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Resumo. Este trabalho teve por objetivo avaliar o pH, a textura e a sobrevivéncia das
bactérias probidticas L. acidophilus e B. bifidum em queijo minas frescal produzido a partir
de retentados, obtidos por ultrafiltracdo de leite, e a influéncia do tipo de acidificagdo na
atividade destas bactérias. Foram avaliadas 03 formas formas de acidificacdo: adi¢do direta
.de de dcido ldtico (QA) e fermento ldtico nas concentracoes de 1,0% (QB) e 0,5 % (Q.C). A
viabilidade das bactérias probidticas foi determinada por meio de andlises microbiologicas
realizadas durante o tempo de armazenamento por 30 dias a 5 °C. Os resultados obtidos
mostraram que a acidificacdo pelo dcido ldtico ou pelo fermento ldtico ndo exerceu
influéncia significativa (p > 0,05) na populacdo de Lactobacillus acidophillus e de
Lactobacillus cremoris manténdo-se a 10° nos 3 queijos durante a vida de prateleira, porém
influenciou a populacdo de Bifidumbacterium bifidum (p < 0,05). Para este microorganismo
a populagdo microbiana manteve-se em 1 0° no QA, 10" no OB e 10° no QC. Os valores de pH
determinados foram 6,5 £ 0,1; 5,3 + 0,1; e 5,3 + 0,2 para os queijos QA, QB e QC
respectivamente. O tipo de acidificacdo utilizado influenciou na variacdo de pH ao longo do
armazenamento (p < 0,05) mas ndo influenciou na textura (p>0,05).

Introducao

O pais caminha velozmente rumo a um perfil demografico cada vez mais envelhecido. E
nitido o envelhecimento demogréfico visto que a taxa de fecundidade total estd decaindo e
que os idosos representam 9,1% (14,5milhdes). Em 2008, para cada grupo de 100 criangas de
0 a 14 anos existem 24,7 idosos de 65 anos ou mais. Em 2050, o quadro muda e para cada 100
criangas de 0 a 14 anos existirdo 172, 7 idosos. (IBGE, 2010). No periodo de 1970 a 2000, o
crescimento em paises desenvolvidos foi de 54%, ja em paises em desenvolvimento atingiu
123% (ONU, 2010).

E geralmente no grupo da terceira idade que ocorre um actimulo de casos de
enfermidades cronicas. O desenvolvimento de tais enfermidades, associado as mudangas
sociais psicoldgicas, fisioldgicas e metabdlicas, inerentes ao processo de envelhecimento,
pode contribuir de forma negativa no estado nutricional do idoso (Frank & Soares, 2002;
Abreu, 2002; Campos, 2000). A combina¢do de Lactobacillus acidophilus e Bifidobacteirum
bifidum na dieta de idosos com desordem intestinal apresentou resultados positivos. Pode-se
notar a restauracdo da flora bacteriana e melhoras dos sintomas clinicos.

Encontrado em diversos alimentos, o amido € a mais importante fonte de carboidratos
da dieta. Potencialmente digerivel pelas enzimas no trato gastrintestinal, é absorvido na forma
de glicose no intestino delgado. Apesar disso, quantidade significativa de amido pode escapar
a esta digestdo, alcancando o cdlon, onde € fermentado pela flora bacteriana. Esta fragdo,
conhecida como amido resistente, tem sido intensamente estudada nos dltimos anos devido
aos potenciais beneficios a saide humana. (Walter, Silva, Emanuelli, 1995).

Na ultrafiltracdo de leite a fracdo proteica e a gordura sdo retidas, enquanto a lactose,
sais minerais, nitrogénio ndo proteico e outros componentes menores sao eliminados junto
com a dgua no permeado. Minerais tais como célcio, magnésio, fosforo estdo presentes em
duas formas: parcialmente ligados a proteina do leite e parcialmente em solucdo. Durante a
ultrafiltracdo a forma ligada é retida pela membrana e concentrada, enquanto a outra passa



através da membrana, de modo que uma concentracao constante ¢ mantida na fase aquosa do
retentado (Ribeiro, 1996).

Utilizando ultrafiltracdo € possivel preparar queijo minas frescal com caracteristicas
proprias e coaguld-lo diretamente na propria embalagem (Van Dender, 1995). Além das
vantagens econOmicas de alto rendimento, a enformagem do queijo diretamente na
embalagem de comercializa¢do propicia uma garantia higiénica suplementar ao consumidor,
j& que elimina os riscos de contaminacao associados a manipula¢ido, aumentando, assim a vida
util do produto em relagdo aos existentes atualmente (Vieira, 2011). No Brasil, existem
algumas empresas produzindo queijo minas frescal utilizando o processo de ultrafiltracdo
sendo que uma delas produz desde 1988.

