 0,19+0,05" 65,42+1,63"° 12 44+2 42°°
14 6,3620,29"  0,22+0,09% 63,08+1,12°° 16,3942 84"
21 6,34+0,12"2 0,29+0,07*° 62,82+0,65"°  19,643,68"

T2 1 6,660,082 0,17+0,02°%  66,64+1,41°82  238+1,58%
7 6,53+0,05"  0,17+0,04"%®  64,44+1,49"°  8.87+1,78"°
14 6,42+0,01%° 0,21£0,05"° 63,60+1,58™  13,11+4,09%°
21 6,41+0,14  0,28+0,03"° 63,37+2,65"°  15,87+2,65"°

T3 1 6,49+0,20" 0,19+0,04" 65,50+1,23%2 29441 19"
7 6,38+0,31"%®  0,25+0,09°%®°  64,70+0,83"%®  7,49+3,06"%
14 6,17+0,23"°  0,30+0,06"° 62,04+0,69%°  11,38+4,23%°
21 6,02+0,12°¢ 0,38+0,05°¢ 61,90+1,91%°  12,69+0,76"°

* mL de acido latico/100 gramas de produto.

ABC. letras maiusculas sobrescritas na mesma coluna indicam diferengas significativas (p<0,05) entre

os diferentes queijos estudados para o0 mesmo periodo de armazenamento.
abe. |otras mintsculas sobrescritas na mesma coluna indicam diferengas significativas (p<0,05) entre
os diferentes periodos de armazenamento para cada queijo estudado.

O &cido latico é o principal produto do metabolismo das bactérias laticas (cerca
de 70 a 90% dos compostos gerados) e é sintetizado durante todo o processo de
maturacdo dos queijos, a partir da fermentacdo da lactose (SALMINEN & VON
WRIGHT, 1993). A producao de acidos pelas bactérias adicionadas aos queijos T2 e T3
no presente trabalho garantiu a queda nos valores de pH durante todo o
armazenamento dos produtos, com consequente aumento da acidez.
Semelhantemente, estudos conduzidos por MACEDO et al. (2004) com queijo serra-da-
estrela adicionados de cepas de Lactococcus lactis e Lactobacillus plantarum,

revelaram queijos que apresentaram decréscimo nos valores de pH durante o



armazenamento, levando a baixos valores de pH (4,74) ao final do armazenamento dos
produtos, porém, aceitavel para esse tipo de queijo.

O queijo controle (T1) também apresentou queda nos valores de pH, embora
essa diminuicdo nao tenha sido significativa (p>0,05). A presenca de culturas nos
queijos T2 e T3 assegurou a diminuicao do pH, devido a constante producao de acidos.
Apenas os queijos T2 e T3 apresentaram diminuig&o significativa no pH, sendo que ao
212 dia, T3 diferiu significativamente de T2 (p<0,05). Essa diferenga pode ser explicada,
devido a presenca, além da cultura probidtica, da cultura starter, que contribuiu para a
maior acidificacdo dos queijos T3. Tal fato ocorreu devido a liberagdo de &acidos
organicos produzidos pela cultura de Streptococcus thermophilus, principalmente acido
latico, produzido a partir da fermentacao da lactose, levando a acidificagdo do produto
(FOX et al.,, 2000; ZISU & SHAH, 2003). A maior acidez encontrada ao 21° dia de
armazenamento para os queijos T3 foi decorrente da constante producdo de acidos,
também chamada de pdés-acidificagdo (GARDINI et al., 1999). Foi decorrente, também,
do acumulo desses &cidos desde o inicio do armazenamento dos produtos,
provenientes do metabolismo das bactérias presentes, principalmente das populacoes
de S. thermophilus, que se mantiveram viaveis atingindo concentracées proximas de 8
log UFC/g durante todo o armazenamento. Tal comportamento também explica o fato
de que, embora a acidez livre tenha aumentado para todos os queijos estudados,
apenas foi detectada diferenca significativa entre T3 e os demais queijos a partir do 7°
dia de armazenamento dos produtos (p<0,05).

O queijo T1 também apresentou aumento progressivo nos valores de acidez,
mesmo sem a adicdo de culturas durante a producdo dos queijos; ao 21° dia,
apresentou acidez significativamente maior que os valores obtidos ao 12 e ao 7° dia de
armazenamento (p<0,05). Tal fato pode ser atribuido a presenca de altas populagbes
de Staphylococcus spp. Tal contaminante altera a concentragdo de acidos organicos no
meio, uma vez que a partir da fermentacado de diversos acgucares, incluindo glicose e
lactose, produz acidos que se acumulam no queijo (FOX et al., 2000).

O aumento na acidez com concomitante queda nos valores de pH de queijos é
comumente observado em pesquisas realizadas com esse tipo de produto. A acidez
aumenta devido a producao de acidos organicos, sendo o acido latico o primeiro a ser
sintetizado (GONCU & ALPKENT, 2005).



A relacao obtida entre o pH e a acidez dos queijos T1, T2 e T3 foi semelhante
aos resultados obtidos por GONCU & ALPKENT (2005), em pesquisa realizada com
queijo branco, que apresentou diminuicdo significativa do pH ao longo do
armazenamento.

Todos 0s queijos apresentaram queda significativa nos valores de umidade
(p<0,05), concomitante ao aumento na liberacdo de soro (sinerese) ao longo do
armazenamento refrigerado a 5+1°C. A sinerese é a expulsdo do soro do coagulo,
causada pela sua contracdo devido ao rearranjo entre os agregados de proteina
(GRUNDELIUS et al, 2000). Durante a fabricacdo do queijo minas frescal neste
trabalho, a sinerese foi induzida através de agitacdo da massa coalhada, apéds ter sido
cortada em cubos, para a obtencdo de uma massa consistente de queijo, para posterior
enformagem. Além disso, durante 0 armazenamento, o processo de sinerese continuou
ocorrendo, devido as modificacées bioquimicas que ocorrem durante a maturacado dos
queijos. Os valores de sinerese encontrados para todos os queijos estudados estavam
diretamente relacionados aos valores de acidez e, portanto, inversamente ao pH, como
descrito por FOX et al. (2000).

Com a continua acidificagdo dos produtos, as concentracées de ions H* nos
queijos aumentam. Desta forma, em produtos com baixa concentracao de sal, como o
queijo minas frescal, as forcas repulsivas existentes entre as micelas de caseinas
diminuem, provocando a sua agregacao, promovendo a expulsdo do soro e,
consequentemente, aumentando a sinerese (Figura 3) (SCHKODA et al., 1999; FOX et
al., 2000). Uma vez agregadas, as micelas nao dispersam novamente, quando o
produto € armazenado sob baixas temperaturas (WALSTRA, 1990).



Micela de [Sal]
caseinas Submicelas

|
l 100 nm

®

baixa

Gel

‘@

alta Soro

v

Aumento da Acidificacao

| |

Figura 3. Efeito da acidificacdo na agregacao das micelas de caseinas e
na expulsao do soro (Adaptada de SCHKODA et al., 1999).

Em todos os queijos estudados, a diminuicdo do pH promoveu uma maior
liberagdo do soro ao longo do armazenamento (p<0,05). Paralelamente, o teor de
umidade diminuiu significativamente para todos os queijos estudados, durante o
armazenamento (p<0,05). Entretanto, a diminuigdo da umidade nao foi estatisticamente
significativa para T2 e T3 ap6s o 7° dia de armazenamento. O queijo controle
apresentou queda significativa na umidade entre o 12 e 0 142 dia (p<0,05). Tal fato esta
associado ao aumento concomitante da sinerese, em virtude do aumento das
interacdes ibnicas entre as micelas de caseina. A diminuicdo da umidade dos queijos
refletiu-se no aumento da sua dureza, assim como nos parametros derivados da dureza
(gomosidade e mastigabilidade).

Em estudos com queijos minas frescal adicionados de culturas probioticas de
Lactobacillus acidophilus e Lactobacillus paracasei, ambos adicionados de acido latico,
realizados por BURITI et al. (2005b) e BURITI et al. (2005a), respectivamente, foi
observada diminuicdo na umidade ao longo do armazenamento refrigerado e aumento
na dureza. No presente trabalho, os queijos T1, T2 e T3 apresentaram,
respectivamente, uma queda aproximada de 4,19%, 3,27% e 3,60% no teor de
umidade, durante o periodo de armazenamento do produto. Os queijos T1
apresentaram maiores percentagens de umidade quando comparados aos T3, porém,
esta diferenga foi significativa apenas ao 1° e ao 14° dia de armazenamento. Ao 14° dia



de armazenamento, T3 apresentou valores de acidez significativamente maiores que os
valores encontrados para T1, resultando em valores de umidade significativamente
menores para T3 (p<0,05), embora os valores de sinerese ndao tenham diferido
estatisticamente de T1 (p>0,05).

4.3. Rendimento das producoes

Existem dois tipos de rendimento: o chamado rendimento econémico, que se
refere a quantidade de massa de queijo produzida em relacdo ao volume de leite
utilizado na producéo, e o rendimento técnico, que se refere ao aproveitamento dos
constituintes do leite que sao transferidos ao queijo, ou seja, o aproveitamento de
elementos como a gordura, proteinas, totais (ou somente caseina), extrato seco total
desengordurado, entre outros (ALEGRO, 2003). Neste trabalho, utilizou-se o
rendimento denominado econdémico, segundo a definicdo acima, para avaliar os queijos
estudados.

A Figura 4 apresenta os valores médios dos rendimentos obtidos para as trés
producdes realizadas com leite integral para os queijos T1, T2 e T3. O queijo T1
apresentou rendimento médio ligeiramente maior (23,74%), seguido de T2 e T3, com
22,17 e 21,46% respectivamente. Algumas industrias tém substituido a adicdo de
culturas starter pela adicao de acido latico, para a obtencdo de queijos com melhores
rendimentos e textura. Entretanto, o uso da acidificagdo direta resulta em queijos com
maiores valores de pH e de umidade, tornando-os mais susceptiveis a deterioracao por
microrganismos patogénicos (CUNHA et al., 2006).

BURITI et al. (2005b), em pesquisa realizada com queijo minas frescal,
obtiveram rendimentos significativamente maiores para queijos que foram acidificados
diretamente com acido latico, em detrimento dos queijos adicionados de cultura tipo O.
No presente trabalho, a analise estatistica nao apontou diferencga significativa entre os
valores de rendimento obtidos para os queijos T1, T2 e T3.
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Figura 4. Valores do rendimento médio obtido a partir de 3
produgdes de cada queijo estudado: T1 (controle — sem
adicdo de culturas), T2 (adicdo de L. acidophilus) e T3
(adicao de L. acidophilus + S. thermophilus).

Em estudo realizado com queijo minas frescal tradicional, NEVES-SOUZA &
SILVA (2005) obtiveram rendimentos relativamente menores que os encontrados neste
trabalho, com queijos adicionados tanto de coalho bovino (16,67%) como de coagulante
de origem microbiana (16,54%). No presente trabalho, o leite utilizado nas producdes
dos queijos foi previamente homogeneizado, o que provavelmente auxiliou na obtencao
de maiores rendimentos. O processo de homogeneizacao do leite reduz o tamanho dos
glébulos de gordura, que tornam-se revestidos por uma camada que consiste de
caseinas, micelas de caseinas e outras proteinas do soro. Esses novos glébulos de
gordura formados atuam como particulas de pseudo-caseinas, uma vez que tornam-se
parte da rede de caseina formada pela acdo do coagulante empregado na fabricacao
do queijo. Tal procedimento leva a obteng¢ao de queijos com maiores teores de umidade
e menores perdas de gordura no soro, 0 que aumenta o rendimento das producoes
(FOX et al., 2000).

