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Resumo

Alimentos probioticos fazem parte do grupo dos alimentos funcionais, a exemplo
dos véarios tipos de queijo que apresentam potencial frente a outros produtos
probioticos. O objetivo deste trabalho foi estabelecer a composicdo nutricional e
o estudo de pés acidificacdo de queijos probidticos. Para obtencéo dos queijos,
foi adicionado ao leite pasteurizado, 40 mL 100 L de CaCl2 a 50%, 30 mL 100
Lt de coagulante e Lactobacillus helveticus. Apds coagulacéo, fez-se corte da
massa, mexedura, dessoragem, adi¢cdo ou ndo de sal, embalagem e refrigeracao
a4 °C. As analises pos-acidificacdo, pH e acidez titulavel (AT), as contagens dos
L. helveticus foram realizadas nos dias 1, 6, 12, 18, 24 e 30 de armazenamento.
As analises de composicao nutricional envolveram, umidade, proteinas, lipidios,
cinzas, carboidratos totais, extrato seco total (EST), extrato seco
desengordurado (ESD) e valor calérico total. A analise de pos-acidificacédo
mostrou reducao significativa nos valores de pH e aumento na AT até o dia 12
de armazenamento. As contagens de microrganismos probidticos atenderam a
legislacdo e aumentaram até o dia 12 de avaliacao, concordando com os dados
de acidificacdo pode-se afirmar que os 12 primeiros dias apresentam periodo
otimo de desenvolvimento dos L. helveticus. Os queijos foram classificados
como de média umidade e magros de acordo com a legislacao vigente. Ndo foi
possivel atender ao tempo de prateleira de 30 dias proposto, devido a
contaminacgao dos queijos por microrganismos deterioradores. Pode-se concluir
gue o uso de microrganismos probidticos em queijos frescais é viavel, porém
com prazo de validade curto.
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1. Introducéo

No setor lacteo, os alimentos funcionais ja sdo uma realidade, e muitas
empresas alimenticias desenvolvem suas linhas de produtos tendo a promocao
da saude como principal objetivo. Isso se deve ao fato de que os consumidores
estdo cada vez mais preocupados com a saude, e porque 0s alimentos
funcionais constituem-se hoje, como prioridade de pesquisa em todo o mundo,
com a finalidade de elucidar as propriedades e os efeitos benéficos que estes
produtos podem proporcionar a saude e ao bem-estar (BELCHIOR, 2004).

Os microrganismos utilizados como probioticos séo, predominantemente,
de diferentes espécies e linhagens dos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium.
A principal razdo para esta escolha € o fato destes dois géneros serem
habitantes predominantes do intestino humano, sendo os Lactobacillus do
intestino delgado e os Bifidobacterium do intestino grosso. (O’'SULLIVAN, 2006).

Os probidticos utilizados em alimentos devem se multiplicar e sobreviver
aos processos de elaboracdo, maturacéo e estocagem do produto, bem como
nao afetar negativamente sua qualidade e ser seguro a saude do consumidor
(ISOLAURI et al., 2001; STANTON et al., 2001; ZALAZAR et al., 2004).

Lactobacillus helveticus é uma bactéria homofermentativa de acido latico
termofilica amplamente utilizada na fabricacéo de queijos do tipo suico e italianos
envelhecidos e bebidas lacteas fermentadas (GATTI et al., 2004; VINDEROLA
et al., 2007). Os L. helveticus tem a capacidade de reduzir o amargor e dar sabor
caracteristico ao queijo, 0 que torna esta bactéria um importante componente de
culturas starter para a industria de laticinios. O interesse do consumidor por
alimentos funcionais motivou 0s pesquisadores a se concentrarem nos
compostos bioativos formados durante a fermentacdo de produtos lacteos por
bactérias de acido lactico (BAL), como L. helveticus (MATAR et al., 2003;
VINDEROLA et al., 2007; RATTANACHAIKUNSOPON e PHUMKHACHORN,
2010; WAKAI e YAMAMOTO, 2012).

As proteinas do leite sdo consideradas fonte mais importante de
peptideos bioativos que podem ser liberados através da hidrolise por
microrganismos proteoliticos, como L. helvetius (MEISEL e BOCKELMANN,
1999; MATAR et al., 2001; LEBLANC et al., 2002; FITZGERALD e MEISEL,
2003; KENNY et al., 2003; DE LEBLANC et al., 2008). Além disso, 0s

microrganismos probidticos devem apresentar células viaveis em quantidades
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adequadas no alimento durante toda a estocagem do produto, sendo a dose
diaria de consumo recomendada de 108 - 10° unidades formadoras de col6nia
(UFC) (BRASIL, 2007).

