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RESUMO

Atualmente, é crescente a preocupacgdo por parte do mercado consumidor por
alimentos que possuam propriedades funcionais. O referido fato tem levado a
indUstria e os pesquisadores da area de alimentos a estudarem sobre o0s probiéticos,
prebioticos e simbioticos. Logo, o objetivo principal do trabalho foi produzir requeijao
cremoso simbidtico. Para tal, inicialmente, foram avaliadas a melhor forma de adicdo
do microrganismo Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12 (liofilizada ou ‘pré-
ativada’) em relacdo a concentracédo (0,1 a 0,3 g/ 100 g) e a temperatura de adicdo
(50 a 70°C) no final do processo de fusdo da massa, empregando como resposta a
enumerac&o do microrganismo probiético, por um planejamento fatorial completo 22,
com trés pontos centrais. Em seguida, foram realizadas as determinacdes da
composicdo centesimal e das propriedades fisico-quimicas das matérias-primas e do
soro &cido obtido. Através de um planejamento fatorial completo 2%, com trés pontos
centrais, foram elaboradas sete formulacdes de requeijdao cremoso simbiotico, as
quais diferiam entre si quanto a concentracdo de inulina e de oligofrutose, cuja faixa
de variacao foi de 0 a 7 g/ 100 g de requeijdo. Paralelamente, foi elaborada uma
Formulacdo Controle. As formulagbes do planejamento e a Formulacdo Controle
foram submetidas a andlise da composi¢cdo centesimal e das propriedades fisico-
quimicas. Os teores de inulina e de oligofrutose foram quantificados no 1° e no 60°
dias de armazenamento nas formulagbes do planejamento adicionadas desses
prebioticos. Através do planejamento, foram avaliados os efeitos das variaveis
estudadas (inulina e oligofrutose) sobre as respostas: textura (firmeza, adesividade,
coesividade, elasticidade e gomosidade), no 3° dia e no 60° dia de fabricacao;
enumeracdo de Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12, nos 1°, 15°, 30°, 45° e
60° dias de fabricagéo, e parametros sensoriais (sabor, odor, manuseio, aparéncia e
avaliacao global) no 7° dia de fabricacédo. Todas as formula¢des foram submetidas
as analises microbiolégicas de coliformes a 35 e 45°C e estafilococos coagulase
positiva antes da realizacdo da andlise sensorial. Quanto a forma de adicdo do
microrganismo probidtico, a ‘pré-ativacdo’ conseguiu aumentar significativamente o
namero de microrganismos probidticos no produto final, optando-se pelo tratamento
gue empregava 0,1 g de cultura probiética/ 100 g de requeijdo cremoso, ativada em
leite em pd desntatado e reconstituido a 10% por incubacdo a 37°C/ 7 horas, a
temperatura de adicdo de 70°C. A composicao centesimal e as propriedades fisico-
quimicas das matérias-primas e do soro acido encontraram-se de acordo com a
legislacéo vigente, quando ou/ quanto ao caso e a literatura consultada. Por sua vez,
para as formulacdes do planejamento, com excecdo da Formulacdo 01, que
apresentou maior teor de umidade, e a Formulacdo 04, com menor teor de gordura
no extrato seco do que a prevista na legislacdo vigente, todas as demais
formulacbes atenderam aos padrdes de identidade e qualidade preconizados pela
legislacdo vigente para requeijao cremoso. Os teores de inulina e de oligofrutose
diminuiram ao longo do armazenamento, sendo esta diminuicdo mais expressiva
para as Formulacdes 02 e 03. As variaveis estudadas exerceram efeito significativo
estatistico (p < 0,10) sobre os parametros de textura firmeza e coesividade no 3° e
60° dia de fabricacdo, enquanto que para adesividade somente no terceiro dia de
fabricacdo e para elasticidade e gomosidade ao final da vida util. Quanto a
enumeracdo do microrganismo probidtico, todas as formulagdes apresentaram
valores superiores a 6 logyp UFC/ g durante a vida atil do produto analisado (60
dias), sendo que a inulina e a oligofrutose exercerem efeito significativo sobre a



enumeracao do probidtico no 30° dia de fabricacdo, que coincidiu com o0 aumento da
acidez. Em relagcdo a qualidade microbiolégica das formulacdes para a analise
sensorial, todas elas atenderam aos padrdes preditos na legislacdo. As formulacdes
do planejamento nao diferiram entre si quanto aos atributos avaliados (p > 0,05) e os
valores foram proximos aos da Formulacdo Controle. Pelo exposto, foi possivel
elaborar requeijao cremoso simbiotico, atendendo aos pardmetros de identidade e

qualidade preconizados pela legislacéo vigente, bem como com qualidade sensorial.

Palavras-chave: Queijo. Probiotico. Prebidtico.



ABSTRACT

Nowadays, there is a growing concern from the consumer market for food with
functional properties. This fact has stimulated the industry and researchers in
foodstuff area to study probiotics, prebiotics and synbiotics. Therefore, the main goal
of this trial was to produce a synbiotic “Requeijao” cheese. So, firstly, the best way of
adding the microorganism Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12 (lyophilized or
‘pre-activated’) to the concentration (0.1 to 0.3 g/ 100 g) and the temperature of
addition (50 to 70°C), at the end of the mass fusion process, were evaluated, using
as response the enumeration of probiotic microorganism, by a complete 22 factorial
design with three main points. Then, the centesimal composition determination and
physicochemical properties of raw materials were calculated as well as the obtained
acid serum. According to a complete 2? factorial design, with three main points,
seven formulations were prepared, which differed among themselves based on the
concentration of inulin and oligofructose, whose variation ranged from 0 to 7 g/ 100 g
of cheese curd. At the same time, a Control Formulation was developed. The design
formulations and the control one were submitted to the analysis of centesimal
composition and physicochemical properties. The inulin and oligofructose contents
were measured in the 1% and 60™ days of production in the formulations of the design
added of these prebiotics. According to this design, the following effects of the
studied variables (inulin and oligofructose) were evaluated on the responses: texture
(firmness, adhesiveness, cohesiveness, springiness and gumminess), on the 3" and
60™ days of production; enumeration of Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12
on 1%, 15™ 30", 45™ and 60™ days of production as well as sensorial parameters
(taste, odor, handling, appearance and overall assessment) on the 7" day of
production. All formulations were submitted to microbiological analyses of coliforms
at 35 and 45°C and coagulase-positive staphylococcus before the sensorial analysis.
And regarding the probiotic microorganism addition, a 'pre-activation' increased
significantly the number of probiotic microorganisms to the final product. So, it was
chosen a treatment that applied 0.1 g of probiotic culture / 100 g of creamy cheese
curd, activated in the reconstitued skim milk powder at 10% by incubation at 37<C/ 7
hours, at a 70 °C temperature of addition. The centesimal composition and
physicochemical properties of raw materials and the acid serum were found in
accordance with the law, in relation to the case and consulted literature. Thus, for the
design formulations, but Formulation 01, which showed the highest humidity content
and formulation 04, with the lowest level of fat in total solids when compared to
current law, all the other formulations met the standards of identity and quality
recommended by the legislation to creamy cheese curd. The inulin and oligofructose
contents decreased during storage, but this decrease was more significant for
formulations 02 and 03. The studied variables showed a significant effect on the
statistical parameters of texture as firmness and cohesiveness on the 3@ and 60"
days of production, while for adhesiveness only the 3 day of production and to
springness and gumminess this significant effect was only on the 60™ days of
production. Regarding the enumeration of probiotic microorganism, all formulations
presented values over 6 log;o UFC/ g during the lifetime of the studied product (60
days). The inulin and oligofructose showed a significant effect on the probiotic
enumeration on the 30™ day of production, which matched to an increasing acidity. In
relation to the formulations microbiological quality for the sensorial analysis, all of
them met the patterns already predicted in legislation. The design formulations did



not differ among themselves according to the evaluated attributes (p < 0.05) and the
values were close to the Control Formulation. Therefore, it was possible to prepare a
symbiotic creamy cheese curd, considering the parameters of identity and quality
recommended by legislation, as well as sensorial quality.

Key words: Cheese. Probiotic. Prebiotic.
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1 INTRODUCAO

Os pesquisadores e as industrias de alimentos, até alguns anos atras,
apenas se preocupavam com 0S aspectos nutricionais e sensoriais dos produtos
alimenticios, visando torna-los mais atraentes para o consumo. Porém, observa-se
em todo o mundo um desenvolvimento acelerado dos alimentos que apresentam,
além das caracteristicas anteriores, componentes ou substancias funcionais, ou
seja, que ajustam ou modulam o sistema fisiolégico do organismo humano, com o
intuito de prevenir doencas e promover a saude (PARK; KOO; CARVALHO, 1997).

A microbiota intestinal esta diretamente correlacionada com a manutencao
das funcdes fisiolégicas normais do organismo, o que tem levado ao aumento do
interesse na manipulacdo das populagcdes bacterianas do intestino que promovem
bem-estar e equilibram a microbiota através do emprego dos probioticos
(BIELECKA; BIEDRZYCKA; MAJKOWSKA, 2002). Entende-se por probidtico
microrganismos vivos capazes de melhorar o equilibrio microbiano intestinal
produzindo efeitos benéficos a salude do individuo (Brasil, 2002). Uma alternativa
para o0 aumento de microrganismos benéficos no trato digestério € o emprego de
prebioticos, definidos como componentes alimentares que ndo sao absorvidos nem
degradados pelo trato gastrintestinal superior, mas sao fermentados no intestino
estimulando o desenvolvimento e/ou atividade de um numero limitado de
microrganismos no colon, em especial bifidobacteria e lactobacilli, propiciando saude
ao hospedeiro (KIMURA, 2002). A veiculacdo conjunta de probiotico com prebidtico
é definida como simbiético (WALKER; DUFFY, 1998).

Devido aos beneficios nutricionais associados com a manipulacdo da
microbiota, os alimentos sdo os principais veiculos para probioticos, prebiéticos e
simbidticos (ZIEMER; GIBSON, 1998).

O emprego de probidticos em alimentos, em especial produtos lacteos, vem
sendo objeto de estudo devido ao fato de que estes microrganismos tém sido
descritos como participantes em processos que promovem melhorias na saude,

como o aumento da digestdo da lactose; melhoria do sistema imunologico pelo
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aumento da producéo de macrofagos e elevacao dos niveis de imunoglobulinas (IgG
e IgA); supresséo de cancer e reducédo do colesterol sanguineo (COLLINS; GIBSON,
1999).

Dentre os prebidticos, a inulina destaca-se como um dos mais estudados e
que apresentam efeito reconhecido em humanos (BIEDRZYCKA; BIELECKA, 2004).
Além do efeito bifidogénico, o consumo destes também esta correlacionado com o
controle da constipacdo, ao mesmo tempo prevenindo diarréias, com a modulacdo
do sistema imune e do metabolismo de lipidios e com o aumento da absorcdo de
sais minerais (NITSCHKE; UMBELINO, 2002). A inulina apresenta funcionalidade
técnica que justifica a sua adicdo na elaboracdo de produtos lacteos, podendo
auxiliar na elaboracdo de produtos com baixo teor de gordura e alimentos diet
(NEVEN, 2001).

Estudos tém direcionado o desenvolvimento de queijos probioticos a partir
de queijos disponiveis no mercado, tais como Cheddar (ONG; HENRIKSSON;
SHAH, 2006), Pategras Argentino (BERGAMINI et al.,, 2005), queijo Fresco
Argentino (VINDEROLA et al., 2000b), entre outros; ainda, acredita-se que o0s
queijos, em funcdo do pH mais elevado, conteudo de gordura, nivel de oxigénio,
condicbes de estocagem, bem como sua matriz soélida, poderiam proteger o
microrganismo probidtico de forma mais eficaz durante o armazenamento do
alimento e, mesmo apdés o consumo, favorecer o transito pelo corpo humano
(STANTON et al., 1998; BOYLSTON et al., 2004); indicacbes do emprego de
prebidticos em requeijao, tais como inulina, sdo relatadas na literatura (NEVEN,
2001). No entanto, estudos referentes a aplicacdo conjunta de pré e probidticos em

gueijos sao recentes, necessitando de maior aprofundamento.

Logo, as crescentes evidéncias cientificas a respeito dos efeitos benéficos
promovidos pelos alimentos probibticos e prebioticos, associadas a exigéncia por
parte do mercado consumidor por alimentos ditos mais saudaveis, surgem como

fatores positivos para o desenvolvimento de um requeijao cremoso simbiético.

O trabalho abordard as etapas necesséarias para a producdo de requeijao
cremoso simbidtico, desde a avaliacdo da composicdo centesimal e propriedades
fisico-quimicas das matérias-primas, bem como a forma de adi¢cdo e concentracao e

temperatura do indculo probidtico para a obtencéo de requeijdo cremoso probidtico,
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assim como a forma de adicdo do inegrediente prebidtico. O requeijdo cremoso
simbibtico passara por avaliacdo da composicdo centesimal e das propriedades
fisico-quimicas e microbiolégicas, avaliacdo sensorial e analise do perfilde textura,
visando verificar se atendem aos padrdes de identidade e qualidade preconizados
pela legislacdo vigente. O acompanhamento da enumeracdo dos probioticos e da
concentracdo de prebidticos durante a vida util serd realizada, com o intuito de
avaliar a viabilidade do requeijao cremoso como carreador de microrganismo

probidtico e ingrediente prebibtico.

1.1 OBJETIVO GERAL

Produzir requeijdo cremoso simbiético.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Determinar a formulagéo padrao de requeijao cremoso.

2) Determinar a formulacdo de requeijdo cremoso probidtico através da
avaliacdo da forma de adicdo da cultura probiotica (liofilizada ou “pré-ativada”),
estudando os efeitos das variaveis concentracdes de inéculo e temperatura de
adicao na resposta contagem de Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12 (UFC/
g) a partir de um planejamento experimental fatorial completo, do tipo 22, com trés

pontos centrais.

3) Determinar a faixa e a forma de adicéo dos prebidticos através da formulagcéo
de requeijdo cremoso prebidtico utilizando o delineamento experimental centroide

simplex.
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4) Avaliar a composicéo centesimal e as propriedades fisico-quimicas do leite de
vaca padronizado, homogeneizado e pasteurizado, do creme de leite pasteurizado e
homogeneizado e da massa de queijo a serem utilizados como matéria-prima na

elaboracao de requeijao cremoso simbidtico, bem como do soro &cido.

5) Verificar os efeitos das variaveis inulina e oligofrutose, na faixa de
concentracdo de 0 a 7 g/ 100 g de requeijao cremoso, sobre as respostas perfil de
textura (fimeza, adesividade, coesividade, elasticidade e gomosidade), a contagem
de Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12 e analise sensorial (manuseio,
aroma, sabor, aparéncia e avaliacdo global) a partir de um planejamento
experimental fatorial completo, do tipo 2% com trés pontos centrais, visando

determinar a melhor formulacdo para elaboracdo de requeijdo cremoso simbidtico.

6) Determinar a composicdo centesimal e as propriedades fisico-quimicas das

formulacdes do planejamento e Formulacdo Controle.

7 Analisar as formulacdes microbiologicamente visando determinar a seguranca

aos julgadores para realizacdo da andlise sensorial.

8) Verificar a validade deste derivado lacteo como produto simbidtico através do
acompanhamento da relacédo inicial microrganismo probiético e prebidticos durante a

vida util do produto elaborado (60 dias).

9) Avaliar os parametros de pH e acidez titulavel, expressa em percentagem de

acido latico, durante a vida util do produto (60 dias).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ALIMENTOS FUNCIONAIS

Existe uma crescente percepcao da estreita relagdo entre alimentacao e
saude, quer por parte dos pesquisadores, quer por parte dos consumidores. Por
parte dos pesquisadores em alimentos, inUmeros estudos vém correlacionando o0s
efeitos da alimentacdo sobre a saude da populacéo, efeitos estes que podem estar
associados com aumento da ocorréncia de doencas cronico-degenerativas
(MONTEIRO; MONDINI; COSTA, 2000) ou com prevencao destas (ANGELIS, 2001).
Por parte dos consumidores, em nenhum momento a alimentagcdo exerceu tanto
impacto no quesito saude como nos ultimos anos. Em uma pesquisa realizada com a
populacdo americana, 75% dos entrevistados acreditam mais na influéncia da
alimentacao sobre a satde do que a do exercicio (66%) ou da historia familiar (43%).
Ainda, nessa mesma pesquisa, visando melhorar a saude através da alimentacéo,
varios pesquisados, em algum momento, reduziram ou aumentaram a ingestao de
determinados alimentos (IFIC, 2007).

Desta forma, o desenvolvimento de alimentos que apresentem além das
fungBes nutricionais basicas, quando consumido como parte da dieta usual, produza
efeitos metabdlicos e/ou fisioldgicos benéficos a saude, vem encontrando destaque
junto a industria alimenticia e aos consumidores de alimentos. Estes alimentos sao
denominados de alimentos funcionais (STRINGUETA et al., 2007). A legislacéo
brasileira ndo define alimentos funcionais, porém define propriedade funcional e
propriedade de saude. Ainda, reforca que o alimento ou ingrediente que apresenta
alegacado de propriedade funcional, além de atuar em funcdes nutricionais basicas,

deverd desencadear efeitos benéficos a saude e ser também seguro para o
consumo sem supervisdo médica (BRASIL, 1999).
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O mercado de alimentos funcionais encontra-se em profunda expansao.
Dentre os principais mercados encontram-se o Japao, Estados Unidos e a Europa.
Somente em 2005, movimentou cerca de US$ 60 bilhdes no mundo e no Brasil US$
600 milhdes, com perspectiva de crescimento de 20% ao ano (SALGADO;
ALMEIDA, 2008).

Indmeros alimentos e ingredientes alimentares vém sendo correlacionados
com a capacidade de apresentarem propriedade funcional, dentre eles destaque
especial vem sendo dado aos probiéticos, prebidticos e simbibticos.

2.1.1 Probidticos, prebidticos e simbidticos

O intestino humano é colonizado por um grande nimero de microrganismos,
cerca de 500 a 1000 diferentes espécies (KELLY; KING; AMINOV, 2007), envolvidos
com inumeras funcdes fisioldgicas, em especial, do ponto de vista do hospedeiro, a
prevencdo da colonizagcdo pelos microrganismos potencialmente patogénicos
(PUUPPONEN-PIMIA et al., 2002; SALMINEN; ISOLAURI, 2006), facilitando assim o
desenvolvimento de uma microbiota mais benéfica (LOSADA; OLLEROS, 2002).
Esta protecdo pode ser afetada por alguns fatores, como quimioterapia, doencas
cronicas, estresse, entre outros. Devido a isso, conduziu-se ao desenvolvimento de
alimentos especificamente designados para fortalecer a microbiota intestinal,

destacando-se 0s probidticos, prebioticos e simbioticos (TUOHY et al., 2003).
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2.1.1.1 Probidticos

O termo probidtico compreende microrganismos vivos capazes de melhorar
o equilibrio microbiano intestinal produzindo efeitos benéficos a saude do individuo
(BRASIL, 2002a). Pode-se estender este conceito acrescentando que 0s mesmos
ndo podem ser patogénicos e que os efeitos benéficos para o hdspede, via balanco
da microbiologia intestinal, estdo correlacionados com a quantidade ingerida e
sugerida na faixa entre 10° a 10° células viaveis por mL ou g de produto. Os padrdes
japoneses exigem um minimo de 10 células viaveis do microrganismo por mL ou g
do produto (SHAH; LANKAPUTHRA, 1997; DAVE; SHAH, 1997). Até julho de 2008,
ndo havia legislacdo que preconizasse a concentragdo minima de microrganismo
probiotico que um alimento deveria apresentar para ser considerado probidtico,
guando entdo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) atualizou a Lista
de Alegacdoes de Propriedade Funcional, que diz que para um alimento ser
considerado probidtico e atuar no equilibrio da flora intestinal este deve apresentar
quantidade minima viavel para estes microrganismos na faixa de 10® a 10° UFC/ g
ou mL na recomendacdo diaria do produto pronto para consumo, conforme
indicacdo do fabricante (BRASIL, 2008). Estes altos numeros tém sido sugeridos
para compensar a possivel reducdo nos niumeros de organismos probidticos durante

a passagem pelo estbmago e intestino (SHAH, 2000).

Para um microrganismo ser considerado probiético, deve apresentar as
seguintes caracteristicas: ter por habitat natural o trato intestinal humano; ser de facil
proliferacdo in vitro (producdo); permanecer viavel durante processamento,
estocagem e preparo do alimento; ocasionar bom sabor e aroma depois da
fermentacao dos produtos; sobreviver a passagem pelo trato digestorio superior (ser
resistente ao suco gastrico e a bile, por exemplo); colonizar e/ou proliferar no trato
digestorio; ndo ser patogénico, toxigénico ou carcinogénico; ndo ser absorvido no
trato digestivo, nem invasivo; ser geneticamente estavel, ndo sofrer mutacées nem
perda de potencial contra bactérias patogénicas (LEE; SALMINEN, 1995;
KALANTZOPOULUS, 1997; SHORTT, 1999; GIBSON; FULLER, 2000; BENGMARK,
2000).
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Dentre o0s microrganismos comumente descritos com caracteristicas
probioticas, destacam-se as bactérias produtoras de acido latico, particularmente os
géneros originarios do intestino humano, tais como Lactobacillus (L. acidophilus, L.
casei, L. reuteri), Bifidobacterium (B. longum, B. bifidum, B. infantis, B. animalis) e
Streptococcus, ou Enterococcus; na forma de culturas simples ou mistas usualmente
adicionadas em produtos lacteos fermentados (SCHEINBACH, 1998).

Estes microrganismos tém sido correlacionados com diferentes processos
benéficos a saude; no entanto, os mecanismos de agéo estdo associados ao tipo de
microrganismo probiotico, ao método de producédo, ao método de administracéo, a
viabilidade da preparacéo e a condicdo da microbiota intestinal (DRUNKLER; SENE;
OLIVEIRA, 2005).

Dentre os efeitos benéficos, destacam-se o aumento da digestdo da lactose
(SULLIVAN; NORD, 2002); o reequilibiro da microbiologia intestinal, com
consequente diminuicdo da incidéncia de diarréia (SAAVEDRA, 2000; SCHIFFRIN;
BLUM, 2001) e acdo contra patdégenos (FOOKS; GIBSON, 2002); melhoria do
sistema imunoldgico (PERDIGON et al., 1995; COLLINS; GIBSON, 1999; DUGAS et
al.,, 1999; POHJAVUORI et al.,, 2004); tratamento e prevencdo de alergias
(MATRICARDI, 2002; VANDERHOOF; YOUNG, 2003); atividade antitumoral e
anticarcinogénica (HIRAYAMA; RAFTER, 2000; RAFTER, 2003; BURNS;
ROWLAND, 2004; COMMANE et al. 2005); reducdo do colesterol sanguineo
(PEREIRA; GIBSON, 2002; TARANTO et al., 1998); aumento da absorcéo de calcio,
da sintese de vitaminas (principalmente do complexo B e folato) e predigestdo de
proteinas (GORBACH, 2000).

Deve ser apontado que a eficacia dos probidticos esta condicionada pela
presenca de substrato necessario para a fermentacdo e desenvolvimento de suas
funcdes metabdlicas (LOSADA; OLLEROS, 2002). Isto inclui o conceito de
prebioticos, que sao substancias néo digeridas pelas enzimas humanas e estimulam

0 crescimento e colonizacao dos probidticos (RASTALL; MAITIN, 2002).
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2.1.1.1.1 Género Bifidobacterium

O género Bifidobacterium foi primeiramente isolado por Tissier em 1899, a
partir de fezes de lactentes e sua presenca no trato digestério tem sido associada
com uma microbiota saudavel (KLIJN; MERCENIER; ARIGONI, 2005).

S&o0 microrganismos anaerobicos, catalase negativa, gram-positivos, nao
produtores de gas, ndo formadores de esporos. Apresentam-se como bacilos curtos
e curvados, bacilos com a forma de bastdo e bacilos bifurcados. Cerca de 30
espécies sao incluidas neste género, onde dez sédo de origem humana (carie dental,
fezes e vagina), 17 do trato digestério ou do ramen animal, duas de aguas residuais
e uma do leite fermentado. S&o microrganismos sacaroliticos que produzem &cido
acético sem geracao de CO, (a partir de dois moles de hexose resultam em trés
moles de acetato e dois moles de lactato). Além da glicose, podem também
fermentar galactose, lactose e, usualmente, frutose; e algumas espécies utilizam-se
de carboidratos complexos. O pH 6timo de crescimento esta na faixa de 6-7, com
crescimento minimo abaixo de 4,5-5,0 e acima de 8,0-8,5. A temperatura 6tima varia
de 37-41°C, suportando temperatura maxima de 43-45°C e apresentando
crescimento minimo ou ausente abaixo de 25-28°C (GOMES; MALCATA, 1999).

Dentre os microrganismos deste género, as espécies mais utilizadas
industrialmente sdo B. bifidum, B. breve, B. longum biotipos longum e infantis e
Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12, sendo esta Ultima a de maior aplicacéo
(MASCO et al., 2005), provavelmente porque apresenta boa sobrevivéncia no trato

digestorio e tolerancia ao baixo pH e oxigénio (MATTO et al., 2006).
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2.1.1.2 Prebidticos

Os prebidticos podem ser definidos como componentes alimentares que nao
sdo absorvidos e nem degradados pelo trato gastrintestinal superior; sé&o
fermentados no intestino estimulando seletivamente o desenvolvimento e/ou
atividade de um numero limitado de microrganismos no célon (FERREIRA;
TESHIMA, 2000).

Para um substrato dietético ser classificado como um prebidtico ao menos
trés critérios devem ser preenchidos: o substrato ndo deve ser hidrolisado ou
absorvido no estdbmago ou intestino delgado; deve ser seletivo para bactérias
comensais benéficas no coélon, tais como bifidobacteria; e a fermentacdo do
substrato deve induzir efeitos sistémicos/ luminais benéficos para o hdspede
(MANNING; GIBSON, 2004).

Destacam-se como prebidticos carboidratos ndo digeriveis (ROBERFROID;
SLAVIN, 2000), alguns peptidios e proteinas, bem como certos lipidios (ZIEMER;
GIBSON, 1998). Entre os carboidratos, muitos oligossacarideos possuem
propriedades prebidticas, como a inulina e a oligofrutose, os mais estudados
(HOLZAPFEL; SCHILLINGER, 2002).

2.1.1.2.1 Inulina e oligofrutose

Quimicamente, sdo carboidratos formados por cadeias de B-D-frutanas unidas
por ligacbes glicosidicas do tipo B(2-1). Dependendo do comprimento da cadeia,
podem ser classificados como inulina (grau de polimerizagédo entre 10 e 60) ou
oligofrutose (grau de polimerizacédo entre 2 e 9) (FIGURA 01) (BIEDRZYCKA,;

BIELECHA, 2004). A inulina € comumente obtida a partir da raiz de chicoria; a
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oligofrutose, por sua vez, pode ser obtida por processos enzimaticos a partir da
hidrolise da inulina ou a partir da sacarose (NITSCHKE e UMBELINO, 2002).

: H OH
CH?OH C ?O

Q) OH

FIGURA 01 - ESTRUTURA QUIMICA DA SACAROSE (1) E FRUTANAS (2 E 3).
CADEIAS CURTAS DE FRUTANAS SAO CHAMADAS DE
OLIGOFRUTOSE E CADEIAS LONGAS DE INULINA

FONTE: NITSCHKE; UMBELINO (2002).

Diversos beneficios fisiolégicos tém sido associados ao consumo destes
prebioticos, dentre eles: controle da constipacdo, a0 mesmo tempo prevenindo
diarréias (NITSCHKE; UMBELINO, 2002); efeito bifidogénico (RAO, 2001);
diminuicdo do processo inflamatério (GUIGOZ et al., 2002); efeito anticarcinogénico
(LOSADA; OLLERQOS, 2002); aumento da absorcédo de sais minerais, em especial o
calcio (ROBERFROID; SLAVIN, 2000; BOSSCHER et al., 2003; BOSSCHER; VAN
LOO; FRANCK, 2006); modulacdo do metabolismo de lipideos (CAUSEY et al.,
2000). Carabin e Flamm (1999) enfatizam que oligossacarideos sao destituidos de
toxicidade aguda ou crdnica, bem como carcinogenicidade e teratogenicidade.

Apesar da literatura ndo entrar em um consenso quanto a concentracao
minima a ser ingerida para que inulina e oligofrutose exercam efeitos benéficos

acima mencionados, a ANVISA, através da Lista de AlegacBes de Propriedade
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Funcional, descreve que a porcao do produto pronto para consumo deve fornecer,
no minimo, 3 g de inulina se o alimento for solido ou 1,5 g se o alimento for liquido,
para que possa ser especificado no rétulo que o produto contribui para o equilibrio
da flora intestinal.

2.1.1.3 Simbidbticos

Os simbioticos sé@o considerados alimentos funcionais compostos por
probidticos em um veiculo apropriado contendo um ingrediente prebiético (KIMURA,
2002). Assim, a administracdo conjunta de um probiético com um prebiético
especifico pode favorecer o desenvolvimento in situ dos probidticos, aumentando a
sobrevivéncia e a implantacdo destes no trato digestério (ZIEMER; GIBSON, 1998;
ROBERFROID, 1998) através do estimulo seletivo do crescimento e/ou ativacdo do
metabolismo de um ou numero limitado de microrganismos promotores de saude
(MATSUBARA, 2001; TUOHY et al., 2003).

Poucos estudos correlacionam o efeito benéfico dos simbidticos para a
saude. Dentre estes, Burns e Rowland (2004) verificaram que in vitro o Lactobacillus
plantarum e os probidticos a base de inulina e oligofrutose foram mais eficientes no
aumento da resisténcia celular a genotoxicidade da agua fecal quando comparado
com o L. plantarum sozinho. A realizacdo de mais estudos nesta area torna-se,

portanto, necessaria.
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2.1.1.4 Emprego de probidticos, prebioticos e simbioticos em derivados lacteos

A utilizacdo de probidticos e prebidticos vem sendo préatica corrente na
industria de laticinios e nos centros de pesquisa; mas poucos estudos vém sendo

realizados para a utilizacdo de simbiéticos.

O emprego tecnoldgico de probibticos esta condicionado a sobrevivéncia
destes micorganismo durante as etapas de producéo, vida Util e passagem pelo trato
digestorio, bem como a manutencdo das qualidades sensoriais do produto. Estas
caracteristicas estao correlacionadas com procedimentos que devem ser adotados,
tais como selecionar corretamente a cepa a ser utilizada, a forma e 0 momento de
adicdo, a temperatura de producdo e armazenamento do produto alimenticio, matriz
alimenticia, entre outros (DRUNKLER; SENE; OLIVEIRA, 2005).

Produtos como iogurte (HEKMAT; REID, 2006) e bebidas lacteas
fermentadas (AWAISHEH; HADDADIN; ROBINSON, 2005) foram os derivados
lacteos mais amplamente utilizados para esta finalidade. No entanto, o baixo pH dos
produtos lacteos fermentados pode ser inadequado a sobrevivéncia de alguns

microrganismos probidticos (BERGAMINI et al., 2005).

Tal fato tem levado ao emprego de probidticos em outros derivados lacteos,
como o queijo, o qual vem demonstrando ser melhor alternativa na veiculagéo
destes microrganismos. O pH mais elevado, teor mais alto de gordura e a matriz
sélida do queijo podem proteger as bactérias mais eficientemente do que um meio
fluido durante o armazenamento e, quando consumido, a passagem pelo trato
digestorio (STANTON et al., 1998).

