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FRITZEN-FREIRE, Carlise Beddin. Efeito da adicéo de Bifidobacterium Bb-12 e/ou
do emprego da acidificagdo direta sobre as propriedades de queijo Minas Frescal.
2009. Dissertagdao (Mestrado em Ciéncia dos Alimentos) — Programa de Pos-graduagao

em Ciéncia dos Alimentos, Universidade Federal de Santa Catarina, Florianopolis — SC.

Resumo

Em uma primeira etapa foi avaliado o efeito da adicdo da bactéria probidtica
Bifidobacterium Bb-12 e de acido latico nas propriedades microbioldgicas, fisico-
quimicas, reoldgicas, microestruturais e de cor de queijo Minas Frescal nos dias 1 e 28
de armazenamento (5 = 1 °C). Queijos sem acido latico (Q1 e Q2) e com &cido latico
(Q3 e Q4) foram fabricados, sendo a bifidobactéria adicionada nos queijos Q2 e Q3.
Durante o armazenamento, queijos com bifidobactéria puderam ser classificados como
probidticos, pois apresentaram contagem de células vidveis acima de 6 log UFC/g. A
adicdo da bifidobactéria nos queijos Q2 e Q3 nao influenciou (p > 0,05) no rendimento,
no teor protéico e lipidico. Além disso, no dia 28, os queijos sem &cido latico
apresentaram menor (p < 0,05) umidade em comparag¢do aos adicionados de acido
latico, influenciando no comportamento reoldgico e microestrutural, tornando-os mais
elasticos, firmes e compactos, no entanto, todos os queijos avaliados demonstraram um
comportamento viscoeldstico com maior contribuicdo da componente viscosa. Os
valores de L* e b* diminuiram (p < 0,05) durante o armazenamento em todos os
queijos, sendo que apenas os adicionados de bifidobactéria mantiveram os valores de a*
e AE, ao longo dos 28 dias. Em uma segunda etapa foi realizada a avaliagdo sensorial
dos queijos Minas Frescal contendo a bifidobactéria e diferenciados quanto a adi¢ao de
acido latico, através de testes de comparagdo pareada-preferéncia, perfil de
consumidores, aceitabilidade global e intencdo de compra. A adi¢ao de acido latico nao
interferiu (p > 0,05) na preferéncia dos queijos, no entanto, os consumidores que
avaliaram este produto apresentaram como perfil o género feminino, com idade entre 18
e 27 anos e que ja possuem o habito de consumir alimentos que ajudam a melhorar o
funcionamento do intestino. A maioria dos consumidores classificou os queijos como de

boa aceitabilidade, sendo que comprariam este tipo de alimento funcional.

Palavras-chave: queijo Minas Frescal, probioticos, acido latico, fisico-quimica,

reologia, microestrutura, cor, avaliacao sensorial.



FRITZEN-FREIRE, Carlise Beddin. Effect of Bifidobacterium Bb-12 addition and /
or direct acidification on the properties of Minas Frescal cheese. 2009. Dissertation
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Abstract

In a first stage, the effect of the addition of a probiotic bacteria Bifidobacterium Bb-12
and lactic acid in the microbiological, physical-chemical, rheological, microstructural
and the colour proprieties of Minas Frescal cheeses were evaluated after 1 and 28 days
storage (5 = 1 °C). The cheeses were produced without lactic acid (C1 and C2) and with
lactic acid (C3 and C4), and the bifidobacteria was added in to cheeses C2 and C3.
During storage, the cheeses containing bifidobacteria were classified as probiotics. The
addition of bifidobacteria in the cheeses C2 and C3 did not influenced the yield, the
proteic, and the lipidic levels (P > 0.05). Moreover, after 28 days of storage, the cheeses
without lactic acid showed lower moisture if compared with the cheeses containing
lactic acid (P < 0.05). The absence of lactic acid had an influence in the rheological and
microstructural behavior, making the cheeses more elastic, firm and compact. However,
all the cheeses evaluated showed a higher tendency to viscous than to elastic. In all the
manufactured cheeses of this work, the storage decreased (P < 0,05) the L* and b*
values. Only the cheeses containing bifidobacteria maintained the values of a * and AE
over the 28 days. In a second stage, Minas Frescal cheeses containing probiotic bacteria
(Bifidobacterium Bb-12), with and without the addition of lactic acid, were evaluated
for the determination of sensorial analysis (paired-preference comparison test, the
consumers profile, the global acceptability and the purchase intention). The addition of
lactic acid did not interfere in the cheeses’ preference. The main public for this product
would be the female genera, with ages between 18 and 27 years old, and that have
already the habit to consume foods that help to improve the functioning of the intestine.
Moreover, it was possible to observe that the majority of the consumers classified the

cheeses as having good acceptability and they would buy this type of functional food.

Keywords: Minas Frescal cheese, probiotics, lactic acid, microbiology, physical-

chemical, rheology, microstructural, colour, sensorial analysis.
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Introducéo

O Brasil, com uma produgao estimada de 27,08 bilhdes de litros no ano de 2008,
apresenta a sexta colocagdo entre os maiores produtores mundiais de leite. Também no
ano de 2008, a producao brasileira de queijo destacou-se com uma quantidade em torno
de 640.000 toneladas (BRASIL, 2009). O incentivo a producdo de queijos iniciou-se
quando muitos laticinios, com atuacdo em mercados regionais foram adquiridos por
grandes empresas nacionais € multinacionais, resultando em novas plantas industriais,
com maior capacidade de processamento e conseqlientemente, viabilizando inovagdes
relativas ao desenvolvimento de derivados lacteos (MARTINS et al., 2004). Além disso,
o aumento da demanda por alimentos sauddveis, como os alimentos funcionais, tem
estimulado o desenvolvimento de novos produtos na industria mundial (MATTILA-

SANDHOLM et al., 2002).

Os alimentos funcionais sao definidos como quaisquer alimentos ou aditivos
alimentares capazes de promover beneficios a saude, além de possuirem os nutrientes ja
tradicionais (HALSTED, 2003), sendo que essa promog¢ao se d4 por mecanismo nao
previsto pela nutricdo convencional (SANDERS, 2003). Entretanto, nas ultimas
décadas, este conceito voltou-se para os alimentos contendo probioticos (KIP; MEYER;
JELLEMA, 2006). Probioticos sdo definidos como microrganismos vivos, que quando
administrados em quantidades adequadas, sdo capazes de conferir beneficios a satde
humana, principalmente na manutengdo da microbiota intestinal, atividades
anticarcinogénicas, antimutagénicas e efeitos antagdnicos contra patdogenos

(SANDERS, 2003).

A utilizagdo de microrganismos probioticos em alimentos de origem lactea,
como os queijos, vem aumentando consideravelmente nos ultimos anos (FARIA;
BENEDET; GUERROUE, 2006). O queijo Minas Frescal ¢ um produto de grande
aceitagdo e caracteriza-se como um queijo tipicamente brasileiro. Além disso, de acordo
com Buriti, Rocha e Saad (2005), apresenta condigdes ideais para o crescimento de
probidticos, incluindo as propriedades tecnoldgicas e as caracteristicas fisico-quimicas

do proprio produto.
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O desenvolvimento de novos produtos com comprovado efeito probidtico é tema
atual de pesquisas, devido a grande relevancia na area da saude e na industria
alimenticia. A viabilidade e a manutencdo de concentragdes adequadas dos
microrganismos probidticos dos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium em queijo
Minas Frescal ja foram comprovadas em estudos realizados por Buriti, Rocha e Saad
(2005), Buriti et al. (2007) e Souza e Saad (2009). Porém, pesquisas envolvendo a
adigdo da cultura probiotica Bifidobacterium Bb-12 em queijo Minas Frescal, elaborado
com/sem o emprego da acidificagdo direta, e as suas implicagdes nas propriedades
microbioldgicas, fisico-quimicas, reoldgicas, microestruturais, de cor e sensoriais deste

tipo de queijo sdo praticamente inexistentes.

Enfim, este trabalho, apresentado na forma de artigos, esta dividido em capitulos

que apresentam os seguintes objetivos:

(a) Capitulo 1: embasamento bibliografico abordando os principais temas
envolvidos no trabalho, ou seja, leite, queijo Minas Frescal, probidticos, incorporagao

de bifidobactérias em queijos, andlise reologica, analise de cor e analise sensorial.

(b) Capitulo 2: influéncia da incorporagdo de Bifidobacterium Bb-12 e acido
latico nas propriedades de queijo Minas Frescal, cujo objetivo foi avaliar a influéncia da
incorporacao de Bifidobacterium Bb-12 e acido latico nas propriedades microbiolégicas,
fisico-quimicas, reologicas, microestruturais ¢ de cor de queijo Minas Frescal, nos dias

1 e 28 de armazenamento sob refrigeracao (5 £ 1 °C).

(c) Capitulo 3: aceitabilidade sensorial de queijo Minas Frescal probiotico, cujo
objetivo foi avaliar a preferéncia, o perfil dos consumidores, a aceitabilidade global ¢ a
intencdo de compra de queijos Minas Frescal adicionados de bactéria probiotica

(Bifidobacterium Bb-12), diferenciados quanto a adigdo de acido latico.

Vale ressaltar que todos os comprovantes dos trabalhos parciais publicados em

eventos cientificos da d4rea estdo apresentados em anexo (Anexo A).
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1 Revisdo Bibliografica

1.1 Leite

O leite, liquido de cor branca opaca, odor suave e gosto levemente adocicado, ¢
o produto integral da ordenha total e ininterrupta de uma fémea leiteira sa (ILCT, 2003).
A composi¢cdo do leite (Tabela 1) ¢ determinante para o estabelecimento da sua
qualidade nutricional, aptiddo para processamento ¢ consumo humano, podendo variar
em funcdo da raga, da alimentacdo, da idade, do nimero de pari¢cdes, do tempo de

lactagdo e das variagdes climaticas (FENNEMA, 2000).

As proteinas do leite constituem ingredientes muito valorizados pelas suas
excelentes propriedades nutritivas, tecnologicas e funcionais. Do ponto de vista
nutritivo e industrial, as proteinas do leite de maior aplicagdo e valor econdmico sio as
caseinas e as proteinas do soro (MILLER; JARVIS; MCBEAN, 2000; SGARBIERI,
2005).

Tabela 1: Variagdo da composi¢do fisico-quimica do leite de vaca.

CONSTITUINTES VARIACAO % (m/m)
Agua 85,5 - 88,7
Proteinas 23-44
Gordura 24-5)5
Lactose 3,8-5,3

Sais minerais 0,53 -0,80

Fonte: ILCT (2002).

As caseinas podem formar particulas coloidais, ou seja, micelas compostas por
diversas fragdes, entre elas o, B, y e k-caseina (ORDONEZ et al., 2005). As caseinas
sdo proteinas globulares, que apresentam cerca de 80 % do teor protéico total do leite,
precipitando em pH 4,6 ou sob agdo de uma enzima coagulante (FENNEMA, 2000). A
hidrolise enzimatica que ocorre na manufatura de queijos resulta na remoc¢do ou

dissociacdo da Kk-caseina da superficie das micelas, aumentando a hidrofobicidade da
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superficie e conseqiientemente, resultando na agregagdo das micelas e formacao do
coagulo (FOX et al., 2000; SGARBIERI, 2005). Ja as principais proteinas do soro, a [3-
lactoglobulina e o-lactoalbumina, encontram-se dissolvidas na fase aquosa do leite
(LOURENCO, 2000) e precipitam por acao do calor (90 a 100°C) em presenca de acido
(FENNEMA, 2000).

A fracao lipidica do leite apresenta-se como pequenos globulos contendo
principalmente  triglicerideos, envolvidos por uma membrana lipoprotéica,
predominando na sua composicdo os acidos graxos palmitico e oléico. A lactose € o
glicideo caracteristico do leite, formada por glicose e galactose, sendo o constituinte

solido menos varidvel (ORDONEZ et al., 2005).

As vitaminas lipossoluveis (A, D e E) aparecem associadas a gordura do leite,
enquanto as vitaminas hidrossoluveis podem ser isoladas a partir do soro do leite. O
leite é ainda considerado excelente fonte de riboflavina, vitamina B, e tiamina

(FENNEMA, 2000; ORDONEZ et al., 2005).

O leite contém também teores consideraveis de cloro, fosforo, potassio, sodio,
calcio e magnésio e baixos teores de ferro, aluminio, bromo, zinco e manganés,
formando sais organicos e inorganicos (ILCT, 2002). A associa¢do entre os sais € as
proteinas do leite ¢ um fator determinante para a estabilidade das caseinas a diferentes
agentes desnaturantes. O fosfato de célcio, particularmente, encontra-se fazendo parte

da estrutura das micelas de caseina (FENNEMA, 2000).

Enfim, o leite fornece cerca de 62 a 70 Kcal por 100 g de produto, sendo
classificado como altamente nutritivo o que justifica a sua grande utilizagdo na
fabricacao de derivados lacteos, como os queijos (MILLER; JARVIS; MCBEAN, 2000;
ILCT, 2003).

1.2 Queijo Minas Frescal

O queijo Minas Frescal ¢ um dos mais populares do Brasil e ocupa o terceiro

lugar na escala de producdo, com um total aproximado de 34 mil toneladas/ano (em
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estabelecimentos sob inspe¢ao federal), perdendo somente para o queijo Mussarela e o
queijo Prato (BRASIL, 2009). O queijo Minas Frescal ¢ produzido em fébricas de
pequeno, médio e grande porte, possuindo um processo de fabricagdo simples, com
utilizagdo de equipamentos tradicionais (FURTADO, 2005). A importancia deste tipo
de queijo no mercado brasileiro esta relacionada ao alto rendimento, custo do produto
final baixo, simplicidade no processo de fabricacdo e preco acessivel, o que torna o
produto atraente para as industrias queijeiras (FURTADO; NETO, 1994; FURTADO,
2005).

Conforme o proprio nome sugere, o queijo Minas Frescal surgiu nas serras
mineiras, na metade do século XVIII, onde o leite produzido pelos rebanhos passou a
ser utilizado nas fazendas para a fabricagdo de queijo, destinado a alimentacdo dos
exploradores de ouro. Apreciado desde entdo, este alimento logo passou a fazer parte

das refeicdes dos brasileiros (AGRIDATA, 2008).

Este tipo de queijo; de coloracdo branca, consisténcia mole, textura fechada,
porém com olhaduras irregulares e de sabor levemente suave a éacido; ¢ obtido por
coagulacdo enzimatica do leite, sendo opcional a adi¢ao bactérias especificas (BRASIL,
1997, BURITI; ROCHA; SAAD, 2005). O processo de fabricagdo do queijo Minas
Frescal ¢ essencialmente um processo de concentragdo do leite, onde através da adi¢do
de coalho no leite ocorre a coagulacdo das micelas de caseina desestabilizadas
(SGARBIERI, 2005). Durante o processo de coagulacdo do leite, a camada de «-
caseina, localizada na superficie das micelas de caseina, sofre hidrolise enzimdtica na
ligagdo Phel05-Metl106. A por¢do N-terminal da molécula de k-caseina, denominada
para- Kk-caseina, permanece ligada a micela, enquanto que a por¢do C-terminal,
conhecida como caseino-macropeptideo, ¢ perdida no meio aquoso. Conseqilientemente,
na presenga de calcio, pH e temperaturas adequadas ocorre uma aglomeracao das

micelas desestabilizadas, resultando na formacao da coalhada (FOX et al., 2000).