Em relac&o a sobrevivéncia das bactérias probioticas no produto queijo,
estudos mostraram maior prevaléncia destas bactérias em queijos frescos do
gue em queijos maturados. Essa maior viabilidade estaria relacionada ao menor
tempo de armazenamento dos queijos frescos, ao menor teor de sal, ao maior
teor de umidade e a atividade de agua, que nao limitaram a multiplicacdo do
probiotico (BURITI, 2005).

Dentre os beneficios a saude produzidos por bactérias probiéticas,
podem-se citar: reduc@o da intolerancia a lactose; inibicdo de microrganismos
patogénicos; prevencao de diarreia; reducdo dos niveis de colesterol; aumento
da resposta imunoldgica; e prevencdo de cancer de célon (SAARELA et al.,
2002; SANDERS, 2003; SCHMID et al., 2006).

Nesse sentido, o objetivo deste estudo foi estabelecer a composicao
nutricional, o comportamento de pos-acidificacdo do queijo frescal adicionado de
Lactobacillus helveticus e a contagem desses microrganismos probiéticos,

durante 30 dias de estocagem.

2. Materiais e Métodos

2.1. Fabricacéo dos queijos

O leite reconstituido foi submetido a pasteurizacao lenta a 65 °C por 30
minutos. Apds o tratamento térmico, procedeu-se o resfriamento a 39 °C,
temperatura em que foram adicionados (40 mL 100 L) da solucédo aquosa de
cloreto de célcio (CaCl2) a 50%, (30 mL 100 L) de agente coagulante (coagulo
liquido) da marca HA-LA (Chr. Hansen InduGstria, Sdo Paulo,SP, Brasil) e a
cultura probiética com um envelope com a dosagem de 5 U contendo
Lactobacillus helveticus da marca Docina (Docina.,Brasil) , que passou por
processo de ativagcdo em (500 mL) de leite a 42° C por 8 horas em demanda
biol6gica de oxigénio (B.O.D) até pH 5,0. Apos 40 a 60 minutos, foi feito o corte
da massa em cubos de 1,5 a 2 cm, intercalando a mexedura e 0 repouso para
promover a dessoragem da massa. Ap0Os essa etapa, foi feita a drenagem de
cerca de 80% soro para entdo ser realizada a salga da massa (700 g 100 L de

sal branco refinado) nos tratamentos com sal e para as amostras sem sal,
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passou-se para a etapa de dessoragem. Os queijos com e sem adicéo de sal,
foram dispostos em dessoradores plasticos com capacidade de (250 g), por 1
hora com tempo de viragem de 30 minutos, para entdo, serem embalados em
sacos plasticos de polietileno, conservados a 4 °C em B.O.D e armazenados

durante o periodo de analise de estudo da viabilidade da cultura probiética.

2.2. Anélise de p6s acidificacao dos queijos frescais probioticos

Foram realizadas em triplicata nos queijos frescais, nos dias 1, 6, 12, 18
e 24 de armazenamento refrigerado as seguintes analises: pH, acidez titulavel
(AT), (IAL, 2008) e atividade de agua (Aw) por leitura direta em analisador de
atividade de agua (LABSWIFT, Novasina).

2.3. Contagem dos microrganismos probioticos

Para contagem dos L. helveticus foram retirados (25 g) do queijo, tanto da
superficie quanto da parte interna da massa. As amostras foram adicionadas de
(225 mL) de agua peptonada estérii a 0,1%, homogeneizadas e diluidas
sequencialmente até 107. A proposta inicial era que as contagens fossem
realizadas até dia 30 dia de armazenamento refrigerado, porém as amostras
apresentaram contaminacdes fungicas a partir do dia 24 de armazenamento,
sendo, portanto, consideradas as contagens até o dia 18 de armazenamento. Foi
utilizado como meio de cultura o agar MRS (Man, and Sharpe — Maltose)
(ACUMEDIA - Brasil), sendo o plaqueamento realizado em profundidade (pour
plate) e a incubacao em jarra de anaerobiose a 37°C por 72 horas em B.O.D. Os
resultados foram expressos em log unidade formadora de colbnia por grama (log
UFC g?') (VINDEROLA; REINHEIMER, 1999). A contagem dos Lactobacillus
helveticus foram realizadas em duplicata nos queijos frescais, nos dias 1, 6, 12,
18 e 24 de armazenamento refrigerado, para verificar a viabilidade das culturas
no produto ao longo do periodo de avaliacédo e estocagem.

