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RESUMO

PEREIRA, Celeide Elabora¢io de queijo minas padrio com adicio de
probidtico e prebiético. 2005. 106p. Dissertagio (Mestrado em Ciéncia dos
Alimentos) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.'

O objetivo deste trabalho foi produzir um queijo minas padrdo
adicionado de bactérias acidificantes (Lactococcus. lactis spp. lactis e
Lactococcus. lactis Spp. Cremoris), bactérias probiéticas
(Lactobacillus.acidophilus e Lactobacillus casei) ¢ um prebiético (inulina) em
trés concentragdes (0%, 2%, 4%,), visando obter um produto com propriedades
simbidticas. As amostras dos queijos, soro no corte, soro no ponto € salmoura
foram submetidas a analises fisico-quimicas (gordura, acidez, cloretos, pH,
nitrogénio total), microbiologicas (contagem de Lactobacillus) e sensoriais,
durante os sete periodos de avaliagdo. O delineamento experimental empregado
foi em blocos inteiramente casualizados (trés fabricagdes), com fatorial de trés
{concentragdes de inulina) x sete dias de maturagio. As analises do soro no
corte, ponto ¢ salmoura nZo apresentaram diferencas significativas. Para as
analises microbioldgicas, o crescimento dos Lactobacillus nos queijos foi similar
nos tratamentos utilizados. Os resultados do presente trabalho demonstraram
diferencas estatisticas nos queijos para a producdo de acido lactico (4% de
inulina) e com o tempo de maturagdo. As analises fisico~quimicas do soro no
corte, ponto ¢ salmoura ndo apresentaram diferencas significativas. Para as
analises microbiolégicas, o crescimento dos Lactobacillus nos queijos foi similar
nos tratamentos utilizados. Em relag3o as analises sensoriais, a adi¢io de inulina
influiu (P<0,05) na aparéncia ¢ textura. O tempo de maturagdo apresentou
diferenga significativa (P<0,05) na aparéncia, cor, sabor e textura dos queijos.
Com base nos resultados do presente experimento concluiu-se que a adigio da
inulina ndo interfere no crescimento dos Lactobacillus adicionados durante a
fabricagdo dos queijos provocou alteragdo na aparéncia e textura dos queijos.
Assim, pelos resultados do presente experimento, a adicdo de inulina nio
apresentou nenhuma vantagem neste tipo de massa.

' Comité de orientagiio: Verdnica Lobato - UFLA (Orientadora), José Luis
Contado (Co-orientador) - UNINCOR.



ABSTRACT

PEREIRA, Celeide. Making of standard hard cheese with the addition of
probiotic and prebiotic. 2005. 106p. Dissertation (Master in Food Science) -
Federal University of Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brazil.!

The objective of this work was to produce a standard hard cheese added
of acidifying bacteria Lactococcus lactis spp. lactis and Lactococcus lactis spp.
Cremoris) probiotic bacteria (Lactobacillus acidophilus and Lactobacillus casei)
and one prebiotic (inulin) at three concentrations (0, 2, 4%) aiming to obtain a
product with symbiotic properties. The samples of the cheeses, whey, whey at
cutting, whey at point and brine have been submitted to physicochemical (fat,
acidity, chlorites, pH, total nitrogen) microbiological (count of Lactobacillus),
and sensorial analyses during the seven evaluation periods. The experimental
design employed was in randomized blocks (3 manufactures) with a factorial of .
three (concentrations of inulin) x 7 days’ maturation. The analysis of the whey at
cutting, point and brine have showed no significant differences. For the
microbiological analyses, the growth of Lactococcus in the cheeses was similar
in the treatments utilized. The results of the present work show statistic
differences in the cheeses for lactic acid production (4% of inulin) and with
maturation time. The physicochemical analyses of the whey at cutting, point and
brine presented no significant differences. For the microbiological analyses, the
growth of Lactobacillus in the cheeses was similar in the treatments utilized. As
regards the sensorial analyses, the addition of inulin has influenced (P<0,05)
both the appearance and texture. Maturation time has presented (P<0,05) effects
in appearance, color, flavor and texture. On the basis of the results of the present
experiment, it follows that the addition of inulin does not interfere in the growth
of Lactobacillus added during the making, but has caused alterations in the
appearance and texture of cheeses. Thus, from the results of the present
experiment, addition of inulin has present no advantages in this type of paste.

! Guidance committee: Verdnica Lobato - UFLA (Adviser), José Luis Contado -
UNINCOR (Co-adviser).
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, o desenvolvimento acelerado do mundo
industrializado tem afetado drasticamente o estilo de ﬁda do homem modemo €
as conseqiiéncias deste crescimento tem, provocado um desequilibrio intenso na
qualidade de vida da populagdo mundial. A grande maioria das pessoas passou a
consumir dietas inadequadas, com aumento do sedentarismo, uso do tabaco,
estresse, hipertensdo e doengas cronicas degenerativas gerando assim um grande
impacto na saitde dos individuos. Estes fatos tém afetado o bem-estar fisico ¢
mental dos individuos comprometendo o objetivo, preconizado pela
Organizagdo Mundial da Saide, no que concerne ao conceito de saide.

Estas transformagdes no estilo de vida de algumas pessoas da populagdo
mundial tém levado a intensa procura por alimentos que, além de suprir as suas
necessidades nutricionais, contribuam com beneficios 4 sailde e ao bem estar,
proporcionando melhor qualidade de vida e prevenindo o aparecimento de
determinadas doengas. |

Atenta as expectativas da populagio mundial, a industria de alimentos,
notadamente a laticinista, vem desenvolvendo novas modalidades de pfodutos,
que contribuam e atendam as exigéncias do mundo moderno. Estes sio os
chamados alimentos funcionais que, a cada dia, ganham destaque, para os
consumidores que se preocupam com o seu bem-estar, por estarem relacionados
com a promogio da qualidade de vida do individuo. '

O desenvolvimento maior no segmento dés alimentos funcionais é em
relagdo aos alimentos acrescidos de probiéticos € prebidticos que melhoram a
microbiota do intestino. Os probidticos sio utilizados como suplementos
alimentares microbianos contendo células viaveis de origem ‘humana, tendo

como principal alvo a mucosa intestinal € a sua microbiota. Para que seus



beneficios sejam notados, nas ultimas duas décadas as bactérias probidticas tém
sido progressivamente incluidas em iogurtes e leites fermentados (Daly & Davis,
1998).

Prebidticos sdo ingredientes alimentares ndo digeriveis que afetam de
maneira benéfica o organismo, por estimular seletivamente o crescimento ¢ ou a
atividade de um ou de um nimero limitado de bactérias mo cdlon. Estas
substancias que modificam a composig3o da microbiota de tal forma que as
bactérias com potencial de promogio de saude (isto ¢, ndo patogeénica,
especialmente  lactobacilos e bifidobactérias) tornam-se predominantes
(Robefroid, 1998; Gibson & Roberfroid, 1995).

De acordo com alguns estudos cientificos, a manutengdo da microbiota
sandavel pode proporcionar protegdo contra desordens gastrintestinais, incluindo
infecgBes, doengas inflamatorias do intestino e, at¢ mesmo, neoplasias (Haenel
& Bending, 1975; Mitsuoka, 1982; Salminen et al., 1998). ‘

Finalmente, simbiéticos sio miisturas de probiéticos ¢ prebidticos. Esta
mistura pode beneficiar o hospedeiro por melhorar a sobrevivéncia ¢ a
implantagio do seletivo suplemento microbiano, a partir da utilizago dos
alimentos veiculando os pro-pré e simbiéﬁcos (Gibson & Roberfroid, 1995).

As bactérias mais amplamente utilizadas pela industria de alimentos
pertencem ao grupo das bactérias lacticas, embora algumas bifidobacténas ¢
leveduras também sejam utilizadas. Deste grupo, as mais comumente utilizadas
sio as dos géneros Lactobacillus ¢ Bifidobacterium, que usualmente sdo
adicionadas em leites fermentados na forma liofilizada. As do género
Lactobacillus sio mais freqiientemente consideradas como seguras ou
reconhecidamente seguras, generally recognized as safe (GRAS) (Collins et
al., 1998; Ziemer & Gibson,1998; Lee et al., 1999).

Apesar das culturas probidticas de Lactobacillus spp. ¢ de
Bifidobacterium spp. serem consideradas GRAS, é necessaria a determinag3o da



seguranga na utilizagdo da cepa antes do lancamento e da divulgagio de um
novo produto. Assim, uma avaliagdo critica da seguran¢a tomnara os beneficios
dos probidticos acessiveis ao consumidor (Salminem et al., 1998; O'Brien et al.,
1999). |

Atualmente, os carboidratos ndo-digeriveis mais estudados com
atividades prebidticas sdo os frutooligossacarideos (FOS), por exemplo, a
inulina e oligofrutose. Estes estdo presentes em altas concentragdes em alguns
alimentos, cabendo citar alguns deles, como chicéria, alho, cebola, alcachofra e
aspargos. Além dos FOS, podem-se citar como exemplos os seguintes
ingredientes com caracteristicas prebidticas: derivados de lactose, como a
lactulose e o lactitol, galactooligossacarideos e oligossacarideos de soja (Gibson ’
& Robefroid, 1995; O’Sullivan, 1996; German et al., 1999).

A presen¢a dos chamados alimentos de “terceira geragiio” no mercado
brasileiro ainda ¢ incipiente. O desenvolvimento de pesquisas, divulgagio e
comercializagio destes produtos para a populagdo brasileira tém um papel muito
importante, pois promoverio uma maibr disponibilidade deles no mercado,
levando ao aumento do consumo e abrindo novas perspectivas tecnologicas para
a industria de alimentos (Ferreira, 2003).

O objetivo geral deste trabalho foi produzir um queijo minas padrio
adicionado de bactérias acidificantes (Lactococcus lactis spp. lactis e
Lactococcus lactis spp. cremoris), bactérias probidticas (Lactobacillus
acidophilus ¢ Lactobacillus casei) e um prebiético (inulina), visando estudar
seus efeitos e interagdes para caracterizi-lo ou nio como um produto com
propriedades simbidticas. Vale ressaltar que a elaboragdo deste queijo nio deve
sofrer alteragdo na tecnologia de fabricagdo do queijo minas padrio tradicional,
somente adicionando-se os ingredientes, tomando o processo atrativo do ponto
de vista comercial.

Os objetivos especificos deste trabalho foram:



avaliar os efeitos dos microrganismos probidticos ¢ do prebi6tico sobre
as caracteristicas fisico-quimicas do queijo;

verificar, durante o periodo de maturagdo, a sobrevivéncia dos
microrganismos probidticos adicionados no queijo;

determinar os efeitos do prebidtico (inulina) no queijo durante o periodo
de estocagem e verificar sua influéncia no desenvolvimento do
probidtico;

analisar sensorialmente a aceitagdo do produto.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Queijo

A fabricagdo de queijos ¢ uma forma de preservagdo do leite, pela, qual
- 0s seus nutrientes s30 seletivamente concentrados na forma de um alimento de
alto valor nutritivo. A origem da arte de fazer queijo nasceu ha mais de 10.000
anos. A concentragao dos solidos do leite é obtida por processos de coagulagdo,
acidificagdo e desidratagio, embora, atualmente, exista uma ampla gama de
tipos de queijos, todos evoluiram basicamente de um coagulo de leite acido ou
nio (Banks, 1983; Scott, 1986; Fox, 1987).

A fabricagdo de queijos no Brasil é de historia relativamente recente,
firmando-se, do ponto de vista industrial, no inicio do século vinte e, sobretudo,
a partir da década de 1920, com estabelecimento de imigrantes dinamarqueses,
no sul de Minas Gerais e holandeses, na regido de Santos Dumont e Barbacena,
em Minas Gerais (Furtado, 1991). |

Do queijo de minas originaram-se os seguintes queijos: frescal; minas
curado, minas padrdo ou minas prensado; do serro; de coalho (Nordeste) 'g minas
de Araxa, dentre outros. Os primeiros apresentam uma producio relevante em
ambito industrial, enquanto que os trés ultimos ainda t~em uma producio
artesanal, existindo também na regido sul de Minas Gerais.

Um outro tipo de queijo produzido com caracteristicas especificas é
denominado de queijo minas meia-cura. Presume-ﬁe que este produto teve uma
evolucdo técnica de fabricagdo, sendo identificado como queijo minas
padronizado € a metodologia descrita na época difere da utilizada hoje (Furtado
et al., 1984).



Segundo Regulamento Técnico (Brasil, 1996), entende-se por queijo 0
produto fresco ou maturado que se obtém por separagdo parcial do soro do leite
ou leite reconstituido (integral, parcial ou totalmente desnatado), ou de soros
lacteos, coagulados pela agfio fisica do coalho, de enzimas especificas, de
bactérias especificas, de acidos organicos, isolados ou combinados, todos de
qualidade apta para uso alimentar, com ou sem agregagdo de substincias
alimenticias e ou especiarias e ou condimentos, aditivos especificamente
indicados, substincias aromatizantes e matérias corantes. Entende-se por queijo
fresco o que esti pronto para consumo logo apds sua fabricagdo. Entende-se por
queijo maturado o que sofreu as trocas bioquimicas e fisicas necessarias ¢
caracteristicas da variedade do queijo.

2.2 Queijo minas padrio

0] .queijo minas padrio é o mais antigo e original queijo brasileiro. Sua
fabricagdo iniciou-se ainda no século XIX, no estado de Minas Gerais, ¢ ¢
conhecido como minas curado, prensado ou minas pasteurizado (Furtédo &
Lourengo Neto, 1994). A quantidade de queifo minas padrdo produzido
manteve-se constante no periodo de 1991 a 1995, apresentando ligeiro aumento
a partir de 1996, sendo sua participagdo no mercado de 1,4%, conforme dados da
Associagio Brasileira das Indistrias de Queijo (ABIQ, 2002) (Tabela 1).



TABELA 1 - Produgio, em toneladas, de queijo minas padrdo no Brasil, em
estabelecimentos sob inspegdo federal, no periodo de 1991 a

2002.
Produciio do queijo minas padrio no Brasil
Ano
(t)

1991 , 3.374
1992 3.036
1993 3.036
1994 3.491
1995 3.840
1996 4.109
1997 4.520
1998 4800
1999 5.000
2000 5.200
2001 5460
2002 : 5.733

Fonte: ABIQ (2002).

Segundo o Regulamento de Inspe¢do Industrial € Sanitaria de Produto de
Origem Animal (RIISPOA) (Brasil, 1997), no art. 614, o queijo minas padrio é
o produto obtido de leite integral ou padronizado, pasteurizado, de massa crua,
prensada mecanicamente e devidamente maturada durante vinte dias e deve
apresmﬁr:

= formato: cilindrico, de faces planas e bordos retos, formando angulo
Vivo,
. peso: 1,0a 1,2 kg;
= crosta: fina amarelada, preferentemente revestida de parafina;
"= consisténcia: semidura, tendente 4 macia, de untura manteigosa;
*= textura: buracos mecanicos € em cabega de alfinete, pouco numerosos;
= cor: branco-creme, homogénea;

= odor e sabor: proprios, acidos agradaveis e ndio picantes.