Além de um maior rendimento, a homogeneizacdo torna a gordura mais
suscetivel a acao das lipases, uma vez que ocorre a ruptura mecancia dos glébulos de
gordura durante o processo, facilitando a formacao de acidos graxos livres, como por
exemplo, os &cidos graxos de cadeia curta butirico, caproico, caprilico e caprico, que

sao precursores de alguns dos constituintes fundamentais para o desenvolvimento do



flavour em queijos, como metil-cetonas, alcoois lactonas e ésteres (HOIER et al., 1999;
PERRY, 2004; YILMAZ et al., 2005; FONTECHA et al., 2006).

4.4. Parametros microbioldgicos
4.4.1. Viabilidade da bactéria probiética

A Tabela 4 apresenta as populagées de Lactobacillus acidophilus La-5 (média e
variacao) observadas para os queijos T2 e T3.

Tabela 4. Populacées de Lactobacillus acidophilus La-5 (média e variagdo) obtidas
para os queijos T2 (adicao de L. acidophilus) e T3 (adicao de L. acidophilus + S.
thermophilus), durante o processamento (dia 0) e apdés 1, 7, 14 e 21 dias de

armazenamento refrigerado a 5x1°C.

Populacoes de Lactobacillus acidophilus (log UFC/g)

Queijos
T2 T3

Tempo (Dias) Média Variacao* Média Variacao*
0 6,160,072 6,05 — 6,27 6,01+0,27°% 5,09 — 6,30

1 6,08+0,27"° 5,62 — 6,27 5,74+0,22" 5,30 — 5,97

7 6,00+0,26" 5,50 — 6,17 6,22+0,49° 5,44 — 6,47

14 7,04+0,93" 5,27 — 7,66 6,230,37° 5,67 — 6,63

21 6,30+0,45" 5,54 — 6,85 6,57+0,45"° 5,83 — 6,81

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

ABC. letras mailisculas sobrescritas na mesma linha indicam diferencas significativas (p<0,05) entre os
diferentes queijos estudados para 0 mesmo periodo de armazenamento.

ab<: letras minusculas sobrescritas na mesma coluna indicam diferencas significativas (p<0,05) entre
os diferentes periodos de armazenamento para cada queijo estudado.

Para que um alimento probiodtico exerca seus efeitos benéficos, é recomendado
que ele apresente uma concentracdo minima da bactéria probiética dentro do prazo de
validade do produto (BRASIL, 1999). Varios trabalhos propéem que a dose minima
diaria da cultura probidtica considerada terapéutica é de 10® e 10° UFC, o que
corresponde ao consumo de 100 g de produto contendo 10° a 10’ UFC/g (LEE &
SALMINEN, 1995; BLANCHETTE, 1996; HOIER et al., 1999). No presente trabalho,

todos 0s queijos produzidos com a adicdo de cultura probibdtica de Lactobacillus



acidophilus La-5 (T2, T3, T2L e T3L) revelaram populacdes suficientes para caracteriza-
los como potencialmente probi6ticos. Os queijos produzidos com leite integral
apresentaram populacdées que variaram de 6,16 a 6,30 log UFC/g e de 6,01 a 6,57 log
UFC/g para T2 e T3 respectivamente. Por outro lado, T2L e T3L apresentaram
populacdes superiores, tendo variado, respectivamente, de 6,20 a 7,70 log UFC/g e de
6,76 a 7,92 log UFC/g, entre o processamento (dia 0) e o 212 dia de armazenamento
refrigerado a 5+1°C.

Em estudo realizado com queijo minas fescal, BURITI et al. (2005b) observaram
populacdes de L. acidophilus variando entre 6,31 e 6,10 log UFC/g entre a producao e o
219 dia de armazenamento refrigerado, respectivamente, quando L. acidophilus foi
incorporado isoladamente ao queijo. Quando L. acidophilus foi adicionado em co-cultura
com cultura tipo O, as populagbes variaram entre 6,28 e 6,66 log UFC/g durante o
armazenamento.

KASIMOGLU et al. (2004), obtiveram populacées elevadas de L. acidophilus em
queijos brancos; produzidos de duas formas: com e sem o processo de salga,
atingindo, respectivamente, populagdes de 10° e 10 UFC/g ao 7° dia de
armazenamento. Ap6s 7 dias, as populagdes decresceram, devido a queda nos niveis
de umidade e aumento na concentragdo de sal. Entretanto, ambos os queijos
continuaram com populagdes de 107 e 10° UFC/g, respectivamente. Em contrapartida,
GOMES & MALCATA (1998) estudaram a incorporagdo de L acidophilus em queijo
semi-duro e concluiram que as populacées de L. acidophilus ndao atingem valores
superiores a 6,0 x10” UFC/g nesse tipo de produto.

Semelhantemente aos queijos produzidos no presente trabalho, BERGAMINI et
al. (2005), em estudo com queijo argentino semi-duro, obtiveram populagcdes de L.
acidophilus de 10° UFC/g, quando as culturas foram adicionadas diretamente ao leite,
na forma liofilizada.

VINDEROLA et al. (2000b) obtiveram populagées de L. acidophilus acima de 10°
UFC/g em queijo fresco argentino, durante o periodo de estocagem, quando a cultura
foi adicionada juntamente com bifidobactérias, embora algumas combinacdes de
culturas apresentaram um decréscimo em sua viabilidade. Quando adicionada em co-
cultura com B. bifidum e L. casei, as maiores populacbes de L. acidophilus foram

atingidas, chegando a 8,56 log UFC/g ao término do armazenamento.



Além de diversos tipos de queijos, outros produtos, como sorvetes, frozen yogurt
e sobremesas lacteas, também apresentaram-se como bons veiculos para a
incorporacdo de Lactobacillus acidophilus, que atingiram populacdes entre 10° e 10®
UFC/g ou mL (GARDINER et al., 1999). Em estudo realizado com iogurtes, ITURRIRIA
et al. (1999) reportaram populacdes satisfatérias de L. acidophilus durante 52 dias de
armazenamento, embora tenham detectado pequena queda na viabilidade, de 1,2x10’
para 8,7x10° UFC/g.

MARUYAMA et al. (2006) observaram populacdes de L. acidophilus superiores a
6 log UFC/g ao longo do armazenamento refrigerado, quando o probiotico foi
incorporado a queijo tipo petit suisse. Além disso, constataram que a viabilidade de L.
acidophilus nao sofreu influéncia da reducao do pH durante o armazenamento, embora
o produto tenha atingido valores de pH abaixo dos valores 6timos para a multiplicacao
desse microrganismo.

Em pesquisa realizada com leite nao fermentado, FIGUEIREDO et al. (2004)
testaram a adicao de L. acidophilus ao produto em 3 concentracdes diferentes (10°, 10°
e 10® UFC/g), que foi armazenado em quatro temperaturas diferentes: 6, 8, 10 e 12°C.
Os autores verificaram que, quando os produtos foram armazenados a temperaturas de
6 e 8°C, as células mantiveram-se em numeros estaveis, ndo havendo diminui¢do nas
populagdes até o 14° dia de armazenamento. A concentracdo de 10® UFC/g foi
considerada inadequada pelos pesquisadores, devido a maior producédo de acidos, o
que reduziu muito o pH dos produtos, alterando o sabor dos leites ndo fermentados ja a
partir do 2° dia de armazenamento.

No presente trabalho, o queijo T3 (adicionado de L. acidophilus e S.
thermophilus) apresentou populagdes de L. acidophilus acima de 6,00 log UFC/g
durante a producéao (dia 0) e a partir do 72 dia de armazenamento, atingindo 6,57 log
UFC/g ao 21°ia de armazenamento. Ao 1° dia de armazenamento, uma pequena
gueda nessas populagdes foi observada (0,26 log UFC/g), que pode estar associada ao
pH, que apresentou-se menor no queijo T3, embora nao tenha diferido
significativamente de T2 (p>0,05).

O fato da bactéria probidtica ter apresentado populacdes abaixo do nivel
recomendado no 1° dia de armazenamento no queijo T3, pode ser explicado pela pds-
acidificacao, causada pela bactéria starter empregada neste trabalho. A poés-

acidificacao é apontada como umas das causas da perda de viabilidade de bactérias



probidticas. As bactérias starter empregadas na fabricacéo de iogurtes (S. thermophilus
e L. bulgaricus) multiplicam-se mais rapidamente que as bactérias probiéticas durante a
fermentacdo, com consequente producdo de compostos inibitérios, como acidos e
H.O.. Essas substdncias sdo responsaveis pela baixa sobrevivéncia e perda da
viabilidade de microrganismos probidticos, como L. acidophilus e bifibobactérias (SHAH,
2000). Entretanto, o fato de, ao 1° dia de armazenamento, as populacées de L.
acidophilus observadas apresentarem populagdes abaixo do minimo recomendado para
que um produto alimenticio seja caracterizado como probidtico, ndo exclui a
caracteristica probiodtica de T3, uma vez que logo ap6s a producdo e embalagem, os
gueijos ainda ndo apresentam caracteristicas organolépticas ideais para o consumo. O
qgueijo é um sistema quimico, microbioldgico e enzimaticamente complexo e dindmico:
as caracteristicas de sabor e textura dos queijos sdo desenvolvidas durante um periodo
de maturacdo, através de atividades lipoliticas e proteoliticas das bactérias neles
presentes (BOYLSTON et al., 2004). Apesar do queijo minas frescal ndo se tratar de um
queijo maturado, esse produto necessita de alguns dias para atingir propriedades mais
estaveis, ou seja, apds sua fabricacdo ainda ocorrem algumas modificagdes nesse
produto, de maneira que apds essas transformacodes, o queijo minas frescal apresenta
as suas caracteristicas organolépticas tipicas.

Diversas reacdes bioquimicas, como lipdlise, protedlise, fermentacao da lactose
e formagédo de compostos volateis ainda ocorrem no interior do queijo e se refletem no
equilibrio dos componentes bioquimicos que interferem em seu sabor. Essas reacoes,
depois de completadas, conferem ao produto as caracteristicas inerentes a ele. Essas
caracteristicas advém dos componentes principais do substrato, que consistem
principalmente de caseinas, gorduras e carboidratos, e da grande variedade de agentes
envolvidos nas transformacbes bioquimicas dos queijos (KHALID & MARTH, 1990).
Além disso, embora seja considerado um queijo fresco, o queijo minas frescal
dificilmente é encontrado nos pontos de venda logo apés a sua fabricacdo. ROCHA et
al. (2006) verificaram que os queijos minas frescal disponiveis para comercializagdo na
cidade de Sao Paulo ja chegavam aos supermercados com datas avancadas, quando
comparadas as datas de fabricacdo. Sendo assim, o produto comercializado ainda nao
esta disponivel para o consumidor logo no primeiro dia ap6s sua fabricacao.

Conforme mencionado anteriormente, o critério estabelecido pela ANVISA

referente a quantidade minima didria de microrganismos viaveis que devem ser



ingeridos para efeitos terapéuticos é de 10® a 10° UFC (ANVISA, 2006). Sendo assim,
pode-se sugerir que a ingestao diaria de 100 g dos queijos T2 e T3 desenvolvidos no
presente trabalho é suficiente para resultar em efeitos probidticos.

A Tabela 5 apresenta as populagdes de L. acidophilus La-5 (média e variacao)
observadas para os queijos T2L e T3L.

Tabela 5. Populacoes de Lactobacillus acidophilus La-5 (média e variagao) obtidas para
0s queijos T2L (adicdo de L. acidophilus) e T3L (adicdo de L. acidophilus + S.
thermophilus), produzidos com leite desnatado, durante o processamento (dia 0) e ap6s
1,7, 14 e 21 dias de armazenamento refrigerado a 5+1°C.