2.4. Anélises de composic¢ao nutricional

As andlises de composic¢ao nutricional foram realizadas em triplicata e no
dia 0, estéo descritas a seguir: Umidade - determinada pelo método de secagem
em estufa com circulagéo de ar a 105 °C (AOAC, 2012); Proteinas determinadas
pelo método Kjeldahl (AOAC, 2012). O fator geral de conversao de 6,38 foi
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aplicado para calcular as proteinas nos produtos derivados de leite; Lipidios
totais - determinados pelo método de Bligh; Dyer (BLIGH, E. G.; DYER, 1959);
Cinzas - determinadas por incineragdo em mufla a 550°C (AOAC, 2012);
Carboidratos- calculado pela diferenca: 100 menos todos o0s constituintes;
Extrato seco total - determinado pelo método de secagem em estufa a 105°C
(AOAC, 2012); Calculo de valor calérico (Kcal): foi obtido aplicando-se os fatores
de Atwater 4 - 9 — 4 kcal/g para os valores de proteinas, lipidios e carboidratos
totais, respectivamente, segundo ANDERSON et al. (1988) e a Brasil (2003).

2.5. Anélise estatistica

Os dados de composicao nutricional foram submetidos a andlise de
variancia, sendo as médias avaliadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia.
Para analise da pds acidificacdo e contagem de Lactobacillus helveticus dos
gueijos foi estabelecido delineamento inteiramente casualizado em fatorial duplo
2 x 5 (presenca e auséncia de sal x 5 periodos de avaliacdo). Os dados foram
submetidos a analise de variancia, sendo as médias avaliadas por regressao a
5%. Todos os dados foram avaliados utilizando o programa computacional
Sistema para Andlise de Variancia — SISVAR (FERREIRA, 2011).

3. Resultados e Discusséao

De acordo com a andlise de variancia (Tabela 1) verificou-se diferenga
significativa de 5% de probabilidade para as variaveis analisadas considerando
as fontes de variacdo (FV): auséncia e presenca de sal (tratamento), dias de

armazenamento refrigerado e interacdo tratamento x dias.

Tabela 1. Resumo da andlise de variancia das caracteristicas fisico-quimicas,
pH, acidez titulavel (AT), atividade de agua (Aw), e das contagens de L.
helveticus em queijo frescal probiéticos (Log UFC g1).

Quadrados médios

FV GL pH AT Aw Log UFC gt
Auséncia e 1
Presenca de Sal 0,06" 0,0002 0,0005" 0,071
Dias 4 0,12m 0,001" 0,0005" 0,142
Tratamento x Dias 4 0,05 0,0007" 0,00006"s 0,0007"s
Residuo 20 0,01 0,0003 0,0002 0,001
CV (%) - 2,05 22,02 2,09 0,40

*Efeito significativo a 5% de probabilidade (p<0,05). " .n&o significativo.
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Considerando o fator isolado periodos de avaliacdo, observou-se reducao
significativa nos valores de pH até o dia 12 de avaliacdo (Figura 1), concordando
com os trabalhos de Buriti et al. (2005) e Ribeiro et al. (2009), que também
observaram reducdo significativa no pH dos queijos produzidos com L.
acidophilus. Este comportamento revela que as bactérias promoveram
acidificacado mais evidentes nos primeiros 12 dias de armazenamento reduzindo
os valores de 5,77 no dia 1 para 5,43 no dia 12 de armazenamento. Tal fato se
explica devido a maior producéo de acido latico, que é o principal produto do
metabolismo das bactérias laticas, sendo cerca de 70% a 90% dos compostos
gerados e é sintetizado durante todo o processo e maturacdo dos queijos a partir
da fermentagéo da lactose (SALMINEN; VON WRIGHT, (1993).
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Figura 1. Valores de pH de queijo frescal probiotico em 24 dias de
armazenamento.