A fabricagdo do queijo é feita com leite pasteurizado (72°C/15s), com
teor médio de gordura entre 3,2% e 3,4% e fermento lactico mesofilico tipo O
composto de Lactococcus lactis spp. lactis (5%) e Lactococcus lactis spp.
cremoris (95%). Sua coagulagio é feita por meio de coalho €, no corte devem
ser obtidos grios de tamanho grande, devendo ser maturado (Furtado, 1994).

{/\2. 2.1 Fluxograma de fabricacdo do queijo minas padrdo

A Figura 1 descreve a seqiiéncia tradicional de fabricagdo do queijo
minas padrdo, adaptado de Furtado (1994).

2.3 Microrganismos utilizados na fabricacéio do queijo

Os microrganismos sio usados pa fabricagdo do queijo para promover o
desenvolvimento da acidez durante a cura e também para conferir as
propriedades distintas de textura e sabor.

O desenvolvimento da acidez influencia as propriedades de textura dos
queijos e também proporciona condigdes ambientais corretas, as quais permitem
a formagdo de compostos flavorizantes na fabricacio do queijo (Banks, 1988).

As culturas starfers sdo as principais bactérias gram-positivas que
utilizam a fermentagdo da lactose como via de producdo de acido lactico no
leite.

0O acido lactico é responsavel pelo sabor suave e acido que enriquece 0s
queijos ¢ é importante na formag&o da textura durante a matura¢do. Além disso,
as culturas starter tém outro papel essencial: a produg3o de compostos de aroma
volteis como o diacetil, aldeidos e a sintesc de enzimas proteoliticas e
lipoliticas envolvidas na maturagdo dos queijos e inibigio de patogenos e de
alguns microrganismos esporulados. Os quatro géneros amplamente utilizados



sdo Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc e Streptococcus (Ferreira, 2003).

Leite pasteurizado a 75°C/15s
v
Resfriamento a 32°C
v
Adig3o de cloreto de calcio a 250 ppm
\4
Coagulagdo por 45 minutos
v :
Corte da massa
v
Mexedura
A4
Ponto
v
Dessoragem
\ 4
Enformagem e prensagem
A4
Salmoura a 20%, a 10°C - 12°C por 24 horas
v
Secagem por 24 horas em umidade relativa a 85%
A4
Maturagdo a 10°C - 12°C
v
Embalar a vacuo
v
Comercializagdo

FIGURA 1 - Fluxograma de fabricagio do queijo minas padrio (adaptado de
Furtado, 1994).



2.3.1 Género Lactococcus

Lactococcus lactis spp. lactis e Lactococcus lactis spp. cremoris sao
culturas starters mesofilicas (Tabela 2), utilizadas pa producdo de uma
variedade de queijos, as quais sdo incorporadas aos processos de fabricagdo
somente em intervalos de temperaturas moderadas (préximas a 40°C). Sao
culturas acidificantes e ndo produzem olhaduras nos queijos. O género
Lactococcus (grupo lacticos/N - Sherman, 1937, produz écido lactico na forma
L(+), sendo o componente mais frequentc na compoéiqﬁo de fermentos
mesofilicos para laticinios (Furtado, 1991).

TABELA 2 - Caracteristicas de subespécies do género Lactococcus empregadas
como cultura lactica (Ferreira, 2003).

Lactobacillus lactis

Fenétipo spp. lactis ssp crentoris

Crescimento

40°C

4% NaCl

0,1% de azul de metileno
pH=9,2

Utilizacdo de citrato

Vo
]

Fonte: adaptado de Ferreira (2003).

2.3.1.1 Lactococcus lactis ssp. cremoris

Sio cocos, gram-positivos, mesofilicos, homofermentativos, produzem
acido lactico a partir da lactose, crescendo na faixa de temperatura de 36°C a
41°C. Estes apresentam-se em longas cadeias, produzem acido por volta de 1,0%
de acido lactico, sensivel ao sal, inibido em meio com mais de 4,0% de sal,

resistente até o pH 9,2. Sdo destruidos pela pasteurizagdo do leite e constituem
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quase que 90% da flora original do fermento. Produzem uma bacteriocina, a
diploccina, que atua como inibidor de outras bactérias lacticas (Furtado, 1991).

2.3.1.2 Lactococcus lactis ssp. lactis

S0 cocos, gram-positivos, do tipo diplococos, mesofilicos,
homofermentativos, produzem acido até a concentragdo de 1,0% de acido
lactico, resistente ao sal, sendo capaz de crescer em meios com até 4,0% de sal
na umidade € entre 10°C ¢ 40°C. S3o destruidos pela pasteurizagdo do leite e
constituem apenas uma pequena fragido (5%) da cultura lactica normal (Furtado,
1991).

2.4 Probiéticos

Os efeitos benéficos de microrganismos vivos no trato intestinal
remontam a Antiguidade e as primeiras citagdes foram feitas pelo historiador
romano Plinio, em 76 antes de Cristo, sobre o uso de leites fermentados no
tratamento de varias formas de infecgdes intestinais (O’Sullivan, 1992).

O estudo sistematico dos microrganismos normalmente presentes no
intestino originou-se das pesquisas de Escherich, em 1885. Seus estudos sobre
gastroenterite ¢ desnutricdo infantil, realizados na Universidade de Viena,
levaram-no 4 descoberta dos lactobacilos, inicialmente classificados como
Bacterium coli communior e, posteriormente, reclassificados como Escherichia
coli (Mitsuoka, 1977, 1989).

Em 1899, Tissier entdo pesquisador do instituto Pasteur, realizou estudos
sobre a microbiota do sistema digestivo de recém-nascidos e dwcbbriu as
bifidobactérias classificadas inicialmente como Bacillus bifidus commnis e
posteriormente como para Lactobacillus bifidus ¢ finalmente foi reconhecida
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como género do Bifidobacterium sp (Mitsuoka, 1977; 1989).

Em 1900, Moro descobriu uma nova espécie de microrganismo isolada
das fezes de recém-nascidos alimentados com leite materno, classificando-a
como Bacillus acidophillus, posteriormente reclassificada como Lactobacillus
acidophillus (Mitusoka, 1977, 1989). Moro foi o primeiro pesquisador a propor a
_existéncia de um grupo de bactérias residentes no intestino, exercendo uma
fungiio preventiva contra a invasio de microrganismos patogénicos (Mitsuoka,
1989).

Em 1906, Tissier propds o uso de espécie de Bifidobacterium sp, Bo
tratamento de casos de diarréia infantil. Em 1907, Metchnicoff apresentou a
primeira hipotese sobre a regulagio da microbiota ¢ fisiologia intestinal por
lactobacilos, apés a constatagio da correlagdo da longevidade dos povos dos
Balcans com o elevado consumo de iogurte (O° Sullivan, 1992).

Segundo Goldin (1998), a palavra probiético foi introduzida por Lilly &
Stillwell, em 1965, para descrever microrganismos que desempenham atividades
benéficas. Kurmmann (1988) e Fuller (1994) definem probidticos como
microrganismos vivos que, quando consumidos, agem no trato gastrintestinal do
hospedeiro, melkorando sua microbiota.

A designagdo de probiéticos ¢ conhecida ha mais de 35 anos, mas foi
Fuller que, em 1991, os definiu como suplementos alimentares e como
microrganismos que produzem eftitos benéficos no hospedeiro por meio da
melhora da microbiota intestinal. Os probioticos fazem parte do grupo
" denominado “alimentos funcionais™, cujo principal alvo € a mucosa intestinal e
sua microflora, estdo incluidos neste grupo o iogurte € os leites fermentados
(Souza, 2001), cujo consumo vem apresentando um crescimento vertiginoso,
estando disponiveis em varios formatos e formulagdes para o consumo (Ferreira,
2003).

Segundo Lee et al. (1999), as bactérias mais amplamente utilizadas pela
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indistria de alimentos pertencem ao grupo das bactérias lacticas. Os
microrganismos probidticos sio bactérias gram-positivas e sfo incluidas
basicamente em dois géneros: Lactobacillus e Bifidobacterium que, usualmente,
sdo adicionados em leites fermentados ou acrescentados na forma liofilizada
(Ziemer & Gibson, 1998; Who, 2001).

A morfologia das bactérias lécticas pertencentes ao género
Lactobacillus, conforme a Figura 2, € freqiientemente considerada seguras ou
reconhecidamente segura (generally recognized as safe - GRAS) Collins et al.,
1998; Lee et al., 1999).

FIGURA 2 - Eletromicrografia de Lactobacillus acidophillus aderido as
vilosidades intestinais.
Fonte: Probidticos (1999).

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA)
(Brasil, 2002), probiéticos sio microrganismos vivos capazes de melhorar o

equilibrio microbiano intestinal, produzindo efeitos benéficos A saide do
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individuo.

Os alimentos probidticos fazem parte do mercado de alimentos
funcionais, que vem crescendo vertiginosamente. Esses alimentos estdo
disponiveis em véﬁos formatos, como formulagdo para animais, produtos
farmacéuticos, produtos de confeitarias e produtos licteos, fermentados ou nio.

A indistria de laticinios esta entre as que apresentam maior crescimento
na disponibilizacdo de produtos funcionais, em especial nos segmentos de
iogurtes e outros leites fermentados. Essa funcionalidade € efetivada por meio da
utilizacdo de culturas probidticas e ou adicio de substancias prebiéticas
(Ferreira, 2003).

Os probidticos constituem um motivo de investigagdo atual pelo seu
interesse em varias areas do conhecimento, notadamente a medicina, a
veterinaria e a indistria de alimentos, dai resultando seus conceitos. Por isso, em
1999, foi elaborado, na Europa, um documento de consenso que define
probidtico como um alimento qué incorpora  MICrorganismos Vivos
(Lactobacillus e bifidobactérias) e que, consumido em quantidades suficientes,
deve produzir efeitos. benéficos para a saiide e para o bem estar, para além dos
efeitos nutricionais habituais. Esta definicio, embora abrangente, ¢ algo limitada
por considerar apenas microrganismos vivos, uma vez que alguns produtos
considerados como probidticos sdo constituidos por lisados bacterianos ou
produtos inativados pelo calor que, quando ingeridos, exercem efeitos benéficos
para a saiide do hospedeiro (Souza, 2001). '

2.4.1 Principais microrganismos probidticos e seus produtos de metabolismo
Nas diferentes regides do trato digestivo estdo presentes grupos

especificos de microrganismos, como bactérias bifidas (predominéncia no colon)
e lactobacilos (predominincia no intestino delgado), que modulam a microbiota
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num microambiente, por meio de seus produtos e metabolismo, conforme
(Figura 3) (Probioticos, 1999). Para se obter 0 miximo beneficio é necessdrio
que 0s mesmos estejam vidveis e disponiveis no alimento em concentragdes
superiores a 10° UFC/g, para Lactobacillus spp. e 10'UFC/g, para
Bifidobacterium spp. (Ferreira, 2003).

FIGURA 3 - Local de aciio dos microrganismos probidticos: Lacobacillus

acidophillus e Bifidobacteirium.
Fonte: Probidticos (1999).

Estomago
1.000 bactéria
por grama

Intestino delgado
Entre 10.000 e

1 milhdo de bactérias
por grama

Colon
Entre 100 e 1.000.000.000
de bacterias por grama

As espécies probidticas mais utilizadas para conferir funcionalidade aos

produtos licteos estio indicadas na Tabela 3.
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A colonizagdo das bactérias lacticas probidticas no intestino delgado se
faz pelo consumo continuo de alimentos carreando niveis de 10° UFC/g de
Lactobacillus (Ferreira, 2003).

TABELA 3 - Principais bactérias probiéticas e seus produtos de metabolismo
(Ferreira, 2003).

Espécies Produtos de metabolismo
Bifidobacterium adolescentis L(+) lactato, acetato
Bifidobacterium breve L(+) lactato, acetato
Bifidobacterium bifidum L(+) lactato, acetato
Bifidobacterium infantis L(+) lactato, acetato
Bifidobacterium longum L(+) lactato,acetato
Enterococcus faecium L(+) lactato
Lactobacillus acidophilus DL lactato
Lactobacillus casei L(+) lactato
Lactobacillus rhamnosus L(+) lactato
Lactobacillus reuterii DL lactato,CO,

* acetato: lactato na proporgdo 3:2.

Segundo Ferreira (2003), a predominéncia de Lactobacillus diminui os
processos putrefativos no trato instestinal, diminuindo o actimulo de substéncias
nocivas, promovendo uma vida mais saudével para o hospedeiro. Esta teoria
ficou conhecida como “Teoria da longevidade”. O género Lactobacillus tem
recebido diferentes classificagdes e alteragdes de algumas de suas espécies,

conforme Tabela 4.
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TABELA 4 - Redenominagdo de espécie e alterag3o de géneros de algumas

espécies de Lactobacillus (Ferreira, 2003).

Nomenclatura anterior Nomenclatura atual
L. bulgaricus ‘ L. delbrueckii spp. Bulgaricus
L. casei spp. Alactosus L. casei
L. casei spp. pseudoplantarum L. casei
L. casei spp. Rhamnosus L. rhamnosus
L. casei spp. Tolerans L. casei
L. lactis L. delbrueckii spp. Lactis
L. jugurti L. helveticus .
L. divergens Carnobacterium divergens
L.piscicola Carnobacterium piscicola
L. minnutus Atopobium minutum
L. rimae Atopobium rimae

2.4.2 Aspectos funcionais dos probidticos

Segundo Goldin (1998) e Madiey (2001), sdo atribuidas vérias funcdes

a0s microrganismos probiéticos, como:

diminui¢do do colesterol sérico e da reabsor¢iio de compostos aminados
indesejaveis;

aumento da absor¢do de minerais, como calcio, ferro e magnésio;,
aumento da resposta do sistema imune do hospedeiro;

favorecimento do metabolismo de algumas substincias, como o da
lactose ,em individuos lactase ndo persistentes;

aderéncia as paredes epiteliais, habilidade de estabilizar a microbiota
intestinal;

propriedades antigenotoxicas e nio patogénicas;

prevencdo de céncer, redugdo do colesterol, infecedes no trato urinario,
alergias, inflamagdes e hipersensibilidade.
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2.4.3 Adequacédo da tecnologia de produtos licteos probidticos

Segundo Ferreira (2003), os produtos lacteos probidticos devem ser
produzidos utilizando-se as mesmas tecnologias empregadas no processamento
dos produtos lacteos ndo probidticos, levando em consideracio alguns fatores
que devem ser citados para garantir sua funcionalidade, como:

« adequagdo da cultura, levando em conta o publico alvo: crianga ou
adulto;

» funcionalidade esperada;

=  sobreviver em leite;

= ndo alterar o sabor caracteristico do produto;

= resultar em produto com textura esperada;

= produgio de acido na taxa esperada ou ser carreada pa forma
concentrada;

« 2 cultura deve ser resistente  acidez do produto € as rapidas mudangas
de pH ap6s a digestéo;

= resistir 4 presenga de bile e de outras secregdes intestinais;

«  ndo produzir substincias indesejaveis;

= habilidade de passar pelo trato gastrintestinal em estado viavel;

= estar presente em elevada concentracdo celular ao final da fermentago;

« habilidade de se multiplicar no trato gastrintestinal.