Populacoes de Lactobacillus acidophilus (log UFC/g)

Queijos
T2L T3L

Tempo (Dias) Média Variacao* Média Variacao*
0 6,20+0,31"2 5,57 — 6,34 6,760,572 5,81-7,10

1 6,23+0,19"2 6,00 — 6,46 6,71+0,48"2 5,91 — 6,96

7 7,48+0,177° 7,17 - 7,59 7,27+0,34"° 6,97 — 7,85

14 7,53+0,13"° 7,40 -7,70 7,54+0,23"° 7,23 7,68

21 7,70+0,35%° 7,21 -7,98 7,92+0,06"° 7,85 -7,99

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

BC. letras mailisculas sobrescritas na mesma linha indicam diferencas significativas (p<0,05) entre os
diferentes queijos estudados para 0 mesmo periodo de armazenamento.
abe: |atras minGsculas sobrescritas na mesma coluna indicam diferencas significativas (p<0,05) entre os
diferentes periodos de armazenamento para cada queijo estudado.

No presente trabalho, o teor de gordura reduzido dos queijos (aproximadamente
4,65% de gordura em base umida) ndo impediu a multiplicagdo do probidtico durante
todo o armazenamento dos queijos T2L e T3L a 5+1°C, uma vez que as populagdes
observadas nesses queijos foram suficientes para caracteriza-los como um alimento
probidtico. Possivelmente, as elevadas populagcées encontradas para L. acidophilus nos
queijos T2L e T3L podem estar relacionadas ao maior teor de umidade desses queijos.
DRAKE & SWANSON (1995) relataram que queijos produzidos com teor reduzido de
gordura apresentam alta umidade, o que pode auxiliar na multiplicacdo de bactérias
laticas.



Semelhantemente, em estudo realizado com queijo festivo, RYHANEN et al.
(2001), obtiveram populacdes satisfatérias de Lactobacillus acidophilus e
Bifidobacterium lactis, quando essas cepas probidticas foram incorporadas em queijos
contendo teor de gordura reduzido (aproximadamente 11%). B. lactis apresentou
elevadas populacdes, embora durante a maturacao, os autores tenham observado uma
reducdo nas populacdes desse microrganismo. No mesmo estudo, embora L.
acidophilus tenha apresentado decréscimo em aproximadamente 1 log UFC/g, o
produto permaneceu com populacoes de 6,48 log UFC/g ao término do armazenamento
de 16 semanas.

Da mesma forma, em estudo realizado com iogurte fermentado contendo reduzido
teor de gordura (4%), DAVIDSON et al. (2000), obtiveram populacbes satisfatorias de
Bifidobacterium longum e Lactobacillus acidophilus para um efeito terapéutico.

THAGE et al. (2005) estudaram o efeito da incorporacdo de diferentes cepas de
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei (CHCC 2115, 4256 e 5583) em queijo semi-
duro, com teor reduzido de gordura (30% em matéria seca), na formacao de compostos
volateis. Embora o foco principal do trabalho ndo tenha sido a sobrevivéncia dos
microrganismos, as populag¢des encontradas no produto foram de aproximadamente 8,4
log UFC/g, satisfatérias para um alimento probiético.

HAYNES et al. (2002) estudaram o efeito da adicao de Lactobacillus acidophilus,
Bifidobacterium lactis e Lactobacillus paracasei a sorvetes produzidos com duas
concentracdes diferentes de gordura. Os autores relataram que o produto contendo
maior concentracdo de gordura nao ofereceu melhores condi¢cées para a multiplicacéo
das cepas, quando comparado ao produto contendo menor teor de gordura, que
apresentou uma maior taxa de sobrevivéncia das trés cepas durante o processo de
congelamento, permanecendo com populacdes de 1,0x10° UFC/g durante 52 dias de
armazenamento.

ALAMPRESE et al. (2002) reportaram a incorporacao de Lactobacillus johnsonii
La-1 em diferentes formulacdes de sorvetes, variando os teores de gordura (5 e 10%) e
acucar (15 e 22%) dos produtos. Em todas as formulacdes testadas, os autores nao
observaram quedas significativas nas contagens do microrganismo, que permaneceu
com populacdes de 10’ UFC/g durante o armazenamento refrigerado por até 8 meses.
Quando as mesmas condicoes foram testadas utilizando-se a cepa Lactobacillus



rhamnosus GG, ALAMPRESE et al. (2005) verificaram que a cepa permaneceu viavel,
com populagdes de 108 UFC/g durante o armazenamento por até 1 ano.

VINDEROLA et al. (2000a) estudaram a producao de iogurtes produzidos com
alto e baixo teor de gordura adicionados de culturas probibticas (Bifidobacterium bifidum
BBl e Lactobacillus acidophilus La-1) e culturas starter (Streptococcus thermophilus e
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus). Nos dois tipos de iogurtes estudados,
ocorreram quedas na viabilidade das bactérias probidticas empregadas. Porém, a
queda maior ocorreu com Bifidobacterium bifidum BBI no iogurte com maior teor de
gordura, quando a cultura starter foi inoculada indiretamente. Lactobacillus acidophilus
manteve-se mais estavel, com variagcbes mininas entre as populacdes observadas no
iogurte com alto e baixo teor de gordura. Esse estudo mostrou que iogurtes com alta
concentracao de gordura parecem ser mais inibitérios para culturas probidticas do que
outros tipos de iogurtes, principalmente para culturas de Bifidobacterium bifidum BBI.
Tal fato foi observado no presente trabalho, uma vez que as populacbes de L.
acidophilus observadas nos queijos com menor teor de gordura foram superiores as
populacées encontradas nos demais queijos ainda durante a producgao (dia 0) e no 1°
dia de armazenamento refrigerado (p<0,05), embora todos os queijos tenham
apresentado populagdes satisfatérias para um alimento probio6tico. A analise estatistica
apontou um aumento significativo nas populacdes de L. acidophilus nos queijos T2L e
T3L, a partir do 72 e 1?2 dia de armazenamento, respectivamente, quando foram

comparados a T2 e T3 no mesmo periodo (Tabelas 6 e 7).



Tabela 6. Populacdes de Lactobacillus acidophilus La-5 (média) obtidas para os queijos
T2 e T2L (adicao de L. acidophilus) produzidos com leite integral (T2) e desnatado (T2L),
durante o processamento (dia 0) e ap6s 1, 7, 14 e 21 dias de armazenamento refrigerado
a 5+1°C.

Populacoes de Lactobacillus acidophilus (log UFC/g)

Queijos
T2 T2L
Tempo (Dias) Média
0 6,16+0,07"2 6,20+0,31"2
1 6,08+0,27"2 6,23+0,19"2
7 6,00+0,26"2 7,48+0,17%°
14 7,04+0,93" 7,53+0,13%°
21 6,30+0,45" 7,700,355

ABL: letras mailsculas sobrescritas na mesma linha indicam diferencas significativas (p<0,05) entre os
diferentes queijos estudados para 0 mesmo periodo de armazenamento.

abe: |etras mintsculas sobrescritas na mesma coluna indicam diferencas significativas (p<0,05) entre os
diferentes periodos de armazenamento para cada queijo estudado.

Tabela 7. Populacdes de Lactobacillus acidophilus La-5 (média) obtidas para os queijos
T3 e T3L (adicao de L. acidophilus + S. thermophilus) produzidos com leite integral (T3) e
desnatado (T3L), durante o processamento (dia 0) e apdés 1, 7, 14 e 21 dias de

armazenamento refrigerado a 5x1°C.

Populacoes de Lactobacillus acidophilus (log UFC/g)

Queijos
T3 T3L
Tempo (Dias) Média
0 6,010,272 6,76+0,57"2
1 5,74+0,22"2 6,71+0,4852
7 6,22+0,49" 7,27+0,34%°
14 6,23+0,37*° 7,54+0,23%
21 6,57+0,45"° 7,92+0,06"°

“RBT letras mailsculas sobrescritas na mesma linha indicam diferencas significativas (p<0,05) entre os
diferentes queijos estudados para 0 mesmo periodo de armazenamento.
abe: etras mintsculas sobrescritas na mesma coluna indicam diferencas significativas (p<0,05) entre os
diferentes periodos de armazenamento para cada queijo estudado.



A preocupacao dos consumidores em relacdo aos efeitos prejudiciais da ingestao
de uma dieta rica em gordura tem aumentado e, desta forma, a procura por produtos
com baixas concentracdes de gordura (ou produtos light), principalmente os queijos,
aumentaram substancialmente, sobretudo apdés a década de 80 (JOHNSON & LAW,
1999; BANKS, 2004).

Os queijos com baixo teor de gordura caracterizam-se por apresentarem
rendimento menor, textura mais dura e problemas de acidez e sabor amargo, quando
comparados aos queijos tradicionais (CUNHA et al., 2006). Os rendimentos obtidos
para T2L e T3L, no presente trabalho, foram de 15,58 e 15,60%, respectivamente.
Esses valores encontrados foram bem menores, quando comparados aos valores de
rendimentos obtidos para os queijos produzidos com leite integral - 22,17 e 21,46%,
respectivamente. Tal fato j4 era esperado, uma vez que queijos produzidos com leite
desnatado apresentam baixos rendimentos, quando comparados a queijos produzidos
com leite integral. DRAKE & SWANSON (1995) esclareceram que queijos com baixo
teor de gordura apresentam rendimento menor, ja& que, normalmente, a gordura
representa 50% ou mais do extrato seco total. A gordura é um dos componentes que
esta presente em maior quantidade no leite. Durante o processo de producédo dos
queijos, essa gordura fica presa na matriz de caseina. Dessa forma, é esperado que o
rendimento de queijos light seja menor que 0s obtidos para os queijos tradicionais, uma
vez que o0 aumento da umidade dos queijos light ndo é suficiente para manter valores
constantes nos rendimentos das producdes, conforme reportado por RUDAN et al.
(1999).

De fato, os valores de rendimento obtidos para os queijos produzidos com leite
desnatado neste trabalho foram menores que os rendimentos obtidos por BURITI et al.
(2005a) e BURITI et al. (2005b), em estudo realizado com queijo minas frescal
adicionados de L. paracasei e L. acidophilus, respectivamente.

A gordura contribui para caracteristicas fisicas e é a precursora de compostos
responsaveis pelo flavour dos queijos. Os queijos produzidos com baixa concentragéo
de gordura sdo considerados menos aceitaveis pelos consumidores, devido aos
defeitos de textura e aroma. Defeitos na textura incluem aumento da firmeza, dureza e
elasticidade (BANKS, 2004), enquanto que a diminuicdo na intensidade de sabor e
aroma caracteristicos de queijo, sabor amargo e adstringéncia sao alguns defeitos de
aroma apresentado por esse tipo de queijo (KONDYLI et al., 2005).



No presente trabalho, os queijos produzidos com leite desnatado apresentaram-
se mais firmes quando comparados aos queijos produzidos com leite integral. Tal fato
pode ser explicado com base na baixa concentra¢do de gordura, que afeta a matriz dos
queijos, resultando na formacdo de uma rede de para-caseina muito mais firme,
resultando em queijos excessivamente mais duros (BANKS, 2004).

Semelhantemente, KAVAS et al. (2004) observaram que a diminuicdo nas
percentagens de gordura dos queijos revelou produtos com maior umidade e aumento
na dureza ao longo do armazenamento, além de apresentarem-se mais duros que 0s
queijos tradicionais. Da mesma forma, queijos cheddar produzidos com leite desnatado
frequentemente s&o excessivamente firmes e mais dificeis de mastigar (BANKS, 2004).