Partindo da producdo artesanal nas fazendas leiteiras, a tecnologia de fabricacao
do queijo Minas Frescal tem evoluido continuamente, visando a melhoria da qualidade
deste produto. A fabricagdo com leite pasteurizado, o uso de cloreto de célcio, bem

como o emprego de fermentos lacteos contribuiram para o aumento da vida de prateleira
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dos queijos, garantindo também a seguranga alimentar dos consumidores deste tipo de

produto (FURTADO, 2005).

As culturas laticas tradicionalmente empregadas na fabricacdo do queijo Minas
Frescal, principalmente as culturas mesofilicas tipo O, apresentam como papel principal
a produc¢do de acido latico, através da metabolizacdo da lactose (BURITI et al., 2005).
Com a producdo de 4cido latico, tem-se além da diminuicdo do pH, a melhora da
atividade do coagulante (FOX et al., 2000; FURTADO, 2005) e o aumento da expulsao
do soro da coalhada resultando na redugdo do teor de umidade do queijo, contribuindo
na prevengdo do crescimento de microrganismos patogénicos e deteriorantes (FOX et
al., 2000). No entanto, a continua produ¢do de acido latico durante o armazenamento do
queijo Minas Frescal, pode provocar alteracdes fisico-quimicas negativas, como a
exsudacdo excessiva de soro, a modificacdo da coloragdo e da textura do queijo

(FURTADO, 2005).

Muitas industrias estdo substituindo o uso de culturas lacteas por acido latico
industrial (CUNHA; VIOTTO; VIOTTO, 2006). Este processo, denominado de
acidificacdo direta, tem como consequéncia mudangas nas propriedades dos queijos. O
aumento do rendimento nos queijos obtidos por este tipo de acidificacdo, ocorre devido
ao maior teor de umidade presente, j4 que com um coagulo menos acido, hd menos
favorecimento da reacdo do paracaseinato de calcio com o acido latico, resultando assim
em uma menor expulsdo do soro (LAW, 1999). Como desvantagens desse método,
Dornellas (1997) constatou que o produto obtido foi mais susceptivel as contaminagdes
microbianas, devido ao pH final mais elevado e a auséncia de bactérias laticas para

competir com outros microrganismos.

Devido aos diferentes métodos de fabricacdo, o queijo Minas Frescal tornou-se
um produto irregular quanto aos padrdes de textura, sabor, durabilidade e rendimento,
porém ¢ classificado conforme a Instru¢do Normativa n° 4, do Ministério da Agricultura
e do Abastecimento como um queijo de “muito” alta umidade, apresentando valores nao
inferiores a 55,0 % (BRASIL, 2004). Além disso, o rendimento da fabricagdo deste tipo
de queijo deve variar entre 4,5 e 6,0 litros de leite para cada quilo de queijo (ILCT,

2003).
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O queijo Minas Frescal, por ndo apresentar preservativos, nao ser maturado e ser
armazenado sob refrigeragdo, oferece excelentes condigdes para a sobrevivéncia de
microrganismos probiodticos (BURITI; ROCHA; SAAD, 2005). Heller (2001) e Kask et
al. (2003) relatam que a sobrevivéncia de bactérias probioticas em produtos como
queijos frescos ¢ maior quando comparada aos queijos maturados, que sdo armazenados
por maior tempo, possuem altos teores de sal, menores teores de umidade e
conseqlientemente, menor atividade de 4agua, condigdes limitantes para os

microrganismos probioticos.

1.3 Probiéticos

Probidticos sdo definidos como microrganismos vivos, administrados em
quantidades adequadas, que conferem beneficios a saude do hospedeiro (SANDERS,
2003). O termo probidtico significa “para vida” e ¢é utilizado para designar a presenca
de bactérias benéficas para o organismo humano em alimentos. No ano de 1907, Henry
Tissier observou que criancas com diarréia apresentavam, em suas fezes, um baixo
nimero de bifidobactérias, sendo que essas bactérias eram abundantes em criancas
saudaveis. Ele sugeriu que as bifidobactérias poderiam ser isoladas e administradas em
pacientes com diarréia, com a finalidade de ajudar a restaurar a microbiota intestinal

sauddvel, prevenindo assim maiores infecgdes (STANTON et al., 2005).

Os microrganismos probidticos mais empregados sdo os dos géneros
Lactobacillus e Bifidobacterium (BOYLSTON et al., 2004). Estes géneros tém sido
isolados de todas as porg¢des do trato gastrintestinal humano saudavel, sendo que o ileo
terminal e o cdélon parecem ser, respectivamente, o local de preferéncia para a
colonizacdo intestinal dos lactobacilos e das bifidobactérias (BIELECKA;
BIEDRZYCKA; MAJKOWSKA, 2002). Entretanto, deve-se salientar que o efeito de
uma bactéria ¢ especifico para cada cepa, ndo podendo ser extrapolado, inclusive para

outras cepas da mesma espécie (GUARNER; MALAGELADA, 2003).

A microbiota saudavel ¢ definida como a microbiota normal, que conserva e

promove o bem-estar e a auséncia de doencas, especialmente do trato gastrintestinal. A
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corregao das propriedades da microbiota desbalanceada constitui a racionalidade da
terapia por probidticos (SAAD, 2006). Dentre os beneficios a satide do hospedeiro
atribuidos a ingestao de culturas probidticas, os que mais se destacam sdo a diminuig@o
da populagdo de patogenos (GUEIMONDE et al., 2006), a estabilizagdo da microbiota
intestinal (CORREA et al., 2005; NOMOTO, 2005; SAZAWAL et al., 2006), o
aumento da absor¢dao de minerais (NITSCHKE; UMBELINO, 2002), o alivio da
constipagdio (FERNANDEZ-BANARES, 2006), a estimulagio do sistema imune
(PUUPPONEN-PIMIA et al., 2002; NOMOTO, 2005; BAKEN et al., 2006), a
prevengao de infecgdes urogenitais (ANUKAM et al., 2006), os efeitos inibitdrios sobre
a mutagenicidade (COMMANE et al.,, 2005), a diminuicdo do risco de doenca
cardiovascular, a reducdo dos niveis séricos de colesterol e os efeitos anti-hipertensivos
(ROBERFROID, 2002; AHN et al., 2003). As bifidobactérias ainda sdo capazes de
produzir as vitaminas B1, B2, B6, B12, acidos nicotinico e folico (KOLIDA; TUOHY;
GIBSON, 2002) e tém agdo adjunta no metabolismo de aminoacidos (MARTINEZ-
VILLALUENGA et al., 2006). Entretanto, ¢ a resisténcia contra patdgenos a
caracteristica mais promissora no desenvolvimento de produtos probioticos eficazes
(PUUPPONEN-PIMIA et al., 2002; SAAD, 2006). A modulagio da microbiota
intestinal pelos microrganismos probidticos ocorre através de um mecanismo
denominado “exclusdo competitiva”. Este mecanismo impede a colonizagdo da mucosa
intestinal por microrganismos potencialmente patogénicos, através da competicdo por
nutrientes e/ou por producdo de compostos antimicrobianos (GUARNER;

MALAGELADA, 2003).

Além dos beneficios em termos de nutricdo ¢ de saude que proporcionam, as
culturas probidticas podem também contribuir para melhorar o sabor do produto final,
possuindo a vantagem de promover acidificacdo reduzida durante o armazenamento

(THAMER; PENNA, 2005).

A selecdo de bactérias probidticas tem como base os seguintes critérios
preferenciais: (a) o género ao qual pertence a bactéria ser de origem humana, (b) a
estabilidade frente ao 4cido e a bile, (¢) a capacidade de aderir na mucosa intestinal, (d)
a capacidade de colonizar, a0 menos temporariamente, o trato gastrintestinal humano, e

(e) ser metabolicamente ativa no intestino (OLIVEIRA et al., 2002). Outros critérios
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fundamentais sdo a seguranga para uso humano, o historico de nao patogenicidade e nao

estarem associadas a outras doencas (SAARELA et al., 2000; STANTON et al. 2003).

Na producdo de um alimento probidtico ¢ fundamental também que o
microrganismo possa ser cultivado em escala industrial, sendo que o produto final deve
ter vida média satisfatoria e propriedades sensoriais como cor, aroma, sabor e textura
aceitaveis, além de um nimero de células vidveis presentes no produto, durante toda a
validade, maior do que 6 log UFC/ mL ou g (FARIA; BENEDET; GUERROUE, 2006).
Gomes e Malcata (1999) afirmaram que a necessidade de manter um niimero elevado de
microrganismos vidveis no produto final é decorrente da dose diaria minima
recomendada, cerca de 8 — 9 log células viaveis, obtidas pelo consumo de 100 gramas
de produto com 6 -7 log células vidveis/mL ou g, sendo que estes produtos devem ser
consumidos regularmente para manter o efeito dos microrganismos na composi¢ao da

microbiota intestinal.

1.4 Incor poracéo de Bifidobactérias em Queijos

No comego do século XX, as bifidobactérias eram classificadas como uma
subespécie de Lactobacillus. Contudo, atualmente estes microrganismos sdo
classificados como um género a parte, o Bifidobacterium. Cerca de trinta espécies ja
foram isoladas, destacando-se B. adolescentis, B. breve, B. bifidum, B. lactis, B. infantis
e B. longum, sendo muito utilizadas em produtos lacteos (GOMES; MALCATA, 1999).

Os componentes do género Bifidobacterium sio classificados como bastonetes
Gram-positivos, ndo formadores de esporos, sem motilidade e anaerdbios estritos. A
aparéncia dos bastonetes ¢ bastante varidvel e pode ser influenciada pelas condigdes
nutricionais do meio (TAMIME, 2002), enquanto o grau de tolerancia ao oxigénio € o
meio de crescimento, dependem da espécie e da morfologia (CORBO et al., 2001).

Para o desenvolvimento de queijos contendo bifidobactérias ¢ importante
compreender as caracteristicas de crescimento dos microrganismos e como as condi¢des
do processo podem ser empregadas para otimizar a sua sobrevivéncia (BOYLSTON et
al., 2004). A producao de acido acético e acido latico (razdo 3:2), via fermentacdo da

glicose, contribui para a acdo das bifidobactérias contra patégenos, através do efeito
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toxico dos acidos nao dissociados e consequente estimulagdo peristaltica do intestino
(ROBINSON; SAMONA, 1992). Entretanto, o crescimento das bifidobactérias pode ser
inibido pelo excesso de acido latico e outros metabolitos produzidos por bactérias acido

laticas durante o armazenamento dos queijos (BOYLSTON et al., 2004).

Para a utilizagdo com éxito de bifidobactérias em queijos ¢ importante também
que o seu emprego nao provoque grandes alteracdes na composicao, sabor, textura,
entre outras, quando comparadas com o tradicional, ou seja, sem bifidobactéria
(CORBO et al., 2001). Além disso, ¢ importante que a sua tecnologia de fabricagdo nao
apresente muitas modificagdes, para que a producdo de queijos probiodticos seja atrativa
também comercialmente (BOYLSTON et al.,, 2004). Portanto, a incorporagao de
bifidobactérias em queijos apresenta uma vantagem competitiva para os laticinios,
através da ampliagdo da lista de produtos que podem oferecer melhora na qualidade

nutricional e fisioldgica de seus consumidores (STANTON et al., 2003).

1.5 Analise Reoldgica

As determinagdes reoldgicas permitem que sejam obtidas informacgdes sobre a
forma como um determinado material reage quando submetido a forcas externas
(ALVES, 2003). A etmologia da palavra rheologia tem origem nos vocabulos gregos
rheo que significa deformagao ¢ logia, que significa ciéncia ou estudo (MACHADO,
2002). Em alimentos, o termo ¢ freqlientemente usado referindo-se ao movimento, a
deformacdo e a desintegracdo da amostra sob acdo de uma forca (TUNICK, 2000).
Enfim, reologia ¢ a ciéncia que estuda o escoamento e a deformacdo dos materiais

(ALVES, 2003).

A importancia do estudo da reologia, além de tecnoldgica, estd relacionada com
a parte econdmica e comercial, j& que os efeitos do transporte ¢ da manipulagdo na
integridade fisica dos alimentos, o seu comportamento durante o processo de fabricagdao
e a qualidade da textura do produto acabado, dependem, em grande parte, da sua
resposta frente & aplicagdo de forgas externas (COSTELL; FISZMAN; DURAN, 1997).
Desta forma, cada alimento tem a sua caracteristica reologica, sendo esta informagao

muito importante para um grande numero de aplicagdes industriais (KULMYRZAEV et
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al., 2005), influenciando também na aceitagdo do produto pelo consumidor

(SZCZESNIAK, 2002; VIDAL-MARTINS et al., 2005).

Dependendo da resposta ao estimulo mecanico, o material pode ser classificado
como elastico ou viscoso (MACHADO, 2002). Segundo a lei de Hooke, para um so6lido
perfeitamente eldstico a deformagdo ¢ proporcional a tensdo aplicada e vice-versa. Ja
um material viscoso ideal obedece a lei de Newton, a qual estabelece que a tensdo e a
taxa de cisalhamento estdo relacionadas através de uma caracteristica intrinseca que € a

viscosidade (CASSU; FELISBERTI, 2005).

Os queijos apresentam comportamento tanto de so6lido elastico como de fluido
viscoso, sendo denominados viscoelasticos. A viscoelasticidade dos queijos € resultante
da sua composicao, da microestrutura, do estado fisico-quimico e das interagdes de seus
componentes, além da sua macroestrutura (presenca de olhaduras, fissuras, entre outras)
(KULMYRZAEYV et al., 2005; EVERETT; AUTY, 2008). Mudangas nestes fatores

podem acarretar alteracdes no seu comportamento reolégico (FOX et al., 2000).

O teste de relaxacdo ¢ uma das maneiras de medir o comportamento
viscoelastico dos queijos (BUDIMAN; STROSHINE; CAMPANELLA, 2000). Este
teste envolve a aplicacdo de uma deformagao a amostra analisada e a sua manutenc¢ao ao
longo do tempo (ANDRES; ZARITZKY; CALIFANO, 2008). Em uma curva de
relaxagdo tipica de materiais viscoelasticos (Figura 1) ocorre uma queda exponencial da
forga/tensdao em funcdo do tempo at¢ um valor constante, mas diferente de zero
(YADAV; ROOPA; BHATTACHARYA, 2006). A auséncia de relaxacao ¢ observada
em soOlidos eléasticos ideais, enquanto materiais viscosos ideais relaxam

instantaneamente (STEFFE, 1996).
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Figura 1: Curva tipica de relaxa¢do de materais viscoelasticos.

Fonte: Bellido e Hatcher (2009).

Muitos estudos tém sido realizados em alimentos utilizando os testes de
relaxagdo com o objetivo de investigar o efeito da adicdo de ingredientes ou de
modificacdes no processo de fabricacdo sobre as suas propriedades viscoelésticas
(RODRIGUEZ-SANDOVAL; FERNANDEZ-QUINTERO; CUVELIER, 2009). Na
literatura, alguns modelos tém sido propostos para a descrigao das curvas de relaxagao
e, conseqiientemente, predicdo dos parametros. Tradicionalmente, sdo utilizados
modelos matematicos (Maxwell) ou empiricos (Peleg) (RODRIGUEZ-SANDOVAL;
FERNANDEZ-QUINTERO; CUVELIER, 2009).