2.4.4 Caracteristicas do género
Conforme dados de Gomes & Maicata (1999), os Lactobacillus
apresentam as seguintes caracteristicas:

« forma de bacilos ou cocobacillos;

«  gram positivos ¢ asporogénicos;
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= aps pares ou formando correntes curtas;

= isolados de boca, vagina e intestinos;

= anaerobios facultativos ou microerofilicos;

= ndo formam esporos, catalase e benzidina negativos;

* algumas estirpes podem produzir uma ‘pseudomalase € outras estirpes
podem apresentar motilidade;

= crescem na faixa de 2°C a 53°C;

= o conteudo de G + C encontra-se entre 32 a 55 mol%;

= formam isGmeros do acido lactico: L(+), D(-), DL;

= homofermentativo/heterofermentativo;

* crescem em pH 4,5, mas ndo crescem em pH 9,0.
2.4.5 Grupo-espécie Lactobacillus acidophillus
O Lactobacillus foi primeiramente descrito por Moro, em 1900 e
denominado de Lactobacillus acidophillus. O grupo-espécie foi redefinida por
Mitsuoka (1992) com seis componentes, apresentando caracteristicas fenotipicas

bem definidas, conforme descrito na Tabela 5 (Ferreira, 2003).

TABELA 5 - Caracteristicas fenotipicas do "grupo-espécie Lactobacillus

acidophillus.
Esvéci G+C  Crescimente (NaCl%) FermentasSe
pecie % o
o 3.5 4,5 50 Melibiose Rafinose Trealose

L. acidophillus 32 - 37 - - - .- v* +
L. amylovorus 40 - - - v + +
L. crispatus 35-38 + - - + + -
L. gallmarum  33-36 + + - + + -
L. gasseri 33-35 + + v - - +
L. Johmsonii 32-38 + + + v v +
* Variavel.

Fonte: Ferreira (2003).
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Conforme dados de Gomes & Malcata (1999), os Lactobacillus
acidophillus apresentam as seguintes caracteristicas:

»  gram negativos, pares ou em cadeias curtas;

=  homofermentativos, anaerébios ou microaerofilicos;

= pdo possuem flagelos, ndo tém motilidade e ndo formam esporos;

= apresentam tamanho/largura de 0,6 2a 09 pm e 1,5 a 6,0 pm de
comprimento;

= intolerantes ao sal;

= nio contém citocromos e sdo benzidina negativas;

= composigio base do DNA G + C de 34 - 37 Mol%;

= produzem isdmeros do acido lactico DL;

» crescem em reduzida pressdo de oxigénio e em 5% a 10% CO;;

= podem cr&scerétenmeramrade45°C,masocresciment06timoéa35°C
a 40°C;

« toleram acidez de 0,3% a 1,9%, com pH étimo de 5,5 2 6,0;

= composigio da parede celular: peptidoglicanos (Lys-D Asp).

2.4.6 Grupo-espécie Lactobacillus casei

O Lactobacillus casei é um microrganismo homofermentativo, grande
produtor de lactacto L(+), que chega a produzir a forma isomérica L(+) pura
(Vaccari et al., 1993). Apresenta temperatura Gtima de crescimento a 37°C e
minima de 15°C. O pH 6timo de crescimento € 6,8, com minimo em torno de 3,0
(Rasic ¢ Kurmann;1983; Ferreira,1987). A Tabela 6 apresenta a reclassificagdo

de Lactobacillus casei (Ferreira, 2003).
A estirpe do Lactobacillus casei € capaz de sobreviver ao suco gastrico e

.....

microrganismos patogénicos, como Listeria monocytogenes ¢ Shigella sonnei
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(Kandler & Weiss, 1986; Macias et al., 1992). Também tem sido empregada
como agente profilitico, reduzindo o periodo de diarréia, associada a
administragio de ampicilina e a reincidéncia de colite pseudomembranosa
causada pelo Clostridium difficile (Gilliland, 1979; Gorbach et al., 1987,
Fernandes et al., 1988).

TABELA 6 - Reclassificagio de Lactobacillus casei (Ferreira, 2003).

Kandler & Weiss (1986) Collins et al. (1989) Dicks et al. (1996)
L. casei ssp. casei L. casei L. zeae, L. casei
L. casei ssp. rhamnosus L. rhamnosus L. rhamnosus
L. casei ssp. tolerans L. paracasei ssp. tolerans L. casei
L. casei pseudoplantarum  L.paracasei ssp. paracasei L. casei
L. casei ssp. alactosus L.paracasei ssp. paracasei L. casei

Estudos clinicos indicam a ag¢@o deste microrganismo no tratamento de
diarréia infantil, estabilizagdo da permeabilidade intestinal, balango da
microflora intestinal, tratamento da superficie de bexiga com cancer, aumento da
imunidade e avangos em vacinas (Tamine, 2002).

A adminstracdo oral de Lactobacillus casei tem gerado ativagdo de
macréfagos ¢ das fungdes linfocitarias. Foi demonstrado que a injegdo
intraperitoneal de Lactobacillus casei em comundongos estimula a atividade
antitumoral ¢ que este efeito supressor esti relacionado com a ativagio de
macrofagos € linfocitos. O uso de leite fermentado com Lactobacillus casei
biovar shirota é indicado para diminuir a duragio de diarréia, durante enterite
por rotavirus em criangas (Kato et al., 1981; Perdigon et al., 1986; Marteau,
1996).

A resposta imune obtida com Lactobacillus casei, expr&c'sando o
fragmento C da toxina tetinica (TTFC) na superficie da parede celular, quando o
fragmento ¢ administrado por da via subcutinea com o adjuvante de Freund,
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apresentou reagdo também positiva e foi capaz de elevar os niveis de anticorpos
TTFC-especificos, ao ser administrado pela via intranasal em comundongos.

' O Lactobacillus casei mostrou-se capaz de estimular a resposta
imunitaria de criangas quando vacinadas por via oral contra o rotavirus, virus
responsavel pela diarréia aguda infantil, nos paises em desenvolvimento
(Isolauri et al., 1995; Steidler et al., 1998; Maassen et al., 1999).

2.5 Transformagdes quimicas durante a maturagio do queijo

Durante a maturagio do queijo ocorrem varias modificacdes de ordem
microbiolégica, bioquimica e quimica. Os constituintes do queijo, proteinas,
lipidios e lactose residual, sofrem degradagio em produtos primarios €
secundarios. Os principais compostos que tém sido isolados de diversos querjos
sdo peptideos, amimoacidos, acidos, ti6is e tioesteres de proteinas, acidos
gordurosos, metilcetonas, lactonas e esteres de lipideos e acidos organicos, como
os acidos lactico, acético, propionico, diéxido de carbono, ésteres e alcoois da
lactose.

A combinagiio € a concentragdo destes compostos s3o rgsponséveis pelas
caracteristicas de sabor em diversos queijos (Fox et al., 1995).

2.5.1 Efeito do pH

O pH modifica a textura do queijo durante toda a maturagdo. O pH
inicial do queijo é de aproximadamente 4,6 a 4,7 e sua textura ¢ firme e
brilhante; o aumento desse valor, durante o dltimo estigio da maturagdo, € um
importante fator no amolecimento do corpo do queijo. A elevagdo do valor de
pH também permite o crescimento de microrganismos acidos tolerantes que sdo
derivados da fabricagio de queijo. Tais microrganismos podem fazer uma
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contribuiggo positiva ou negativa ao sabor.

O pH do queijo eleva-se muito pouco durante a maturagio para as
massas fechadas e cozidas, mas ndo chega a peutralidade e eleva-se mais
acentuadamente para as massas moles que podem se tomar alcalinas. O sabor
desses tipos de queijos ¢, evidentemente, muito diferente. O queijo de longa
conservagio tem, em geral, pH que nio ultrapassa 5,6. O papel regulador do pH
¢ muito importante, pois inimeras enzimas microbianas, como endopeptidases e
descarboxilases, sdo mais ativas em torno de pH 5 a 6. Por outro lado, as
desaminases t8m um pH Otimo mais elevado em tomo de 7 ou superior
(Surazinski & Petersen, 1973).

2.5.2 Efeito da temperatura/umidade

O controle de temperatura e umidade é fator muito importante durante os
primeiros 12 dias de maturag@o do queijo minas padrdo. A temperatura deve ser
controlada entre 11°C ¢ 14°C e a umidade relativa mantida entre 85% e 90%. A
maturagio ¢ reduzida sob temperaturas ¢ umidades baixas. Em altas
temperaturas ¢ umidades, a superficie dos queijos ficard molhada, o corpo
desidratado, ¢ provavelmente, havera crescimento excessivo dé_ uma
biodiversidade de microrganismos indesejaveis (Surazinski & Petersen, 1973),

2.5.3 Efeito do sal no queijo

Os fendmenos fisico-quimicos e bioqﬁimicos que caracterizam o
processo de maturagio do queijo s3o afetados pelo seu teor de sal, uma vez que a
protedlise (degradagdo protéica) e a Lipdlise (hidrélise da gordura) sdo reguladas
por enzimas ativadas nos teores de sal normais do queijo entre 0,5% a 2,5%, em
geral, e inibidos em teores excessivamente elevados (Furtado, 1991).
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Quanto mais elevada for a umidade do queijo, mas rapida é a protedlise a
uma dada temperatura. Os queijos mais dessorados tém uma maturacdo mais
lenta e este fendmeno se deve a um aumento da concentragio de sal, com
conseqiiente abaixamento da atividade de agua e diminui¢do da disponibilidade
deéguapamocr&scimemobacteﬁanoepmaadegmdaqioprotéicaemrmﬁm
caracterizadas principalmente pela hidrolise das ligagdes peptidicas. A lipolise
prossegue nos queijos mais fortemente salgados, assim que cessa a protedlise

A concentragio de sal no queijo provavelmente controla a formacdo de
sabor amargo por sua influéncia na atividade do coalho e das proteinases
bacterianas. A atividade do coatho em relagdo a paracaseina tem seu pomnto
miximo em concentragio de sal entre 2,5% a 4,0% e a atividade diminui
rapidamente em caso de aumento nesta concentragio (Surazinki & Petersen,
1973). ,

Quando o teor de sal é superior a 4,9%, o defeito quase sempre ndo
aparece, 0 .que geralmente ocorre quando este teor de sal ¢ inferior a 4,3%. Pode-
se entdo concluir que a fragdio B da caseina € a principal precursora dos
peptideos amargos em queijos, podendo ser inibida a hidrolise desta ﬁacéo pelo
aumerito das concentragdes de sal (Furtado, 1991).

2.6 Prebiéticos

Os prebidticos podem ser definidos como ingredientes ndo digeriveis que
afetam de maneira benéfica o organismo por estimular seletivamente o
crescimento ¢ ou atividade de um ou de um numero limitado de bactérias no
colon (Gibson & Roberfroid, 1995).

Segundo Gibson (1999), um ingrediente alimentar, para ser considerado
prebidtico, deve atender aos seguintes itens:
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nio pode ser hidrolisado, nem absorvido na parte superior de trato

gastrintestinal;

* deve ser scletivamente fermentado por um ou um limitado numero de
bactérias potencialmente benéficas no colon;

* deve alterar a composi¢io da microbiota para uma composi¢do mais
saudavel;

= deve preferencialmente induzir efeitos que sdo benéficos para a saude do

hospedeiro.

Atualmente, os carboidratos nio digeriveis mais estudados com
atividades prebioticas sdo os frutooligossacarideos (FOS), também denominados
oligofrutose e inulina. Pesquisas comprovam que os FOS modificam o habitat
intestinal, causando um aumento do bolo fecal (Gibson & Roberfroid, 1995,
German et al., 1999).

A normalizacdo da freqiiéncia fecal ¢ o efeito prebidtico aumentam o
numero de bactérias e ou a atividade do numero de bifidobactérias e bactérias do
actdo lactico no intestino humano (German et al., 1999). ,

Além dos FOS, podem-se citar como exemplo os seguintes ingredientes
com caracteristicas prebidticas: derivados de lactose, como a lactulose e o
lactitol, os galactooligossacarideos e os oligossacarideos de soja (O'Sullivan,
1996).

2.6.1 Ocorréncia natural de prebidticos
Os oligofrutoses e a inulina sio de ocorréncia natural, principalmente em
produtos de origem vegetal, estando presentes como compostos de reserva

energética em mais de 36.000 espécies de vegetais, muitos destes utilizados na
alimentagdo humana. As principais fontes naturais de frutooligossacarideos
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incluem trigo, cebola, banana, alcachofra, alho e raizes de chicoria (Carpita et
al., 1989; Hartemink et al., 1997), conforme Tabela 7.

TABELA 7 - Ocorréncia natural de inulina e oligofrutose em alimentos.

. Inulina Oligofrutose
Alimentos (%) (%)

Cebola 2,0-6,0 2,0-6,0
Chicoria (raizes) 15,0 - 20,0 5,0-10,0
Aspargos 1,0-30,0 1,0-20,0
Alho _ 9,0-16 3,0-6,0
Banana 0,3-0,7 0,3-0,7
Trigo 1,0-4,0 1,0-4,0
Centeio 0,5-1,0 0,5-1,0
Cevada 0,5-15 0,5-1,5

Alho poro 3,0-10,0 2,5-80

Fonte: Roberfroid et al. (1993); Gibson et al. (1994).

2.6.2 Consumo de prebidticos

De acordo com Spiegel et al. (1994), a dose efetiva diaria de
frutooligossarideos (forma pura) é de 3,0 g; a dose minima requerida de
frutooligossacarideos para induzir diarréia é de 44 g para o.homem e de 49 g
para mulheres. Hidaka et al. (1986) estipularam que a quantidade eficaz de
frutooligossacarideos mecessaria para adultos € cerca de 5 g/dia. Na dieta
americana, a ingestio de FOS ocorre, principalmente, por meio do trigo (70%) e
da cebola (25%). A ingestdo didria per capita de FOS ¢ de 2 a 4 g, para
americanos e 3 a 12 g, para europeus (Gibson et al., 1994).

De acordo com a FAO, no Brasil, em 1999, o consumo per capita anual
de trigo foi de, aproximadamente, 48,6 kg; o de cebolas foi de 5,3 kg e o de
bananas de 274 kg, Considerando estas informagdes ¢ os valores da Tabela 7,
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estima-se que o consumo médio diario de FOS no Brasil esteja em torno de 3 a
12 g (Nitschkee & Umbelino, 2002).

2.6.3 Estrutura quimica

Os frutooligossacarideos sdo polimeros de D-frutose unidos por meio de
ligacGes glicosidicas do tipo B-(2—1) com uma molécula de sacarose terminal e
este tipo de ligagdo glicosidica ndo € hidrolisada pela ag@o das enzimas
digestivas (Anderson et al., 1999).

A sintese destes compostos nas plantas inicia-se a partir da transferéncia
de uma unidade de frutose entre duas moléculas de sacarose, portanto, alguns
FOS possuem uma molécula de glicose na extremidade da cadeia.

Dependendo do comprimento da cadeia, definida pelo numero de
unidades de monossacarideos, também chamado grau de polimeriza¢do (DP), os
FOS podem ser chamados de oligofrutose (DP<10, com média = 4,8) ou inulina
(DP de 2 a 60, com média = 12) (Gibson & Roberfroid, 1995; Niness et al.,
1999).

» As oligofrutoses originam-se da hidrdlise enzimatica parcial da inulina
que pode ocorrer naturalmente como também pode ser obtidas industrialmente. .