Diferentes queijos vém sendo utilizados como veiculos de microrganismos
probioticos, dentre eles Cheddar (ONG; HENRIKSSON; SHAH, 2006), queijo fresco
argentino (VINDEROLA et al., 2000b), queijo Minas Frescal (BURITI et al., 2005),
Pategras argentino (BERGAMINI et al, 2005), queijo branco (KASYMOGLO;
GONCUOGLO; AKGUN, 2004), entre outros.
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Em relacdo as propriedades tecnologicas da inulina, por possuir cadeia
longa, pode formar microcristais quando misturada em agua ou leite, produzindo um
gel estavel, de comportamento reoldgico viscoelastico, o qual imita muito bem a
gordura, justificando o emprego de inulina na elaboragdo de produtos alimenticios
com teor reduzido de gordura (ROBERFROID, 2005; KIP; MEYER; JELLEMA,
2006). Em produtos como requeijao cremoso e queijo processado, a utilizacdo da
inulina aumenta o corpo, fornece um paladar mais cremoso e um sabor mais
balanceado (NINESS, 1999; ROBERFROID; SLAVIN, 2000; NEVEN, 2001). A
inulina, além de baixo valor caldrico (1,5 kcal/ g), possui a vantagem adicional de
apresentar docura 0,3 vezes em relacdo a sacarose (CARABIN; FLAMM, 1999). O
poder adocante da oligofrutose equivale a 30-50% ao da sacarose, é mais
higroscopica que esta, ndo cristaliza, precipita ou deixa sensacdo arenosa ao

paladar e, por ndo ser digerivel, sua contribuicdo caldrica € minima (NINESS, 1999).

Poucas pesquisas vém sendo realizadas com o objetivo de verificar a
viabilidade de derivados lacteos simbi6ticos. Aragon-Alegro et al. (2007) verificaram
gue o mousse de chocolate pode atuar como carreador de microrganismo probidtico
(Lactobacillus paracasei subps. paracasei) e ingrediente prebidtico (inulina). Buriti et
al. (2007) avaliaram a viabilidade de inulina em queijo fresco cremoso adicionado de
Lactobacillus paracasei em co-cultura com Streptococcus thermophillus e
constataram a potencialidade deste produto como simbiético, devido ao fato de que
a inulina manteve-se inalterada e nas concentracfes necessarias para efeito
prebibtico, assim como o0 microrganismo probiotico. Cardarelli et al. (2007)
verificaram a potencialidade do queijo Petit Suisse como carreador de
microrganismos probiéticos e agentes prebidticos. Logo, estudos adicionais sao

necessarios.

2.2 QUEIJOS

Aproximadamente um ter¢co da producdo mundial de leite é empregado na
elaboracdo de queijos, que chega a representar 30% dos produtos lacteos
comercializados (FARKYE, 2004).



42

Inidmeras sdo as definicdes para queijo, mas segundo a Portaria n° 146, do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, o queijo pode ser definido como
0 produto fresco ou maturado que se obtém por separacdo parcial do soro do leite
ou leite reconstituido (integral, parcial ou totalmente desnatado), ou de soros lacteos,
coagulados pela acédo fisica do coalho, de enzimas especificas, de bactéria
especifica, de acido organicos, isolados ou combinados, todos de qualidade apta
para uso alimentar, com ou sem agregacdo de substancias alimenticias e/ou
especiarias e/ou condimentos, aditivos especificamente indicados, substancias

aromatizantes e matérias corantes (BRASIL, 1996).

Embora o processo basico de fabricacdo de queijos seja comum a quase
todos, variacdes na origem do leite, nas técnicas de processamento e no tempo de
maturacdo criam a imensa variedade conhecida de queijos (cerca de 1.000 tipos)
(PERRY, 2004) e, consequentemente, diversas classificacbes, algumas

extremamente com plexas.

A legislacdo brasileira especifica (BRASIL, 1996) classifica os queijos de

acordo com o conteudo de gordura no extrato seco e com o teor de umidade em:
a) De acordo com o conteudo de matéria gorda no extrato seco (%):

- Extra gordo ou duplo creme: quando contenham o minimo de 60%

- Gordos: quando contenham entre 45,0% e 59,9%

- Semigordo: quando contenham entre 25,0% e 44,9%

- Magros: quando contenham entre 10,0% e 24,9%

- Desnatados: quando contenham menos de 10,0%

b) De acordo com o conteudo de umidade (%):

- Queijo de baixa umidade (queijo de massa dura): até 35,9%.

- Queijos de média umidade (queijo de massa semidura): entre 36,0% e 45,9%.

- Queijos de alta umidade (queijo de massa branda ou “macios”): entre 46,0% e
54,9%.

- Queijos de muita alta umidade (queijo de massa branda ou “mole”): néo inferior a
55,0%.
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Uma das formas mais praticas de classificar os queijos é a adotada por

Furtado (1990), conforme abaixo especificado:

a) queijos de massa fresca, que devem ser consumidos rapidamente (brancos,

como os de minas, ou os franceses (Petit Suisses);

b) queijos de massa mole, de forte fermentacdo inicial, cura prolongada, muitas

vezes recobertos de mofo branco (Brie, Camembert, Maroilles);

c) queijos de massa firme, que contém menos agua e mais sais minerais, 0s quais
apresentam duas subdivisbes: de massa firme crua, prensados de casca seca
(Gouda, Cheddar), prensados de casca lavada (Saint-Paulin) e ndo prensados
(Bel Paese); e de massa firme cozida (Emmenthal, Parmesao);

d) queijos cuja massa apresenta veios azulados ou esverdeados (Roquefort,

Gorgonzola);

e) queijos fundidos.

2.2.1 Queijos fundidos

Os queijos fundidos, também denominados de queijos processados, sao
tradicionalmente obtidos pela mistura de queijos com sais fundentes e agua sob a
influéncia do calor e agitagdo (LEE; KLOSTERMEYER, 2001). Podem ser
caracterizados segundo a sua composicao, principalmente quanto ao conteudo de
umidade e gordura, e valor de pH, o que resulta em queijos de diferentes
consisténcias (RABELO et al., 2002). De acordo com estes critérios, podem ser
classificados nos seguintes grupos: queijos processados de corte ou em bloco,
queijos processados untaveis e analogos de queijos processados (MIRALLES;
RAMOS; AMIGO, 2000).

Embora, inicialmente, os queijos fundidos tenham sido elaborados a partir de
variedades de queijos duros com diferentes graus de maturacdo e de diferentes
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misturas de queijos, obtidos por processos de coagulacdo enzimatica, oS queijos
fundidos podem ser elaborados a partir de queijos obtidos por acidificacdo direta
(ASHRAF PAL, 2002). Dentre os queijos fundidos amplamente comercializados no

mercado nacional destaca-se o requeijao (BARONI et al., 1999).

2.2.1.1 Requeijao

O requeijao é um produto tipicamente brasileiro, fabricado praticamente em
todo o territdrio nacional, com algumas variagfes de tecnologia e caracteristicas de
regido para regiao (MUNCK; CAMPQOS, 1984).

Com o nome de requeijdo encontram-se queijos no mercado com diferentes
teores de umidade, desde bem cremosos sem consisténcia até bastante firmes
possiveis de serem cortados em fatias, como é o caso do requeijdo do Norte
(OLIVEIRA; 1990).

A legislacdo brasileira, através da Portaria n°® 359, de 04 de setembro de
1997, do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, define requeijao como
“o produto obtido pela fusdo da massa coalhada, cozida ou ndo, dessorada e lavada,
obtida por coagulacdo acida e/ou enzimatica do leite opcionalmente adicionada de
creme de leite e/ou manteiga e/ou gordura anidra de leite ou butter oil. O produto
podera estar adicionado de condimentos, especiarias e/ou outras substancias
alimenticias” (BRASIL, 1997). A mesma ainda classifica o requeijao, de acordo com
as matérias-primas empregadas no processo de elaboracdo, teor de gordura no
extrato seco e teor de umidade em: requeijdo, requeijdo cremoso e requeijao de

manteiga.

Dentre os requeijdes comercializados no Brasil, destaca-se o0 requeijao
cremoso como o0 mais tradicional e de amplo consumo (RAPACCI, 1997). Segundo
Oliveira (1990), um requeijdo cremoso tipico apresenta cerca de 45% de umidade,
30% de gordura, 23% de proteina, 2% de sal e pH entre 5,3-5,5.
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2.2.1.1.1 Processamento tecnolégico de requeijao cremoso

Na elaboracdo de requeijdo cremoso, empregam-se como matéria-prima o
leite e/ ou leite reconstituido (BRASIL, 1997). Dentre as espécies, o leite de vaca € o
mais utilizado, apesar de ser possivel elaborar este produto a partir de leite de cabra
(DRUNKLER et al., 2006) e de leite de bufala (SOUSA et al., 2002).

Tradicionalmente, trabalha-se com matéria-prima desnatada, pratica esta
proveniente da época em que a manteiga era o derivado mais valorizado do leite. No
entanto, a utilizacdo de leite desnatado justifica-se, também, devido as perdas de
gordura no soro durante a etapa da dessoragem, resultantes da separacdo da
gordura durante o processo de coagulagéo (OLIVEIRA, 1990). Estas perdas podem
ser minimizadas trabalhando-se com leite homogeneizado. A homogeneizacdo do
leite visa a reducdo do tamanho dos globulos de gordura de 3-10 um para um
didmetro inferior a 2 um, resultando em um aumento da &rea superficial de cerca de
5 a 10 vezes, apresentando alta energia livre interfacial, de forma que as micelas de
caseina, ou submicelas, e, em menor extensdo, as proteinas do soro sejam
adsorvidas. Desta forma, estes “novos” glébulos de gordura comportam-se como
grandes micelas de caseina no que diz respeito as suas propriedades superficiais.
Logo, qualquer fator que leve a agregacdo das micelas de caseina (coagulacéao
acida ou enzimatica) também levariam a agregacdo da gordura homogeneizada e,
desta forma, reduzindo as perdas no soro (DRUNKLER; KATSUDA; DRUNKLER,
2005).

A qualidade do leite empregado exerce forte influéncia no processamento e
nas caracteristicas basicas desses produtos, no que se refere aos atributos de
aparéncia, consisténcia, textura, sabor, aroma, bem como na sua vida util, sendo
praticamente impossivel obter produto de excelente qualidade a partir de matéria-
prima de ma qualidade. Dentre os parametros basicos, o leite empregado na
elaboracdo de requeijao deve apresentar acidez titulavel entre 13 — 18 graus Dornic

(°D), pH 6,5 - 6,7, baixo numero de microrganismos mesofilicos e auséncia ou
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presenca minima de microrganismos esporogénicos anaerdbios (MORENO et al.,
2006).

Uma vez obtida a matéria-prima, parte-se para a elaboracdo da massa, que
sera submetida a fusdo com a adigdo dos demais ingredientes para a fabricacdo do

requeijao cremoso.

Embora no mercado existam alguns requeijoes fabricados a partir de massa
obtida por coagulagédo enzimatica, os mais comuns sdo aqueles fabricados utilizando
massa proveniente de coagulacdo &cida, por adicdo de culturas laticas ou por
acidificacdo direta do leite com &cido latico a quente (OLIVEIRA, 1990). A
acidificacao direta do leite com acido latico a quente € o método mais utilizado. Em
estudo comparativo realizado por Rapacci (1997), a acidificacdo direta a quente
demonstrou ser uma técnica bastante pratica de coagulacédo das proteinas do leite,
devido, principalmente, a reducédo do tempo e simplicidade do método de obtencéo
da massa, quando comparado com o processo de acidificacdo por fermentacéo

latica.

A coagulacéo por acidificacao direta caracteriza-se pela neutralizagdo das
cargas negativas das caseinas até o ponto isoelétrico das mesmas (pH 4,6) (AMIOT,
1991), mediante adicdo de acidos organicos, em especial o acido latico. No entanto,
a coagulacao por acidificacao direta depende da temperatura e do equilibrio salino
(SCOTT; ROBINSON; WILLEY, 2002), o que explica o fato de que a coagulacao por
acidificacao direta a quente promove a formacdo de um coagulo com pH superior a
4,6 (ORDONEZ PEREDA et al., 2006). O aumento do ponto isoelétrico das fracdes
de caseina com o0 aquecimento do leite ocorre, presumivelmente, devido a
associacao das fracOes de caseina com as proteinas do soro (VAN DENDER et al.,
2006). A temperatura de 82°C, a coagulacdo do leite desnatado ocorre quando a
concentracdo de acido latico atingir 0,25% (SCOTT; ROBINSON; WILLEY, 2002).
Logo, a coagulacéo acida permite uma maior recuperacéo de proteinas solluveis na
forma de co-precipitado com a caseina (SILVA; VAN DENDER; MELO, 2004).

Como a coagulacdo das proteinas do leite é efetuada quase que
instantaneamente apds a adicdo do acido latico, a dessora é realizada logo apés a

completa precipitacdo a 80°C, seguida da prensagem (RAPACCI, 1997).
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A massa, assim obtida, € submetida a moagem, que possibilita o contato
intimo do sal fundente com a mistura da massa durante o processamento, seguida
da adicdo dos ingredientes e o processo de fusdao propriamente dito (RAPPACI,
1997).

A gordura, na forma de creme de leite e/ou manteiga e/ou gordura anidra de
leite, é ingrediente obrigatorio na elaboracdo de requeijao cremoso, uma vez que o
produto deve apresentar, no minimo, 55% de gordura no extrato seco (BRASIL,
1997), e deve ser adicionada antes da fusdo, onde a quantidade dependera do teor
de gordura desejado (OLIVEIRA, 1990).

O cloreto de sddio normalmente € adicionado na proporcéo de 1,5% - 2,0%
em relacdo a massa a ser fundida, na forma de solugdo ou mesmo polvilhada sobre
a mesma (VAN DENDER et al., 2006).

A agua desempenha importante papel no processamento tecnolégico do
requeijdo, uma vez gque auxilia na dissolucdo dos sais emulsificantes, na hidratacao
das proteinas e na dispersdo dos componentes (LEE; ANEMA; KLOSTERMEYER,
2004), bem como o teor de umidade influencia na firmeza do produto final, pois esta
correlacionada com o contetido de extrato seco desengordurado (RABELO et al.,
2002). Pode ser adicionada tanto de uma soO vez, no inicio do processo de fuséo,
como em duas vezes, ou seja, metade no inicio e a outra metade proxima ao final do
processo. Este ultimo procedimento é mais vantajoso uma vez que a absor¢do de
caseina é acelerada, pois o sal fundente se encontra mais concentrado quando se

adiciona s6 metade da &gua no inicio do processo (VAN DENDER et al., 2006).

Os sais fundentes, na forma de sal sodico, sob agitacdo constante e calor,
promovem uma troca interna de ions, transformando o paracaseinato de célcio, de
hidratacdo instavel, em paracaseinato de sodio, cuja solucdo é coloidal e estavel
(DIMITRELI; THOMAREIS, 2004). Quanto aos glébulos de gordura, a membrana
destes € destruida perto dos 70 - 80°C, mas um novo involucro, constituido,
sobretudo, por paracaseinato de sddio, a substitui depois (ECK, 1987). A habilidade
de sequestrar calcio € uma das mais importantes funcdes dos agentes de fuséo
(SILVA; FURTADO; SOUZA, 2003). Logo, os sais fundentes sdo empregados para
dispersar os componentes durante o processo de fusdo e conferir estabilidade a

emulsédo, evitando-se, assim, que 0 queijo se dissocie em seus componentes
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principais (proteina, gordura e agua) ao aquecer-se. Estes sais ainda fixam o pH do
queijo fundido, que deve estar entre 5,2 - 6,0, pois se ndo atingir o pH desejado
dispersa-se com demasiada lentiddo resultando em um queijo fraco e quebradico,
um pH muito elevado acelera demais a fusdo, dando lugar a uma massa esponjosa,
semelhante a flan (SPREER, 1991).

Em geral, utilizam-se dois sais fundentes, comumente na forma de mistura,
os citratos dissédicos e trissdédicos em solucdo aquosa, que originam queijo firme ao
corte, e os fosfatos, mais comum polifosfato que monofosfato e difosfato, que
apresentam bom poder de disperséo, de tal maneira que os processos de hidratacéo

se desenvolvem com rapidez e uniformemente (ECK, 1987).

O tratamento térmico caracteriza-se pela fusdo e cozimento da massa.
Pode-se utilizar aplicagéo indireta ou direta de calor na forma de vapor. O uso de
vacuo durante o aquecimento € opcional e pode ser utilizado para regular a
quantidade de umidade, quando € feita a injecdo direta de vapor na massa e
também para remoc¢do de ar da massa (ALVES, 2004). A fusdo propriamente dita é
realizada através do aquecimento e agitacdo vigorosa da massa, utilizando uma
temperatura minima de 80°C durante 15 segundos, ou qualquer outra combinagéo
tempo/ temperatura equivalente (BRASIL, 1997); deve ser rapida e a agitacao deve
ser de forma a evitar a queima da massa e promover uma completa
homogeneizagao do produto (OLIVEIRA, 1990). Em processamento por batelada, a
combinacgao de tempo/ temperatura varia (70 - 95°C/ 4 - 15 minutos), dependendo da
formulacéo, do nivel de agitacdo e das caracteristicas desejadas no produto final em
termos de textura, consisténcia e vida util. No processo continuo, a mistura é
aguecida a 80 - 90°C em um misturador a vacuo e deste é bombeado para uma
bateria de trocadores de calor tubulares onde é aquecida a 130-145°C por poucos

segundos, sendo, na sequéncia, rapidamente resfriado a 90°C (ALVES, 2004).

O processo de cremificagcdo € um fendmeno fisico-quimico no qual resulta
em um aumento da viscosidade devido a hidratacdo das proteinas, decorrente da
quelagdo do calcio e da reagéo de troca ibnica promovida pelos sais fundentes, bem
como um aumento das interacdes proteina — proteina (LEE et al., 2003; VAN
DENDER et al., 2006).
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Quando ainda quente, o requeijao é fluido e nestas condicbes € entdo
envasado (OLIVEIRA, 1990). Dentre os materiais empregados no envase de
requeijdo destacam-se os copos de vidro, com ou sem sistema de abertura facil,

copos termoformados de polipropileno e tubos de polietileno (ALVES et al., 2007).

O resfriamento deste produto deve ser feito o mais rapido possivel e
normalmente é realizado abaixo de 10°C, embora a utilizacdo destas temperaturas

possa promover a formacgéao de cristais (VAN DENDER et al., 2006).

Com relacdo ao armazenamento do requeijdo cremoso, este requer
refrigeracdo da mesma forma que a maioria dos queijos processados; entretanto, a
sua conservacao € bem maior quando mantido hermeticamente fechado. Depois de
aberto, a sua conservacdo € limitada a cerca de uma semana, mesmo Ssob
refrigeracdo adequada (RAPACCI, 1997).

2.2.1.1.2 Principais defeitos do requeijao cremoso

Um requeijdo cremoso de boa qualidade, assim como qualquer queijo
processado, deve apresentar-se com superficie brilhante, lisa e sem arenosidade.
Os defeitos podem ser decorrentes do processamento inadequado, destacando-se
homogeneizagéo insuficiente, excesso ou falta de aquecimento, escolha e/ ou
quantidade errada de sais emulsificantes (KOSIKOWSKY; MISTRY, 1997). Ainda,
segundo Silva, Van Dender e Moreno (2003), as alteracbes causadas por
microrganismos deteriorantes também ocupam importante participacdo nos defeitos
do requeijdao cremoso e, em especial, contribuem para reduzir a vida util deste

derivado lacteo.

Dentre os defeitos resultantes da adicdo incorreta de sais fundentes
destacam-se o desenvolvimento de sabor amargo e a formagao de cristais. O
desenvolvimento de sabor amargo em queijos processados pode estar

correlacionado com o tipo e quantidade de sal emulsificante adicionado. Meyer
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(2001) em um estudo que avaliou o amargor de queijos processados na Austria
correlacionou a ocorréncia deste defeito com o uso de sal fundente com alto teor de
fosforo. A formacgéo de cristais em queijos processados é um defeito resultante da
adicdo dos sais fundentes a base de ortofosfatos e fosfatos de calcio
(KOSIKOWSKY; MITRY, 1997).

Quanto aos defeitos decorrentes da contaminacdo microbiana, a formacao
de gas é percebida poucas semanas ap0s 0 envase e, normalmente, estédo
associadas ao desenvolvimento de microrganismos esporogénicos fermentadores de
acucar Clostridium tyrobutiricum e Clostridium sporogenes (KOSIKOWSKY; MITRY,
1997; MORENQO; VIALTA; VALLE, 2002).

Ainda, como defeito correlacionado com mau processamento encontra-se o
escurecimento ndo enzimatico, que se caracteriza por um defeito de cor resultante
da temperatura e /ou tempo excessivo de aquecimento da massa para a fuséo
(KOSIKOWSKY; MITRY, 1997).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL

O leite de vaca padronizado, homogeneizado e pasteurizado (150 L) e o
creme de leite homogeneizado e pasteurizado (3,0 kg), ambos da marca Frimesa®,
foram parcialmente cedidos pela Cooperativa Central Agropecuaria-Frimesa. O
restante utilizado, assim como o leite em p6 desnatado (Molico®, Nestlé, S&o Paulo,
Brasil) e o sal (Cisne®, Rio Grande do Norte, Brasil) foram adquiridos no comércio
local da cidade de Medianeira, PR.

O acido latico 85%, grau alimenticio (Purac FCC 85), foi gentilmente cedido

pela Purac Sinteses IndUstria e Comércio Ltda®.

A cultura latica contendo o microrganismo probiotico (Bifidobacterium
animalis subsp. lactis Bb-12) foi, inicialmente, gentilmente cedida pela empresa Chr

Hansen®. A seguir, foi obtida de empresa especializada no ramo.

O prebiético inulina (Beneo™ GR) e oligofrutose (Beneo™ P95), produzidos
pela Orafti®, foram gentilmente cedidos pela empresa Clariant®, representante

brasileira deste produto.

O sal fundente foi gentilmente cedido pela Germinal Industria e Comércio de

Produtos Quimicos Ltda®.

Os reagentes quimicos que foram empregados nas analises de composicao
centesimal e propriedades fisico-quimicas apresentaram grau analitico, bem como

0s meios de cultura padréo microbiolégico adequado.
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3.2 METODOLOGIA

3.2.1 Producéao de requeijao cremoso

Revisao de literatura e testes preliminares foram realizados com o objetivo
de determinar a formulagdo de requeijdo cremoso que, além de atender aos padrdes
de identidade e qualidade preconizados pela legislacdo vigente (BRASIL, 1997),

viesse a ser utilizada na elaboracao de requeijao cremoso simbidtico.

Dessa forma, o fluxograma descrito na FIGURA 02 apresenta, de maneira
simplificada, o processo selecionado de fabricagdo de requeijdo cremoso
processado com massa obtida por acidificacdo direta a quente, a ser utilizado na
elaboracdo de requeijao cremoso probidtico, nos testes preliminares, empregando
cerca de 50 L por teste (ao total de 300 L), e nas diferentes formulagbes do
planejamento para elaboracdo de requeijdo cremoso simbidtico, empregando-se
cerca de 100 L em cada fabricacéo (para cada repeticédo, no total, 300 L).

O leite padronizado, homogeneizado e pasteurizado foi transferido para o
tanque de fabricacéo de queijo, capacidade de 115 L (Biasinox® Ind. e Com. Ltda.,
Minas Gerais, Brasil), aquecido a 82°C e adicionado de 0,28% (v/v) de &cido latico a
85%, grau alimenticio, previamente diluido em &gua destilada na propor¢éo de 1:10,
sob agitacdo. A seguir, agitou-se o coagulo formado por trés minutos e o mesmo
permaneceu em repouso por dez minutos para finalizar a precipitacédo e firmar a
massa (SILVA; VAN DENDER; MELLO, 2004). Decorrido o tempo, procedeu-se a

dessoragem da massa a temperatura ambiente (23 £ 2°C).

Em seguida, a massa foi colocada em formas plasticas, dotadas de
dessorador, e submetidas a prensagem final, a temperatura ambiente (23 + 2°C), em
prensas verticais, sob pressao proporcional a duas vezes o peso da massa, por um

periodo de 20 minutos. ApoOs isto, a massa foi retirada das formas, virada,
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reenformada e novamente mantida sob pressao por 50 minutos com peso constante

a, aproximadamente, duas vezes o da massa (RAPACCI, 1997).

Leite padronizado, homogeneizado e pasteurizado
l
Coagulacao por acidificacéo direta a quente (82°C):
Adicao de 0,28% de acido latico a 85%, diluido em agua na porporcédo de 1:10
!

Dessoragem da massa

l

Enformagem
!
Prensagem
1° Prensagem: peso duas vezes o da massa, por 20 minutos, a 23 + 2°C
2° Prensagem: peso duas vezes o da massa, por 50 minutos, a 23 + 2°C

l

Armazenamento (10 + 2 horas, a 5 + 1°C)

! Massa

de fus3 Creme de leite
Processo de fuséo Agua
95°C/ 5 minutos Sal fundente

Cloreto de sdédio

l

Envase a quente em embalagem plastica de polipropileno, capacidade 220g, com lacre de
aluminio e tampa de polipropileno

l

Resfriamento e armazenamento (5 £ 1°C)

FIGURA 02 - FLUXOGRAMA GERAL DE ELABORACAO DE REQUEIJAO
CREMOSO A PARTIR DE MASSA OBTIDA POR ACIDIFICACAO
DIRETA A QUENTE

FONTE: adaptado de RAPACCI (1997) e SILVA; VAN DENDER; MELLO (2004).

Ao terminar o tempo de prensagem, a massa obtida foi desenformada,
acondicionada em recipientes plasticos cobertos com papel aluminio e mantida sob
refrigeracdo por 10 + 2 horas, em camara de estocagem a temperatura de 5 + 1°C,

até ser utlizada na fabricacéo do requeijao cremoso.
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A seguir, a massa foi pesada em balanca semi-analitica digital, onde este
valor serviu de base para o céalculo dos demais ingredientes a serem adicionados, e
transferida para um tacho de aco inoxidavel de camisa dupla (Biasinox® Ind. e Com.
Ltda, Minas Gerais, Brasil), com aquecimento indireto a vapor, onde foram
adicionados o cloreto de sédio na propor¢cdo de 1,3% (m/m), sal emulsificante na
concentracdo de 2,5% (m/m), metade do peso do creme de leite e metade do
volume de agua, de acordo com o proposto por Meyer (1973) citado por Rapacci
(1997).

Os célculos das guantidades de creme de leite e de agua visando obter
concentragéo superior a 55% de gordura no extrato seco (GES) (minimo exigido pela
legislacdo brasileira) seguiram o proposto por Van Dender et al. (2006).

Posteriormente, a mistura foi homogeneizada a frio por dois minutos.
Decorrido o tempo, foi iniciado o aquecimento necessario para o processo de fusao
da massa, cujo tempo e temperatura foram de 95°C por cinco minutos, bem como a

adicao do restante dos ingredientes.

Para maior homogeneidade, o requeijdo cremoso foi transferido do tacho
para homogeneizador industrial (Metallrgica Siemsen®, Santa Catarina, Brasil),
onde foi submetido a homogeneizacao final por cerca de trés minutos.

Atingida a consisténcia desejada, o requeijdo foi embalado ainda quente,
manualmente, em copos plasticos de polipropileno, capacidade 220g, devidamente
higienizados em solucdo de hipoclorito de sédio 100 ppm, selado com lacre de
aluminio com auxilio de seladora manual (Biasinox® Ind. e Com. Ltda, Minas Gerais,
Brasil) e fechado com tampa plastica. O requeijao cremoso foi armazenado em
camara fria, a temperatura de 5 + 1°C por 60 dias. O tempo de vida util foi
determinado mediante média das vidas util dos requeijos cremosos comercializados

no mercado.
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3.2.2 Producéao de requeijao cremoso simbidtico

3.2.2.1 Testes preliminares

3.2.2.1.1 Producéo de requeijao cremoso probidtico

Antes de estudar o efeito dos prebiodticos sobre o microrganismo probidtico
(Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12), testes preliminares foram realizados
através de planejamentos experimentais para definicdo da concentragdo do inéculo
a ser adicionado, que diferiram entre si quanto a forma (liofilizado ou pré-ativado em
leite em po desnatado e reconstituido - LPDR a 10%, previamente esterilizado a
121°C/ 15 minutos, e incubado por 07 horas a 37 = 1°C, resfriado a 8 + 1°C e
mantido nestas condicdes até 0 momento do uso — cerca de 15 horas) e temperatura
de adicdo. Nestes planejamentos foram estudados a forma de adi¢cdo e os efeitos
das variaveis concentragcdo e temperatura de adi¢cdo sobre a resposta contagem de
Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12, expresso em log;o UFC/ g.

Para tal, o requeijao cremoso probidtico foi elaborado de acordo com o
fluxograma descrito no item 3.2.1, modificado, apenas, devido a inser¢do do indculo
no final do processo de fusdo da massa, quando a temperatura do produto fundido
(cerca de 95°C) foi reduzida para as estudadas (50 a 70°C), adicionado das
diferentes concentracbes do microrganismo probidtico, determinadas pelo
planejamento, submetido a uma nova homogeneizacao, envasado e acondicionado
a temperatura de refrigeracdo (5 = 1°C). Em todos os testes, o procedimento de
contagem do microrganismo probiético foi realizado um dia apés a fabricagdo das
formulagbes (Tempo 0), de acordo com a metodologia descrita no item 3.2.7.
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O primeiro teste consistiu na elaboracdo de sete tratamentos de requeijao
cremoso (T1, T2, T3, T4, T5, T6 e T7), variando em cada uma delas a quantidade de
microrganismo probiético, que neste caso foi adicionado liofilizado no final do
processo de fusdo na concentracdo indicada pelo fabricante (0,01 a 0,03 g/ 100 g de
requeijdo cremoso), e a temperatura de adicdo (50 a 70°C) inferior a de fusdo
(95°C), devido a sensibilidade térmica do probiotico. O delineamento do experimento
foi um fatorial 2° completo, com trés pontos centrais, conforme descrito na Tabela
01.

TABELA 01 - DELINEAMENTO FATORIAL COMPLETO 2% COM 3 PONTOS
CENTRAIS, UTILIZADO NO DESENVOLVIMENTO DE REQUEIJAO
CREMOSO PROBIOTICO COM NIVEIS CODIFICADOS E REAIS
DAS VARIAVEIS ESTUDADAS (CONCENTRACAO DO INOCULO
LIOFILIZADO E TEMPERATURA)

TRATAMENTOS CONCENTRACAO DO INOCULO LIOFILIZADO TEMPERATURA
(0,01 A 0,03 g/ 100 g DE REQUEIJAO CREMOSO0) (50 A 70°C)
T1 -1 (0,01) -1 (50)
T2 -1 (0,01) +1 (70)
T3 +1 (0,03) -1 (50)
T4 +1 (0,03) +1 (70)
T5 0 (0,02) 0 (60)
T6 0 (0,02) 0 (60)
T7 0 (0,02) 0 (60)

FONTE: O autor (2009).