Outra forma de avaliar as propriedades reoldgicas de queijos ¢ o teste de
compressdo uniaxial. Neste teste, a deformagdo aplicada ¢ suficientemente grande para
causar a fratura do material (Figura 2), podendo ser obtidas propriedades como tensao
de ruptura (or) e deformagdo de ruptura (er) (TUNICK, 2000). Estas propriedades
podem ser correlacionadas com parametros sensoriais como firmeza e elasticidade,

respectivamente (FOX et al., 2000).
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Figura 2: Curva tipica de tensdo versus deformagao em queijos.

Fonte: Tunick (2000).

1.6 Andlise Microestrutural

O principal componente responsavel pela estrutura dos queijos ¢ a caseina, que
forma uma rede cuja rigidez depende do grau de abertura, da quantidade de agua ligada
a matriz protéica e da presenca de gordura e agua livre (BERTOLA et al., 2000; HORT;
GRYS, 2001). A rede de paracaseina ¢ essencialmente continua em todas diregdes,
podendo haver interrupgdes devido a presenca de jungdes nos granulos da coalhada.
Nessa rede hd presenca de gordura e soro encapsulados, formando uma trama. A
interacdao entre a gordura e a caseina ocorre apenas por fricgdo. A quantidade de adgua
ligada ¢ bem pequena, a maioria se encontra livre em sais dissolvidos (FOX et al.,

2000).

A estrutura da rede de caseina ¢ determinada no inicio da fabricagdo do queijo
(FOX et al., 2000). O pH na dessoragem determina largamente o conteido mineral do
queijo. A perda de calcio e fosfato da micela de caseina determina a extensdo das
ligagdes entre as micelas e isto determina a estrutura basica e textura dos queijos. Em

geral, queijos de baixo pH de dessoragem tendem a ter uma textura mais macia,
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enquanto os de alto pH tendem a ter uma textura mais elastica (FOX et al., 2000;

LUCEY; JOHNSON; HORNE, 2003).

Visando compreender ainda mais as relagdes entre as propriedades reologicas e
fisico-quimicas tem-se empregado também a Microscopia Eletronica de Varredura
(MEV). Através da MEV ¢ possivel visualizar diretamente a microestrutura dos queijos
(EVERETT; AUTY, 2008), permitindo examinar elementos que fazem parte da sua
estrutura, como microrganismos ¢ as alteracdes que ocorrem na matriz de caseina

durante os processos de fabricacdo e armazenamento (EVERETT, 2007).

1.7 Andlise de Cor

A cor dos alimentos tém sido avaliada, tanto via andlise instrumental (objetiva),
como pela analise sensorial (subjetiva), pois sua mudanca pode interferir na
aceitabilidade dos produtos pelos consumidores (GONZALES; BURIN; BUERA,
1999). Além disso, a cor pode ser utilizada como pardmetro de qualidade de um produto
in natura ou processado (GIMENO et al., 2000), sendo um fator determinante da vida
util de um produto (GONZALES; BURIN; BUERA, 1999).

Embora a visualizagdo humana ainda seja considerada adequada, quando
ocorrem mudangas na iluminagdo, torna-se subjetiva e muitas vezes varidvel. Desta
forma ¢ recomendavel, neste caso, que a analise seja feita através do uso de um
instrumento de medida da cor (LEON et al., 2006). Para a avaliagdo instrumental da cor
utiliza-se normalmente um colorimetro triestimulo, o qual proporciona medi¢des
correlatas a percepgdo do olho humano. Em 1976, a Commission Internationale
d Eclairage (CIE) recomendou o uso da escala de cor CIE L*a*b*, ou CIELAB (Figura
3). O parametro L" varia de 0 a 100, indicando a variacdo da colora¢do preta a branca.
Alto valor de L" representa branco a claro (100), enquanto baixo valor representa
coloracdo escura a preta (0) (LANCASTER et al.,, 1997). Os eixos a* e b* ndo
apresentam limites numéricos especificos, mas a coordenada a* indica a variagdo do
vermelho (+a*) ao verde (-a*), enquanto a coordenada b* a variacdo do amarelo (+b*)
ao azul (-b*). Os valores delta (AL*, Aa* e Ab*) indicam quanto a amostra diferiu do

padrdo para L*, a* e b*, e s@o freqlientemente utilizados no controle de qualidade e
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ajustes de formulacao, além de serem utilizados para o célculo da diferenca total de cor

(AE*) (DUANGMAL; SAICHEUA; SUEEPRASAN, 2008).
100 4

+b
Lf

)
-b‘- | -y

Figura 3: Coordenadas tridimensionais para medida instrumental da cor.

Fonte: HUNTERLAB (1996).

A cor dos alimentos deve-se principalmente a presenca de pigmentos naturais.
Estes pigmentos participam de diferentes reacdes e, em fun¢do disto, a alteracdo de cor
de um alimento ¢ um indicador das alteracdes quimicas e bioquimicas possiveis de
ocorrer durante o processamento e estocagem (RIBEIRO; SERAVALLI, 2004). Os
principais pigmentos responsaveis pela coloragdo dos queijos sdo a riboflavina e os
carotendides (MORTENSEN et al., 2004). A riboflavina caracteriza-se como um
composto hidrossoluvel de coloracdo verde, enquanto que os carotenodides, que
apresentam comportamento lipossoluvel, determinam a coloragdo amarelada dos
queijos, sendo uma fungio da concentragio de lipideos no produto (NOZIERI et al.,
2006). Além disso, a cor dos queijos ¢ influenciada também por fatores como tempo de
armazenamento, temperatura e exposi¢do a luz (KRISTENSEN et al., 2001,
CHATELAIN et al., 2003).

1.8 Andlise Sensorial
A avaliagdo sensorial estd em constante desenvolvimento, sendo definida como

uma ciéncia interdisciplinar na qual empregam-se julgadores humanos que utilizam os

sentidos da visdo, olfato, gosto, tato e audi¢do para medir as caracteristicas sensoriais e
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a aceitabilidade dos produtos alimenticios (GOKOGLU, 2002). Esta avaliagdo ¢
baseada em respostas aos estimulos, que sdo definidos como ativadores quimicos ou
fisicos capazes de provocar resposta ao receptor. Um estimulo produz uma sensagao
cujas dimensdes sdo intensidade, extensdao, duracdo, qualidade, além de gosto ou
desgosto (MEILGAARD; CIVILLE; CARR, 2007). Nas ultimas décadas, a analise
sensorial deixou de ser uma atividade secunddria e enquadrou-se na categoria de
disciplina cientifica, capaz de gerar informacgdes precisas e reprodutiveis, sobre as quais
recaem importantes decisdes, relativas a selecdo de matérias-primas, modificagdes e
padronizagdo de métodos e otimizacdo de formulagdes para desenvolvimento de
produtos. Desta forma, a avaliagdo sensorial torna-se uma ferramenta bésica para

aplicacdo na industria de alimentos (MEHINAGIC et al., 2003).

Os métodos sensoriais dividem-se em afetivos, descritivos e discriminativos
(ANZALDUA-MORALES, 1994). Nos testes afetivos o julgador expressa sua reagdo
subjetiva frente ao produto, indicando sua aceitagdo ou preferéncia. Nos testes
descritivos as propriedades do alimento sdo descritas de maneira objetiva, determinando
a intensidade dos atributos do produto. J& os testes discriminativos estabelecem a
diferenga entre duas ou mais amostras, além da magnitude dessa diferenca

(ANZALDUA-MORALES, 1994; MEILGAARD; CIVILLE; CARR, 2007).

O teste de comparacdo pareada-preferéncia tem como objetivo comparar duas
amostras ao mesmo tempo, com relagcdo a preferéncia do julgador e verificar se estas
diferem entre si, predizendo a aceitabilidade (DUTCOSKY, 1996). A aceitabilidade
aliada ao teste de inten¢ao de compra geralmente indica o uso real de um produto
(WATTS et al., 1992; GRIZOTTO; MENEZES, 2003). A medida de aceitabilidade
pode ser feita para um unico produto e ndo requer comparagao entre produtos. Para este
tipo de teste sdo necessarios pelo menos cinqlienta julgadores nao treinados e que sejam
consumidores habituais ou potenciais do tipo de alimento em questao (MEILGAARD;
CIVILLE; CARR, 2007). Freqiientemente, em testes sensoriais orientados ao
consumidor, a conduta ¢ entrevistar de cem a quinhentas pessoas, cujos resultados se
utilizam para predizer atitudes de uma populagdo determinada. As entrevistas podem
realizar-se em um lugar central, tal como um mercado, uma escola ou universidade

(LANZILLOTTI; LANZILLOTTI, 1999).
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Para medir o grau de aceitacdo sdao utilizadas varias formas de escalas,
destacando-se a escala hedonica e a escala de atitude (HEIN et al., 2008). O uso de
escalas proporciona maiores informagdes aos testes sensoriais e representa uma forma
de registrar a intensidade das percep¢des. A escala hedonica expressa o grau de gostar
ou desgostar de uma amostra pelo consumidor. Os pontos associados a valores
numéricos possibilitam uma melhor interpretacdo dos resultados pela aplicabilidade de

analises estatisticas adequadas (FARIA; YOTSUYANAGI, 2002).

A escolha pessoal por um alimento pode ser determinada por um grande niimero
de fatores que podem ser correlacionados ao alimento, a pessoa e ao ambiente. As
diferencas individuais; personalidade relacionada ao estilo de vida, nivel de
conhecimento, experiéncias anteriores, efeitos fisioldgicos ou psicologicos apds a
ingestdo; influenciam na escolha do produto (DUTCOSKI, 1996). Os fatores externos
englobam o contexto social e cultural. A disponibilidade, preco, embalagem,
informagdes e propaganda do produto, e ainda, diferencas de idade, sexo, classe social,
regido e grau de urbanizacdo sdo responsaveis pelas diferencas no consumo de
alimentos (VERBEKE, 2005). Por isso, estudos com consumidores sdo extremamente
importantes no desenvolvimento de novos produtos, pois permitem identificar o seu
perfil, além de conhecer suas percepgdes e necessidades (VAN KLEEF; VAN TRIJP;
LUNING, 2005).
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I nfluéncia da incor poracéo de Bifidobacterium Bb-12 e &cido lético nas

propriedades de queijo Minas Frescal

The influence of Bifidobacterium Bb-12 and lactic acid incor por ation on the
properties of Minas Frescal cheese

Resumo

O efeito da adigdo da bactéria probidtica Bifidobacterium Bb-12 e de acido latico nas
propriedades microbioldgicas, fisico-quimicas, reoldgicas, microestruturais e de cor de
queijos Minas Frescal foi avaliado nos dias 1 e 28 de armazenamento (5 = 1 °C). Foram
fabricados queijos sem acido latico (Q1 e Q2) e com 4acido latico (Q3 e Q4), sendo a
bifidobactéria adicionada nos queijos Q2 e Q3. Durante o armazenamento, queijos com
bifidobactéria puderam ser classificados como probidticos. A adi¢do da bifidobactéria
nos queijos Q2 e Q3 nao influenciou (p > 0,05) no rendimento, no teor protéico e
lipidico. Além disso, no dia 28, os queijos sem acido latico apresentaram menor (p <
0,05) umidade em comparagcdo aos adicionados de &cido latico, influenciando no
comportamento reoldgico e microestrutural, tornando-os mais eldsticos, firmes e
compactos. No entanto, todos os queijos avaliados demonstraram um comportamento
viscoeldstico com maior contribuicdo da componente viscosa. Os valores de L* e b*
diminuiram (p < 0,05) durante o armazenamento em todos os queijos, sendo que apenas
os adicionados de bifidobactéria mantiveram os valores de a* e AE, ao longo dos 28

dias.

Palavras-chave: queijo Minas Frescal, acido latico, probiotico, bifidobactéria.
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Abstract

The effect of the addition of a probiotic bacteria Bifidobacterium Bb-12 and lactic acid
in the microbiological, physical-chemical, rheological, microstructural and the colour
proprieties of Minas Frescal cheeses were evaluated after 1 and 28 days storage (5 + 1
°C). The cheeses were produced without lactic acid (C1 and C2) and with lactic acid
(C3 and C4), and the bifidobacteria was added in to cheeses C2 and C3. During storage,
the cheeses containing bifidobacteria were classified as probiotics. The addition of
bifidobacteria in the cheeses C2 and C3 did not influenced the yield, the proteic, and the
lipidic levels (P > 0.05). Moreover, after 28 days of storage, the cheeses without lactic
acid showed lower moisture if compared with the cheeses containing lactic acid (P <
0.05). The absence of lactic acid had an influence in the rheological and microstructural
behavior, making the cheeses more elastic, firm and compact. However, all the cheeses
evaluated showed a higher tendency to viscous than to elastic In all the manufactured
cheeses of this work, the storage decreased (P < 0,05) the L* and b* values. Only the

cheeses containing bifidobacteria maintained the values of a * and AE over the 28 days.

Keywords: Minas Frescal cheese, latic acid, probiotic, bifidobacteria.
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1 Introducéo

Por ser branco, fresco, levemente salgado e com um suave gosto acido, o queijo
Minas Frescal ¢ um dos produtos lacteos mais aceitos e consumidos no Brasil
(CUNHA; VIOTTO; VIOTTO, 2006). Este queijo ndo maturado ¢ obtido por
coagulacdo enzimatica do leite, complementada ou ndo pela a¢do de bactérias laticas
especificas. No entanto, quando o queijo Minas Frescal ¢ produzido de forma
tradicional, ou seja, com a adi¢ao de cultura mesofilica tipo O (BURITI et al., 2005),
observa-se uma acidificacao excessiva durante o seu armazenamento (LAW, 1999). A
fim de resolver tal problema, muitas industrias estdo optando pelo uso do método de
acidificagdo direta, onde a utilizagdo de culturas lacteas é substituida por 4cido latico. E
também creditado a essa substitui¢do melhora no rendimento e na textura do produto
(CUNHA; VIOTTO; VIOTTO, 2006). Entretanto, a utilizagdo da acidificacao direta
resulta em queijos com altos valores de pH e teor de umidade (50-70 %, m/m),

tornando-os suscetiveis aos microrganismos contaminantes (FURTADO, 2005).

Assim como os queijos Cheddar (MC BREARTY et al.,, 2001; PHILLIPS;
KAILASAPATHY; TRAN, 2006), Cottage (BLANCHETTE et al., 1996), Crescenza
(GOBBETTI et al., 1998), fresco argentino (MEDICI; VINDEROLA; PERDIGON,
2004), Canestrato Pugliese (CORBO et al., 2001), o queijo Minas Frescal oferece
condig¢des ideais para a incorporagdo de probidticos (BURITI; ROCHA; SAAD, 2005).
No entanto, os microrganismos probidticos sdo também amplamente adicionados em
outros produtos lacteos, como iogurtes, sorvetes e sobremesas (DESMOND et al., 2005;

ANAL; SINGH, 2007; ARAGON-ALEGRO et al., 2007; HOMAYOUNI et al., 2008).

Probidticos sdo microrganismos vivos que conferem beneficios a satde do
hospedeiro quando administrados em quantidades adequadas (FAO/WHO, 2001). Estes
microrganismos tém como principal fungdo proteger o hospedeiro contra infecgdes,
especialmente ao longo da superficie da mucosa do trato gastrointestinal (SANDERS,
2003). As culturas bacterianas que possuem alegacdo de probiodticas pertencem
principalmente aos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium (MADUREIRA et al.,
2005). Entretanto, para que um alimento seja considerado probiotico, deve apresentar

contagens superiores a 6,00 log UFC/ mL ou g por toda a validade, a fim de assegurar
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os beneficios alegados (OUWEHAND et al., 1999). Thamer e Penna (2005) afirmam
também que o emprego de culturas probioticas ¢ responsavel pela diminui¢do da pds-

acidificacdo em queijos durante o armazenamento.