Entretanto, embora os queijos com teor reduzido de gordura sejam classificados
por alguns autores como queijos de qualidade inferior (MICHIDA et al., 2003), conforme
reportado por VINDEROLA et al. (2000a), meios com baixas concentragdes de gordura
sao favoraveis a multiplicacdo e sobrevivéncia de bactérias probibticas. Tal fato foi
observado no presente trabalho, uma vez que as populacbes de L. acidophilus
observadas nos queijos T2L e T3L estudados foram superiores ao minimo exigido para

um alimento probidtico.
4.4.2. Viabilidade da bactéria starter

A Tabela 8 apresenta as populagdes de Streptococcus thermophilus (média e
variacdo) obtidas para os queijos T3.

Os queijos T3 apresentaram populacdes de S. thermophilus acima de 7,00 log
UFC/g durante todo o armazenamento refrigerado. CARMINATI et al. (2001) estudaram
queijo mascarpone, nao maturado, obtido a partir de coagulacdo térmica acida,
adicionando-se &cido tartarico ou citrico a nata do leite, seguida de coagulagdo a
80°C/15 minutos. Os autores obtiveram populacdes de S. thermophilus de
aproximadamente 10" UFC/g somente apés 10 dias de armazenamento a 24°C, sendo
que populacdes de 10° UFC/g foram obtidas na metade desse periodo.

VINDEROLA et al. (2000b), em pesquisa realizada com queijo fresco,
adicionaram S. thermophilus como cultura starter em co-cultura com cepas probiédticas
de L. acidophilus, B. longum e L. casei. Em todos esses queijos, S. thermophilus atingiu

populacdes superiores a 8 log UFC/g.



Tabela 8. Populacdes de Streptococcus thermophilus (média e variacao) obtidas para o
queijo T3 (adicao de L. acidophilus + S. thermophilus), durante o processamento (dia 0)
e apos 1, 7, 14 e 21 dias de armazenamento refrigerado a 5+1°C.

Populacoes de Streptococcus thermophilus (log UFC/g)

Queijo T3
Tempo (Dias) Média Variacao*
0 7,23+0,69° 6,25 —7,23
1 7,3310,67° 6,30 - 7,77
7 7,09+0,48 2 6,04 — 7,54
14 7,67+0,39° 7,00 - 7,99
21 7,97+0,49° 7,09 — 8,39

*Valores minimos — maximos das contagens obtidas para todas as amostras analisadas.
2 letras sobrescritas na mesma coluna indicam diferencas significativas (p<0,05) entre os diferentes
periodos de armazenamento.

S. thermophilus é uma cultura homofermentativa e produz acido latico a partir da
fermentacdo da glicose, além de sintetizar B-galactosidase, enzima responsavel pela
quebra da lactose em glicose e galactose (ZISU & SHAH, 2003). E uma cultura
comumente utilizada como cultura bioconservante, uma vez que produz acidos
rapidamente, acidificando o meio e inibindo a multiplicagdo de microrganismos
patogénicos (CARMINATI et al., 2001).

Embora sejam usadas extensivamente na fabricacdo de iogurtes, culturas starter
termofilicas, como S. thermophilus, estdo sendo aplicadas na fabricacdo de queijos,
melhorando o sabor dos produtos. A cultura de S. thermophilus é empregada na
fabricacao de queijos juntamente com Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis delbrueckii, L.
delbrueckii spp. bulgaricus, L. delbrueckii ssp. lactis e L. helveticus (FOX et al., 2000;
SHAH, 2000; PERRY, 2004; AYHAN et al., 2005; GUARNER et al., 2005).

Entretanto, recentemente, a aplicacao tecnoldgica de S. thermophilus esta sendo
discutida, com base nos trabalhos publicados por REID et al. (2003) e SANDERS
(2003), que classificaram a distribuicao de lactase no intestino delgado realizada por S.
thermophilus como uma atividade probidtica, mesmo esclarecendo que a cepa nao

resiste a passagem pelo trato gastrintestinal. Em contrapartida, pesquisas recentes



realizadas com animais (DROUAULT et al., 2002) e humanos (MATER et al., 2005)
revelam que S. thermophilus é capaz de sobreviver ao transito intestinal.

A propriedade probiotica de S. thermophilus é questao atual de discussao, que
gera controvérsias, pois a cepa atua como fonte de lactase no intestino delgado e
sobrevive a passagem pelo trato gastrintestinal. Porém, ndo atende ao pré-requisito de
qgue deve possuir origem na microbiota intestinal humana sadia (SANDERS, 2000).

Sendo S. thermophilus considerada uma cepa probidtica, conforme proposto por
DROUAULT et al. (2002), REID et al. (2003), SANDERS (2003) e MATER et al. (2005),
e mesmo pela legislacao brasileira atual (ANVISA, 2005), pode-se afirmar que o queijo
T3 pode ser caracterizado como um queijo duplamente probidtico em potencial, uma
vez que as populagdes de S. thermophilus encontradas permaneceram acima de 7,00
log UFC/g durante a producao (dia 0) e todo o armazenamento refrigerado a 5+1°C.

Entretanto, deve ser salientado que o potencial probiético do queijo T3 apresenta
maior possibilidade de ocorrer, em virtude da presenca de L. acidophilus La-5, cepa
esta também presente no queijo T2. Essa hipbtese tem como base o fato, mencionado
anteriormente, da cepa La-5 de L. acidophilus ser comprovadamente probidtica, através
de estudos com seres humanos (JUNTUNEN et al., 2001; JAIN et al., 2004; WANG et
al., 2004).

Apesar disso, devido ao fato de que, no presente trabalho, o queijo T3 ter
apresentado elevadas populagdes de S. thermophilus durante todo o armazenamento,
esse produto pode ser bastante promissor, em termos de algumas propriedades
probidticas peculiares. Como exemplo, pode ser citada a sua atuagdo na melhoria da
ma digestao da lactose, em individuos com intolerancia a esse agucar. A esse respeito,
estudos reportaram que as culturas do iogurte, incluindo S. thermophilus, atuam melhor
que cepas de Lactobacillus na méa digestdo da lactose. Estudos in vitro realizados para
a quantificacdo da lactase produzida por Lactobacillus acidophilus NCFM e
Streptococcus thermophilus, demonstraram que 0s niveis de lactase produzidos pela
cultura starter foram maiores que 0s niveis produzidos pela bactéria probidtica
(SANDERS & KLAENHAMMER, 2001).

A tabela 9 apresenta as populacdes de S. thermophilus (média) observadas ao
longo do armazenamento dos queijos T3 produzidos com leite desnatado (T3L). O
baixo teor de gordura do leite ndo impediu que a cultura starter se multiplicasse durante
a vida de prateleira dos produtos. As populagcdes de S. thermophilus aumentaram de



6,84 log UFC/g para 7,89 UFC/g entre 0 12 e 0 21°? dia de armazenamento (p<0,05)
para esses queijos. As populacdes de S. thermophilus observadas para os queijos T3L
foram estatisticamente iguais as populacées observadas nos queijos produzidos com
leite integral (T3) durante o armazenamento. Nos queijos light, as populacdes de S.
thermophilus observadas durante a producao (dia 0) e no 1° dia de armazenamento,
foram menores que as populacdes observadas para T3 no mesmo periodo, embora a
analise estatistica ndo tenha apontado diferenca significativa quando T3 e T3L foram
comparados entre si nesses periodos de armazenamento. Um aumento significativo
nas populacées de T3L foi observado apdés o 1° dia de armazenamento, fato nao
observado nos queijos T3 (Tabela 10).

Em estudo realizado com queijo cheddar com reduzido teor de gordura (17,5%),
FENELON et al. (2002) estudaram a viabilidade de diferentes cepas de microrganismos
starter adicionados ao produto. Quando S. thermophilus foi adicionado ao queijo, 0s
autores observaram um comportamento diferente do obtido no presente trabalho, uma
vez que as populagdes de S. thermophilus diminuiram aproximadamente 3,3 log UFC/g

durante o armazenamento do produto.



Tabela 9. Populagbes de Streptococcus thermophilus (média e variacdo) obtidas para o
queijo T3L (adicdo de L. acidophilus + S. thermophilus), produzido com leite desnatado,
durante o processamento (dia 0) e apés 1, 7, 14 e 21 dias de armazenamento refrigerado
a 5+1°C.

Populacoes de Streptococcus thermophilus (log UFC/g)

Queijo T3L
Tempo (Dias) Média Variacao*
0 6,84+0,47° 6,30 —7,10
1 6,58+0,06° 6,51 — 6,68
7 7,26+0,05° 7,21 -7,34
14 7,05+0,19° 6,91 -7,19
21 7,89+0,04° 7,85 7,94

*Valores minimos — maximos das contagens obtidas para todas as amostras analisadas.
2 letras sobrescritas na mesma coluna indicam diferencas significativas (p<0,05) entre os diferentes
periodos de armazenamento.

Tabela 10. Populagdes de Streptococcus thermophilus (média) obtidas para os queijos
T3 e T3L (adicédo de L. acidophilus + S. thermophilus) produzidos com leite integral (T3)
e desnatado (T3L), durante o processamento (dia 0) e apés 1, 7, 14 e 21 dias de

armazenamento refrigerado a 5£1°C.

Populacoes de Streptococcus thermophilus (log UFC/g)

Queijos
T3 T3L
Tempo (Dias) Média
0 7,23+0,69"¢ 6,84+0,47"@
1 7,330,672 6,58+0,06"
7 7,09+0,48" 7,26+0,05"°
14 7,67+0,39" 7,05+0,19"°
21 7,97+0,49% 7,89+0,04"°

ABL: letras mailsculas sobrescritas na mesma linha indicam diferencas significativas (p<0,05) entre os

diferentes queijos estudados para 0 mesmo periodo de armazenamento.

abC. |etras minGsculas sobrescritas na mesma coluna indicam diferengas significativas (p<0,05) entre os

diferentes periodos de armazenamento para cada queijo estudado.



4.4.3. Bactérias indicadoras de contaminacao - Staphylococcus spp., coliformes
totais e Escherichia coli

A Tabela 11 apresenta os valores das populacbes de Staphylococcus spp.
(média e variacao) obtidas para os queijos estudados. O queijo controle (produzido sem
a adicdo de nenhum tipo de cultura), embora tenha apresentado rendimento médio
ligeiramente maior que os queijos T2 e T3, apresentou maior contaminacao quando
comparado aos queijos adicionados de culturas. Tal fato refletiu-se nos resultados da
analise sensorial, que sera discutida no toépico 4.7. Os queijos T1 apresentaram um
aumento constante nas populagdes de Staphylococcus spp. ao longo do
armazenamento, tendo aumentado de 2,68 para 5,22 log UFC/g entre o dia da
producdo (dia 0) e o 21° dia de armazenamento. Em contrapartida, os queijos
adicionados de culturas probiéticas, T2 e T3, apresentaram aumentos de apenas 0,79 e
0,54 log UFC/g, respectivamente, durante todo o periodo de armazenamento
refrigerado. Esse fato mostrou que a adicdo da bactéria probidtica La-5 evitou a
multiplicacdo do contaminante nos queijos T2 e T3, conferindo-lhes uma maior
protecdo. Possivelmente, a cultura starter também contribuiu, impedindo a multiplicacao
de contaminantes no queijo T3, uma vez que a producdo de bacteriocinas por S.
thermophilus € documentada (IVANOVA et al., 1998; HOLLINGSWORTH, 2001).



Tabela 11. Populacbes de Staphylococcus spp. (média e variacdo) obtidas para os
queijos T1 (controle — sem adicdo de culturas), T2 (adicdo de L. acidophilus) e T3
(adicao de L. acidophilus + S. thermophilus), durante o processamento (dia 0) e apés 1,

7, 14 e 21 dias de armazenamento refrigerado a 5x1°C.