O segundo teste consistiu na elaboracédo de sete tratamentos de requeijao
cremoso (T8, T9, T10, T11, T12, T13 e T14, respectivamente), diferindo do teste
anterior pela concentragdo do in6culo empregada, que foi mais elevada e variou de
0,1 a 0,3 g/ 100 g de requeijao cremoso. As temperaturas avaliadas foram as
mesmas anteriormente citadas. Também foi utilizado delineamento fatorial 22

completo, com trés pontos centrais, conforme descrito na Tabela 02.
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TABELA 02 - DELINEAMENTO FATORIAL COMPLETO 2% COM 3 PONTOS
CENTRAIS, UTILIZADO NO DESENVOLVIMENTO DE REQUEIJAO
CREMOSO PROBIOTICO COM NIVEIS CODIFICADOS E REAIS
DAS VARIAVEIS ESTUDADAS (CONCENTRACAO DO INOCULO
LIOFILIZADO E TEMPERATURA)

TRATAMENTOS CONCENTRACAO DO INOCULO LIOFILIZADO TEMPERATURA
(0,1 A0,3 g/ 100 g DE REQUEIJAO CREMOSO) (50 A 70°C)
T8 -1(0,1) -1 (50)
T9 -1(0,1) +1 (70)
T10 +1(0,3) -1 (50)
T11 +1 (0,3) +1 (70)
T12 0(0,2) 0 (60)
T13 0(0,2) 0 (60)
T14 0(0,2) 0 (60)

FONTE: O autor (2009).

O terceiro teste consistiu na elaboragdo de mais sete tratamentos de
requeijdo cremoso (T15, T16, T17, T18, T19, T20 e T21, respectivamente), diferindo
do teste anterior pela forma de adicdo do indéculo. Para tal, o microrganismo foi
adicionado em uma solucdo de LPDR a 10% (m/ v) (Molicold, Nestlé, Brasil), de
forma a obter concentracao inicial do inéculo de 1% (m/ m), incubado a 37°C por 07
horas em estufa incubadora microprocessada para BOD (Alpax:, S&o Paulo, Brasil) e
posteriormente refrigerada (8 + 1°C) até o momento do uso (cerca de 15 horas). O
produto resultante da fermentagdo foi utilizado como in6culo e denominado de
“in6culo pré-ativado”. A concentracdo de inoculo utilizada foi de 9% (m/m) em
relacdo ao produto final, de forma a obter no requeijdo cremoso simbidtico contagem
inicial minima de 6 logip UFC/ g de produto, conforme indicacdo da literatura.
Também foi utilizado delineamento fatorial 2° completo, com trés pontos centrais,

conforme descrito na Tabela 03.
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TABELA 03 - DELINEAMENTO FATORIAL COMPLETO 2% COM 3 PONTOS
CENTRAIS, UTILIZADO NO DESENVOLVIMENTO DE REQUEIJAO
CREMOSO PROBIOTICO COM NIVEIS CODIFICADOS E REAIS
DAS VARIAVEIS ESTUDADAS (CONCENTRACAO DO INOCULO
“PRE-ATIVADO” E TEMPERATURA)

TRATAMENTOS CONCENTRAGCAO DO “INOCULO PRE-ATIVADO” TEMPERATURA
(0,01 A 0,03 g/ 100 g DE REQUEIJAO CREMOSO) (50 A 70°C)
T15 -1(0,1) -1 (50)
T16 -1(0,1) +1 (70)
T17 +1(0,3) -1 (50)
T18 +1 (0,3) +1 (70)
T19 0(0,2) 0 (60)
T20 0(0,2) 0 (60)
T21 0(0,2) 0 (60)

FONTE: O autor (2009).

3.2.2.1.2 Producdao de requeijao cremoso prebidtico

Testes preliminares visando avaliar a forma de adicdo dos ingredientes

prebidticos foram realizados através de planejamento experimental. Para tanto, o

requeijdo cremoso prebidtico foi elaborado seguindo o delineamento centroide

simplex tendo por metodologia base a proposta no fluxograma contido no item 3.2.1,

diferindo no momento da adicdo de oligofrutose (Beneo™ P95)

e/ ou inulina

(Beneo™ GR), que se deu na concentracéo final de 5% (m/m) em relacdo ao peso

do requeijao cremoso final (Tabela 04), durante o processo de fusdo da massa.
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TABELA 04 -  DELINEAMENTO CENTROIDE SIMPLEX UTILIZADO NO
DESENVOLVIMENTO DE REQUEIJAO CREMOSO
PREBIOTICO COM NIVEIS CODIFICADOS E REAIS DAS
VARIAVEIS ESTUDADAS

FORMULACAO INULINA (g/ 100 g) OLIGOFRUTOSE (g/ 100 g)
F1 -1(0) -1 (0)
F2 1(5,0) -1(0)
F3 -1 (0) 1(5,0)
Fa Y (2,5) Y2 (2,5)

FONTE: O autor (2009).

Neste caso, procurou-se avaliar o efeito da forma de adi¢cao sobre a resposta
sensorial. Assim, os tratamentos foram submetidos a analise microbioldgica, com o
objetivo de verificar a seguranca dos provadores, conforme item 3.2.9 e,

posteriormente, submetidos a andlise sensorial conforme item 3.2.10.2.

3.2.3 Producéao de requeijao cremoso simbidtico

Com o objetivo de produzir requeijdo cremoso simbiotico foram elaboradas
07 formulacdes de requeijdo cremoso, de acordo com o delineamento fatorial
completo 2% com trés pontos centrais, seguindo formulagcdo previamente
determinada pelos testes preliminares, onde todos os tratamentos foram adicionados
do probidtico na forma de “inéculo pré-ativado”, na concentracdo de 9% (m/m) em
relacdo ao produto final, a temperatura de 70°C, diferindo as formulacdes entre si,
portanto, quanto ao tipo (inulina e oligofrutose) e concentracao de prebidtico (0 a 7 g/
100 g de requeijao cremoso) utilizados, conforme sumarizado na Tabela 05.
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TABELA 05 - DELINEAMENTO FATORIAL COMPLETO 2% COM 3 PONTOS
CENTRAIS, UTILIZADO NO DESENVOLVIMENTO DE REQUEIJAO
CREMOSO SIMBIOTICO COM NIVEIS CODIFICADOS E REAIS
DAS VARIAVEIS ESTUDADAS (INULINA E OLIGOFRUTOSE)

FORMULACAO INULINA OLIGOFRUTOSE
(g/ 100 g DE REQUEIJAQ) (g/ 100 g DE REQUEIJAQ)
F1 -1 (0) -1 (0)
F2 +1 (7) -1 (0)
F3 -1 (0) +1 (7)
F4 +1 (7) +1 (7)
F5 0 (3,5) 0 (3,5)
F6 0 (3,5) 0 (3,5)
F7 0(3,5) 0(3,5)

FONTE: O autor (2009).

Paralelamente, foi elaborada uma formulacdo denominada de Formulacéo
Controle, que néo apresentava ingrediente prebiotico nem microrganismo probidtico,

cuja elaboracao seguiu a metodologia descrita no 3.2.1.

Nas formulagdes do planejamento foram avaliadas a composi¢ao centesimal
e as propriedades fisico-quimicas das formulagbes, bem como se as variaveis
estudadas, inulina e oligofrutose, na faixa de concentracdo empregada (0 a 7 g/ 100
g de requeijao cremoso), exerceriam efeito significativo sobre as respostas perfil de
textura, contagem de bactérias probiodticas e avaliacdo sensorial, respostas estas
que tém importancia na aceitabilidade do produto por parte do consumidor e no
atendimento aos padrbes previstos na legislacdo vigente para produtos probioticos.
A Formulacéo Controle foi submetida as mesmas analises citadas, com excec¢do da
contagem de bactérias probidticas, j& que as mesmas nao foram adicionadas destes.
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3.2.4 Anélise da composicéo centesimal e das propriedades fisico-quimicas

3.2.4.1 Procedimentos de amostragem

O procedimento de preparo das amostras foi realizado segundo as
metodologias descritas na Instrugcdo Normativa n. 68 (BRASIL, 2006) e na AOAC
(2000).

O leite padronizado, homogeneizado e pasteurizado foi homogeneizado a
temperatura de 15 a 20°C. Quando apresentou grumos de creme, foi aquecido a 38 -
40°C em banho-maria e posteriormente resfriado até 15 a 20°C, agitando

ocasionalmente. Procedimento similar foi adotado para o soro acido.

O creme de leite foi homogeneizado com bastdo de vidro até formacao de
uma emulsdo homogénea e, quando necessario, aguecido até 55°C em banho-maria

durante 10 minutos, e imediatamente analisado.

A massa foi triturada em processador, homogeneizada e acondicionada em
frasco de boca larga com tampa, conservado a temperatura de refrigeracdo (5 +
1°C).

O requeijao foi homogeneizado em gral, acondicionado em frasco de boca
larga com tampa e conservado a temperatura de refrigeracao (5 + 1°C).

3.2.4.2 Andlise das matérias-primas e do soro acido

As analises da composicdo centesimal e propriedades fisico-quimicas do

leite padronizado, homogeneizado e pasteurizado; creme de leite e massa
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empregados na elaboracdo das diferentes formulagdes de requeijdo cremoso do
planejamento e Controle, bem como do soro obtido na fabricacdo da massa de
queijo para elaboracdo do requeijao cremoso, foram realizadas de acordo com
métodos oficiais definidos.

3.2.4.2.1 Lipidios

O leite de vaca padronizado, homogeneizado e pasteurizado e o soro foram
submetidos a andlise de lipidios, pelo método butirométrico para leite fluido (BRASIL,
2006). Ao butirometro de leite, contendo 10 mL de &cido sulfarico, d = 1,820-1,825,
foi adicionado 11 mL de amostra (leite ou soro) e 1 mL de alcool isoamilico, tampado
com rolha de borracha e centrifugado (Instrumentos para Laboratorio T.R. Ltda,
Esteio, Rio Grande do Sul) durante 5 minutos de 1000 a 1200 rpm. Posteriomente,
foi transferido para banho-maria a 65°C por 5 minutos e as operacdes de
centrifugacdo e de incubacdo repetidas. A determinacdo do teor de lipidios, em

percentagem, foi feita diretamente pela leitura no butirémetro.

O teor de lipidios em creme de leite foi determinado através do método
butirométrico para leite desidratado e creme de leite pelo butirbmetro de leite
(BRASIL, 2006). Foi pesado, em balangca analitica com precisdo de + 1 mg,
exatamente, 1 g de amostra homogeneizada em um béquer de 50 mL, adicionado
10 mL da solucdo de éacido sulfurico, densidade 1,605, e aquecido a 60°C, sob
homogeneizagdo constante. A seguir, foi transferido quantitativamente para um
butirdmetro de leite, efetuando 2 ou 3 lavagens do béquer com 3 a 4 mL da solucéo
de acido sulfarico, de forma a completar 19 mL. Ao final, foi adicionado 1 mL de
alcool isoamilico, tampado com rolha apropriada, agitado e levado ao banho-maria a
65°C por 15 minutos. Findo o tempo, foi centrifugado por 15 minutos a 1200 rpm
(Instrumentos para Laboratorio T.R. Ltda, Esteio, Rio Grande do Sul). As operacgdes

de banho-maria e centrifugacéo foram repetidas mais 2 vezes e a leitura realizada
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na escala do butirdmetro. O valor lido no butirébmetro foi colado na Equacao 01 para

obtencéo do teor de lipidios.

Lipidios (% m/m) =L x 11,33 (Equacéo 01)
m

onde:
L = leitura no butirdmetro;
11,33 = massa em gramas do leite;

m = massa da amostra, em gramas.

O teor de lipidios da massa foi determinado através do meétodo butirométrico

para queijo (BRASIL, 2006). Foi pesado, em balanca analitica com preciséo de * 1
mg, exatamente, 3 g da amostra previamente preparada diretamente no copo do
butirbmetro e este acoplado a parte inferior do butirbmetro. Em seguida, foi
adicionado cerca de 5 mL de agua, 10 mL da solucdo de acido sulfurico e 1 mL de
alcool isoamilico. O butirdbmetro, tampado com a rolha, foi colocado em banho-maria
a 65°C e posteriormente agitado, repetindo estas etapas (aquecimento e agitacédo)
até completa dissolucdo da amostra. Quando a amostra estava completamente
dissolvida, foi retirada a tampa superior do butirdbmetro e adicionado agua até a
altima marcacgéo deste. Apds enxugar a borda do butirdmetro com papel absorvente,
foi recolocada a tampa e centrifugado por 10 minutos a 1200 rpm (Instrumentos para
Laboratério T.R. Ltda, Esteio, Rio Grande do Sul). A leitura da porcentagem de
gordura foi feita diretamente na escala do butirbmetro. Quando necessario, foi

repetido as operac¢des de aguecimento e centrifugacao, e efetuada nova leitura.

3.2.4.2.2 Proteina

O teor de proteinas do leite padronizado, homogeneizado e pasteurizado,
creme de leite, massa e soro foi determinado segundo metodologia descrita em
BRASIL (2006). Aproximadamente, 0,5 g de amostra, pesada em balanca analitica
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com precisao de + 1 mg, foram digeridas em baldo de micro Kjeldahl com 2,5 g de
mistura catalitica (10 K, SO4 PA:1 CuSO,4.5 H,O PA) e 10 mL de acido sulfarico
concentrado. O creme de leite foi adicionado, ainda, de 1,0 g de antiespumante
(silicone). A solugcdo digerida foi destilada em equipamento de destilador de
nitrogénio (Tecnal®, Sao Paulo, Brasil), apés neutralizacdo com solucdo de NaOH a
50% (cerca de 30 mL), para a liberacdo da amoénia, sendo esta recolhida em uma
solucdo de &cido bdrico a 4%. A solucdo obtida foi titulada com solucdo padrédo de
HCI 0,1N. O teor de proteinas foi calculado multiplicando o valor de nitrogénio total

obtido pelo fator de converséao 6,38.

3.2.4.2.3 Carboidratos

O teor de carboidratos foi determinado por diferenca através da
equacao 02 (ASCAR, 1985).

Carboidratos (%m/m)= 100 — (%umidade + %proteina + %lipidios + %cinzas) Equacéo 02

3.2.4.2.4 Extrato seco total

O método de determinacao de extrato seco total para as matérias-primas e
soro foi 0 método de gravimetria em estufa a 102 + 2°C (BRASIL, 2006). Cerca de 3
g da amostra, pesada em balanca analitica com precisdo de + 1 mg, devidamente
preparada, foi pesada em uma capsula contendo aproximadamente 25 g de areia,
com tampa e bastéo sobre a tampa, previamente submetidos a estufa de secagem a
102 + 1°C durante 1 hora e resfriados em dessecador até tempertaura ambiente. A
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amostra foi completamente misturada com a areia e o conjunto todo (capsula,
bastéo, areia misturada com a amostra e a tampa) submetido a secagem em estufa
a 102 + 1°C até peso constante (cerca de 06 horas). A determinagdo dos solidos

totais foi realizada por gravimetria.

3.2.4.2.5 Extrato seco desengordurado

O teor de extrato seco desengordurado (ESD) das matérias-primas foi
determinado segundo metodologia 990.21 da AOAC (2000), utilizando a equacéo
03.

Extrato seco desengordurado (% m/m) = % extrato seco total - % gordura (Equacéo 03)

3.2.4.2.6 Cinzas

Cerca de 5 g de amostra foram pesadas, em balanca analitica com precisao
de + 1 mg, em cadinho de porcelana, previamente submetido a temperatura de
550°C em forno mufla elétrico por 01 hora e resfriado em dessecador até
temperatura ambiente, transferidos para forno mufla a 550°C até que as cinzas se
tornacem brancas (cerca de 07 horas). Apdés o resfriamento em dessecador, as
cinzas foram determinadas gravimetricamente (AOAC, 2000, 945.46)



66

3.2.4.2.7 pH

O pH do leite padronizado, homogeneizado e pasteurizado, do creme de
leite e do soro foi determinado através do método eletroanalitico, colocando cerca de
50 mL de amostra em um béquer, utilizando pHmetro modelo CG 818 (Schott
Gerate®, Mainz, Germany) (PEREIRA et al., 2001).

O pH da massa foi determinado através do método eletroanalitico mediante
adicdo sobre 20 mL de agua de amostra previamente preparada em quantidade
suficiente para obter uma massa homogénea, utilizando pHmetro modelo CG 818
(Schott Gerate®, Mainz, Germany) (BRASIL, 2006).

3.2.4.2.8 Acidez titulavel, expressa em percentagem de acido latico

Para determinacdo da acidez titulavel de leite e soro de leite, foram
transferidos 20 mL de amostra para erlenmeyer de 125 mL, adicionados de 40 mL
de &gua livre de gas carbbnico, seguido por titulagdo de neutralizacdo, utilizando
solucdo padrdo de NaOH 0,1M e fenolftaleina como indicador, de acordo com a
metodologia 947.05 da AOAC (2000).

Para creme de leite, foram pesadas cerca de 10 g de amostra, em balanca
analitica com precisdo de = 1mg, adicionados 50 mL de agua isenta de gas
carbonico (CO,) e homogeneizado, seguido por titulacdo de neutralizacdo com
solucéo padrao de NaOH 0,1N e fenolftaleina como indicador (BRASIL, 2006).

Para a massa, foi transferida 10 g da amostra, pesadas em balanca analitica
com precisdo de £ 1 mg, a para um béquer de 150 mL, acrescentado de cerca de 50
mL de agua morna isenta de gas carbonico (CO;) (40°C) e agitado com bastao de
vidro até dissolucdo possivel. A seguir, transferido quantitativamente para baldo

volumétrico de 100 mL, esfriado em agua corrente e completado o volume. Foi
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transferido uma aliquota de 50 mL para um béquer de 150 mL e esta submetida a
titulacdo de neutralizagcdo com padrdo de NaOH 0,1M e fenolftaleina como indicador
(AOAC, 2000, 920.124).

3.2.4.2.9 Densidade a 15°C

A densidade do leite foi realizada em 500 mL de leite colocados em uma

proveta com auxilio de um termolactodensimetro a 15°C (BRASIL, 2006).

3.2.4.2.10 Crioscopia

Cerca de 3 mL de leite padronizado, homogeneizado e pasteurizado foram
transferidos para um tubo de vidro e a leitura da crioscopia (ponto de congelamento
do leite) realizada em crioscopio microprocessavel auto-calibravel (Laktron®,
Londrina, Parana) segundo metodologia 990.22 da AOAC (2000).

3.2.4.3 Analise das formulacbes de requeijao cremoso simbiético e da Formulacéo

Controle

As diferentes formulacdes de requeijao cremoso simbidtico do planejamento
e da Formulacdo Controle foram submetidas as analises de composicédo centesimal

e propriedades fisico-quimicas seguindo metodologias especificas.
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3.2.4.3.1 Lipidios

O teor de lipidios foi determinado através do método butirométrico para
queijo (BRASIL, 2006), descrito no item 3.2.4.2.1.

3.2.4.3.2 Proteina

O teor de proteina foi determinado segundo a metodologia descrita em
BRASIL (2006). Aproximadamente, 0,5 g de amostra, pesadas em balanca analitica
com precisao de + 1 mg, foram digeridas em baldo de micro Kjeldahl com 2,5 g de
mistura catalitica (10 K, SO4 PA:1 CuSO4.5 H,O PA), 10 mL de &cido sulftrico
concentrado e 1,0 g de antiespumante (silicone). A solugéo digerida foi destilada em
equipamento de destilador de nitrogénio (Tecnal®, S&o Paulo, Brasil), apés
neutralizacdo com solucdo de NaOH a 50% (cerca de 30 mL), para a liberacdo da
amonia, sendo esta recolhida em uma solucdo de acido borico a 4%. A solucdo
obtida foi titulada com solucéo padréo de HCI 0,1N. O teor de proteinas foi calculado

multiplicando o valor de nitrogénio total obtido pelo fator de converséao 6,38.

3.2.4.3.3 Umidade e volateis e extrato seco total

O método de determinacdo de umidade e volateis e extrato seco total foi o
método de gravimetria em estufa a 102 + 2°C (BRASIL, 2006). Cerca de 3 g da
amostra, pesadas em balanca analitica com precisdo de + 1 mg, devidamente

preparada, foi pesada em uma cpsula contendo aproximadamente 25 g de areia,
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com tampa e bastédo sobre a tampa, previamente submetidos a estufa de secagem a
102 + 1°C durante 1 hora e resfriados em dessecador até tempertaura ambiente. A
amostra foi completamente misturada com a areia e o conjunto todo (capsula,
bastdo, areia misturada com a amostra e a tampa) submetido a secagem em estufa
a 102 + 1°C até peso constante (cerca de 06 horas). A determinacdo dos solidos
totais foi realizada por gravimetria. A determinacdo de umidade e volateis foi

realizada de acordo com a equacéo abaixo (Equacao 04).

%U (m/ m) = 100 - % Sdlidos totais (Equacéo 04)
onde:

% U = percentagem de umidade

3.2.4.3.4 Cinzas

Cerca de 5 g de amostra foram pesadas, em balanca analitica com preciséo
de + 1 mg, em cadinho de porcelana, previamente submetido a temperatura de
550°C em forno mufla elétrico por 01 hora e resfriado em dessecador até
temperatura ambiente, transferidos para forno mufla a 550°C até que as cinzas se
tornacem brancas (cerca de 07 horas). Apos o resfriamento em dessecador, as

cinzas foram determinadas gravimetricamente (AOAC, 2000, 935.42).

3.2.4.3.5 Cloreto de sodio

Partindo dos residuos obtidos em cinzas, foi empregado o método
argentometrico (BRASIL, 2006).
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3.2.4.3.6 Gordura no extrato seco

O teor de gordura no extrato seco (GES) foi determinado segundo férmula

(Equacéo 05) proposta por Furtado (1990).

% GES (m/m) = %G x 100 (Equacéo 05)
%EST

onde:
% GES = percentagem de gordura no extrato seco

% G = percentagem de gordura
% EST = percentagem de extrato seco total

3.2.4.3.7 pH

Foi utilizado o método eletroanalitico empregado na determinacdo do pH da

massa, conforme descrito no item 3.2.4.2.7.

3.2.4.3.8 Acidez titulavel, expressa em percentagem de 4cido latico

A analise foi realizada de acordo com o descrito no item 3.2.4.2.8 para a

massa.
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3.2.5 Avaliacao do perfil de textura

As caracteristicas texturais medidas para o produto final foram: firmeza,
adesividade, coesividade, elasticidade e gomosidade. Para isso, as formulacdes do
planejamento e a Formulacdo Controle foram mantidas no interior da embalagem,
em camara de refrigeracdo (5 = 1° C), onde foram coletadas amostras no 3° dia
(tempo inicial) e ao final dos 60 dias de armazenamento (tempo final) até a
realizacdo das andlises. As analises foram realizadas no requeijao dentro da propria
embalagem. Para isso, foi utilizado analisador de textura TA.XT2i (Texture
Technologies Corp., Scarsdale, NY), com o software XTRAD Texture Expert para a
andlise de dados. O probe utilizado foi o de acrilico cilindrico P25. A velocidade pré-
teste, teste e pos-teste foi de 5,0 mm/s com penetracdo de 20 mm no requeijao.
Foram realizadas trés repeticdes para cada formulacdo do planejamento e para a

Formulacao Controle.

A firmeza pode ser definida como a forca necesséria para ocasionar uma
compressdo no alimento e é expressa em Newton (N). A adesividade é definida
como a forca necessaria para vencer as forcas de atracdo entre a superficie do
alimento e a superficie do elemento de prova, sendo expressa como N.s (Newton
por segundo). A elasticidade é dada como a altura que o alimento recupera entre o
primeiro e o segundo ciclo de compressdo. A coesividade é a relacdo entre a area
da forca obtida durante o segundo ciclo de compressao e a area da forga obtida no
primeiro ciclo de compressdo. Tanto a elasticidade quanto a coesividade sao
adimensionais. A gomosidade é obtida mediante a multiplicacdo da firmeza pela

coesividade e, neste caso, € expressa em N.
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3.2.6 Quantificacao dos prebioticos

A quantificacdo de inulina e oligofrutose foi realizada de acordo com o
método enzimatico e esprectrofotométrico (FIGURA 03) desenvolvido por
Steegmans, lliaens e Hoebregs (2004), onde amostras das formulagées contendo o
prebidtico (F2, F3, F4, F5, F6 e F7) foram retiradas nos tempos TO (01 dia ap6s a
fabricacdo) e T4 (60 dias apOs a fabricacdo) e submetidas a analise. Nao foram
realizadas analises nas formulacdes Controle e F1, pois nédo foram adicionadas das

fibras prebidticas.

As concentracdes de glicose no A e de frutose nas Ag, A1 e A, foram
calculadas de acordo com o manual do kit utilizado na determinacao (Boehringer, R-
Biopharm GmbH, Darmstad, Germany). O teor de inulina e de oligofrutose foram

calculados utilizando as Equacdes 06 e 07:

Fi = (Ft) do A, — (Ff + Fs) do A, Equacéo 06

onde:

Fi = frutose de inulina/ oligofrutose
Ft = frutose total

Ff = frutose livre

Fs = frutose da sacarose

Inulina/oligofrutose (g/ 100 g) =i=k x Fi Equacéao 07

onde:

K = fator (calculado de acordo com a inulina/ oligofrutose empregada e para amostras desconhecidas
0,995)

Fi = frutose de inulina/ oligofrutose
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Padries: + 0,2 g sacarose
+ 0,4 g inulina (Benea™ GRY oligofrtose(Bensc™) POS)

Amaostras: peso da amostra correspondente a £ 0,599 de inulinar
oligofrutose; agua fervente; pH B,5 — 8.0, 15 min & 85°C,
completar para 1004.

Analise de agdear (Ag: método enzimatico
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D-glicose e D-frutose pelo uso  de
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HIDROLISE COM A SACARASE (Megazymes)
- Diluir para 10 mo de sacarosel 100 g

- Emuma cubeta;

0.5 mL de extrato diluido

1.4 mL de solugdo tampdo fosfato pH 6,8
0,1 mL de sacarase

-lncubar 30 minutoss 40°C

- Analize de agdear (A pelo método enzimatico e
espectrofotometric o de determinagado de D-glicose

HDROLISE COM A FRUTARS SE (Megazymeis)
- Dhiluir para 10 mo de inulinal oligofrutose’ 100 g
- Em uma cubeta;
0,5 mL de extrato diluido
1,4 mL de solugdo tampdo acetato pH 4,5
0,1 mL de frutanase
- Incubar 1 horal BO*C

- Andlize de aglcar {AZ: método ergimatico e
espectrofotometrico de determinagdo de D-glicose &

g D-frutose pelo uso de hexoguinase (k¢ da D-frutose pelo uso de  hexoguinase (5# da
Boehringer, R-Biopharm  GmbH, Darmstadt, Boehringer, R-Biopharm  GmbH, Darmstadt,

G RIam. G Rrmanyd

FIGURA 03 - FLUXOGRAMA DO METODO ENZIMATICO/

ESPECTROFOTOMETRICO PARA QUANTIFICACAO
DE INULINA/ OLIGOFRUTOSE

FONTE: STEEGMANS; ILIAENS; HOEBREGS (2004)
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3.2.7 Contagem das bactérias probioticas

Com o objetivo de verificar se a adicdo do probidtico atingiu a concentracao
minima de 6 logio UFC/ g de produto, bem como a viabilidade do requeijdo cremoso
como carreador deste microrganismo, os tratamentos foram submetidos a analise
microbiolégica de contagem de Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12. Assim,
25 g de cada amostra, pesadas assepticamente em balanca localizada em capela de
fluxo laminar, contendo microrganismo probidtico nos periodos 1 (Tempo 0), 15
(Tempo 01), 30 (Tempo 02), 45 (Tempo 03) e 60 (Tempo 04) dias, foram diluidas em
225 mL de solucdo de &gua peptonada 0,1%, submetidas a homogeneizacao,
empregando homogeneizador de amostras tipo Stomacher (Logen Scientific®), por
cerca de 6 minutos, de modo a obter diluicdo 10™; a partir desta foram realizadas as
demais diluicbes até 10°. Posteriormente, as diluicdes 10*, 10° e 10° foram
plagueadas, em meio MRS, modificado pela adicdo de 0,2% de cloreto de litio e
0,3% de propionato de sodio (MRS-LP), pelo método de inoculacdo em
profundidade, empregando dupla camada, incubadas sob anaerobiose pelo emprego
de sachet de anaerobiose (PROBAC", Sao Paulo, Brasil) e jarra de anaerobiose a
37°C por 03 dias, em BOD (Alpax®, S&o Paulo, Brasil), de acordo com Vinderola et
al. (2000a).

3.2.8 Analise de pH e de acidez titulavel, expressa em percentagem de acido latico,

durante a vida util de requeijdo cremoso simbiético

Foram realizadas anélises de pH (BRASIL, 2006) e de acidez titulavel,
expressa em % de acido latico (AOAC, 2000, 920.124) nas amostras coletadas nos
tempos 0, 1, 2, 3 e 4, visando avaliar a vida util do produto, de acordo com as
metodologias descritas nos itens 3.2.4.3.7 e 3.2.4.3.8, respectivamente.
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3.2.9 Andlises microbiolégicas

3.2.9.1 Procedimentos de amostragem

O procedimento de amostragem para a preparagdo dos materiais a serem
utilizados nas analises microbiologicas seguiu o proposto na Instrugdo Normativa n.
62 (BRASIL, 2003).

3.2.9.2 Analises microbiolégicas

Com o objetivo de verificar a seguranca microbiolégica das formulagbes de
requeijdo cremoso controle e do planejamento experimental foram realizadas as
andlises de coliformes a 35°C e 45°C e estafilococco coagulase positiva (BRASIL,
2001), seguindo metodologia proposta por Compendium... (1984) e Lanara (1981),

respectivamente, 01 dia (Tempo 0) apés a fabricagdo dos requeijoes.
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3.2.10 Avaliacao sensorial

3.2.10.1 Equipe dos provadores, condicionamento dos tratamentos e local do teste

Foram recrutados verbalmente julgadores ndo treinados, de ambos o0s
sexos, caracterizados por serem funcionarios e alunos da Universidade Tecnoldgica
Federal do Parana-Campus de Medianeira. Para tal, foram selecionados aqueles
que apresentaram familiaridade com o produto (requeijao cremoso) e disponibilidade
de tempo para a realizagdo da andlise, e que no momento da andlise apresentavam-

se em perfeito estado de saude.

De acordo com o delineamento experimental, os tratamentos foram
avaliados 07 dias ap6s a fabricacdo no laboratorio de Analise Sensorial, da
Universidade Tecnolégica Federal do Parana-Campus Medianeira, em cabines
individuais, iluminadas com luz branca fluorescente. O delineamento em blocos
incompletos foi aplicado neste estudo (t = 8, k=2, r =7 e b = 28). Por este
procedimento, os 8 tratamentos (t = 8) foram divididos em 28 blocos e cada
tratamento foi apresentado em 7 blocos (r = 7) (SILVA; DAMASIO, 1994). Cada
provador recebeu os diferentes tratamentos (em namero de 02) simultaneamente em
copos plasticos descartaveis (cerca de 20 g), a temperatura de 15 = 2°C,
devidamente codificados com numeros de trés digitos aleatérios (TEIXEIRA;
MEINERT; BARBETA, 1987). Ao total, foram realizadas 84 analises. Foi instruido
aos provadores utilizarem espatula de plastico descartavel para avaliar o manuseio
do produto, bem como a utilizagdo de bolacha dgua e sal e 4gua mineral entre as
amostras para limpeza do palato. Simultaneamente, foi fornecida uma ficha de
avaliacdo (Apéndice), que além da Escala Hedbnica Estruturada de 09 pontos

apresentava questdes de analise de mercado.
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3.2.10.2 Avaliacao da aceitabilidade de requeijao cremoso

Para avaliacdo da aceitabilidade das diferentes formulacdes de requeijao
cremoso avaliadas neste trabalho em relacdo aos atributos manuseio - de acordo
com Garruti et al. (2003), manuseio corresponde a retirada do copo e o
espalhamento sobre a bolacha agua e sal, aroma, sabor, aparéncia e avaliacdo
global foi empregado o método de Escala Hedbénica estruturada de 09 pontos, onde
01 correspondeu a “desgostei muitissimo® e 09 a “gostei muitissimo” (MEILGAARD;
CIVILLE; CARR, 1999). A avaliacdo do indice de aceitabilidade para o atributo

impressao global foi calculado de acordo com Monteiro (1984).