Quando a formulagao de um queijo ¢ modificada, ou seja, sdo empregados novos
ingredientes e/ou culturas lacteas, as caracteristicas reologicas também sdo alteradas, e
conseqilientemente a aceitabilidade do produto pelos consumidores (LOBATTO-
CALEROS et al., 2007). Como a maioria dos alimentos so6lidos, os queijos sdo de
natureza viscoelastica, exibindo comportamento tanto de sélido elastico como de fluido
viscoso, podendo ser avaliados pelos testes de compressdo uniaxial e de relaxagdo
(MESSENS et al., 2000). No caso especifico dos queijos, a propriedade viscoelastica é
funcdo da sua composi¢do, microestrutura, da disposicdo dos seus componentes na
matriz protéica (LOBATTO-CALEROS et al., 2007; EVERETT; AUTY, 2008) e do
estado fisico-quimico dos seus componentes, bem como do pH e da forca idnica
(LUCEY; JOHNSON; HORNET, 2003). Contudo, durante o armazenamento dos
queijos tem-se verificado perda de umidade e alteragdes bioquimicas resultando também
em modificagdes das suas propriedades (BERTOLA et al., 2000, MADADLOU et al.,
2007).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da incorporagdo de
Bifidobacterium Bb-12 e 4cido latico nas propriedades microbioldgicas, fisico-quimicas,
reoldgicas, microestruturais e de cor do queijo Minas Frescal, nos dias 1 e 28 de

armazenamento sob refrigeracdo (5 £ 1 °C).

2 Material e M éodos

2.1 Material

Leite pasteurizado padronizado (3,00 % de gordura; 11,46 % de sélidos totais;
3,00 % de proteina total; e 8,45 % de extrato seco desengordurado), acido latico (grau
alimenticio, Purac Sinteses, Rio de Janeiro, Brasil), cultura latica contendo
Bifidobacterium Bb-12 (Bb-12®, Chr Hansen, Hoersholm, Dinamarca) liofilizada DVS
(Direct Vat Set), cloreto de calcio (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil) e coalho Ha La ® (Chr

Hansen, Valinhos, Brasil) foram utilizados na preparagdo dos queijos. Todos os
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reagentes empregados foram de grau analitico (p.a.), enquanto as solugdes € o meio de
cultura MRS (DE MAN, ROGOSA e SHARPE, Merck, Darmstadt, Alemanha) foram

devidamente preparados e quando necessario, padronizados.

2.2 Delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado,
utilizando-se um esquema fatorial 4 x 2 (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS,
2001), onde quatro diferentes formulagdes de queijo Minas frescal foram avaliadas, com
ou sem adi¢do de acido latico e/ou bifidobactéria (Tabela 1), levando em consideragdo o

tempo de armazenamento (1 e 28 dias) a uma temperatura de 5 + 1 °C.

Tabela 1: Variaveis empregadas na fabricagdo dos queijos Minas Frescal Adicionados

(A) ou Nao Adicionados (NA) de Bifidobacterium Bb-12 e/ou acido latico.

Quejos Bifidobacterium Bb-12 Acido L atico
Ql NA NA
Q2 A NA
Q3 A A
Q4 NA A

2.3 Fabricacéo dos queijos Minas Frescal

Os quatro tipos de queijos Minas Frescal foram fabricados de acordo com a
metodologia proposta por Souza (2006), com modificacdes (Figura 1). No leite
aquecido a 37 = 1 °C foram adicionados 2,5 mL de &cido latico a 85 % (para cada 10 L
de leite) e/ou bactéria probiodtica (20 mg L™). Na seqiiéncia foi incorporada em todos os
queijos uma solugao de cloreto de célcio (4 mL da solucdo a 40 %, em cada 10 L de

leite) e coalho em quantidade e forma determinada pelo fabricante.

Apbs o periodo de coagulagao (37 = 1 °C, por cerca de 40 minutos) foi efetuado

o corte da massa, em cubos com 1,5 cm de aresta; a mexedura, por 5 minutos; a
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enformagem; o armazenamento, por 12 horas sob refrigeracdo (5 = 1 °C); e a salga, em
salmoura a 20 % durante 1 hora. Os queijos foram embalados em embalagem Cryovac®
(modelo BN 200, Cryovac, Sao Paulo, Brasil), selados em embaladora a vacuo
Selovac® (modelo 200 B, Selovac, Sao Paulo, Brasil), ¢ mantidos sob refrigeracao (5 *
1 °C) até a realizacdo das analises. Amostras dos queijos foram avaliadas nos dias 1 e

28 de armazenamento.

Leite Pasteurizado Padronizado

|

Aguecimento

I
¥ v v L4

Q1 (queijo 1) Q2 (queijo 2) Q3 (queijo 3) Q4 (queijo 4)

;

A y

Bifidobacterium Bb-12 Bifidobacterium Bb-12 e Acido latico
Acido latico

N —

Adicéo de CaCl,

| Adicdo de coalho |

| Coagulagéo |

Mexedura

Enformagem [—| Salga

v

Armazenagem | Embalagem

Figura 1: Fluxograma das etapas empregadas na obtengao dos queijos Minas Frescal.

Fonte: Souza (2006) (com modificagdes).

O rendimento dos queijos Minas Frescal foi calculado através da Equagdo 1,
onde m (g) ¢ a massa de queijo obtida apds a fabrica¢do ¢ v é o volume (mL) de leite

inicial empregado. Esta andlise foi realizada em triplicata.

RENDIMENTO (%) = ( v) X100 Equagdo 1
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2.4 Andlise microbiologica

A viabilidade da bactéria probiotica Bifidobacterium Bb-12 foi monitorada nos
queijos Q2 e Q3. Para a contagem de células vidveis probioticas, 25 g de queijo foram
misturados em 225 mL de agua peptonada (0,1 g/100 mL) em um saco Mixer 400
(Interscience, St. Nom, Franc¢a) e submetidos a dilui¢cdo seriada, empregando o mesmo
diluente. A contagem da bifidobactéria foi realizada através de plaqueamento em
superficie, adicionando-se aliquotas de 0,1 mL das dilui¢cdes seriadas em placas com o
meio 4gar MRS modificado, onde foram adicionados 0,2 % (m/v) de cloreto litio e 0,3
% (m/v) de propionato de s6dio (VINDEROLA; REINHEIMER, 2000), além da adi¢ao
de uma sobrecamada do mesmo meio de cultura apds a inoculagdo, a fim de garantir a
anaerobiose imediata. As placas foram incubadas em anaerobiose (Anaerogen®, Oxoid,
Hampshire, Reino Unido), a 37 + 1°C por 72 horas e o resultado expresso em log

UFC/g do produto. As andlises foram realizadas em triplicata.

2.5 Andlise fisico-quimica

Os queijos foram analisados quanto aos teores de proteinas totais (% m/m) por
Kjeldahl (N x 6,38) (991.20) segundo AOAC (2005), lipideos (% m/m) por extracdo em
Soxhlet (034/IV) e umidade (% m/m) por secagem direta em estufa a 105°C (012/1V),
ambos segundo AL (2005).

A acidez (% é&cido latico) dos queijos foi determinada de acordo com a
metodologia 920.124 da AOAC (2005), enquanto as medidas dos valores de pH foram
realizadas utilizando pHmetro (MP220, Metler-Toledo, Greinfensee, Suiga).

2.6 Medida do indice de sinerese

O Indice de Sinerese (IS) foi calculado de acordo com Souza e¢ Saad (2009),
empregando a Equacdo 2 onde ms ¢ a massa (g) de soro liberada em cada embalagem e
mq ¢ a massa (g) de queijo contida na mesma embalagem. Todas estas analises foram

feitas em triplicata.
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|S(%):[m3(9)%m(g)] x 100 Equagdo 2

2.7 Andlisereol6gica

As analises reologicas foram realizadas em texturdmetro TA-XT2i (Stable Micro
Systems Ltd., Surrey, Reino Unido) auxiliadas pelo programa Texture Expert Exceed
2.61 (Stable Micro Systems Ltd., Surrey, Reino Unido), equipado com célula de carga
de 25 Kg. As amostras de queijos, com 19 mm de didmetro e 20 mm de altura, ndo
lubrificadas, foram comprimidas por um probe cilindrico de aluminio de 25 mm de
diametro. Os cilindros de queijos foram mantidos em refrigeracdo (5 £ 1 °C) até o
momento do ensaio. Em cada amostra de queijo as medidas foram repetidas cinco

VEZCES.
2.7.1 Compressao uniaxial

As amostras cilindricas dos queijos foram comprimidas até¢ 50 % de sua altura
inicial a uma velocidade de 1 mm.s”. A tensdo (o) foi calculada através da Equagdo 3,

conforme o proposto por Calzada e Peleg (1978).

o w=Fuo/ Ay Equagdo 3

onde © () ¢ a tensdo no tempo t; F ) € a for¢a no tempo t; A € a area da amostra no

tempo t. A deformacao (€) foi calculada de acordo com a Equagdo 4, também descrita

por Calzada e Peleg (1978).
E = In(H,)/H,-AH Equagdo 4

onde Hy ¢ a altura inicial da amostra ; AH ¢ a diferenca entre a altura da amostra no

tempo t e H.
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A tensdo de ruptura (o;) e a deformacgao de ruptura (g;) foram calculadas a partir
das curvas de tensdo pela deformagao, onde o, foi obtida no ponto maximo da curva e &,

através da deformacgdo correspondente, segundo Wium e Qvist (1997).
2.7.2 Teste de relaxagdo

Os testes de relaxagdo dos queijos foram realizados medindo-se a queda da forca
durante 10 minutos apds a deformagdo da amostra. A velocidade de compressdo foi

igual a 1 mm.s™ e a deformagdo igual a 10 % da altura inicial da amostra.

Os resultados dos testes de relaxacdo foram normalizados ¢ analisados através
do modelo empirico proposto por Peleg demonstrado na Equacao 5 (PELEG, 1980;
MULLER; LAURINDO; YAMASHITA, 2009), onde F(t) é a forca instantdnea durante

o tempo de relaxagdo e Fy ¢ a forga maxima inicial.

F(t) =1- G A
0 C,+t

Equagao 5

Os parametros c¢; e c; foram estimados por regressao ndo-linear usando o
software STATISTICA versdo 6.0 (STATSOFT INC., 2001). Neste modelo, 1-¢| € ¢i/c;
fornecem informagdes sobre as caracteristicas viscoelasticas do material. O valor de 1-
c; pode ser visto como o “grau de solidez”, enquanto a razao de c;/c, representa a taxa
inicial de decaimento da forca. Como o grau de solidez estd associado ao
comportamento global do material, foram levados em considera¢do todos os dados
experimentais. Para se obter uma estimativa precisa da taxa inicial de decaimento, os
dados foram ajustados utilizando os vinte primeiros pontos experimentais das curvas de
relaxacdo, adimensionalmente através da razao F(t)/F, versus o tempo, como sugerem

Miiller, Laurindo e Yamashita (2009).

2.8 Analise microestrutural

As amostras de queijo foram preparadas para a Microscopia Eletronica de

Varredura (MEV) de acordo com o método de Lobato-Calleros et al. (2002), com
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modificagdes. Amostras cilindricas de 0,5 cm de diametro e de altura foram fixadas em
solucdo tampdo de glutaraldeido 2 % por 6 horas, desidratadas em solugdes com
concentragdo etanolica crescente (50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % e 100 %), por um
periodo de tempo de permanéncia em cada solucdo de 30 minutos, e por fim colocadas
em acetona por 1 hora. Na seqiiéncia as amostras foram congeladas em nitrogénio
liquido e levadas ao liofilizador (Terroni, modelo LD 3000, Sao Carlos, Brasil). Cada
amostra liofilizada foi partida manualmente e montada no stub com a parte fraturada
voltada para cima, e entdo recoberta com uma camada de ouro. Um microscopio
eletronico de varredura (Philips, XL 30, Eindhoven, Holanda), operando com 10 kV e
15 kV foi utilizado para visualizacdo das amostras na magnitude entre 1500 e 2000

vezes (10 um) e 8000 vezes (2 pm).

2.9 Analise de cor

A andlise da cor das amostras de queijo foi determinada através de um
colorimetro (Minolta Chroma Meter CR-400, Osaka, Japao), ajustado para operar com
iluminante D65 e angulo de observacdo de 10°, previamente calibrado. A escala
CIELab foi utilizada para calcular a diferenca total da cor (AE*) entre os valores
observados no tempo final e inicial de armazenamento (Equacdo 6), segundo Capellas et
al. (2001).

AE* = [(AL*] + (aa¥f +(ap¥p]? PO
onde AL* ¢ a diferencga de luminosidade para a mesma amostra de queijo entre os dias 1
e 28 de armazenamento; assim como Aa* é a diferenga entre a intensidade da cor
vermelha; e Ab* a diferenca de intensidade da cor amarela. Para cada tipo de queijo
foram realizadas 21 medidas, sendo 18 na superficie externa e 3 na superficie interna.

Em cada queijo esta andlise foi realizada em triplicata.
2.10 Anélise estatistica
As médias, o desvio padrdo, a andlise de varidncia e teste de Tukey (5 % de

significancia) dos dados avaliados foram obtidos através do software STATISTICA
versdo 6.0 (STATSOFT INC., 2001).
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3 Resultados e Discussao

3.1 Andlise microbiolégica

Os queijos probiodticos Q2 e Q3 apresentaram contagens de cé€lulas viaveis de
Bifidobacterium Bb-12, respectivamente, de 7,74 ¢ 7,74 log UFC/g, no dia 1; e de 7,73
e 7,93 log UFC/g, no dia 28. Portanto, as contagens de células viaveis probioticas
obtidas estiveram acima dos niveis recomendados durante todo o periodo de
armazenamento (BOYLSTON et al., 2004; SHAH, 2007), satisfazendo o critério
estabelecido para um alimento probidtico, ou seja, igual ou superior a 8 ou 9 log UFC
para cada 100 g do produto (GOMES; MALCATA, 1999). No entanto, Chen e Walker
(2005) afirmam que o melhor método de administragdo de probidticos ¢ a ingestdo
continua, garantindo a presenca destes microrganismos em grande nimero no intestino
para proporcionar os efeitos desejados. Além dos resultados obtidos incentivarem o uso
da Bifidobacterium Bb-12 na produgdo de um queijo Minas Frescal probidtico, os
mesmos demonstram que a utilizagdo do acido latico ndo interferiu na contagem de

células vidveis probioticas.

Resultados semelhantes aos obtidos tém sido descritos na literatura quanto a
sobrevivéncia de bifidobactérias em queijos. Phillips, Kailasapathy e Tran (2006),
monitorando a viabilidade de Bifidobacterium Bb-12 em queijo Cheddar obtiveram
contagens acima de 8,00 log UFC/g, durante 32 semanas de armazenamento. J4 Gomes
et al. (1995) testaram a utilizagdo de Bifidobacterium Bo em queijo tipo Gouda ¢
observaram altas contagens durante 9 semanas de armazenamento. Por fim, Mc Brearty
et al. (2001) estudando a viabilidade de Bifidobacterium Bb-12 e Bifidobacterium
longum em queijo Cheddar observaram queda nas contagens de Bifidobacterium
longum, sendo que somente a cepa Bb-12 resistiu as condi¢des ambientais por seis
meses de maturacdo, apresentando contagens acima de 8,00 log UFC/g durante todo

este periodo.