Além do baixo grau de polimerizagdo, os oligofrutoses sdo representadas
pela formula GFn (polimeros de glicose-frutose, em que n representa 0 nimero
de unidades frutosil) ou Fm (polimeros de frutose, em que m representa o
numero de unidades frutosil). Estes produtos diferenciam-se pelo fato de os
compostos do tipo Fm serem redutores, enquanto que GFn ndo o sdo
(Roberfroid, 1993) (Figura 4).
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FIGURA 4 - Estrutura quimica da inulina e da oligofrutose.

A quantidade de frutooligossacarideos ¢ o grau de polimerizagio variam
grandemente com a sua fonte. Assim, bulbo de dalia, chicoria e tubérculos de
alcachofra-de-jerusalém apresentam quantidade significativa deste carboidrato
de reserva, mas com graus de polimerizagdo diferentes, sendo 18 para chicéria, '
acima de 18 para bulbo de dalia e inferior a 18 para tubérculos de alcachofra-de
Jerusalém. Cereais, como trigo e centeio, apresentam frutooligossacarideos com
gmudepoﬁmerizaqﬁodeZa?,masamaioriadasﬁ'utanasédoﬁporamiﬁmda,
com ligagdes glicosidicas 8 2-6 (Molder, 1994; Housley et al.,1989; Carpita et
al., 1989; Edelman & Jefford, 1968; Edelman, 1956; Bacon & Edeiman, 1951).
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2.6.4 Propriedades dos frutooligossacarideos (FOS)

Segundo Schneeman (1999), Molis et al. (1996), Yun (1996) e Bornet
(1994), as principais propriedades dos FOS s3o:

s as oligofrutoses possuem propriedades funcionais semelhantes a da
sacarose ou do xarope de glicose; ‘

» sdo higroscopicas e sua capacidade de retengdo de agua ¢ maior que a da
sacarose;

= oligofrutoses do tipo GFn ndo sio redutores e portanto apresentam a
vantagem de ndo serem suscetiveis a reagdo de Maillard;

* quanto a estabilidade, estes agucares suportam pH superiores a 3 e
temperatura de até 140°C; _

= a viscosidade ¢ compardvel 2 da sacarose ¢ a solubilidade em agua
atinge 80% a 25°C,

* representa entre 30% e 50% do poder dogante da sacarose, esta
propriedade € bastante util em alimentos nos quais o uso da sacarose ¢
restrito; | _

* ndo cristalizam, ndo precipitam, nem deixam sensagdo arenosa ao
paladar; )

* 0o sdo degradados pela maioria dos processos térmicos da indistria de
alimentos, como, por exemplo, a pasteurizagio;

* sdo isentos de calorias podendo ser usados em alimentos para diabéticos
¢ alimentos de baixo valor caldrico; . .

* ndo s3o cariogénicos, ou seja, ndo sdo metabolizados por Strepococcus
mutans evitando a formagdo de 4cidos e B-glucanos, responsaveis pelo
desenvolvimento das caries;

*  tém ag8o como fibra alimentar: resisténcia a digestdo;
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= possuem alta dispersibilidade em 4gua, sdo rapidamente fermentados
pelos microrganismos do célon €, conseqiientemente aumentam a massa
fecal e a freqiéncia de evacuagdo e diminuem a constipagao;

= ndo possuem sabor desagradavel e nio aumentam a viscosidade dos
alimentos.

2.6.5 Efeitos benéficos dos FOS a saide

Os efeitos benéficos a saide promovidos pela ingestio de
frutooligossacarideos assemelham-se aquele atribuido as fibras, pois, aumentam
o bolo fecal, reduzem o trénsito gastrintestinal, aumentam o volume do lamen
intestinal e podem suprimir a digestio e absor¢do de nutrientes no intestino,
além de exercerem um efeito modulador da flora intestinal (Okue et al., 1984,
Tokunaga et al., 1986 ¢ 1989). ,

De acordo com Nitschke & Umbelino (2002), sdo inimeros os
beneficios que os FOS promovem a saiide, destacando-se:

« efeito anticarcinogénico;

. efeito hipolipidémico;

s efeito na intolerdncia 4 lactose;

= redugio de metabolicos toxicos;

« efeito na encefalopatia portal sistémica;

« prevencdo da diarréia;

= aumento a proliferagio de bifidobactérias e redugéo de patogenos;

«  aumento na absorgio (calcio, magnésio fosforo);

*  redugdo da pressdo sanguinea;

» redugio de varias patologias humanas (doengas auto-imunes, cincer,
acne, cirrose hepatica, constipagdo, intoxicagio alimentar, diarréia
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associada a antibiticos, problemas digestivos, alergias ¢ gases
intestinais);

reducdo do colesterol;

producio de acidos graxos de cadeia curta.

2.6.6 Principais aplicagdes dos frutooligossacarideos

De acordo com Yun (1996); Fishbein et al. (1998); Niness (1999) ¢

Pszczola (1999), os FOS podem ser aplicados nos seguintes alimentos:

formulagio de alimentos dietéticos, em que sio utilizados como
substitutos de gorduras em sorvetes, cremes, vegetais, queijos Cremosos ‘
e patés ou como substitutos de agicares em chocolates e sobremesas
instantineas;

enriquecimento do teor de fibra dietética quando adicionados em barras
de cereais, biscoitos, bolos e cereais matinais;

formulagGes de alimentos prebié;ticos, como bebidas lacteas funcionais
ou simbiéticos, no caso de iogurte;

produtos de confeitarias, substituindo carboidratos e gerando produtos
de teor reduzido de agicar, produtos para diabéticos néctares frescos,
Sucos;

formulagdes para produtos alimenticios para animais com os mesmos
efeitos prebidticos (aditivos alimentares para suinos e aves domésticas);
podem ser usados em outros tipos de indistrias que no as de alimentos
(ragdo para gado, aves). '
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2.7 Inulina

A inulina foi descoberta por Rose, em 1804 (Gibson et al., 1994) e, nos
meados do século XIX, sua rota bioquimica foi elucidada. Entretanto, suas
propriedades de resisténcia a digestdo s¢ foram descobertas no inicio do século
XX. Somente mais recentemente é que foram descobertas as propriedades
benéficas a saude deste tipo de carboidrato e, conseqiientemente, sua produgio
industrial despertou mais interesse (Nitschke & Umbelino, 2002).

A inulina ¢ formada por uma mistura heterogénéa de polimeros de
frutose (GFn ou Fm) amplamente distribuida na natureza como compostos de
reserva de vegetais. As unidades de frutose sdo, geralmente, unidas por ligagdes
do tipo B 2-1; quase todas as cadeias podem ter até 60 unidades que terminam
com uma molécula de glicose (Niness, 1999) (Figura 5).

GP = Grau de Polimenzacao

FIGURA 5 - Representagdo esquematica da inulina (Orafti, 2004).
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A molécula de inulina também pode apresentar uma pequena incidéncia
de ramificagdes, dependendo da planta de origem. No caso da inulina de chicoria
Chicorium inibus, sdo encontradas entre 1% ¢ 2% de ramificagdes do tipo B 2- 6.

A produgdo de inulina € realizada a partir da extragdo de raizes de
chicorias. A inulina é extraida com agua quente, coﬁforme Figura 6, por um

processo semelhante ao da extragdo de agucar de beterraba (Gibson et al., 1994).
2.7.1 Fluxograma de extracdo da inulina de raizes de chicoria

A Figura 6 representa a seqiiéncia de extragdo da inulina das raizes de

chicoria

Raizes de chicona
v
Hidrélise enzimatica parcial
A4
Purificagio, mistura e separagio
Y

Fibras dietéticas soluveis

R

Xaropes Secagem spray
A4

Pos

FIGURA 6 - Passos para a extragdo de inulina de chicéria (Orafti, 2004 -
adaptado).
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A preparagio comercial denominada Rafiline (Orafti - Bélgica) tem entre
92% e 99% de inulina (DP 2 - 50). Para a produgdo industrial de oligofrutose s&o
utilizados dois métodos principais:

a) A partir da inulina

A hidrolise enzimatica controlada da molécula de inulina utiliza a
enzima inulinase, formando uma mistura de FOS do tipo GFn onden=2-9¢
Fmemquem=1-9. Este processo ¢ utilizado na produg3o de raftilose (Orafti-
Bélgica), a partir da inulina extraida de raizes de chicoria. A raftilose ¢
comercializada em diversos graus de pureza, em forma de p6 ou de xarope. A
concentragio de FOS varia de 35% > 95% ¢ o produto .também apresenta
diferentes teores de glicose, frutose e sacarose, dependendo do grau de pureza
(Gibson et al., 1994; Playne et al., 1996).

b) A partir da sacarose 4

Utiliza a enzima B-frutofuranosidase que promove a transfrutosilago de
moléculas de sacarose. E necessaria uma alta concentragio de substrato. inicial
(sacarose) para a eficiente atividade enzimatica. Os FOS formados a partir deste
processocontémentm2e4unidad&sdeﬁ'utosilunidasporligas;5&s[32-1,
contendo um residuo de glicose tcnﬁinal, ou seja, GFn.

Neste processo ndo sdo produzidos FOS do tipo Fm, os compostos
formados sio denominados 1-Kestose, nistose e frutofruanosilnistose. Glicose €
pequenas porgdes de frutose também sdo detectadas ao final da reacdo, bem
como sacarose que nio sofreu agio enzimatica. Estes aguicares residuais sdo
removidos da mistura de oligossacarideos utilizando técnicas cromatograficas e
resultando na obtengdo de FOS de alta pureza (Crittenden et al., Playne et al,
1996). As fontes de enzimas para a sintese de oligofrutoses podem ser divididas
em duas classes: originarias de plantas como aspargo, beterraba, cebola e
alcachofra e as originirias de microrganismos como Aspergillus  sp,
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Aureobasidium sp., Arthrobacter sp e Fusarium sp. Atualmente a produgio de

oligofrutoses depende basicamente de enzimas fingicas (Yun, 1996).

2.7.2 Aspectos nutricionais

Os efeitos benéficos de um grande nimero de produtos alimenticios
contendo inulina € conhecido hd séculos. Entretanto, a ciéncia tem descoberto
que estes efeitos benéficos podem ser atribuidos & presenca de inulina. Essencial
neste fato € que inulina e oligofrutose sdo resistentes a hidrélise por enzimas
digestivas. Quando ingeridas, chegam integralmente intactas e ndo sdo
hidrolisadas nas suas unidades monossacarideas na parte do intestino, conforme

Figuras 7 e 8.

—@® Boca - ndo ha hidrolise
R - quebra bacteriana insignificante

® Estédmago - hidrdlise acida insignificante
—@ Intestino - néo ha hidrélise enzimatica
delgado - ndo ha absorgéo
1 —® Célon - fermentagao
g —@ Fezes - ndo ha excregao

FIGURA 7 - Caminho da inulina no canal alimentar.
Fonte: Orafti (2004).



Inulina na dieta Cada grama de inulina

' '

Transferéncia intacta ao Estimula as bifidobactérias
cblon

FIGURA 8 - Inulina melhora a fungéo do sistema digestivo.
Fonte: Orafti (2004).

A inulina € seletivamente fermentada pela microbiota, proporcionando
os seguintes beneficios nutricionais, como citados abaixo:

« efeito de fibra dietética, melhorando a fungio intestinal;

efeito prebiético ou bifidogénico, promovendo uma protecdo contra
patogénos;

= aumenta a absorcdo de cilcio, essencial para ossos fortes;

= pode ser usadas como substitutas de gordura;

= f4cil dispersdo nos liquidos;

= sabor ligeiramente doce ou neutro;

= elevada solubilidade e estabilidade térmica e 4cida;

= estimula as bifidobactérias;

= melhora do sabor e textura;

= utilizada em alimentos para enriquecimento com fibras;

= aumento da massa fecal, diminui¢do do pH das fezes;

= diminuigdo da resposta glicémica, do colesterol HDL/LDH;
» diminuigdo dos lipidios do sangue;

= sinergia com edulcorantes de alta intensidade.
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2.8 Alimentos funcionais

A principal fungdo da dieta é fornecer nutriente suficiente para suprir os
requerimentos necessarios para uma alimentagdo balanceada, € ao mesmo
tempo, proporcionar sensacdo de satisfagdo e bem-estar. Os mais recentes
conhecimentos da biociéncia sustentam a hipétese de que a dieta também
controla ¢ modula varias fungdes no organismo, como a manutengdo da boa
saude ¢ a redugdo de risco de algumas doengas (Roberfroid, 1998; Bozanic et al.,
2001).

Na 1ltima década, tem-se observado crescente preocupagio da populagio
mundial com a qualidade de vida, levando os consumidores & procura por
alimentos que Ihe proporcionem melhor saiide e qualidade de vida.

Para atender a esta crescente procura a ciéncia e a tecnologia de
alimentos t8m procurado desenvolver uma imensa gama de produtos
alimenticios que além de promover a nutrigio basica, promova beneficios
fisiologicos adicionais i satde. Estes produtos s3o conhecidos como alimentos
funcionais.

O termo “functional foods” foi introduzido inicialmente no Japdo em
meados  dos anos 1980, referindo-se aos alimentos processados contendo
ingredientes que auxiliam as fungdes especificas do organismo, além de serem
nutritivos (Hasler, 1998). S3o conhecidos também como FOSHU (“Foods for
Specifeid Health Use™).

Segundo Brasil (1999), alegagio de propriedade funcional ¢ aquela
relativa a0 papel metabélico ou fisiolégico que o nutriente ou ndo nutriente tem
no crescimento, desenvolvimento, manuten¢io e outras fungdes normais do
organismo humano; alega¢io de propriedade de saide, é aquela que' afirma,
sugere ou implica a existéncia de relago entre o alimento ou ingrediente com
doenga ou condi¢do relacionada a saide.
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Sanders (1998) enumerou seis causas para o aumento da procura por
alimentos funcionais, a saber:

= aumento dos custos médicos;

= os consumidores estio mais cientes sobre a relagdo entre a saiude € a
nutrigo;

= envelhecimento da populagio;

= desejo de comba.xer os males causados pela polui¢io, microrganismos e
agentes quimicos no ar, na agua e nos alimentos;

« aumento das evidéncias cientificas sobre a sua eficacia.

O desenvolvimento maior em alimentos funcionais é em relagdo aos
alimentos contendo probiéticos e prebidticos que melhoram a flora microbiana
do intestino. Ha crescentes evidéncias cientificas para sustentar a idéia de que a
manutengio da microbiota saudivel pode proporcionar protecdo contra
desordens  gastrintestinais, incluindo infecgbes  gastrintestinais, doencas
inflamatérias do intestino e até mesmo cincer (Haenel & Benig, 1975;
Mitsuoka, 1982; Salminen et al., 1998).

Bgﬁdobactenum e ou Lactobacillus sdo microrganismos alvos por
atender as caracteristicas de funcionais. Finalmente, simbitticos s3o misturas de
probiéticos e prebidticos (Gibson & Roberfroid, 1995), as quais podem
beneficiar o hospedeiro por methorar a sobrevivéncia ¢ a implantagdo do
seletivo suplemento microbiano. Por causa dos beneficios nutricionais
associados com a microflora, os alimentos sdo os principais veiculos para
probidtico, prebidtico e simbiético (Ziemer & Gibson, 1998), conforme Figura
9.
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Alimentos lacteos funcionais

I
v v

Prebidtico > Probiético

Simbiético

FIGURA 9 - Fluxograma de interagéio dos alimentos funcionais (Tamine, 2002).