Considerando a acidez titulavel entre os dias de avaliacéo, os resultados
nao apresentaram diferenca estatistica para queijos com sal, entretanto para 0s
queijos sem sal observou-se aumento significativo até o dia 12 de avaliacéo,
concordando com resultados obtidos por Alves et al. (2011) que observaram
acréscimos de acidez até o dia 12 de prateleira em queijos probioticos com L.
acidophilus. Os valores obtidos neste experimento ndo se ajustaram em nenhum
dos modelos de regressdo propostos entdo desta maneira estdao sendo

apresentados na tabela a seguir (Tabela 2).
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Tabela 2. Analise de acidez titulavel do queijo frescal probidtico.

Dias de Avaliacéo Acidez titulavel g de &cido latico 100g™
Com Sal Sem Sal
1 0,09aA 0,05bC
6 0,06aA 0,06aBC
12 0,09aA 0,11aA
18 0,08aA 0,08aABC
24 0,09aA 0,10aAB

Letras mindsculas na mesma linha indicam diferenca significativa a 5%.
Letras mailsculas na mesma coluna indicam diferenca significativa a 5%.

Souza (2006) estudando a acidez desenvolvida em queijos frescais
observaram aumento nos valores de acidez de 0,17% a 0,80% em queijos com
L. acidophilus e 0,19% e 0,38% em queijos com associacao de L. acidophilus e
S. Thermophilus, nos dias 1 e 21 de armazenamento, diferindo dos valores
observados neste trabalho, mostrando que os L. helveticus promoveram
acidificacdo mais discretas que os L. acidophilus e os L. acidophilus com S.
thermophilus em associacéao.

Os resultados para atividade de agua (Aw) ndo foram significativos para
os fatores isolados auséncia e presenca de sal e periodos de avaliagcdo e nem
para a interacdo dos fatores (Tabela 3). Os dados encontrados neste trabalho
(Aw 0,790) foram inferiores aos de Souza (2017) que avaliou a qualidade
microbiologica de queijo Minas frescal, tendo como média de Aw, 0,963.
Segundo Taveira (2013) a atividade de agua é influenciada pelo teor de sal dos
gueijos e pela capacidade dos solutos em interagir com as moléculas de agua
presentes nos queijos (MCSWEENEY, 2007).

Nesse sentido, como o teor de sal adicionado nos queijos foi igual ou ndo
houve adicdo de sal, ndo se observou variagdo nos valores. Além disso, a ndo
variacdo dos valores de atividade de agua durante os dias mostraram
estabilidade referente a dessoragem dos queijos durante o periodo avaliado.

A Aw é um fator intrinseco fundamental para os microrganismos, logo,
eles dependem da agua livre presente nos alimentos para se desenvolverem,
desta forma existindo uma atividade de &gua elevada as chances de
contaminacgdes desse alimento também serdo. A faixa de atividade de agua (0,7)

encontrada neste experimento o classifica como um queijo de umidade média.
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Na faixa de atividade 0,7 o crescimento de microrganismos patogénicos e inibido
aumentando a estabilidade deste alimento por um periodo mais prologando.
Mesmo assim, alguns microrganismos como Coliformes, Estafilococos,
Salmonela sp e Listeria monocytogenes podem crescer lentamente (MAPA,
1996).

Tabela 3. Atividade de agua em queijo frescal probiético com e sem adi¢cédo de
sal.

Dias de Avaliacao Aw
Com Sal Sem Sal
1 0,787 0,795
6 0,793 0,797
12 0,796 0,798
18 0,792 0,800
24 0,765 0,784

Em relacéo as contagens de L. helveticus, os fatores isolados periodos de
avaliacao e presenca e auséncia de sal foram significativos a 5% de significancia.
Considerando o fator isolado periodos de avaliacao, verificou-se aumento nas
contagens de microrganismos probiéticos nos queijos frescais até o dia 12 de
avaliacdo, concordando com os resultados de p6és-acidificacdo obtidos a partir

da analise do pH e da AT (Figura 2).
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Figura 2. Contagem de Lactobacillus helveticus em queijos probiéticos em 18
dias de avaliacao.
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Mesmo com acidificag¢do discretas, os L. helveticus aumentaram o nimero
de col6nias de 8,44 UFC g no dia 1, para 8,85 UFC g no dia 18 de prateleira,
revelando boa adaptacdo desses microrganismos aos queijos frescais durante o
periodo de estudo. Alves et al. (2011), estudando as contagens de L. acidophilus
em queijo de minas frescal por 21 dias, ndo observaram aumento e nem reducao
significativa no numero de colbnias destes microrganismos, mostrando que os L.
helveticus sdo capazes de se multiplicar e se manter em contagem viavel entre
108 e 10° UFC por porcéo diaria do produto (BRASIL, 2008).