Populacoes de Staphylococcus spp. (log UFC/g)

Queijos
Tempo (Dias) T1 T2 T3

Média* Variacao** Meédia* Variacao*™ Média* Variacao**

0 2,68 <2-3,18 3,19 <2-3,78 3,33 2,47 — 3,69

1 3,19 <2-3,48 3,78 3,18-4,11 3,45 2,44 - 3,77

3,23 <2-3,70 3,74 2,00-423 3,78 2,81 -4,20

14 436 3,00-5,08 3,81 3,70-3,90 3,74 3,60 —-3.,85

21 522 3,48-556 3,98 <2-4,30 3,87 2,00 -4,25

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

As bactérias laticas sdo capazes de produzir moléculas bioativas durante a
fermentacdo, como acidos organicos, que promovem a queda do pH, perdxido de
hidrogénio e diacetil, além de peptideos ou proteinas com propriedades bactericidas ou
bacteriostaticas (bacteriocinas), que apresentam atividade contra determinados
microrganismos patogénicos e deteriorantes em alimentos. As bacteriocinas séo
compostos com atividade bacteriostatica ou bactericida contra microrganismos
susceptiveis. Embora as bacteriocinas possuam propriedades antibiéticas, nao séo
denominadas como tal. Isto ocorre no sentido de evitar que sejam classificados,
inadequadamente como antibidticos terapéuticos, os quais podem causar reacoes
alérgicas em humanos (DERAZ et al., 2005). Estudos in vitro demonstraram que a
maioria das cepas de Lactobacillus freqientemente produz bacteriocinas, as quais
inibem a multiplicacdo de determinadas cepas de contaminantes (SANDERS &
KLAENHAMMER, 2001).

Lactobacillus acidophilus é capaz de produzir varios compostos antimicrobianos,
como, por exemplo, a bacteriocina acidocina CH5, acidocina D20079, acidofilina 801 e
o acido fenil latico, os quais estdo envolvidos na qualidade e na protecao dos alimentos
(CHUMCHALOVA et al., 1998; ZAMFIR et al., 2000; VALERIO et al., 2004; DERAZ et



al., 2005). Em estudo realizado com L. acidophilus NCFM, GILLILAND & SPECK (1977)
observaram atividade antagonista contra Staphylococcus aureus, Salmonella
typhimurium,  Escherichia coli enteropatogénica e Clostridium perfringens,
microrganismos estes responsaveis por toxinfeccoes de origem alimentar. Os autores
atribuiram a inibicao de 80 a 90% desses patégenos a producao de acidos organicos,
peréxido de hidrogénio e, possivelmente, a outros produtos antimicrobianos produzidos
por L. acidophilus, como, por exemplo, bacteriocinas.

Observando-se as populacdes iniciais de Staphylococcus spp. durante o
processamento do queijo minas frescal (dia 0) para T1, T2 e T3 (2,68, 3,19 e 3,33 log
UFC/g, respectivamente), nota-se que a adicdo de culturas aos queijos T2 e T3 inibiu a
multiplicacdo do contaminante, uma vez que as populacdes de células iniciais estavam
proximas entre si e, ao longo do armazenamento, T1 apresentou um constante
aumento nas populacdes de Staphylococcus spp. O pH diminuiu significativamente
(p<0,05) para os queijos adicionados de culturas, o que certamente contribuiu para a
protecao dos queijos T2 e T3. Tal fato nao foi observado por MACEDO et al. (2004) em
queijo serra-da-estrela, adicionado de Lactococcus lactis e Lactobacillus plantaraum,
uma vez que essas culturas ndo impediram a multiplicacdo de Staphylococcus spp.
durante todo o armazenamento dos queijos.

ALEGRO (2003) encontrou comportamento semelhante em queijo minas frescal
adicionado de Lactobacillus acidophilus La-5, que apresentou populacdes de 10° UFC/g
de Staphylococcus spp., com 21 dias de armazenamento.

A Tabela 12 apresenta os valores das populacdes de coliformes totais (média e
variacao) verificadas para os queijos estudados. Em nenhum dos queijos estudados foi
detectada a presenca de E. col.



Tabela 12. Populacbes de coliformes totais (média e variacdo) obtidas para os queijos
T1 (controle — sem adicdo de culturas), T2 (adicado de L. acidophilus) e T3 (adi¢ao de L.
acidophilus + S. thermophilus), durante o processamento (dia 0) e apds 1, 7, 14 e 21

dias de armazenamento refrigerado a 5+1°C.

Populacoes de Coliformes totais (log UFC/g)

Queijos
Tempo (Dias) T1 T2 T3

Média* Variacao** Meédia* Variacao** Meédia* Variacao**
0 <1 - 1,00 <1-1,00 1,30 <1-1,30
1 <1 - 1,00 <1-1,00 1,86 <1-2,64
7 2,07 <1 -2,07 <1 — 2,60 <1-2,65
14 <1 - <1 - 2,31 <1-3,69
21 <1 - 2,04 <1-2,08 1,24 <1-1,30

*Média das amostras positivas.
** Valores minimos — maximos das contagens obtidas para todas as amostras analisadas.
— = sem variagao.

Em estudo realizado por PIDCOCK et al. (2002) com salame, uma diminuicao
significativa de aproximadamente 2 logs foi detectada nas populagdes de E. coli quando
cepas de Lactobacillus paracasei, Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium lactis
foram adicionadas separadamente e em co-cultura com cultura starter marca comercial
FloraCarn FF1-200, composta por Pediococcus pentosaceus e Staphylococcus xylosus.

No presente trabalho, ao contrario do observado com Staphylococcus spp., 0
probiético ndo inibiu a multiplicacdo de coliformes totais. Para os queijos T1, as
populacbes médias das amostras positivas para o contaminante foram de 2,07 log
UFC/g apenas ao 7° dia de armazenamento refrigerado. Da mesma forma, T3
apresentou populagdes de 2,60 log UFC/g no mesmo dia de anélise, com valores
menores no restante dos dias analisados. O queijo T2 apresentou populacdes de 2,04
log UFC/g apenas no Uultimo dia do armazenamento do produto (Tabela 12).
Semelhantemente, VINDEROLA et al. (2000b) em queijo fresco adicionado de culturas
probidticas encontrou populacdes de coliformes abaixo de 10° UFC/g.

A legislacao brasileira vigente estabelece que queijos com muito alta umidade,

como o queijo minas frescal, apresentem como limites maximos a presenca de 5 x10?



UFC/g de coliformes a 45°C, 5 x10? UFC/g de Staphylococcus coagulase-positivos e
auséncia em 25 gamas de Salmonella e Listeria monocytogenes, para queijos
produzidos sem a adicdo de culturas laticas, como o queijo T1 (controle) produzido
neste trabalho. Para queijos também de alta umidade, porém, com adicao de culturas
laticas abundantes e viaveis, os valores permitidos de coliformes a 45°C e de
Staphylococcus coagulase positiva sdo de 5 x10° UFC/g (ANVISA, 2001). Desta forma,
todos o0s queijos se adequaram a legislacdo vigente, exceto o queijo T1, que
apresentou populagdes de Staphylococcus spp. superiores aos valores permitidos de
Staphylococcus coagulase-positivos.

Entretanto, deve ser salientado que normalmente a maioria das colbnias de
Staphylococcus spp. que nao possuem o aspecto e tamanho tipico de Staphylococcus
aureus, como a maioria daquelas isoladas dos queijos estudados no presente trabalho,
nao sao confirmadas como Staphylococcus DNAse positivos e/ou coagulase-positivos,
que incluem Staphylococcus aureus, Staphylococcus hyicus e Staphylococcus
intermedius, conforme observado no trabalho realizado por BURITI (2005). Além disso,
sd0 necessarias concentragdes de Staphylococcus aureus de aproximadamente 10°
UFC/g no alimento para que se inicie a producao de uma concentragdo suficiente de
enterotoxinas (0,1-1,0 mg/kg) para que ocorra uma intoxicacao alimentar (NEAVES &
WILLIAMS, 1999; FOX, 2000). Sendo assim, esse parametro foi utilizado apenas no
sentido de acompanhar a evolugdo da microbiota contaminante durante o
armazenamento refrigerado dos diferentes tipos de queijo estudados e visando a

comparagao entre eles.
4.5. indice de extensdo da protedlise

A protedlise é o mais complexo dos trés eventos primarios que ocorrem na
maturagdo dos queijos e é provavelmente o mais importante para o desenvolvimento de
sabor e textura. Durante a maturacao, a protedlise pode ser catalisada por enzimas
provenientes do coagulante, do leite ou de enzimas provenientes do metabolismo de
culturas starter (SOUSA et al., 2001). Embora nao se trate de um produto maturado e
sim fresco, conforme relatado anteriormente, o queijo minas frescal sofre alteracdes

bioquimicas ao longo do seu armazenamento. Essas transformagdes podem ser



acentuadas devido a adicdo de culturas ao produto, como L. acidophilus e S.
thermophilus, empregadas no presente trabalho.

A contribuicdo da protedlise ao sabor é causada pelo aumento nos peptideos,
aminoacidos livres, aminas, acidos, tiols e tioésteres, formados durante o processo de
degradacao (HELLER et al., 2003; PRIETO et al., 2004).

A Tabela 13 apresenta os resultados do indice de extensdo da protedlise no
produto final (dia 1) e ap6s 21 dias de armazenamento a 5+1°C, bem como o0 aumento
da protedlise durante a estocagem para aos diferentes queijos estudados. Queijos
produzidos com alta concentragdo de sal apresentam menor protedlise ao longo do
armazenamento, uma vez que a alta concentragdo de sal inibe a protedlise (ALIZADEH
et al., 2006). O queijo minas frescal € um queijo que possui baixa concentracao de sal,
que varia dependendo do tipo de salga (1% para salga em superficie e 2% para salga
feita na massa).

No presente trabalho, o tipo de salga realizada foi a salga na massa. Desta
maneira, a protedlise ocorreu em todos os queijos, sem ser afetada pela concentragao
de sal adicionada. Para todos os queijos estudados, houve um aumento significativo no
indice de extensdao da protedlise ao longo do armazenamento refrigerado (p<0,05).
Quando os queijos foram comparados entre si, todos diferiram significativamente
quanto as percentagens de aumento da protedlise (p<0,05). Os queijos T3
apresentaram o maior aumento no indice de extensado da protedlise (95,44%), seguido
de T2 e T1. Ao 1° dia de analise, T1 diferiu significativamente dos queijos T3,
apresentando maior protedlise (p<0,05). Teoricamente, T1 deveria apresentar valores
de protedlise menores que T2 e T3, uma vez que foi produzido sem a adigcdo de
culturas. Entretanto, os valores relativamente altos encontrados para T1 estéo,
provavelmente, relacionados a presenca de enzimas de microrganismos contaminantes.
CUNHA et al. (2006) observaram o aumento da protedlise em queijo minas frescal
produzido com acidificacdo direta do leite e atribuiram este aumento a presenca de
contaminantes, entre eles, microrganismos resistentes a pasteurizacao do leite, além de
bolores e leveduras, presentes devido a contaminagao pds-pasteurizacao do leite.

Ao 21° dia de armazenamento, o queijo T1 diferiu significativamente quanto a
protedlise somente quando comparado ao T3, que apresentou maiores valores de
protedlise (p<0,05). Os resultados obtidos no presente trabalho indicam que ambas as
culturas adicionadas a T3 sdo proteoliticas, embora L. acidophilus seja menos



proteolitica que S. thermophilus (que apresentou populacées préoximas de 8 log UFC/g)
e promoveram uma maior protedlise em T3. Embora os queijos T2 foram produzidos
com a adicdo de L. acidophilus, os valores de protedlise nao diferiram
significativamente de T1, pois L. acidophilus € uma cepa fracamente proteolitica
(SHIHATA & SHAH, 2000). Embora os queijos T3 apresentaram maior protedlise ao 21°
dia, ndo diferiram significativamente dos valores encontrados para os queijos T2,
provavelmente em virtude da protedlise causada por L. acidophilus.