Com a finalidade de a necessidade dos idosos, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
viabilidade das bactérias probidticas L. acidophillus e B. bifidus, a textura e a variacdo do pH
durante 30 dias de armazenagem a 5 °C em um queijo Minas frescal simbidtico produzido por
ultrafiltracdo e enriquecido em zinco e vitaminas E, K e B6.

Material e Métodos

O leite integral pasteurizado foi aquecido até 55° C em um pasteurizador Tetra
Hoyercom capacidade de 100 L, modelo Mix Complet 100, dotado de agitador e sistemas de
aquecimento e resfriamento e em seguida, concentrado em uma unidade de ultrafiltracio
Tetra Alcross MF1, com uma membrana mineral tubular de 6xido de zirconio com suporte
de carbono grafite, drea de 0,2 m? e diametro dos poros de 0,1 um.O leite foi concentrado
até o fator de concentracdo volumétrica de 5:1. A temperatura do leite foi mantida a 55 °C e
os valores da pressdo de entrada e saida do retentado foram 343 KPa e 264,8 KPa
respectivamente, mantendo a pressdo da transmenbrana constante a 78,4 KPa durante o
processamento. O retentato obtido foi aquecido até 68° C por 2 min. e resfriado a 45 °C. Em
seguida, foi separado em trés partes iguais (QA, QB e QC) para adicao dos ingredientes de
cada formulagcdo, conforme Tabela 1. A mistura foi realizada com o auxilio de um
homegeneizador ULTRA TURRAX e em seguida os queijos foram acondicionados em potes
plasticos de 250 Ml com tampa e armazenados a 5 °C.

Andlises Fisico Quimicas
a) Determinacao de pH

Foram realizadas determinacdes de pH em quadruplicadas nos queijos utilizando-se
um potencidmetro Micronal modelo B374, conforme metodologia descrita por Silva et. al.
(1997).
b) Determinacio da textura

A textura foi avaliada por meio dos parametros de relaxacdo e ruptura de acordo com
Silva et. al (1997), utilizando-se o texturdmetro modelo TAXT2 (Texture Profile Analyser —
Stable Micro Systems) .A coleta de dados foi realizada por meio da utilizacdo do software
XY/ Texture Analyser.

O perfil da textura serd realizado segundo a metodologia descrita por Rapacci (1997)
e Silva (2002). No teste TPM Ruptura utilizou-se um probe acrilico com 30 mm de diametro e
os valores dos parametros para distancia que o dispositivo penetra foi de 8 mm a partir da
superficie do queijo, 2,0 mm/s para velocidade, 0,98 N para forca de contato e 300 s para
tempo. Para TPA Relaxagdo utilizou-se um probe acrilico com 30 mm de didmetro e os
valores dos parametros para distancia que o dispositivo penetra foi de 8 mm a partir da
superficie do queijo, 2,0 mm/s para velocidade, 0,98 N para for¢ca de contato e,300 s para
tempo,




Tabela 1: Ingredientes utilizados na elaboracao dos queijos QA, QB e QC.

Ingredientes Queijo A (QA)% Queijo B (QB)% Queijo C (QC)%
Retentado 100 100 100

Sal (NaCl) 1,2 1,2 1,2

Coalho 0,007 0,007 0,007

Cloreto de célcio 0,005 0,005 0,005

Zinco (20% de pureza) 0,045 0,045 0,045

Vitamina B6 (100% de pureza) 0,0012 0,0012 0,0012

Vitamina E (50% de pureza) 0,0000132 0,0000132 0,0000132
Vitamina K (5% de pureza) 0,0096 0,0096 0,0096
Hi-Maize®-260 3 3 3

Acido lético 0,025 - -
Fermento lactico - 1,0 0,5

Lactobacillus acidophilus LA-5 10° UFC.g™! 10° UFC.g™! 10° UFC.g!
Bifidobacterium Bb-12 10° UFC.g™! 10° UFC.g™! 10° UFC.g™!

Analises Microbioldgicas

Foram determinadas as contagens de Lactobacillus acdophillus , bifidumbacterium
bifidum e Lactobacillus cremoris (Danisco) nos queijos A (QA), B (QB) e C (QC), durante a
vida de prateleira (1,9,14 ,21 e 28 dias) a 5 °C.