Em relacdo ao fator isolado presenca ou auséncia de sal, observou-se
que os queijos adicionados de sal tiveram namero de coldnias superior aos dos

gueijos sem adicéo de sal (Tabela 4).

Tabela 4. Contagens de Lactobacillus helveticus em queijos frescais na

presenca e auséncia de sal em 18 dias de avaliacao.

Tratamentos Log UFC g+
Queijos probidticos sem sal 8,64B
Queijos probidticos com sal 8,772

* Letras maiusculas na mesma coluna indicam diferenca significativa a 5%.

Na Tabela 5, estdo apresentados os resultados obtidos para composicéo
nutricional para umidade, extrato seco total (EST), extrato seco desengordurado
(ESD), cinzas, lipideos, proteinas, carboidratos totais e valor caldrico.

Analisando os resultados para umidade (44,26%), EST (55,74%), de
acordo com a Portaria do MAPA n° 146/1996, o queijo frescal probiético
elaborado no trabalho classifica-se como queijo de média umidade e magro
guanto ao teor de matéria gorda.

Os valores de proteinas, gordura e cinzas, determinados nesse estudo
foram superiores aos encontrados por Ribeiro et al. (2009), (proteinas entre
13,47% e 13,91%, cinzas 2,3% e 2,5% e gordura de 13,0% a 13,5%), que
elaboraram queijo Minas Frescal adicionado de Lactobacillus acidophillus a partir
de retentados de ultrafiltracdo. Verificou-se que o queijo Minas frescal analisado,
poderia ser considerado como uma fonte de proteinas. Uma por¢cdo de 50
gramas (3 fatias) do queijo Minas frescal, por exemplo, proporciona a ingestéao
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de, aproximadamente, 11% do consumo proteico diario recomendado pela
ANVISA (759 de proteina/dia) (SILVA; FERREIRA, 2010).

Tabela 5. Composicéo fisico-quimica do queijo frescal probiético com sal.

PORTARIA N° 146,
DE 7 DE MARCO
DE 1996

Variaveis Valor

Queijos de média
Umidade (%) 44,26 umidade
36,0% e 45,9%.

EST (%) 55,74 -
ESD (%) 43,34 -
Cinzas (%) 4,52 -
Lipideos (%) 12,40 Mag;zfg(f’o €
Proteinas (%) 26,85 -
Carboidratos (%) 11,98 -
Valor Calérico (Kcal) 343,10 -

De acordo com a Tabela 5, os teores de carboidratos nas amostras de
queijos Minas frescal (11,98%), foram inferiores aos teores encontrados na
TACO (2011), € superior aos valores encontrados por SILVA (2010). Este
resultado pode ser indicativo de adulteracdo ou do tipo de matéria prima

empregada na fabricacédo deste produto.

4. Concluséo

A pés acidificacao e as contagens de L. helveticus mostraram crescimento
exponencial das colbnias até o dia 12 de avaliacdo, sendo este, o melhor periodo
de consumo dos queijos frescais probiéticos.

Os queijos frescais obtidos mantiveram-se probidticos, ou seja, com
contagem entre 108 a 10° UFC g%, durante 18 dias de refrigeracéo.

Em relacdo as caracteristicas nutricionais, 0s queijos classificaram-se
como de média umidade e magro em relagdo a matéria gorda, podendo ser
considerado um alimento com uma boa fonte proteica.

Os L. helveticus tem excelente potencial de inclusdo em queijos frescais,
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podendo ser aplicado a fim de restabelecer transtornos gastrointestinais como
diarreia, responsaveis pela ma absorcdo de nutrientes, estresse, obesidade,
fadiga, constipacdo e sindrome do intestino irritvel, diabetes mellitus e
intolerancia a lactose. Outro beneficio que os probidticos também podem
proporcionar € a inibicdo da proliferacdo excessiva de bactérias intestinais
patogénicas.

Deste modo podemos afirmar que queijos suplementados com bactérias
probidticas podem ser uma alternativa adequada para industrias de laticinios
visando diversificar seus produtos em um mercado consumidor cada vez mais

competitivo.
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