Ao longo do armazenamento, o maior aumento na protedlise ocorreu no queijo
T3 (95,44%), que foi adicionado de Streptococcus thermophilus. Maiores percentagens
de aumento na protedlise em queijo minas frescal foram observadas por BURITI et al.
(2005a) quando os queijos foram adicionados de cultura latica tipo O (Lactococcus
lactis subsp. lactis + Lc. lactis subsp. cremoris).

Na andlise sensorial realizada no presente trabalho, que sera discutida no item
4.7, os queijos T3 apresentaram boa aceitacdo pelos provadores. Entretanto, ao
contrario dos demais queijos estudados, os T3 foram definidos pela maioria dos
provadores como “amargos” ou “azedos”. Tal fato deve-se, provavelmente, a intensa
protedlise que ocorreu nos queijos T3 e a queda do pH, respectivamente. A protedlise
contribui para a producao de peptidos e de aminoacidos livres; compostos responsaveis
pela formacao do flavour em queijos. O catabolismo de aminoacidos pode resultar em
varios compostos, incluindo amdnia, aminas, acetaldeidos, fenois e alcoois que podem
contribuir para a formacao do flavour em queijos (SOUZA et al., 2001).

Normalmente, os peptideos menores sdo os responsaveis pela formacao do
flavour, enquanto que os peptideos maiores contribuem com a textura dos queijos.
Entretanto, em alguns casos, os peptideos menores formam, juntamente com os
maiores a base dos defeitos de sabor, destacando-se o amargor. Os peptideos
responsaveis pelo amargor dos queijos podem ser hidrolisados a peptideos menores e
aminodcidos ndo amargos pelas enzimas das bactérias laticas, comportamento que foi
observado em algumas linhagens de Lactobacillus (SOUZA et al., 2001; MORENO,
2003).

Em estudo com queijo cheddar, LAW et al. (1993) observaram o aumento da
protedlise ao longo do armazenamento dos queijos, atribuido a presenca da cultura
starter de Lactococcus lactis. Os autores consideraram que as proteinases da bactéria

starter, juntamente com o coagulante, possivelmente sejam o0s responsaveis pelo



aumento dos peptideos no queijo. Desta forma, o substrato para a acdo das peptidases
da bactéria starter torna-se mais abundante, facilitando a producao de peptideos
menores e aminoacidos que contribuem para o flavour dos queijos.

Provavelmente, o fato de os queijos T2 ndo terem sido classificados pelos
provadores como “amargos” ou “azedos”, mesmo com o aumento da protedlise ao
longo do armazenamento (76,90%) esteja relacionada com a maior degradacado dos
peptideos responsaveis pelo amargor.

Tabela 13. indice de extensao da protedlise (média+desvio-padrio) no produto final (dia
1) e ap6s 21 dias de armazenamento a 5+1°C e o aumento da protedlise durante a
estocagem para os diferentes queijos minas frescal estudados.

Queijos Indice de Extensio da Protedlise (%) Aumento (%)*
Dia 1 Dia 21
T1 12,87+0,75™2 16,28+1,34"° 26,507
T2 10,04+0,60"52 17,76+1,06"° 76,908
T3 9,44+0,59%2 18,45+1,155P 95,44°
Dia 21-Dial
*l — 1 x100
{ Dial }

ABC. |etras maiusculas sobrescritas na mesma coluna indicam diferencas significativas (p<0,05) entre os
diferentes queijos estudados.

abC. |etras mindsculas sobrescritas na mesma linha indicam diferengas significativas (p<0,05) entre os
diferentes periodos de armazenamento para cada queijo estudado.

4.6. Textura instrumental

Durante muitos anos, a textura permaneceu como um atributo esquecido, uma
vez que recebia pequena atencdo, quando comparada ao sabor. Posteriormente, a
textura passou a ser considerada um dos maiores determinantes da preferéncia e
aceitacao de alimentos e bebidas (GUINARD & MAZZUCCHELLI, 1996).

Os testes instrumentais de textura sdao geralmente baseados em forca de
compressao, com a funcdo de simular a mastigacdo entre os molares. A amostra é
submetida a duas “mordidas” ou corridas, que simulam o ato de mastigacdo. Quando o
pistdo deforma a amostra, o0 movimento do suporte é detectado e uma curva de forcga -
compressao € tracada. A partir dessa curva, obtém-se os parametros primarios -
dureza, coesividade, adesividade, elasticidade e secundarios - mastigabilidade e



gomosidade, que compdem as caracteristicas mecanicas dos queijos (FOX et al.,
2000).

No presente trabalho, foram analisados os perfis instrumentais de dureza,
coesividade, elasticidade, adesividade, mastigabilidade e gomosidade. A Figura 5
apresenta uma curva tipica do perfil de textura da analise de queijo minas frescal,
empregando-se texturdmetro TA-XT2 (Stable Micro Systems) e o programa “Texture
Expert for Windows” — versao 1.20 (Stable Micro Systems). A Tabela 14 apresenta os
dados de textura instrumental (médiatdesvio-padrao), obtidos para os pardmetros
dureza, coesividade, adesividade, elasticidade, gomosidade e mastigabilidade dos
queijos T1, T2 e T3. Os valores de adesividade sao apresentados em médulo.

Forca (N)
-
2,000 A3
1,000 A1
" 0 2‘.0 4‘.0 \&I.d 8‘.0 10‘.0 \lzl.ﬁ/ 14‘.0 16‘.0
— — Tempo (seg)
T1 T2

-1.000-

Figura 5. Grafico da analise do perfil de textura
obtido para o queijo minas frescal T2. Dureza =
H; Coesividade = A./Ai; Adesividade = Ags;
Elasticidade = T./Ty; Mastigabilidade
Hx(A2/A1)x(To/T1) e Gomosidade
Hx(A2/A1)x100.



Tabela 14. Perfil de textura instrumental (média + desvio-padrdo)’ dos queijos T1 (controle - sem adicdo de culturas), T2

(adicao de L. acidophilus) e T3 (adicao de L. acidophilus + S. thermophilus), no produto final (1 dia) e apds 7, 14 e 21 dias

de armazenamento a 5+1°C.

Queijos Tempo Dureza Coesividade Adesividade® Elasticidade Gomosidade Mastigabilidade
(Dias) (N) (Ns) (N)
1 2,07+0,27"®  0,74+0,001"“*  0,066+0,013™ 0,97+0,014™®  1,53+0,19"®  1,40+0,18™
T1 7 2,98+0,41"°  0,77+0,001"° 0,052+0,046"°  0,92+0,021"°  2,31+0,33"°  2,13+0,29"°
14 3,60+0,49"°  0,78+0,001*° 0,055+0,036"° 0,91+0,018"° 2 82+0,39"° 2 57+0,35A°
21 3,70+0,75"  0,77+0,001*° 0,066+0,048%%®  0,90+0,021"°  2,86+0,57*°  2,58+0,51"°
1 2,82+0,53"  0,76+0,020°2 0,030+0,023%2 0,91+0,015%  2,14+0,42%% 1,960,382
T2 7 3,88+1,095°  0,77+0,021" 0,046+0,038%%°  0,91+0,022"*  3,03+0,88%°  2,79+0,81%°
14 3,91+0,46%°  0,77+0,019™ 0,050+0,031"°  0,90+0,016"®  2,89+0,45"  2,62+0,40%°
21 3,97+0,40"°  0,78+0,010%¢®  0,057+0,040"° 0,91+0,014%  2,97+0,39"%°  2,72+0,34"°
1 2,29+0,45"  0,75+0,013%°@  0,045+0,030%%  0,91+0,01"®  1,7440,34°® 1,580,312
T3 7 3,49+0,66°°  0,78+0,009"° 0,028+0,029"°  0,92+0,01%®  2,74+0,51%°  253+0,48%°
14 3,27+0,47"°  0,78+0,009"° 0,031%0,0277° 0,91+0,02"%  2,59+0,38%°  2,36+0,35°
21 3,42+0,54"°  0,78+0,009%° 0,036+0,039"° 0,91+0,02%  2,68+0,42"°  2,46+0,39"°

' Médias de 26 repeticdes.
% Valores em médulo.

ABC. letras mailisculas sobrescritas na mesma coluna indicam diferencas significativas (p<0,05) entre os diferentes queijos estudados para 0 mesmo

periodo de armazenamento.
2P |etras mintsculas sobrescritas na mesma coluna indicam diferencas significativas (p<0,05) entre os diferentes periodos de armazenamento para

cada queijo estudado.



A dureza é definida como a forga requerida para comprimir 0 queijo entre os
dentes molares ou entre a lingua e o palato, dando um ponto de deformacédo ou
penetragdo. A gomosidade, definida como a energia necessaria para desintegrar um
pedaco de queijo, tornando-o apto a ser deglutido, e a mastigabilidade, como o tempo
ou 0 numero de mastigacdes necessarias para o queijo estar pronto para ser deglutido,
sao parametros de textura derivados da dureza (FOX et al., 2000).

Durante o armazenamento refrigerado, houve um aumento significativo na
dureza para os queijos T1 e T2 (p<0,05), acompanhado do aumento significativo da
sinerese (Tabela 3), bem como para os parametros derivados da dureza. Os queijos T3
apresentaram aumento na dureza entre o 12 e o0 7° dia de armazenamento. Apds este
periodo, os valores de dureza diminuiram, porém sem diferengas significativas (p>0,05).

Semelhantemente, BURITI et al. (2005b) constataram o aumento da dureza e
dos parametros derivados - gomosidade e mastigabilidade - em queijo minas frescal
adicionado de L. acidophilus e acido latico, bem como para o queijo adicionado
somente de acido latico. Em contrapartida, os queijos adicionados de cultura probiética
de Lactobacillus acidophilus mais cultura starter tipo O apresentaram diminuicdo nos
valores de dureza, sendo caracterizados pelos autores como queijos com textura mais
fragil, como o observado para os queijos T3 no presente trabalho. Os autores atribuiram
esta diminuicdo na dureza ao aumento da protedlise durante o armazenamento dos
queijos. Entretanto, os queijos adicionados de cultura starter tipo O apresentaram maior
grau de protedlise (131%), enquanto que o aumento na protedlise nos queijos
adicionados de L. acidophilus e S. thermophilus deste trabalho foi inferior (95,44%).
Possivelmente, as culturas tipo O sdo mais proteoliticas que culturas starter de S.
thermophilus. No presente trabalho, utilizacdo de uma cultura que garantisse uma
menor poés-acidificacdo dos produtos, como S. thermophilus, resultou em queijos com
valores de textura préximos aos valores obtidos para queijos comerciais por ROCHA et
al. (2006). Entretanto, os valores de dureza observados no presente trabalho n&o foram
exatamente iguais, mas sim préximos aos observados por ROCHA et al., (2006). Tal
fato ja era esperado uma vez que lotes de um mesmo fabricante de queijos apresentam
uma grande heterogeneidade nos valores de textura.

ROCHA et al. (2006) verificaram que os valores de dureza instrumental variaram

bastante entre os queijos de diferentes marcas comerciais analisados. Esta variacédo



pode estar relacionada, segundo os autores, a fatores como o nivel de contaminacao,
visto que os queijos com menores niveis de contaminagdo apresentaram valores de
dureza instrumental mais estaveis.