Foram coletadas porcdoes de 10 g coletadas assepticamente, com uma espatula
esterilizada, em cada embalagem e homogeneizadas em 90 mL de solug¢do salina 0,1%
(dilui¢do 10 ) no homogeneizador Stomacher 400. A partir desta diluicio foram realizadas
diluicdes decimais para ter uma contagem minina ma placa de petri de 30 colonias pelo
contador eletrénico (Phoenix CP600).

Contagem de Lactobacillus acidophilus

A enumeracdo Lactobacillus acidophilus foi feita em duplicata de acordo com as
diluicdes adequadas. A determinacdo de colbnias foi realizada pelo plaqueamento por
superficie, inoculando 0,1 mL, com auxilio de uma al¢a de Drigaulski, em placas de Petri com
o meio de cultura MRS (De Man, Rogosa e Sharpe) Agar. As placas, em duplicata, foram
incubadas em jarras de anaerobiose, contendo o gerador de anaerobiose Anaerogen (Oxid) a
43° C por 72 horas em estufa (Fanen 002 Cb) como descreve Jurkiewicz, (1999). A
confirmacao das coldnias realizou-se em observacao microscépica da morfologia.

Contagem de Bifidumbacterim bifidum

A enumeracdo de Bifidumbacterim bifidum foi feita em duplicata de acordo com as
diluicdes adequadas. Inoculou-se 0,1 mL das respectivas diluicdes pelo método de
plaquemento por profundidade e adicionou-se o meio de cultura MRS (De Man, Rogosa e
Sharpe) Agar com as solugdes de 5% de A,10 % de B e 5% de C. As placas, em duplicata,
foram incubadas em jarras de anaerobiose, contendo o gerador de anaerobiose Anaerogen
(Oxid) a 37° C por 72 horas em estufa (Fanen 002 Cb) conforme descrito por Franco et. al.,
(1996). A confirmacao das colonias realizou-se em observacao microscépica da morfologia.
Solucdes A, B e C para MRS:

Solucdao A — Solugdo do antibiético Dicolixina — Sigma D-9016 (American Generics — Lab.
Syntofarma), 100 mg/L, esterilizada por filtragdo em menbrana 0,45 mm.

Soluciao B — Solucgido de cloreto de litio (Lab. Synth), 2 g para cada 18 mL de dgua destilada,
esterilizada por filtragdo em membrana de 0,45 mm.

Solucao C - Solugdo de L-Cisteina (Casa Americana), 100 g/L, esterilizada por filtracdo em
menbrana 0,45 mm.



Contagem de Lactobacillus cremoris

A enumeragdo de Lactobacillus cremoris foi feita em duplicata de acordo com as
diluicdes adequadas. Utilizou-se o método de plaqueamento por profundidade mais a
sobrecamada e inoculou-se 0,1 mL das respectivas dilui¢des e adicionou-se o meio de cultura
PCA (Plate Count Agar), posteriormente, adicionou-se uma subcamada. As placas, em
duplicata, foram incubadas a 32°C durante 72 horas em estufa (Fanen 002CB) conforme
descreve Franco et. al., (1996). A confirmagdo das colOnias realizou-se em observacdo
microscépica da morfologia,

Planejamento experimental

Foi utilizado o delineamento de blocos completos com 3 fatores e 3 repeti¢des. Os
resultados obtidos foram analisados por andlise de variancia (ANOV A) por meio da utiliza¢do
do software MINITAB 15.

As médias dos valores foram comparadas usando o teste de Tukey (Sokal And Rohlf,
1979) ao nivel de significancia de 5%.

Resultados e Discussao

Os resultados obtidos na determinacdo da populagdo de Lactobacillus acidophilus nos queijos
A, B e C durante a vida de prateleira sao apresentados na figura 1.
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Figura 1: Representacdo grafica do comportamento do Lactobacillus acidophillus durante a
vida de prateleira nos queijos A (acidificagdo direta), B (1,0% 4cido lactico) e C (0,5% acido
lactico).

Observa-se que o comportamento microbiano é praticamente constante em Q.A e Q.C
na ordem de 10°, porém hd reducdo de dois ciclos logaritmos em Q.B, na primeira contagem
para o tempo 14.

Os resultados obtidos na andlise de varidncia mostraram que ndo existe diferenca
significativa (p> 0,05) entre os queijos em fun¢do do tempo, portanto, a adi¢do de dcido latico
ou de fermento l4tico em concentragdes diferentes ndo influenciou no desenvolvimento do
Lactobacillus acidophilus.



Os resultados obtidos na determinac@o da populagdo de Bifidumbacterium bifidum nos
queijos A, B e C durante a vida de prateleira é apresentado na figura 2. Ao observar o
comportamento do Bifidumbacterium bifidum, observa-se que hd reducdo de 2 ciclos
logaritmos entre os queijos, ou seja, a média de contagem de coldnias do queijo A foi de 10°,
ja o queijo B de 10’ e o queijo C em 10%, ou seja, nos queijos B e C houve maior
desenvolvimento do B. bifidus. Os resultados da andlise de varidncia mostraram que existe
diferenca significativa (p < 0,05) entre os queijos e em fun¢do do tempo. A acidez dos queijos
B e C influenciaram no desenvolvimento do crescimento do B.ifidumbacterium bifidum. Estes
resultados mostram que houve uma maior sobrevivéncia destas bactérias nos queijos com
menor valor de pH e este comportamento pode ser atribuido a presenca do fermento lactico.
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Figura 2: Representacdo grafica do comportamento do Bifidumbacterium bifidum durante a
vida de prateleira nos queijos A (acidificagdo direta), B (1,0% &cido lactico) e C (0,5% acido
lactico).

O Lactobacillus cremoris (fermento ldtico) apresentou um comportamento constante
na ordem de 10® nas concentragdes de 1% em Q.B e de 0,5% em Q.C. Aplicou-se ANOVA e
o resultado foi que P = 0, 369, por ser maior que 0,05 nao hé diferenca significativa entre os
queijos e também ndo existe diferenca significativa em fungcdo do tempo a um nivel de
significancia de 5%. Estes resultados mostram que a concentracdo de bactérias adicionada
(0,5% ou 1,0%) ndo interferiu na populacao vidvel de Lactobacillus cremoris ao longo da
vida de prateleira.

Os resultados obtidos nas determinagdes microbioldgicas sdo apresentados na Tabela
2. Os mesmos mostram a quantidade de Lactobacillus acidophilus, Bifidumbacterim bifidum e

Lactobacillus cremoris o nos queijos A, B e C ao longo do tempo de armazenagem a 5 °C por
28 dias.



Tabela 2: Resultados obtidos nas determinag¢des microbioldgicas realizadas nos queijos QA
(acido lactico), QB (1,0 % de fermento latico) e QC (0,5% de fermento latico).

Determinacdo QA QB QC
0,5% Fermento
Acido Litico 1% Fermento Latico Latico
L.A(UFC/g) 1,15E+06" 1,74E+06" 3,35E+06"
B.B. (UFC/g) 4,10E+06" 2,37E+07° 3,51E+08°
L.C(UFC/g) - 1,52E+08" 3,51E+08"

Onde: letras iguais na mesma linha indicam que no existe diferenca significativa ao nivel de
5%

Os resultados obtidos concordam com os de Miguel (2009). O autor verificou que em
sorvete de iogurte a base de soja e yacon, o mesmo teve melhor desenvolvimento em pH
acido entre 3 e 4. Essa resisténcia pode ser dada por apresentarem um citoplasma com
capacidade tamponante. No pH controle, (6-7) o desenvolvimento foi baixo.

Observa-se que no queijo a, cujo pH € ajustado com 4acido latico, o desenvolvimento
de Lactobacillus acidophilus e do Bifidumbacterium bifidum foi menor.

Para resistir as condicdes do trato gastrintestinal as culturas probidticas devem
apresentar tolerdncia as condigdes dcidas do estdmago. O pH o6timo do Lactobacillus
acidophilus € 4,5 e o crescimento € inibidoo em pH=6. Ja para Lactobacillus cremoris o pH
otimo € 5,5-6,0 e do B Bifidumbacterium bifidum € 6,0.

A producdo de componentes metabdlicos como 4cido latico pelas bactérias ao longo a
vida de prateleira acidifica o queijo. Pode-se dizer que o queijo B e C em que se adicionou o
fermento latico intensificou-se a protedlise, portanto os queijos apresentaram o valor de pH
menor. Esperava-se que o QB (1,0% de fermento litico) apresenta-se pH maior, porém a
adicao de 1,0 % ou 0,5% nao foi significativa.

A reduciio da cultura de Lactobacillus acidophilus de 10°UFC/g para 10° UFC/g no QA, QB e
QC ¢ dada pelo valor de pH dos queijos que se aproxima do pH de inibig¢ao.

O Bifidumbacterium bifidum e Lactobacillus cremoris apresentaram bom
desenvolvimento no OB e QC devido ao fato de se encontrarem em um meio cujo valor de pH
€ proximo do pH 6timo. No queijo B, com 1,0% de fermento o Bifidumbacterium bifidum
sofreu duas redugdes decimais e o Lactobacillus cremoris uma, ja em C, ambos sofreram
somente uma reducio decimal durante a vida de prateleira. O pH de Q.A pode ter inibido o
desenvolvimento de Bifidumbacterium bifidum, visto que o mesmo ¢é sensivel aos valores.
Para ser um alimento probidtico, a legislacdo considera 108 UFC/g no minimo, portanto a
adicao do fermento latico permite que os queijos B e C sejam considerados probidticos.

J4 Vieira et. al (2011) em um estudo sobre a sobrevivéncia de L. acidiphilus e B.
Bacterium em sobremesa lactea, concluiu que o tempo interferia no nimero de cepas de L.
acidiphilus , porém a adi¢cdo de amido resistente ndo. Ja para o B. Bacterium tem-se a mesma
conclusdo, que hd variacdo do nimero de coldonias em fun¢do do tempo. Crittenden et. al
(2000) determinou a sensibilidade do crescimento do género Bifidus, em um iogurte
simbidtico enriquecido com amido modificado e verificou que o ndo houve mais crescimento
do microorganismo em pH com valor 4,5.

pH e Textura
O valor do pH foi medido de acordo com a vida de prateleira nos 3 queijos e os

valores estdo representados a Tabela 3. Os resultados representados nessa determinacao
fisico-quimica demonstra que o tipo € a concentracdo de acidificante influéncia no valor de



pH, pois pela andlise de variancia, obteve-se p < 0,05. Portanto, ha diferenca significativa
entre os queijos e existe diferencga significativa em funcao do tempo em nivel de significancia
de 5%.

Os resultados obtidos nas determinagdes fisico-quimicas siao apresentados na Tabela 3.
Esses resultados mostram que o tipo e a concentragdo do acidificante influenciaram
significativamente (p < 0,05) nos valores de pH e de acidez. Sendo que o dcido lactico
manteve o pH e o fermento latico diminuiu, como era esperado. As quantidades de 1,0 % e
0,5% nao apresentaram diferenca significativa no valor do pH. A adi¢cdo do amido modificado
nao interfere no valor.

Tabela 3: Resultados obtidos nas determinagdes fisico-quimicas realizadas nos queijos QA
(acido lactico), QB (1,0% de fermento latico) e QC (0,5% de fermento latico).

Determinacao QA QB QC
Acido Latico 1% Fermento Latico 0,5% Fermento Latico
pH 6,47+0,1° 5,330,1" 5,33+0,2°

Onde: letras iguais na mesma linha indicam que ndo existe diferenca significativa ao nivel de
5%.

Vieira (2011) na viabilizacdo de L. acidophilus e B. bacterium em sobremesa l4ctea,
observou que a adi¢ao de amido modificado nao influéncia o valor de pH. A redugdo € dada
pelo &cido lético, resultante da fermentacdo da lactose. Miguel (2009) também observou essa
varia¢do em funcao do tempo.

Os resultados obtidos nas determinacdes de textura mostram que o tipo € a
concentracdo do acidificante ndo influenciaram significativamente (p < 0,05) nos valores de
relaxagdo nem ruptura. Portanto, a adicdo de amido modificado e diferentes fermentos nao
interferem significamente em relac@o aos queijos e em fung¢ao do tempo.

A adic@o de amido modificado e de diferentes concentracdes de fermento lactico ndo
interfere na textura. Esperava-se que quanto mais acido, mais mole, portanto menor forca de
ruptura, visto que quanto maior a acidificacdo, maior a producdo de enzima proteoliticas, as
quais quebram a estrutura do queijo.

Vieira (2011) determinaram que a adi¢do de amido modificado em sobremesa lactea
influenciava no valor de textura(N/mm) e isto pode ser atribuido a formagao de uma rede mais
forte devido a presenga das duas gomas e de uma maior concentragdo de amido resistente, o
qual aumentou a retencao de dgua na rede.

Conclusao

A acidificacdo dos queijos produzidos por ultrafiltracdo e enriquecido com vutaminas
E, Ke B6(DSM), O mineral Zn(DSM) e amido resiste (Novelose — National Starch), por meio
de 4cido latico ou fermento latico nas concentragdes de 1,0% e 0,5% ndo interfere
siginificamente no desenvolvimento de Lactobacillus acidophillus de Lactobacillus cremoris
porém interfere no desenvolvimento de Bifidumbacterium bifidum, a nivel de significancia de
5%.

A adicdo de 0,5% de fermento lactico permitiu uma maior sobrevivéncia do
Bifidumbacterium bifidum.

A adi¢do de amido modificado e de diferentes concentracdes de fermento lactico nao
influenciou significativamente na textura.

A adicao de fermento lactico resultou em maior reducao de pH no queijo ao longo do
seu tempo de armazenamento.
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