3.3 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos nos testes preliminares para determinar a concentracdo e
a temperatura de adicdo do inoculo foram submetidos a analise de variancia e,
qguando detectado diferencas significativas entre os tratamentos ao nivel de 5% de
significancia, ao Teste de Tukey studentized. Para avaliar o efeito das variaveis
(concentracao do inoculo e temperatura de adicdo) sobre a resposta enumeragao de
Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12 foi realizada a analise de efeitos. Nos
casos em que as variaveis estudadas apresentaram efeitos significativos ao nivel de
5% de significancia, foi calculado a ANOVA e construida a superficie de resposta.
Para estas analises, o programa estatistico utilizado foi o programa Statistica, versao
7.0.

Os resultados obtidos para composicdo centesimal e propriedades fisico-
quimicas das formulac¢des do planejamento foram submetidas a andlise de variancia
e, quando detectada diferenca significativa ao nivel de 5% de probabilidade, ao
Teste de Tukey studentized, utilizando o programa estatistico Statistica, verséo 7.0.
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Os resultados obtidos para perfil de textura, enumeracdo de Bifidobacterium
animalis subsp. lactis Bb-12 e analise sensorial foram submetidos & analise de
variancia e quando detectada diferenca significativa ao nivel de 5% de probabilidade
foi aplicado o Teste de Tukey studentized. Para avaliar o efeito das variaveis (inulina
e oligofrutose) sobre as respostas foi realizada a analise de efeitos. Nos casos em
que as variaveis estudadas apresentaram efeitos significativos ao nivel de 5% e 10%
de significancia, foi calculada a ANOVA e construida a superficie de resposta. Para

estas analises, 0 programa estatistico utilizado foi o programa Statistica, versao 7.0.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 TESTES PRELIMINARES

4.1.1 Producao de requeijao cremoso

ApoOs revisdo de literatura e testes preliminares, optou-se por elaborar o
produto a partir de massa obtida por coagulacdo acida, devido a praticidade desta
técnica quando comparada com a massa obtida por fermentacéo latica, adicionado
de fermento acidificante Lactococcus lactis subps. lactis e Lactococcus lactis subps.
cremoris (RAPACCI, 1997), bem como pela qualidade sensorial do produto final que,
em alguns atributos como sabor e impressao global, apresentam-se melhores do
gue o0s requeijdes cremosos elaborados a partir de massa produzida pela
coagulacdo enzimatica e acida do leite (GOTELIP; JARDIM; MIGUEL, 2005). A

formulacdo encontra-se descrita na Tabela 06.

TABELA 06 - FORMULACAO PADRAO PARA A ELABORACAO DE REQUEIJAO

CREMOSO
INGREDIENTES CONCENTRACAO (% M/M)
Massa para fusao 49
Cloreto de so6dio 0,6
Sal fundente 14
Creme de leite 29
Agua 20

FONTE: O autor (2009).
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4.1.2 Producao de requeijao cremoso probidtico

A escolha do microrganismo Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12
deve-se ao fato de que o0 mesmo apresenta propriedades fisiologicas bem
documentadas (SHAH, 2007), destacando-se a capacidade de prevenir a diarréia
dos viajantes; tratamento de diarréias virais, dentre elas rotavirus; modulacdo da
microbiota intestinal; reducdo da constipagdo; modulagdo da resposta imune e
reducdo dos sintomas de dermatite atopica em criancas (SAARELA et al., 2000)
assim como por ser destituido de toxicidade (MEILLE; LE BLAY; THIERRY, 2008) e
por ser considerado dentre as demais espécies de Bifidobacterium resistente ao
calor e moderadamente resistente ao oxigénio (SIMPSON et al., 2005). Mc Brearty
et al. (2001) ressaltam as caracteristicas de robustez, a habilidade em utilizar a
lactose, a baixa sensibilidade ao oxigénio e/ ou tolerancia ao sal como os fatores
que poderiam justificar a utilizacdo deste probidtico na elaboracdo de queijo
Cheddar.

Apesar de alguns autores reforcarem a idéia de que a producdo de um
queijo com propriedades probioticas ndo poderia utilizar metodologias diferenciadas
daquelas empregadas tradicionalmente (Mc BREARTY et al.,, 2001), mas nem
sempre isso € possivel e, por vezes, a modificacdo da tecnologia de fabricacdo €
necessaria (BOYLSTON et al.,, 2004). Para poder elaborar requeijdao cremoso
probiotico e, subsequentemente, simbidtico, foi necessario optar por modificacdo no
procedimento de elaboracédo. Logo, optou-se por adiciona-lo apés a fusdo da massa
e demais ingredientes, em uma temperatura inferior a 95°C, mas que ainda
permitisse facilidade de trabalho, dai a sele¢cdo das temperaturas na faixa de 50° a
70°C. Corbo et al. (2001) para poderem desenvolver queijo Canastrado Pugliesi, um
queijo semi-duro de amplo consumo na lItalia, adicionado de bifidobacteria, tiveram,
também, que modificar a metodologia de fabricacdo tradicional deste queijo, que
utilizava temperatura de 80°C por 30 segundos no cozimento da massa em Soro

para 50°C por dois minutos.
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A matriz do ensaio realizada com os valores codificados e reais das
variaveis estudadas (concentracdo e temperatura) e resposta (enumeracdo de
Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12, expressa em logi, UFC/g), quanto da
adicdo da cultura liofilizada diretamente na massa apos a fusdo, esta descrita na
Tabela 07.

TABELA 07 - MATRIZ DO PLANEJAMENTO FATORIAL COMPLETO 2% COM 3
PONTOS CENTRAIS (VALORES CODIFICADOS E REAIS) COM A
RESPOSTA ENUMERACAO DE BIDOBACTERIUM ANIMALIS
SUBSP. LACTIS BB-12 (LOG10 UFC/ G) PARA AS FORMULACOES
DE REQUEIJAO CREMOSO PROBIOTICO COM ADICAO DIRETA
DO INOCULO LIOFILIZADO

TRATAMENTO | CONCENTRAGAO DO INOCULO | TEMPERATURA | B. ANIMALIS SUBSP.

(0,01 A 0,03 g/ 100 g DE (50 A 70°C) LACTIS BB-12
REQUEIJAO CREMOSO) (LOG10 UFC/G)

T1 -1 (0,01) 1 (50 0

T2 -1 (0,01) +1 (70) 0

T3 +1(0,03) 1 (50 0

T4 +1(0,03) +1 (70) 0

TS 0(0,02) 0 (60) 0

T6 0(0,02) 0 (60) 0

T7 0(0,02) 0 (60) 0

FONTE: O autor (2009).

No momento da realizacdo dos testes preliminares ndo havia legislacéo
brasileira que determinasse 0 numero de microrganismos probioticos que alimentos
deveriam apresentar para receberem alegacdo de propriedade funcional. Desta
forma, optou-se, com base na literatura (DAVE; SHAH, 1997; SHAH;
LANKAPUTHRA, 1997), que o0 minimo de microrganismos probiéticos apresentados
pelos tratamentos deveria ser de 6 logig UFC/ g no produto. Desta forma, pode-se
verificar que os resultados obtidos na Tabela 07 indicaram que a concentragao
empregada na elaboracdo do requeijdo cremoso probiotico foi insuficiente para se
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obter valores de Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12 recomendados pela

literatura.

Assim, optou-se por aumentar em 1 log;p a concentracdo de inoculo,
obtendo alguns tratamentos com concentragcdes dentro da faixa esperada, conforme

a matriz do ensaio descrita na Tabela 08.

TABELA 08 - MATRIZ DO PLANEJAMENTO FATORIAL COMPLETO 2% COM 3
PONTOS CENTRAIS (VALORES CODIFICADOS E REAIS) COM A
RESPOSTA ENUMERACAO DE BIFIDOBACTERIUM ANIMALIS
SUBSP. LACTIS BB-12 (LOG 10 UFC/ G) PARA AS
FORMULACOES DE REQUEIJAO CREMOSO PROBIOTICO COM
ADICAO DIRETA DO INOCULO LIOFILIZADO

TRATAMENTO | CONCENTRACAO DO INOCULO | TEMPERATURA | B. ANIMALIS SUBSP.
(0,1 A0,3 g/ 100 g DE (50 A 70°C) LACTIS BB-12
REQUEIJAO CREMOSO) (LOG10 UFC/G)
T8 -1(0,1) -1 (50) 6,52"
T9 -1(0,1) +1 (70) 3,7°
T10 +1(0,3) -1 (50) 6,72
T11 +1 (0,3) +1 (70) 4.8°
T12 0(0,2) 0 (60) 4.8°
T13 0(0,2) 0 (60) 5,0%
T14 0(0,2) 0 (60) 5,2°

FONTE: O autor (2009).

NOTA: ¥ Médias seguidas por letras iguais, na mesma coluna, indicam n&do haver diferenca
significativa ao nivel de 5% de probabilidade.

Em relacdo aos resultados na Tabela 09, verifica-se que houve diferenca
significativa entre os tratamentos (p < 0,05), onde os tratamentos T8 e T10
apresentaram o maior numero de microrganismos probioticos viaveis (p < 0,05),
enquanto que o tratamento T9, o menor numero (p < 0,05). Apesar dos tratamentos
11, 12, 13 e 14 terem apresentado concentracdes intermediarias, assim como o T9,
nao atingiram o minimo necessario para cumprir os valores preconizados pela

literatura consultada.
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Analisando-se os resultados da Tabela 08 foi possivel calcular os efeitos das

duas variaveis estudadas (concentracdo do indculo e temperatura) sobre a resposta

de enumeracdo de Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12 (logio UFC/ @),

apresentados na Tabela 09.

TABELA 09 - EFEITO DOS FATORES ESTUDADOS NO PLANEJAMENTO

FATORIAL COMPLETO 2?2

(4 ENSAIOS, COM 3 PONTOS

CENTRAIS, TOTALIZANDO 7 ENSAIOS) PARA A RESPOSTA
ENUMERACAO DE BIFIDOBACTERIUM ANIMALIS SUBSP.
LACTIS BB-12 (LOG10 UFC/ G) PARA AS FORMULACOES DE
REQUEIJAO CREMOSO PROBIOTICO COM ADICAO DIRETA DO

INOCULO LIOFILIZADO

EFEITO ERRO PADRAO T(3) P - VALOR
MEDIA 5,1 0,1 57,2 0,0003*
CONCENTRACAO DO
INOCULO 12 0,2 6,7 0,0216*
TEMPERATURA -1,8 0,2 9,9 0,0010*
CONCENTRACAO DE
INOCULO X TEMPERATURA -0.1 0.2 -0.5 0,6452

FONTE: O autor (2009).
NOTA: * p < 0,05.

Devido ao fato de que os efeitos, concentracdo de inoculo e temperatura,

foram significativos sobre a resposta estudada (contagem de Bifidobacterium

animalis subsp. lactis Bb-12), foi calculado a ANOVA, cujos os resultados estéo

descritos na Tabela 10.
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TABELA 10 - ANOVA DO PLANEJAMENTO FATORIAL COMPLETO 22 (4
ENSAIOS, COM 3 PONTOS CENTRAIS, TOTALIZANDO 7
ENSAIOS) PARA A RESPOSTA ENUMERACAO DE
BIFIDOBACTERIUM ANIMALIS SUBSP. LACTIS BB-12 (LOG 10
UFC/ G) PARA AS FORMULACOES DE REQUEIJAO CREMOSO
PROBIOTICO COM ADICAO DIRETA DO INOCULO

LIOFILIZADO
FONTE DE VARIACAO sSQ? GL" QM°  Feacuiano
Regressédo 6,4 3,0 2,2 80,7
Residuos 0,1 3,0 0,0
Total 6,5 6,0

FONTE: O autor (2009).
NOTA: Fa.3005= 9,27 %= soma de quadrado b— graus de liberdade; ° = quadrados médios.

Observando os resultados para andlise de variancia (Tabela 10), como
Fcalculado fOI maior que 0 Fiapelado fOI possivel construir a superficie de resposta da
FIGURA 04.

Os resultados da analise de efeitos (Tabela 09) e da superficie de resposta
(FIGURA 04) indicam que a concentragdo do inoculo exerce efeito positivo ao nivel
de significancia de 5%, ou seja, dentro da faixa estudada (0,1 a 0,3 g/ 100 g de
requeijdo cremoso), 0 aumento na concentracdo do indculo resulta, inicialmente, em
um maior valor para a enumeracdo do microrganismo probiético em estudo. Por
outro lado, a temperatura exerce efeito negativo, isto €, a medida em que a
temperatura aumenta ha reducdo no numero de microrganismos probioticos viaveis

no requeijao cremoso.

Apesar do efeito positivo da concentragdo do indculo sobre o nimero de
microrganismos viaveis ser ressaltado por Gomes e Malcata (1999), que sugerem o
uso de concentracao inicial mais elevada de microrganismos probioticos no inoculo
como uma das formas de promover o crescimento e a viabilidade da bifidobacteria
durante a vida util dos produtos alimenticios, essa observacao foi condizente com os
resultados obtidos a temperatura de 70°C. Porém, a temperatura de 50°C um
aumento na concentracdo do indculo, dentro da faixa estudada, ndo resultou em

nameros maiores do microrganismo probidtico (Tabela 08).
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® PN TEN

FIGURA 04 - SUPERFICIE DE RESPOSTA PARA ENUMERACAO DE
BIFIDOBACTERIUM ANIMALIS SUBSP. LACTIS BB-12 (LOG10
UFC/ G) EM FUNCAO DA CONCENTRACAO E TEMPERATURA
DE ADICAO DO INOCULO NA FORMA LIOFILIZADA EM
REQUEIJAO CREMOSO PROBIOTICO

FONTE: O autor (2009).

Embora o efeito da temperatura seja dependente da espécie de
bifidobactéria em estudo, em geral, a sensibilidade deste microrganismo aumenta A
medida que a temperatura também aumenta (BOYLSTON et al., 2004). Isso foi
possivel verificar quando se comparou, na mesma concentracdo utilizada de

microrganismo probidtico, as diferentes temperaturas avaliadas (Tabela 08).

Porém, os tratamentos TO8 e T10, elaborados pela adicdo do indculo a
temperatura de 50°C, mostraram vida util inferior & média dos requeijées comerciais
(cerca de 30 dias contra 60 dias), por apresentarem contaminagc&do por bolores e

leveduras e estufamento. Tal problema esta diretamente associado a temperatura de
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envase, conforme Moreno et al. (2006) que ressaltam quanto maior a temperatura de

envase menor o risco de desenvolvimento de microrganismos contaminantes.

Logo, procurou-se estudar alternativas no sentido de obter um produto com
a enumeracdo do probidtico de acordo com a literatura e com vida util similar aos
produtos encontrados no comércio alimenticio. Apenas aumentar a concentracédo de
microrganismo liofilizado as formulacdes e trabalhar com a temperatura de 70°C
tornaria o produto inviavel sob o ponto de vista econdmico. Como alternativa foi
realizada a adi¢cdo do in6culo na forma pré-ativada, ou seja, o produto resultante da
adicdo do microrganismo probidtico, nas mesmas concentracfes do experimento,
adicionado na forma liofilizada em LPDR a 10%, incubado a 37°C por 07 horas e,
posteriormente, submetido a refrigeracdo (5 + 1°C) até utilizacdo (cerca de 15

horas).

A matriz dos ensaios realizados com os valores codificados e reais das
variaveis concentracdo do indculo e temperatura de adi¢cdo e resposta (enumeragao
de Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12) das formula¢cdes com adicdo da

cultura liofilizada pré-ativada encontram-se na Tabela 11.

TABELA 11 - MATRIZ DO PLANEJAMENTO FATORIAL COMPLETO 2%, COM 3
PONTOS CENTRAIS (VALORES CODIFICADOS E REAIS) COM A
RESPOSTA DE ENUMERAGCAO DE BIFIDOBACTERIUM ANIMALIS
SUBSP. LACTIS BB-12 (LOG 10 UFC/ G) PARA AS FORMULACOES
DE REQUEIJAO CREMOSO PROBIOTICO COM ADICAO DE
INOCULO “PRE-ATIVADO”

TRATAMENTO | CONCENTRAGAO DO INOCULO | TEMPERATURA | B. ANIMALIS SUBSP.
“PRE-ATIVADO" (50 A 70°C) LACTIS Bb-12
(0,1 A0,3 g/ 100 g DE (LOG10 UFC/G)
REQUEIJAO CREMOSO)
T15 -1(0,1) -1 (50) 8,6 °®
T16 -1(0,1) +1 (70) 6,9°
T17 +1(0,3) -1 (50) 96°
T18 +1(0,3) +1 (70) 95°
T19 0(0,2) 0 (60) 7.9¢
T20 0(0,2) 0 (60) 7.7¢
T21 0(0,2) 0 (60) 7.7°

Fonte: O autor (2009).
NOTA: @ Médias seguidas por letras iguais, na mesma coluna, indicam n&do haver diferenca
significativa ao nivel de 5% de probabilidade.
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Para todos os tratamentos foram obtidas contagem inicial de Bifidobacterium
animalis subsp. lactis Bb-12 dentro da faixa minima recomendada pela literatura
(Tabela 11). Os tratamentos que apresentaram maior enumeracao do microrganismo
probiotico foram o T17 e T18 (p < 0,05), seguidos do tratamento 15, que diferiu
significativamente dos tratamentos T17 e T18 por apresentar menor contagem (p <
0,05) e dos tratamentos T19, T20 e T21 por apresentar maior contagem que estes (p
< 0,05). O tratamento T16 foi 0 que apresentou menor contagem de microrganismo

probidtico (p < 0,05).

A partir dos resultados da Tabela 11 foi possivel calcular os efeitos das duas
variaveis estudadas (concentracdo de inoculo e temperatura) apresentados na
Tabela 12.

TABELA 12 - EFEITO DOS FATORES ESTUDADOS NO PLANEJAMENTO
FATORIAL COMPLETO 22 (4 ENSAIOS, COM 3 PONTOS
CENTRAIS, TOTALIZANDO 7 ENSAIOS) PARA O ATRIBUTO
ENUMERACAO DE BIFIDOBACTERIUM ANIMALIS SUBSP.
LACTIS BB-12 (LOG 10 UFC/ G) PARA AS FORMULACOES DE
REQUEIJAO CREMOSO PROBIOTICO COM ADICAO DE
INOCULO “PRE-ATIVADO”

EFEITO | ERRO PADRAO T@3) P _VALOR
MEDIA _ 85 01 163.7 0.0000%
CONCENTRACAO DO
i 21 01 203 0,0024*
TEMPERATURA 0,7 01 5.6 0,0301*
CONCENTACAO DO INOCULO
X TEMPERATURA 0.5 01 47 0,0422*

FONTE: O autor.
NOTA: * p < 0,05.

Os efeitos foram significativos sobre a resposta estudada (enumeracéo de,
Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12), de modo a ser calculado a ANOVA,

cujos os resultados estdo na Tabela 13.

Observando-se os resultados da analise de variancia (Tabela 13), como
Fcalculado fOI mMaior que 0 Fpelado, PErmitiu construir a superficie de resposta da
FIGURA 05.
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TABELA 13 - ANOVA DO PLANEJAMENTO FATORIAL COMPLETO 22 (4
ENSAIOS, COM 3 PONTOS CENTRAIS, TOTALIZANDO 7
ENSAIOS) PARA A RESPOSTA ENUMERACAO DE
BIFIDOBACTERIUM ANIMALIS SUBSP. LACTIS BB-12 (LOG10
UFC/ G) PARA AS FORMULACOES DE REQUEIJAO CREMOSO
PROBIOTICO COM ADICAO DO INOCULO “PRE-ATIVADO”

FONTE DE VARIACAO sQ® GL® QM° FcaLcuLapo
Regressédo 6,4 3,0 2,2 80,7
Residuos 0,1 3,0 0,0
Total 6,5 6,0

FONTE: O autor (2009).
NOTA: Fa.3.005 = 9,27 “= soma de quadrado o= graus de liberdade; ° = quadrados médios.

FIGURA 05 - SUPERFICIE DE RESPOSTA PARA ENUMERACAO DE
BIFIDOBACTERIUM ANIMALIS SUBSP. LACTIS BB-12 (LOG10
UFC/ G) EM FUNCAO DA CONCENTRACAO E TEMPERATURA
DE ADICAO DO INOCULO NA FORMA “PRE-ATIVADA” EM
REQUEIJAO CREMOSO

FONTE: O autor (2009).
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Conforme os resultados da analise de efeitos (Tabela 12) e da superficie de
resposta (FIGURA 05), as variaveis estudadas (concentracdo do inoculo e
temperatura) exercem efeitos significativos ao nivel de 5% sobre a resposta
enumeracado de microrganismo probidtico (logio UFC/ g). Em relagdo a concentracéo
do inoculo, esta apresenta efeito positivo sobre a resposta estudada, ou seja, a
medida que ha aumento da concentracdo do in6culo na formulacdo de requeijao,
dentro da faixa 0,1 a 0,3 g/ 100 g, a enumeragcdo do microrganismo probiético
aumenta. No entanto, o efeito da temperatura sobre a resposta foi negativa, ou seja,
a medida que a temperatura aumenta, dentro da faixa estudada (50 a 70°C), ha

reducdo do numero de microrganismos probioticos viaveis.

Poucos trabalhos foram feitos com o objetivo de verificar a incorporacéo e a
sobrevivéncia de bifidobacteria em queijos. Daigle et al. (1999) avaliaram a
viabilidade da producao de queijo tipo Cheddar probiético usando creme enriquecido
com retentado de fosfocaseinato nativo fermentado por B. infantis e verificaram que
esta metodologia, além de reduzir o tempo de fabricacao, foi eficaz para a obtencao
de um produto com alto nimero de células viaveis e metabolicamente ativas, sem,
contudo, causar impactos negativos nas propriedades sensoriais. Por sua vez,
Bergamini et al. (2005) ao empregar um substrato a base de creme de leite e leite
fermentado ou por L. acidophillus ou por L. casei na elaboracdo de queijo Pategras
Argentino afirmaram que esta tecnologia apresentou como vantagem o fato de que a
etapa de pré-incubacdo promoveu um aumento acentuado da populagédo probidtica
no inéculo (cerca de 1 logio) 0 qual pode contribuir para diminuir os custos das
culturas probidticas para a industria de laticinios. Resultados similares foram
encontrados neste trabalho, onde altos niumeros de microrganismos viaveis foram

obtidos inicialmente.

Porém, neste caso, também os tratamentos no qual o indculo foi adicionado
a 50°C apresentaram problemas correlacionadas com o crescimento de bolores e
estufamento das embalagens, independente da alta concentracdo de microrganismo
presente. Logo, levando-se em consideracdo que todos os demais tratamentos
apresentaram-se dentro da contagem inicialmente desejada, baseada em dados da
literatura, e que quanto maior a temperatura de envase menor o problema

microbiolégico, o tratamento T16 foi o escolhido.
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Durante a elaboracéo das diferentes formulacdes do planejamento relativo a
elaboracédo do requeijao cremoso simbidtico, foi acompanhada a evolucao do pH e a
enumeracdo do microrganismo probidtico para o inoculo referente ao tratamento

escolhido (T16) como forma de adi¢cdo, conforme descrito na Tabela 14.

Através dos resultados da Tabela 14 é possivel verificar que no periodo de
07 horas houve crescimento do microrganismo probiotico de quase 3 log;o UFC/ g
concomitante a reducgdo significativa do pH (p < 0,05), o que tornou viavel a
utilizacdo desta forma de adicdo do microrganismo probiotico na elaboragédo de

requeijdo cremoso simbiotico.

TABELA 14 - VALORES DE PH E ENUMERACAO DE BIFIDOBACTERIUM
ANIMALIS SUBSP. LACTIS BB-12 (LOG10 UFC/ G) DURANTE A
INCUBACAO (37°C POR 07 HORAS) E ESTOCAGEM SOB
REFRIGERACAO (5 + 1°C POR 16 HORAS) EM UM SUBSTRATO
COMPOSTO POR LEITE EM PO DESNATADO E
RECONSTITUIDO A 10%

TEMPO (HORAS) pH ENUMERAGCAO DE B. ANIMALIS SUBPS. LACTIS
BB-12 (LOG ;o UFC/ mL)
0 6,4 + 0,2a® 9,7 +0,32
07 43+0,1° 12,6 + 0,1°
15 44+0,1° 12,5+0,1°

FONTE: O autor (2009).

NOTA: a® Mmédias seguidas por letras iguais, na mesma coluna, indicam ndo haver diferenca
significativa entre os tratamentos (p > 0,05).

4.1.3 Producao de requeijao cremoso prebiético

Inicialmente, a concentragdo de prebidtico (inulina e oligofrutrose)
adicionada foi de 5% (m/ v), levando-se em consideracdo o fato de que para que

este composto proporcione efeito prebiético aos consumidores, sem ocasionar
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efeitos de intolerancia, doses entre 4-20 g/ dia de fibras prebiodticas tém demonstrado
eficacia, porém doses superiores a 20 g/ dia podem induzir a alguns efeitos
indesejaveis, como flatuléncia e desconforto abdominal (LOSADA; OLLEROS,
2002). Foi adicionada durante a elaboracdo do requeijdo cremoso, uma vez que
menos de 1% de inulina é hidrolisada a temperaturas de 90C por cinco minutos e
de 120T por dois minutos (ambas a pH 3,5) e € estavel a temperaturas de
refrigeracdo menores que 10T (ORAFTI..., 2000).

A adicao se deu na forma em p0, pois apesar Hennelly et al. (2006) terem
afirmado que a melhor forma seria a adicdo de uma solucdo a quente (80°C) na
concentracdo de 25 g de inulina/ 100 g de agua, com o objetivo de facilitar a
dispersdo desta em produto similar ao requeijdo cremoso, a forma como foi
adicionada nao acarretou em problemas sob o ponto de vista sensorial (Tabela 15),
uma vez que para validar as formulacdes foi realizado a analise sensorial de Escala
Hedbnica e todos os tratamentos adicionados de inulina e/ ou oligofrutose
apresentaram boa aceitabilidade em todos os atributos analisados por parte dos
julgadores. Resultados similares foram obtidos por Garcia, Caceres e Selgas (2006)
ao adicionarem inulina em p6 na elaboracdo de mortadela com teor normal de

gordura.

TABELA 15 - MEDIA DAS NOTAS OBTIDAS PARA A AVALIACAO DE
DIFERENTES ATRIBUTOS DAS AMOSTRAS DE REQUEIJAO
CREMOSO PREBIOTICO OBTIDAS NA ANALISE SENSORIAL
DE ESCALA HEDONICA ESTRUTURADA DE 09 PONTOS*

ATRIBUTOS T1 @ T2 T3 T4

Manuseio 54 +2,1°%" 6,0+ 1,9° 6,2+ 2,0° 6,2+1,9°
Aroma 66+2,1° 69+18° 70+19°% 70+15°%
Sabor 72+18° 74+13° 7,7+0,9° 79+12°
Aparéncia 74+1,7°% 75+1,4°% 77+12°% 77+12°%
Avaliac&o global 72+1,7°2 73+12°2 77+12°2 76+1,1°

FONTE: O autor (2009).

NOTA: * Média de 36 julgamentos. Escala Hedbnica de 1 (desgostei muitissimo) a 9 (gostei
muitissimo); @ para cada variavel, médias seguidas por letras iguais na mesma linha indicam n&o
haver diferenca significativa ao nivel de 5% de probabilidade pelo Teste de Tukey; @711 Formulacéo
controle, T2: 5,0% (m/m) de inulina, T3: 5,0% (m/m) de oligofrutose, T4: 2,5%:2,5%
inulina:oligofrutose (m/m).
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4.2 ANALISE DA COMPOSICAO CENTESIMAL E DAS PROPRIEDADES FiSICO-
QUIMICAS

4.2.1 Analise das matérias-primas e do soro acido

A gqualidade dos queijos fundidos, dentre eles o requeijao, é determinada por
diversos atributos de natureza fisica, quimica, nutricional, sensorial e microbioldgica,
que sao definidos, principalmente, pela composicdo centesimal e propriedades
fisico-quimicas das matérias-primas, que também estd relacionado com o
rendimento do processo industrial, e pela condi¢do higiénico-sanitaria das matérias-
primas e dos ingredientes utilizados na fabricagéo desses produtos (MORENO et al.,
2006).

Os resultados referentes a composicéo centesimal e as propriedades fisico-
guimicas do leite padronizado, homogeneizado e pasteurizado, assim como da
massa e do creme de leite, utilizados na elaboracao das diferentes formulacbes de
requeijdo cremoso do planejamento e do controle, e do soro de leite encontram-se
na Tabela 16.

Os valores obtidos para lipidios, proteinas, EST, ESD, acidez, densidade e
crioscopia (Tabela 16) estdo de acordo com a legislagdo vigente para o leite
padronizado, homogeneizado e pasteurizado (BRASIL, 2001).

No presente trabalho, o valor obtido para carboidratos (Tabela 16) foi
ligeiramente superior ao determinado por Fennema (1996), que afirma que o leite
pode apresentar entre 4,5% - 5,0% de carboidratos, principalmente constituido por

lactose.

O teor de sais do leite é relativamente constante, entre 0,6%-0,8% do leite
em peso Umido (ORDONEZ PEREDA et al., 2006). O resultado para cinzas (Tabela
16) encontra-se semelhante aos valores relatados por AMIOT (1991).
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TABELA 16 - COMPOSICAO CENTESIMAL E PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS
DO LEITE PADRONIZADO, HOMOGENEIZADO E PASTEURIZADO,
DA MASSA E DO CREME DE LEITE HOMOGENEIZADO E

PASTEURIZADO

UTILIZADOS

NA

ELABORACAO

DAS

DIFERENTES FORMULACOES DE REQUEIJAO CREMOSO
SIMBIOTICO E DO CONTROLE, E DO SORO DE LEITE ACIDO

ANALISES® LEITE CREME DE LEITE MASSA SORO DE
PADRONIZADO, HOMOGENEIZADO !_EITE
HOMOGENEIZADO E | E PASTEURIZADO ACIDO
PASTEURIZADO
Lipidios (%m/m) 3,30+0,17 37,85+ 1,18 22,92 + 2,46 <0,50
Proteinas (% m/m) 3,30 £ 0,02 -4 18,71+ 0,06 | 0,60+ 0,04
Carboidratos 528 + 0,03 S -t -t
(% m/m)
EST? (% m/m) 12,49 + 0,21 45,10 + 1,65 41,96+ 1,36 | 579+ 0,25
ESD® (% m/m) 9,17 + 0,03 7,25+ 1,66 19,05+1,62 | 579+ 0,25
Cinzas (%m/m) 0,62 £ 0,04 -4 1,76 £ 0,01 0,54 £ 0,02
pH 6,7+0,1 6,6 +0,1 56+0,1 53%+0,1
Acidez, em &cido 0,16 + 0,01 0,10 + 0,02 0,16 + 0,01 0,26 £ 0,01
latico (% m/v)
Densidade (g/mL) 1,032 + 0,001 A A h
Crioscopia (°H) 0,531 + 0,001 S -t -t

FONTE: O autor (2009).
NOTA: 'Os resultados apresentam a média * erro padrdo de 03 repeticdes, em duplicata; ? Extrato
seco total; > Extrato seco desengordurado; *Andlises fisico-quimicas ndo realizadas.