No presente trabalho, quando os queijos foram comparados entre si, T1 diferiu
dos demais queijos ao 7° dia e de T2 ao 14° dia. Além disso, T3 apresentou menor
dureza que T2 ao 14° dia de armazenamento.

Com o aumento da acidez dos produtos, ha concomitante queda nos valores de
pH, o que afeta os queijos diretamente, diminuindo as concentracées de calcio
presentes. Estas alteracdes na concentracdo de célcio determinam queijos de textura
mais mole, que s&o facilmente fragmentados (YAZICI & DERVISOGLU, 2003).
Entretanto, a producdo de queijos na faixa de pH préxima a 6,1 resulta em queijos
firmes, com distribuicdo uniforme de proteinas na matriz protéica (LEE &
KLOSTERMEYER, 2001).

LEE & KLOSTERMEYER (2001) destacaram que um controle minucioso do pH
deve ser realizado, para a obtencao de queijos com propriedades de textura desejaveis.

No presente trabalho, a partir do 7° dia de armazenamento, T3 diferiu
significativamente dos demais queijos quanto a acidez, apresentando-se mais acido e
com valores de dureza menores que 0s obtidos para T2, embora nao foi detectada
diferenca significativa entre eles (p>0,05). A partir do 14° dia de armazenamento, o
queijo T3 apresentou maior acidificacdo, diferindo significativamente dos demais
(p<0,05), o que, possivelmente, determinou valores de dureza menores do que aqueles
encontrados para T1 e T2, embora a analise estatistica tenha detectado diferenca
significativa apenas entre T3 e T2 para o pardmetro dureza ao 14° dia de
armazenamento. Entretanto, visualmente e na andlise sensorial, os queijos T3,
apresentavam-se firmes, com caracteristicas de textura préprias para o consumo.

Embora os queijos T1 ndo apresentaram diferencas significativas quando
comparados aos demais, ao 1° dia de armazenamento, 0 queijo apresentava-se mais
mole, com textura visualmente mais macia. Instrumentalmente, a analise de textura
revelou valores mais baixos de dureza para T1. A alta umidade de T1 ao 1° dia,
possivelmente determinou estes resultados, uma vez que a alta umidade enfraquece a

rede de proteinas, resultando em queijos menos firmes (AHMED et al., 2005).



STAMPANONI & NOBLE (1991) obtiveram aumento na dureza e na elasticidade
de queijos ao longo do armazenamento, quando o pH apresentou queda de
aproximadamente 1,2 pontos. Resultados semelhantes foram observados neste
trabalho para a dureza dos queijos T1 e T2. Entretanto, sé foi observada queda nos
valores de elasticidade para o queijo T1, enquanto que T2 e T3 permaneceram com
valores proximos entre si, sem quedas significativas (p>0,05). Possivelmente, a queda
nos valores de pH de T1 influenciou os valores da elasticidade do produto, uma vez
que, conforme reportado por LEE & KLOSTERMEYER (2001), queijos com menores
valores de pH apresentam menor elasticidade.

A protedlise que ocorre durante o armazenamento dos queijos resulta em
modificacdes na textura dos queijos, devido a quebra na sua matriz protéica (FOX et al.,
2000; BURITI et al., 2005b). Desta forma, a protedlise esta correlacionada com o
decréscimo dos valores dos parametros de textura, entre eles a dureza e a elasticidade
(TUNICK et al., 1997). Entretanto, no presente trabalho, embora todos os queijos
apresentaram um aumento na protedlise entre o 1° e o 21° dia de armazenamento
(Tabela 13), os valores de dureza aumentaram para os queijos T1 e T2. Tal fato pode
ser explicado pelo aumento da sinerese e consequente diminuicdo significativa na
umidade desses queijos. Ao contrario do observado para T1 e T2, o queijo T3
apresentou diminuicdo na dureza, devido aos fatores citados e a maior protedlise
detectada ao longo do armazenamento. Comportamento semelhante foi observado para
os parametros de textura derivados da dureza.

MENENDEZ et al. (2000) observaram diferencas entre queijos arzta-ulloa
produzidos com culturas starter contendo Lc. lactis subsp. lactis var. diacetylactis e
queijos adicionados Lactobacillus. Os autores relataram que 0s queijos-controles
apresentaram maior firmeza, quando comparados aos queijos contendo Lactobacillus,
efeito este ndo detectado no presente trabalho.

A coesividade é definida como a extensdo que um queijo pode ser deformado até
que haja ruptura da sua estrutura (FOX et al., 2000). Todos os queijos estudados
apresentaram comportamento semelhante, quanto ao atributo coesividade. Os valores
de coesividade aumentaram significativamente para os queijos T1 e T3 entre 0 1°e 0 7°
dia de armazenamento, comportamento que nao foi observado para T2. Apds a

primeira semana, 0s queijos permaneceram com valores de coesividade muito



préximos, nao diferindo ao longo do armazenamento para cada queijo e também entre
os queijos estudados (p>0,05).

A adesividade é definida como a forca requerida para remover o queijo que
adere a boca, geralmente ao palato, durante o processo normal de mastigagdo (FOX et
al., 2000), sendo calculada através da area do grafico gerada abaixo da linha do eixo x
(As, Figura 5). Os queijos T1 diferiram dos demais queijos quanto a adesividade apenas
ao 12 dia de armazenamento (p<0,05), apresentando maior adesividade. Os queijos T3
apresentaram diminuicdo nos valores de adesividade ao longo do armazenamento,
possivelmente devido a presenca da cultura starter. Células de Streptococcus
thermophilus produzem polissacarideos extracelulares como um dos produtos de seu
metabolismo (HOLS et al., 2005), que podem afetar a textura de queijos, conforme
relatado por AHMED et al. (2005), que obtiveram queijos com valores de adesividade,
dureza e consisténcia menores, quando comparados a queijos produzidos com adicao
de culturas nao produtoras de polissacarideos extracelulares.

Quando os queijos foram comparados entre si, ndo foi detectada diferenca
significativa entre eles em nenhum dos periodos analisados para o parametro
elasticidade - grau de recuperacdao da deformacdo causada a um pedaco de queijo
depois que a forca de deformacao é removida (FOX et al., 2000).

Contudo, os resultados obtidos para os queijos probiéticos na analise instrumental
de textura, embora alguns tenham diferido significativamente de outros, sdo resultados
aceitaveis, pois as caracteristicas de textura dos produtos foram aceitas pelos
consumidores, uma vez que 0s queijos adicionados de culturas obtiveram boa

aceitacao por parte dos provadores na analise sensorial realizada.

4.7. Analise sensorial

A figura 6 apresenta as freqiéncias das notas obtidas para os queijos T1, T2 e
T3 na analise sensorial conduzida apds 7 dias de armazenamento refrigerado. Ao 7° dia
de armazenamento, os queijos T1, T2 e T3 apresentaram bons resultados de aceitagao
O queijo T1 apresentou a maior percentagem de notas iguais ou superiores a 5 aos 7
dias de armazenamento, totalizando 96,7% das respostas obtidas, dentre essas notas,

23% de notas 6, 23% de notas 7, 27% de notas 8 e 7% de notas 9. Embora nao tenha



diferido significativamente dos demais queijos apds 7 dias de fabricacdo, o queijo T3
obteve as maiores percentagens de notas 7 e 8, com 40% e 33%, respectivamente, de
modo que 90% das notas para esse queijo foram iguais ou superiores a 5. O queijo T2
apresentou 7% de notas 6, 37% de notas 7 e 27% de notas 8, sendo que 83,3% das
notas foram iguais ou superiores a 5 (ndo gostei nem desgostei).

A andlise estatistica indicou que ndao houve diferenca significativa entre os trés
queijos na comparacao sensorial realizada aos 7 dias de armazenamento (Xo = 2,547,
x? = 5,991; p>0,05), onde X, foi obtido pelo teste de Friedman e o %? tabelado para 2

graus de liberdade.
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Figura 6. Freqléncia das notas obtidas para os queijos T1
(controle — sem adicdo de culturas), T2 (adicdo de L.
acidophilus) e T3 (adicao de L. acidophilus + S. thermophilus),
na analise sensorial conduzida apdés 7 dias de

armazenamento a 5+1°C.



A andlise estatistica indicou que, aos 14 dias de armazenamento, 0s queijos
probidticos T2 e T3 obtiveram notas significativamente mais elevadas (p<0,05), quando

comparadas ao queijo controle (T1), conforme apresentado nas Tabelas 15 e 16.

Tabela 15. Grupos homogéneos para os diferentes tipos de queijo minas frescal: T1
(controle - sem adicdo de culturas), T2 (adicdo de L. acidophilus) e T3 (adicao de L.
acidophilus + S. thermophilus), apds 14 dias de armazenamento a 5+1°C.

Queijos Soma das ordens Grupos homogéneos*
(R)
T1 167 A
T2 208 B
T3 197 B

*A e B na mesma coluna indicam as diferengas significativas entre os queijos (p<0,05).

Tabela 16. Resultados do Teste de Friedman para a analise sensorial realizada para os
diferentes tipos de queijo minas frescal: T1 (controle - sem adicdo de culturas), T2
(adicao de L. acidophilus) e T3 (adicdo de L. acidophilus + S. thermophilus), ap6s 14

dias de armazenamento a 5+1°C.

Tratamentos Provadores  Estatistica X de Graus de «° tabelado
(t) (p) Friedman (Xo) liberdade (t-1) (xc?)
3 30 17,020 2 5,991

A Figura 7 apresenta as freqiiéncias das notas obtidas para os queijos T1, T2 e
T3 na andlise sensorial conduzida ap6s 14 dias de armazenamento refrigerado.
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Figura 7. Freqliéncia das notas obtidas para os queijos T1
(controle — sem adicdo de culturas), T2 (adicdo L.
acidophilus) e T3 (adicao de L. acidophilus + S.
thermophilus), na andlise sensorial conduzida apés 14 dias

de armazenamento a 5+1°C.

Apbés 14 dias de armazenamento, o queijo contendo somente a bactéria
probidtica (T2), apresentou as maiores percentagens de notas 6 e 7, respectivamente,
30% e 37% das respostas obtidas, também apresentando a maior percentagem de
notas iguais ou superiores a 5, totalizando 93% das respostas. O queijo T3, adicionado
das culturas probiética e starter, apresentou a maior percentagem de notas 8 (33% das
respostas) e apresentou 87% notas iguais ou superiores a 5; o queijo T1 apresentou a
menor percentagem de notas iguais ou superiores a 5, sendo 17% de notas 5, 17% de
notas 6 e 27% de notas 7, também aos 14 dias de armazenamento.

Comparando-se os dois periodos de analises, os queijos T2 nao apresentaram
diferenca significativa entre 7 e 14 dias de armazenamento (Z = -1,58; diferenca
bicaudal = 0,114; p>0,05). O mesmo comportamento foi observado para os queijos T3,
gue nao apresentaram diferencas significativas entre 7 e 14 dias de armazenamento (Z
= -0,391; diferenca bicaudal = 0,695; p>0,05). Por outro lado, os queijos T1 diferiram
significativamente entre 7 e 14 dias de armazenamento (Z = -2,36; diferenca bicaudal =
0,018; p<0,05).