Por outro lado, Ozer, Uzun e Kirmaci (2008), em estudos com queijo Kasar, uma
variedade de queijo turco semiduro salgado a seco, observaram uma queda significativa

de 10 log para 4 log UFC/g, na contagem de Bifidobacterium Bb-12, apds 60 dias de
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armazenamento, sendo a penetracdo de sal ao longo deste periodo indicada como

responsavel pela queda nas contagens.

3.2 Andlise fisico-quimica

A Tabela 2 apresenta os resultados referentes ao rendimento e a composi¢ao
fisico-quimica dos quatro tipos de queijo Minas Frescal. A partir destes resultados,
pode-se verificar que no dia 1 de armazenamento, os queijos com acido latico e/ou
bifidobactéria ndo apresentaram diferencas (p > 0,05) com relagao ao rendimento e a
umidade. Neves-Souza e Silva (2005) obtiveram queijos Minas Frescal com menores
rendimentos (16,41 %) utilizando somente culturas mesofilicas, enquanto Buriti et al.
(2005) verificaram valores similares aos encontrados no presente trabalho, para queijos
Minas Frescal adicionados de acido latico (21,89 %) e Lactobacillus paracasei (20,84
%). Furtado (2005) e Van Dender e Moreno (1992) relatam que queijos produzidos com
acidificacdo direta do leite geralmente apresentam maior rendimento e maiores teores de
umidade, quando comparados aos queijos produzidos com culturas mesofilicas, que

possuem uma coalhada mais acida e com uma menor retencao de soro.

Assim como o afirmado por Ong, Henriksson e Shah (2006), que o emprego de
bactérias probiodticas ndo modifica a composicdo de queijos, também ndo foram
verificadas diferengas (p > 0,05) nos teores protéicos e lipidicos dos queijos analisados,
nos dias 1 e 28 de armazenamento. No entanto, o teor de umidade diminuiu (p < 0,05)
durante o armazenamento em todos os queijos, sendo que os adicionados de acido
latico, Q3 e Q4, apresentaram maior (p < 0,05) teor de umidade no dia 28. Souza e Saad
(2009) também observaram diminui¢ao no teor de umidade em queijos Minas Frescal
produzidos com Lactobacillus acidophilus e Streptococcus thermophilus, sendo tal
comportamento creditado por estes autores, as transformacdes bioquimicas que

normalmente ocorrem nos queijos durante o armazenamento.
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Tabela 2: Valores médios (desvio padrao) do rendimento e da composicao fisico-

quimica dos diferentes queijos Minas Frescal, nos dias 1 e 28 de armazenamento a 5 = 1

°C.
. . Rendimento Proteinas Lipideos Umidade
Queijos  Dias
(% m/m) (% m/m) (% m/m) (% m/m)
Q1* 1 19,64° (0,71) 13,50 (0,28) 16,17°% (0,12) 66,47** (0,36)
28 - 13,584 (0,22) 15,94** (0,11) 61,54 (1,43)
Q2* 1 19,72% (0,28) 13,50* (0,07) 15,70** (0,03) 67,114 (0,62)
28 - 13,93 (0,90) 15,96** (0,22) 60,40°® (1,10)
Q3¢ 1 20,51%(0,51) 13,67** (0,01) 15,97** (0,01) 67,13** (0,55)
28 - 14,04** (0,83) 16,244 (0,44) 63,70 (0,51)
Q4* 1 20,83 (0,81) 13,44 (0,27) 15,86 (0,12) 67,32** (0,48)
28 - 14,15 (0,47) 15,81°4 (0,44) 64,22°%(0,24)

Q1 = queijo sem 4cido latico e sem bifidobactéria, Q2*= queijo sem é4cido latico e com bifidobactéria, Q3*= queijo
com 4cido latico e com bifidobactéria, Q4*= queijo com 4cido latico e sem bifidobactéria.

b€ 1 etras minusculas sobrescritas na mesma coluna indicam diferencas (p < 0,05) entre os diferentes queijos
estudados para o mesmo periodo de armazenamento.

ABC T etras maiusculas sobrescritas na mesma coluna indicam diferengas (p < 0,05) entre os diferentes periodos de
armazenamento para cada queijo estudado.

Relacionado a diminui¢do da umidade observou-se o aumento do indice de
sinerese em todos os queijos fabricados (Tabela 3). Buriti et al. (2005), Buriti, Rocha e
Saad (2005) e Souza e Saad (2009), também verificaram este comportamento em

queijos Minas Frescal contendo acido latico e/ou bactérias probioticas.

Na Tabela 3 estdo também demonstrados os valores da acidez e pH dos quatro
tipos de queijos elaborados, onde foi verificado o aumento (p < 0,05) da acidez, com
conseqiiente diminui¢ao (p < 0,05) do pH, entre os dias 1 e 28 de armazenamento. Este
fato seria responsavel, conforme Goncu e Alpkent (2005), ao aumento do indice de
sinerese, pois Fox et al. (2000) relatam que com a continua acidificagdo do produto, as
concentragdes de ions H™ aumentam, e devido a baixa concentragdo de sal neste tipo de
queijo, as forcas repulsivas entre as micelas de caseina diminuem, provocando a sua
agregacdo e consequentemente a expulsdo de soro, caracterizando o surgimento da

sinerese.
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A maior (p < 0,05) acidez dos queijos sem dacido latico, no dia 28 de
armazenamento, poderia ser creditada ao maior pH inicial (p < 0,05) destes queijos.
Cunha, Viotto e Viotto (2006) relatam que tal fato poderia ser decorrente do maior
desenvolvimento de bactérias acido laticas em pH proximo da neutralidade, sendo estas

bactérias responsaveis pelo aumento da acidez durante o armazenamento.

Tabela 3: Valores médios (desvio padrdo) da acidez, pH e sinerese nos dias 1 e 28 de

armazenamento dos quatro tipos de queijo Minas Frescal.

Queijos Dias Acidez titulavel (%) pH Sinerese (%)
Q1* 1 0,091 *4(0,02) 6,99 *4(0,02) 2,09 *4(0,49)
28 0,287 **(0,02) 6,11 **(0,09) 15,92 *3(2,16)

Q2* 1 0,099 *4(0,02) 6,87 *2(0,01) 3,60 “4(0,86)
28 0,312*"(0,02) 5,92 *5(0,06) 17,75*%(2,22)

Q3¢ 1 0,109 *4(0,01) 6,72 “4(0,01) 2,92 *4(0,65)
28 0,245%°5(0,02) 6,22°5(0,01) 12,84°°5(1,74)

Q4* 1 0,102 **(0,03) 6,74 4(0,01) 2,55 *40,33)
28 0,227 *5(0,02) 6,23 3(0,01) 11,87 "2(0,92)

Q1 = queijo sem 4cido latico e sem bifidobactéria, Q2*= queijo sem é4cido latico e com bifidobactéria, Q3*= queijo
com 4cido latico e com bifidobactéria, Q4*= queijo com acido latico e sem bifidobactéria.

b€ 1 etras minusculas sobrescritas na mesma coluna indicam diferencas (p < 0,05) entre os diferentes queijos
estudados para o mesmo periodo de armazenamento.

ABC T etras maiusculas sobrescritas na mesma coluna indicam diferengas (p < 0,05) entre os diferentes periodos de
armazenamento para cada queijo estudado.

3.3 Andlisereoldgica

Os dados reologicos de compressdo uniaxial: tensdo de ruptura (G;) e
deformacdo de ruptura (g;), bem como os de relaxacdo: grau de solidez (1-c;) e taxa

inicial de decaimento da forga (ci/c,), encontram-se na Tabela 4.

Em todos os queijos elaborados o armazenamento aumentou (p < 0,05) a G;
indicando, segundo Visser (1991), comportamento caracteristico de produtos com maior
firmeza. Visser (1991) também afirma que este aumento poderia estar relacionado a

diminui¢do do teor de umidade dos queijos durante o armazenamento, estando de
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acordo com os resultados obtidos (Tabela 2). O aumento da o, durante o
armazenamento foi observado também por Pavia et al. (1999) e Juan et al. (2007) em
queijo Manchego e semi-duro, respectivamente, ambos fabricados com leite de ovelha.
No entanto, Lucey, Johnson e Hornet (2003) relatam que o comportamento esperado
seria a redugdo da firmeza durante o armazenamento, devido a protedlise, reagdo
bioquimica responsavel pela hidrolise da caseina. Desta forma, os resultados obtidos

sugerem auséncia da proteolise nos queijos avaliados.

Tabela 4: Valores médios (desvio padrao) dos pardmetros reoldgicos de compressao
uniaxial e de relaxagdo para os quatro tipos de queijo Minas Frescal, nos dias 1 e 28 de

armazenamento a 5 £ 1 °C.

Taxainicial de

3 ) Tensdoderuptura  Deformacdode  Grau desolidez )
Queijos Dias decaimento daforca

(o)) (kPa) ruptura (g;) (-) (1) () R

(c/cy) (s7)
Q1* 1 14,27 *4(1,07) 0,46 “4(0,02) 0,060 (0,011) 0,380 (0,023)
28 31,34 *%(1,95) 0,56 **(0,01) 0,137 (0,015) 0,412°* (0,059)
Q2* 1 24,34 *4(2,16) 0,54 4(0,03) 0,050 (0,008) 0,372 (0,027)
28 4421 "®(4,83) 0,57 *4(0,03) 0,125"" (0,006) 0,419 (0,011)
Q3* 1 19,30 “4(0,74) 0,49 *4(0,03) 0,068"°4(0,008) 0,436 (0,069)
28 26,28 5(3,32) 0,51 "4(0,01) 0,118°2 (0,007) 0,506°* (0,047)
Q4* 1 16,19°4(1,11) 0,47 *4(0,01) 0,079°* (0,006) 0,440 (0,034)
28 20,99 *¥(1,41) 0,51 "4(0,01) 0,111°8 (0,006) 0,498°* (0,030)

Q1= queijo sem 4cido latico e sem bifidobactéria, Q2*= queijo sem é4cido latico e com bifidobactéria, Q3*= queijo
com &cido latico e com bifidobactéria, Q4*= queijo com acido latico e sem bifidobactéria.

*b¢ 1 etras minusculas sobrescritas na mesma coluna indicam diferengas (p < 0,05) entre os diferentes queijos
estudados para o mesmo periodo de armazenamento.

ABC 1 etras maitsculas sobrescritas na mesma coluna indicam diferencas (p < 0,05) entre os diferentes periodos de
armazenamento para cada queijo estudado.

Apos 28 dias de armazenamento, verificou-se um aumento do parametro €, (p <
0,05) apenas no queijo sem adi¢cdo de acido latico e bifidobactéria (Q1). Entretanto, no
dia 28 foram observados maiores valores (p < 0,05) de €, nos queijos sem acido latico
(Q1 e Q2). Juan et al. (2007) afirmam que este parametro mede a deformagdo que o

queijo podera sofrer antes da ruptura, sendo que altos valores numéricos indicam uma
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maior deformabilidade. Por isso, o maior valor de umidade encontrado nos queijos com
acido latico (Q3 e Q4), no dia 28, possivelmente influenciou nestes resultados. Assim
como o observado para G;, também no dia 28, os queijos com acido latico (Q3 e Q4)
apresentaram menor resisténcia a ruptura, pois Ahmed et al. (2005) relatam que queijos
com altos teores de umidade apresentam uma rede protéica mais fragil, resultando em

queijos mais macios e faceis de romper.

Os dados de relaxagao revelaram aumento (p < 0,05) do grau de solidez, entre os
dias 1 e 28 de armazenamento, em todos os queijos, demonstrando uma pequena (p <
0,05) elevacao da componente elastica. Estes dados podem ser explicados também pela
diminuicdo do conteido de umidade verificada ao longo do armazenamento, pois,
segundo Fox et al. (2000), como o soro do queijo presente entre as micelas de caseina
atua como um lubrificante, um menor teor de umidade resulta em uma rede protéica
mais eldstica e menos macia. Comportamento semelhante foi obtido por Buriti, Rocha e
Saad (2005) em queijo Minas Frescal adicionado de Lactobacillus acidophilus. A
adicao de bifidobactéria nos queijos avaliados (Q2 e Q3) ndo influenciou (p > 0,05) no

grau de solidez quando comparados aos outros dois queijos (Q1 e Q4).

Como os testes de relaxagdo sdao utilizados para estudar o comportamento
viscoelastico de queijos (TUNICK, 2000), pdde-se verificar a partir dos resultados
obtidos (Tabela 4) que os queijos Minas Frescal elaborados, caracterizados por
apresentar elevado teor de umidade, demonstraram um comportamento viscoeldstico
com maior contribui¢cao da componente viscosa, ja que os valores do grau de solidez (1-
cy) ficaram mais proximos de zero. Seguindo o modelo empirico de Peleg (1980),
quando t — oo, F(t)/FO — 1 - ¢}, observa-se que o material relaxa totalmente se c; =1 e
1 -¢;=0,ouseja, 1 —c; serve como um indicativo do grau de solidez do alimento, onde

numa escala de 0 a 1, 0 é considerado um liquido e 1 um so6lido elastico ideal.

Os valores da taxa inicial de decaimento da forca (ci/c,) (Tabela 3 e Apéndice
A) para os queijos com acido latico (Q3 e Q4), no dia 28 de armazenamento, foram
maiores (p < 0,05) do que os sem adi¢do de acido latico (Q1 e Q2). Desta forma, foi
possivel confirmar que o emprego do acido latico contribuiu na obtengdo de queijos
com menor resisténcia mecanica e, portanto menos eldsticos. Comportamento similar

foi observado por Laurindo e Peleg (2007) em biscoitos de arroz com diferentes teores
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de umidade. Assim como o verificado por estes autores, produtos com maior umidade,
como os queijos com 4cido latico (Q3 e Q4), no dia 28, foram os que apresentam maior

taxa inicial de decaimento da forga.

3.4 Analise microestrutural

As Figuras 2 e 3 mostram as micrografias dos diferentes queijos Minas Frescal
estudados, nos dias 1 e 28 de armazenamento, respectivamente. Diferencas na
microestrutura, no dia 1, foram observadas, onde a matriz protéica dos queijos sem
acido latico (Q1 e Q2) (Figura 2 a, b) apresentou visualmente uma estrutura mais

compacta.

Figura 2: Micrografias da microscopia eletronica de varredura das quatro formulagdes;
(a) queijo sem &cido latico e sem bifidobactéria — Q1, (b) queijo sem acido latico e com
bifidobactéria — Q2, (c) queijo com acido latico e com bifidobactéria — Q3 e (d) queijo
com acido latico e sem bifidobactéria — Q4; de queijo Minas Frescal no dia 1 de

armazenamento.
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De acordo com Viotto e Oliveira (1998), esse comportamento deve-se ao fato de
que o coagulo dos queijos elaborados por acidificagdo direta, ¢ formado por particulas
de caseina de menores tamanhos e mais desmineralizadas, resultando em uma rede
protéica mais fragil. Fox et al. (2000) afirmam que a desmineralizag¢do, ocorrida através
da perda de calcio ¢ fosfato da micela de caseina, é devido a diminui¢do do pH, que
compromete a extensdo das ligagdes entre as micelas e, portanto resulta em uma

microestrutura menos compacta.

No dia 28 de armazenamento (Figura 3) também foram observadas diferencas

entre os queijos fabricados com e sem adi¢ao de acido latico.
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Figura 3: Micrografias da microscopia eletronica de varredura das quatro formulagdes;
(a) queijo sem 4acido latico e sem bifidobactéria — Q1, (b) queijo sem 4cido latico e com
bifidobactéria — Q2, (c) queijo com 4cido latico e com bifidobactéria — Q3, (d) queijo
com 4cido latico sem bifidobactéria — Q4 e (e) bifidobactéria ampliada; de queijo Minas

Frescal no dia 28 de armazenamento.