2.8.1 O mercado mundial de alimentos funcionais

O mercado mundial de alimentos funcionais movimenta cerca de U$$60
bilkdes e com expectativas de crescimento da ordem de 5% ao ano, sendo
responsavel por mais da metade dos investimentos publicitirios na area
alimenticia (Hardy, 2000; Swadling, 2001).

O principal fator que contribuiu para o aumento rapido deste mercado ¢ a
estimativa de que pelo menos cerca de um sexto das causas de morte estd
relacionada com a dieta. A melhoria da dieta futura dos consumidores pode
aumentar a expectativa € a qualidade de vida da populagdo como um todo
(Brandiio, 2002).

Na Alemanha, Fran¢a e Reino Unido, 10% a 20% dos consumidores ja
ouviram falar em alimentos funcionais ¢ 80% concordam com a adi¢do de
ingredientes benéficos & safide, ingredientes j4 conhecidos, como vitaminas,
minerais, gordura poliinsaturada, fibras, bifidos/acidofilos e Omega 3
(Yokoyama, 1999).

No oriente, o Japdo foi o lider mundial no desenvolvimento de alimentos
funcionais, representando 5% do mercado alimenticio para produtos
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processados, com potencial de U$$7 bilhdes. Destes, 40% sdo adicionados de
fibras; 20% de calcio, 20% oligossacarideos, 10% bactérias e 10% de outros
(Castro, 2003).

2.9 Queijo simbiético

Potencialmente, os efeitos promovidos a saiude dos consumidores pelos
produtos lacteos, nos quais sdo incorporados microrganismos probidticos tais
como Lactobacillus e Bifidobacterium spp., t8m estimulado maiores esforgos de
pesquisas nos anos recentes (Sanders, 1994; Lee &Salminen, 1995).

A maior parte dos alimentos popularmente distribuidos para essas
culturas tem sido de alimentos lacteos fermentados fresco, tais como iogurte €
leite fermentado, assim como leite ndo adicionado de cultura (Femnandes et al.,
1987; De simeone et al., 1989; Alm, 1991; Sanders et al., 1996; Bourlioux &
Pochart, 1998).

No esforco para expandir a cadeia de produtos probidticos, um grande
numero de pesquisadores € companhias tem-se esforgado para fabricar queijos
que contenham uma alta contagem de culturas probiéticas vidveis (Gardiner &
Lynch, 1999; Mc.Brearty et al., 2001).

Para exercer seu efeito benéfico, as bactérias probidticas tém que ser
viaveis e presentes em alto mimero no produto durante o periodo de estocagem
do alimento (self life). Um nimero adicional de fatores demonstra os beneficios
das bactérias probiéticas para incorporagdo em sistemas alimenticios e isto inclui
a habilidade das estirpes sobrevivem ao processo de fabricagdo do alimento, a
vida de prateleira do produto e a passagem pelo trato gastroinstestinal (Stanton
& Lynch, 1998; Mc.Brearty et al., 2001).

No Japio, os leites fermentados e bactérias lacticas associadas t€m sido
recomendados € estes produtos probiéticos devem conter 107 células viaveis por
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gramas ou mililitro (Ishibashi & Shimamura, 1993). Geralmente”, bifidobactéria
tem pobre viabilidade em produtos lacteos fermentados e varios estudos tém
indicado que nem todos os produtos probidticos contm os niveis recomendados
de microrganismos viaveis (Kaialasapathy & Rybka, 1997).

Fatores que afetam a viabilidade das bifidobactérias em alimentos
fermentados incluem acidez, pH, temperatura de estocagem, conteido de
oxigénio e concentracdo de acidos lactico e acetico (Roy et al., 1997). A
mcorporagdo de bifidobactérias em alimentos fermentados ¢ dificultada pela
necessidade de condigdes rigorosas para o crescimento ¢ cultivo em altas
quantidades, as quais incluem ambiente anaerébico, crescimento 6timo em
temperaturas de 37°C a 41°C e valor 6timo de pH de 6,5 a 7,0 (Gomes et al.,
1995).

Recentemente, um grande namero de estudos (Dinakar & Mistry, 1994;
Gardiner et al., 1998; Oliveira et al., 2002) tem relatado o desenvolvimento de
uma gama de variedades de queijos contendo bifidobactérias, como os queijos
cheddar, gouda (Gomes et al., 1995), cottage (Blanchette et al., 1996), branco
salgado (Ghoddusi & Robinson, 1996), crescenza (Gobbetti et al., 1997) e queijo
fresco (Roy et al, 1997), revelando-se apropriados como carreadores de
Lactobacillus e Bifidobactéria (Gardiner & Lynch, 1999; Mc. Brearty et al.,
2001).

Daigle et al. (1999) relataram um estudo com um queijo semelhante ao
cheddar produzido com leite microfiltrado. O leite era produzido por meio da
adicdo de creme enriquecido com retentato de fosfocaseinato e fermentado com
Bifidobacterium infantis. Os autores obtiveram contagens de bifidobactéria em
niveis acima de 10° UFC/g durante, pelo menos, 12 semanas. Paralelamente, nio
foram observados efeitos da cultura sobre as caracteristicas dos queijos. '

Em estudos realizados com queijo minas frescal fabricado com 1% de
cultura probiética composta por S. thermophillus, B. lactis e L. acidophillus e

41



mantido armazenado durante 21 dia a 8,5°C, a viabilidade do L. acidophillus
permaneceu estavel por 14 dias, aumentando ligeiramente para apos 21 dias. A
contagem de probiticos foi de 1,3 x 10° a 3,4 x 10" UFClg, enquanto a de S.
thermophillus variou de 3,8 x10%a 8,0 x 10° UFC/g (Oliveira et al., 2002).

Foi observado que a textura do queijo fabricado com culturas probidticas
apos um dia de fabricagdo apresentou durcza intermediaria entre 2 dos quenjos
fabricados com cultura O_e com écido lactico. Apés 7 dias, a dureza do queijo
preparado com bactérias probidticas aumenta, provavelmente, devido & pos-
* acidificagdo e 3 perda de umidade (Oliveira et al., 2002).

Vale ressaltar que o queijo probidtico deve ser produzido sem alteragdo
na tecnologia de fabricagio do queijo tradicional, tornando O processo atrativo
do ponto de vista comercial. Além disso, as pesquisas relatadas sugerem que
menor quantidade de algumas bactérias probidticas permanecem altamente
viaveis durante o periodo de maturagio e evidéncias preliminares sugerem que O
queijo ¢ tio efetivo quanto o iogurte para a distribuicdo destas estirpes no trato
gastrintestinal (Gardiner & Lynch, 1998; Mc Brearty et al., 2001).

2.10 Anslise sensorial

Nas tltimas décadas tem-se verificado que o consumidor esta a cada dia
mais exigente quanto 2 qualidade dos produtos alimenticios, provocando um
aumento na competitividade entre as inddstrias de alimentos, que vém
procurando oferecer produtos com garantia de qualidade, tornando-se de grande
- valia para a obtengdo de vantagens mercadologicas.

Os métodos disponiveis para o levantamento das causas de perda de
qualidade em alimentos sdo de trés tipos: fisicos~quimicos, microbiologicos €
sensoriais. Além das caracteristicas de qualidade relacionadas com a seguranga
da saide do consumidor, a qualidade sensorial apropriada dos produtos deve ser
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um dos objetivos da industria, pois contribui para assegurar a lideranca do
produto no mercado. O método mais simples, rapido e direto de acesso as causas
de defeitos de qualidade ¢ a avaliagio ou analise sensorial. Além disso, ndo ha
métodos analiticos isolados que possibilitem avaliar, satisfatoriamente,
propriedades sensoriais, como sabor e aparéncia (BodyFelt et al., 1988).

Segundo Moskowistz (1988), a metodologia empregada pela analise
sensorial para descrever as caracteristicas sensoriais com precisio em termos
matematicos € a “andlise descritiva quantitativa” (ADQ), que descreve €
quantifica os atributos sensoriais de um produto € a intensidade de percepgio
dos provadores. Esta técnica é valiosa quando deseja-sec obter melhores
mformagdes sobreaaparéncia,osabor,oaroma,anexunaeacordosa]imentos.,
Ela ¢ utilizada e aplicada na solugio de diversos problemas relacionados com
controle de qualidade, desenvolvimento de novos produtos, vida de prateleira,
desenvolvimento de processos, melhoramento de produtos e coﬁ’elaﬁo entre
analises instrumentais ou quimicas e sensoriais (Damésio & Costell, 1991;
Magalhses, 1996).

A selegdo e o treinamento de provadores podem ser efetuados pelo
método de diferencas, mais especificamente o teste triangular. Esse teste
também pode ser aplicado quando se deseja determinar pequenas diferencas
enire as amostras ou na avaliagio das diferengas que envolvam todos os
atributos organolépticos como textura, odor, acidez, dogura, cor, aparéncia e
salinidade (Teixeira, 1987).

O teste triangular é empregado especificamente quando o mimero de
provadores ¢ limitado, quando as amostras sio homogéneas, quando ndo ha
problemas de fadiga ou adaptagdo sensorial, ou, ainda, quando, a dimensdo da
diferenca é conhecida ou é de muita complexidade para os provadores. Este teste
¢ composto de trés amostras, duas iguais e uma diferente, que nfio sdo entregues
simultaneamente aos provadores, que deverdo identificar a amostra diferente
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(Teixeira, 1987).

Uma importante técnica de avaliagio semsorial € a de escalas e
categorias, que determinam a ordem ou o nimero de diferengas, a localizagdo
das amostras por classe, ou seja, em qual classe a amostra esta localizada. O
teste de preferéncia, implica na escolha de amostras ou produto sobre o outro, o
que pode ser afetado pelas condigdes econdmicas, sociais, culturais, sexo e
idade. O teste de ordenagdo-pareada pode ser aplicado quando da avaliacdo de
um grande mimero de amostras, a0 mesmo tempo, sendo amplamente utilizado
pela simplicidade e facilidade de aplicagdo e interpretag3o dos resultados. Nesse
teste varias amostras com padrdes ou nio, sdo apresentadas aos provadores, que
devem arruma-las em ordem crescente ou decrescente, de acordo com a sua
preferéncia (Anzaldia-Morales, 1994).

2.11 An4lise generalizada de procrustes (GPA)

A Anilise Generalizada de Procrustes (GPA) pode ser considerada uma
metodologia exploratoria multivariada, uma vez que nio se ocupa em fazer
inferéncia, mas em descrever o fendmeno ¢ propiciar a obtengio de conclusdes
relativas. Por exemplo, pode-se determinar qual é o melhor produto em relagdo
aos outros participantes do estudo, qual produto apresenta relativamente, maior
quantidade de uma determinada varidvel de interesse, qual o consenso do painel
de provadores acerca de um produto, etc. (Ferreira, 2004).



3 MATERIAIS E METODOS

O experimento foi conduzido na Universidade Federal de Lavras e no
Laticinio Verde Campo. '

As analises fisico-quimicas e sensoriais foram feitas no Departamento de
Ciéncia dos alimentos (DCA) e as analises microbiolégicas foram realizadas no
Laboratério de Microbiologia e Higiene de Alimentos da Universidade de
Lavras (UNILAVRAS)

3.1 Fabricagdio do queijo minas padrdo com adigie de probidtico e

prebidtico
3.1.1 Matéria-prima

Para a fabricagdo dos queijos, foram utiliados 600 litros de leite
pasteurizado com 3,5% de gordura, acidez entre 15 e 16 °D (Domic), divididos
em 3 lotes para as repetigdes com 200 litros cada. Em cada repetigio, scpararam-
se porgdes iguais da massa do queijo para os tratamentos, que djferenciérarn—se
pela adigdo do prebiético inulina:testemunha 0%, 2% e 4%. Os queijos prontos e
embalados foram armazenados para o processo de maturagio nos tempos de 0,
15, 30, 45, 60, 75, 90 dias. Conforme recomendagio do Ministério da
Agricultura (Brasil, 1997), o queijo minas padrio deve ter 90 dias de maturagio.
Amostras foram submetidas is andlises fisico-quimicas, microbiologicas e

A Figura 10 representa o fluxograma de fabricagio do queijo minas
padrdo experimental adicionado de pré e prebiéticos.
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3.2 Fluxograma de fabricacfio do queijb minas padrio

Leite pasteurizado
(71°C a 75°C/15 segundos)

P Resfriame%toa 32°C |

Adicio de cloreto de célcio
(250 ppm)’
Adicio de fermento lictico (1,5%) Preparo dos fermentos lctico
Fermento probiético (1.5%) € probidtico
[ Adiciio de coalko |
v

I Coagulacdo (45 mimitos)
- -
I Corte da coalhada I
‘F

l Mexedura/dessoragem _ l

FAdiqﬁodain‘sm%na(az%e‘s%) |

[ Pré-prensagem |

| Enformagem e prensagem |

| Salmougazo% 1

Secagem a 10°C-20°C ¢ umidade

‘ relativa a 85% por 24 horas
P Embalagem B

Maturagdo em cimara com
10°C-12°C ¢ UR 85%
S 2

[ Comercializagdo |

FIGURA 10 - Fluxograma de fabricagdo de queijo minas padrdo com adicdo de
probiético e prebiético.
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3.3 Ingredientes utilizados na fabrica¢io do queijo
3.3.1 Cloreto de cdlcio

Adicionou-se ao- leite uma solugdo de cloreto de calcio a 50%, na
propor¢do de 250 mg/L de leite.

3.3.2 Culturas ldcticas

Empregaram-se culturas lacticas mesofilicas mistas Lactoccoccus lactis
spp.lactis e Lactococcus lactis spp. cremoris, MA - 016 (Fermentec®), na
propor¢do de 1,5%. '

3.3.3 Coalho

Foi utilizado coalho bovino liquido comercial na proporgio
25mL/100litros de leite, conforme indicagdo do fabricante.

3.3.4 Culturas ldcticas probidticas
As culturas lacticas probidticas forma empregadas na proporgdo de 1,5,
as quais sejam:

*  Lactobacillus acidophilus La-14 (Fermentec™); _
= Lactobacillus paracasei spp. paracasei LBC - 81(Fermentec®).
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3.3.5 Salmoura

A salga dos queijos foi feita em solugdo de cloreto de sédio a 20%
(m/v), em agua a 15°C, por 24 horas.

3.3.6 Prebidtico

Empregou-se a inulina em p6 (Raftiline St), Clariant® com 92% de grau

de pureza.
3.4 Anilise do leite
3.4.1 Andlise fisico-quimica do leite pasteurizado

Todas as analises do leite foram realizadas em duplicatas, seguindo-se as
técnicas descritas pela Instrugio Normativa do Ministério da Agricultura,
Pecuéria ¢ Abastecimento (Brasil, 2003). |

- Foram analisados os seguintes analises fisico-quimicas no leite:

= pH - pHmetro;

= acidez titulivel (°D) - empregando método titrimétrico com solugdo
alcalina;

=  gordura - pelo método butirométrico de Gerber;

« densidade - determinada por de leitura direta, utilizando-se um
termolactodensimetro de Quevenne;

» crioscopia - determinada empregando-se  crioscopio eletrGnico

Laktron®;

= peroxidase - método do guaiacol a 2%;
= fosfatase alcalina - empregando-se Kit fosfatase Merck".