Os valores de pH determinados para o leite (Tabela 16) estdo dentro da

faixa de valor de pH apresentados por animais sadios (6,6-6,8); valores inferiores

podem ser correlacionados com leite colostral e superiores com leite oriundo de
animais mastiticos (TRONCO, 2003; SANTOS; FONSECA, 2007).

Para creme de leite, os valores obtidos para teor de lipidios e acidez (Tabela

16) estdo de acordo com a legislacao vigente (BRASIL, 1996) e foram similares aos

considerados como valor padrédo por Flemming et al. (2004).

Em relacdo a percentagem de proteina apresentada pela massa obtida

neste trabalho (Tabela 16) para a producdo do requeijdo cremoso simbibtico, foi

inferior ao determinado por Rapacci (1997), que enfatiza que a faixa ideal deveria
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permanecer entre 33% a 38%. Tal resultado pode ser devido ao fato de que neste
trabalho o teor de lipidios da massa foi superior ao obtido pelo autor acima citado,

resultando, por tanto, em termos percentuais, em menor valor de proteina.

Os teores de lipidios para a massa e o creme de leite, assim como o teor de
EST apresentado pela massa, sdo importantes parametros a serem determinados e
controlados, jA que sdo utilizados para determinar a quantidade de agua a ser
adicionada durante a elaboracéo de requeijao cremoso (VAN DENDER et al., 2006).
O teor de agua nos queijos fundidos interfere nas propriedades reolégicas do
produto final e, consequentemente, na qualidade do mesmo (LEE; ANEMA,;
KLOSTERMEYER, 2004; DIMITRELI; THOMAREIS, 2004).

Os valores obtidos de EST para a massa (Tabela 16) encontram-se dentro
da faixa dos valores determinados por Rappaci e Van Dender (1997) para massa
obtida por acidificacédo direta a quente (43,58%) e estdo de acordo com Fernandes
et al. (1981), citados por Rapacci (1997), que afirmaram que o conteudo de EST da
massa deve ser padronizado em 38%-40% para fabricagcéo de requeijdo cremoso.

Os teores de cinzas da massa (Tabela 16) empregada na elaboragéo das
diferentes formulagbes de requeijdo cremoso do planejamento e da Formulag&o

Controle foram inferiores ao valor determinado por Rapacci (1997), que foi de 2,83%.

O valor do pH da massa (Tabela 16) encontra-se similar ao determinado por
Rapacci (1997), 5,68, e inferior ao obtido por Condack et al. (1995). Valores de pH
nessa ordem requerem menor quantidade de sal fundente comparativamente com
massas que apresentam menores valores de pH, pois segundo Oliveira (1990) a
faixa ideal de pH para ocorrer a fusdo se encontra entre 5,2-5,7, onde a quantidade
de sal emulsificante a ser adicionado € suficiente para dispersar a caseina e
complexar os ions de calcio do caseinato. E reconhecido que quantidades elevadas
de sal fundente estdo associadas com problemas sensoriais, em especial com o0
sabor, que pode se tornar levemente salino e/ ou amargo (MAYER, 2001). Sem
contar que menores quantidades de sal fundente contribuem para maior economia
por parte da industria (RAPACCI, 1997).

Comparativamente aos resultados obtidos por Rapacci (1997) para acidez
da massa, estes foram inferiores quando comparado com a massa obtida por

acidificacao direta a quente (0,16 = 0,01 neste trabalho contra 0,42), mas similar a
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massa obtida por fermentacéo latica apds a lavagem com leite (0,16 + 0,01 neste
trabalho contra 0,10). Apesar de ndo se ter lavado a massa com leite, através da
metodologia adotada no tratamento final da massa, que consistiu ha prensagem por
20 minutos, viragem e prensagem por mais 50 minutos, seguido de repouso da
massa em camara fria por 12 horas, foi conseguida uma maior eliminacdo do soro

da massa e, consequentemente, menor acidez da mesma.

Quanto a composi¢do do soro acido, os resultados obtidos (Tabela 16) foram
similares aos obtidos por Rapacci (1997), porém os teores de lipidios, cinzas e
E.S.T. foram inferiores e o valor de pH superior aos citados por Silva, Bolini e
Antunes (2004).

4.2.2 Analise das formulacbes de requeijdo cremoso simbiotico e da Formulacéo

Controle

A composicdo centesimal e as propriedades fisico-quimicas do requeijao
cremoso simbidtico estdo diretamente correlacionadas com a qualidade final deste
produto, ja que interferem no valor nutricional, sensorial e, até mesmo, na vida atil do
produto. Assim, os resultados referentes a composicao centesimal das diferentes
formulagcbes de requeijdo cremoso do planejamento e a Formulacdo Controle

encontram-se na Tabela 17.
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TABELA 17 - MATRIZ DO PLANEJAMENTO FATORIAL COMPLETO 2% COM 3 PONTOS CENTRAIS (VALORES CODIFICADOS E
REAIS) COM AS RESPOSTAS PARA COMPOSICAO CENTESIMAL REFERENTES AS FORMULACOES DE
REQUEIJAO CREMOSO SIMBIOTICO E CONTROLE

1

2

FORMULACAO  x; X5 LIPiDIOS 3 PROTEINA?® EST* UMIDADE GES® NaCl CINZAS
(% m/m) (% m/m) (% m/m) (% m/m) (% m/m) (% m/m) (% m/m)

1 -1(0) -1(0) 20,83+0,93? 9,35+0,75% 34,27+0,46%  65,72+0,46% 60,792,922 0,580,032 2,500,072

2 -1(0)  +1(7) 22,671,722 9,12+0,79% 37,19+1,81°  62,81+1,81° 61,85+6,612  0,56+0,04 ° 2,330,03"

3 +1(7) -1(0) 22,00+1,22? 9,22+0,56° 38,47+0,99°  61,53+0,99°  57,25+4,042  0,58+0,03 ° 2,34+0,09°

4 +1(7) +1(7) 21,75+1,36% 8,54+0,26° 41,52+0,59°  58,48+0,59°  52,38+3,13° 0,600,022 2,1740,11°

5 0(35 0(35) 21,50+1,00% 9,26+0,59° 37,47+1,50°  62,53+1,49°  57,43+3,162  0,56+0,03° 2,24+0,11"

6 0(35 0(35) 22,58+0,49? 9,16+0,61% 37,840,44°  62,17+0,44° 59,170+1,522  0,56+0,03 2,27+0,03"

7 0(35) 0(35) 21,83+0,822 9,29+0,45% 37,3621,10° 62,64+1,1°  5846+1,912  0,56+0,03° 2,23+0,10"
Controle - - 24,25+1,17 9,99+0,38 37,69+1,49  62,31+0,61  64,4+3,07 0,630, 01 2,44+0,22

FONTE: O autor (2009).
NOTA: ® Médias seguidas por letras iguais, na mesma coluna, indicam ndo haver difierenca significativa ao nivel de 5% de significancia; * concentracéo de inulina
(g/ 100 g de requeijdo cremoso simbidtico); 2 concentracdo de oligofrutose (g/ 100 g de requeijdo cremoso); ® Média * erro padrdo — os resultados representam a
média de trés determinacdes,em duplicata; * E.S.T.= extrato seco total - média + erro padrdo — os resultados representam a média de trés determinacdes, em
duplicata; ®G. E. S = gordura no extrato seco - média + erro padrao — os resultados representam a média de trés determinagfes, em duplicata.
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Os valores de lipidios para as diferentes formulacées do planejamento
experimental (Tabela 17) ndo apresentaram diferencas estatiticas ao nivel de
5% de significancia, porém foram ligeiramente inferiores ao da Formulacao
Controle. Estes resultados sao similares aos encontrados por Van Dender et al.
(2003) ao analisarem amostras comerciais de requeijao cremoso, porém
inferiores aos valores determinados por Condack et al. (1995) para o
tratamento controle (28,9%) e superiores ao encontrado por Silva et al. (2004)
para requeijdo cremoso tradicional (18,69%). Cunha (2007), ao avaliar o teor
de lipidios em amostras comerciais de requeijao, obteve valores na faixa de
24,04% a 26,87%, similares aos valores aqui obtidos para a Formulacéo

Controle.

Quanto aos resultados obtidos para proteina, ndo foi observado
diferenca significativa entre as formulacées do planejamento (p > 0,05), que,
em geral, aproximaram-se da formulacdo controle (Tabela 17). Estes
resultados foram inferiores aos resultados obtidos por Rappaci (1997), que
variaram entre 10,61% a 11,78%, e por Oliveira (2003), que foram de 11,20%
para requejdo cremoso e 12,40% para requeijdo cremoso adicionado de
transglutaminase, porém dentro da faixa de teor de lipidios encontrados por
Van Dender et al. (2003) (8,58% a 11,09%) e Cunha (2007) (8,54% a 11,00%)

para amostras de requeijao cremoso comercial.

Em relacdo ao EST, houve diferenga significativa ao nivel de 5% de
probabilidade entre as diferentes formulacbes. A Formulacdo 04 apresentou os
maiores valores para EST (p < 0,05) comparativamente as demais
formulacdes, ao passo que a Formulacdo 01 apresentou os menores valores (p
< 0,05) (Tabela 17). Em geral, os resultados obtidos foram préximos a faixa de
valores encontrados por Van Dender et al. (2003) ao avaliarem amostras de
requeijdo cremoso comercial (36,79% a 44,04%), com excegao para a
Formulacdo 01, cujo valor aproximou-se do obtido por Silva et al. (2004),
32,53%.

Segundo Van Dender (2006), o requeijdo cremoso deve apresentar um
teor de EST de 38% a 40%. Comparando-se esta faixa com os valores médios

de EST, com seus respectivos erros - padrdo, das formulacbes do
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planejamento, com excecao da Formulacdo 1 e da Formulagcao Controle, pode-

se constatar que as formulacdes se encontram dentro desta faixa.

A partir dos resultados obtidos na determinagdo de EST é possivel
obter o teor de umidade das formula¢gbes do planejamento e da formulac&o
controle, que também € um parametro previsto pela legislacdo vigente, que
determina teor maximo de umidade de 65% no produto final (BRASIL, 1997).
Dessa forma, todas as formulagcdes do planejamento, com exce¢do da
Formulacdo 01, encontram-se dentro dos valores recomendados (Tabela 17).
Apesar de Ong, Henriksson e Shah (2006) afirmarem que a cultura probiotica
em si ndo apresenta efeito direto na composicédo centesimal inicial de queijos,
neste trabalho a Formulacdo 01 (somente probiética) apresentou maior teor de
umidade comparativamente a Formulacdo Controle. Isto se deve,
provavelmente, ao fato de que a cultura probidtica foi adicionada na forma pré-
ativada em LPDR a 10%, colaborando, portanto, para o aumento da umidade

final do produto.

O fato da Formulagcdo 01 n&o se encontrar dentro do parametro
estipulado pela legislagdo ndo implica, somente, em um produto fora dos
padrdes de identidade e qualidade, mas pode, também, implicar em menor vida
atil, ja que o teor de umidade, juntamente com a atividade de agua dos
alimentos, é decisiva na conservacdo de alimentos, pois quanto maior a
umidade e/ ou atividade de adgua maior a disponibilidade de agua para uso
microbiano e reacdes de deterioracdo (RABELO et al., 2002).

As formulac¢des do planejamento diferem estatisticamente entre si ao
nivel de 5% de significAncia para GES, onde a Formulacdo 04 apresenta o
menor valor para esta andlise (p < 0,05) em comparacdo as demais
formulacdes, que nao diferiram estatisticamente entre si (p > 0,05) (Tabela 17).
Em relacéo a legislacdo vigente para requeijdo (BRASIL, 1997), com excecao
da Formulacao 04, todas as demais formulagdes atendem a exigéncia de, no
minimo, 55% de GES no produto final para poder considera-lo requeijao
cremoso. Comparativamente a outros trabalhos, os teores de GES obtidos
(Tabela 17), com excecao da Formulacdo 04, foram similares a faixa de GES

determinados por Van Dender et al. (2003) em requeijdo cremoso
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comercializados em supermercados na cidade de Campinas (SP) (57,00% a
71,03%) e por Cunha (2007) também para requeijdo cremoso comercial
(54,39% a 64,61%).

O teor de cloretos apresentado pelas formulagdes do planejamento sao
estisticamente semelhantes (p > 0,05) entre si e similares ao valor determinado
para a Formulacdo Controle (Tabela 17). Rappaci e Van Dender (1998)
obtiveram valores mais elevados para cloretos (0,98% a 1,06%)
comparativamente aos obtidos neste trabalho, ao passo que Oliveira (2003)

obteve valor inferior para requeijao cremoso (0,26%).

Quanto aos valores obtidos para cinzas (Tabela 17) € possivel verificar
que as amostras diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade. A
Formulagdo 01 apresentou valores mais elevados comparativamente as
demais formulacbes do planejamento (p < 0,05), porém similar ao valor obtido
para a Formulacdo 03 e Formulacdo Controle. As Formulagdes 02, 03, 04, 05,
06 e 07 néao difereriram significativamente entre si (p < 0,05). Os resultados
obtidos para as Formulagcbes do planejamento e Controle foram similares aos
valores obtidos por Rappaci e Van Dender (1997), 2,11% a 2,54%, e por Van
Dender et al. (2003), 1,42% a 2,67%, porém inferiores ao valor obtido por
Picolli (2006) na formulacéo padrao (2,86%).

Em geral, as diferencas significativas (p < 0,05) observadas entre as
formulagbes do planejamento e a formulacdo controle devem-se a adi¢do de
inulina e de oligofrutose, ja que, em termos percentuais, todos os demais
ingredientes sofrem reducdo na sua quantidade. Essas variagcbes na
composicdo centesimal foram verificadas por Garcia, Caceres e Selgas (2006),
quando da avaliagdo da composicdo centesimal de mortadela controle e
adicionada de inulina. Buriti et al. (2007) também obtiveram teores mais baixos
de lipidios, proteinas e cinzas para as amostras adicionadas de inulina
comparativamente as amostras probidticas e controle de queijo cremoso

frescal.

Em relacdo aos parametros fisico-quimicos avaliados para as
diferentes formulacdes do planejamento e para a Formulacdo Controle, os

resultados encontram-se descritos na Tabela 18.
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TABELA 18 - MATRIZ DO PLANEJAMENTO FATORIAL COMPLETO 2%, COM
3 PONTOS CENTRAIS (VALORES CODIFICADOS E REAIS)
COM AS RESPOSTAS PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS
PARA AS FORMULACOES DE REQUEIJAO CREMOSO
SIMBIOTICO E CONTROLE

FORMULACAO X4 X, pH®>  ACIDEZ, EM ACIDO LATICO (% m/m) °
1 -1 (0) -1 (0) 5,940,1 0,34+0,02
2 -1 (0) +1 (7) 5,940,1 0,29+0,01
3 +1 (7) -1 (0) 5,940,1 0,30+0,06
4 +1(7) +1(7) 5,940,1 0,3040,03
5 0(35) 0(35) 5,940,1 0,30+0,05
6 0(35) 0(35) 5,940,1 0,29+0,01
7 0(35) 0(35) 5,940,1 0,31+0,02
Controle 6,2+0,1 0,30+0,04

FONTE: O autor (2009).
NOTA: *concentracao de inulina (g/ 100 g de requeijdo cremoso simbiético); > concentracdo de

oligofrutose (g/ 100 g de requeijio cremoso); ®> Média + erro padrdo — os resultados
representam a média de trés determinagdes, em duplicata.

Para os valores obtidos de pH, nao foi detectada diferenga significativa
(p > 0,05) entre as formulacdes do planejamento experimental (Tabela 18),
onde os valores de pH se encontraram na faixa de 5,9. No entanto, a
Formulacdo Controle apresentou valor mais elevado de pH comparado as
demais formulacbes (6,2). Essa diferenca deve-se ao fato de que para a
elaboracdo do requeijao cremoso simbidtico, a adi¢cdo do inoculo foi realizado
na forma denominada de pré-ativada, ou seja, em LPDR a 10% previamente
fermentado pelo microrganismo probidtico, o que contribuiu para a reducdo do
pH. A reducao do valor de pH das formulagfes adicionadas de probidticos em
relagdo a Formulagdo Controle também foi observada por Blanchette, Roy e
Gauthier (1996) quando adicionaram creme fermentado por bifidobacteria na
elaboracao de queijo Cottage e por Bergamini et al. (2009) ao adicionarem uma
mistura de probidticos (L. acidophilus, L. paracasei subps. paracasei e B. lactis)

pré-incubada em um substrato composto por leite e gordura lactea.

Em geral, os valores aqui encontrados para pH foram superiores aos

valores determinados por Van Dender et al. (2005) ao analisarem diferentes
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marcas de requeijdo cremoso (5,63 a 5,86). Porém, para as amostras
comerciais de requeijao cremoso avaliadas por Cunha (2007) a faixa de pH
(5,13 a 5,95) apresentou-se proxima da obtida neste trabalho. Rapacci e Van
Dender (1998), ao analisarem o efeito do tipo e concentragéo de sal fundente
nas caracteristicas fisico-quimicas do requeijdo empregando massa obtida por
acidificacao direta a quente, obtiveram valores na faixa de 5,92 a 6,35, que se
aproximam do valor de pH da Formulag¢do Controle, porém s&o superiores aos

valores para as formulag¢des do planejamento.

Segundo revisao de literatura realizada por Kapoor e Metzger (2008), o
pH final de queijos processados deveria ficar na faixa de 5,4 a 5,8.
Comparando-se os resultados (média + erro padrao) obtidos neste trabalho,
todas as formulagbes do planejamento enquadram-se nesta faixa considerada
ideal, com excecdo da Formulacdo Controle que apresentou valor superior.
Ainda, é importante frizar que valores de pH na faixa de 6,0 a 6,35 poderiam
comprometer a vida util do produto final (RAPACCI; VAN DENDER, 1998).

A adicéo de inulina e de oligofrutose nédo alterou significativamente o
pH das formulacdes do planejamento (Tabela 18). Guggisberg et al. (2009)
verificaram que a adi¢ao de inulina ndo influencia significativamente os valores
de pH de iogurtes com baixo teor de gordura. Akalin e Erisir (2008) obtiveram
valores de pH estatisticamente semelhantes para as formulacdes de sorvete
probibtico, sorvete probidtico adicionado de inulina e sorvete probiotico
adicionado de oligofrutose; porém, os tratamentos diferiram da formulacéo
controle (sem probiotico e sem prebiotico), apresentando menores valores de

pH, similarmente ao comportamento das formula¢des deste experimento

Quanto a acidez, expressa em 4&cido latico, as formulacdes néo
apresentam diferenca estatistica significativa ao nivel de 5% de probabilidade
(Tabela 18) e os resultados foram proximos ao da Formulacdo Controle.
Rapacci e Van Dender (1998) obtiveram maiores valores de acidez (45 a 54° D)
comparados aos obtidos neste trabalho, assim como Cunha (2007), que obteve

valores na faixa de 0,50% a 0,62% de acido latico.
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4.3 AVALIACAO DO PERFIL DE TEXTURA

O requeijao cremoso € um sistema complexo, composto por proteinas,
gordura, agua, sais minerais e sais emulsificantes, sendo que suas principais
caracteristicas de textura séo: firmeza, elasticidade, coesividade, adesividade e
gomosidade (ANJOS et al.,, 2006). Em muitos casos, a avaliacdo dessas
caracteristicas € tdo importante quanto qualquer outra caracteristica sensorial,
em especial sabor e aroma, e exerce um papel fundamental na percepcédo da
gualidade global e preferéncia por parte do consumidor (FOEGEDING et al.,
2003).

Os resultados obtidos para o Perfil de Textura dos diferentes
tratamentos do planejamento, bem como da Formulagdo Controle, encontram-

se descritos na Tabela 19.

Em relagdo a firmeza apds 03 dias de fabricacdo, a Formulacdo 1
(somente probidtica) apresentou maior firmeza (p < 0,05) quando comparado
aos demais tratamentos adicionados de ingredientes prebidticos.
Comparativamente a Formulacdo Controle, todas as formulagcdes do
planejamento apresentaram menor firmeza (Tabela 19). Varios sdo os fatores
gue podem influenciar na firmeza de queijos processados, dentre eles
composicao, pH, tipo e concentracao de sal emulsificante e grau de maturacéo
da massa base a ser usada na fusdo, além, é claro, dos parametros de
processamento, incluindo tempo, temperatura e velocidade de agitacdo (FOX;
GUINEE; COGAN, 2000). Ao avaliar os fatores mencionados, os valores
referentes ao pH da Formulagdo Controle foram diferentes dos valores de pH
obtidos para as formulacbes do planejamento (Tabela 18). No entanto, n&o
pode ser considerado o unico fator responsavel pela diferenca de firmeza entre
as amostras, pois segundo Templeton e Sommer (1932), citados por Van
Dender et al. (2005), valores de pH variando na faixa de 5,7 a 6,3 exercem
pouca influéncia sobre o corpo e a textura de queijos processados untaveis.

Por sua vez, a acdo do sal emulsificante sobre as caracteristicas texturiais
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finais do queijo processado, em especial a firmeza, pode variar de acordo com
o pH (BRICKLEY et al., 2008). Shirashoji e Lucey (2008) verificaram que ao
utilizar hexametafosfato de sédio (mesmo sal fundente utilizado neste trabalho)
na elaboracdo de queijo processado houve um aumento da dureza a medida
que o pH aumentou, o que foi similar ao resultado obtido neste trabalho ao
comparar os valores de pH (Tabela 18) e firmeza (Tabela 19) entre a
Formulacdo Controle e as demais formulagbes do planejamento. Estes autores
sugerem que o sal fundente promove aumento na dispersdo das caseinas por
se associar a elas e, consequentemente, aumenta a repulsdo eletrostatica,
bem como por apresentar alta habilidade em se ligar ao célcio da matriz do
queijo durante o aquecimento na elaboracdo de queijos processados,
resultando, portanto, em um produto final mais firme. Piccolo (2006) obteve
para a formulacdo padrdo de requeijao valor para firmeza de 0,53 = 0,03N,
valor similar as formulagcdes do planejamento adicionadas de inulina e de
oligofrutose, porém inferior aos valores obtidos para as Formulagbes 01 e
Controle.

Com o objetivo de verificar se as varidveis estudadas (inulina e
oligofrutose) exerceram efeitos significativos sobre a resposta firmeza, foram
calculados os efeitos para os valores referentes ao 3° dia de fabricacdo, que

estao apresentados na Tabela 20.

Devido ao fato de que os efeitos foram significativos sobre a resposta
estudada, foi calculado a ANOVA, cujos resultados estdo descritos na Tabela
21.
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TABELA 19 - MATRIZ DO PLANEJAMENTO FATORIAL COMPLETO 22, COM 3 PONTOS CENTRAIS (VALORES CODIFICADOS E
REAIS) COM AS RESPOSTAS FIRMEZA (N), ADESIVIDADE (N.s), COESIVIDADE, ELASTICIDADE E GOMOSIDADE
(N) PARA AS FORMULACOES DE REQUEIJAO CREMOSO SIMBIOTICO E CONTROLE UTILIZANDO A ANALISE DE
PERFIL DE TEXTURA, COM 03 E 60 DIAS DE FABRICAGCAO

FORMULACAO  x; X" DIAS DE_ FIRMEZA (N)  ADESIVIDADE (N.s) ° COESIVIDADE® ELASTICIDADE® GOMOSIDADE (N)*
FABRICACAO

1 -1(0) -1(0) 03 0,76 + 0,02 1,10 + 0,02 0,78 + 0,01 0,94 + 0,01° 0,57+ 0,04

60 2,34 + 0,33 2,42 + 0,09 0,61+ 0,02°° 0,93 + 0,022 1,16 + 0,20 %°

2 +1(0) -1(7) 03 0,48 + 0,03“° 0,56 + 0,06°° 0,82 + 0,017 0,95 + 0,01° 0,38 + 0,03 °

60 1,95 + 0,02 1,19 + 0,09 0,69 + 0,06°°* 0,95 + 0,012 0,77 + 0,05 ™

3 -1(7)  +1(0) 03 0,44 + 0,09 ° 0,46 + 0,04 0,83 + 0,02%° 0,95 + 0,02° 0,37 + 0,02 °

60 0,84 + 0,01%° 1,10 + 0,03 0,70 + 0,04°"° 0,93 + 0,012 0,59 + 0,04 ¢

4 +1(7)  +1(7) 03 0,41+ 0,06°° 0,45 + 0,06“° 0,85+ 0,03%° 0,96 + 0,02° 0,38 + 0,02 °

60 0,96 + 0,01 1,18 + 0,08 ™ 0,77 + 0,07"° 0,95 + 0,032 0,57 + 0,10 ¢

5 0(3,5) 0(3,5) 03 0,47+ 0,03°¢ 0,54 + 0,05 0,83 +0,02%° 0,94 + 0,01° 0,37 + 0,04 °

60 1,03 + 0,04%¢ 1,22 + 0,20 0,75 + 0,04 0,93 + 0,012 0,69 + 0,07 &%

6 0(3,5) 0(3,5) 03 0,49 + 0,06 ©° 0,53 + 0,06 0,82 +0,02°%° 0,95 + 0,01% 0,43 + 0,08 <

60 1,07 £ 0,135 1,29 + 0,26 0,74 + 0,03 0,93 + 0,012 0,63 + 0,03 F°

7 0(3,5) 0(3,5) 03 0,46 + 0,02 ° 0,51 + 0,01°¢ 0,83+0,01%° 0,95 + 0,01° 0,38 + 0,01°°

60 1,01 + 0,08 1,12 + 0,03 0,76 + 0,01"° 0,94 + 0,012 0,61 + 0,04 F°
Controle - - 03 2,41+ 0,18 4,34 + 0,41 0,76 + 0,03 0,94 + 0,01 1,68 + 0,34
60 3,37 + 0,09 5,07 + 0,04 0,67 + 0,01 0,94 + 0,01 2,24 + 0,01

FONTE: O autor (2009).

NOTA: *® Médias, de trés repeticdes, seguidas por letras iguais mailsculas, na mesma coluna, indicam néao haver diferenca significativa entre os tratamentos ao
nivel de 5% de significancia; A Médias, de trés repeti¢cles, seguidas por letras iguais minlUsculas, na mesma coluna, indicam ndo haver diferenca significativa entre
os tempos para cada tratamento ao nivel de 5% de significancia; ! concentragcdo de inulina (g/ 100 g de requeijdo cremoso simbidtico); 2concentrau;f?lo de
oligofrutose (g/ 100 g de requeijdo cremoso); * Média negativa; * Média adimensional.
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TABELA 20 - EFEITO DOS FATORES ESTUDADOS NO PLANEJAMENTO
FATORIAL COMPLETO 22 (4 ENSAIOS, COM 3 PONTOS
CENTRAIS, TOTALIZANDO 7 ENSAIOS) PARA O ATRIBUTO
FIRMEZA (N) DE REQUEIJAO CREMOSO SIMBIOTICO COM
03 DIAS DE FABRICACAO

EFEITO | ERRO PADRAO T (3) P - VALOR
MEDIA 0,47 0,01 68,25 0,0002*
INULINA -0,05 0,01 -3,53 0,0716°
OLIGOFRUTOSE -0,09 0,01 -6,43 0,0233*
INULINA X OLIGOFRUTOSE 0,02 0,01 1,50 0,2722

FONTE: O autor (2009).
NOTA: * p<0,05 e *p<0,10.

TABELA 21 - ANOVA DO PLANEJAMENTO FATORIAL COMPLETO 2° (4
ENSAIOS, COM 3 PONTOS CENTRAIS, TOTALIZANDO 7
ENSAIOS) PARA O ATRIBUTO FIRMEZA (N) DE REQUEIJAO
CREMOSO SIMBIOTICO COM 03 DIAS DE FABRICACAO

FONTE DE VARIACAO sSQ? GL" OM°  Feacuiano
Regresséo 0,08 3,00 0,03 175,33
Residuos 0,00 3,00 0,00
Total 0,08 6,00

FONTE: O autor (2009).

NOTA: Fa3.005 = 9,27; Faz:010= 5,39 °= soma de quadrado ”= graus de liberdade; °= quadrados
médios.

Observando-se os resultados para analise de variancia (Tabela 21),
CcOMO Fcaculado fOI Maior que 0 Fiapelado fOI poOssivel construir a superficie de
resposta da FIGURA 06.



106

Il 0,80
Il 0,70
B 0,60
1 0,50
10,40

W) SN

FIGURA 06 - SUPERFICIE DE RESPOSTA PARA FIRMEZA (N) EM FUNCAO
DA CONCENTRACAO DE INULINA (G /100 G) E DE
OLIGOFRUTOSE (G /100 G) EM REQUEIJAO CREMOSO
SIMBIOTICO COM 03 DIAS DE FABRICACAO

FONTE: O autor (2009).

Conforme os resultados da andlise de efeitos (Tabela 20) e da
superficie de resposta (FIGURA 06) pode-se observar que as variaveis (inulina
e oligofrutose) exercem efeito negativo significativo ao nivel de 10% de
significancia sobre a resposta avaliada (firmeza). Assim, o acréscimo das
concentragdes dos prebiodticos inulina e oligofrutose, dentro da faixa estudada
(0 - 7 g/ 100 @), resulta em valores estatisticamente inferiores (p < 0,10) no
atributo firmeza para as formulac¢des simbioticas (F2, F3, F4, F5, F6 e F7) em

relacdo a formulacao probidtica (F1).

Este resultado ndo foi similar ao obtido por Buriti, Cardarelli e Saad
(2008) ao avaliarem a firmeza de queijo fresco cremoso simbidtico elaborado

pela adicdo de inulina e do microrganismo probiético Lactobacillus paracasei,
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no qual ndo foi detectada diferenca significativa em relacdo a formulacéo

somente probidtica.

Apesar da literatura afirmar, em geral, que o aumento do teor de
sélidos totais contribui para um aumento da firmeza, isso ndo foi observado
neste trabalho. Ao contrario, as formulagdes contendo os prebiéticos, apesar
de apresentarem maior teor de EST (Tabela 17), mostraram o0s menores
valores de firmeza (Tabela 19). Tal fato pode ser devido as concentracdes
avaliadas no presente trabalho que n&o resultaram na geleificagdo da inulina, j&
que segundo Kim, Fagih e Wang (2001), ndo se forma gel de inulina, nem por
aguecimento nem por agitacdo, em concentracées na ordem de 5% (m/v) em
solugbes modelo; ja na concentracdo de 10% forma-se gel, apenas, sob
aguecimento e posterior resfriamento, porém na faixa de temperatura de 80-
90°C, similar a utilizada durante a fusdo da massa para elaboracdo do
requeijdo, essa formacdo € muito menor, provavelmente porque nesta
temperatura as cadeias de inulina sofrem hidrdlise, ocorrendo um aumento no
teor de agucares redutores. Por sua vez, a oligofrutose naturalmente ndo forma
gel devido o tamanho da cadeia ser muito pequeno (FRANCK, 2002). Ainda,
devido ao fato de que a inulina e/ ou oligofrutose, além de ndo formarem gel
nas concentracdes avaliadas, podem interferir na interacdo caseina-célcio e
caseina-caseina, alterando, portanto, a firmeza. Isso foi verificado por
Pasephool, Small e Sherkat (2008), onde a inulina foi responséavel pela reducéo
da firmeza do gel de iogurte. Ainda, Glibowski (2009) verificou uma acéo
antagObnica da inulina sobre a formacdo de gel pelas proteinas do soro que
resultou na reducdo da firmeza em sistemas constituidos por inulina e

proteinas do soro de leite.