Como existe uma grande relacdo entre a microestrutura e a reologia dos queijos
(MADADLOU et al., 2007), a matriz protéica menos compacta observada na Figura 3
(c, d) poderia justificar a menor firmeza e deformagdo encontrada nas analises
reologicas dos queijos com 4cido latico. Assim como o observado por Hansen et al.
(2002) e Allan-Wojtas, Hansen e Paulson (2008), através da Figura 3 (e) foi possivel
confirmar a presenga da bactéria probidtica Bifidobacterium Bb-12, adicionada nos
queijos Q2 e Q3.

3.5 Analise de cor

Os valores dos parametros de cor, bem como a diferenca de cor para os quatro
tipos de queijo Minas Frescal, avaliados nos dias 1 e 28 de armazenamento, estdo
apresentados na Tabela 5. Quando comparados os dias 1 e 28 de armazenamento, pode-
se observar uma diminui¢ao do pardmetro luminosidade (L*) (p < 0,05), demonstrando
que todos os queijos elaborados tornaram-se mais escuros. De acordo com Nielsen,
Stapelfeldt e Skibsted (1997) e Chatelain et al. (2003), o decréscimo deste pardmetro no
armazenamento seria decorrente do tempo de exposicao do produto a luz. Chatelain et
al. (2003) afirmam também que outros fatores como temperatura de armazenamento e
modificagdes fisico-quimicas no produto poderiam modificar a luminosidade. Apesar
dos queijos terem sido armazenados sob refrigeragdo, ndo se empregou uma forma de

prote¢do contra a luz, fato que pode ter contribuido para o escurecimento do produto.

Os valores do parametro b* variaram (p < 0,05), em todos os queijos, apos 28
dias de armazenamento. Como os carotendides, componentes com atividade
antioxidante, sd3o um dos principais responsaveis pela coloracdo amarelada de queijos
(NOZIERI et al., 2006), e ¢ indicado por Lennersten ¢ Lingnert (2000) que a forma de
armazenamento pode causar instabilidade nestes componentes, esta seria a razao

encontrada para a mudancga deste parametro. Apds 28 dias foi verificado que os queijos
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nao adicionados de bifidobactéria (Q1 e Q4) apresentaram aumento (p < 0,05) no
pardmetro a*, demonstrando a tendéncia do surgimento de uma tonalidade menos
esverdeada. Resultados semelhantes foram encontrados por Kristensen et al. (2001) em
queijos processados. Estes autores concluiram que a exposi¢do dos queijos a luz
desencadeou a degradacao da riboflavina, ja que, de acordo com Powers (2003) este
pigmento de colora¢do verde, também conhecido como vitamina B2, caracteriza-se
como fotossensivel. No entanto, as amostras de queijo contendo bifidobactéria (Q2 e
Q3) além de apresentarem valores de a* mais elevados (p < 0,05), foram também
estaveis (p > 0,05) apos 28 dias de armazenamento. Este resultado deve-se, segundo
Gomes e Malcata (1999) e Saad (2006) a capacidade das bactérias probidticas em
sintetizar determinados nutrientes, principalmente as vitaminas do complexo B, como a
riboflavina. Deste modo, os valores de AE*, dos queijos adicionados de bifidobactéria
(Q2 e Q3) demonstraram menor diferenca de cor, provavelmente devido a estabilidade

apresentada pelo pardmetro a* no armazenamento.

Tabela 5: Parametros médios (desvio padrdo) e diferenca de cor para as quatro

formulagdes de queijo Minas Frescal, nos dias 1 e 28 de armazenamento a 5 + 1 °C.

Queijos Dias L* b* a* AE*

Q1* 1 94,92* (0,41) 14,91°(0,31)  -1,60** (0,12)
28 93,11*® (0,51) 14,44 (0,50)  -0,99°® (0,15) 1,97

Q2* 1 94,66 (0,48) 15,26 (0,56)  -1,68"*(0,13)
28 93,38%P (0,71) 14,87 (0,41)  -1,66"* (0,18) 1,34

Q3* 1 94,62°* (0,51) 15,504 (0,34)  -1,76*(0,11)
28 93,92°8(0,52) 14,99°® (0,68)  -1,72°*(0,12) 0,87

Q4* 1 94,954 (0,41)  15,14™(0,43)  -1,58*(0,15)
28 93,46 (0,64) 14,77°® (0,55)  -1,16°® (0,09) 1,59

Q1"= queijo sem 4cido latico e sem bifidobactéria, Q2*= queijo sem é4cido latico e com bifidobactéria, Q3*= queijo
com acido latico e com bifidobactéria, Q4*= queijo com acido latico e sem bifidobactéria.

*b¢ 1 etras minusculas sobrescritas na mesma coluna indicam diferencas (p < 0,05) entre os diferentes queijos
estudados para o mesmo periodo de armazenamento.

ABC [ etras maifisculas sobrescritas na mesma coluna indicam diferengas (p < 0,05) entre os diferentes periodos de
armazenamento para cada queijo estudado.
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4 Conclusao

O armazenamento ¢ o emprego de acido latico nos queijos nao influenciaram na
contagem de cé€lulas viaveis, podendo ser classificados como probiodticos. A adicao de
acido latico e/ou bifidobactéria ndo interferiu no rendimento, no teor protéico e lipidico
dos queijos. No dia 28 de armazenamento, os queijos sem acido latico apresentaram
menor umidade, influenciando no comportamento reoldgico e microestrutural,
tornando-os mais elasticos, firmes e compactos. No entanto, todos os queijos avaliados
demonstraram um comportamento viscoeldstico com maior contribuicdo da componente
viscosa. ApoOs 28 dias de armazenamento, em todos os queijos verificou-se um
escurecimento e diminui¢do da cor amarela, enquanto os queijos com bifidobactéria

apresentaram uma estavel tonalidade esverdeada.
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Aceitabilidade sensorial de queijo Minas Frescal probidtico

Sensory acceptability of the probiotic Minas Frescal cheese

Resumo

Queijos Minas Frescal adicionados da bactéria probidtica (Bifidobacterium Bb-12), com
e sem acido latico foram avaliados quanto ao teor de solidos totais, acidez e pH, a
contagem de células vidveis probioticas e a andlise sensorial. Na andlise sensorial foram
realizados o teste de comparagdo pareada-preferéncia, o perfil de consumidores, a
aceitabilidade global e a intengdo de compra. Os queijos Minas Frescal adicionados de
probioticos, com e sem acido latico, ndo diferiram (p > 0,05) quanto aos teores de
solidos totais e quanto a acidez, enquanto o pH do queijo com &cido latico foi menor (p
< 0,05), mas ambos foram classificados como probiodticos. A adi¢do de acido latico
também nao interferiu na preferéncia dos queijos, no entanto os consumidores que
avaliaram este produto apresentaram como perfil o género feminino, com idade entre 18
e 27 anos e que ja possuem o héabito de consumir alimentos que ajudam a melhorar o
funcionamento do intestino. Além disso, pode-se observar que a maioria dos
consumidores classificou os queijos como de boa aceitabilidade, sendo que comprariam

este tipo de alimento funcional.

Palavras-chave: queijo Minas Frescal, probidticos, acido latico, analise sensorial.
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Abstract

Minas Frescal cheeses containing probiotic bacteria (Bifidobacterium Bb-12), with and
without the addition of lactic acid, were evaluated for the determination of total solid
levels, acidity, pH, counting of probiotic viable cells, and sensorial analysis. The
sensorial analysis consisted of paired-preference comparison test, the consumers profile,
the global acceptability and the purchase intention. Minas Frescal cheeses containing
probiotics, with and without lactic acid, did not differ in the total solid levels and acidity
(P > 0.05), however, the pH of the cheese with lactic acid was lower than the cheese
without lactic acid (P < 0.05), but both cheeses were classified as probiotics. The
addition of lactic acid did not interfere in the cheeses’ preference. The main public for
this product would be the female genera, with ages between 18 and 27 years old, and
that have already the habit to consume foods that help to improve the functioning of the
intestine. Moreover, it was possible to observe that the majority of the consumers
classified the cheeses as having good acceptability and they would buy this type of

functional food.

Keywords: Minas Frescal cheese, probiotics, lactic acid, sensory analysis.
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1 Introducéo

Consumidores modernos estdo cada vez mais interessados na propria saude, e
por isso, esperam ingerir alimentos que sejam saborosos e atrativos, além de seguros e
sauddveis (PUUPPONEN-PIMIA et al., 2002). O mercado mundial de alimentos
funcionais esta em crescimento, sendo que novos produtos sdo continuamente lancados,
promovendo uma intensa competi¢do comercial (MENRAD, 2003). Por esta razao,
estudar e entender a percep¢do de consumidores de alimentos funcionais € essencial
para o desenvolvimento de produtos que apresentem boa aceitabilidade (ARES;

GIMENEZ; GAMBARO, 2008).

Alimentos funcionais sdo aqueles capazes de promover beneficios a satde, além
de possuirem os nutrientes ja tradicionais (HALSTED, 2003), destacando-se os
probioticos. Probidticos sdo microrganismos vivos, que quando administrados em
quantidades adequadas, conferem beneficios a satide do hospedeiro (FAO/WHO, 2001).
A influéncia benéfica dos probiodticos sobre a microbiota intestinal humana inclui
fatores como efeitos antagonicos, competicao e efeitos imunologicos, resultando em um
aumento da resisténcia contra patdogenos (ZIEMER; GIBSON, 1998; PUUPPONEN-
PIMIA et al., 2002; BOYLSTON et al., 2004). Deste modo, microrganismos probidticos
dos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium tém sido adicionados em variados
produtos lacteos, como leites fermentados, sobremesas, sorvetes e queijos

(BOYLSTON et al., 2004).

O queijo Minas Frescal, produto amplamente consumido no Brasil, empregado
em uma variedade de sanduiches e como acompanhamento de refeicoes (SOUZA et al.,
2008b), ¢ obtido por coagulacdo enzimatica do leite, sendo opcional a adicdo de
bactérias laticas e de acido latico industrial. Atualmente, muitas industrias estdo
substituindo as culturas lacteas por acido latico para melhorar o rendimento e a textura
do produto (CUNHA; VIOTTO; VIOTTO, 2006), mas somente a adicao de culturas
lacteas assegura uma permanente producdo de acido latico (FURTADO, 2005). Além
disso, Buriti et al. (2007) relatam que estas adigdes podem interferir nas propriedades
sensoriais deste tipo de queijo. J4 Buriti, Rocha e Saad (2005) ressaltam que certas

caracteristicas do queijo Minas Frescal, como o baixo teor de solidos totais, o pH
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proximo da neutralidade, bem como a auséncia de preservativos, sdo requisitos ideais

para a manutencao da contagem de células vidveis probioticas.

Além da viabilidade, outro critério que determina o sucesso de um alimento
probidtico é a analise sensorial (HEENAN et al., 2004). Por outro lado, o estudo do
impacto da incorporagdo de probidticos em queijos ¢ praticamente inexistente
(MATTILA-SANDHOLM et al., 2002; LUCKOW; DELAHUNTY, 2004). No entanto,
tem-se creditado aos alimentos probidticos propriedades sensoriais diferenciadas

(MATTILA-SANDHOLM et al., 2002).

A opinido dos consumidores, através de andlises sensoriais, sdo extremamente
importantes no desenvolvimento de novos produtos, pois proporcionam uma opinido
real sobre o gostar ou desgostar do alimento (BOLENZ; THIESSENHUSEN; SCHAPE,
2003; WESTAD; HERSLETH; LEA, 2004; HARIOM et al, 2006). Dados
demograficos como sexo, idade, nivel de escolaridade e condigdes sdcio-econdmicas,
também podem ajudar as induGstrias alimenticias a determinar segmentos de
consumidores em fungdo de suas preferéncias sensoriais (THOMPSON et al., 2004).
Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a preferéncia, o perfil dos consumidores,
a aceitabilidade global e a inten¢do de compra de queijos Minas Frescal adicionados de
bactéria probidtica (Bifidobacterium Bb-12), diferenciados quanto a adigdo de acido

latico.

2 Material e M é&odos

2.1 Material

Leite pasteurizado padronizado (3,0 % de gordura; 11,5 % de s6lidos totais; 3,0
% de proteina total; e 8,4 % de extrato seco desengordurado), acido latico (grau
alimenticio, Purac Sinteses, Rio de Janeiro, Brasil), cultura latica liofilizada DVS
(Direct Vat Set), contendo Bifidobacterium Bb-12 (Bb-12°, Chr Hansen, Hoersholm,
Dinamarca) cloreto de calcio (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil) e coalho Ha La® (Chr
Hansen, Valinhos, Brasil) foram utilizados na elaboracao de queijos. Todos os reagentes

empregados foram de grau analitico (p.a.), enquanto as solugdes e o meio de cultura
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MRS (DE MAN, ROGOSA e¢ SHARPE, Merck, Darmstadt, Alemanha) foram

devidamente preparados e quando necessario padronizados.

2.2 Elaboracao de queijo Minas Frescal

Foram elaborados dois tipos de queijos Minas Frescal, sendo um adicionado de
bactéria probidtica (Bifidobacterium Bb-12) e acido latico, enquanto o outro somente
com bifidobactéria, segundo Souza (2006), com modificacdes. Na preparacdo do queijo
com bifidobactéria e acido latico, primeiramente o leite foi aquecido a 37 £ 1 °C e entdo
incorporado 2,5 mL de uma solugao de 4cido latico a 85 % diluida em 25 mL de agua
destilada; bactéria probidtica (20 mg L™); cloreto de calcio (4 mL de uma solugio a 40
%, para cada 10 L de leite) e coalho na quantidade especificada pelo fabricante. No
outro queijo o dcido latico ndo foi incorporado, sendo que as demais etapas
permaneceram inalteradas. Apods a coagulagdo (37 = 1 °C, por 40 minutos), nos dois
tipos de queijo foi realizado o corte da massa, em cubos com 1,5 cm de aresta; a
mexedura, por 5 minutos; a enformagem; o armazenamento, por 12 horas sob
refrigeragdo (5 = 1 °C); e a salga, em salmoura a 20 % durante 1 hora. Os queijos foram
embalados em embalagem Cryovac® (BN 200, Sdo Paulo, Brasil), selados em
embaladora a vécuo Selovac® (modelo 200 B, Sao Paulo, Brasil), ¢ mantidos sob

refrigeracdo (5 £ 1 °C) até a realizag@o das analises.

2.3 Andlises fisico-quimica e microbiol 6gica

Os dois tipos de queijos Minas Frescal probiodticos, com e sem acido latico,
foram avaliados quanto aos teores de solidos totais (% m/m), obtido por secagem direta
de uma amostra em estufa a 105 °C, segundo o descrito pelas Normas Analiticas do
Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2005); a acidez (% acido latico) conforme a AOAC (2005)
e ao pH, em pHmetro (MP220, Metler-Toledo, Greinfensee, Suica).