43



3.4.2 Andlise microbioldgica do leite pasteurizado

A contagem total de microrganismos aerébios mesofilos foi realizada
pelo método de plaqueamento em profundidade utilizando PCA (Plate Count
Agar), segundo metodologia descrita por Marshall (1992) e anilises de
coliformes e psicrotroficos descritas por Brasil (2002).

3.5 Anilise dos queijos
3.5.1 Andlise fisico-quimica dos queijos
3.5.1.1 Amostragem dos queijos para andlise

Todas as andlises foram realizadas em triplicata, seguindo as técnicas
descritas pela Instrugio Normativa do Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento (Brasil, 2003). '

As amostras de queijos foram coletadas nos tempos 0, 15, 30, 45, 60, 75,
90 dias de maturagdo e estavam embaladas em pelicula plastica termoencolhivel
& vacuo em equipamento selovac® 300 e armazenadas em cimara de maturagio
sob temperatura de 10°C - 12°C e umidade relativa de 85%.

3.5.1.2. Preparo das amostras A

, As amostras foram cortadas em varias por¢des, de acordo com o
esquema contido no Anexo 1 do regulamento (Brasil, 2003). Apos retirar-se a
parte ndo comestivel da amostra, o queijo foi triturado em précessador,
homogeneizado € acondicionado em frasco de boca larga com tampa.
Conservou-se em geladeira até o inicio das analises, conforme metodologia
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descrita na Instrugio Normativa do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (Brasil, 2003).

3.5.1.3 Andlise fisico-quimica dos queijos

As amostras dos queijos contendo 0%, 2% ¢ 4% de inulina foram
coletadas com 0, 15, 30, 45, 60, 75, 90 dias de maturagdo. As seguintes analises
foram realizadas: 4

 gordura - determinada pelo método do butirdmetro para queijos;

» pH - as determinagdes foram medidas com a utilizagio de pHmetro
Hamna® 8314, previamente calibrado;
acidez - empregando método titrimétrico com solugdo alcalina;
cloreto de sédio - AOAC (1995).

3.5.2 Andlise microbioldgica do queijo
3.5.2.1 Amostragem dos queijos para andlise microbioldgica

As amostras de queijos contendo 0%, 2% ¢ 4% de inulina foram
coletadas com 0, 15, 30, 45, 60, 75, 90 dias de maturagdo.

Foram pesados 25 gramas das amostras em capela de fluxo laminar,
colocadas em copos homogeneizadores tarados, adicionando-se 225 mL de agua

peptonada a 0,1% e citrato de sédio a 2%.
Homogeneizaram-se ¢ prepararam-se diluigdes de 10°, 10°, 10°.

3.5.2.2 Contagem de microrganismos do género Lactobacillus nos queijos

As contagens microbiolégicas do género Lactobacillus spp. foram
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realizadas segundo método descrito por Ravula et al. (1998). Aliquotas de 1 mL
das dilnigdes previamente selecionadas foram semeadas em placas contendo o
meio Lactobacillus MRS Agar, utilizando o método de plaqueamento em
profundidade. As placas, apos inoculagdo, foram incubadas a 37°C por 48 horas.
Todas as anilises foram feitas em duplicata e o resultado foi expresso em
UFC/g.

3.6 Anilise do soro
3.6.1 Andlise fisico-quimica do soro

As andlises do soro foram feitas em duplicatas ¢ foram analisadas
seguindo as técnmicas descritas pela Instrugdo Normativa do Ministério da
Agricultura, Pecudria ¢ Abastecimento (Brasil, 2003). Foram realizadas as
seguintes analises:

* acidez no ponto ¢ no corte ) empregando método titrimétrico com
solucdo alcalina;
= gordura - pelo método butirométrico de Gerber.

3.7 Anilise da salmoura
3.7.1 Andlise fisico-quimica da salmoura

A anilises da salmoura foi feita em triplicata, ¢ seguindo as técnicas
descritas pela Instrucdo Normativa do Ministério da AQricuItura, Pecuaria e

Abastecimento (Brasil, 2003), sendo as seguintes analises:
= o pH foi medido no pHmetro Hanna" 8314, previamente calibrado.
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3.9 Analise sensorial nos queijos

As analises sensoriais foram realizadas no Laboratorio de Analise
Sensorial do Departamento de Ciéncia dos Alimentos da Universidade Federal
de Lavras. Houve uma selegio, seguida de um treinamento dos provadores
(alunos da pds-graduagio e graduagdo, professores ou funcionirios do
departamento), observando-se disponibilidade de tempo, aten¢do, aptidio e
responsabilidade. Foi recrutado um grupo de 20 pessoas para o treinamento e, no
final, foram selecionadas 15 pessoas que foram submetidos a uma série de testes
de diferencas, teste triangular, visando avaliar a habilidade sensorial dos
provadores. ‘ '

As amostras, em quantidade suficiente e a temperatura ambiente. foram
avaliadas em dois horarios, de manhi e a tarde, em cabines individuais,
codificadas com trés digitos aleatorios e apresentadas aos provadores em duas
repeﬁgé&c. para os atributos sabor € textura ¢ em uma repetigio para cor €
aparéncia.

Os queijos elaborados com 0%, 2% e 4% de inulina foram submetidos 2
anilise sensorial aos 0, 15, 30 e 45 dias de maturagdo para avaliagio dos
atributos sabor, textura, aparéncia e cor, utilizando Teste Duplo de Ordenagdo-
Preferéncia (Della -Modesta, 1994), conforme ficha de resposta (Figura 11 ¢ 12).
Também foram submetidos ao Teste de Aceitagdo, mediante o uso de escala
heddnica de 9 pontos (Stone et al., 1985), confome ficha de resposta (Figura 13).
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Teste de Qualidade
PRODUTO: QUELIO
Nome: Data: —+~—f—

Vocé est recebendo 03 amostras de queijo. Por Favor, comegando da esquerda para a
direita, avalie sua qualidade (Sabor e Textura) de acordo com a escala anexa. Lave a boca

antes € entre as amostras.

Amostras:
Sabor:
Textura:

Comentarios:

Vocé esta recebendo 03 amostras de queijo. Por Favor, comegando da esquerda para a
direita, avalie sua qualidade (Aparéncia e Cor) de acordo com a escala anexa. Lave a boca
antes e entre as amostras.

Amostras:
Aparéncia:

Cor:

Comentarios:

FIGURA 11 - Ficha de qualidade teste duplo de ordenagio - preferéncia.
Fonte: Della-Modesta (1994).
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Teste de ordenacdo - qualidade

PRODUTO: QUELJO
Nome: Data: ——+

Vocé esta recebendo 04 amostras de queijo. Por favor, prove da esquerda para a direita e
ordene decrescentemente a qualidade (melhor amostra em primeiro lugar). Atribua notas
de 1 29 para cada amostra (conforme escala anexa). Lave a boca antes e entre cada

amostra.

Amostras:

Ordenagio () (). () ()
Amostras:

Ordenagdo: ) () () ()
Comentarios:

FIGURA 12 - Teste de ordengdo - qualidade.
Fonte: Della-Modesta (1994).

Escala de qualidade

9 - Gostei extremamente

8 — Gostei muito

7 - Gostei moderadamente

6 - Gostei ligeiramente

5 - Indiferente

4 - Desgostei Ligeiramente

3 - Desgostei moderadamente
2 — Desgostei muito

1 - Desgostei extremamente

FIGURA 13 - Ficha de resposta do teste de aceitagdo (escala hed6nica de nove
pontos - modificada).
Fonte; Stone et al. (1985).
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3.10 Analise estatistica dos dados

O delineamento experimental empregado foi em blocos casualizados
(DBC) (trés blocos), conforme Tabela 8, analisado em esquema fatorial de 3 x 8,
ou seja, 3 doses de inulina ¢ 8 tempos de maturagio, a 5% de significancia. Os
resultados foram submetidos & analise de varidncia com aplicagdo do teste F.
Quando o teste apresentou-se significativo, a analise estatistica tem continuidade
por meio de regressdo polinomial. As analises de varidncia foram feitas nos
softwares R (R, 2003) e Sisvar (Ferreira, 2000). Além disso, foi realizada a
Anilise Generalizada de Procrustes (Gower, 1975) dos dados de analise
sensorial, no software R.

TABELA 8 - Esquema do delineamento experimental utilizado.

Delineamento do experimento

Inulina Blocos Tempo ((i:i:t)lturacﬁo Total realizadas
0% 3 0, 1, 15, 30, 45, 60, 75, 90 24 Fisico-quimicas,
2% 3 0, 1, 15, 30, 45, 60, 75, 90 24  Microbiolégicas
4% 3 0,1, 15

, 30, 45, 60, 75, 90 24 € sensoriais
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Anilise do leite
- 4.1.1 Andlise fisico-quimica do leite pasteurizado

Os resultados das analises fisico-quimicas do leite usados na fabricacéo
dos queijos estdo apresentados na Tabela 9.

TABELA 9 - Valores médios da analise fisico-quimica do leite pasteurizado
usado na fabricagio dos queijos adicionados de probidticos e

prebidticos.
Leite
1* fabricacic 2'fabricacie 3'fabricacdo
pH 6,6 6,7 6,7
Acidez (ac. lactico/100mL) 0,15 0,17 0,15
Crioscopia (°H) -0,530 - 0,530 - 0,530
Densidade (15/15°C.g/mlL) 1,030 1,027 1,030
Nitrogénio total (g/100g) 0,56 0,54 0,55
Nitrogénio ndo protéico(g/100g) 0,10 0,11 0,11
Gordura (g/100g) 3,5% 3,5% 3,5%
Peroxidase + + +

Fosfatase - - -

De acordo com a legislagio (Brasil, 1996), a matéria-prima destinada a
realizagio deste trabalho encontra-se dentro da faixa aceitivel para fabricagdo do
queijo minas padrdo.
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4.1.2 Andlise microbioldgica do leite pasteurizado

Os resultados das andlises microbiologicas da matéria prima s3o
apresentados na Tabela 10.

TABELA 10 - Analises microbiologicas do leite pasteurizado.

. .~ r 2° 3
Leite pasteurizado fabricacio fabricacio fabricacdo

Contagem total de mesofilos (UFC/mL) 2,5x 10° 3,3 x10° 3,6x10°

Coliformes (NMP/mL) (35°C) <03 <0,3 <0,3
Coliformes (NMP/mL) (44,5°C) <0,0 '<0,0 <0,0
Psicrotroficos (UFC/mL) 1x10° 2 x10° 1x10°

Observou-se que os resultados das anahses microbioldgicas do leite nos
trés tratamentos apresentaram-se dentro dos padrdes exigidos pelo Ministério da
Agricultura (Brasil, 2002), indicando a eficiéncia da pasteurizagio do leite a
72°C/15s.

Segundo Pinheiro (1985) e Brasil (1997), a utilizagio deste binémio
tempo/temperatura visa a destruigio total dos microrganismos patogénicos ou
flora anormal do leite, evitando disseminagio de doengas e preservando as
caracteristicas fisico-quimicas, sensoriais e nutritivas do produto final.

4.2 Andlise fisico-quimica do soro do queijo

Os resultados das analises do soro do queijo estdo apresentados na
Tabela 11.
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TABELA 11 - Anilise fisico-quimica do soro no queijo no momento do corte e

do ponto da massa.
Soro do queijo
Fabricac¢do Corte , Ponto
1° 2° 3 1* 2" 3
pH 640 640 640 630 640 6,40
Gordura (g/100g) 0,50 0,40 050 050 040 0,40
Acidez em g 4cido lactico/100mL 13,50 14,00 12,00 13,50 14,00 13,00
Nitrogénio total (g/100g) 023 028 029 022 022 0,26

Nitrogénio nio protéico (g/100g) 0,14 0,15 0,14 0,15 0,15 0,15

Verificou-s¢ que ndo houve perda de gordura no soro no corte € no
momento da dessoragem da massa, indicando niio ter havido perda de gordura
durante a fabricagiio do queijo. Estes resultados foram inferiores aos citados por
Furtado et al. (1980), que obtiveram valores maiores que 0,64% de gordura no
soro. A perda de solidos do leite durante a fabricacdo de queijo depende do corte
do griio, do tamanho dos grdos ¢ da agitagdo no ponto refletindo a adequagdo a
tecnologia de fabricagfio. Os valores de pH do soro € acidez foram semelhantes
aos resultados obtidos por Furtado (1980) e Vieira (1984), que também
encontraram valores de pH em torno de 6,4 ¢ da acidez em torno de 13,0 a 14°D.

4.3 Analise fisico-quiinica da salmoura

Os valores de pH da salmoura foram semelhantes nas trés repetigdes,
conforme Tabela 12.

Segundo Furtado (1991), o pH da salmoura, para a maioria dos queijos,
varia de 5,0 a 5,4, faixa que se ajusta os resultados do presente experimento. O
sal exerce um importante papel nas reagdes fisico-quimicas ¢ microbioldgicas
dos queijos. Quando o pH da salmoura ¢ demasiado baixo, pode aproximar-se do

ponto isoelétrico da caseina (4,6) e ocorre a precipitagdo de proteinas na casca
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do queijo, o que aumenta a perda de dgua pelo queijo, a0 mesmo tempo em que

diminui a velocidade de absor¢do do sal (Furtado, 1991).

TABELA 12 - Valores de pH das salmouras utilizadas nas trés fabricagdes dos

queijos.
Fabricacao Valores de pH
1° 5,1
22 5,0
3 51

4.4 Anilise dos queijos

As Figuras 14 e 15 mostram os quei jos fabricados neste experimento. Na
Figura 14, os queijos minas padrio com adigdo a 0%, 2% e 4% de inulina e na

Figura 15, os queijos na cAmara de maturacao.

FIGURA 14 - Queijo minas padrio com adigdo de 0%, 2% e 4% de inulina.
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FIGURA 15 - Queijo minas padrdo na cimara de maturagao.

4.4.1. Andlise fisico-quimica dos queijos

4.4.1.1 Teor de gordura dos queijos

Na Tabela 13 est4 representados os teores de gordura no queijo fabricado

sem inulina, com 2% e 4% de inulina e com 0, 1 e 15 dias de estocagem.

TABELA 13 - Teor de gordura (%) dos queijos aos 0, 1 e 15 dias ap6s a

salmoura.
. ; o Teor de gordura no queijo (%
Dias apés a fabricagdio %gde Pl ?%)J (%)
do queijo 0 5 >
0 29,0 29,5 29.0
1 29,0 30,0 30,0
15 29.0 29,0 29,0
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Os percentuais de gordura dos queijos variaram de 29% a 30%,
apresentando semelhante ao valor citado por Furtado (1998) e de acordo com
regulamento técnico de identidade dos queijos (Brasil, 2003).

Segundo Siqueira (1984), o teor de gordura do leite exerce um papel
importante na composigdo final do queijo minas. O mesmo autor afirma que o
‘aumento do teor de gordura do leite pode resultar em maiores perdas de teor de
gordura no soro, o que nio foi observado neste trabatho, pois a gordura no soro

manteve-se constante durante os primeiros 15 dias de maturagio dos queijos.
4.4.1.2 Valor do pH dos queijos

Os valores de pH dos queijos durante os 90 dias de maturagio estio
apresentados na Tabela 14.

TABELA 14 - Valores de pH durante a maturagio dos queijos.