Aos 60 dias de fabricacéo, todas as formulacfes do planejamento, bem
como a Formulacdo Controle, apresentaram aumento para os valores de
firmeza (p < 0,05) comparativamente aos valores determinados no terceiro dia
de fabricacdo (Tabela 19). Comportamento similar foi observado por Oliveira
(2003), que verificou aumento da firmeza para requeijao cremoso controle e
adicionado de transglutaminase durante 20 dias de armazenamento. Entre os

tratamentos, a Formulacao 01 continuou apresentando maior firmeza (p < 0,05)
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quando comparada as demais formulac¢des, porém ainda inferior comparado a
Formulacdo Padrdo. No entanto, a Formulacdo 02, contendo inulina,
apresentou um aumento significativo (p < 0,05) da firmeza em relagdo as
Formulacdes 03, 04, 05, 06 e 07 (Tabela 19). Por sua vez, a Formulagdo 03
apresentou o menor valor para firmeza em relacdo as demais formulacdes (p <
0,05).

Apesar do aumento da firmeza ter sido caracteristico para todos os
tratamentos durante a vida (til, com o objetivo de avaliar se as variaveis
estudadas (inulina e oligofrutrose) exercem efeitos sobre a firmeza de requeijao
cremoso simbiotico com 60 dias, foi calculado a andlise de efeitos que se

encontra na Tabela 22.

TABELA 22 - EFEITO DOS FATORES ESTUDADOS NO PLANEJAMENTO
FATORIAL COMPLETO 22 (4 ENSAIOS, COM 3 PONTOS
CENTRAIS, TOTALIZANDO 7 ENSAIOS) PARA O ATRIBUTO
FIRMEZA (N) DE REQUEIJAO CREMOSO SIMBIOTICO COM
60 DIAS DE FABRICACAO

EFEITO | ERRO PADRAO T (3) P - VALOR
MEDIA 1,27 0,01 92,88 0,0001*
INULINA 0,35 0,03 12,748 0,0061*
OLIGOFRUTOSE -0,76 0,03 -27,518 0,0013*
INULINA X OLIGOFRUTOSE -0,22 0,03 -8,018 0,0152*

FONTE: O autor (2009).
NOTA: * p < 0,05.

Devido ao fato de que os efeitos foram significativos sobre a resposta

estudada (p < 0,05), foi calculado a ANOVA, cujos resultados estdo descritos

na Tabela 23.
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TABELA 23 - ANOVA DO PLANEJAMENTO FATORIAL COMPLETO 22 (4
ENSAIOS, COM 3 PONTOS CENTRAIS, TOTALIZANDO 7
ENSAIOS) PARA O ATRIBUTO FIRMEZA (N) DE REQUEIJAO
CREMOSO SIMBIOTICO COM 60 DIAS DE FABRICACAO

FONTE DE VARIACAO sSQ* GL® QM®  Feaicutapo
Regresséo 2,04 3,00 0,68 1091,73
Residuos 0,00 3,00 0,00
Total 2,04 6,00

FONTE: O autor (2009).
NOTA: Fa.30,05 = 9,27 “= soma de quadrado o= graus de liberdade; ° = quadrados médios.

Observando-se os resultados para analise de variancia (Tabela 23),
como Fcaculado fOI Maior que 0 Fapelado fOI possivel construir a superficie de
resposta da FIGURA 06.

Conforme os resulados da andlise de efeitos (Tabela 22) e da
superficie de resposta (FIGURA 07) pode-se observar que a variavel inulina
exerce efeito positivo significativo ao nivel de 5% de significAncia sobre a
resposta avaliada (firmeza), ou seja, um aumento na concentracdo de inulina,
dentro da faixa de concentragdo estudada (0 a 7 g/ 100 g), resulta em um
aumento da firmeza para os tratamentos com 60 dias de vida dutil.
Comparativamente ao terceiro dia de fabricacdo, houve uma modificacdo da
acdo da inulina sobre o parametro avaliado, ja que inicialmente contribuia para
a reducdo da firmeza (Tabela 25 e FIGURA 06). Buriti, Cardarelli e Saad
(2008) também verificaram aumento significativo da firmeza de queijos frescos
simbidticos elaborados a partir da adicdo de L. paracasei e inulina durante a
vida util deste produto. Ja Koca e Metin (2004) verificaram reducéo da firmeza
de queijo Kashar com teor reduzido de gordura adicionado de inulina durante

90 dias de armazenamento.
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FIGURA 07 - SUPERFICIE DE RESPOSTA PARA FIRMEZA (N) EM FUNGCAO
DA CONCENTRACAO DE INULINA (G/ 100 G) E DE
OLIGOFRUTOSE (G/ 100 G) EM REQUEIJAO CREMOSO
SIMBIOTICO COM 60 DIAS DE FABRICAGCAO

FONTE: O autor (2009).

No entanto, a adicao de oligofrutose continua a exercer efeito negativo
sobre o atributo firmeza, ou seja, nas concentragdes avaliadas (0 — 7 g/ 100 g)
um aumento na concentracao de oligofrutose promove redugcao do parametro
avaliado (Tabela 23). Paseephol, Small e Sherkat (2008) n&o verificaram
mudancas na firmeza de iogurte adicionado de oligofrutose. Por sua vez, Akalin
e Eresir (2008) verificaram um aumento para a firmeza de sorvetes elaborados
com a adicdo de inulina e com a adi¢cdo de oligofrutose ao longo da vida util

avaliada (90 dias), sendo que a inulina promoveu maior aumento comparada a
oligofrutose.
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Em relac&o aos resultados obtidos para adesividade no terceiro dia de
fabricacdo (Tabela 19), similarmente aos resultados obtidos para a firmeza, a
Formulacdo 1 diferenciou significativamente das demais formulacdes do
planejamento, apresentando menor adesividade (p < 0,05). A Formulagéo
Controle, por sua vez, apresentou menor adesividade em relacdo a todas as
formulacbes do planejamento. Aqui, novamente, o tipo de sal emulsificante
associado ao pH do produto final pode ter influenciado nesta diferenca.
Comparativamente aos resultados obtidos neste trabalho, o valor de
adesividade obtido para a Formulacao Padréo desenvolvida por Picolli (2006), -
2,04 £ 0,02 N.s, foi inferior aos obtidos para as formulacdes do planejamento e
superior a da Formulacao Controle. Ja em relacdo aos valores encontrados por
Yanjie, Shirashoji e Lucey (2007) para amostras de queijos processados
pasteurizados, que variaram na faixa de 1,02 a 2,53 N.s., a Formulacéo 01 do
planejamento ficou dentro desta média (Tabela 19), porém as demais
formulagbes do planejamento foram superiores em adesividade, ao passo que

a Formulagéo Controle apresentou valor inferior.

Visando avaliar se as variaveis estudadas (inulina e oligofrutose)
exerceram efeitos significativos sobre a resposta adesividade, os efeitos foram

calculados e estao descritos na Tabela 24.

TABELA 24 - EFEITO DOS FATORES ESTUDADOS NO PLANEJAMENTO
FATORIAL COMPLETO 22 (4 ENSAIOS, COM 3 PONTOS
CENTRAIS, TOTALIZANDO 7 ENSAIOS) PARA O ATRIBUTO
ADESIVIDADE (N.s) DE REQUEIJAO CREMOSO SIMBIOTICO
COM 03 DIAS DE FABRICACAO

EFEITO ERRO PADRAO T (3) P - VALOR
MEDIA -0,53 0,01 77,84 0,0002*
INULINA 0,06 0,01 4,52 0,0456*
OLIGOFRUTOSE 0,16 0,01 11,77 0,0071*
INULINA X OLIGOFRUTOSE -0,06 0,01 -4,08 0,0552

FONTE: O autor (2009).
NOTA: *p < 0,05
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Devido ao fato de que os efeitos foram significativos sobre a resposta
estudada, foi calculado a ANOVA, cujos resultados estdo descritos na Tabela
25.

TABELA 25 - ANOVA DO PLANEJAMENTO FATORIAL COMPLETO 22 (4
ENSAIOS, COM 3 PONTOS CENTRAIS, TOTALIZANDO 7
ENSAIOS) PARA O ATRIBUTO ADESIVIDADE (N.s) DE
REQUEIJAO CREMOSO SIMBIOTICO COM 03 DIAS DE

FABRICACAO
FONTE DE VARIACAO SQa GLb QMc FCALCULADO
Regressao 0,31 3,00 0,10 663,16
Residuos 0,00 3,00 0,00
Total 0,31 6,00

FONTE: O autor (2009).
NOTA: F3;3;0,05 = 9,27 a = soma de quadrado; b = graus de liberdade; ¢ = quadrados
médios.

Observando-se os resultados para analise de variancia (Tabela 25),
CcOMO Fcaculado fOI Maior que 0 Fiapelado fOI poOssivel construir a superficie de
resposta da FIGURA 08.

Conforme os resultados da andlise de efeitos (Tabela 24) e da
superficie de respostas (FIGURA 08) pode-se observar que, dentro da faixa
estudada (0 — 7 g/ 100 g), a inulina e a oligofrutose exercem efeito positivo
significativo na resposta adesividade ao nivel de 5% de probabilidade, ou seja,
0 aumento na concentracdo destes ingerdientes prebidticos contribui para um

aumento da adesividade.
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FIGURA 08 - SUPERFICIE DE RESPOSTA PARA ADESIVIDADE (N.s) EM
FUNCAO DA CONCENTRACAO DE INULINA (G/ 100 G) E DE
OLIGOFRUTOSE (G/ 100 G) EM REQUEIJAO CREMOSO
SIMBIOTICO COM 03 DIAS DE FABRICACAO

FONTE: O autor (2009).

Similar ao comportamento de especialidade lactea determinado por
Van Dender et al. (2005), a adesividade aumentou a medida que houve um
aumento no teor de carboidratos totais (Tabela 19). Estes autores sugerem que
iIsso se deve ao comportamento do carboidrato, no caso, avaliado que por eles
foi amido modificado. No presente trabalho, os carboidratos utilizados foram a
inulina e a oligofrutose. Estes carboidratos, quando presentes em formulacdes
alimenticias, tém a capacidade de aumentar a retencdo de &agua, conferir
viscosidade e podem ser utilizados como substitutos de gordura (NINESS,
1999; FRANCK, 2002). No entanto, Buriti, Cardarelli e Saad (2008) né&o

verificaram aumento da adesividade do queijo fresco cremoso quando
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adicionado de Lactobacillus paracasei e de inulina comparativamente a

formulacéo padrédo e somente probidtica.

Apo6s 60 dias de armazenamento, foi verificada redugdo no valor da
adesividade para todos as formulacdes do planejamento e para a Formulacéo
Controle (Tabela 19). Uma reducédo da adesividade também foi verificada por
Oliveira (2003) para requeijao cremoso durante 20 dias de armazenamento. A
Formulacdo 01 apresentou menor adesividade que as demais formulacdes (p
< 0,05), porém superior a apresentada pela Formulacdo Controle (Tabela 20).

Com o objetivo de avaliar se as variaveis estudadas (inulina e
oligofrutrose) exercem efeitos sobre a adesividade de requeijdo cremoso
simbidtico com 60 dias, foi calculado a analise de efeitos que se encontra na
Tabela 26.

TABELA 26 - EFEITO DOS FATORES ESTUDADOS NO PLANEJAMENTO
FATORIAL COMPLETO 22 (4 ENSAIOS, COM 3 PONTOS
CENTRAIS, TOTALIZANDO 7 ENSAIOS) PARA O ATRIBUTO
ADESIVIDADE (N.s) DE REQUEIJAO CREMOSO SIMBIOTICO
COM 60 DIAS DE FABRICACAO

EFEITO | ERRO PADRAO T (3) P - VALOR
MEDIA -1,24 0,04 -32,41 0,0010*
INULINA 0,13 0,08 1,64 0,2429
OLIGOFRUTOSE 0,22 0,08 2,81 0,1070
INULINA X OLIGOFRUTOSE -0,21 0,08 -2,78 0,1088

FONTE: O autor (2009).
NOTA: *p < 0,05

A partir dos resultados da Tabela 26 € possivel concluir que as
variaveis estudadas nao interferem significativamente ao nivel de 5% de
significancia na resposta adesividade para requeijao cremoso simbidtico com
60 dias de armazenamento. No entanto, continua apresentando tendéncia em
contribuir positivamente para a resposta, ou seja, um aumento nas

concentracdes de inulina e de oligofrutose, dentro da faixa estudada (0 — 7 g/
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100 g), aumenta os valores de adesividade. Analisando os dados da Tabela 19,
em modulo, os resultados obtidos neste trabalho foram similares aos obtidos
por Buriti, Cardarelli e Saad (2008), que também verificaram aumento da
adesividade durante a vida util de queijo fresco simbiético.

A coesividade apresentada pela Formulacdo 1 difere estatisticamente
(p £ 0,05) das demais formulacdes do planejamento, caracetrizando-se por
apresentar menor valor e, este, similar ao valor obtido para a Formulacéo
Controle (Tabela 19). Os resultados obtidos neste trabalho foram superiores
aos encontrados por Rapacci (1997), que ficaram na faixa de 0,52 a 0,73,
similares aos resultados obtidos por Van Dender et al. (2003), 0,808 + 0,005 e
0,987 £ 0,049, porém inferiores aos valores obtidos por Van Dender et al.
(2005), 0,996+0,002.

Com o objetivo de verificar se as variaveis estudadas (inulina e
oligofrutose) exerceram efeitos significativos sobre a resposta coesividade,

foram calculados os efeitos, que estao apresentados na Tabela 27.

TABELA 27 - EFEITO DOS FATORES ESTUDADOS NO PLANEJAMENTO
FATORIAL COMPLETO 2% (4 ENSAIOS, COM 3 PONTOS
CENTRAIS, TOTALIZANDO 7 ENSAIOS) PARA O ATRIBUTO
COESIVIDADE PARA REQUEIJAO CREMOSO SIMBIOTICO
COM 03 DIAS DE FABRICACAO

EFEITO ERRO PADRAO T(@3) P - VALOR
MEDIA 0,83 0,00 319,63 0,0000*
INULINA 0,01 0,01 2,43 0,1356
OLIGOFRUTOSE 0,02 0,01 4,35 0,0490*
INULINA X OLIGOFRUTOSE 0,01 0,01 1,34 0,3132

FONTE: O autor (2009).
NOTA: * p<0,05.

Devido ao fato de que os efeitos foram significativos sobre a resposta

estudada, foi calculado a ANOVA e os resultados estdo na Tabela 28.
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TABELA 28 - ANOVA DO PLANEJAMENTO FATORIAL COMPLETO 2% (4
ENSAIOS, COM 3 PONTOS CENTRAIS, TOTALIZANDO 7
ENSAIOS) PARA O ATRIBUTO COESIVIDADE PARA
REQUEIJAO CREMOSO SIMBIOTICO COM 03 DIAS DE

FABRICACAO
FONTE DE VARIAGAO sQ? GL® OM®  Feacuiano
Regressédo 0,00 3,00 0,00 40,14
Residuos 0,00 3,00 0,00
Total 0,00 6,00

FONTE: O autor (2009).

NOTA: F3.3.005 = 9,27 *= soma de quadrado; b= graus de liberdade; = quadrados médios.

Devido ao fato de que 0 Fcaiculado fOI Mmaior que 0 Fiapelado (Tabela 28) foi

possivel construir a superficie de resposta, que se encontra na FIGURA 09.

Observando-se os resultados obtidos na analise de efeitos (Tabela 27)
e na superficie de resposta (FIGURA 09) pode-se verificar que a concentragao
de oligofrutose exerce efeito positivo significativo (p < 0,05) sobre o atributo
coesividade, ou seja, 0 aumento na concentracado de oligofrutose, dentro da
faixa estudada, resulta no aumento da coesividade para as formulagbes
simbidticas. Van Dender et al. (2005) verificaram, por sua vez, que a
coesividade aumentou a medida que houve um aumento no teor de EST e de
carboidratos totais (Tabela 17). No entanto, a adicdo de inulina ndo promoveu
efeito significativo (p > 0,05) na resposta avaliada (coesividade), apesar deste
efeito ser positivo. A adicdo de inulina em p6 em mortadela convencional (com
teor de gordura tradicional) n&o resultou em diferenca significativa para
coesividade entre os tratamentos, com diferentes niveis de inulina (2,5%; 5,0%
e 7,5%) e o controle, sem adicdo de inulina (GARCIA; CACERES; SELGAS,
2006).
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FIGURA 09 - SUPERFICIE DE RESPOSTA PARA COESIVIDADE EM
FUNCAO DA CONCENTRACAO DE INULINA (G/ 100 G) E
DE OLIGOFRUTOSE (G/ 100 G) EM REQUEIJAO CREMOSO
SIMBIOTICO COM 03 DIAS DE FABRICACAO

FONTE: O autor (2009).

Apbés 60 dias de fabricacdo, foi verificada reducdo no valor da
coesividade para todas as formulacdes do planejamento, inclusive para a
controle (Tabela 23). As Formulagdes 1 e 2 apresentaram os menores valores
de coesividade (p < 0,05) quando comparadas as demais formulagdes do
planejamento que nao diferiram estatisticamente entre si ao nivel de 5% de
significancia, sendo que estas apresentaram comportamento similar ao
requeijao cremoso controle elaborado por Oliveira (2003).

Com o objetivo de avaliar se as variaveis estudadas (inulina e

oligofrutrose) exercem efeitos sobre a coesividade do requeijdo cremoso
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simbidtico com 60 dias, foi calculado a analise de efeitos que se encontra na
Tabela 29.

TABELA 29 - EFEITO DOS FATORES ESTUDADOS NO PLANEJAMENTO
FATORIAL COMPLETO 2% (4 ENSAIOS, COM 3 PONTOS
CENTRAIS, TOTALIZANDO 7 ENSAIOS) PARA O ATRIBUTO
COESIVIDADE DE REQUEIJAO CREMOSO SIMBIOTICO
COM 60 DIAS DE FABRICACAO

EFEITO | ERROPADRAO | T (3) P - VALOR
MEDIA 0,72 0,00 264,01 0,0000%
INULINA 0,02 0,01 3,78 0,0634°
OLIGOFRUTOSE 0,04 0,01 6,62 0,0221*
OLllch)”E:rle\luATé o 0,05 0,01 8,54 0,0134*

FONTE: O autor (2009).
NOTA: *p<0,05e *p<0,10.

Devido ao fato de que os efeitos foram significativos sobre a resposta
estudada (Tabela 29), foi calculado a ANOVA e os resultados estdo na Tabela
30.

TABELA 30 - ANOVA DO PLANEJAMENTO FATORIAL COMPLETO 2% (4
ENSAIOS, COM 3 PONTOS CENTRAIS, TOTALIZANDO 7
ENSAIOS) PARA O ATRIBUTO COESIVIDADE PARA
REQUEIJAO CREMOSO SIMBIOTICO COM 60 DIAS DE

FABRICACAO
FONTE DE VARIACAO SQ*? GL® QM° F CALCULADO
Regresséao 0,02 3,00 0,01 258,20
Residuos 0,00 3,00 0,00
Total 0,02 6,00

FONTE: O autor (2009).
NOTA: Fa.3.0,05 = 9,27 *= soma de quadrado; b— graus de liberdade; ° = quadrados médios.
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Devido ao fato de que 0 Fcaiculado Ol Mmaior que 0 Fiapelado (Tabela 30), foi

possivel construir a superficie de resposta, que se encontra na FIGURA 10.

FIGURA 10 - SUPERFICIE DE RESPOSTA PARA COESIVIDADE EM
FUNCAO DA CONCENTRACAO DE INULINA (G/ 100 G) E
DE OLIGOFRUTOSE (G/ 100 G) EM REQUEIJAO
CREMOSO SIMBIOTICO COM 60 DIAS DE FABRICACAO

FONTE: O autor (2009).

Conforme os resultados da andlise de efeitos (Tabela 29) e da
superficie de resposta (FIGURA 10) pode-se observar que, dentro da faixa
estudada (0 — 7 g/ 100 g) a inulina e a oligofrutose exercem efeito positivo
significativo na resposta coesividade ao nivel de 10% de probabilidade, ou seja,
0 aumento na concentracdo destes ingredientes prebidticos contribui para um

aumento da coesividade do requeijao cremoso simbidtico. Comparativamente,
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a oligofrutose teve efeito mais acentuado neste parametro quando comparada

a inulina, ja que este foi significativo ao nivel de 5% de significancia.

Similarmente aos resultados da Tabela 19, Buriti, Cardarelli e Saad
(2008) verificaram reducdo da coesividade durante a vida util de queijo fresco
simbidtico elaborado pela adigdo de inulina e L. paracasei, mas ndo avaliaram
o efeito desta variavel sobre a coesividade durante a vida util. Por sua vez,
Koca e Metin (2004) observaram aumento significativo da coesividade para
gueijo Kasar adicionado de inulina e com teor reduzido de gordura.

De acordo com a Tabela 19, € possivel verificar que para a
elasticidade, as formulacbes do planejamento ndo diferem significativamente
entre si ao nivel de 5% de significancia, onde os valores se encontram entre
0,95 a 0,96, e aproximam-se do valor obtido para a Formulacao Controle. Estes
resultados foram inferiores ao valor determinado por Van Dender et al. (2005)
para amostra comercial de requeijao cremoso (0,996+0,002). Resultados
similares foram encontrados por Oliveira (2003) para requeijdo cremoso e

requeijdo cremoso adicionado de transglutaminase.

Com o objetivo de verificar se as varidveis estudadas (inulina e
oligofrutose) exercem efeito significativo sobre a elasticidade aos 3 dias de

fabricacéo, foi calculado a analise de efeitos, que se encontra na Tabela 31

Através da Tabela 31 é possivel verificar que ambos os prebioticos,
inulina e oligofrutose, na faixa estudada, ndo exercem efeito significativo ao

nivel de 5% de significancia no parametro avaliado (elasticidade).
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TABELA 31 - EFEITO DOS FATORES ESTUDADOS NO PLANEJAMENTO
FATORIAL COMPLETO 22 (4 ENSAIOS, COM 3 PONTOS
CENTRAIS, TOTALIZANDO 7 ENSAIOS) PARA O ATRIBUTO
ELASTICIDADE DE REQUEIJAO CREMOSO SIMBIOTICO
COM 03 DIAS DE FABRICACAO

EFEITO | ERRO PADRAO T (3) P - VALOR
MEDIA 0,95 0,00 1157,00 0,0000%
INULINA 0,01 0,00 3,61 0,0689
OLIGOFRUTOSE 0,01 0,00 3,00 0,0956
INULINA X 0,00 0,00 0,70 0,5607

OLIGOFRUTOSE

FONTE: O autor (2009).
NOTA: * p < 0,05.

Porém, a analise de efeitos apds 60 dias de fabricacao foi significativa

(p = 0,05) para a variavel inulina sobre a resposta elasticidade, conforme

apresentando na tabela abaixo (Tabela 32).

TABELA 32 - EFEITO DOS FATORES ESTUDADOS NO PLANEJAMENTO
FATORIAL COMPLETO 22 (4 ENSAIOS, COM 3 PONTOS
CENTRAIS, TOTALIZANDO 7 ENSAIOS) PARA O ATRIBUTO
ELASTICIDADE DE REQUEIJAO CREMOSO SIMBIOTICO
COM 60 DIAS DE FABRICACAO

EFEITO ERRO PADRAO T (3) P - VALOR
MEDIA 0,94 0,00 1376,71 0,0000*
INULINA 0,02 0,00 11,37 0,0076*
OLIGOERUTOSE -0,00 0,00 -1,94 0,1917
INLINA X OLIGOFRUTOSE -0,00 0,00 -0,56 0,6348

FONTE: O autor (2009).
NOTA: * p < 0,05.
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Devido ao fato de que os efeitos foram significativos sobre a resposta
estudada (Tabela 32), foi calculado a ANOVA e os resultados estdo na Tabela
33.

TABELA 33 - ANOVA DO PLANEJAMENTO FATORIAL COMPLETO 2% (4
ENSAIOS, COM 3 PONTOS CENTRAIS, TOTALIZANDO 7
ENSAIOS) PARA O ATRIBUTO ELASTICIDADE PARA
REQUEIJAO CREMOSO SIMBIOTICO COM 60 DIAS DE

FABRICACAO
FONTE DE VARIACAO sQ? GL" QM° F caLcULADO
Regresséo 0,00 3,00 0,00 83,57
Residuos 0,00 3,00 0,00
Total 0,00 6,00

FONTE: O autor (2009).
NOTA: F3.3.0,05 = 9,27 *= soma de quadrado; b— graus de liberdade; ° = quadrados médios.

Devido ao fato de que 0 Fcaiculado fOi maior que 0 Fiapelado @0 Nivel de 5%
de significancia (Tabela 33), foi possivel construir a superficie de resposta, que
se encontra na FIGURA 11.

Apos os 60 dias de fabricacdo, as diferentes formulacbes do
planejamento ndo apresentaram diferencas significativas (p > 0,05) em relacdo
ao tempo inicial (Tabela 19). No entanto, pela andlise de efeitos (Tabela 32) e
pela superficie de resposta (Figura 11) a inulina passou a exercer efeito
positivo significativo ao nivel de 5% de probabilidade, ou seja, a medida em
que se aumenta a concentracdo de inulina aumenta-se a elasticidade das
formulagcbes. Por sua vez, Koca e Metin (2004) nao verificaram aumento
significativo da elasticidade em queijo Kashar adicionado de inulina como

substituto de gordura.
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FIGURA 11 - SUPERFICIE DE RESPOSTA PARA ELASTICIDADE EM
FUNCAO DA CONCENTRACAO DE INULINA (G/ 100 G) E
DE OLIGOFRUTOSE (G/ 100 G) EM REQUEIJAO CREMOSO
SIMBIOTICO COM 60 DIAS DE FABRICACAO

FONTE: O autor (2009).

De maneira geral, o0s mesmos parametros que influenciam a firmeza
tém impactos também sobre a gomosidade, jA que a energia necessaria para
desintegrar o alimento esta relacionada a forca necessaria para comprimi-lo
(CUNHA, 2007). De fato, como mostra a Tabela 19 para o terceiro dia de
fabricacdo, os valores de gomosidade seguiram a tendéncia dos valores de
firmeza, ou seja, a Formulacdo 01 diferiu significativamente das demais
formulagbes do planejamento, apresentando um maior valor para este

parametro (p < 0,05), porém comparativamente a Formulacdo Controle foi
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menor (Tabela 23). Picolli (2006) obteve, para a formulacdo padréo, valor da
ordem de 0,42, que mais se aproximou dos valores obtidos para as

formulagBes com carater simbiotico.

Com o objetivo de verificar se as varidveis estudadas (inulina e
oligofrutose) exerceram efeitos significativos sobre a resposta gomosidade,

foram calculados os efeitos, que estdo apresentados na Tabela 34.

TABELA 34 - EFEITO DOS FATORES ESTUDADOS NO PLANEJAMENTO
FATORIAL COMPLETO 22 (4 ENSAIOS, COM 3 PONTOS
CENTRAIS, TOTALIZANDO 7 ENSAIOS) PARA O ATRIBUTO
GOMOSIDADE (N) PARA REQUEIJAO CREMOSO
SIMBIOTICO COM 03 DIAS DE FABRICACAO

EFEITO ERRO PADRAO T (3) P - VALOR
MEDIA 0,40 0,02 23,07 0,0019*
INULINA -0,02 0,03 -0,76 0,5287
OLIGOFRUTOSE -0,04 0,03 -1,05 0,4045
INULINA X OLIGOFRUTOSE 0,04 0,03 1,08 0,3929

FONTE: O autor (2009).
NOTA: * p <0,05.

Como os efeitos ndo foram significativos sobre a resposta estudada, a
inulina e a oligofrutose néo interferem significativamente neste parametro aos
trés dias de fabricacdo (p > 0,05). Porém, € pdéssivel verificar que ambas as
fiboras prebidticas exercem efeito negativo, ou seja, um aumento na
concentracdo destas fibras pode resultar na reducdo da gomosidade do

produto, o que pode ser verificado na Tabela 19.

De acordo com Garcia, Caceres e Selgas (2006), a gomosidade de
mortadela foi dependente da forma como a inulina foi adicionada: em pé ou em
gel. Quando em pod, somente a maior concentracao avaliada (7,5%) contribuiu
para um aumento da gomosidade, as demais concentracdes (2,5% e 5,0%)
foram similares ao controle. Porém, quando em gel, as amostras com 2,5% e
5,0% foram similares estatisticamente ao controle, contudo aquelas

adicionadas de 7,5% apresentaram valores inferiores de gomosidade. Apesar
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deste trabalho ter adicionado inulina em po, o comportamento relativo a
gomosidade foi mais proximo ao da adicdo na forma em gel, provavelmente
pelo fato de que a quantidade de agua utilizada na elaboracdo do requeijao
cremoso possa ter contribuido para uma melhor dispersibilidade da inulina.

Ao avaliar os resultados obtidos apés 60 dias de vida uatil do requeijéao
cremoso simbiotico, € possivel verificar que, em geral, hA um aumento da
gomosidade tanto para as formulagbes do planejamento quanto para a
Formulacao Controle (Tabela 19). A Formulagao 01 diferiu significativamente (p
< 0,05 das demais formulacbes, apresentando maiores valores de
gomosidade, porém inferior a Formulacdo Controle. Apesar da Formulacdo 02
ter apresentado menor valor de gomosidade que a Formulagcdo 01, esta
apresentou maiores valores que as demais formulagcbes do planejamento (p <
0,05). Oliveira (2003) nao verificou diferencas significativas para gomosidade
em requeijdo cremoso e requeijao cremoso adicionado de transglutaminase

durante 20 dias de armazenamento.

Com o objetivo de verificar se as varidveis estudadas (inulina e
oligofrutose) interferem na gomosidade das diferentes formulacées apos 60
dias de fabricacdo, foi calculada a analise de efeitos, que se encontra na
Tabela 35.

TABELA 35 - EFEITO DOS FATORES ESTUDADOS NO PLANEJAMENTO
FATORIAL COMPLETO 22 (4 ENSAIOS, COM 3 PONTOS
CENTRAIS, TOTALIZANDO 7 ENSAIOS) PARA O ATRIBUTO
GOMOSIDADE (N) PARA REQUEIJAO CREMOSO
SIMBIOTICO COM 60 DIAS DE FABRICACAO

EFEITO ERRO PADRAO T3 P - VALOR
MEDIA 0,72 0,01 48,96 0,0004*
INULINA -0,202 0,04 -5,24 0,0345*
OLIGOFRUTOSE -0,39 0,04 -9,97 0,0099*
INULINA X OLIGOFRUTOSE 0,18 0,04 4,74 0,0417*

FONTE: O autor (2009).
NOTA: * p < 0,05.
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Como os efeitos foram significativos sobre a resposta estudada, foi

calculado a ANOVA e os resultados estdo descritos na Tabela 36.