A Figura 8 mostra as percentagens de notas para os trés queijos nas duas
etapas da analise sensorial. Os queijos T3 foram 0s que se mantiveram mais estaveis
durante o armazenamento, enquanto que os queijos T1 foram os que apresentaram
maior comprometimento sensorial dos produtos no mesmo periodo. Ao contrario do
observado neste trabalho, GONCU & ALPKENT (2005), observaram que a adi¢do de
cultura starter contendo Lb. delbrueckii spp. bulgaricus e Streptococcus salivarium spp.
thermophilus a queijo branco, afetaram a aparéncia e o odor dos queijos, que
receberam notas baixas na avaliacdo sensorial. Semelhantemente, MACEDO et al.
(2004) obtiveram notas menores para queijos serra-da-estrela adicionados de bactérias
laticas (Lactobacillus plantarum e Lactococcus lactis isoladamente e em co-cultura),
quando comparados sensorialmente aos queijos controle (sem adicao de culturas). Os
autores atribuiram a baixa aceitacao a alta acidez dos queijos.
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Figura 8. Percentagens de notas obtidas para os queijos T1
(controle — sem adicdo de culturas), T2 (adicdo de L.
acidophilus) e T3 (adicdo de L. acidophilus + S.
thermophilus), nas analises sensoriais conduzidas apo6s 7 e

14 dias de armazenamento a 5+1°C.

Além de influenciarem as caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais dos queijos,
certas bactérias laticas, como as culturas starter e probidtica utilizadas no presente

trabalho, podem ser Uteis por possuirem atividade inibitéria através da criacao de um



ambiente hostil para os microrganismos patogénicos e deteriorantes presentes (SHAH,
2000). Essas bactérias podem produzir diversos metabdlitos com atividade
antimicrobiana, incluindo acidos organicos, perdxido de hidrogénio, alcoois, diacetil e
bacteriocinas (DILLON & COOK, 1994). Dessa forma, bactérias laticas podem ser Uteis
para a manutencao das caracteristicas iniciais do queijo durante toda a sua vida de
prateleira. A presenca de bactérias laticas nos queijos probidticos estudados (T2 e T3),
conforme discutido anteriormente, inibiu 0 processo de deterioracdo desses queijos.
Conseqlientemente, esses produtos tornaram-se sensorialmente mais estaveis ao
longo do armazenamento, ao contrario do observado para o queijo controle, que
apresentou uma diminuicdo significativa da aceitacdo sensorial no mesmo periodo e
concomitante aumento nas populacdes de contaminantes.

Similarmente ao observado no presente estudo para os queijos probidticos, a
adicdo de cepas probidticas em queijos tem sido correlacionada com a melhoria das
caracteristicas sensoriais. KATSIARI et al. (2002) verificaram que o emprego de
Lactobacillus casei subsp. rhamnosus LBC 80, em complementacao a cultura CR-213
(composta de duas cepas de Lactococcus lactis subsp. lactis e uma cepa de
Lactococcus lactis subsp. cremoris) produziu alteragdes sensoriais positivas na textura
e sabor de queijo tipo kefalograviera com baixo teor de gordura, ap6s 90 e 180 dias de
maturacdo, 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 reducado do sabor amargo em relacdo 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.

De modo semelhante, JURKIEWCZ (1999) verificou que, mesmo com aumento
da protedlise durante o armazenamento, a adicao de Lactobacillus acidophilus ao queijo
minas frescal nao influenciou as caracteristicas de textura e sabor ao longo de sua vida

de prateleira (15 dias a 5° C), quando comparado ao controle.



GARDINER et al. (1998) e STANTON et al. (1998) relataram que as elevadas
populacbes de Lactobacillus em queijos cheddar ndao produziram alteragcdes nas
caracteristicas sensoriais, uma vez que apresentaram sabor e textura comparaveis ao
queijo controle. GARDINER et al. (1998) estudaram queijo cheddar preparado com a
adicao de Lactobacillus paracasei em co-cultura com Lactobacillus salivarius, enquanto
que STANTON et al. (1998) estudaram queijo cheddar com a adicdo de uma cepa de
Lactobacillus paracasei.

Em estudo realizado por BURITI et al. (2005a), o emprego de Lactobacillus
paracasei LBC 82 nao produziu alteracbes sensoriais em queijos minas frescal
produzidos com acidificacdo direta com acido latico ou com acidificagcdo com cultura
mesofilica tipo O composta de Lactococcus lactis subsp. lactis e Lactococcus lactis
subsp. cremoris, apés 7 dias de armazenamento a 5+1°C.

5. CONCLUSOES

+« A adicdo da cultura starter aos queijos néo afetou a viabilidade de L. acidophilus,
gue se manteve com populacdes satisfatérias nos produtos. Além disso, a presencga da
cultura starter promoveu uma maior acidificacdo dos queijos T3 e um aumento
significativo na protedlise ao término do armazenamento, quando comparado aos
queijos T1 e T2, caracteristicas estas que nao prejudicaram o seu desempenho na

avaliacao sensorial.

< A andlise sensorial dos queijos produzidos com leite integral revelou que a
adicdo da bactéria probiodtica Lactobacillus acidophilus La-5 resultou em beneficios
sensoriais aos produtos, uma vez que as caracteristicas sensoriais dos queijos T2 e T3
mantiveram-se estaveis entre 7 e 14 dias de armazenamento. A analise estatistica
indicou que T2 e T3 mantiveram-se estaveis, com boa aceitacdo apds 7 e 14 dias de
armazenamento, enquanto que o queijo controle obteve menor aceitacdo quando

comparado apoés 7 e 14 dias de armazenamento (p<0,05).



< A suplementacdo de queijo minas frescal com Lactobacillus acidophilus La-5,
isoladamente ou em co-cultura com uma cultura starter termofilica (S. thermophilus),
resultou em um produto potencialmente funcional, com populagdes acima do minimo
requerido para um produto probiético (particularmente quando produzido com leite com
um teor reduzido de gordura), apresentando propriedades sensoriais, microbiolédgicas,
fisico-quimicas e de textura adequadas e superiores aos queijos produzidos somente

com acidificacao direta do leite com acido latico.
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ANEXO I: Preparacao do agar MRS-IM para Lactobacillus acidophilus (de acordo
com Christian Hansen).

THPIONA .o 10,0 g
Extratode levedura .........ccooviiiiiiiii, 509
TWEEN 80 .. 1,09
Dipotassio hidrogenofosfato ..........cocevviiiiiiinninnnn. 2,69
Sédio acetato trinidrato .........ooviviiiii e, 50¢9
Di-aménio hidrogeno citrato .............cccoiiiiiiiiinnann. 209
Magnésio sulfato heptahidrato ................coooiiiit, 0,29
Manganés (ll) sulfato monohidrato ..............c.ccceevenenenn. 0,05¢

Agar bacterioldgico ..........oeeeeiiieiii e 13,09

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



ANEXO II: Protocolo de Aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas (Protocolo n2067/2004).



UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Comité de Etica em Pesquisa - CEP

Oficio CEP n°-067/2004

Sa@o Paulo, 04 de agosto de 2004.

llmo(a). Sr(a).
Cinthia Hoch Batista de Souza

Vimos informar que o Comité de Etica em Pesquisa da FCF/USP, em reunido
realizada em 02 de agosto p.p.. APROVOU o projeto “Influéncia de uma cultura
termofilica sobre a viabilidade de Lactobacillus acidophilus e as caracteristicas de
queijo Minas frescal probidtico™ (Protocolo n® 249) apresentado por Vossa Senhoria.

Lembramos que apds a execugdc de 50% do cronograma do projeto,
deverda ser apresentado um relatério parcial, de acordo com o Arfigo 18 —item C,
da Portaria FCF-111/97.

Atenciosamente,

A=),

Profe. Dr°. Valentina Porta
Coordenadora do Comité de Efica
em Pesquisa da FCF/USP,

Orientador: Prof. Susana Marta Isay Saad
FBT :

Av. Prof. Lineu Prestes, n° 580, Bloco 13 A - Cidade Universitaria - CEP 05508-800 - Sao Paulo - SP
Fone: (11) 3091-3677 - Fax {11) 3031-8986 - e-mail: ririgo@usp.br



ANEXO llI: Modelo de ficha utilizada na analise sensorial.

Vocé esta recebendo uma amostra de queijo Minas frescal. Por favor, prove a amostra,

€ em seguida, avalie usando a escala abaixo para descrever o quanto vocé gostou ou

desgostou do produto. Por favor, tome um pouco de agua entre a degustacdo das

amostras.

1 - Desgostei muitissimo

2 - Desgostei muito

3 - Desgostei regularmente
4 - Desgostei ligeiramente

5 - Nao gostei nem desgostei
6 - Gostei ligeiramente

7 - Gostei regularmente

8 - Gostei muito

9 - Gostei muitissimo

Amostra

Valor

119

O que vocé mais gostou Na amoStra?..........oooooiiiiiiiiciicce e

O que vocé Mmenos gostou NA AMOSIIA?........uuuiiiiiiiiiieeeee e e

Obrigada pela sua participacao!!!



ANEXO IV: Modelo de ficha utilizada no recrutamento de provadores para analise
sensorial.



Recrutamento de provadores para analise sensorial de alimentos

Estamos convidando voceé para participar de uma analise sensorial de queijo Minas frescal.
Esta andlise € parte integrante do projeto de mestrado da aluna Cinthia Hoch Batista de Souza e sera conduzida com o auxilio da
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 e homogeneizado tipo B, fermento latico (Streptococcus thermophilus e Lactobacillus acidophilus), acido latico,

cloreto de célcio, coalho, soro e sal.

O produto foi elaborado e acondicionado de acordo com as Boas Préaticas de Fabricacdo de Alimentos, nos laboratérios do Departamento de
Tecnologia Bioquimico-Farmacéutica FCF/USP.

Nessa andlise o provador devera provar 3 amostras de queijo Minas frescal e avaliar a aceitagdo de cada produto. O teste sera conduzido no
laboratério de Analise Sensorial do Bloco 16. Nao havera remuneragéao financeira. Todas as informacoes serao sigilosas, garantindo a privacidade
do provador.

Portanto, se vocé quiser participar dessa analise, favor preencher as informagoes do Termo de Compromisso abaixo:

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

analise sem restricoes.




Nome

Sexo

RG

Data de nascimento

E-mail

Assinatura




ANEXO V: Normas Especificas da Comissao de Pos Graduacao da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da USP.



Universidade de Sao Paulo

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Secretaria de P6s-Graduacao

Informacgoes para os Membros de Bancas Julgadoras de Mestrado/Doutorado

1. O candidato fara uma apresentacao oral do seu trabalho, com duragao
maxima de trinta minutos.

2. Os membros da banca fardo a argiiicao oral. Cada examinador dispor3,
no maximo, de trinta minutos para argliir o candidato, exclusivamente sobre o tema do
trabalho apresentado, e o candidato dispora de trinta minutos para sua resposta.

2.1 Com a devida anuéncia das partes (examinador e candidato), é
facultada a argiiicao na forma de didlogo em até sessenta minutos por examinador.

3. A sessao de defesa sera aberta ao publico.

4. Terminada a argtiicao por todos os membros da banca, a mesma se
reunira reservadamente e expressara na ata (relatério de defesa) a aprovacao ou
reprovacao do candidato, baseando-se no trabalho escrito e na arglicao.

4.1 Caso algum membro da banca reprove o candidato, a Comissao
Julgadora devera emitir um parecer a ser escrito em campo exclusivamente indicado na
ata.
4.2 Sera considerado aprovado o aluno que obtiver aprovacao por
unanimidade ou pela maioria da banca.

5. Duvidas poderao ser esclarecidas junto a Secretaria de Pds-Graduacao:
pgfarma@usp.br, (11) 3091 3621.

Sao Paulo, 18 de margo de 2005.

Profa. Dra. Bernadette D. G. M. Franco
Presidente da CPG/FCF/USP

Av. Prof. Lineu Prestes, 580, Bloco 13 A - Cidade Universitaria - CEP 05508-900 - Sao Paulo - SP
Fone: (11) 3091 3621 - Fax (11) 3091 3141 — e-mail: pgfarma@usp.br



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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