Tratamentos pH do queije
(% de inulina) no Dias de maturagio
queijo 0 15 30 45 60 75 90
0 5.3 53 5,1 5,2 5,1 5,0 5,2
2 5,2 5,1 5,1 4.8 5,1 5,0 5,1
4 5.2 5,1 49 48 5,1 5,1 5,0

Néo houve alteragdo significativa (P > 0,05) entre os tratamentos, assim
como ndo houve diferencas entre os dias, entre os niveis de inulina e na-
interacdo dia X inulina, com relagio 4 variavel pH.

Segundo Farkye & Fox (1990), o aumento do pH durante a maturagiio do
queijo € um fendmeno normal e resulta da fonﬁac;io de compostos nitrogenados
alcalinos ou do catabolismo do acido lactico.
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O pH do queijo eleva-se muito pouco para as massas fechadas e cozidas,
uma vez que as massas prensadas e cozidas tém um pH entre 5,0 € 5,3, pois elas
conservam quantidades apreciaveis de calcio e fosfato, tomando o0 meio mais
temperado e com maior pqder de neutralizag3o (Surazinski & Petersen, 1973).

A variagio do pH ¢ discreta durante a maturagio e eleva-se mais
acentuadamente para as massas macias, podendo alcangar a alcalinidade
passando por valores da neutralidade. Os queijos moles tém, em geral, um pH
mais baixo, préximo ao ponto isoelétrico da caseina (Surazinski & Petersen,
1973).

Virios relatos tém sido feitos sobre o efeito do pH na viabilidade das
bactérias probidticas, quando utilizadas em leites fermentados. Especial atencio
foi atribuida para a pés-acidificagio, sendo a viabilidade das bactérias
probidticas afetada se o valor do pH estiver abaixo de 4,0 (Shah et al., 1990;
Laroia et al., 1991). |

4.4.1.3 Acidez titulavel dos queijos expressos em dcido lactico

Os resultados de acidez dos queijos durante a maturacdo estdo
apresentados na Tabela 15.

TABELA 15 - Valores médios da acidez titulavel dos queijos em acido lactico.

Acido lctico (g /100mL)

1(.:2?:' uﬁe::)s Maturacio (dias)
0 15 30 45 60 75 90
0 0,04 0,04 0,06 0,06 0,07 0,07 0,07
2 0,04 0,05 0,07 0.08 0.07 0,08 0,08
4 0,04 0,06 0,08 0.09 0,07 0,08 0,09
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Observou-se que houve ligeira variagdo na acidez do queijos ao longo da
maturagdo, o que ¢é explicivel pela producdo de acido lactico. Segundo
Casagrande & Woslfschoon-Pombo (1988), uma produgdo excessiva de acido
lactico pode conduzir a um sabor muito acido e descaracterizar o produto. A
velocidade de formagdo e a quantidade de acido lactico produzido influenciam a
qualidade do queijo, regulando o pH ¢ o equilibrio i6nico, sendo também muito
importante na formagdo do sabor e inibigdo do crescimento microbiano
(Wolfschoon-Pombo et al., 1984).

Ocorreram diferengas significativas entre os dias analisados e o teor de
écido latico (P<0,05) e também houve diferenga significativas, entre os niveis de
inulina (P<0,05) nos tratamentos a (0%, 2%, 4%), porém, ndo houve interagio
entre estas variaveis (P>0,05).

Com a finalidade de avaliar a fungio da maturagio na producdo de acido
lactico €, assim, estimar o seu comportamento 20 longo dos dias, procedeu-se a
uma regressdo matematica. Os resultados, conforme Figura 16, demonstram a
relagdo linear positiva entre a produgdo de acido com a evolugio do tempo,
durante a maturagio em qualquer concennﬁqio de inulina. A Figura 17
demonstra a relagdo linear positiva entre a produgio de acido lactico com a
percentagem de inulina, durante a maturagio, indicando que, a 4% e 2% de
inulina, houve maior produ¢gio de acidez, seguidos de 0% de inulina.
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FIGURA 16 - Comportamento da concentragdo de acido lictico dos queijos em
fungio do tempo de armazenamento.
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FIGURA 17 - Comportamento da concentracdo de acido lactico dos queijos em
funcio da concentragdo de inulina.

4.4.1.4. Teores dos cloretos dos queijos

Os resultados do teor médios, de cloretos dos queijos durante a
maturagio encontram-se apresentados na Tabela 16

TABELA 16 - Anilise teor de cloretos durante a maturagdo dos queijos.

Cloretos%
}‘m';s Maturagdo (dias)
0 15 30 45 60 75 90
0 L1 1.3 1,2 1,2 1,2 1,2 1,3
2 1,1 1,3 1,2 1.4 1,3 1,3 1,2
4 1,3 13 13 14 1,3 13 1,3
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Observou-sc que ndo ocorreu variagdo significativa dentre os
tratamentos (P>0,035), mas houve entre os dias analisados com relagio ao teor de
cloretos (p<0,05). Porém, houve diferencas entre os niveis de inulina na
interacio entre essas duas variaveis.

Segundo Furtado (1991), quanto maior o tempo de salga, maior a
quantidade de sal absorvida pela massa e também maior ¢ a perda de peso na
salmoura, devido a perda da umidade. A absor¢do de sal ndo tem uma relagdo
linear com o tempo, porque a maior parte do sal ¢ absorvida nas primeiras horas
de salga, chegando a uma saturagdo ao longo do tempo de salga.

A funcdo do sal no queijo ¢ conferir-lhe sabor caracteristico, a0 mesmo
tempo em que realga ou mascara o sabor de outras ‘substancias presentes ao
queijo.

A solugdo é hipertonica em relagdo ao queijo. Assim, ha uma tendéncia
de penetragdo do sal até que atinja um ponto de saturagao ou equilibrio (Furtado,
1991).

A Figura 18 demonstra a variagdo da percentagem do cloreto entre os
dias 15, 45 ¢ 75.
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FIGURA 18 - Teor de cloretos dos queijos em fungdo do tempo de
armazenamento.

4.4.1.5 Teores de nitrogénio total dos queijos

‘Osvalomdenitmgéniototaldosqueijosduranteamauua@io
encontram-se na Tabela 17.

TABELA 17 - Valores de nitrogénio total durante a maturagio dos queijos.

Tratamentos Nitrogénio total
(% inulina) Maturacio (dias)
0 15 30 45 6
0 38 4.0 4,0 42 . 4,4
2 38 39 41 39 4,2
4 3,8 3,9 4.1 4.1 43
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A quantidade de nitrogénio total apresentou diferenca significativa entre
os dias analisados (P<0,01), ou seja, aumentou ao longo da maturagio. Este fato
tstédeacordooomaperdademnidadé,porém,nﬁohouvediferencasenteos
niveis de inulina nem na interagio. Segundo O’keeffe et al. (1976), dependendo
do tipo de queijo, do tempo e das condi¢des de armazenamento, a solubilizacdo
do nitrogénio pode chegar a até 30% do valor do nitrogénio total.

A caseina representa, aproximadamente, 80% do nitrogénio total no leite
bovino utilizado para a elaboragiio de queijos, enquanto na massa do queijo
representa quase a totalidade do nitrogénio total presente (Fox, 1988). O teor de
proteina ¢ resultado da multiplicag3o do valor do nitrogénio total ¢ o fator 6,33,
conforme estabelecem as normas do MAPA (Brasil, 2003). O teor de proteina no
extrato seco do queijo estd relacionado com o desemvolvimento do corpo e
textura do queijo maturado (Kosikowski, 1988), Pode-se verificar que a inulina
ndo afetou o teor de nitrogénio dos queijos durante o periodo de maturagdo,
quando as médias diferiram a partir dos 15 dias, portanto, segundo os resultados
do presente experimento.

Protedlise ndo é usualmente fator importante no sabor ou em defeitos em
leites fermentados, mas pode afetar o desenvolvimento da textura e sabor dos
queijos durante a maturagdo. Entretanto, a atividade das enzimas produzidas
pelas culturas starter pode ser utilizada para produzir peptideos ¢ aminoacidos
que podem ser utilizados pelas bactérias probiéticas como fator de crescimento
(Dave et al., 1997).

Para avaliar o comportamento do nitrogénio total a0 longo dos dias,
procedeu-se a uma regressdo matemstica ¢ a representagdo grifica desta fungdo
esta apresentada na Figura 19.

68



< [
<

Nitrogénio Total (%)

I y =3,922258 + 0,006518x

- R?=0,7176

” I ) J I 1 1 I
[+] 10 20 30 40 50 60

Tempo de maturagao (dias)

FIGURA 19 - Comportamento dos teores de nitrogénio total dos queijos em
fun¢do do tempo de maturagio.

O grifico da Figura 19 mostra a relagio linear positiva entre o tempo de
maturacdo ¢ os teores do nitrogénio total. Esta tendéncia, provavelmente, é
explicada pela perda de umidade da massa dos queijos ao longo da maturaggo.

Observou-se que, aos 60 dias de maturagdo, houve maior variagio no
teor de nitrogénio total e, a seguir, aos 30 e 15 dias de mawraqio Houve
também variag3o.

4.4.2 Andlise microbioldgica dos quéijos
O nimero de Lactobacillus no queijo permaneceu vidvel durante os 90

dias de estocagem para os trés tratamentos utilizados, apresentando contagens
superiores 10°UFC/mL.
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As Figuras 20, 21 e 22 apresentam as placas com o crescimento de

Lactobacillus nos queijos a 0%, 2% e 4% de inulina.

FIGURA 20 - Placas apresentando o crescimento de Lactobacillus nos queijos
0% de inulina.

FIGURA 21 - Placas apresentando o crescimento de Lactobacillus nos queijos
2% de inulina.
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FIGURA 22 - Placas apresentado o crescimento de Lactobacillus nos queijos
4% de inulina.

A viabilidade destes microrganismos no leite e no queijo pode ser
justificada pelo emprego de co-culturas (culturas mesofilicas) e pela pré-
fermentacdo (o leite adicionado das culturas mesofilicas ficaram em repouso por
30 minutos) do leite antes de iniciar a coagulagdo. A adi¢do de culturas
acidificantes ¢ realizada para que os produtos feitos com probidticos possam
atingir uma acidez segura num periodo aceitdvel (Ferreira, 2003). O soro no
corte ¢ o soro no ponto oriundo do processamento do queijo também
apresentaram contagens acima de 10°UFC/mL.

Segundo Saarela et al. (2000) e Saxelin et al. (1999), o emprego de co-
culturas mesofilicas com diferentes linhagens aumenta a viabilidade das
bactérias probi6ticas, permitindo uma fermentacdo em tempo aproximadamente
duas vezes menor do que aquelas nas quais sdo utilizadas culturas puras,
tornando-se adequado para a industria.

Este fato demonstra que a selegio de co-culturas de suporte apropriadas
para cada cultura probidtica é fundamental para a obtengdo de produtos frescos
fermentados com boa sobrevivéncia de culturas probiéticas durante a vida de .
prateleira do produto. Em geral, as bactérias probidticas sdo exigentes em

nutrientes, como os Lactobacillus, que apresentam necessidades nutricionais
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complexas, como aminoacidos ¢ fatores de crescimento, como pantotenato de
calcio, acido folico, niacina e riboflavina, que s3o essenciais (DuPlessis et al.,
1996). | '

Gardiner et al. (2001) sugerem que a utilizagio de Lactobacillus como
culturas probi6ticas em produtos de laticinios ndo tem efeito adverso e até certo
ponto melhoram os atributos sensoriais de leites fermentados.

Neste experimento foi adicionada inulina em 0%, 2% ¢ 4% como um
possivel fator de crescimento, mas os Lactobacillus -apresentaram-se vidveis nos
trés niveis, durante todo o periodo de maturagdo.

Com a utilizagio de inulina, em leites fermentados com baixo teor de
gordura, o crescimento dos Lactobacillus foi moderado, mas, quandd foram
adicionados 3% de oligofructose, o resultado da viabilidade foi alta (Orafii,
2003).

Diversos tipos de queijos foram testados como veiculos para cepas
probidticas, revelando-se apropriados para tal finalidade. Dentre os queijos
testados para esse fim, destacam-se queijo fresco (Vinderola et al., 2000; Roy et
al., 1997) cheddar (Gardiner et al., 1998; Dinakkar & Mistry, 1994), gouda
(Gomes et al., 1998), cottage (Blanchette et al., 1996) e crescenza (Gobbetti et
al., 1997 e Oliveira, 2002).

Assim como estes diferentes queijos, no presente experimento O queijo
minas padrio também apresentou-se como um veiculo apropriado para os
microrganismos probidticos, pois eles s¢ mantiveram vidveis por todo 0 periodo
de maturag3o.

Stanton et al. (1998) salientaram que um alimento, como queijo cheddar,
s6 podera ser considerado um alimento funcional se a cultura probidtica
adicionada durante o seu processamento resistir 4 sua maturagdo ¢ sem
prejudicar sua composicdo, textura € suas caracteristicas sensoriais.
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Neste experimento pdde-se concluir que este queijo pode ser considerado
funcional, pois os Lactobacillus mantiveram-se vidveis nos trés tratamentos e
durante o periodo de maturagdo, e as caracteristicas fisico-quimicas ndo foram
significativamente afetadas.

4.4.4 Andlise sensorial dos queijos

Para todas as analises de varidveis sensoriais, utilizou-se o esquema
fatorial 3x4, com parcelas perdida, de um delineamento em blocos casualizados
(DBC), com 18 blocos (provadores).

4.4.4.1 Aparéncia

Com relagdo a analise sensorial do atributo aparéncia, observou-se que
ha diferengas (P<0,05) entre os dias analisados e entre os niveis de mulma, com
relagdo a aparéncia. Porém, nio ha interagdo entre os dias X inulina.

Os queijos sem inulina obtiveram maior aceitagio, ao contririo dos
queijosa4%deinu1ina,quenioﬁveramboaaceitacé‘o,emquaisqueljdiasde
maturag3o, indicando um efeito sensorialmente desfavoravel.

Em relagio aos dias de maturagdo, os queijos aos 40 dias obtiveram
melhor aceitagio, seguidos dos queijos aos 0 (zeros) dias de maturag3o.

OsgzéﬁcosdasFiguras23e24dmnonsuamavaﬁa¢§olinwreinversa
da aparéncia, em fungio da adig3o da inulina. '
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FIGURA 23 - Comportamento da aparéncia em fungdo da percentagem de
inulina nos queijos.
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FIGURA 24 - Comportamento da aparéncia dos queijos em fungdo do tempo de
armazepamento.

4.4.4.2 Cor

Os resultados das anilises sensoriais do atributo cor indicaram haver
diferencas (P<0,05) entre os dias analisados com relagio 4 cor. Ndo houve
diferencas com relagdo aos niveis de inulina nem na interagdo (dia X inulina).

~ Os queijos, aos 0 dias de maturagdo, obtiveram melhor aceitagdo,
seguidos dos queijos a 40 dias de maturagdo, em relag3o ao atributo cor.

A Figura 25 demonstra o comportamento da cor dos queijos, em fungio
dos dias de maturagso.
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FIGURA 25 - Comportamento da cor em fungdo do tempo em dias nos queijos.

4.4.43 Sabor

Houve diferengas (P < 0,01) entre os dias analisados com relagdo ao
sabor, porém, nio houve entre a interagdo ( dia X inulina) nem com os niveis de
inulina.

Os queijos frescos (dia 0) apresentaram melhor aceitagdo que os queijos
aos 40 dias de maturagdo. '

A Figura 26 demonstra o comportamento da avaliagiio sensorial do
pardmetro sabor, em fungdo do tempo.
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FIGURA 26 - Comportamento do sabor dos queijos em fungdo do tempo.

4.4.4 Textura

Houve diferenca significativa (P<0,05) entre as doses de inulina e na
intéracéo,quantoatextura,masnéomn'eosdiasdgmamrado.

Fez-se o desdobramento dos tempos dentro de cada nivel de inulina, em
que foram constatadas diferencas significativos (P<0,05) para as doses a 0% e
4% e ajustou-se uma curva de regressdo. As Figuras 27 e 28 demonstram o
comportamento da textura em fungo do queijo sem inulina ¢ 4% de inulina em
fungdo do tempo.
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FIGURA 27 - Comportamento da textura em fungio do queijo sem adigdo de
inulina.
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FIGURA 28 - Comportamento da textura dos queijos adicionados de 4% de
inulina em fungio do tempo.

Os resultados apresentados na Figura 27 indicam que, a O dias, os
queijos obtiveram melhor aceitagio do que aos 40 dias de armazenamento.

Fez-s¢ o desdobramento dos niveis de inulina dentro de cada tempo. Os
resultados mostraram-se significativos (P<0,05) nos tempos 2 e 3, os quais s3o
apresentados nas Figuras 27 e 28.

A Figura 29 apresenta os resultados aos 15 dias de maturagio, quando os
queijos sem imulina obtiveram melhor aceitagio do que os queijos adicionados
de 4% de inulina.
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FIGURA 29 - Compommento da textura dos queijos em fungdo da dose de
inulina, dentro do tempo de 15 dias.

Os resultados apresentados na Figura 30 demonstram que aos 30 .dias de
maturagio, .os queijos sem inulina obtiveram melhor aceitagdo ¢ os queijos
adicionados de 4% de inulina tiveram pior aceitagdo.

Gardiner et al. (1998) analisaram cuidadosamente as caracteristicas de
aroma, sabor, corpo € textura de um queijo cheddar probiético ¢ n3o
encontraram diferencas claras entre os produtos analisados.
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FIGURA 30 - Comportamento da textura dos queijos em fun¢io das doses de
inulina, dentro do tempo de 30 dias.

4.4.4.5 Andlise generalizada de procrustes

As notas mais altas para os atributos textura, sabor ¢ aparéncia foram
dadas para os queijos que apresentavam todas as doses de inulina no tempo zero
€ a dose 0% de inulina em todos os tempos, conforme Figuras 31 e 32.

As maiores notas para o atributo cor foram dadas aos queijos de todo o
texhpozeroe 15 dias e a dose de 4% de inulina, aos 45 dias.

Para 2% e 4% aos 30 dias ¢ 2% aos 45 dias, ocorreram as piores notas
para textura, sabor e aparéncia.

Para a testemunha (0% de inulina), aos 30 e 45 dias, tiveram as piores
notas para cor, conforme Figuras 28 ¢ 29.

Embora os grupos formados ndo sigam um padrio, houve tendéncia de

81



pontuar melkor (preferir) queijos mais novos (de 0 a 15 dias), independente da
dose de inulina aplicada.

Legenda
2i0d
£ onsd 0i - 0% inulina
< siziod 2i - 2% inulina
3 4i - 4% inulina
g 0d-dia0
2 15d - dia 15
o 30d - dia 30
0i30d 45d - dia 45
o - 0i45
I I 1 1
2 -1 ] 1 2

Eixo principal 1 (64,5%)

FIGURA 31 - Variagdo do consenso dos provadores em relagdo & comparacdo
das trés doses de inulina, em fungdo do tempo de maturagdo
(dias).
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FIGURA 32 - Variagdo do circulo de correlagdo dos provadores, em relagdo a
comparagdo de trés doses de inulina X quatro tempos de
maturagio. '
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5 CONCLUSOES

De acordo com os dados obtidos, pdde-se concluir que:

com relagdo aos aspectos fisico-quimicos, 0 soro no corte, 0 SOro RO
ponto ¢ a salmoura ndo apresentaram diferengas entre os tratamentos
quando submetidos a adi¢do de inulina;

os teores de gordura e nitrogénio total ndo apresentaram alteragGes
significativas quando submetidos & adi¢3o de inulina e, quanto a0 teor de
nitrogénio total, ocorreu variagio normal e proporcional a perda de
umidade do queijo durante o periodo de maturagdo;

quanto aos valores de pH, a elevagdo verificada foi proporcional a sua
acidificagiio normal, durante o periodo de maturacdo, ndo sendo afetados
pelos tratamentos;
osteomdeactdolacucoaolongodopenododemamra@o
apresentaram ligeira variagdo, justificado pela acidificagio normal do
queijo. Mas, quanto aos tratamentos a 2% ¢ 4% de inulina, os teores de
. acido lactico foram maiores, indicando uma interferéncia da inulina na
producio de acido lactico nos queijos;

os teores de cloretos nio foram afetados pelos tratamentos com inulina,
mas apresentaram diferencas durante os dias de maturacdo. Isto se
justifica pelo fato da maior parte do sal ser absorvida nas primeiras horas
de salga, aumentando proporcionalmente 20 tempo de permanéncia na
salmoura, ocorrendo uma tendéncia de penetragdo do sal até que atinja
um ponto de saturagdo ou equilibrio;

sob aspectos microbiologicos, observou-s¢ que a adicio das bactérias
probicticas (Lactobacillus acidophilus e Lactobacillus. casei) manteve
um crescimento constante durante todo o periodo de maturagdo, ndo
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sofrendo influéncia da adicio de inulina nem do tempo de
armazenamento,

quanto as analises sensorias, foi observado que a presenga de prebidticos
(inulina) alterou o sabor, textura, cor e aparéncia;

os atributos aparéncia, sabor, textura, cor e aparéncia, tiveram pior
avaliagdo quando os queijos foram adicionados de 4% de inulina;
embora os grupos formados ndo sigam um padrio, houve a tendéncia de
pontuar melhor (preferir) queijos mais novos (de 0 a 15 dias),
independente da dose de inulina aplicada;

concluiu-se que o simples fato de adicionar um prebidtico e um
probidtico nio necessita de alteragio na tecmologia tradicionalmente
empregada na fabricagdo do queijo minas-padrio;

para a industria de laticinios, a adi¢Go destes ingredientes ¢ viavel, pois
oferecerd a0 consumidor um novo produto com propriedades funcionais;
quanto 4 inulina adicionada em 2% e 4% no queijo minas padrio, outros
estudos s3o nmecessdrios para uma melhor conclusio quanto 3 sua
funcionalidade.
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TABELA 1A - Resumo da analise de variincia para pH.

FV GL SQ oM Valor F P valor
Bloco 2 0,24101 0,12051 6,5488 0,003143 **
Dia 7 0,27251 0,03893 2,1156 0,060626
Inulina 2 0,02934 0,01467 0,7974 0,456648
Dia x inulina 14 0,17412 0,01244 0,6759 0,785109
Residuo 46 0,84646 0,01840

TABELA 2A - Resumo da analise de varidncia para acido latico..

FV GL SQ QM - Valor F P valor
Bloco 2 0,0004194  0,0002097 0,6803 0,511480
Dia 7  0,0131556  0,0018794 6,0964  4,581e-05***
Inulina 2 0,0031694  0,0015847 5,1406 0,009662%*
Diaxinulina 14  0,0022528  0,0001609 0,5220 0,907545
Residuo 46  0,0141806  0,0003083

TABELA 3A - Resumo dos coeficientes estimados (comportamento do teor de

acido latico ao longo dos dias).
Coeficientes Estimativa  Erro padrdo Valor t P valor
Intercepto 4,955e-02 4,170e-03 11,884 2,15e-05 **+
Linear 3,769¢-04 8,242¢-05 4,573 0,0038 **

R*=74,00%

TABELA 4A - Resumo dos coeficientes estimados (comportamento do teor de
acido latico ao longo dos niveis de inulina).

Coeficientes  Estimativa  Erro padriio Valor t P valor
Intercepto 0,056319 1,553e-04 362,69 0,00176 *+
Linear 0,004062 6,014e-05 67,55 0,00942 **
R*=9996%
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TABELA 5A - Resumo da analise de varidncia para cloretos.

FV GL SQ QM Valor F P valor
Bloco 2 0,08146 0,04073 3,7416 0,032388 *
Dia 6 0,03658 1,8174 3,3603 0,008916 **
Inulina 2 0,03127 0,01563 1,4362 0,249831
Dia x inulina 12 0,14360 0,01197 1,0993 0,387057
Residuo 40 0,43541 0,01089

TABELA 6A - Resumo dos coeficientes estimados (comportamento do teor de

cloretos ao longo dos dias).
Coeficientes Estimativa  Erro padrio  Valor t P valor
Intercepto 1,2176496 0,0422145 28,844  9,38e-07 ***
Linear 0,0007805 8,242¢-05 1,202 0,283

R*=2242%

TABELA 7A - Resumo da anilise de varifincia para nitrogénio total
. (comportamento do nitrogénio total ao longo dos dias). '

FV GL SQ oM Valor F P valor
Bloco 2 0,00445 0,00222 0,0365 0,964152
Dia 5 1,45761 .0,29152 4,7903 0,002022%+
Inulina 2 0,02605 0,01302 0,2140 0,808420
Dia x inulina ~ 10 0,22000 0,02200 0,3615 0,954877
Residuo 34 2,06915 0,06086

TABELA S8A - Resumo dos cocficientes estimados (comportamento do

nitrogénio total 2o longo dos dias).
Coeficientes Estimativa  Erro padrio Valor t P valor
Intercepto 3,922258 0,059060 66,412 3,08¢-07 *+*
Linear 0,006518 0,001761 3,702 0,0208 *

R*=71,76%
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TABELA 9A - Resumo da analise de variincia (comportamento entre os dias

analisados e entre os niveis de inulina).

. _FV GL SQ oM Valor F P valor
Bloco 17 97,665 5,745 5,7810 2,960c-9 ***
Dia 3 8,925 2,975 2,9938 0,033900 *
Inulina 2 10,823 5,411 5,4453 0,005536 **
Diaxinulina 6 7,894 1,316 1,3239 0,252367
Residuo 112 111,302 0,994

TABELA 10A - Resumo dos coeficientes estimados (comportamento da

aparéncia ao longo das doses de inulina).
Coeficientes Estimativa _ Erro padriio Valor t P valor
Intercepto 7,76241 0,10308 75,30 0,00845 **
Linear -0,16489 0,03992 4,13 0,15122

R*=18893%

TABELA 11A - Resumo dos coeficientes estimados (comportamento da

aparéncia ao longo dos dias).

Coeficientes Estimativa  Erro padrioe Valor t P valor
Intercepto 7,4741667 0,0641727 116,470 0,00547 **
Linear -0,0289444 0,0068704 4,213 0,14836
Quadritico 0,0007593 0,0001463 5,189 0,12119

R*=91,43%

TABELA 12A - Resumo da anilise de varidncia com relagfio a cor.

FV GL SQ QM Valor F P valor
Bloco 17 77,296 4,547 4,7520 1,755e-7
Dia 3 13,712 4,571 4,7770 0,003595
Inulina 2 0,184 0,092 0,0964 0,908214
Dia x inulina 6 7,188 1,198 1,2520 0,285495
Residuo 112 107,165 0,957
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TABELA 13A - Resumo dos coeficientes estimados (comportamento da cor ao

longo dos dias).

Coeficientes Estimativa  Erro padrio Valor t P valor
Intercepto 7,9097222 0,0908104 87,102 0,00731 **
Linear -0,0467593 -0,0097222 -4,810 0,13051
Quadratico 0,0008951 0,0002070 4,323 0,14472

R*=188,06%

TABELA 14A - Resumo da anilise da varidncia (comportamento entre os dias

analisados com relag3o ao sabor).

FV GL SQ - QM Valor F P valor
Bloco 17 211,626 12,449 9.6160 4,497e-15 ***
Dia 3 26,324 8,775 6,7780 0,0003055 ***
Inulina 2 3,429 1,715 1,3244 0,2700921
Dia x inulina 6 2,665 0,444 0,3431 0,9125440
Residuo 112 144,992 1,295

TABELA 15A - Resumo dos coeficientes estimados (comportamento do sabor

ao longo dos dias).
Coeficientes  Estimativa Erro padrio  Valort P valor
Intercepto 6,851806 0,131490 52,109 0,000368 ***
Linear -0,014417 0,004686 -3,077 0,091385 .

‘R*=73,84%

TABELA 16A - Resumo da analise de varidncia entre doses de inulina e dias,

com relagdo a textura.
FV GL SQ QM ’ Valor F P valor
Bloco 17 171,742169  10,102481 8,115 0,0000%+*
Dia 3 7,017863 2,339288 1,879 0,1372ns
Inulina 2 1,790780 5,895390 4,735 0,0106*
Dia x inulina 6  28,305053 4,717509 3,789 0,0018+%*
Residuo 112 139,434914  1,244955
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TABELA 17A - Resumo da anilise de varidncia do desdobramento de dias para

cada nivel de inulina.

FV GL SQ QM Valor F P valor
Dia/l 3 13,059131 4,353044 3,497 0,0178 *
Dia /2 3 3,302128 1,160709 0,884 0,4504
Dia /3 3 18961658 6320553 5,077 0,0024 **
Residuo 112 139434914  1,244955

TABELA 18A - Resumo dos coeficientes estimados para a textura em fungio do

tempo, na dose 0% de inulina.

Coeficientes  Estimativa  Erro padrio Valor t P valor
Intercepto 6,698750 0,32550088 20,580 0,0000%**
Linear 0,083528 0,03484834 2,397 0,0182#
Quadratico -0,001731 0,00074213 -2,333 0,0214*

R*=64,81%

TABELA 19A - Resumo dos coeficientes estimados para a textura em fungio do

tempo,para dose 4% de inulina.

Coeficientes Estimativa  Erro padrio Valor t P valor
Intercepto 7,482292 0,32550088 22,987 0,0000***
Linear -0,103958 0,03484834 -2,983 0,0035%%*
Quadratico 0,601690 0,00074213 2,277 0,0247*

R7=99,57%

TABELA 20A - Resumo da anilise de varidncia dos desdobramentos de inulina

para cada nivel de dias.

FV GL SQ oM ValorF . Pvsalor
Inulina /1 2 6,811111 3,405556 2,735 0,0677
Inulina /2 2 20,041667  10,020833 8,049 0,0005%+**
Inulina /3 2 8,062500 4,031250 3,238 0,0419*
Inulina /4 2 5,180556 2,590278 2,081 0,1272
Residuo 112 139,4349 1,244955
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TABELA 21A - Resumo da analise de varidncia entre as doses de inulina, nos
tempos de 15 e 30 dias. )

Coeficientes Estimativa  Erro padrio Valor t P valor
Intercepto 7,770833 0,29403262 26,428 0.0000***
Linear -0,427083 0,11387834 -3,750 0.0003**+

R*=87,37%

TABELA 22A - Resumo de analise de regressdo do tempo 30 dias.

Coeficientes Estimativa  Erro padrio Valor t P valor
Intercepto 7,093750 0,36011494 19,699 0,0000%++
Linear -0,328125 0,13947192 -2,353 0,0204*

R*=85,47%
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