TABELA 36 - ANOVA DO PLANEJAMENTO FATORIAL COMPLETO 2% (4
ENSAIOS, COM 3 PONTOS CENTRAIS, TOTALIZANDO 7
ENSAIOS) PARA O ATRIBUTO GOMOSIDADE (N) PARA
REQUEIJAO CREMOSO SIMBIOTICO COM 60 DIAS DE

FABRICACAO
FONTE DE VARIACAO SQ*? GL”  OM°  Feacuiano
Regresséo 0,25 3,00 0,08 84,14
Residuos 0,00 3,00 0,00
Total 0,25 6,00

FONTE: O autor (2009).

NOTA; Fz.3.005 = 9,27; = soma de quadrado b= graus de liberdade; = quadrados médios.

Devido ao fato de que 0 Fcaiculado fOi maior que 0 Fiapelado @0 Nivel de 5%
de significancia (Tabela 36), foi possivel construir a superficie de resposta, que
se encontra na FIGURA 12.

Os resultados obtidos na andlise de efeitos (Tabela 35) e na superficie
de resposta (FIGURA 12), indicam que a inulina e a oligofrutose exercem efeito
negativo sobre a gomosidade do requeijao cremoso simbiotico aos 60 dias de
fabricacao visto haver diferenca significativa de 5%, ou seja, um aumento da
concentracéo de inulina e de oligofrutose dentro da faixa estudada (0 a 7 g/ 100

g) contribui para a reducédo da gomosidade.
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FIGURA 12 - SUPERFICIE DE RESPOSTA PARA GOMOSIDADE (N) EM

FUNCAO DA CONCENTRACAO DE INULINA (G/ 100 G) E

DE OLIGOFRUTOSE (G/ 100 G) EM REQUEIJAO

CREMOSO SIMBIOTICO COM 60 DIAS DE FABRICACAO
FONTE: O autor (2009).

4.4 QUANTIFICACAO DOS PREBIOTICOS

As concentragGes de inulina (g/ 100 g) e de oligofrutose (g/ 100 g), nas
diferentes formulagdes do planejamento, com 03 e 60 dias de armazenamento

a temperatura de 5 + 1°C, encontram-se apresentadas na FIGURA 13.
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FIGURA 13 - CONCENTRACAO DE PREBIOTICOS (INULINA G/ 100 G E
OLIGOFRUTOSE G/ 100 G) NAS DIFERENTES
FORMULACOES DE REQUEIJAO CREMOSO SIMBIOTICO
DURANTE ARMAZENAMENTO A 5 + 1°C

FONTE: O autor (2009).

NOTA: TO = 1 dia de fabricacao; T 04 = 60 dias ap6s a fabricacdo; F2 = 7 g de inulina/ 100 g de
requeijao cremoso; F3 = 7 g de oligofrutose/ 100 g de requeijdo cremoso, F4 = 7 g de inulina +
7 g de oligofrutose/ 100 g de requeijao cremoso; F5, F6 e F7 = 3,5 g de inulina + 3,5 g de
oligofrutose/ 100 g de requeijdo cremoso.

Os valores obtidos para a inulina (Beneo™ GR) e oligofrutose (Beneo™
P95) foram de 91,3 g/ 100 g e 97,57 g/ 100 g. Levando-se em cosideracao
estes dados, os valores iniciais de inulina e de oligofrutose detectados pelo

meétodo encontram-se proximos da concentracao determinada pelo fabricante.

A concentracao de inulina e de oligofrutose variou em funcdo do tempo
de armazenamento, onde para todas as formulagbes houve reducédo na
concentracdo destes prebidticos. A percentagem de reducédo diferiu entre as
formulacdes, onde as Formulacdes 02 e 03 apresentaram as maiores reducdes
das concentracbes destes prebidticos (32% e 31,6%, respectivamente). Por

sua vez, as Formulagbes 4, 6 e 7 apresentaram perdas semelhantes em
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termos percentuais (8,16%, 10% e 8,38%, respectivamente). A Formulacao 05
apresentou, ao contrario do esperado, uma perda superior em relacdo ao teor

de inulina/ oligofrutose quando comparada as Formulagfes 06 e 07.

Poucos trabalhos tém avaliado a concentracao inicial e final de inulina
e/ ou oligofrutose em alimentos com apelo simbidtico. Comparativamente aos
trabalhos desenvolvidos por Cardarelli et al. (2008), que avaliaram o efeito da
inulina e da oligofrutose na qualidade sensorial e na enumeragdo de
micororganismos probioticos (L. acidophilus e B. animalis subsp. lactis) em
gueijo Petit Suisse simbidtico, e Buriti et al. (2007), que avaliaram o efeito da
inulina sobre as caracteristicas fisico-quimicas e microbiolégicas de queijo
cremoso fresco simbiotico, a reducdo do teor de inulina e/ ou de oligofrutose
neste trabalho ao longo do armazenamento foi mais significativa (Figura 12).

Atualmente, é reconhecida a atividade bifidogénica que ambas, inulina
e oligofrutose, exercem sobre espécies de Bifidobacterium in vitro (ROSSI et
al.,, 2005; VAN DE WIELE et al., 2007; HERNOT et al.; 2009) e in vivo
(JUZSKIEWSKI; ZDUNCZYK, 2004; CASIRAGHI et al., 2007). E levando-se
em consideracdo que a inulina e oligofrutose sé@o relativamente estaveis na
faixa de pH de 5,5 — 8,5 (ROBERFROID, 2005), a probabilidade de que o
decréscimo da concentracdo dos prebidticos deva-se mais ao efeito

bifidogénico do que a hidrdlise acida é possivel.

Porém, ainda ndo ha um consenso entre 0s pesquisadores no que diz
respeito a uma concentragdo minima para promover melhor desenvolvimento
dos microrganismos probiéticos (CARDARELLI et al., 2008).

Em relacdo a oligofrutose, doses na faixa de 4 a 15 g/ dia tém sido
recomendadas na literatura como efetivas na acao bifidogénica (ZIEMER;
GIBSON, 1998; RAO, 2001; MANNING; GIBSON, 2004;). Kolida e Gibson
(2007) sugerem, em seu artigo de revisdo, consumo diario de 5 a 8 gramas de
inulina para que exerca efeito benéfico desejado. Por sua vez, Losada e
Olleros (2002) sugerem que doses entre 4-20 g/ dia de fibras prebibticas tém
demonstrado eficacia, porem doses maiores que 20 g/ dia podem induzir a
alguns efeitos indesejaveis, como flatuléncia e desconforto abdominal. Com

base no exposto, todas as formulagdes de requeijdo cremoso simbiético do
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planejamento apresentaram valores de inulina e/ ou oligofrutose suficientes
para que possam ser considerados prebidticos durante toda a vida util dos
mesmos, desde que consumido diariamente 100g deste produto. Porém, para
constar na rotulagem do produto alegagéo de propriedade funcional, 0 mesmo
deve apresentar 3 g de inulina e/ ou frutooligossacaridios por porcdo do
alimento pronto para o consumo, segundo lista atualizada de Alegacbes de
Propriedade Funcional pela ANVISA (2008). Segundo a Resolucdo RDC n°
359, de 23 de dezembro de 2003, da ANVISA, que aprova Regulamento
Técnico de porcbes de alimentos embalados para fins de rotulagem nutricional,
a porcédo recomendada para consumo de requeijao é de 30 g. Desta forma, a
Formulacdo 4 atenderia ao especificado pela legislacdo durante a vida util e
poderia receber na rotulagem a alegacdo de propriedade funcional. A
Formulacao 4 possui, ainda, como vantagem o fato de ser composta pelos dois
prebioticos, pois segundo Biedrzycka e Bielecka (2004) a presenca de uma
mistura destes prebibticos é vantajosa sob o ponto de vista fisiolégico, ja que a
oligofrutose parece exerecer efeito bifidogénico na porcéo inicial do célon
intestinal e a inulina na porcdo distal, o que poderia contribuir para a
persisténcia e a eficiéncia prolongada no trato digestério. As demais
formulacdes, inicialmente, necessitariam da ingestdo de duas por¢cdes por dia
para atingir a concentracdo determinada pela legislacdo. Porém, ao final da
vida util, esta ingestdo deveria ser aumentada para de trés por¢des didrias a

fim de atender ao preconizado pela legislacao.

45 ANALISE DE PH E DE ACIDEZ TITULAVEL, EXPRESSA EM
PERCENTAGEM DE ACIDO LATICO, DURANTE A VIDA UTIL DE
REQUEIJAO CREMOSO SIMBIOTICO

O resultado referente aos valores de pH para as diferentes formulacdes

do planejamento e para a Formulacdo Controle encontra-se na Tabela 37.
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TABELA 37 - MATRIZ DO PLANEJAMENTO FATORIAL COMPLETO 22,
COM 3 PONTOS CENTRAIS (VALORES CODIFICADOS E
REAIS) COM A RESPOSTA PH PARA AS FORMULACOES
DE REQUEIJAO CREMOSO SIMBIOTICO ARMAZENADAS
A TEMPERATURA DE REFRIGERACAO (5 + 1°C)
DURANTE 60 DIAS

F X4 X,> TEMPO*0 TEMPO*1 TEMPO'2 TEMPO®3 TEMPO’4
1 -1(0) -1(0) 59+01 580,2 58+0,1 57+0,1 57+0,2
2 +1(0) -1(7) 59%01 57+0,1 57+0,3 55+ 0,1 55+0,1
3  -1(7) +1(0) 59%01 57+0,2 56+0,1 56+0,1 56+0,1
4 +1(7) +1(7) 59+01 5,7+0,2 57+011 57+0,1 57+0,1
5 035 0(35) 59+01 57+0,3 57+0,2 57+0,1 57+0,1
6 0(35 0(35 59+01 57+0,2 57+0,1 57+0,1 57+0,1

7 0(35 0(35 59+0,1 5,7+0,1 57+0,1 56+0,1 56+0,1

FC® 6,2+0,1 6,1+0,1 6,2+0,1 6,1+0,1 6,1+0,1

FONTE: O autor (2009).
NOTA: * F: formulag&o; * concentracéo de inulina (g/ 100 g de requeijio cremoso simbiético);
®concentracdo de oligofrutose (g/ 100 g de requeijdo cremoso); * Tempo 0 = 03 dias apés a
fabricacdo; Tempo 1 = 15 dias apos a fabricagdo; Tempo 2 = 30 dias aéa(’)s a fabricacéo; Tempo
3 = 45 dias apo6s a fabricagcao e Tempo 4 = 60 dias ap0s a fabricagdo; ° Formulacéo controle.

Como pode ser obervado, os valores de pH (Tabela 37) ndo diferem
significativamente ao nivel de 5% de significancia entre os tratamentos e, para
cada tratamento, nao diferem em relacdo ao tempo (p > 0,05). Porém, ao se
analisar os resultados é possivel verificar uma leve reducdo do pH no Tempo
02 para as Formulacdes 02 e 03. Cardarelli et al. (2008) verificaram uma
reducdo significativa para os valores de pH durante o armazenamento das
diferentes formulacdes de queijo Petit Suisse simbidtico.

O resultado referente aos valores de acidez, expresso em acido latico
(%m/m), para as diferentes formulacbes do planejamento e para a Formulacéo

Controle encontra-se na Tabela 38.

Por sua vez, os valores de acidez nao diferem entre os tratamentos (p
> 0,05), mas as Formulagbes 02 e 03 apresentam um aumento significativo da
acidez (p < 0,05) no Tempo 02 em relacdo ao Tempo 01, condizente com a

reducdo do pH acima mencionada.
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O Bifidobacterium animalis subps. lactis Bb-12 é capaz de produzir
acidos organicos, como os acidos acético e latico, na porpor¢cdo de 3:2,
respectivamente (OSTLIE; HELLAND; NARVAUS, 2003), o que pode ter
colaborado para o aumento, apesar de nao significativo, do pH e da acidez

para as Formulagcdes 02 e 03.

TABELA 38 - MATRIZ DO PLANEJAMENTO FATORIAL COMPLETO 2%
COM 3 PONTOS CENTRAIS (VALORES CODIFICADOS E
REAIS) COM A RESPOSTA ACIDEZ, EXPRESSA EM ACIDO
LATICO (% M/M), PARA CADA UMA DAS FORMULA(;OES
REFERENTES AO REQUEIJAO CREMOSO SIMBIOTICO
ARMAZENADAS A TEMPERATURA DE REFRIGERAQAO (5
+ 1°C) DURANTE 60 DIAS
' e X, TEMPO’ 0 TEMPO*1  TEMPO'?2 TEMPO* 3 TEMPO® 4
1 -1(0) -1(0) 0,34+0,02" 0,32+0,03** 0,33+0,02"* 0,40+0,02** 0,37 +0,01"
2 +1(0) -1(7) 0,27+0,03" 0,32+0,07** 0,37 +0,02*" 0,37 +0,03"* 0,37 +0,05"*
3 -1(7) +1(0) 0,30+0,06" 0,35+0,02** 0,42 +0,08"" 0,38+0,04*%® 0,35+0,06"%
4 +1(7) +1(7) 0,30+0,03"* 0,32+0,02"* 0,38+0,05" 0,35+0,05" 0,35+0,06™
5 0(35) 0(35) 0,30+0,05" 0,33+0,01" 0,38+0,08" 0,32+0,02"* 0,34 +0,03"
6 0(3,5) 0(35 0,29+001* 0,34+0,03"*" 0,39+0,08"° 0,35+0,05" 0,37 +0,04"
7 0(35) 0(35) 0,32+0,05" 0,34+0,03"* 0,40+0,06" 0,39+0,05" 0,42 +0,10"
FC® 0,30+0,02 021+001 023+001  0,23+0,03 0,24+0,04

FONTE: O autor (2009).

NOTA: * Médias seguidas por letras mailsculas iguais, na mesma coluna, indicam nao haver
diferenca significativa entre as formulagdes; * Médias seguidas por letras minusculas iguais, na
mesma linha, indicam ndo haver diferenca significativa entre os tempos analisados para a
mesma formulacéo; o= formulacao; 2 concentracdo de inulina (g/ 100 g de requeijdo cremoso
simbidtico); *concentracao de oligofrutose (g/ 100 g de requeijdo cremoso); * Tempo 0 = 03 dias
apos a fabricacédo; Tempo 1 = 15 dias ap6és a fabricacdo; Tempo 2 = 30 dias apds a fabricacao;
Tempo 3 = 45 dias ap6s a fabricacdo e Tempo 4 = 60 dias ap6s a fabricacéo; °> Formulagdo
controle.
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4.6 CONTAGEM DAS BACTERIAS PROBIOTICAS

Os valores referentes a enumeracdo de Bifidobacterium animalis
subsp. lactis Bb-12 das formulacdes do planejamento, no Tempo O e nos
diferentes tempos de armazenamento (1, 2, 3 e 4), encontram-se descritos na
Tabela 39.

De acordo com os resultados obtidos, as formulagcbes do planejamento
nao diferem significativamente entre si em relacdo ao valor inicial de
Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12 (p < 0,05), apresentando valores
superiores a 6 logip UFC/g (Tabela 40).

Levando-se em consideracdo a concentragdo necessaria a ser ingerida
diariamente para que o produto probidtico exerca seus efeitos benéficos e o
estipulado por Gomes e Malcata (1999), que preconizam que a ingestao diaria
seria conseguida ao ingerir 100 g de um produto contendo entre 10° a 10’
UFC/g ou mL, todas as formulagbes apresentam valores superiores ao
sugerido pelos autores durante armazenamento sob refrigeracéo (5 + 1°C) por
60 dias (Tabela 39).

Porém, a partir de 2008, a ANVISA, através da Lista de Alegacdes de
Propriedade Funcional, determinou que um produto para receber a alegacao de
propriedade funcional relacionada a caracteristica probiotica deve apresentar
quantidade minima viavel para estes microrganismos na faixa de 8 a 9 logio
UFC/ g ou mL na recomendacéo diaria do produto pronto para o consumo,
conforme indicag&o do fabricante. Com base na Resolugédo RDC n° 359, de 23
de dezembro de 2003, da ANVISA, a porgédo recomendada para requeijao é de
30 g. Desta forma, ao consumir uma por¢cao do requeijdo cremoso simbidtico
desenvolvido no trabalho estaria consumidindo cerca de 7 logio UFC/ g. Desta
forma, o produto n&do poderia receber a alegacdo de proprieade funcional.
Porém, a ingestdo de trés por¢Bes diaria atenderia a concentragdo sugerida

para exercer efeito benéfico.
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TABELA 39 - MATRIZ DO PLANEJAMENTO FATORIAL COMPLETO 22, COM 3 PONTOS CENTRAIS (VALORES CODIFICADOS E
REAIS) COM A RESPOSTA ENUMERACAO DE BIFIDOBACTERIUM ANIMALIS SUBSP. LACTIS BB-12 (LOG10
UFC/ G) PARA AS FORMULACOES DE REQUEIJAO CREMOSO SIMBIOTICO ARMAZENADAS A TEMPERATURA
DE REFRIGERACAO (5 + 1°C) DURANTE 60 DIAS

FORMULACAO X, X, Tempo® 0 Tempo® 1 Tempo® 2 Tempo® 3 Tempo® 4
1 -1 (0) -1(0) 65+0,1" 7,4+0,1% 7,0+0,1%° 6,2+0,2" 6,2+ 0,2
2 +1 (7) -1(0) 65+0,2" 74+0,1" 7,5+0,15° 7,4+0,0°% 7,6 £0,2%°
3 -1 (0) +1(7) 6,6+0,3" 7,4+0,0" 7,4+0,05% 7,0+0,1 % 7,1+£0,0¢
4 +1(7) +1(7) 66+0,0" 72+02°®°  7,3+0,2°°P" 6,8+0,1% 6,7 +0,1°°
5 035 0(35 67+0,1" 6,8 0,0 6,9 +0,0" 71+£01°  7,1+01°
6 035 0(35 66+0,1"  69+0,1°5P 7,0 £0,1° 7,3+0,15° 7,2+0,0°"
7 0(35) 0(35) 6,6+00"™ 70+00°%" 70+0,1"" 7,4+0,0% 7,2 0,25

FONTE: O autor (2009).
NOTA: * Médias maiGsculas seguidas por letras iguais, na mesma coluna, indicam ndo haver diferenca significativa entre as formulacées (p > 0,05);* Médias
mindsculas seguidas por letras iguais, na mesma linha, indicam nao haver diferenca significativa entre os tempos analisados para a mesma formulacéo (p > 0,05);
concentracado de inulina (g/ 100 g de requeijdo cremoso simbiético); “concentracdo de oligofrutose (g/ 100 g de requeijdo cremoso); *Tempo 0 = 03 dias apds a
fabricacdo; Tempo 1 = 15 dias apés a fabricacdo; Tempo 2 = 30 dias apds a fabricacdo; Tempo 3 = 45 dias apds a fabricacdo e Tempo 4 = 60 dias apos a

fabricacao.
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O fato de se ter trabalhado com apenas um microrganismo probiotico
pode ter contribuido para a viabilidade do Bifidobacterium animalis subsp. lactis
Bb-12 durante a vida util do requeijdo cremoso simbiotico, pois Oliveira et al.
(2009) sugerem que, apesar das vantagens em termos de qualidade do
produto, o uso de mais de um microrganismo em misturas complexas resultam
na reducédo significativa de todos os microrgansimos como consequéncia da
maior competicdo pelo mesmo substrato. Ainda, o fato de nao ter havido
diferencas significativas para os valores de pH entre as formulagbes e, para
cada formulacdo dentro do tempo avaliado (p > 0,05) (Tabela 37),
permanecendo este superior a 5,0 poderia ter exercido, também, um efeito
benéfico sobre a viabilidade do microrganismo em estudo, ja que Shah et al.
(1995) observaram rapido declinio de microrganismos probiéticos em leites

fermentados a medida que os valores de pH reduziram.

Ao contrario do resultado obtido por Daigle et al. (1999), que ao
avaliarem a producdo de queijo Cheddar probiético usando creme enriquecido
e fermentado por Bifidobacterium infantis n&do observaram diferencas
significativas ao nivel de 5% de probabilidade durante 12 semanas de
estocagem, onde os tratamentos permaneceram com valores finais acima de 6
logio UFC/ g, neste trabalho todos os tratamentos diferem significativamente
entre si ao longo do armazenamento (p < 0,05) e cada tratamento apresentou

um comportamento frente a resposta estudada (Tabela 33).

Ja Philips, Kailasapathy e Tran (2006), ao avaliarem a viabilidade de
gueijo Cheddar como carreador de Bifidobacterium Bb-12, observaram
aumento na contagem deste microrganismo até a 15° semana de estocagem; a
partir desta data houve redu¢do no nimero de microrganismos viaveis, porém

permaneceram com contagem superior a 10° UFC/ g.

Aos 15 dias de armazenamento (Tempo 01), houve um aumento da
populacdo do probidtico em estudo para todas as formulacbes (Tabela 33).
Porém, este aumento foi maior para as Formulagdes 01, 02, 03 e 04, o que fez
com que estas fossem estatisticamente diferentes das demais formulagdes (p <
0,05).
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Com o objetivo de avaliar se as variaveis estudadas inulina e
oligofrutose exercem efeito significativo sobre a resposta (enumeracdo de
Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12), aos 15 dias de fabricacéo, foi

calculado a analise de efeitos e os resultados estdo na Tabela 40.

Pelos resultados obtidos (Tabela 40), as variaveis estudadas (inulina e
oligofrutose) ndo exercem efeito significativo ao nivel de 5% de significancia.
Porém, é possivel verificar que um aumento na concentracdo de oligofrutose
contribui para um aumento no nimero de microrganismos probiéticos, ao passo
que para inulina o aumento contribui para a reducdo da enumeracdo de

probiaotico.

TABELA 40 - EFEITO DOS FATORES ESTUDADOS NO PLANEJAMENTO
FATORIAL COMPLETO 2% (4 ENSAIOS, COM 3 PONTOS
CENTRAIS, TOTALIZANDO 7 ENSAIOS) PARA O ATRIBUTO
ENUMERACAO DE BIFIDOBACTERIUM ANIMALIS SUBSP.
LACTIS BB-12 (LOG10 UFC/ G) PARA REQUEIJAO
CREMOSO SIMBIOTICO COM 15 DIAS DE FABRICAGAO

EFEITO ERRO PADRAO T (3) P - VALOR
MEDIA 7.3 0,1 60,9 0,0000*
INULINA -0,1 0,2 -0,2 0,8206
OLIGOFRUTOSE 0,2 0,2 1,0 0,3932
INULINA X OLIGOFRUTOSE 0,4 0,2 -1,8 0,1696

FONTE: O autor (2009).
NOTA: * p < 0,05.

Aos 30 dias de fabricacdo (Tempo 02), a Formulacdo 01 apresentou
uma queda no numero de microrganismos probiéticos, ndo diferindo
significativamente das formulac¢des 05, 06 e 07 (p > 0,05). As Formulacdes 2, 3
e 4 apresentaram um pequeno aumento, porém nao significativo (p > 0,05),

mas continuaram a ter maior contagem que as demais formulacées (p < 0,05).

Com o objetivo de avaliar se os prebioticos, inulina e oligofrutose,

exercem efeito significativo sobre a enumeracdo do microrganismo probiético
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em estudo, foi realizada a analise de efeitos referente ao 30° dia de fabricacéo

e esta se encontra descrita na Tabela 41.

TABELA 41 - EFEITO DOS FATORES ESTUDADOS NO PLANEJAMENTO
FATORIAL COMPLETO 2% (4 ENSAIOS, COM 3 PONTOS
CENTRAIS, TOTALIZANDO 7 ENSAIOS) PARA O ATRIBUTO
ENUMERACAO DE BIFIDOBACTERIUM ANIMALIS SUBSP.

LACTIS BB-12

(LOG10 UFC/

G)

PARA REQUEIJAO

CREMOSO SIMBIOTICO COM 30 DIAS DE FABRICACAO

EFEITO ERRO PADRAO T (3) P - VALOR
MEDIA 7.3 0,0 314,2 0,0000*
INULINA 0,2 0,0 4.6 0,0190*
OLIGOFRUTOSE 01 0,0 2,5 0,0890
INULINA X OLIGOFRUTOSE 03 0,0 -6,7 0,0067*

FONTE: O autor (2009).

NOTA: *p<0,05 e

"0 £0,10.

Como os efeitos foram significativos sobre a resposta estudada, foi

calculado a ANOVA e os resultados estdo descritos na Tabela 42.

TABELA 42 - ANOVA DO PLANEJAMENTO FATORIAL COMPLETO 22 (4
ENSAIOS, COM 3 PONTOS CENTRAIS, TOTALIZANDO 7
ENSAIOS) PARA O ATRIBUTO ENUMERACAO DE

BIFIDOBACTERIUM ANIMALIS SUBSP.

(LOG10 UFC/

LACTIS BB-12

PARA REQUEIJAO CREMOSO
SIMBIOTICO COM 30 DIAS DE FABRICACAO

FONTE DE VARIACAO sSQ? GL" QM° FeaLcuiano
Regressédo 0,3 3,0 0,1
Residuos 0,0 3,0 0,0
Total 0,3 6,0

FONTE: O autor (2009).
NOTA: Fa.3.0,05 = 9,27; = soma de quadrado; b graus de liberdade; © = quadrados médios.
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Devido ao fato de que 0 Fcaiculado fOi maior que 0 Fiapelado @0 Nivel de 5%
de significancia (Tabela 42), foi possivel construir a superficie de resposta, que
se encontra na FIGURA 14.

B SN

FIGURA 14 - SUPERFICIE DE RESPOSTA PARA ENUMERACAO DE
BIFIDOBACTERIUM ANIMALIS SUBSP. LACTIS BB-12
(LOG10 UFC/ G) EM FUNCAO DA CONCENTRACAO DE
INULINA (G/ 100 G) E DE OLIGOFRUTOSE (G/ 100 G) PARA
REQUEIJAO CREMOSO SIMBIOTICO COM 30 DIAS DE
FABRICACAO

FONTE: O autor (2009).

De acordo com os resultados obtidos na analise de efeitos (Tabela 41)
e na superficie de resposta (FIGURA 14) é possivel obervar que ambas, inulina

e oligofrutose, nas concentraces avaliadas no experimento (0 a 7 g/ 100 g)
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exercem efeito positivo significativo (p < 0,10), ou seja, um aumento nas
concentracfes de ambos os prebidticos promove um aumento na enumeracao

do microroganismo probi6tico no Tempo 2.

Este resultado pode ainda ser reforgcado pelo fato de que para as
Formulacdes 02 e 03 também houve um aumento significativo da acidez no
Tempo 02 (Tabela 38). Ainda, apesar de ndo se ter determinado inulina e
oligofrutose em intervalos de tempo durante a vida util das formulagcbes de
requeijdo cremoso simbiotico, foi verificado no final do periodo de fabricagédo
reducdo nos valores destes prebioticos para as Formulagbes 02 e 03 mais

significativas que para as demais formulacdes (FIGURA 13).

Vernazza, Gibson e Rastall (2006), ao avaliarem in vitro a utilizacéo de
frutanas com diferentes graus de polimerizacdo por diferentes espécies de
bifidobactérias, verificaram que Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12 era
capaz de utilizar oligofrutose e inulina com grau de polimerizacdo 10, mas néo
inulina com grau de polimerizagdo maior que 23. Neste trabalho foi empregado
oligofrutose com grau de polimerizac&o entre 2-8 (Beneo™ P95) e inulina com
grau de polimerizac&o entre 2-60 (Beneo™ GR), ou seja, uma mistura de oligo
e polissacaridios. Pode ser por isso que, ao avaliar o efeito individual de cada
prebiotico, a inulina apresentou efeito positivo com maior significancia (p <

0,05) do que a oligofrutose (p < 0,10) sobre a enumeracao do probidtico.

Aos 45 dias de fabricacdo, a Formulagédo 01, 03 e 04 apresentaram
queda significativa na concentracdo de microrganismos em relacdo ao Tempo
02, onde a Formulacdo 01 apresentou a menor concentracdo deste
microrganismo (p < 0,05). A Formulacéo 02, apesar de apresentar uma ligeira
queda na enumeragdo do probiético, ndo foi significativa (p>0,05),
aproximando-se das concentracdes apresentadas pelas Formulacdes 05, 06 e
07, que apresentaram aumento na enumeracao de bifidobactéria em relacédo ao
tempo anterior (p < 0,05) (Tabela 39).

Por sua vez, no final da vida util (Tempo 04), nenhuma das
formulacdes do planejamento apresentaram reducao significativa do numero de

microrganismos em relacdo ao Tempo 03 (p > 0,05); porém, a Formulacdes 02
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apresentou os valores mais elevados de Bifidobacterium animalis subsp. Lactis
Bb-12 ao final da vida atil (Tabela 39).

Com o objetivo de verificar se a inulina e a oligofrutose exercem efeitos
significativos sobre a enumeracdo do microrganismo probioético a partir do 45°
dia de fabricacao, foi calculado a analise de efeitos, que se encontra na Tabela
43.

TABELA 43 - EFEITO DOS FATORES ESTUDADOS NO PLANEJAMENTO
FATORIAL COMPLETO 2° (4 ENSAIOS, COM 3 PONTOS
CENTRAIS, TOTALIZANDO 7 ENSAIOS) PARA O ATRIBUTO
ENUMERACAO DE BIFIDOBACTERIUM ANIMALIS SUBSP.
LACTIS BB-12 (LOG10 UFC/ G) PARA REQUEIJAO
CREMOSO SIMBIOTICO NOS TEMPOS 03 E 04

EFEITO ERROPADRAO T(3) P-VALOR

Média 7.1 0,2 28,8 0,0000*

TEMPO 03 Inulina 0.1 0,5 0,2 0,8471
Oligofrutose 03 0,5 -0,6 0,5895

ongyrrL?o);e 0.3 05 0.6 0,5743

Média 7.1 0,2 32,7 0,0001*

TEMPO 04 Inulina 01 04 0,3 0,7649
Oligofrutose -0,4 0,4 -0,8 0,4708

Inulina x -0,5 0,4 1,2 0,2974

Oligofrutose

FONTE: O autor (2009).
NOTA: * p < 0,05.

Ao analisar a tabela de efeitos (Tabela 43) é possivel verificar que nem
a inulina nem a oligofrutose apresentam efeito significativo ao nivel de 5% de
significancia sobre a enumeragéo de Bifidobacterium animalis subps. lactis Bb-
12 aos 45 e 60 dias de fabricacdo. Porém, ao analisar somente os efeitos, é
possivel verificar que a partir do 45° dia, a inulina continua a exercer efeito
positivo significativo, ou seja, nas concentracbes analisadas, o aumento na
concentracdo de inulina aumenta o numero de microrganismos probidticos;

porém, a partir deste mesmo tempo (Tempo 3), a oligofrutose passa a exercer
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efeito negativo, ou seja, um aumento na concentracdo deste ingrediente na
faixa estudada contribui para o menor nimero de microrganismos probiéticos
viaveis. Este comportamento se mantém até o final da vida util do produto (60
dias). Desta forma, a manutencdo da viabilidade do probiético no requeijao
cremoso deve-se provavelmente mais a presenca de inulina do que de
oligofrutose. Segundo Pasephool e Sherkat (2009) o mecanismo pelo qual a
inulina confere viabilidade ao microrganismo probidtico durante a estocagem
sob refrigeracdo ainda nao esta completamente claro, podendo ser devido ao
efeito bifidogénico da inulina ou pelca protecdo das células microbianas de

injurias promovida pela acidez do produto.