Antes da andlise sensorial, a fim de garantir a seguranca microbioldgica dos
queijos, foi realizada também a contagem de coliformes a 45 °C, Estafilococos
coagulase positiva, Salmonella sp. e Listeria monocytogenes, conforme metodologia
proposta pela APHA (2001).
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Para a contagem de células viaveis probiéticas (Bifidobacterium Bb-12), 25 g de
queijo foram misturados em 225 mL de 4gua peptonada (0,1 g/100 mL) em um saco
Mixer 400 (Interscience, St. Nom, Franca) e submetidos a dilui¢do seriada, empregando
o mesmo diluente. Assim como o realizado por Vinderola e Reinheimer (2000), as
diluicdes foram plaqueadas na superficie do meio agar MRS modificado com a adi¢ao
de 0,2 % (m/v) de cloreto de litio e 0,3 % (m/v) de propionato de so6dio. Apods foi
acrescida uma sobrecamada do mesmo meio de cultura, a fim de garantir a anaerobiose
imediata. As placas foram incubadas em anaerobiose (Anaerogen”, Oxoid, Hampshire,
Reino Unido), a 37 = 1 °C por 72 horas e o resultado expresso em log Unidade
Formadora de Colonia por grama do produto (log UFC/g). Todas as andlises foram

realizadas em triplicata.

2.4 Andlise sensorial

Antes da avaliacdo sensorial, o trabalho foi submetido a aprovacdo do Comité de
Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal de Santa Catarina,
protocolo N° 059/2008 (Anexo C). A andlise sensorial foi realizada em duas etapas,
primeiramente avaliando a preferéncia dos consumidores entre os queijos Minas Frescal
probiodtico com e sem 4cido latico, com posterior analise do perfil dos consumidores,
aceitabilidade global e intengdo de compra de acordo com Meilgaard, Civille e Carr
(2007). A primeira etapa (teste de comparagdo pareada-preferéncia) foi realizada no
laboratorio de Analise Sensorial do Departamento de Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos da Universidade Federal de Santa Catarina, com 42 julgadores nao treinados,
incluindo alunos, professores e funciondrios do Departamento. Enquanto a segunda
etapa (analise do perfil dos consumidores, aceitabilidade global e inten¢do de compra)
foi realizada durante uma Feira na Univerdidade Federal de Santa Catarina (VII Sepex -
Semana de Ensino, Pesquisa e Extensao), com 141 julgadores nao treinados, incluindo a
comunidade universitaria e local. As amostras de queijos foram servidas aos julgadores

em pratos descartaveis codificados com numeros aleatorios de trés digitos.
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2.4.1 Teste de preferéncia

O teste de comparagdo pareada-preferéncia foi realizado seguindo o
delineamento experimental de blocos completos balanceados. Foram servidas amostras
de queijo Minas Frescal probidtico com e sem acido latico, sendo solicitado aos

julgadores que indicassem a amostra preferida (Apéndice B).

2.4.2 Analise do perfil dos consumidores

Antes dos testes de aceitabilidade global e intencdo de compra foi avaliado o
perfil dos consumidores através de um questionario (Apéndice C), auto preenchido,
contendo questdes semi-estruturadas. O questionario incluia questdes relacionadas as

caracteristicas socio-economicas e habitos de consumo.

2.4.3 Teste de aceitabilidade global e intencdo de compra

Consumidores em potencial de queijo Minas Frescal (homens e mulheres, com
idade minima de 18 anos) que ndo apresentassem intolerancia a lactose, foram
recrutados. Uma escala hedonica de 5 pontos, ancorada nos extremos “1 — desgostei
muitissimo” e “5 — gostei muitissimo” foi utilizada para a realizagdo do teste de
aceitabilidade global (Apéndice D). Estes consumidores também avaliaram a intengao
de compra das mesmas amostras de queijo, utilizando uma escala de intengao de compra
de cinco pontos (1 — certamente ndo compraria; 5 — certamente compraria) (Apéndice

D). Nestes testes as amostras de queijos foram apresentadas monadicamente.

2.5 Anélise Estatistica

A analise dos dados foi feita no software STATISTICA versdo 6.0 (STATSOFT
INC., 2001). A anélise de variancia (ANOVA) foi utilizada para encontrar diferencas
entre as médias das andlises fisico-quimicas, microbioldgicas, de aceitabilidade global e
de inten¢do de compra, sendo estas diferencas avaliadas através do teste de Tuckey
(nivel de significancia de 5 %). O nimero de respostas que indicaram a amostra
preferida no teste de comparacdo pareada-preferéncia foi analisado através da tabela

estatistica bilateral (nivel de significancia de 5 %), conforme Roessler et al. (1978). O
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teste de contingéncia Qui-quadrado foi utilizado para determinar a independéncia e a
dependéncia entre os dados sdcio-economicos e habitos de consumo obtidos através do

perfil dos consumidores.

3 Resultados e Discussio

3.1 Andlises fisico-quimica e microbiol 6gica

Os queijos Minas Frescal adicionados de probioticos, ndo diferiram (p > 0,05)
quanto aos teores de solidos totais (32,87 + 0,55 %, queijo com acido latico, e 32,89 +
0,62 %, queijo sem acido latico), e quanto a acidez (0,109 + 0,01 % 4cido latico, com
acido latico, € 0,099 + 0,02 % acido latico, sem acido latico). Os teores de solidos totais
estdo de acordo com os obtidos por Carvalho, Viotto ¢ Kuaye (2007), que relatam como
adequados valores inferiores a 45,00 %, para queijos Minas Frescal. Buriti et al. (2005)
e Buriti, Rocha e Saad (2005), verificaram valores similares para a acidez, em torno de
0,118 % e 0,128 % de 4acido latico, respectivamente, em queijos Minas Frescal
probidticos. No entanto, o queijo com acido latico apresentou menor valor (p < 0,05) de
pH (6,72 +£ 0,01) do que o sem acido latico (6,87 = 0,01). O mesmo comportamento foi
verificado por Buriti et al. (2005), Buriti et al. (2007) e Souza e Saad (2009) em queijos

Minas Frescal probioticos.

Os resultados da contagem de coliformes a 45 °C, Estafilococos coagulase
positiva, Salmonella sp. e Listeria monocytogenes, nos queijos Minas Frescal
probidticos, com e sem adicdo de dcido latico, indicaram auséncia destes
microrganismos, garantindo a seguranca microbioldgica dos produtos avaliados. A
realizagao destas analises ¢ necessaria, pois segundo Silva et al. (2003) queijos, como o
Minas Frescal, que contém altos teores de umidade e, consequentemente baixos teores

de solidos totais, sdo mais susceptiveis a contamina¢do microbiologica.

Os dois tipos de queijo Minas Frescal, com e sem &cido latico apresentaram
contagem de células vidveis probioticas igual a 7,74 log UFC/g. Kili¢ et al. (2009)
relatam que mudangas tecnoldgicas poderiam influenciar na contagem de bactérias

probiodticas, no entanto, ndo foram observadas variagdes nas contagens de bifidobactéria
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(p > 0,05), quando empregado o acido latico. A sobrevivéncia de bactérias probidticas
em derivados lacteos, como queijos, foi verificada por De Vuyst (2000), Bergamini et
al. (2005) e Kili¢ et al. (2009), que afirmam que para um produto ser considerado
probidtico devera apresentar uma contagem minima, ou seja, conforme Betoret et al.

(2003) e Shah (2007) contagens maiores ou iguais a 6,00 log UFC/g.

Os resultados obtidos quanto a contagem de probioticos, estdo de acordo com o
relatado por Ong, Henriksson, Shah (2006), que sugerem os queijos como um dos
melhores meios de manutengdo de bactérias probioticas. Gomes et al. (1995) afirmam
que queijos contém maior pH do que outros derivados lacteos fermentados, por isso sao
mais recomendados como veiculo para bactérias probidticas. De acordo com Ong e
Shah (2009) maiores valores de pH, como os obtidos nos queijos elaborados, bem como
a sua capacidade tamponante seriam responsaveis por uma maior prote¢do aos
microrganismos probidticos durante a passagem através do trato gastrointestinal. Ong e
Shah (2009) afirmam que a adi¢do de 5 g de queijos em 10 mL de suco gastrico
aumentam o seu pH de 2,00 para 4,74, o que poderia garantir a sobrevivéncia da
bifidobactéria também no trato gastrointesnal. No entanto, de acordo com Kalavrouzioti
et al. (2005) queijos probioticos devem ser consumidos regularmente para manter os
efeitos benéficos a saude do consumidor, sendo recomendada uma ingestdo minima de

100 g por dia.

3.2 Analise sensorial

3.2.1 Preferéncia

No teste de comparagdo pareada-preferéncia o queijo com bifidobactéria e com
acido latico apresentou 17 notas que o classificaram como o mais preferido, enquanto o
queijo com bifidobactéria e sem acido latico foi selecionado por 25 consumidores.
Apesar destes resultados, os dois tipos de queijo Minas Frescal com probidticos nao
apresentaram diferengas (p > 0,05) com relacdo a preferéncia dos consumidores,
revelando que o 4cido latico nao influenciou neste dado sensorial. Deste modo, as duas

formulagdes foram selecionadas para o teste de aceitabilidade global.
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Resultados semelhantes foram encontrados por Buriti, Rocha e Saad (2005) em
relacdo a preferéncia de queijos Minas Frescal fabricados com e sem adicdo de acido
latico, diferenciados quanto a adigdo de bactéria probidtica (Lactobacillus acidophilus)
e mesofilica (tipo O). Estes autores ndo observaram diferencas (p > 0,05) entre os tipos
de queijo avaliados, concluindo que a adigdo de acido latico ndo alterou as suas
propriedades sensoriais. Por outro lado, Furtado (2005) afirma que o emprego de acido
latico poderia alterar as propriedades fisicas de queijos Minas Frescal, em decorréncia
dos menores valores de pH apresentados, modificando também as propriedades
sensoriais, o que nao foi observado nos queijos com bifidobactéria, adicionados ou ndo

de acido latico.

3.2.2 Perfil dos consumidores que avaliaram o queijo Minas Frescal

Os dados so6cio-econdmicos e héabitos de consumo de potenciais consumidores
de queijo Minas Frescal com probioticos, com e sem acido latico, obtidos através dos
questionarios, estdo apresentados nas Tabelas 1 e 2, respectivamente. Os resultados
mostraram que a maioria dos consumidores era do sexo feminino (62,4 %), com idade
entre 18 e 27 anos (58,2 %), com ensino superior (59,6 %) e com renda familiar mensal
que variava entre R$ 2.075,00 e R$ 4.150,00. O perfil dos consumidores apresentado
estd de acordo com o publico-alvo comercial citado por Miquelim, Behrens e Lannes
(2008), ou seja, individuos jovens, com alto nivel econdmico, potenciais compradores,

que buscam produtos de qualidade.

Com relag@o aos habitos de consumo, 28,4 % relataram uma freqiiéncia semanal
de consumo de pelo menos 3 vezes, sendo que 95,7 % dos 141 individuos
demonstraram intengdo de consumir queijo Minas Frescal, capaz de melhorar o
funcionamento do intestino. Entretanto, a maioria dos consumidores (51,1 %) também
declarou ja possuir o habito de utilizar alimentos que melhoram o funcionamento do
intestino, sendo que 60,3 % do total de consumidores consideram a caracteristica

“beneficio a saude” como o fator mais importante na hora da compra de um alimento.
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Tabela 1: Dados socio-econdmicos de potenciais consumidores de queijo Minas Frescal

probidtico.

Dados socio-econdmicos n® %
Sexo
Masculino 53 37,6
Feminino 88 62,4
Idade
entre 18-27 anos 82 58,2
entre 28-37 anos 22 15,6
entre 38-47 anos 18 12,8
entre 48-57 anos 15 10,6
acima de 58 anos 4 2,8
Escolaridade
ensino fundamental: 1% a 4° série 2 1,4
ensino fundamental: 5" a 8” série 2 1,4
ensino médio 16 11,3
ensino superior 84 59,6
pos-graduagao 37 26,2
Renda familiar mensal
até R$ 415,00 7 5,0
de R§$ 415,00 a R$ 830,00 14 9,9
de R$ 830,00 a R$ 2.075,00 33 23,4
de R$ 2.075,00 a R$ 4.150,00 40 28,4
de R$ 4.150,00 a R$ 8.300,00 37 26,2
acima de R$ 8.300,00 10 7,1

n® namero de consumidores = 141.

% , percentual do total de 141 consumidores.
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Tabela 2: Habitos de consumo de potenciais consumidores de queijo Minas Frescal

probiotico.

Héabitos de consumo n? %
Frequéncia de consumo do queijo Minas Frescal
diariamente 8 5,7
pelo menos 3x por semana 40 28,4
Ix por semana 28 19,9
2X por més 18 12,8
1x por més 20 14,2
raramente consumo 27 19,1
I ntencgéo de consumir queijo Minas Frescal com aditivos
gue melhoram o funcionamento do intestino
sim 135 95,7
nao 6 4.3
Consumo de alimentos que ajudam a mehorar o
funcionamento do intestino
sim - leites fermentados probioticos (42) / outros (30) 72 51,1
nao 69 48,9
Dados relevantes na hora de comprar um alimento
beneficio a saude 85 60,3
preco 31 22,0
marca 10 7,1
aparéncia 15 10,6

n%: nimero de consumidores = 141.

% , percentual do total de 141 consumidores.

Os resultados mostraram uma dependéncia (p < 0,05) dos géneros (masculino/

feminino) em relagdo ao habito de consumir alimentos que ajudam a melhorar o

funcionamento do intestino. As mulheres apresentaram maior habito de consumo deste

tipo de alimento (58,9 %), sendo que a maioria (60,2 %) delas afirmou consumir leites

fermentados probiodticos, enquanto o restante declarou consumir principalmente
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alimentos ricos em fibras. No entanto, houve independéncia (p > 0,05) entre os géneros
e a escolaridade, discordando dos resultados obtidos por Viana et al. (2008), que
observaram dependéncia do nivel escolaridade com o género. Estes autores relatam que

o sexo feminino apresentou maior nivel de escolaridade do que o masculino.

Assim como o verificado nos resultados relativos ao habito de consumo, Hekmat
e Reid (2006) afirmam existir uma tendéncia pela procura de produtos considerados
sauddveis, denominados funcionais. Aliado a este perfil tem-se o interesse do género
feminino, principal publico alvo, em consumir queijo Minas Frescal funcional, visando
a melhora do funcionamento do trato gastrintestinal. Segundo Verbeke (2005), as
mulheres preocupam-se mais com os alimentos e os problemas de saude do que os
homens, que sdo mais confiantes e demonstram uma visdo tradicional e pouco critica
sobre a alimentagdo. Dados referentes aos consumidores de alimentos funcionais dos
Estados Unidos revelam que a maioria ¢ do sexo feminino, com alta escolaridade, alta
renda e com idade superior a 35 anos (IFIC, 2000; VERBEKE, 2005). J4 Bech-Larsen e
Grunert (2003) sugerem que os consumidores europeus sdo do sexo feminino e com
idade acima de 55 anos, mas nio necessariamente com alta escolaridade. Nos resultados
obtidos para o perfil dos consumidores, observou-se uma dependéncia entre o sexo
(feminino) e a faixa etdria (entre 18 e 27 anos), demonstrando menor faixa etaria do que
as apresentadas pelas consumidoras americanas e européias, na escolha de um alimento
funcional. Dean et al. (2007) ressaltam que o género e a idade sdo fatores importantes,

porque influenciam na aceitabilidade de alimentos funcionais.

3.2.3 Aceitabilidade global e intencdo de compra

Com relagdo a aceitabilidade global, as médias das notas verificadas + desvio
padrdo para os queijos com bifidobactéria adicionados ou ndo de acido latico foram 4,42
+ 0,59 e 4,39 £ 0,64, respectivamente. A maioria dos consumidores classificou as
amostras de queijo entre as notas 4 ¢ 5 (Figura 1), que na escala heddnica representam
“gostel” e “gostel muitissimo”. A nota minima recebida pelo queijo com acido latico foi
3 (indiferente), aplicada por 7 consumidores, enquanto que para queijo sem acido latico
foi 2 (desgostei), aplicada por apenas 2 consumidores. Além disso, ndo houve diferenca

(p > 0,05) entre os queijos, indicando que o acido latico ndo interferiu na aceitabilidade
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global. Através destes resultados, observa-se que a presenca de bifidobactéria nos
queijos Minas Frescal resultou em uma boa aceitabilidade do produto. Boylston et al.
(2004) relatam que apesar das bifidobactérias produzirem acido acético e acido latico,
nao demonstram extensiva atividade metabdlica, gerando, conforme Gomes e Malcata
(1999), menor pos-acidificagcdo do produto. A similaridade (p > 0,05) observada para os
valores da acidez dos queijos probidticos, com e sem acido latico, pode ter contribuido
na boa aceitabilidade dos queijos elaborados. Jayamanne e Adams (2004) observaram
que o emprego da bactéria probidtica Bifidobacterium longum na produgdo de um leite
de bufala coagulado (meekiri), seria responsavel pela melhora das propriedades
sensoriais do produto. Cardarelli et al. (2007) em estudo com queijo petit suisse
fabricado com as culturas probidticas contendo Lactobacillus acidophillus e
Bifidobacterium animalis, além de fibra, observaram boa aceitabilidade do produto.
Souza et al. (2008a) avaliando a aceitabilidade de queijo Minas Frescal, fabricado com a
adi¢do de Lactobacillus acidophillus e acido latico, também obtiveram produtos aceitos

sensorialmente.

70+
8 60
3
2 40
8 m queijo com bifidobactéria
3 304 e com &cido latico
o
GE) 207 @ queijo com bifidobactéria
S e sem 4cido latico
Z 10+

0

Escala hedbnica

Figura 1: Freqiiéncia de notas da aceitabilidade global dos queijos com bifidobactéria e
com 4cido latico e dos queijos com bifidobactéria e sem acido latico, de acordo com
escala hedonica de cinco pontos “l — Desgostei muitissimo, 2- Desgostei, 3 —

Indiferente, 4 — Gostei, 5 — Gostei muitissimo”.
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Quanto a intengdo de compra, as notas médias + desvio padrao, apresentadas
pelos consumidores dos queijos com bifidobactéria, adicionados ou nao de é4cido latico,
ndo apresentaram diferencas (p > 0,05) sendo iguais a 4,09 = 0,95 e¢ 4,06 + 0,89,
respectivamente. Na Figura 2 observa-se que a intencdo de compra dos consumidores
manteve-se principalmente entre as notas 4 ¢ 5 da escala, ou seja, entre “provavelmente
compraria” e ‘“certamente compraria”’, confirmando os resultados obtidos para a

aceitabilidade global.

70+

60+

50+ B queijo com bifidobactéria e

com &cido latico

40+

@ queijo com bifidobactéria e

30+ sem &cido latico

20+

10+

NUmer o de consumidor es

1 2 3 4 5
Escala de intengdo de compra

Figura 2: Freqiiéncia de notas de intencdo de compra dos queijos com bifidobactéria e
com 4cido latico e dos queijos com bifidobactéria e sem acido latico, de acordo com
escala de cinco pontos “l — Certamente ndo compraria, 2- Provavelmente ndo
compraria, 3 — Talvez compraria/ talvez nao compraria, 4 — Provavelmente compraria, 5

— Certamente compraria”.

Bhaskaran e Hardley (2002) e Gray, Armstrong ¢ Farley (2003) citam que os
alimentos funcionais devem responder as necessidades dos consumidores quanto a
fatores como beneficio a salde, sabor e qualidade, que sdo determinantes para a

intencdo de compra destes alimentos.
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4 Conclusao

Os queijos Minas Frescal, classificados como probiodticos, com e sem acido
latico, ndo apresentaram diferencas quanto aos teores de solidos totais e quanto a acidez.
No entanto, os queijos com acido latico apresentaram menores valores de pH. A adi¢ao
de acido latico também nao interferiu na preferéncia dos queijos. Os consumidores que
avaliaram este produto apresentaram como perfil o género feminino, com idade entre 18
e 27 anos e que ja possuem o héabito de consumir alimentos que ajudam a melhorar o
funcionamento do intestino. A maioria dos consumidores classificou os queijos como de

boa aceitabilidade, sendo que comprariam estes produtos probioticos.
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Conclusdes

Os queijos Minas Frescal adicionados da bifidobactéria foram considerados
probioticos, pois apresentaram contagem de células viaveis superior a 6 log
UFC/g durante os 28 dias de armazenamento.

A adicao de acido latico e/ou bifidobactéria nao interferiu no rendimento, no
teor protéico e lipidico dos queijos.

No dia 28 de armazenamento, os queijos sem acido latico apresentaram menor
umidade, influenciando no comportamento reoldgico e microestrutural,
tornando-os mais elasticos, firmes e compactos.

Todos os queijos avaliados demonstraram um comportamento viscoeldstico com
maior contribui¢cdo da componente viscosa.

Apbés 28 dias de armazenamento, em todos os queijos verificou-se um
escurecimento e diminui¢do da cor amarela, enquanto os queijos com
bifidobactéria apresentaram uma estavel tonalidade esverdeada.

A adicao de acido latico ndo interferiu na preferéncia sensorial, sendo que os
queijos probiodticos apresentaram boa aceitabilidade e intencdo de compra. Os
dados obtidos no questionario demonstraram que as mulheres, com idade entre
18 e 27 anos, sdo o principal publico alvo dos queijos Minas Frescal probidticos
avaliados, principalmente pelo fato de possuirem o habito de consumir alimentos
que ajudam a melhorar o funcionamento do intestino.

Por isso, a utilizacdo de Bifidobacterium Bb-12 em queijo Minas Frescal torna-

se uma promissora alternativa de alimento funcional.
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Anexo A — Trabalhos parciais apresentados em eventos.
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Anexo B — Submisséo do artigo “The influence of Bifidobacterium Bb-12 and lactic
acid incor poration on the properties of Minas Frescal cheese” para publicagao no
“Journal of Food Engineering ” (ISSN: 0260-8774).
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Anexo C — Parecer de aprovag¢ao do Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos

da UFSC.
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UNIVERSIDADE FEDERAL
DE SANTA CATARINA

Pro-Reitoria de Pesquisa e Extensdo
Departamento de Projetos e Extensao
Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos

Campus Prof. Jodo David Ferreira Lima -CEP 88040-900
Trindade - Floriandpolis - Santa Catarina - Brasil | www.cep.ufsc.br / +55 (48) 3721-9206

PARECER CONSUBSTANCIADO - PROJETO N° 059/2008

| — Identificagao:

Data de entrada no CEP: 11/04/08

Titulo do Projeto: Efeito da Adigdo de Bifidobacterium Bb-12 Sobre As Caracteristicas de Queijo Tipo
Minas Frescal Elaborado por Diferentes Processos Tecnologicos

Pesquisador Responsavel: . Elane Schwinden Prudéncio

Pesquisador Principal: Carllse Beddin Fritzen Freire

Propésito: Projeto de dissertagdo do programa de Pos-Graduagao em Ciéncia dos Alimentos (CCA-UFSC).
Instituigao onde se realizara: Departamento de Ciéncias e Tecnologia de Alimentos, CCA — UFSC.

Verificar a utilizagdo de Bifidobacterium Bb-12 como cultura probidtica em queijo tipo Minas Frescal, atraves do
acompanhamento da viabilidade do microrganismo ao longo do seu periodo de armazenamento; além de avaliar
as caracteristicas fisicas, quimicas, sensoriais e reologicas do produto elaborado por diferentes processos
tecnologicos.

II- Objetivos: Geral: Verificar a utilizagao de Bifidobacterium Bb-12 como cultura probidtica em queijo tipo Minas
Frescal, através do acompanhamento da viabilidade do microrganismo ao longo do seu periodo de
armazenamento; além de avaliar as caracteristicas fisicas, guimicas, sensoriais e reologicas do produto
elaborado por diferentes processos tecnolégicos.

Especificos:
(a) elaborar formulagdes de queijo tipo Minas Frescal, com e sem adigdes de Bifidobacterium Bb-12 e/ou acido
latico;
(b) avaliar os queijos, no tempo inicial, quanto ao rendimento, a microbiologia, as caracteristicas fisico-quimicas,
a protedlise, a reclogia , ao indice de sinerese, a cor e a analise microestrutural;
(c) avaliar os queijos adicionados de cultura probittica, no tempo inicial, quanto as analises sensoriais (somente
ap6s comprovagao da seguranga alimentar dos queijos);
(d) determinar os parametros contagem de células viaveis, pH, acidez e indice de sinerese dos queijos contendo
bifidobactéria, apés 14 e 28 dias de armazenamento; e
(e) submeter os queijos contendo bifidobactéria e que apresentarem maior viabilidade em 14 e/ou 28 dias de
armazenamento as analises fisico-quimicas, de protedlise, reologica, de cor e microestrutural.

Il- Sumario do Projeto: Serdo elaborados 4 tipos de queijo do tipo minas, cada um deles elaborado de
diferentes maneiras. Cada tipo de queijo contendo Bifidobacterium Bb-12, sera submetidos a analise sensorial,
sendo avaliado quanto ao teste de ordenagdo de preferéncia, , utilizando-se um grupo de no minimo 30
julgadores ndo treinados para o teste de ordenagao de preferéncia e de no minimo 50 julgadores ndo treinados
para os testes de aceitabilidade global e intengao de compra. O critério de inclus@o para o recrutamento do grupo
alvo para os testes sensoriais de ordenagao preferéncia e aceitabilidade global foi definido como: pessoas com
idade superior a 18 anos e com o habito de consumir queijo do tipo Minas Fresca!. Apos o teste de aceitabilidade
global! E intengdo de compra, os consumidores serdo convidados a responder um questionario, com questdes
em relagdo as caracteristicas socioeccnomicas e freqiéncia de consumo do queijo tipo Minas Frescal e
alimentos probicticos, a fim de estabelecer correlagdes com os resultados dos testes sensoriais.

IV- Comentarios: Trata-se de um estudo bem elaborado e bem definido, Tem relevancia social e académica e

tem o pesquisador responsavel com a qualificagéo apropriada. A documentagao exigida esta presente e o Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) esta adequadamente elaborado.

V- Parecer:

Aprovado “ad referendum” ( x )



-

"
WashingterrPortela de Souza
Coordenador do CEPSH - UFSC

Data da Reunido :
Floriandpolis, 28 de julho de 2008

Fonte: CONEP/ANVS - Resolugoes 196/ 96 e 251/ 97 do CNS.
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Apéndices
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Apéndice A - Curvas de Relaxacdo: ajuste dos dados experimentais para a taxa inicial

de decaimento da forga (ci/c)
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Curvas de relaxacdo dos queijos Ql, Q2, Q3 e Q4, utilizando todos os dados

experimentais, para os dias 1 (a) 28 (b) de armazenamento (sem ajuste dos dados).
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Curvas de relaxacdo dos queijos Q1, Q2, Q3 e Q4, utilizando os 20 primeiros dados

experimentais, para os dias 1 (a) 28 (b) de armazenamento (com ajuste dos dados).

F(t)/FO Q3- dia 28

(a)

12 12
: M " M
0,8 0,8
ke ke
S S
= N
g 0,6 o 06
e 2
2 2
04 04
0,2 0,2
0,0 0,0
0,0 0,1 0,2 03 04 0,5 0,6 0,7 0,¢ 0,0 0,1 0,2 03 0,4 0,5 0,6 0,7 08
temna (<) O1- dia 1 tempo (s) Q2- dia 1
12 12
B M . M
0,8 08
= -
S P
; G
o <
g 0,6 o 06
2 °
= =
* T
0,4 0,4
0,2 0,2
0,0 0,0
00 01 02 03 0.4 05 06 07 0, 00 01 02 03 04 05 06 07 08
tempo (s) Q3- dial tempo (s) Q4- dia 1
1.2 12
K \NM : M
08 0.8
8 g
© >y
k-1 °
3 06 & o6
L g
2 :
04 04
0,2 0.2
0,0 0,0
0,0 01 0,2 03 04 05 0,6 0,7 08 0,0 01 0,2 03 0.4 0,5 0,6 0,7 0.8
tempo (s) Q1- dia 28 tempo (s) Q2- dia 28
1.2 1,2
: M ) M
08 08
«©
&
8
S
<
<o 06
0,6 o
S
T
0,4 0,4
0,2 0,2
0.0 0,0
' 0,0 0,1 0,2 03 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,0 0,1 0,2 03 0.4 05 0,6 0,7 08

tempo (s) Q3- dia 28

tempo (s) Q4- dia 28



107

Apéndice B — Ficha para avaliacdo sensorial do teste de comparacao pareada —

preferéncia.
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TESTE DE COMPARACAO PAREADA- PREFERENCIA

Nome:

Data:

Instrugdes: Avalie as amostras codificadas da esquerda para a direita e coloque-as em

ordem decrescente de preferéncia.

Cédigo da amostra:

1. Amostra mais preferida

2. Amostra menos preferida

Comentarios:

Obrigadal!
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Apéndice C — Questionario para avaliacdo do perfil dos consumidores de queijo Minas

Frescal com probiodticos.
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QUESTIONARIO

1- Vocé consome queijo Minas Frescal com que frequéncia?
( ) todos os dias () pelo menos 3x por semana ( ) 1X por semana

() 2x por meés () 1x por meés () raramente consumo

2- Vocé consumiria um queijo Minas Frescal que tivesse ingredientes capazes de melhorar
o funcionamento do intestino?

() Sim ( ) Nao

3- Vocé consome algum alimento que ajuda a melhorar o funcionamento do intestino?
() Sim ( ) Nao Se a resposta foi sim, qual?

( ) Leites fermentados probiodticos () Outros-citar

4- O qué voceé leva mais em consideracao na compra de um alimento?

() beneficio a saude ( ) preco ( ) marca ( ) aparéncia

5- Sexo:

( ) Feminino ( ) Masculino

6- Idade:
( ) entre 18 — 27 anos ( ) entre 28 — 37 anos () entre 38 — 47 anos
() entre 48 — 57 anos () acima de 58 anos

7- Escolaridade:
() ensino fundamental:1* a 4* série () ensino fundamental: 5* a 8* série

( ) ensino médio () ensino superior () pos-graduagdo

8- Renda familiar mensal: sm= saldrio minimo = R$ 415,00.
( )Até 1 sm ()Dela2sm ()De2a5sm
()DeS5al0sm ( )De 10220 sm () Mais de 20 sm
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Apéndice D — Ficha para avaliacdo sensorial dos testes de aceitabilidade global e

intencao de compra.



112

TESTE DE ACEITABILIDADE —ESCALA HEDONICA

Nome:

Data:

Instrucoes:

- Represente o quanto gostou ou desgostou da amostra, de acordo com a seguinte escala:

1- Desgostei muitissimo
2- Desgostei

3- Indiferente

4- Gostei

5- Gostel muitissimo

Codigo da amostra:

Valor atribuido:

Comentarios:

TESTE DE INTENCAO DE COMPRA
Se vocé encontrasse esse produto no mercado vocé:

(1) certamente ndo compraria

(2) provavelmente ndo compraria

(3) talvez compraria/talvez ndo compraria
(4) provavelmente compraria

(5) certamente compraria

Comentarios:

Obrigada!