Em geral, as formulagcbes do planejamento adicionadas de inulina e de
oligofrutose apresentaram no final da vida atil maior contagem de bifidobactéria
do que Formulacdo 01 (Tabela 40). Capela, Hay e Shah (2006) também
obervaram manutencéo da viabilidade de microrgansimos probiéticos durante a
vida util de iogurte adicionado de oligofrutose e inulina. Akalin e Eresir (2008),
ao avaliarem o efeito da inulina (grau de polimerizacdo maior que 20) e da
oligofrutose (grau de polimerizagdo menor que 20) sobre a vida util de sorvete
adicionado de L. acidophilus La-5 e Bifidobacterium animalis subps lactis Bb-
12, verificaram uma maior enumeracédo dos microrganismos probiéticos para o
tratamento adicionado de oligofrutose comparativamente ao adicionado de
inulina em todos os tempos avaliados (30, 60 e 90 dias). Cardarelli et al.
(2008), apesar de terem obervado reducédo da viabilidade dos microrganismos
L. acidophilus La-5 e B. animalis subps. lactis Bb-12 em queijo Petit Suisse
durante os 28 dias de armazenamento, conseguiram obter queijos com

contagem superior a 7 logio UFC/ g de produto.
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4.7 ANALISES MICROBIOLOGICAS

O requeijao, por apresentar um alto valor nutricional, devido ao seu teor
de proteinas, lipideos, carboidratos e sais minerais, pode propiciar condi¢cdes
de desenvolvimento de microrganismos deteriorantes e patogénicos (CHAGAS
e SANTOS, 2001).

Visando avaliar a seguranca dos provadores para a analise sensorial,
analises microbiologicas das formulagcbes do planejamento e para a
Formulagcdo Controle foram realizadas e os resultados estdo descritos na
Tabela 44.

TABELA 44 - RESULTADOS DAS ANALISES MICROBIOLOGICAS DE
COLIFORMES A 35°C, 45°C E ESTAFILOCOCOS
COAGULASE POSITIVA  PARA AS DIFERENTES
FORMULACOES DO PLANEJAMENTO E PARA A
FORMULACAO CONTROLE DO REQUEIJAO CREMOSO

SIMBIOTICO*
FORMULAQOES COLIFORMES A COLIFORMES A ESTAFILICOCOS
35°C (NMP/G) 45°C (NMP/G) COAGULASE
POSITIVA
F1 <3,0 <3,0 <100
*INUL 0%/ OLIGO O%
F2 <3,0 <3,0 <100
*INUL 7%/ OLIGO O%
F3 5 5 <100
*INUL 0%/ OLIGO 7%
F4 4 4 <100
*INUL 7%/ OLIGO 7%
F5 <3,0 <3,0 <100
*INUL 3,5%/ OLIGO 3,5%
F6 4 4 <100
*INUL 3,5%/ OLIGO 3,5%
F7 <3,0 <3,0 <100
*INUL 3,5%/ OLIGO 3,5%
FC’ <3,0 <3,0 <100

Fonte: O autor (2009).

NOTA: * Média de 03 (trés) repetigbes; **As siglas INUL e OLIGO indicam, respectivamente, as
porcentagens de inulina e oligofrutose utilizadas em cada tratamento; 'FC =
Formulacao controle.
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No trabalho, as formulacfes 3, 4 e 6 apresentaram valores superiores
as demais para coliformes 35°C e 45°C (Tabela 44), porém dentro do limite
estabelecido pela legislacdo para requeijdo cremoso que é de 10 NMP/ g
(BRASIL, 1997). Resultados semelhantes foram encontrados por Mendes
(2006) ao avaliar a qualidade de amostras de requeijdo cremoso
comercializados na regido metropolitana do Recife, onde todas as amostras
apresentaram NuUmero Mais Provavel (NMP) de coliformes totais e
termotolerantes dentro dos padrbes estabelecidos pela legislagéo. Por outro
lado, Sousa et al. (2002) constataram a presenca de coliformes totais em
42,8% (3) e coliformes fecais em 28,6% (2) das amostras de requeijao

analisadas.

Em relacdo a analise de estafilococos coagulase positiva (Tabela 44),
nao foi detectada a presenca deste grupo de microrganismo, estando, portanto,
de acordo com a legislacdo vigente para requeijao cremoso (BRASIL, 1997).
Resultados semelhantes foram encontrados por Souza et al. (2002), onde na
analise de sete diferentes marcas de requeijdo comercializado na llha de
Marajo nao foi detectada a presenca de Staphylococus aureus em nenhuma
das amostras analisadas, sendo este grupo de extrema importancia em

alimentos devido sua capacidade de produzir enterotoxinas.

4.8 ANALISE SENSORIAL

No desenvolvimento de alimentos com propriedades funcionais, tanto a
aceitabilidade destes produtos quanto a intencdo de compra por parte dos
consumidores tém sido correlacionados com inumeros fatores e avaliados por
estudos descritos na literatura (WANSINK; WESTGREN; CHENEY, 2005;
NIVA, 2007; HAILU et al., 2008; SUN, 2008). Dentre os fatores de relevancia,
destaca-se o perfil sécio-demografico, em especial o sexo, grau de
escolaridade e idade (ARES; GAMBARO, 2007).
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Frente ao acima exposto, o perfil socio-demogréafico dos provadores

que constituiram o painel sensorial encontra-se descrito na Tabela 45.

Apesar de se ter utilizado como critério de selecéo a familiaridade com
o produto, a frequéncia de consumo foi bastante variada, onde 13% dos
provadores consumiam diariamente este produto, 37% uma vez por semana,

21% uma vez por més e 21% raramente, apesar de aprecia-lo.

TABELA 45 - PERFIL SOCIO-DEMOGRAFICO DOS PROVADORES
SELECIONADOS PARA A ANALISE SENSORIAL DAS
DIFERENTES FORMULAGCOES DE REQUEIJAO
CREMOSO SIMBIOTICO*

CARACTERISTICAS RESULTADOS (%)

Feminino = 64
SEXO
Masculino = 36

1° grau incompleto= 0
1° grau completo= 0

2° grau incompleto= 14
GRAU DE ESCOLARIDADE 2° grau completo = 5
3° grau incompleto= 52
3° grau completo=9

Superior ao 3° grau= 20

18 — 25 anos = 66
26 — 35 anos =15
36 — 46 anos =12

acima de 46 anos =7

IDADE

FONTE: O autor (2009).

NOTA: * Referente a 84 provadores ndo treinados.

Quando perguntado aos provadores se eles comprariam um requeijao
cremoso com propriedade funcional, 96% dos entrevistados disseram que sim.
Segundo Crowley et al. (2002), quando ha expectativa de beneficios para a
saude ha um aumento na disposicdo para compra e consumo de alimentos.
Alguns fatores podem ter contribuido para a alta intencdo de compra por parte

dos provadores. Ares, Giménes e Gambaro (2008) verificaram que as pessoas
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que apresentaram maior conhecimento nutricional tiveram maior intencdo de
compra e/ ou consumo de alimentos funcionais. Isto foi também verificado
neste estudo, jA que 81% dos entrevistados estavam cursando ou cursaram
cursos de graduacdo bem como de pos-graduacéo (Tabela 45). Ainda, o fato
de que 64% dos provadores pertenceram ao sexo feminino (Tabela 45)
também pode ter contribuido para esta alta aceitabilidade, ja que segundo
artigo de revisdo elaborado por Sir6é et al. (2008) estudos indicam que as
mulheres sdo as que mais compram e consomem alimentos funcionais. Ao
contrario do resultado obtido por Urala e Lahteenmaki (2004), onde os
consumidores mais jovens apresentaram menor intencdo de consumo por
alimentos funcionais, nao foi percebida no presente estudo, ja que a faixa etaria
predominante do painel sensorial (Tabela 45), como ja era esperada pelo local
aonde a andlise sensorial foi aplicada, ndo contribuiu para a reducdo do

interesse pela aquisicao deste produto com carater funcional.

Aliados a importancia do perfil socio-demogréafico, os atributos
sensoriais também se sobressaem em importancia para os alimentos
funcionais conforme afirmado por Krystallis, Maglaras e Mamalis (2008) e Urala
e Lahteenmaki (2007), que, ao avaliarem a motivagao, a estrutura cognitiva e a
atitude dos consumidores frente a esta classe de alimento, verificaram que os
atributos sensoriais estdo entre 0os mais importantes fatores que afetam a
escolha por esta classe de alimento, jA que os consumidores disseram nédo
estarem dispostos a consumir produtos que ndo apresentassem um sabor

agradavel ao paladar.

A matriz dos ensaios realizados com os valores reais e codificados das
variaveis estudadas, e respostas de manuseio, aroma, sabor, aparéncia e
avaliacdo global, assim como os resultados obtidos para a Formulacéo

Controle, estdo apresentados na Tabela 46.

Comparando-se as respostas do planejamento (Tabela 46) verifica-se
gue para todos os atributos as médias das notas foram similares entre si, ou
seja, ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos para os atributos

avaliados (p>0,05), onde a média das notas atribuidas pelos julgadores ficaram
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entre “gostei regularmente” e “gostei muito”, muito préximas das meédias

atribuidas a Formulac&o Controle.

TABELA 46 - MATRIZ DO PLANEJAMENTO FATORIAL COMPLETO 2%
COM 3 PONTOS CENTRAIS (VALORES CODIFICADOS E
REAIS) COM AS RESPOSTAS MANUSEIO, AROMA,
SABOR, APARENCIA E AVALIAQAO GLOBAL PARA AS
FORMULACOES DE REQUEIJAO CREMOSO SIMBIOTICO
UTILIZANDO A ESCALA HEDONICA ESTRUTURADA DE 09
PONTOS*
F X4? X MANUSEIO* AROMA?  SABOR® APARENCIA* AVALIACAO
GLOBAL *
1 -1(0) -1(0)  79+11 71+1,7 75%16 79+12 79+11
2 +1(0) -1(7)  7,8%10 77+12  86%09 8,1+0,9 83+0,6
3 -1(7) +1(0)  7,9+07 81+1,1  78%11 82+0,7 8,1+09
4 +1(7) +1(7) 72%15 73+12  78%10 78+11 78408
5 035 0(35 76+14 81+09 82%09 83+0,8 82+0,38
6 0(35) 0(35 80=+11 81+09 83%08 8,0+0,9 82+05
7 035 0(35 76+17 73+15 77+13 78+14 76+14
Controle - 7,4+16 74+15  80%15 78+15 8,010

FONTE: O autor (2009)

NOTA: ! Escala Hedbdnica: (9) gostei muitissimo; (8) gostei muito; (7) gostei regularmente; (6)

gostei ligeiramente; (5) indiferente;
regularmente; (2) desgostei muito; (1) desgostei muitissimo;

(4) desgostei ligeiramente;

(3) desgostei
concentracao de inulina

(g/ 100 g de requeijdio cremoso simbiético); * concentracdo de oligofrutose (g/ 100 g de
requeijao cremoso); * Média adimensional + erro padréo — os resultados representam a
média de trés determinacdes.

Os valores obtidos para o atributo sensorial manuseio (Tabela 46), para

as diferentes formulacdes avaliadas no planejamento, inclusive a Formulacéo

Controle, foram semelhantes aos encontrados por Garruti et al. (2003) para as

amostras de

aceitabilidade para este atributo (7,44 e 7,93).

requeijdo cremoso

tradicional

que apresentaram maior

Para o atributo sensorial aroma (Tabela 46), os resultados encontrados

para as formulacées do planejamento e para a Formulacdo Controle foram

superiores ao encontrado por Gotelip, Jardim e Miguel (2005) para aroma de



147

requeijdo cremoso fabricado a partir da fusdo de massa obtida por coagulacéo
acida (6,8) e a partir de massa obtida por coagulacdo enzimatica e latica (5,6).
O teor de lipidios e de cloreto de sédio exerce importante papel na percepcao
sensorial do aroma de queijos (SAINT-EVE et al., 2009). No presente trabalho,
a similaridade entre os valores de lipidios e de cloreto de sédio apresentados
pelas formulacdes do planejamento e a controle (Tabela 17) podem ter
contribuido para que a média dos valores para cada formulagdo ndo diferissem
significativamente (Tabela 46). Segundo Oliveira (1990), o aroma do requeijao
deve ser de leite fresco levemente fermentado. Tal propriedade sensorial pode
ter sido ressaltada durante a fabricacdo de requeijao cremoso simbiotico
mesmo utilizando massa obtida por acidificacdo direta a quente, como a
empregada neste trabalho, ja que se optou pela adicdo do microrganismo
probiotico na forma de uma solucdo de LPDR a 10%, onde oS mesmos
encontravam-se pré-ativados em funcao do processo fermentativo, e, devido ao
metabolismo destes microrganismos, com presenca de 4cidos organicos que

poderiam colaborar para a obtencéo deste aroma caracteristico.

O sabor é, dentre os atributos sensoriais, um dos mais complexos para
serem avaliados, ja que envolve sensacdes correlacionadas com o olfato,
paladar e sensacbes quimicas (MEILGAARD; CIVILLE; CARR, 1999). Em
geral, os resultados obtidos para o atributo sensorial sabor (Tabela 47) foram
similares aos encontrados por Cunha (2007), 6,56 a 7,72, e Garruti et al.
(2003), 6,63 a 7,24, que avaliaram amostras de requeijdo cremoso tradicional

comercializadas em postos de vendas.

Em relagdo ao atributo sensorial aparéncia, os resultados obtidos
(Tabela 46) foram similares aos encontrado por Cunha (2007), 6,61 a 7,24,
para amostras de requeijao cremoso tradicional comercializadas em postos de

vendas.

Os resultados obtidos para o atributo avaliacdo global (Tabela 46)
foram similares aos encontrados por Cunha (2007), 6,65 a 7,24, Garruti et al.
(2003), 6,83 a 7,21, e Gotelip, Jardim e Miguel (2005), 6,7, para amostras de

requeijao cremoso tradicional.
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Analisando os resultados da matriz de ensaio apresentada na Tabela
46, foram obtidos os efeitos das variaveis estudadas (inulina e oligofrutose)
sobre as respostas dos atributos sensoriais manuseio, sabor, aroma, aparéncia
e avaliagdo global das diferentes formulacées de requeijdo cremoso do

planejamento, que estdo apresentados na Tabela 46.

Pode-se verificar na Tabela 47 que as variaveis estudadas, inulina e
oligofrutose, ndo exercem efeitos significativos sobre as respostas estudadas
(os atributos sensoriais manuseio, aroma, sabor, aparéncia e avaliacao global).
Assim, o uso de qualquer valor dentro da faixa estudada (0 - 7 g/ 100 g de
requeijdo cremoso) resulta em valores para as médias das notas dos atributos

sensoriais avaliados estatisticamente semelhantes (p>0,05).

Embora os efeitos ndo tenham sido estatisticamente significativos ao
nivel de 5% de significancia, pode-se dizer que um aumento na concentracao
de ambos prebidticos, inulina e oligofrutose, nas concentracdes analisadas,
promove um decréscimo (efeito negativo) na média das notas do atributo
sensorial manuseio (Tabela 47). Correlacionando este resultado com o obtido
para o parametro de textura firmeza (Tabela 19), € possivel reforcar a
conclusdo obtida por Garruti et al. (2003) que os provadores apreciam

amostras consistentes e com menos formacéao de fios.

Quanto ao atributo sensorial aroma, os efeitos ndo foram
estatisticamente significativos (p > 0,05) conforme apresentado na Tabela 48.
Resultados similares foram encontrados por Garcia, Caceres e Selgas (2006)
ao avaliarem o efeito da adicao de inulina, em p6 e em gel, na elaboracdo de
mortadela, onde n&o houve diferenca significativa entre os tratamentos quanto
a média das notas para aroma. Porém, neste trabalho, é possivel verificar
através dos efeitos que o aumento na concentracdo de inulina exerce efeito
negativo no valor das médias deste atributo sensorial, ou seja, um decréscimo
na média das notas para este atributo; o contrario foi verificado para
oligofrutose, onde o aumento na concentragdo de inulina aumenta a médias

das notas do atributo sensorial aroma.
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TABELA 47 - EFEITO DOS FATORES ESTUDADOS NO PLANEJAMENTO
FATORIAL COMPLETO 22 (4 ENSAIOS, COM 3 PONTOS
CENTRAIS, TOTALIZANDO 7 ENSAIOS) PARA OS
ATRIBUTOS SENSORIAIS MANUSEIO, SABOR, AROMA,
APARENCIA E AVALIACAO GLOBAL DE REQUEIJAO
CREMOSO SIMBIOTICO

EFEITO ERRO PADRAO T(3) P - VALOR

Média 7,7 0,1 82,7 0,0000*

MANUSEIO Inulina -0,3 0,2 -1,8 0,1679
Oligofrutose -0,2 0,2 -1,3 0,2924

Média 7,7 0,2 32,0 0,0001*

AROMA Inulina -0,3 0,5 -0,7 0,5421
Oligofrutose 0,1 0,5 0,1 0,9117

Média 8,0 0,2 46,0 0,0000*

SABOR Inulina 0,2 0,32 0,5 0,6236
Oligofrutose -0,3 0,32 -0,9 0,4377

Média 8,0 0,1 82,9 0,0000*

APARENCIA Inulina -0,1 0,2 -0,8 0,5004
Oligofrutose -0,0 0,2 -0,2 0,8187

AVALIACAO Média 8,0 0,1 62,4 0,0000*
GLOBAL Inulina 0,0 0,2 0,1 0,9592
Oligofrutose -0,2 0,2 -0,7 0,5250

FONTE: O autor (2009).
NOTA: * p < 0,05.

Em relacdo ao atributo sensorial sabor, resultados similares foram
obtidos por Akin, Akin e Kirmaci (2007), que verificaram que a adi¢éo de inulina
em sorvete probidtico adicionado dos microrganismos Lactobacillus
acidophillus LA-14 e Bifidobacterium lactis BL-O1 ndo promoveu diferenca
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significativa entre os tratamentos para o atributo sensorial sabor. Hekmat e
Reid (2006) verificaram que a adicdo de inulina e de extrato de levedura em
iogurte adicionado de Lactobacillus reuteri RC-14 e L. rhamnosus GR-1 néo
interferiu de forma significativa no sabor, obtendo valor similar aos do iogurte
probiotico e do iogurte tradicional. Apesar de ambas, inulina e oligofrutose,
contribuirem para uma melhor sensacao tactil bucal, ja que tornam a textura
mais cremosa e conferem corpo aos derivados lacteos, bem como néo
conferem off flavors (NINESS, 1999), pela analise de efeitos foi possivel
verificar que somente 0 aumento da concentracdo de inulina exerceu leve
efeito positivo sobre o atributo sensorial sabor, dentro da faixa estudada
(Tabela 48), ou seja, um aumento na concentracéo de inulina contribui para um
maior valor das médias referentes ao atributo sabor. Buriti, Cardarelli e Saad
(2008) obtiveram maior preferéncia em relacdo ao atributo sabor para o
tratamento de queijo fresco cremoso adicionado de inulina e de L. paracasei
subsp. paracasei e Streptococcus thermophilus quando comparado ao
tratamento probidtico. Staffolo et al. (2004), ao analisarem o efeito de fibras de
diferentes origens (inulina, bambu, trigo e magao) na aceitabilidade do sabor de
iogurte, obtiveram os maiores escores para o tratamento adicionado de inulina.
Por sua vez, o aumento da concentracdo de oligofrutose esta correlacionado
com efeito negativo na média das notas referentes ao atributo sabor (Tabela
44), isso provavelmente devido ao fato de que a oligofrutose, ao contrario da
inulina, possui de 35%-50% da docura em relacdo a sacarose (FRANCK, 2002;
NINESS, 1999) e esse sabor levemente adocicado poderia ter contribuido para

a reducdo do valor da média das notas para o atributo sabor.

Apesar da analise de efeitos néo ter sido significativa ao nivel de 5% de
probabilidade para o atributo sensorial aparéncia, ao analisar a Tabela 48 é
possivel verificar que a medida em que a concentracdo de inulina e de
oligofrutose aumentaram houve uma reducdo na média das notas para este
atributo (efeito negativo). Hekmat e Reid (2006) também obtiveram notas
inferiores para o atributo aparéncia para o iogurte adicionado de inulina e dos
microrganismos probioticos Lactobacillus reuteri RC-14 e L. Rhamnosus GR-1

e para o iogurte somente probiético comparativamente ao iogurte tradicional.
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Em relacdo a avaliacdo global, apesar da andlise de efeitos néo ter
sido significativa (p > 0,05) (Tabela 47), foi possivel verificar que um aumento
na concentracao de inulina exerceu efeito positivo na avaliagdo deste atributo,
ou seja, um aumento no valor da média das notas referentes a avaliagdo
global. Buriti (2005) também verificou que a formulacdo de cream cheese
contendo inulina e Lactobacillus paracasei apresentou nota similar ao queijo
controle (sem inulina e sem o microrganismo probiotico), porém no trabalho
superior ao tratamento probidtico. Ao avaliar a aceitabilidade de mousse de
chocolate simbiotico, Aragon-Alegro et al. (2007) ndo obtiveram diferencas
significativas entre as formulagcbes controle e probidtica. Por sua vez, o
aumento da concentracdo de oligofrutose contribuiu para uma reducdo da
média das notas para este atributo (efeito negativo), provavelmente devido ao
seu comportamento frente aos atributos anteriormente avaliados.
Diferentemente de Cardarelli et al. (2008), ao avaliarem a aceitabilidade de
queijo Petit Suisse simbidtico, apesar de nao significativo, a formulacdo que

apresentou maior aceitabilidade foi aquela adicionada de oligofrutose.

Os resultados referentes ao indice de aceitabilidade encontram-se
representados na FIGURA 14.

Levando-se em consideracdo que para um alimento ser considerado
aceitdvel o mesmo deve apresentar em sua avaliacdo nota igual ou superior a
70% (Dutcosky, 1996), todos os tratamentos avaliados apresentaram uma boa
avaliacao global, indicando que, do ponto de vista sensorial, a elaboracdo de

requeijdo cremoso simbiotico € viavel (FIGURALS).
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FIGURA 15 - INDICE DE ACEITABILIDADE GLOBAL (%) PARA AS
FORMULACOES DE REQUEIJAO CREMOSO SIMBIOTICO
DO PLANEJAMENTO E FORMULACAO CONTROLE

FONTE: O autor (2009).

NOTA: F1 = formulagéo probiético; F2 = formulacao probidtica adicionada de 7,0 g de inulina/
100g de requeijdo cremoso; F3 = formulacdo probidtica adicionada de 7,0 g de
oligofrutose/ 100g de requeijao cremoso; F4 = formulag&o probiética adicionada de 7,0
g de inulina e 7,0 g de oligofrutose/ 100g de requeijao cremoso; F5, F6 e F7 =
formulacdo probidtica adicionada de 3,5 g de inulina e 3,5 g de oligofrutose/ 100g de
requeijao cremoso; Controle = requeijao cremoso tradicional.
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5 CONCLUSOES

Levando-se em consideracao que:

- A forma de adicdo, bem como a concentracdo de inoculo e a
temperatura utilizada, de forma a obter concentracdo inicialmente determinada
(6 logio UFC/ g), foi a pre-ativagéo de 0,1g de Bifidobacterium animalis subsp.
lactis Bb-12 em leite em p6 desnatado e reconstituido a 10%, por incubacéo a
37°C/ 07 horas, com posterior manutencao sob refrigeracdo (cerca de 15 horas
a tempertaura de 5 £ 1°C), de forma a obter in6culo com concentracao inicial
de 12 logio UFC/ g, adiconado na proporcdo de 9% (m/m) em relacdo ao

produto final apos a fusdo a temperatura de 70°C;

- A forma de adicdo dos prebidticos durante a elaboracédo do requeijao
cremoso, que consistiu na adicdo em pd durante o processo de fusdo da
massa, foi eficaz sob o ponto de vista sensorial;

- As matérias-primas utilizadas na elaboracdo das formulacdes de
requeijdo cremoso simbidtico do planejamento e da Formulacdo Controle,
assim comno o soro acido obtido, apresentaram-se de acordo com o0s padrdes
de identidade e qualidade preconizados pelas legisla¢gbes vigentes, quando o

caso, e similares aos dados das literaturas consultadas;

- Quanto a composicao centesimal e propriedades fisico-quimicas das
formulacbes do planejamento e Formulacdo Controle, as Formulagbes 01
(somente probidtica), por apresentar teor mais elevado de umidade (65,72 +
0,46%), e a 04 (adicionada de 7 g de inulina/ 100 g de requeijao cremoso e de
7 g de oligofrutose/ 100g de requeijdo cremoso), por apresentar teor mais baixo
de GES (52,38 % 3,13%), ndo atenderam aos padroes de identidade e

gualidade de requeijdo cremoso;

- As variaveis inulina e oligofrutose exerceram efeitos significativos
sobre os parametros de textura firmeza no requeijao cremoso simbiotico com
trés (p < 0,10) e 60 dias de fabricacao (p < 0,05); para adesividade, os efeitos
foram significativos, apenas, no terceiro dia de fabricacdo (p < 0,05); em
relacdo a coesividade, a oligofrutose exerceu efeito significativo no terceiro dia
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de fabricacdo (p < 0,05), ao passo que nos 60 dias de fabricacdo ambas as
fibras prebidticas exerceram efeito significativo (p < 0,10); a elasticidade e a
gomosidade nédo sofreram efeitos significativos no terceiro de fabricacdo tanto
para inulina quanto oligofrutose (p > 0,05), porém nos 60 dias de fabricacédo, a
inulina exerceu efeito significativo sobre a elasticidade (p < 0,05) enquanto que

a inulina e a oligofrutose sobre a gomosidade (p < 0,05);

- A concentracdo de prebioticos no produto final foi menor do que no
tempo incial para todas as formula¢des do planejamento adicionadas de inulina
e de oligofrutose; porém, as Formulacfes 02 (somente inulina) e a 03 (somente

oligofrutose) foram as que apresentaram maior reducgéo;

- A Formulagéo 04 (adicionada de 7 g de inulina/ 100 g de requeijao
cremoso e de 7 g de oligofrutose/ 100g de requeijao cremoso), por apresentar
concentracdo de prebidticos de forma a atender a Lista de Alegacbes de
Porpriedade Funcional, pode receber a alegacdo referente a presenca de

inulina e frutooligossacaridios;

- As formulagdes do planejamento, assim como a Formulagéo Controle,
nao apresentaram diferencas significativas nos valores de pH ao longo do
armazenamento (p > 0,05), apesar das Formulacfes 02 e 03 apresentarem um
ligeiro aumento do pH em relagdo ao Tempo 01. Em relagéo a acidez, a partir
do Tempo 2 houve aumento significativo para para as Formula¢coes 02 e 03 (p
<0,05);

- As formulacbes do planejamento apresentaram concentracdo de
Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12 superior a 6 log;0 UFC/ g durante
toda a vida atil do produto. As Formulagbes 02 (7 g de inulina/ 100 g de
requeijdo cremoso) e 03 (7 g de oligofrutose/ 100 g de requeijdao cremoso)
apresentaram maior enumeracao final do probidtico em relagcdo as demais
formulagBes. Porém, ndo podem receber a alegacéo de propriedade funcional
relacionada aos probidticos por ndao atenderem ao disposto na Lista de

Alegacdes de Propriedade Funcional;

- Ao analisar o efeito da inulina e oligofrutose sobre a viabilidade dos
probiéticos, este soO foi significativo ao nivel de 5% de significAncia no 30° dia

de fabricacdo, onde ambas exerceram efeito positivo, ou seja, um aumento na
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concentracdo destes prebioticos dentro da faixa estudada (0 a 7 g/ 100 Q)

promovem maior enumerac¢ao do micorganismo probiético em estudo;

- Todas as amostras apresentaram contagem microbioldgica de acordo
com o preconizado pela legislacdo vigente, denotando seguranca para

consumo,

- Em relagdo a analise sensorial, ndo foi detectado diferengas
significativas entre as formulagbes do planejamento para os atributos avaliados
(manuseio, aroma, sabor, aparéncia e avaliacdo global), onde as notas ficaram
muito proximas da formulacdo controle, entre gostei regularmente e gostei
muito, indicando que inulina e oligofrutose nédo exerceram efeito significativo ao

nivel de 5% de significancia;

- Todas as formulacdes apresentaram indice de aceitabilidade superior
a 70%; porém, a Formulacéo 02 (7g de inulina/ 100g de requeijao cremoso) foi
a que apresentou maior aceitabilidade em relacdo as demais formulagdes,

inclusive & Formulag&o Controle;

E possivel elaborar requeijio cremoso simbidtico, desde que se
aumente a concentracdo de microrganismo probiético para atender a Lista de
Alegacdes de Propriedade Funcional, atendendo aos padrdes de identidade e
qualidade preconizados pela legislagdo, assim como numero de
microrganismos probidticos e prebidticos viaveis durante a vida util, com

qualidade  sensorial similar ao requeijdo cremoso tradicional.
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6 RECOMENDACOES PARA TRABALHOS FUTUROS

1) Avaliar a eficiéncia de outras culturas probidticas de utilizacdo comercial

para elaboracéo de requeijao cremoso probiotico e simbidtico.

2) Avaliar a adicdo de outros ingredientes com propriedades prebidticas na
elaboracao de requeijao cremoso simbidtico.

3) Testar diferentes materiais de embalagens e a estabilidade do requeijédo
cremoso como carreador de microrganismos probidticos e ingredientes

prebidticos.

4) Avaliar in vivo a capacidade simbiotica do requeijdo cremoso elaborado pela
adicdo de Bifidobacterium animalis subps. lactis Bb-12 e inulina e/ ou

oligofrutose.

5) Realizar estudo para determinar valor comercial do produto para

comercializagao.
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APENDICE

TESTE DE ESCALA HEDONICA

Nome: Data: [/ [

Por favor, preencha os dados abaixo: (a sua identidade sera mantida em sigilo)
1.SEXO:F() M()
2. GRAU DE ESCOLARIDADE:
() 1° grau incompleto () 1° grau completo () 2° grau incompleto ( ) 2° grau completo

() 3°grau incompleto () 3° grau completo () Superior ao 3° grau

1. IDADE (anos):

()l6az25 ()26a35 ()36a46 ( ) Acima de 46

4. COM QUE FREQUENCIA VOCE CONSOME REQUEIJAO CREMOSO?

( ) diariamente ( ) uma vez por semana () uma vez por més ()
raramente

5. VOCE COMPRARIA REQUEIJAO CREMOSO COM PROPRIEDADES FUNCIONAIS (benéficas a
saude)?
() Sim ( ) Néo

Agora, vocé esta recebendo duas amostras codificadas de REQUEIJAO CREMOSO. Por
favor, avalie cada uma das amostras utilizando a escala de valores abaixo:
(9) gostei muitissimo
(8) gostei muito
(7) gostei regularmente
(6) gostei ligeiramente
(5) indiferente
(4) desgostei ligeiramente
(3) desgostei regularmente
(2) desgostei muito
(1) desgostei muitissimo

Para isso, descreva o quanto vocé gostou e/ou desgostou, com relacdo aos atributos (utilize a
faca para espalhar o requeijdo sobre a bolacha agua e sal e enxague a boca com agua mineral entre
as amostras):

Manuseio Aroma Sabor Aparéncia Avaliacéo global
N°Amostra Valor Valor Valor Valor Valor

Comentarios:




