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RESUMO

Uma vez que a Bifidobacterium BB-12® é um micro-organismo estritamente
anaeroébio, seu uso na producdo de alimentos probiéticos se torna um desafio. Os
sistemas de embalagem que impedem o contato da bactéria com o oxigénio tornam-
se uma alternativa viavel. Neste projeto foram avaliados os parametros fisico-
quimicos, microbioldgicos, reoldgicos e sensoriais do queijo Minas Frescal probiético
acondicionado em sistemas de embalagem com atmosfera modificada (AM)
composta por diferentes concentracbes dos gases CO, e N, ou com vacuo,
utilizando embalagem laminada de Nylon/PEBD; e um sistema sem AM em
embalagem de PEBD. As amostras foram estocadas a 5 °C durante 21 dias e sua
estabilidade foi avaliada com anélises fisico-quimicas (pH, acidez titulavel, umidade,
atividade proteolitica, quantificacdo de &acidos orgéanicos), microbiol6gicas
(viabilidade da cultura probidtica na estocagem e nas condigdes do trato
gastrointestinal), reoldgicas (TPA, creep test e compressao axial) e sensorial (teste
de aceitagdo, ideal de textura e gosto acido). Os queijos acondicionados nos
sistemas de embalagem com AM ou vacuo apresentaram maiores contagens de
bifidobactérias e, consequentemente, maiores concentracées de acido acético. Nao
foi possivel identificar uma correlacdo entre os sistemas de embalagem e as
propriedades reoldgicas avaliadas. Assim como nao foi percebida diferenca na
avaliacao sensorial dos tratamentos, de maneira que o queijo Minas Frescal
probidtico teve boa aceitacao e intencdo de compra. De forma geral, as embalagens
com AM e vacuo proporcionaram maior viabilidade das bifidobactérias e a
manutencao da estabilidade fisico-quimica e sensorial do queijo. Assim, embalagens
com supressao de oxigénio representam um requisito importante a ser considerado
pela industria de alimentos probidticos, independente do tipo de tratamento, desde
que utilize um material com alta barreira aos gases e selagem adequada que
mantenha a anaerobiose do espaco interno da embalagem.



ABSTRACT

Bifidobacterium BB-12% is a strictly anaerobic microorganism, and, in consequence,
its use in the production of probiotic foods becomes a challenge. Packaging systems
that prevent the contact of the bacteria with oxygen become a viable alternative. This
project evaluated physicochemical, microbiological, rheological and sensory
parameters of Minas Frescal probiotic cheese in packaging systems with modified
atmosphere (MA) composed by different concentrations of CO. and N2 or vacuum,
using Nylon / LDPE laminated packaging; and LDPE packaging without MA. The
samples were stored at 5 °C for 21 days and its stability was evaluated with
physicochemical (pH, acidity, moisture, proteolytic activity, quantification of organic
acids), microbiological (viability of probiotic culture during the storage and the survival
in simulated gastrointestinal conditions), rheological (TPA, creep test and axial
compression) and sensory analysis (acceptance testing and ideal-point scale of
texture and sour taste). The samples in packaging systems with MA or vacuum had
higher bifidobacterial counts and hence, higher concentrations of acetic acid. No
correlation was found between the packaging systems and the rheological properties
assessed. It was not perceived difference in sensory evaluation of treatments, so that
the Minas Frescal probiotic cheese had good acceptance and purchase intent.
Overall, the MA and vacuum packaging provided greater viability of bifidobacteria
and maintenance of the physicochemical stability and sensory cheese
characteristics. Thus, packages with suppression of oxygen represent an important
requirement to be considered by the probiotic foods industry. Regardless the
atmosphere applied, it becomes essential to provide an anaerobic atmosphere inside
the package by using a material with high barrier to gases and a proper sealing.
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1 INTRODUGCAO GERAL

O crescimento previsto do consumo mundial de queijo entre 2015 e 2021
€ de aproximadamente 10%, segundo dados da OCDE/FAO (2015). Com
consumidores mais conscientizados sobre a importancia de uma boa alimentacao, é
esperado um aumento da popularidade do queijo fresco e dos queijos magros. Entre
2013 e 2014, o queijo frescal foi responsavel por 50% do crescimento do valor
absoluto do mercado global de queijo, impulsionado pela inovacdo de produtos e
aumento da penetracao (LEITE & DERIVADOQOS, 2015).

De acordo com dados da Associacao Brasileira das Industrias de Queijo,
0 consumo de queijo no Brasil passou de 3,5 kg per capita em 2008 para 5 kg em
2014 (LEITE & DERIVADQOS, 2015). A entidade projeta um consumo préximo de 7,3
kg de queijo por habitante em 2020, o que representa uma evolugéo de 46% frente a
quantidade atual de 5 kg por pessoa em todo o pais. A previsdao é que os volumes
de queijos vendidos cresgam, em média, 11,4% ao ano entre 2014 e 2017, e os
valores anuais de venda 11,1% ao ano (LEITE & DERIVADOS, 2015).

O queijo branco é consumido por 72% da populagéo brasileira (LEITE &
DERIVADOQOS, 2015). As variedades com baixa quantidade de gorduras, caso da
ricota e do queijo Minas Frescal, agradam cada vez mais aos consumidores por
causa do aumento do numero de adeptos de um estilo de vida mais saudavel. O
queijo Minas Frescal ocupa a quinta posicado em producao no pais, atras apenas dos
queijos tipo mucarela, prato e requeijoes culinario e cremoso (LEITE & DERIVADOS,
2015).

O queijo Minas Frescal é definido como um queijo fresco obtido por
coagulacao enzimatica do leite com coalho e/ou outras enzimas apropriadas,
complementada ou ndo pela acdo de bactérias laticas especificas. Segundo o
Regulamento Técnico de Fixacdo de ldentidade e Qualidade de Queijo Minas
Frescal este é classificado como um queijo semi-gordo, de 25 a 44,90% de gordura,
e de muito alta umidade (maior que 55%) (BRASIL, 1996; BRASIL, 1997; BRASIL,
2004). Embora seja um queijo fresco, de consumo direto, o queijo Minas Frescal
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sofre alteracdes durante o periodo de estocagem. Devido a sua alta umidade, esse
queijo deve ser estocado sob refrigeracao, a fim de prevenir o desenvolvimento de
micro-organismos e retardar a acidificagdo e a protedlise, que sao as principais
modificacdes que afetam sua durabilidade (CAMPOS, 2000).

O queijo é um dos produtos alimenticios mais versateis disponiveis
atualmente e oferece oportunidades para muitas estratégias de mercado, como, por
exemplo, a possibilidade de ser um alimento carreador de bactérias probiodticas
(CRUZ et al., 2011).

Os probioticos sao definidos como “micro-organismos vivos que, quando
administrados em quantidades adequadas, conferem beneficios a saude do
hospedeiro” (FOOD/WHO, 2001). O alimento probiético é definido como um produto
processado que contém micro-organismos probidticos viaveis em uma matriz
adequada e em suficiente concentracao (SAXELIN, 2008). Isso significa que a
viabilidade e a atividade metabdlica desses micro-organismos devem ser mantidas
em todas as etapas de processamento do alimento, desde a manufatura até a
ingestao pelo consumidor e que eles devem ser capazes de sobreviver as condi¢coes
do trato gastrointestinal (SANZ, 2007).

Dentre os efeitos benéficos que os probidticos podem trazer a saude
humana, podem ser citados: controle de infec¢des intestinais e estimulo do transito
intestinal com consequente diminuicdo da constipagdo. Os probidticos também
podem melhorar a absorcdo de nutrientes e auxiliar na digestdo da lactose,
prevenindo os sintomas da intolerancia a lactose. Além disso, podem auxiliar na
reducdo dos niveis de colesterol, estimular a producdo de anticorpos, além de
possuirem efeitos anticarcinogénicos (CRUZ, FARIA, VAN DENDER, 2007).
Também podem atuar estimulando o crescimento de outros micro-organismos
benéficos, em detrimento aos prejudiciais, e assim reforcando os mecanismos de
defesa naturais do hospedeiro (PUUPPONEN-PIMIA et al., 2002).

No Brasil, a legislagdo em vigor determina que a quantidade minima
vidvel para os probiéticos deve estar entre 10% e 10° UFC na recomendacéo diaria
do produto e que esta informacao deve constar no rétulo (BRASIL, 2008). Do ponto

de vista tecnolégico, a manutengado da viabilidade da bactéria probiética durante a
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estocagem representa um desafio significante, uma vez que muitas bactérias
probidticas sdo sensiveis a exposicdo ao oxigénio, calor e acidos, 0 que pode
resultar na perda da funcionalidade do produto (STANTON et al., 2003). Dentre
esses fatores, a exposicdo ao oxigénio — denominado estresse oxidativo — vem
recebendo atengéo especial da comunidade cientifica e varias solugdes tecnoldgicas
tém sido apresentadas.

A utilizacdo de queijos como veiculo de probiéticos é vantajosa, uma vez
que os queijos sao produtos que conferem protecado as bactérias probidticas contra a
acao do oxigénio durante a estocagem, ao pH acido e aos sais biliares durante sua
passagem pelo trato gastrintestinal. O conjunto de caracteristicas que inclui, entre
outras, valor de pH superior a 5, atividade de agua normalmente elevada, matriz
sélida (que facilita o “encaixe da bactéria”) e concentracdo relativamente elevada de
gordura, leva a crer que esses produtos sejam mais adequados como veiculos de

probidticos que leites fermentados e iogurtes (GARDINER et al., 1998).

Dentre os micro-organismos probibticos, as bactérias do género
Bifidobacterium estao entre as mais utilizadas pela industria e apresentam uma boa
adaptacao e fixacdo no trato gastrointestinal. No entanto, seu uso na industrializacao
de alimentos probidticos representa um desafio uma vez que esta bactéria é
estritamente anaerdbica. E sabido que a embalagem representa um importante fator
na manutencdo da viabilidade das bactérias durante a estocagem de produtos
probidticos. Entre as tecnologias de embalagens desenvolvidas para a inddstria de
alimentos, a Embalagem com Atmosfera Modificada (AM) liderou a evolucdo dos
métodos de conservacdo dos alimentos frescos e minimamente processados. A
tecnologia de AM ¢é utilizada para alterar o ambiente gasoso em torno do alimento
com a finalidade de prolongar sua vida de prateleira. A AM é usada amplamente na
estocagem e distribuicio de alimentos. Como o0s queijos de alta umidade
apresentam uma textura macia, a AM se mostra muito adequada por apresentar um
efeito “almofadado” proporcionado pela injecéo de gas. Outro beneficio da atmosfera
modificada seria a saturacdo do espaco livre das embalagens de queijos macios
semi-gordos. Um material de embalagem com alta barreira aos gases se torna
indispensavel na AM para evitar que os gases injetados permeiem através da parede
da embalagem, bem como das areas de fechamento (BRODY, 1995).
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No entanto, apesar da AM representar uma pratica de facil aplicacéo para
a industria de alimentos probidticos, existem poucas pesquisas mostrando o
comportamento dessas bactérias quando submetidas a diferentes concentracdes de
gases de enchimento ou a vacuo. Desta forma, o objetivo do trabalho foi avaliar o
comportamento da cultura de Bifidobacterium animalis spp. lactis quando
incorporada ao queijo Minas Frescal acondicionado em atmosferas de CO, e Nz ou a
vacuo, além de avaliar a viabilidade da bifidobactéria as condi¢cdes que simulam a
passagem pelo trato gastrointestinal apds 21 dias de estocagem refrigerada, além
dos parametros fisico-quimicos, reoldgicos e sensoriais do queijo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Queijo Minas Frescal

O queijo Minas Frescal € um dos produtos lacteos mais consumidos no
Brasil e se caracteriza como um queijo branco, fresco, macio com leve gosto salgado
e suave sabor de 4cido latico (CUNHA et al., 2006).

Este queijo € tradicionalmente produzido pela coagulacdo enzimatica do
leite pasteurizado com coalho, complementada pela acdo de cultura starter
mesofilica do tipo “O” constituida pelos micro-organismos Lactococcus lactis subsp.
lactis e Lactococcus lactis subsp. cremoris (BURITI et al., 2005a). No entanto, o uso
da cultura starter do tipo “O” causa uma excessiva acidificacdo do queijo durante a
estocagem (LAW, 1999). Com isso, atualmente a industria brasileira tem substituido,
parcial ou totalmente, o fermento latico do processo tradicional, pela acidificacao
direta com &cido latico. Essa alteragdo no processo de fabricacao permite reduzir o
consumo de coalho, aumentar o rendimento e a capacidade de retencao de agua,
além de diminuir e padronizar a acidez (CAMPOS, 2000), uma vez que restringe o
decréscimo do pH ao processo de fabricagdo. Os beneficios decorrentes da
substituicdo podem ser estendidos as caracteristicas sensoriais do produto,
melhorando a textura e reduzindo o gosto acido. No entanto, a auséncia da cultura
starter pode nao ser microbiologicamente segura, uma vez que a adicdo desta
cultura assegura uma producao permanente de acido latico e um baixo valor de pH
do produto durante a estocagem, assim como a producdo de compostos
antimicrobianos (BURITI et al., 2005b).

2.2 Alimentos Probiodticos

Os probiéticos sao micro-organismos vivos, que quando administrados em
quantidades adequadas, conferem beneficios a saude do hospedeiro (FOOD/WHO,
2001).
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De acordo com Guarner et al. (2008), embora haja consenso cientifico,
nao existe nenhuma definicdo legal do termo probidtico. Como critérios minimos

exigidos para o alimento probiético, estao:

o O micro-organismo deve estar especificado por género e cepa;
o O produto deve conter bactérias vivas;
. Ser administrado em dose adequada até o fim de sua vida util (com

variabilidade minima entre lotes do produto);

. Ter demonstrado eficacia em estudos controlados com humanos.

Ainda, segundo Guarner et al. (2008), ndo é possivel estabelecer uma
dose geral para os probidticos. A dosagem tem que estar baseada em estudos com
humanos que mostrem algum beneficio a saude. Porém, a comunidade cientifica
estabelece como quantidades terapéuticas, concentragdes de probidticos entre 10° e
107 UFC/g no produto final, atingindo 10® e 10° UFC, proveniente de um consumo
diario de 100 g ou 100 mL do alimento (TALWALKAR et al., 2004). No Brasil, a
legislagao vigente afirma que a quantidade minima viavel para os probi6ticos deve
estar entre 10® e 10° UFC por dose diaria do produto pronto para o consumo,
conforme indicacao do fabricante (BRASIL, 2008).

A viabilidade e estabilidade dos micro-organismos probi6ticos podem ser
melhoradas em varios estagios, o que inclui a selecdo e aprimoramento das
propriedades de resisténcia das linhagens, as condicdes de producao, formulacao,
embalagem e estocagem de produtos. Sempre que possivel, uma cepa probidtica
deve ser escolhida com base nas suas propriedades de sobrevivéncia, bem como na
robustez tecnolégica. Como tanto as propriedades funcionais quanto as tecnoldgicas
podem variar consideravelmente dentro de um género e até mesmo dentro de uma
espécie, quando do desenvolvimento de um produto probiético, as propriedades
tecnologicas das cepas devem ser consideradas desde a fase inicial. No entanto,
devido as limitagbes inerentes da adaptabilidade de bactérias originarias do trato
intestinal de sobreviver fora do seu ambiente natural, € sempre uma tarefa dificil
manter a viabilidade e estabilidade dos probidticos durante o processamento
(SAARELA, 2007).
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Em geral, existem 5 pontos principais a serem abordados ao incorporar

probidticos em alimentos:
1. Selecao de uma combinacéao de cepa e alimento probiético compativel.

2. Condicoes de processamento do alimento compativeis com a sobrevivéncia

do probidtico.

3. Quando a fermentacado for necessaria, garantir que a matriz do alimento

apoie o desenvolvimento do probidtico.

4. Selecao de uma matriz do produto, de embalagem e das condicdes
ambientais adequadas para garantir a sobrevivéncia do micro-organismo probidtico

durante a cadeia de suprimento e no tempo de estocagem.

5. Garantia de que a adicao do probiético ndo cause impacto adverso sobre o
sabor e textura do produto.

A viabilidade € apenas um indicador da atividade probiotica. No entanto,
uma vez que a capacidade dos organismos probidticos de conferir beneficios a
saude do hospedeiro € somente quantificavel através de estudos clinicos ou em
animais, a viabilidade continua sendo a Unica maneira pratica de mensurar a
qualidade dos probiodticos. Em estudos clinicos, sdo atribuidos beneficios a saude a
doses de 10%? células viaveis de probiéticos por dia. No entanto, érgaos consultivos
e regulamentadores geralmente estipulam que os alimentos que contém organismos
probidticos necessitam ter mais que 10° — 10 UFC/g no momento do consumo (LEE,
2009a).

Os alimentos probibticos devem apresentar aroma e sabor agradaveis, e,
0 que & mais importante, as cepas devem ser resistentes e estaveis o suficiente para
suportar os processos convencionais de producgado industrial. Assim, segundo Lee
(2009b) alguns critérios devem ser atendidos, como:

o Facilidade de manutencdo durante o armazenamento sem perda de

viabilidade;
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o Capacidade de reativacao e rapida multiplicacdo para a concentracao
maxima em um meio de fermentagao simples e barato;

o Capacidade para sobreviver e crescer em condicdes aerbbias ou
microaerdfilas;

o Capacidade para suportar a manipulacao fisica sem perda significativa de
viabilidade;

o Capacidade para sobreviver nas matrizes alimentares e durante o

processamento.

Varios critérios sdo utilizados para selecionar as linhagens de bactérias
probidticas, sendo os mais comumente empregados: a sobrevivéncia nas condi¢cdes
de estresse gastrointestinal (baixo pH e a concentracdo de sais biliares), a
capacidade de colonizar o trato gastrointestinal (relacionada com a aderéncia ao
muco e/ou epitélio intestinal, a atividade anti-microbiana pela producdo de moléculas
antimicrobianas ou a capacidade de inibir/deslocar a adesdo de agentes
patogénicos). Testes in vitro e in vivo sao utilizados para a identificacao de tais
caracteristicas, embora haja falta de uma metodologia padronizada ou unificada
para a avaliagdo da funcionalidade do probiotico (LEE, 2009a).

O micro-organismo probi6tico quando adicionado ao alimento passa por
diferentes se¢des do trato gastrointestinal com tempos e condicoes de estresse
variaves. Apdés a mastigacao, a primeira barreira que a bactéria deve superar sao os
baixos valores de pH do estdmago, que variam de 1 a 3, em um tempo de exposicao
de 90 minutos. No duodeno o pH aumenta para 6,0 - 6,5, mas os sais biliares sao
liberados pela vesicula biliar até atingir concentracdes que variam de 1,5 a 2,0 %
durante a primeira hora de digestdo, diminuindo para valores menores ou iguais a
0,3 % m/v. O periodo de residéncia no intestino delgado até 50 % de esvaziamento
varia entre 2,5 e 3 horas e o transito através do coélon pode levar até 40 horas. Neste
local valores de pH préximo ao neutro (5,5 — 7,0) e a concentracao fisiolégica dos
sais biliares é mais baixa. Faixas de pH e concentracbes biliares em tempos
variaveis sao analisadas em testes in vitro, a fim de determinar a sobrevivéncia das
cepas. Em geral, as bifidobactérias sdo menos tolerantes as condi¢des acidas que
os lactobacilos, enquanto que o primeiro parece ser mais tolerante aos sais biliares.
Poucos estudos foram realizados utilizando amostras de suco gastrico e bile humana
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e, curiosamente, a fonte de bile (bovino, porcino ou humano) modifica o padréo de
tolerancia. Portanto, seria recomendavel que as culturas probibticas destinados ao
consumo humano fossem testadas na presenca de fluidos intestinais humanos (LEE,
2009a).

Os lactobacilos e bifidobactérias produzem acidos organicos como
produtos finais do metabolismo de carboidratos. Desta forma, estes géneros podem
tolerar niveis de pH mais baixos do que muitas bactérias. Com efeito, estudos in vitro
e in vivo demonstraram que 0s organismos probiéticos podem sobreviver ao transito
gastrico enquanto as células sdo expostas a valores de pH tdo baixos como 2,0,
embora o tempo de exposicado (1 a 2 horas) seja relativamente curto (KIMURA et al.,
1997).

Outra abordagem para a busca de melhores cepas de probibticos esta na
adaptacao de espécies selvagens para as condicoes de estresse do intestino. Apds
a ingestao, as bactérias probidticas devem sobreviver a passagem através do trato
gastrointestinal e alcancar o célon, a fim de exercer seu efeito benéfico. O baixo pH
do estbmago e a elevada concentracdo de sais biliares no intestino delgado atuam
como detergentes biolégicos que rompem a membrana celular dos micro-

organismos, 0 que representa o principal desafio do micro-organismo (LEE, 2009a).

O metabolismo do organismo probidtico € uma consideracdo importante
para o desenvolvimento de alimentos probiéticos fermentados, ndo somente no que
diz respeito ao crescimento do probibtico e sua sobrevivéncia, mas também na
forma como este influenciara na qualidade do alimento. Como exemplo estdo os
lactobacilos heterofermentativos que produzem CO, como produto final do seu
metabolismo e que ndo serdo adequados para aqueles alimentos em que a
formacdo de gas venha a causar impactos negativos de qualidade. As
bifidobactérias produzem acetato e lactato como produtos finais da fermentacéo de
carboidratos e podem liberar um sabor caracteristico de vinagre caso essas
bactérias estejam ativas e continuem fermentando o produto. Os lactobacilos e
bifidobactérias podem utilizar de uma vasta gama de fontes de carbono,
dependendo da cepa e da espécie. A capacidade de utilizar como substrato carbono
e nitrogénio disponiveis no alimento sera necessaria para o crescimento do

probidtico e para as reagdes de fermentacdo (BOYLSTON et al., 2004).
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Fatores intrinsecos e extrinsecos influenciam na sobrevivéncia de micro-
organismos probidticos adicionados ao alimento (Figura 1). E importante considerar
estes fatores em todas as fases, ou seja, desde a adicdo do micro-organismo ao
produto até sua chegada ao trato gastrintestinal. Para Lee (2009a), os principais
fatores que influenciam na capacidade dos probiéticos de sobreviver em produtos
alimentares incluem:

. Estado fisiolégico do probidtico adicionado.

. As condigdes fisicas e quimicas de processamento de alimentos.

. As condi¢cdes de estocagem do produto (por exemplo, temperatura).

. A composi¢ao quimica do produto (acidez, nutrientes, umidade, oxigénio).
. Interagdes com outros componentes do produto (inibidores ou protetivos).

Fermentagdo e processamento de coprodutos:

— Competi¢do com micro-organismos fermentadores
— Cultivo da cepa

— Congelamento

- Secagem

— Microencapsulagao

b ' 4

Propriedades intrinsecas dos probidticos:

— Utilizagdo do substrato

Propriedades tecnoldgicas: tolerdncia aos dcidos, oxigénio, enzimas, calor, frio,
pressdo, congelamento, secagem.

 al o

Formulagdo:

— Componentes do alimento

— pH, atividade de dgua, potencial redox
— QOutros micro-organismos

Estocagem: Embalagem:
— Temperatura — Material de embalagem
- Tempo — Composicao gasosa da atmosfera da embalagem

— Embalagem ativa

Figura 1. Fatores que afetam a viabilidade e estabilidade dos probiéticos. Adaptado de Saarela
(2007).
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2.3 Consumo de produtos probiéticos e salde

As cepas bacterianas normalmente usadas como micro-organismos
probidticos pertencem aos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium (MADUREIRA et
al., 2005).

O trato gastrointestinal humano é um nicho ecolégico muito complexo e as
bactérias que o habitam podem atingir maiores densidades celulares do que as
registradas em qualquer outro ecossistema. No entanto, os lactobacilos e as
bifidobactérias compreendem menos de 5% da microbiota intestinal total (LEE,
2009a).

Alguns beneficios a saude atribuidos aos probioticos estdo relacionados
com a sua capacidade de aderir a mucosa intestinal. A adesao € um pré-requisito
para a colonizacgao intestinal, estimulagao do sistema imunolédgico e para a atividade
antagonista contra enteropatogénicos através de exclusdo competitiva. O
antagonismo entre micro-organismo no ambiente intestinal é exercido por
competicdo por nutrientes e pela localizagado fisica, mas também através da
producao de substancias antimicrobianas. A capacidade dos probiéticos de produzir
substancias antimicrobianas representa um mecanismo para inibir, excluir ou
competir com enteropatogénicos aderidos no mesmo meio. Além disso, algumas
culturas probiéticas estdo sendo estudadas como capazes de modular o sistema
imunolégico, produzir compostos antigenotdxicas, desconjugar sais biliares e para
diminuir os niveis de colesterol (YOUSEF; JUNEJA, 2002).

Algumas propriedades funcionais dos micro-organismos probibticos sao
citadas a sequir:

o Capacidade de utilizar prebibticos para o crescimento.

o Capacidade de sintetizar vitaminas.

. Capacidade de inibir ou excluir patégenos.

o Resisténcia a antibidticos, o que permite que os probidticos sejam

utilizados associados a administragao de antibiéticos para prevengao de diarreia.
o Capacidade de sintetizar B-galactosidase.

o Capacidade de desconjugar acidos biliares.
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o Capacidade de produzir substancias antimicrobianas.
o Capacidade de modular reagdes imunoldgicas, como na prevencao e
tratamento de gastroenterite aguda em humanos. Efeitos imunes dos probidticos

também tém sido observados em estudos de cancer de colon e de bexiga.

As bifidobactérias desempenham um papel significativo na reducéo do pH
intestinal através da producdo dos acidos acético e latico, restringindo, assim, o
crescimento de muitas bactérias potencialmente patogénicas. O acido acético tem
valores de pKa mais elevados do que o acido latico (4,87 e 3,08 respectivamente) e,
por conseguinte, tem uma maior proporcdo de acido nao dissociado em um
determinado pH. Isso faz com que o acido acético tenha maior poder inibitério que o
acido latico no desenvolvimento de leveduras, bolores e bactérias. Além do efeito do
pH, o acido nao dissociado colapsa o gradiente electroquimico dos prétons
causando bacteriostase e consequente morte de bactérias
(CHARALAMPOPOULOS; RASTALL, 2009).

A administracdo da bactéria Bifidobacterium animalis subsp. lactis (BB-
12%) nao s6 modifica a composicao da flora intestinal, mas também a sua atividade
metabdlica. Um aumento da concentracao de acidos organicos de cadeia curta, uma
diminuicdo do valor de pH e uma menor concentragdo de amoniaco, indéis e outras
substancias putrefativas foi observado nas fezes. Esta cultura também esta sendo
estudada por provocar um impacto inibitério sobre a tumorogénese, bem como sobre
o metabolismo dos lipideos. A administracdo de BB-12® tem sido associada com
efeitos estimuladores ndo especificos sobre a producdo de citoquinas e atividade
fagocitaria, bem como as reacdes imunes mais especificas, tais como a producao de
anticorpos. Efeitos imunomoduladores do BB-12%, também foram observados em
individuos com alergia, infecgbes respiratdrias, ou com um sistema imunitario
comprometido (FUKUSHIMA, 1997). Ao adicionar bifidobactérias em iogurte, uma
reducado significativa na contagem de S. mutans na saliva foi observada, o que
sustenta a hipbétese de que estas bactérias probidticas podem ser utilizadas na
prevencao de caries (CAGLAR et al., 2005).

A produgdo de &acidos organicos, particularmente dos acidos latico e
acético, de bacteriocinas e até mesmo antibidticos, assim como a secrecdo de

enzimas, vitaminas e outros fatores de crescimento pelas bifidobactérias sdo, em
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conjunto com o estimulo ao sistema imunolégico e a acumulo de metabdlitos
especificos, os fatores determinantes da sua agao probiética (BALLONGUE, 2004).

Dentre algumas fungdes atribuidas as bifidobactérias estao:

o Adesao ao epitélio intestinal,

o Acao na morfologia e fisiologia da parede do sistema digestdrio,

. Efeitos nutricionais,

o Efeitos metabdlicos (intolerancia a lactose, hipercolesterolemia,

desconjugacao dos sais biliares, reducao de nitrosaminas, inibicdo de redutores de

nitrato),
o Efeito anti-infeccioso contra bactérias patogénicas,
o Efeitos terapéuticos (anticancerigeno, prevencdo e tratamento de

doencgas como diarreia e constipacao intestinal).

Afirma-se que niveis reduzidos de bactérias do género Bifidobacterium no
intestino podem desencadear algumas doencas, incluindo o cancer de célon,
sindrome do intestino irritdvel, doenca inflamatéria do intestino, ou doenca celiaca.
Por essa razao varias propriedades de promocao da saude sao atribuidas aos micro-
organismos deste género e o aumento dos niveis de bifidobactérias no trato
gastrointestinal é muitas vezes um alvo nas estratégias de intervencao na dieta
(MARGOLLES, 2011).

2.4 Geénero Bifidobacterium

O género Bifidobacterium pertence ao filo Actinobacteria, classe
Actinobacteria, subclasse Actinobacteridae, ordem Bifidobacteriales e familia
Bifidobacteriaceae. Existem 29 espécies incluidas no género Bifidobacterium: B.
adolescentis, B. angulatum, B. animalis, B. asteroides, B. bifidum, B. boum, B. breve,
B. catenulatum, B. choerinum, B. coryneforme, B. cuniculi, B. dentium, B. gallicum,
B. gallinarum, B. indicum, B. longum, B. magnum, B. merycicum, B. minimum, B.
pseudocatenulatum, B. pseudolongum, B. psychraerophilum, B. pullorum, B.
ruminantium, B. saeculare, B. scardovii, B. subtile, B. thermacidophilum, e B.

thermophilum. Por sua vez, 2 subspécies constituem as espécies B. animalis (subsp.
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animalis e lactis), B. pseudolongum (subsp. globosum e pseudolongum), e B.
thermacidophilum (subsp. thermoacidophilum e porcinum), e a espécie B. longum é
subdividida em trés diferentes biotipos (longum, infantis e suis) (LEE, 2009a).

As bactérias do género Bifidobacterium apresentam forma bacilar, sdo
Gram-positivas, sem motilidade e nao esporuladas. S&o micro-organismos
estritamente anaerdbicos (BALLONGUE, 2004). No entanto, algumas espécies,
como Bifidobacterium animalis e Bifidobacterium psychraerophilum, podem tolerar
concentragcdes de oxigénio moderadamente altas, e possuem metabolismo
fermentativo (MARGOLLES, 2011).

O género Bifidobacterium, que muitas vezes foi considerado no mesmo
contexto das genuinas bactérias lacticas e compartiihava algumas de suas
caracteristicas tipicas, ndo esta filogeneticamente relacionado e tem um Unico modo
de fermentagao de agucar (CRITTENDEN, 2004).

As bifidobactérias foram descritas primeiramente no inicio do século XX e
foram incluidas na familia Lactobacillaceae. Em 1924, o Lactobacillus bifidum foi
reclassificado com o novo género Bifidobacterium por Orla-dJensen (MARGOLLES,
2011).

As bifidobactérias sdo agrupadas de acordo com sua origem, ou seja, as
que sao isoladas apenas de animais e aquelas que colonizam as cavidades naturais
dos seres humanos (CRITTENDEN, 2004). Entre as espécies mais comumente
encontradas no trato gastrointestinal estdo B. catenulatum, B. pseudocatenulatum,
B. adolescentis, B. longum, B. pseudolongum, B. breve, B. angulatum, B. bifidum, e
B. dentium. A espécie B. animalis é a mais frequentemente encontrada em alimentos
funcionais (MASCO, 2005).

Apenas seis especies de bifidobactéria (Bifidobacterium adolescentis,
breve, bifidum, infantis, lactis e longum) tém atraido a atencdo na industria de
laticinios, principalmente para a fabricacao de produtos lacteos fermentados. Dentre
elas a mais comumente empregada em alimentos € B. animalis subsp. lactis. Esta
espécie é significativamente mais robusta do que as espécies intestinais humanas,
tais como B. longum (infantis), B. breve e B. bifidum (TAMIME, 2002).
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No que diz respeito a fisiologia das bactérias deste género, a temperatura
6tima de crescimento da maioria das cepas isoladas de humanos esta entre 36°C e
38°C. Em contrapartida, para a espécie de origem animal a temperatura é
ligeiramente mais elevada, entre 41 e 43°C, podendo atingir 46,5°C. Nao ha
crescimento abaixo de 20°C e acima de 46°C. O pH étimo esta entre 6,5 e 7,0 € nédo
ocorre crescimento abaixo de pH 5,0 ou acima de 8,0 (BALLONGUE, 2004).

Diferentes espécies utilizam diferentes tipos de carboidratos na
fermentacdo, na qual uma enzima chave esta envolvida, a fosfocetolase frutose-6-
fosfato (F-6-PPK). Este tipo de fermentagdo e a enzima F-6-PPK sdo usadas na
identificacdo do género dessas bactérias. Deve-se notar que nem todas as espécies
possuem F-6-PPK suficiente para que possa ser identificada (TAMIME, 2002).

As hexoses sado degradadas exclusivamente pela via frutose-6-fosfato (F-
6-PPK). A fermentacao de dois moles de glicose origina trés moles de acetato e dois
moles de lactato. Na realidade, o acido pirdvico pode ser catabolizado em duas vias:
a primeira é a reducao do piruvato para formar L (+)-lactato pela L(+)-dehidrogenase,
uma enzima controlada pela frutose-1,6-difosfato (SALMINEN; VON WRIGHT;
OUWEHAND, 2004).

As proporcbes dos produtos finais de fermentacdo podem variar
consideravelmente de uma cepa para outra € mesmo dentro de uma mesma
espécie. Pequenas quantidades de acido succinico sdao produzidas por algumas
linhagens, e uma pequena quantidade de CO. pode ser produzida durante a
degradacao de gluconato (SALMINEN; VON WRIGHT; OUWEHAND, 2004).

Conforme descrito anteriormente, as bifidobactérias sdo micro-organismos
estritamente anaerébicos. No entanto, o grau de tolerancia ao oxigénio depende da
espécie e do meio de cultura (BALLONGUE, 2004). Entre as cepas capazes de se
desenvolver na presenca de oxigénio, algumas permanecem como catalase
negativa, outras se tornam catalase positiva, € para outras a presenca da catalase
esta ligada a presenca de hemina no meio. Estudos da absorcao de oxigénio de
cinco cepas de Bifidobacterium de origem humana mostraram que a presséao parcial
do oxigénio caiu pela metade durante as fases de multiplicagdo destas bactérias. A

absorcao enddgena do oxigénio esta relacionada a presengca de NADH-oxidase. Isso



31

ocorre também na auséncia de glicose e parece depender diretamente da
quantidade de polissacarideos acumulados na célula. Além disso, todas as cepas
acumularam peroxido de hidrogénio, o qual foi subsequentemente reduzido pela
NADH-peroxidase. No entanto, a atividade destas enzimas variou de acordo com a
cepa analisada. As cepas mais sensiveis ao oxigénio tiveram uma atividade baixa da
NADH-peroxidase, resultando na téxica acumulacdo de perdxido de hidrogénio.
Outra possibilidade seria a prevencao da multiplicacdo pela presenca de oxigénio
ativo e superéxido (BALLONGUE, 2004).

As taxas de oxigénio e o pH exercem as maiores influéncias na
sobrevivéncia das bifidobactérias durante a estocagem dos alimentos probiéticos. A
viabilidade das bifidobactérias a valores acidos de pH € muito variavel, mas, em
geral, pode-se considerar que a resisténcia dessas bactérias a pH &cido € fraca, com
a excegao da B. animalis (MASCO, 2005). Esta espécie tolera de forma satisfatéria a
valores de pH acido e também a concentracées moderadas de oxigénio, e, por estas
razdes, sdo as mais usadas em produtos fermentados probidticos. Isso indica que a
tolerancia a acidez das bifidobactérias esta ligada a atividade da enzima FOF1-
ATPase ligada a membrana celular e que é responsavel pela manutencdo da
homeostase do pH intracelular em bactérias anaerdbias. A alta indugao da atividade
da FOF1-ATPase observada nesta espécie pode ser responsavel por sua resisténcia
a acidez, uma vez que esta atividade ndo € induzida em cepas nao resistentes
(MARGOLLES, 2011).

A sensibilidade da bifidobactérias ao oxigénio pode ser controlada pela
selecdo da cepa e através do emprego de técnicas e materiais de embalagem
(MILLER, 2002). Ingredientes antioxidantes tais como glucose oxidase, &acido
ascérbico ou cisteina mostram eficientes em melhorar a sobrevivéncia probidtico
(CRUZ et al., 2012), bem como o uso de embalagem com barreira ao oxigénio ou a
embalagem com atmosfera modificada (TALWALKAR et al., 2004).

A prépria matriz alimenticia pode exercer fungdo protetora aos probibéticos.
Um exemplo é o queijo, onde o ambiente anaerdbio, elevado teor de gordura e a
capacidade de tamponamento da matriz ajuda a proteger as células probidticas tanto
no produto quanto durante o transito intestinal (BOYLSTON et al., 2004).
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A tolerancia aos sais biliares é outra propriedade crucial para a
permanéncia das bifidobactérias no trato gastrointestinal humano. Madureira et al.
(2005) estudaram diversas cepas de Bifidobacterium animalis, Lactobacillus
acidophilus, L. paracasei ssp. paracasei e L. brevis submetidas as condigdes que
simulavam o trato gastrointestinal. Os autores relataram que os micro-organismos
Bifidobacterium animalis BB-12® e L. brevis LMG 6906 exibiram a melhor viabilidade

quando expostos aos sais biliares.

2.5 Queijos como carreadores de probioticos

Os primeiros relatos cientificos sobre a incorporagdo de bactérias
probidticas em queijos exploraram o uso das bifidobactérias. Consideracdes
tecnologicas também favoreceram a adocao das bifidobactérias como probiéticos.
Estas bactérias produzem lactato e acetato durante a fermentacéo de acucar, sem a
formacao de gases e, na maioria das espécies, sem comprometer a qualidade
sensorial dos alimentos lacteos fermentados. Muitas espécies apresentam um bom
crescimento usando lactose como fonte de carbono, e com isso, podem ser
incorporadas aos alimentos lacteos fermentados, produtos estes tradicionalmente
usados como carreadores de micro-organismos probidticos. A espécie
Bifidobacterium animalis subs. lactis é consideravelmente mais tolerante a acidez, ao
oxigénio e a temperatura do que a maioria das espécies de bifidobactérias de origem
humana instestinal e, por isso, é tecnologicamente adequada para produtos lacteos
fermentados (MARGOLLES, 2011).

Uma vez que as bifidobactérias sdo micro-organismos anaerobios estritos
e, em geral, menos tolerantes ao acido do que os lactobacilos, a sua utilizacdo em
alimentos funcionais demanda maiores desafios tecnolégicos. Os produtos lacteos
fermentados ainda sado os principais alimentos carreadores das bifidobactérias
probidticas. Certo numero de parametros, incluindo interacées com outros micro-
organismos, sais, acucares e compostos aromatizantes e corantes, podem
influenciar na sobrevivéncia das bifidobactérias nestes produtos. No entanto, o teor
de oxigénio e o pH talvez exercam a maior influéncia sobre a sobrevivéncia das

bifidobactérias durante a estocagem dos produtos. A sensibilidade ao oxigénio pode
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ser direcionada pela selecdo da espécie de bifidobactéria e com técnicas
apropriadas e uso de materiais de embalagem adequados. As Bifidobacterium lactis
podem sobreviver bem em produtos lacteos fermentados durante todo o seu prazo
de validade contanto que o pH do meio permanec¢a acima de 4,1 (SALMINEN; VON
WRIGHT; OUWEHAND, 2004).

Embora a maior parte dos produtos desenvolvidos envolvendo probibticos
seja baseada em leites fermentados, alguns exemplos podem ser observados no
setor de queijos. Para explorar as propriedades funcionais das bactérias probioticas,
os processos de fabricacdo de queijos devem ser modificados e adaptados as
exigéncias desses micro-organismos. Quando isso nao for possivel, outras culturas
probidticas podem ser aplicadas ou novos produtos poderdo ser desenvolvidos. Os
queijos frescos parecem ser ideais como carreador de bactérias probidticas. Uma
das razdes se deve ao fato do queijo fresco ndo passar pelo processo de maturacéao
e sua estocagem realizada em temperatura de refrigeracdo. Além disso, sua vida util
€ bastante curta, ou seja, o queijo fresco € um alimento de consumo rapido. O
resfriamento é necessario para garantir taxas elevadas de sobrevivéncia dos
probidticos e para se obter uma estabilidade suficiente do produto. Além disso, o teor
de oxigénio, potencial redox e atividade de &agua do produto devem ser
considerados, uma vez que o alvo de bactérias probibticas é o trato intestinal. Isto
pode ser de grande importancia para os queijos pré-embalados. O resfriamento do
queijo probidtico € também necessario para reduzir ou inibir a interagdo de micro-

organismos ativos com os componentes do alimento (HELLER et al., 2003).

Assim, o pH perto da neutralidade, a sua alta atividade de agua, a sua
matriz sélida, com uma concentracdo relativamente elevada de lipidios, sao
caracteristicas do queijo fresco que podem auxiliar na manutencao da viabilidade
dos micro-organismos probidticos, bem como oferecer-lhes protecdo durante a
passagem pelo trato gastrintestinal humano (CRUZ et al., 2011). Outras
caracteristicas, como a baixa concentracdo de sal e a auséncia de substancias
conservantes, observadas em alguns tipos de queijos, como o queijo Minas Frescal,
oferecem excelentes condicbes para a sobrevivéncia e multiplicacdo de cepas
probidticas (BURITI et al., 2005a).
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Em estudo realizado por Gardiner et al. (1999), a recuperacao fecal das
bactérias probidticas foi melhor quando o queijo foi utilizado como veiculo em vez de
iogurte. Em comparacado com iogurtes, as desvantagens dos queijos, especialmente
os semi-duros e duros, resulta do elevado teor de gordura e sal e relativamente
baixa ingestao diaria recomendada. Desse modo, a concentragdo de probidticos em
queijo deve ser de aproximadamente quatro a cinco vezes mais elevada do que no
iogurte. No entanto, esta consideracédo nao se aplica aos queijos frescos, que podem
ser facilmente reduzidos do teor de gordura e sal, e para os quais a ingestao diaria
recomendada é maior. O queijo fresco pode, portanto, servir como um alimento com
um elevado potencial para ser usado como um carreador de micro-organismos

probibticos.

Heller et al. (2003) afirmaram que o encaixe da bactéria probidtica na
matriz lipoprotéica do queijo confere uma capacidade tamponante durante a
passagem desse alimento probidtico pelo trato gastrintestinal, o que auxilia na
sobrevivéncia dos micro-organismos. Assim, acredita-se que matriz dos queijos seja
eficaz na protecao da bactéria probiotica contra a acdo do oxigénio, baixo pH e sais

biliares.

A atividade de agua é uma questao fundamental para a sobrevivéncia dos
probidticos. De acordo com o Regulamento Técnico de ldentidade e Qualidade de
Produtos Lacteos (BRASIL, 1996), os queijos sdo classificados como mole/massa
branca (umidade > 55%), macios (umidade entre 46 e 54,9%), queijos semi-duros
(umidade entre 36 e 45,9%) e duros (umidade < 35,9%). O queijo Minas Frescal é
classificado como um queijo de muito alta umidade. No que se refere a incorporacao
de probi6ticos em queijo durante a fabricacao, isto ocorre geralmente em conjunto
com a adicao das culturas starters. Em alguns casos, as bactérias probiéticas podem
ser adicionadas depois que o soro de leite € drenado a fim de nao perder células
probidticas nesta etapa do processo (VINDEROLA, BURNS, RENHEIMER, 2011).

Vinderola et al. (2000) demostraram a tolerancia ao pH 3 em uma solugéao
de acido cloridrico das cepas B. longum, B. infantis, Lb. acidophilus e Lb. casei
incorporadas em queijos frescos argentinos. Fritzen-Freire et al. (2010a) concluiram
que o queijo Minas Frescal produzido por acidificacdo direta com acido latico
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mostrou um grande potencial como alimento funcional, com possivel aplicacdo

industrial e comercializacao.

2.6 Sistema de embalagem com atmosfera modificada e a vacuo

O sistema de embalagem com atmosfera modificada (AM) consiste da
alteracao da atmosfera de uma camara ou embalagem através da injecao de gases
como CO,, Nz e/ou O, (JAY, 2000).

A embalagem a vacuo foi a primeira forma de modificacdao da atmosfera
do interior da embalagem desenvolvida comercialmente, sendo amplamente
empregada para produtos como cortes de carnes vermelhas frescas, queijos duros e
café torrado e moido (PARRY, 1993). Um sistema de embalagem a vacuo pode ser
alcangado acondicionando o alimento em um material plastico flexivel de alta
barreira aos gases em que se aplica o vacuo e realiza-se a termosselagem. Este
procedimento tem o objetivo de reduzir a pressdo gasosa residual de 1,0 x 10° para
3,0 x 10* Pascal e entdo, grande parte do oxigénio é removido (pressdo final de
aproximadamente 0,03 atm). Quando produtos alimenticios sdo acondicionados a
vacuo, ocorre o aumento do volume de gas carbdnico como resultado da respiracéo
celular e microbiana em que o oxigénio residual € consumido e o gas carbbnico é

liberado na mesma proporcao (JAY, 2000).

Na embalagem a vacuo o ar é removido para prevenir o crescimento de
organismos deteriorantes, a oxidacdo e a descoloracdo do produto. Sob estas
condigbes, o oxigénio residual é utilizado pela microbiota aerdbica residente
produzindo gas carbénico e fazendo com que o potencial de redox tenda a ficar
negativo. Esta mudancga no potencial redox e na composi¢cao da atmosfera suprime o
crescimento de bactérias aerdbias deteriorantes que produzem a viscosidade,
rancificacao e descoloracao indesejaveis no produto. A condicao resultante favorece
o crescimento de organismos anaerdbios facultativos incluindo as bactérias acido-

laticas, porém em velocidade lenta (GENIGEORGIS, 1985).

Na embalagem com atmosfera modificada (AM) s&o usadas combinacdes
de misturas gasosas contendo CO,, N2 e O.. Em produtos frescos a escolha da
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mistura de gas é influenciada pela microflora capaz de crescer no produto, pela
sensibilidade do produto ao oxigénio e ao CO,, e pela estabilidade da cor desejada
(CHURCH, 1994). Estes sistemas utilizam filmes com barreira ao oxigénio e quase
sempre estas embalagens sdo mantidas durante a estocagem e distribuicdo sob
temperatura de refrigeracdo. A atmosfera de gés inserida nas embalagens se altera
continuamente durante todo o periodo de estocagem devido a influéncia de diversos
fatores, como a respiracao do produto acondicionado, mudangas bioquimicas e a
lenta difusdo dos gases através do alimento (PARRY, 1993).

O nitrogénio € um gas quimicamente inerte, insipido e menos predisposto
a acidentes durante a manipulagdo do que os outros gases comumente usados na
AM. O N, é usado como um gas de enchimento, substituindo ar atmosférico,
retardando assim, a rancificacdo oxidativa e inibindo o crescimento de micro-
organismos aerdbios. Pode ser usado como uma alternativa para a embalagem a
vacuo quando o produto é fragil, ou para limitar o colapso da embalagem causado
pela absorcao do CO: pelo produto (CHURCH, 1994; CHURCH, 1995). Neste caso,
a permeabilidade ao nitrogénio do material de embalagem dever ser compativel com

a vida util desejada para o produto.

O CO2 é um inibidor do crescimento bacteriano e de fungos. A
solubilidade deste gas é maior em temperaturas mais baixas, logo, a temperatura de
estocagem refrigerada possui um efeito sinérgico para a acao bacteriostatica do gas
carbonico (CHURCH, 1995). Os bolores, leveduras e bactérias aerbbias
deteriorantes sao altamente susceptiveis ao gas carbonico. As bactérias anaerdbias
facultativas podem ou ndo serem inibidas pelo gas carbénico, enquanto as bactérias
acido-laticas e anaerdbias sao altamente resistentes (FINNE, 1982). Em geral, as
bactérias Gram-negativas sdo mais sensiveis a inibicao pelo CO. do que as Gram-
positivas, sendo as Pseudomonas classificadas como as mais sensiveis, € 0S

clostridios, como os mais resistentes (JAY, 2005).

O primeiro mecanismo de acao de CO, é o deslocamento parcial ou total
do oxigénio disponivel para o metabolismo aerdbio microbiano, diminuindo assim o
crescimento das bactérias. Embora a reducdo de oxigénio disponivel possa ter
algum efeito inibitério sobre o crescimento bacteriano, ele ndo é o fator limitante

(DANIELS et al., 1985). Como o CO, é mais soluvel que o oxigénio, ele facilmente
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desloca o oxigénio minimizando diversas reacbes de degradacdo. O efeito
antimicrobiano do CO, depende de varios fatores, incluindo a pressao parcial, o
tempo de aplicacdo, a concentracdo de CO,, temperatura do meio, o volume de gas
no espaco livre, a acidez, a atividade de agua do meio, o tipo de micro-organismo
presente, o tipo de alimento, a fase de crescimento microbiano e a temperatura de
estocagem (HOTCHKISS; BANCO, 1992). A atividade antimicrobiana da molécula
de CO. é provavelmente devido a inibicdo da descarboxilagdo enzimatica e
acumulacao de CO. nas bicamadas lipidicas da membrana celular causando
disfungédo da permeabilidade da membrana. Como o CO; pode inibir eficazmente o
crescimento de muitos micro-organismos deterioradores de alimentos,
especialmente as bactérias Gram-negativas, este gas tem sido comercialmente
aplicado a muitos produtos refrigerados em embalagem com atmosfera modificada
(BOLDUC et al., 2006). De acordo com Gill e Tan (1980), os lactobacilos sdo muito
resistentes ao CO, e podem tolerar e crescer na atmosfera de 100% CO,. As
bactérias provocadoras de intoxicacdes alimentares, como os clostridios, ndo sao
afetadas pela alta concentracdo de CO. e as bactérias patogénicas, como
Salmonella spp., Staphylococcus aureus, Campylobacter, Y. enterocolitica e L.
monocytogenes, sao pouco afetadas (HINTLIAN, HOTCHKISS; 1986).

O efeito do CO, sobre o crescimento das bifidobactérias foi testado, tanto
no isolamento, quanto na caracterizacdo de varias espécies. Para a maioria das
espécies, o0 CO, ndo afeta o crescimento anaerébio em cultura stab (tubo contendo
um meio de cultura semi-solido); exce¢des incluem B. angulatum e B. asteroides,
nos quais o crescimento foi altamente estimulado. Algumas espécies de
Bifidobacterium, tais como B. indicum, B. asteroides, B. globosum, B. boum, e B.
thermophilum, cresceram em cultura stab na presenca de ar enriquecido com 10%
de CO, (KAWASAKI, et al. 2007). Embora o CO. seja convencionalmente usado na
cultura das bifidobactérias, ainda é essencialmente desconhecida necessidade e o
efeito de diferentes concentragdes deste gas sobre o crescimento das espécies
Bifidobacterium, tanto em condi¢cdes de anoxia e quanto na presenca de oxigénio.

A mistura de gases tipicamente utilizada na embalagem de queijos é de
70% de N2 : 30% de CO.. Alves et al. (1996) compararam as atmosferas 100% Ny,
100% CO2 e 50% N2 : 50% CO, em fatias de queijo mucgarela acondicionado em
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filmes laminados de alta barreira. Os autores relataram que as atmosferas
compostas por 100% e 50% de CO, foram mais eficazes em prolongar a vida de
prateleira das fatias de queijo mucarela. De acordo com o trabalho realizado por
Araujo et al. (2005) os tratamento com atmosfera modificada tanto a 70% de CO»
como a 100% de CO, prolongaram a vida-de-prateleira do queijo Minas Frescal para
20 dias a 7°C; e de forma geral, a embalagem com atmosfera modificada com 70%

de COs e 30% de N> foi a mais eficiente.

Tanto o material de embalagem, como a carga microbiana inicial, o
histérico de temperatura e a composicao do produto podem determinar a eficacia da
conservacao pela AM. A barreira do material de embalagem é o principal meio de
manter a concentracao original de CO, aplicada. Materiais de embalagem com boa
barreira ao oxigénio, como o policloreto de vinilideno (PVdC), o copolimero de
etileno com alcool vinilico (EVOH) e as poliamidas (Nylon) sdo mais efetivos que o
polietilieno de baixa densidade (PEBD) e o poliestireno (PS) na manutencdo da
viabilidade das bifidobactérias de queijos (ISHIBASHI; SHIMAMURA, 1993).
Embalagens ativas com barreira ao oxigénio ou filmes com permeabilidade seletiva
tem potencial aplicacdo futura na embalagem de produtos probi6ticos (CRUZ;
FARIA; VAN DENDER, 2007).

Materiais flexiveis de multicamadas contendo Nylon sao usados
principalmente em embalagem a vacuo para alimentos como queijo, bacon,
mortadelas, salsichas e outras carnes processadas. O Nylon € um tipo de poliamida
qgue apresenta excelente termoformabilidade, resisténcia a abraséo, ao impacto e ao
rasgamento. Também apresenta boa barreira aos gases, gordura e aromas. Este
tipo de polimero é utilizado em AM com CO; para aves, peixes e carne fresca. Os
Nylons sdo usados em processos de co-extrusdao com outros materiais plasticos
como as poliolefinas, especialmente PEBD e o copolimero de etileno com acetato de
vinila (EVA). O processo de co-extrusdo proporciona resisténcia e tenacidade pela
juncao eficaz de diferentes materiais, associando as propriedades de cada um deles
para proporcionar boa capacidade de termosselagem e melhor barreira a umidade
(HERNANDEZ, 1997).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Processamento do Queijo Minas Frescal Probiético

Para este estudo foram realizados trés processamentos do queijo Minas
Frescal probidtico no Laticinio-Escola da Faculdade de Zootecnia e Engenharia de
Alimentos da Universidade de Sao Paulo (FZEA/USP), localizada na cidade de
Pirassununga/SP. O leite bovino utilizado era proveniente de um mesmo rebanho,
ordenhado no dia do processamento dos queijos e pasteurizado no mesmo local de

producéao.

Foi empregada a cultura probiética liofilizada Bifidobacterium animalis
subsp. lactis (BB-12°, CHR Hansen, Dinamarca) na forma DVS (direct set vat),

previamente reativada em leite estéril.

A Figura 2 apresenta o fluxograma de processamento do queijo Minas
Frescal probidtico. O leite integral foi pasteurizado (75°C / 15 segundos) e resfriado
até 40°C. A adicdo dos ingredientes foi realizada em constante agitacao,
obedecendo a seguinte sequéncia: 20 g/L de cloreto de sédio, 0,50 mL/L solucéo
50% de cloreto de célcio (correspondente a 0,25 g/L de CaCl,), 0,125 g/L cultura
probidtica BB-12% (previamente reativada em 2 litros de leite estéril resfriado até
40°C), 0,25 mL/L &cido latico 85% previamente diluido em agua (1:10) e 1,50 mL/L
de coalho liquido (enzima quimosina, Estrella®, CHR Hansen, Dinamarca). Passado
1 minuto apd6s a adicao do coalho, a agitagao foi interrompida para a coagulacao do
leite por aproximadamente 40 minutos. O coagulo formado foi cortado em cubos de
aproximadamente 2 cm? e agitado vagarosamente em intervalos de 3 minutos (entre
a agitacao e a pausa) por 3 vezes, para dessoragem e contracdo. A massa foi entdo
vertida em formas de 500 g e os queijos foram mantidos em camara fria a 5+1°C.
Foram realizadas viragens apdés 30, 60 e 240 minutos. Apdés 24 horas em
refrigeracdo os queijos foram acondicionados com a utilizagdo do equipamento de
embalagem Selovac (modelo 200S, Sao Paulo, Brasil) conforme os seguintes

tratamentos:
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o Tratamento 1 (Controle): Embalagem de PEBD sob ar atmosférico.

o Tratamento 2: Embalagem flexivel de Nylon/PEBD em atmosfera
composta de 100% COs..

o Tratamento 3: Embalagem flexivel de Nylon/PEBD em atmosfera
composta de 100% Noa.

o Tratamento 4: Embalagem flexivel de Nylon/PEBD em atmosfera com
mistura gasosa de 50% CO, / 50% Noa.
o Tratamento 5: Embalagem flexivel de Nylon/PEBD sob vacuo.

Os queijos acondicionados foram estocados a 5+1°C por 21 dias para a
avaliagdo da estabilidade.
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Figura 2. Fluxograma de producao do Queijo Minas Frescal probidtico.
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3.2 Analises fisico-quimicas e microbioldgicas de caracterizacao e

avaliacao da estabilidade

Em cada um dos trés processamentos o leite pasteurizado foi analisado

quanto ao pH, acidez titulavel e coliformes totais e termotolerantes (45°C).

O padrao microbiolégico dos queijos foi realizado ap6s o processamento
(24 horas de estocagem refrigerada) conforme exigido pela legislacdo brasileira
(BRASIL, 2001), sendo: contagem de coliformes a 30 - 35°C e a 45°C através do
método do numero mais provavel (NMP), Estafilococos coagulase positiva, Listeria
monocytogenes e Salmonella sp., segundo metodologia descrita por DOWNES e
ITO (2001).

A caracterizacao do Queijo Minas Frescal probiético foi realizada através

das analises de pH, acidez titulavel, umidade, gordura e proteina total.

Para o estudo da estabilidade do queijo foram realizadas as andlises de
pH, acidez titulavel, umidade, protedlise, reologia (Perfil de Textura, Creep Test e
Compressao Uniaxial), quantificacdo dos compostos metabdlicos (acidos acético,
latico e citrico), contagem seletiva de Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12°,
avaliagdo da viabilidade da Bifidobacterium BB-12® as condigbes do trato
gastrointestinal. Todas as analises foram realizadas nos intervalos de 1, 7, 14 e 21

dias de estocagem.

Uma amostra comercial de queijo Minas Frescal probi6tico, contendo

Bifidobacterium lactis Bi-07™

, acondicionado em embalagem a vacuo e com 16 dias
de estocagem refrigerada foi caracterizada e usada como comparagdo nas

avaliacOes reoldgicas e sensoriais.

3.2.1 Determinacao do pH

As analises foram realizadas em ftriplicata utilizando o potenciémetro
(modelo DM-20, marca Digimed, Brasil) a 25 + 2 °C.
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3.2.2 Acidez Titulavel

A acidez titulavel foi realizada em triplicata por titulagao com solugao
de NaOH 01N, tendo como indicador fenolftaleina, expressa em % de &cido

latico, de acordo com a metodologia AOAC (2006).

3.2.3 Umidade

A determinacdo da umidade foi realizada em triplicata por secagem em
estufa a 105°C por 16h, expressa em % de base umida, segundo a metodologia
AOAC (2006).

3.2.4 Gordura Total

Para determinacao do teor de gordura presente nas amostras utilizou-se o
método de Gerber, em triplicata, de acordo com a metodologia AOAC (2006).

3.2.5 Proteina Total

O teor de proteina total foi obtido pela multiplicacdo do valor de nitrogénio
total pelo fator de conversédo 6,38. A analise foi realizada em triplicata utilizando o

método oficial de Kjeldahl, de acordo com a metodologia AOAC (2006).

3.2.6 Atividade Proteolitica

A atividade proteolitica foi realizada em ftriplicata baseando-se na
metodologia de MASUDA, YAMANARI e ITOH (2005). Uma porcao de 3 g do queijo
foi misturada a 27 mL de 4gua destilada até se obter uma mistura homogénea. A
mistura foi centrifugada a 5000 rpm por 10 minutos a 10°C (centrifuga Beckman
Coulter, Inc., modelo Allegra® 64R, USA). Foram retirados 9 mL do sobrenadante e
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misturados em 3 mL de solucdo 40% (m/v) de &cido tricloroacético (TCA - Synth,
Brasil). Essa nova mistura foi novamente centrifugada a 5000 rpm por 15 minutos a
4 °C. Foi retirada uma aliquota de 0,15 mL do sobrenadante e acrescentados 3 mL
da solugao reagente de o-ftaldialdeido (OPA) (Sigma-Aldrich, EUA). A mistura foi
submetida a leitura de absorbdncia a 340 nm em espectrofotdbmetro
(Beckman Coulter, Inc., modelo DU-70 Fullerton, USA). A relativa atividade
proteolitica foi expressa como absorbancia dos grupos de aminoacidos livres,
usando a solucao TCA como branco para calibrar o espectrofotémetro.

O preparo do reagente OPA consistiu na pesagem, diretamente em um
baldo volumétrico de 50 mL, de 0,9 g de tetraborato de sédio e 0,5 g de dodecil
sulfato de sddio. Adicionou-se, aproximadamente, 35 mL de agua deionizada e
solubilizou-se a mistura em banho de ultrassom por 30 minutos. Em um béquer
pesou-se 40 mg de OPA e solubilizou-se com 1 mL de metanol P.A.. A mistura foi
transferida para o baldo volumétrico onde estava a solugao de tetraborato de sédio e
dodecilsulfato de sédio. Adicionou-se 100 pyL de B-mercaptoetanol (Sigma-Aldrich,
EUA) e completou-se o volume utilizando agua deionizada (CHURCH et al., 1983).
Todo procedimento foi realizado ao abrigo da luz e a solugéo foi acondicionada em

frasco de vidro ambar e mantida em refrigeracao até o momento do uso.

3.2.7 Determinacao de acidos orgéanicos

O preparo das amostras consistiu na pesagem de 10 g do queijo Minas
Frescal probidtico em baldes volumétricos de 50 mL. Foram adicionados ao balao
140 pL de solucdo 15,5 N de &cido nitrico e o volume foi completado com uma
solugéo 0,009 N de acido sulfurico. A mistura resultante foi transferida para tubos de
ensaio e homogeneizada em vortex (Vortex Mixer, Labnet International, USA) por 1,5
minutos e colocada em banho-maria (SOC Fabbe LTDA, Brasil) a 50°C por 1 hora.
Em seguida, a mistura foi entdo centrifugada (centrifuga Beckman Coulter, Inc.,
modelo Allegra® 64R, USA) a 4.000 g por 20 minutos a 4°C. A fracao soluvel
localizada entre a primeira camada (gordura) e o precipitado (caseina) foi novamente
centrifugada a 14.000 g por 10 minutos. O sobrenadante foi filtrado em membrana

de 0,23 um de poro (Millipore, Brasil), transferidos para frascos tipo Eppendorf e
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mantidos congelados até o momento da analise (ONG; HENRIKSSON; SHAH,
2006). A extracao foi realizada em triplicata de amostra.

A quantificacdo dos &acidos acético, latico e citrico, foi feita por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) utilizando o método descrito por
Marsili, Ostapenko e Green (1981) com ajustes. A anadlise foi desenvolvida utilizando
um sistema modular Shimadzu LC-10 (Columbia, USA) composto de uma bomba
LC-10AT VP, um forno de coluna CTO-10AS VP, um detector de arranjo de diodos
(DAD) SPD-M20A VP, uma interface SCL-10A e software Class VP Workstation.
Uma coluna Aminex HPX-87H (300 x 7,8 mm) (BioRad, USA) foi utilizada com
temperatura de forno de 35°C. O DAD foi operado entre 200 e 800 nm. Os
cromatogramas para a analise quantitativa foram extraidos a 210 nm. As amostras
foram analisadas no modo isocratico, com fase movel 0,008 N de acido sulfurico,
fluxo de 0,5 mL/min e volume de injecdo de 20 pL. Os acidos orgéanicos foram
quantificados através do método do padrao externo. Foram utilizadas solucoes
padrées de concentracdes conhecidas de acido acético e acido latico (100, 80, 60,
40, 20 e 10 pg/mL) e acido citrico (200, 180, 160, 140, 120 e 100 pg/mL) injetadas
em triplicata. A concentragdo dos acidos organicos foi calculada para cada
tratamento pela interpolacdo das areas dos picos obtidas em comparacdo com as
obtidas com as solugdes padrdao. As concentracoes foram expressas em miligrama
de cada acido organico por grama de queijo. Os picos dos acidos organicos foram
identificados pelos tempos de retencdo (RT) e confirmados pela comparacdo do
espectro UV com os padrdes de referéncia.

3.2.8 Analises reoldgicas

Para a avaliagdo do comportamento reolégico do queijo Minas Frescal
probidtico e da amostra comercial, foram realizadas as analises de TPA (Texture
Profile Analysis), Compressao Uniaxial e Creep utilizando o texturémetro TAXT2
(Stable Micro Systems Ltd, Reino Unido). O equipamento foi ajustado com célula de
carga de 50 kg e operado pelo programa Texture Expert (Stable Micro Systems Ltd.).
As amostras foram preparadas retirando-se cilindros de 20 mm de diametro por 24

mm de altura, desprezando-se as regides do centro e as bordas do queijo. Os
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cilindros foram mantidos a 10°C durante 90 minutos para posterior analise. Todas as

determinacdes foram realizadas em sextuplicatas.

Anélise de Perfil de Textura

A andlise do perfil de textura foi realizada conforme metodologia descrita
por Santos et al. (2015). Os ensaios foram realizados mediante a aplicacdo de dois
ciclos consecutivos de compressao da amostra a 30% de sua altura inicial com uma
sonda de 30 mm de didmetro a uma velocidade axial constante de 1 mm/s. Os
dados foram coletados, e as curvas de perfil de textura foram desenhadas usando o
programa Texture Expert. Os seguintes parametros de textura foram calculados:
dureza (hardness), adesividade (adhesiveness), elasticidade (springness),
coesividade (cohesiveness), gomosidade (gumminess), mastigabilidade (chewiness)
e resiliéncia (resilience). Para cada tratamento, 6 partes das amostras foram usadas

na analise de textura instrumental.

Compressao uniaxial

A andlise de compressao uniaxial foi realizada comprimindo a amostra até
20% de sua altura inicial, com uma velocidade de compressdo axial constante e
igual a 1 mm/s (DANTAS et al., 2015; MAGENIS et al., 2014; FRITZEN-FREIRE et
al., 2010b).

Os dados brutos de forca e deslocamento foram convertidos em tenséo
verdadeira (true stress, o) € deformacao verdadeira (true strain, &), 0s quais podem

ser calculados pelas Eq. 1 e 2, respectivamente (FELICIO et al., 2016).

o o F0 _FOHO
A AH, (1)

ln[_Ho -AH J‘ @)

0
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Onde F(t), A(t) e H(t) representam a forca aplicada, a area de secéao transversal e 0
deslocamento da altura da amostra em funcéo do tempo, respectivamente; Ay e Hp
correspondem a area transversal inicial e a altura inicial da amostra,

respectivamente; e AH é a deformacao absoluta.

A partir da curva de tensao-deformacao (o-¢;) 0S seguintes parametros de
compressao uniaxial foram estimados: médulo de elasticidade (E), tensao de ruptura
(owp), deformagéo de ruptura (eqp) € trabalho de ruptura (W,,). O ponto de ruptura
corresponde ao primeiro ponto maximo local da curva ot-¢;, onde os valores de oy,
e enp S80 obtidos. O modulo de elasticidade (E) foi determinado como o coeficiente
linear da parte inicial da curva, quando esta apresenta comportamento linear. O
trabalho de ruptura (W) corresponde a area sob a curva ot-¢ até o ponto de
ruptura (FELICIO et al., 2016).

Creep

A andlise de Creep avalia o comportamento reolégico de um material
submetido a uma tensdo constante, sem haver ruptura, e monitorando a deformacao
em fungao do tempo. A andlise foi realizada aplicando-se a amostra uma forca axial
de compressao constante igual a 0,50 N durante 180 segundos (DANTAS et al.,
2015; OLIVARES et al., 2009). Apés esse tempo, a forca foi retirada e a recuperacéo
da amostra foi medida por mais 180 segundos. Os resultados foram expressos como
a razdo entre a deformacdo medida e a tensao inicial aplicada, denominado de
compliancia (J() = y(t) /ou). As curvas de Creep (compliancia (Pa”) x tempo (s))
foram ajustadas ao modelo de Burgers de quatro-componentes expresso na Eq. 3
(BURGERS, 1935):

T =J,+J,(1—e )+ (3)
My

Onde J(f) é a complidncia em fungéo do tempo t; Jy € a complidncia instantanea da
mola do modelo de Maxwell; J; é a complidncia viscoelastica que representa a

compliancia de retardado relacionada com o elemento de Kelvin-Voigt; t € o tempo
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de retardamento associado ao elemento de Kelvin-Voigt; e ny € a viscosidade

Newtoniana associada ao amortecedor do modelo de Maxwell.

3.2.9 Contagem seletiva da cultura probiodtica

A contagem de micro-organismos viaveis foi realizada em duplicata nos
periodos 1, 7, 14 e 21 dias de estocagem refrigerada do queijo Minas Frescal
probiético. O meio seletivo foi preparado utilizando MRS-agar (Difco, EUA) com
adicdo de 100 mL de solucdo de glicose a 20% (p/v), 5 mL de solucao de
dicloxacilina (Sigma-Aldrich, EUA) a 0,01% (p/v), 10 mL de solucao de cloreto de litio
a 11,11% (p/v) e 5 mL de solugao de cloreto de cisteina a 10% (p/v) para cada 1000
mL de meio de cultura (MAGANHA et al., 2013).

Para a contagem seletiva da cultura probiética Bifidobacterium animalis
subsp. lactis BB-12° uma amostra de 25 g de queijo foi homogeneizada em sacos
plasticos tipo Stomacher 400 (Seward Co., Reino Unido) com 225 mL de solucéo de
citrato de sodio a 2% (p/v) por 3 minutos e submetida a diluicbes sucessivas em
agua peptonada (Merck, Alemanha) a 0,1% (p/v). O plagueamento foi realizado em
profundidade, as placas foram incubadas invertidas em jarras contendo gerador de
anaerobiose (BD, EUA) a 37°C por 72 horas.

3.2.10 Viabilidade as condicdes do trato gastrointestinal

O preparo do suco gastrico artificial (SGA) foi realizado segundo Mozzi et
al. (2009) e Picot e Lacroix (2004) com modifica¢des, utilizando cloreto de potassio
(1,12 g/L), cloreto de sédio (2,0 g/L), cloreto de célcio (0,11 g/L) e fosfato de potassio
monobasico (0,4 g/L), sendo esterilizado a 121°C/15 minutos. Imediatamente antes
da sua utilizacao, o SGA foi adicionado de mucina tipo Ill - M1778 (3,5 g/L) (Sigma-
Aldrich, EUA) e pepsina (0,26 g/L) (Sigma-Aldrich, EUA) e o pH foi ajustado entre 1,4
a 1,9 com HCI 1N.
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A viabilidade das bifidobactérias as condicbées que simulam o trato
gastrointestinal foi realizada seguindo a metodologia de Liserre, Ré e Franco (2007)
com modificagdes. Uma amostra de 25 g de queijo foi homogeneizada em sacos
plasticos tipo Stomacher com 225 mL de solucdo de SGA por 3 minutos. Uma
aliquota de 100 mL da solucédo (SGA + amostra) foi transferida para um erlenmeyer
fechado e incubada a 37 °C, sob agitacdo em banho metabdlico tipo Dubnoff.
Partindo dessa solugao, foram realizadas diluicoes sucessivas e plaqueamentos nos
tempos 0, 60 e 120 minutos de exposicao ao SGA. Transcorridos 120 minutos, o pH
da solucao foi ajustado entre 4,3 a 5,2 com adicdo de NaHCO;3; (1 N) e foram
adicionados bile bovina B3883 (10 g/L) (Sigma-Aldrich, EUA) e pancreatina P1625
(1,95 g/L) (Sigma-Aldrich, EUA). Um quarto plaqueamento foi realizado ap6s 2 horas.
Neste momento, o pH da solucdo foi ajustado para 6,7 a 7,5 e o quinto
plagueamento foi realizado apds 2 horas nesta faixa de pH, totalizando 360 minutos
de simulacao as condi¢gdes do trato gastrointestinal.

3.3 Avaliacao Sensorial

Previamente a avaliacdo sensorial, os queijos foram analisados quanto ao
padrao microbioldgico estabelecido pela legislacdo (BRASIL, 2001) e mediante
aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa (ANEXO 1). Os testes foram realizados
no laboratério de Analise Sensorial do Departamento de Tecnologia de Alimentos da
FEA-UNICAMP (Campinas, SP, Brasil), que conta com cabines individuais e controle

de iluminagéo e temperatura.

Foram consultados 105 consumidores, dentre os quais 56 % eram
mulheres, 44 % homens e 74 % apresentavam faixa etaria de 20 a 30 anos. Um
questionario foi aplicado para o levantamento do perfil dos consumidores (ANEXO

3). Para a avaliagdo sensorial foram realizados os seguintes testes:

e Para o queijo Minas Frescal probidtico: teste de aceitagdo com escala heddnica

(atributos: aparéncia, aroma, sabor, textura e impressao global), escala do ideal
(gosto acido e textura) e intencao de compra.
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e Para o produto embalado: teste de aceitagdo com escala heddnica (analise visual

do conjunto queijo + sistema de embalagem) e intengdo de compra.

As andlises foram realizadas ap6és 21 dias de estocagem refrigerada. Uma
amostra comercial de queijo Minas Frescal probiético também foi avaliada a fim de

compara-la aos demais tratamentos.

As amostras (= 15 g) foram apresentadas monadicamente em copos
plasticos descartaveis codificados com numeros aleatérios de trés digitos. As
amostras permaneceram estocadas sob refrigeracao (5 + 1 °C) até o momento do

teste.

Foram realizados testes de aceitagao utilizando escala hedbnica e escala
do ideal, ambas numéricas e estruturadas de 9 pontos (MEILGAARD et al., 1999).
Para a avaliacdo da intencdo de compra foi utilizada uma escala de 5 pontos. As

fichas dos testes estdo apresentadas no ANEXO 2.

Os efeitos first-order-carry-over foram balanceados através de

delineamento publicado por Mac Fie et al. (1989).

3.4 Caracterizacao do Sistema de Embalagem

Apls a termosselagem, todas as amostras passaram por inspecao visual

da area de fechamento para verificar possiveis falhas.

As amostras foram submetidas a analise de composicdo gasosa do
espaco livre da embalagem para medida da porcentagem (%) de CO, e O, antes da
abertura das mesmas nos intervalos de 1, 7, 14 e 21 dias de estocagem refrigerada.

As concentracbes dos gases CO, e O. no espaco livre foram
determinadas com o uso de um analisador de gas PacCheckTM 650 Dual Head
Space Analyser (Modern Company Inc. — MOCON, EUA).

A taxa de permeabilidade ao oxigénio do material de embalagem foi

avaliada através do método coulométrico com uso do aparelho de transmissédo de
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oxigénio do tipo OX-TRAN Oxygen Permeability modelo 2/61 MJ (Modern Company
Inc. — MOCON, EUA), através da metodologia ASTM F1307-02.

A espessura da embalagem foi medida com micrdmetro (modelo 543-782,
Mitutoyo ABSOLUTE, Japéao), de acordo com a metodologia ASTM D6988-13.

3.5 Delineamento experimental e analise estatistica dos dados

Foram realizados 3 processamentos experimentais de queijo Minas
Frescal probidtico utilizando os mesmos parametros de processo e metodologias de

andlise.

Para a andlise estatistica foi usado o Delineamento em Blocos
Casualizados (DBC) com no minimo 3 repeticdes. O experimento foi montado em
esquema fatorial 5 x 4. Os efeitos do tipo de queijo (5 niveis de variacao: tratamentos
1,2, 3, 4 e 5), do tempo de estocagem (4 niveis de variacao: 1, 7, 14 e 21 dias) e da
interacao destes fatores, foram avaliados pela Anélise de Variancia (ANOVA) com
teste F a 5% de probabilidade, sendo as médias comparadas com teste de Tukey a

um nivel de significancia de 5%.

A analise estatistica dos resultados da avaliagcdo sensorial foi realizada
por andlise de variancia (ANOVA), sendo as diferengas avaliadas pelo teste de

Tukey de comparacdes de médias ao nivel de 5% significancia.

Todos os célculos foram realizados utilizando-se o programa Statistica for
Windows (versdo 7.00) e o Assistat 7.5 beta.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacao fisico-quimica e microbioldgica do leite e do queijo
Minas Frescal

A Tabela 1 apresenta os resultados médios das analises fisico-quimicas
realizadas no leite cru e pasteurizado durante os processamentos do queijo Minas
Frescal probiético.

Observa-se que os resultados médios de acidez do leite cru e tratado
termicamente apresentaram-se de acordo com o0 que preconiza a Instrucéao
Normativa n° 62 que abrange o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade do
Leite Cru e do Leite Pasteurizado (BRASIL, 2011).

Conforme a Instrucdo Normativa n° 4 (BRASIL, 2004), que altera o
Regulamento Técnico de ldentidade e Qualidade de Queijo Minas Frescal (BRASIL,
1997), o queijo Minas Frescal se enquadra na classificacdo de queijo semi-gordo (25
e 44,99% de gordura) e de muito alta umidade (maior que 55%). Diante desses
critérios, pode-se notar na Tabela 1 que, a média dos trés processos resultou em um
queijo magro (< 25%) e com teor de umidade correspondente ao estabelecido na
legislacédo para o queijo do tipo Minas Frescal.
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Tabela 1. Composicao fisico-quimica e contagem do Bifidobacterium lactis BB-12® no queijo
Minas Frescal probiotico apés 1 dia de estocagem a 5+1°C e da amostra comercial.

_— . Leite Queijo Minas Amostra
Constituintes Leite Cru ) ‘o .
Pasteurizado Frescal Probiotico comercial

pH 6,71 + 0,02 6,72 £ 0,03 6,30 £ 0,11 4,85 + 0,01
Acidez titulavel (% de 0,16+0,02 0,16 0,02 0,12 + 0,01 0,67 + 0,01
acido latico)
Umidade (%) - - 60,41 + 2,88 64,52 + 0,03
Gordura (%) - - 23,00 £3,25 64,52 + 0,03
Proteina total (%) - - 19,25 + 1,65 -

Bifidobacterium BB-12%

9
+
(UFClg) 1,76 £ 0,55 x 10

4,74 +1,95 x 10°

Média £ desvio padréo, n = 3.

Em relacdo & contagem inicial da Bifidobacterium BB-12°, o queijo Minas
Frescal com um dia de estocagem atende ao estabelecido pela legislacao brasileira
de alimentos probidticos quando consumido uma porcdo de 100 gramas. A
legislacao brasileira em vigor determina que a quantidade minima viavel de micro-
organismos probidticos na recomendacdo diaria do produto deve estar entre 10% e
10° UFC (BRASIL, 2008). No entanto, 6rgdos consultivos e regulamentadores
geralmente estipulam que os alimentos que contém organismos probidticos precisam
apresentar mais que 10® — 10’ UFC/g no momento do consumo (LEE, 2009a). Na
Figura 3 podem ser observadas coldnias isoladas de BB-12% presentes no queijo
Minas Frescal apés fixagcdo em laminas e coloracao de Gram.

A amostra comercial de queijo Minas Frescal probidtico apresentou
valores de acidez, gordura e contagem de bifidobactérias superiores aos obtidos no
queijo Minas Frescal probidtico produzido neste estudo. J& o pH resultou em niveis
inferiores. A amostra comercial foi analisada com 16 dias de estocagem desde sua
producao, e, durante este periodo, a atividade metabdlica das bactérias probiodticas
que resultam na produgado de acidos organicos e as reacoes de lipolise, podem ter
contribuido para o aumento da acidez titulavel e a diminuicdo do pH neste queijo.
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Figura 3. Microscopia éptica de coldnias de Bifidobacterium lactis — BB1 2® isoladas de queijo Minas
Frescal. Lente objetiva 100X.

4.2 Viabilidade da bactéria Bifidobacterium lactis durante o tempo de
estocagem e na simulacao ao trato gastrointestinal

Na Tabela 2 s&o apresentados resultados das contagens da
Bifidobacterium BB-12%. Durante o tempo de 21 dias de estocagem refrigerada,
houve um crescimento de aproximadamente um ciclo logaritmico, notado
especialmente na primeira semana. Isso se deve ao tempo de acomodacdo e
reativacdo da bactéria na massa do queijo. Desta forma, apdés 7 dias, todos os
tratamentos apresentaram contagens de 10’ UFC/g, atendendo a recomendacéo
minima viavel preconizada pela legislagcdo brasileira para alimentos probioticos
(BRASIL, 2008) e ao que recomenda a comunidade cientifica como quantidade
terapéutica, ou seja, a concentragdo de 10° e 10’ UFC/g no produto final, atingindo
108 e 10° UFC, proveniente de um consumo diario de 100 g ou 100 mL do alimento
(TALWALKAR et al., 2004).

Na Figura 4 observa-se que a curva de crescimento da bifidobactéria
aumentou em todos os tratamentos ao longo do tempo, especialmente na primeira

semana de estocagem. Como mostra a Tabela 2, a contagem total da bifidobactéria
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nas amostras nao variou estatisticamente (p>0,05) ao longo do 7° ao 21° dia de
estocagem. Ja em relacdo ao tipo de embalagem, pode ser observado que os
tratamentos com N, e CO. apresentaram maior viabilidade até o 21° dia de
estocagem, diferindo significativamente (p<0,05) da amostra controle (sem AM /

VAacuo), que por sua vez, apresentou menor contagem dentre todos os tratamentos.

Em um estudo desenvolvido por Kawasaki e colaboradores (2007),
determinou-se que a presenca de CO, é um fator essencial para o crescimento em
superfice de cepas de Bifidobacterium testadas sob condigdes anaerdbias. A funcao
do CO, nado é tanto para melhorar a tolerancia ao oxigénio, mas para estimular o
crescimento. O mecanismo molecular de demanda de CO, das bifidobactérias
precisa ser esclarecido mediante pesquisas das enzimas envolvidas na fixagcdo de
CO2, na hidratacdo de CO, e nas reagbes de carboxilagdo. No mecanismo de
estimulacdo do desenvolvimento da colénia de B. boum o CO, é a forma mais
oxidada do carbono e pode atuar como um receptor de elétrons na manutengéo do
equilibrio redox celular (KAWASAKI, et al. 2007). Esta hip6tese pode explicar o
maior desenvolvimento da bifidobactéria nos tratamentos com 100% CO. e 100%
N2, uma vez que no interior da embalagem de N2 a concentracdo de CO, aumentou

ao longo do tempo de estocagem, tendendo a saturacéo da atmosfera com este gas.
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Figura 4. Contagem de Bifidobacterium lactis BB-12° em queijo Minas Frescal probidtico sob
diferentes sistemas de embalagem durante 21 dias de estocagem a 5+1°C. Controle = amostras
embaladas sem atmosfera modificada; Mistura = amostras embaladas com atmosfera composta por 1
gas carbbnico : 1 nitrogénio; CO2 = amostras embaladas com gas carbbnico; N2 = amostras
embaladas com nitrogénio; Vacuo = amostras embaladas a vacuo.

A queda na curva de crescimento da Bifidobacterium BB-12® na amostra
controle pode ser explicada pela caracteristica anaerdbia restrita desta bactéria.
Como este tipo de embalagem permitia a livre troca gasosa com o ambiente externo,
o contato com o oxigénio pode ter influenciado neste comportamento. Como o queijo
representa uma matriz compacta, talvez o oxigénio presente na massa nao seja o
fator determinante, e sim o fato da troca gasosa permitir o crescimento de maior
namero de micro-organismos aerobios no queijo durante a estocagem, o que por
competicdo, inibiu o desenvolvimento da bifidobactéria, especialmente apds a

segunda semana.

Também pode ser observado que, independente da atmosfera presente
no interior da embalagem, o queijo Minas frescal permitiu a sobrevivéncia do
probiético em quantidade recomendada durante toda vida Gtil do produto. Isso se
explica pelo ambiente anaerdbico, ou com baixa taxa de oxigénio, proporcionado ao
micro-organismo no interior do queijo. Além disso, o0 queijo fresco produzido

apresentou um pH préximo ao valor neutro, € um produto com alta atividade de agua
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e foi estocado em ambiente refrigerado, o que também favoreceu o desenvolvimento

microbiano.

Com relagcdo a viabilidade ao trato gastrointestinal, as amostras
acondicionadas em atmosfera modificada ndo apresentaram diferenca significativa
(p<0,05), como pode ser visto na Tabela 2. Transcorridos 2 horas de teste entérico,
a contagem da bifidobactéria diminuiu um ciclo logaritmo no tratamento controle
quando comparado aos demais sistemas de embalagem. Nesta etapa, a amostra foi
submetida ao pH acido, ao suco gastrico artificial e a bile. Diante disso, a reducéo do
namero de col6nias se justifica pela maior fragilidade dessas bactérias estritamente
anaerdbias as substancias agressivas do trato gastrointestinal, quando as mesmas
ja foram sensibilizadas pelo contato com oxigénio presente na atmosfera da
embalagem durante todo o periodo de estocagem ou pela competicdo com os micro-
organismos aerdbios desenvolvidos. Na Figura 5 pode ser observado o
comportamento da curva de crescimento bacteriano ao longo do tempo. Nota-se que
os tratamentos com AM e vacuo apresentaram maior viabilidade, sendo que a
contagem final ndo diferiu estatisticamente (p>0,05) entre eles. No entanto, nota-se
uma significativa discrepancia (p<0,05) de aproximadamente 2 ciclos logaritmos

entre o tratamento com mistura gasosa (1CO2: 1Ny) e o tratamento controle.



Tabela 2. Viabilidade da Bifidobacterium lactis BB-12® em queijo Minas Frescal probiético sob diferentes sistemas de embalagem apés 21 dias

de estocagem refrigerada a 5+1°C.

Tempo (dias) Controle Mistura CO, N, Vacuo
1 6,66 + 0,13%° 6,66 + 0,13%° 6,66 + 0,13%° 6,66 + 0,13% 6,66 + 0,13%°
Contagem total BB-12° 7 7,00 £0,01% 7,03 +0,08** 7,17 £0,01* 6,96 + 0,00” 7,03 +0,02**
(log UFC/g) 14 7,14 + 0,04%* 7,01 £ 0,04%* 7,08 +0,03%* 7,21 £0,10% 6,98 + 0,07°*
21 6,96 + 0,03 7,11 £0,01°4 7,22 £0,11%* 7,33 £0,12% 7,05 + 0,05°
Tempo (minutos) Controle Mistura CO, N, Vacuo
0 5,87 + 0,04 6,27 + 0,05 5,93 +0,01*" 6,33 + 0,05 6,24 + 0,14
Viabilidade ao Teste 60 6,05 + 0,05 6,30 + 0,16 5,79 +0,98* 6,06 + 0,03 6,36 + 0,06
Entérico 120 6,16 + 0,05** 6,40 + 0,88*" 5,85 + 1,46*" 6,07 +0,12** 6,15 + 0,08**
(log UFC/g) 240 5,31 + 1,03** 6,96 + 0,00 6,46 + 0,21%** 6,49 + 0,73%* 6,23 + 0,22%°"
360 5,20 + 0,07** 6,84 + 0,07** 6,29 + 0,51%* 6,28 + 0,90** 6,30 + 0,02***

Média + desvio padrdo (n = 3). *>° As médias seguidas de mesma letra mintscula na linha nio diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade (p>0,05) em
relagao ao tratamento. ~®° As médias seguidas por mesma letra maiuscula na coluna nao diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade (p>0,05) em
relacdo ao tempo de estocagem. Controle = amostras embaladas sem atmosfera modificada; Mistura = amostras embaladas com atmosfera composta por 1
gas carbonico : 1 nitrogénio; CO, = amostras embaladas com gas carb6nico; N, = amostras embaladas com nitrogénio; Vacuo = amostras embaladas a
Vacuo.
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Figura 5. Viabilidade do micro-organismo Bifidobacterium lactis BB-12° ao teste entérico realizado
apés 21 dias de estocagem do queijo Minas Frescal a 5+1°C em diferentes sistemas de embalagem.
seguidas por mesma letra mailscula na coluna ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade
(p>0,05) em relagdo ao tempo de estocagem. Controle = amostras embaladas sem atmosfera
modificada; Mistura = amostras embaladas com atmosfera composta por 1 gas carb6nico : 1
nitrogénio; CO2 = amostras embaladas com gas carb6nico; N2 = amostras embaladas com
nitrogénio; Vacuo = amostras embaladas a vacuo.

4.3 AQuantificacao de acidos organicos acético, latico e citrico

Os acidos organicos estao presentes em produtos lacteos como resultado
da hidrélise de acidos graxos, da adicao de acidulantes (como acidos citrico, latico e
propidnico), da bioquimica natural de processos metabdlicos do animal (como acidos
citrico, Urico, ascorbico, entre outros), ou do crescimento microbiano (como acidos
piravico, latico, acético e propiénico) (MARSILI et al., 1981). Desta forma, em
produtos lacteos fermentados, o perfil de acidos organicos € um indicador da
atividade metabdlica de culturas bacterianas adicionadas (ADHIKARI et al., 2002).

Na Tabela 3 sdo apresentados os resultados do perfil dos acidos
organicos (latico, acético e citrico) presentes nas amostras de queijo Minas frescal
probidtico ao longo da estocagem. Como pode ser notado, a concentragao de acido

acético aumentou de maneira semelhante entre as amostras, tanto ao longo do
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tempo, como em relacdo aos tipos de tratamento (p>0,05). Na Figura 6 pode-se
observar que de maneira geral, a concentracdo de acido acético aumentou apds o
sétimo dia de estocagem, para todas as amostras, o que vai de acordo com a curva
de crescimento da bifidobactéria apresentada na Figura 4. Este resultado se explica
pelo fato das bifidobactérias produzirem &cido acético e acido latico a partir da
lactose pela via frutose-6-fosfato. A rota fermentativa resulta em 3 moles de acido
acético e 2 moles de acido latico para cada 2 moles de glicose, o que gera uma
razado molar de 3 : 2 (acético : latico) (ONG; HENRIKSSON; SHAH, 2006). Desta
forma, a medida que ha um maior desenvolvimento microbiano, o teor desses

acidos, especialmente do acético, por consequéncia, tende a aumentar.

Diante disso, assim como o acido acético, a concentracéo de acido latico
aumentou apds uma semana de estocagem, sendo que as maiores concentracdes
finais ocorreram nas amostras com Nz e com mistura de gases (CO2 / Np). Como
apresentado na Figura 6, a menor concentracdo de acido latico ocorreu na amostra
controle, resultado do crescimento inferior de bifidobactérias em relacdo aos outros
tratamentos (Figura 4). Nota-se também na Tabela 3 que a concentracdo de &cido
latico superou a concentracdo de acido acético, apesar da razdo em moles entre 0s
acidos ser 3 acetatos para 2 lactatos. No entanto, deve-se considerar o resultado do
metabolismo das bactérias NSLAB (non starter lactic acid bacteria). Algumas
espécies de bactérias produtoras de acido latico sado termofilicas, como a
Streptococcus thermophilus (ROBINSON; LTSARANUWAT, 2002) e por isso, podem
resistir a pasteurizacao do leite. Segundo Ong, Henriksson e Shah (2006), acredita-
se que as NSLAB ganham acesso ao queijo durante a manufatura ou sobrevivem a
pasteurizacdo. Em queijos feitos a partir de leite pasteurizado, as NSLAB
apresentam uma baixa contagem (<103 UFC/g) no inicio do periodo de estocagem e
que pode aumentar rapidamente (102 UFC/g) entre 2 e 4 meses (FARKYE;
VEDAMUTHU, 2002). A contribuicdo de acido latico proveniente da formulacao do
queijo na concentracdo total foi minima, ja que o teor inicial apresentado foi de
apenas 0,24 mg/g.

De acordo com Walstra, Wouters e Geurts (2006), o leite apresenta
naturalmente cerca de 0,17 % (m/m) de &cido citrico, o que esta de acordo com o
teor inicial nas amostras do queijo probiético (Tabela 3). No entanto, esta
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concentracao apresentou uma reducao significativa (p<0,05) ao longo do tempo em
todos os tratamentos. A amostra controle apresentou um decréscimo mais atenuado,
conforme Figura 6, 0 que concorda com o menor desenvolvimento da bifidobactéria
nesse tratamento. Da mesma maneira, os resultados publicados por Adhikari e
colaboradores (2002) sobre o perfil de &cidos organicos em iogurtes probioticos,
mostraram que na fermentacdo houve uma grande reducao do teor de &cido citrico
indicando que as bifidobactérias poderiam ter utilizado parte deste acido. De acordo
com Jalili, Razavi e Safari (2010), que estudaram o desenvolvimento da BB-12® em
leite desnatado, existe uma alta correlagdo entre o consumo de acido citrico pela
bactéria e 0 aumento da producéo de acido succinico durante a fase estacionaria de
crescimento da B. animalis subsp. lactis BB-12°, indicando que estes &cidos sejam

metabolizados em rotas semelhantes.



Tabela 3. Composicdo em acidos organicos do queijo Minas Frescal probiético em diferentes sistemas de embalagem apéds 21 dias de

estocagem refrigerada a 5+1°C.

Controle Mistura CO, N. Vacuo

Tempo (dias) Acido Acético (mg/q)

0 1,35 £ 0,18% 1,35+ 0,18%° 1,35+ 0,18%° 1,35+ 0,18%° 1,35+ 0,18%°

7 1,00 +0,16% 1,42 + 0,25 1,28 + 0,22% 1,44 + 0,38% 1,18 +0,13*®

14 1,88 + 0,13 2,55 +0,23** 2,34 +0,39%" 2,30 + 0,812 2,77 £0,18**

21 2,88 + 0,67 2,81 +0,20* 2,36 + 0,24%* 2,34 +0,52%* 2,62 + 0,24%*
Tempo (dias) Acido Latico (mg/qg)

0 0,24 + 0,08 0,24 +0,08% 0,24 +0,08% 0,24 +0,08% 0,24 + 0,08

7 0,19 +0,07°° 1,27 +0,76% 0,69 + 0,01 1,31 £ 0,22% 0,46 + 0,38°°

14 1,75+ 0,11 5,37 + 0,51 3,07 0,13 3,82+ 0,72 2,86 + 0,08°®

21 2,32 + 0,25 6,21 + 0,03* 4,27 +0,08°* 5,96 + 0,44 4,03 +0,18"
Tempo (dias) Acido Citrico (mg/g)

0 2,16 £0,18*" 2,16 +£0,18*" 2,16 +£0,18*" 2,16 £0,18*" 2,16 +0,18*"

7 2,20 +0,15* 1,67 + 0,49%4 1,75 + 0,224 1,67 + 0,33%4 1,51 + 0,62

14 1,65 + 0,748 0,66 + 0,118 0,91 +£ 0,418 0,94 +0,74*® 0,78 + 0,33

21 1,36 + 0,58%° 0,68 + 0,22°® 0,80 + 0,28%*° 0,70 + 0,31%® 0,46 + 0,20

Média + desvio padrao (n = 3). *> % As médias seguidas de mesma letra mintiscula na linha néo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade (p>0,05)
em relagdo ao tratamento. A.B.C.D As médias seguidas por mesma letra mailscula na coluna nao diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade (p>0,05)
em relagdo ao tempo de estocagem. Controle = amostras embaladas sem atmosfera modificada; Mistura = amostras embaladas com atmosfera composta
por 1 gas carbbnico : 1 nitrogénio; CO, = amostras embaladas com gés carbonico; N, = amostras embaladas com nitrogénio; Vacuo = amostras embaladas a
vacuo.
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Figura 6. Concentracdo dos &cidos organicos (acético, latico e citrico) no decorrer de 21 dias de
estocagem a 5+1°C do queijo Minas Frescal probiotico acondicionados sob diferentes sistemas de
embalagem. Controle = amostras embaladas sem atmosfera modificada; Mistura = amostras
embaladas com atmosfera composta por 1 gas carbdnico : 1 nitrogénio; CO2 = amostras embaladas
com gas carbdnico; N2 = amostras embaladas com nitrogénio; Vacuo = amostras embaladas a

vacuo.
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4.4 Avaliacao da acidez titulavel, pH, umidade e atividade proteolitica

A Tabela 4 apresenta as caracteristicas fisico-quimicas do queijo Minas
Frescal probiético. Ao longo do tempo, o teor de acidez aumentou e,
consequentemente, o pH apresentou decréscimo. Este resultado aparece em maior
significancia (p<0,05) na amostra controle. Isso indica que houve pés-acidificagdo do
queijo durante o periodo de estocagem refrigerada em decorréncia do metabolismo
fermentativo das bifidobactérias e das NSLAB, conforme ja discutido no item 4.3.

De maneira geral, o teor de umidade das amostras apresentou baixa
reducdo no decorrer do tempo, o que pode ser visto mais significativamente nos
primeiros sete dias de estocagem refrigerada. Como pode ser observado na Tabela
4, em comparacado aos tipos de tratamento, o teor de umidade nao apresentou
diferenga significativa (p>0,05). Conforme mencionado, a Instru¢do Normativa n°® 4
(BRASIL, 2004) caracteriza o queijo Minas Frescal como de muito alta umidade
(maior que 55%). A baixa perda de umidade ocorreu devido a sinérese durante a
estocagem refrigerada, que expulsa parte do soro retido na massa do queijo.
Conforme pode ser notado na Figura 7, o soro permaneceu retido na embalagem,
influenciando na perda de umidade das amostras. Fox et al. (2000) observaram que
o aumento da concentragdo de ions H" na pos acidificacdo do produto, aliado ao
baixo teor de sal neste tipo de queijo, faz com que a forca de repulsdo entre as
micelas de caseina diminua, promovendo sua agregacao e, consequentemente, a

expulsao do soro e o aparecimento da sinérese.

Também pode ser notado na Tabela 4, que a atividade proteolitica
aumentou no decorrer do tempo em todos os tratamentos, sendo que o resultado de
maior expressao ocorreu na amostra controle (p<0,05). De maneira geral, como este
€ um queijo fresco e por isso, tem um curto periodo de vida util, uma baixa atividade
proteolitica foi observada em 21 dias. Masuda et al. (2005) também obtiveram
valores baixos de atividade proteolitica em queijo fresco ndo adicionado de bactéria
probidtica. Em relacdo a influéncia da bifidobactéria, conforme apresentado por
Bergamini e colaboradores (2009), este género apresenta uma fraca atividade
proteolitica. Portanto, a protedlise observada durante o periodo de estocagem pode
ter ocorrido sob influéncia da quimosina remanescente do coalho e enzimas

originadas da atividade bacteriana.
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No entanto, a ocorréncia da maior taxa de protedlise na amostra controle
pode ser explicada pela presenca de oxigénio no interior da embalagem. Na
realidade, o oxigénio influenciaria indiretamente, ja que o ambiente aerdbio formado
possibilita o desenvolvimento de um maior nimero de micro-organismos com
propriedades proteoliticas. Desta forma, segundo Walstra, Wouters e Geurts (2006),
as enzimas proteoliticas podem ser provenientes de diversas fontes, como das
bactérias acidos laticas, da flora desenvolvida na superficie do queijo durante a
estocagem ou no seu interior e das bactérias resistentes a pasteurizagao do leite.

CONTROLE

Figura 7. Queijo Minas Frescal probiotico com 21 dias de estocagem refrigerada a 5+1°C. Controle =
amostras embaladas sem atmosfera modificada; Mistura = amostras embaladas com atmosfera
composta por 1 gas carbdnico : 1 nitrogénio; CO, = amostras embaladas com gas carbénico; N, =
amostras embaladas com nitrogénio; Vacuo = amostras embaladas a vacuo.
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Tabela 4. Composicao fisico-quimica do queijo Minas Frescal probiético em diferentes
sistemas de embalagem apoés 21 dias de estocagem a 5+1°C.

Tempo

(dias) Controle Mistura CO, N, Vacuo
1 0,11+0,01°®*  0,11+0,01°® 0,11+0,01 0,11£0,01®  0,11+0,01°°
7 0,13+0,02°®*  0,13+0,02® 0,12+0,01*  0,12+0,02® 0,13 +0,04™
Acidez (%)

14 0,16 +0,04™® 0,16 +0,05"®  0,13+0,03"* 0,13+0,04™® 0,18+0,05""°

21 0,21+0,05* 0,18+0,08* 0,15+0,04”™ 0,19+0,08™* 0,19 +0,07°™

1 6,28 +0,11"  6,28+0,11"  6,28+0,11"*  6,28+0,11** 6,28 +0,11™"

7 6,21+0,08"°  6,16+0,10"® 6,19+0,05® 6,13+0,06° 6,12+0,16™°

PH 14 6,03+0,11°  6,01+0,18" 6,11+0,17""® 6,08 +0,14® 5,96 +0,23°*

21 584+0,13°° 587+0,22°° 6,03+0,27°° 587+0,23°  588+0,17°

1 60,87 +2,88"" 60,87 +2,88"" 60,87 +2,88"" 60,87 +2,88"" 60,87 +2,88™"
Umidade 7 59,13 +1,97*" 56,74 +2,54°® 5527+2,81°" 5566+1,8°° 5828+1,94°"
(%) 14 57,60+2,80" 57,31+2,10° 56,64%2,48" 56,86+347° 57,87+249"

21 58,52 +3,50" 5583+2,86" 56,71+1,69" 56,62+2,40°° 5895+2,36™

1 0,03+0,01°° 0,03+0,01°® 0,03+0,01® 0,03+0,01°  0,03+0,01°°

P'Lr\(t)'t‘ggﬁﬁga 7 0,03+0,00°°  0,04+0,000° 0,05+0,00™ 0,04+0,02  0,04+0,00°®
n=(?ﬁlt())?|-m) 14 0,14+0,03* 0,10+0,01°® 0,07+0,02* 007£0,01®  0,06+0,01*
21 0,11+0,01®® 0,10£0,01** 0,07 +0,00™  0,09+0,00*  0,07+0,01"

Média + desvio padrdo (n = 3). **° As médias seguidas de mesma letra minGscula na linha nio

diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade (p>0,05) em relagdo ao tratamento. ABC As médias
seguidas por mesma letra mailscula na coluna nao diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade
(p>0,05) em relacdo ao tempo de estocagem. Controle = amostras embaladas sem atmosfera
modificada; Mistura = amostras embaladas com atmosfera composta por 1 gas carbbnico : 1
nitrogénio; CO, = amostras embaladas com gas carbdnico; N, = amostras embaladas com nitrogénio;
Vacuo = amostras embaladas a vacuo.

4.5 Taxa de permeabilidade ao oxigénio do laminado e composicao

gasosa do interior da embalagem

A embalagem flexivel de Nylon/PEBD apresentou espessura de 48,50 +
1,66 um e taxa de permeabilidade ao oxigénio (TPO,) de 45,38+1,05 cm3
(CNTP)/(m?.dia) a 23°C e 50% de umidade. Estes valores estdo préximos aos
encontrados por Oliveira et al. (2006) quando analisaram filmes com poliamida (PA)
que apresentaram TPO, entre 32 e 72 cm3(CNTP)/m?/dia a 23°C e 50% de umidade.
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O controle do volume de oxigénio presente em uma embalagem é de
fundamental importdncia para a durabilidade de muitos produtos alimenticios.
Embalagens a vacuo ou com atmosfera modificada sdo normalmente utilizadas para
proteger os produtos do oxigénio. A taxa de permeabilidade ao oxigénio é uma
caracteristica importante dos materiais flexiveis com propriedade de barreira.
Entretanto, ndo é apenas esta caracteristica que define a estabilidade de um produto
sensivel ao oxigénio, mas também o oxigénio incorporado no produto, aquele
presente no espacgo livre da embalagem, e a integridade do fechamento da
embalagem, sdo parametros que afetam a sua estabilidade (SARANTOPOULOS et
al., 2002).

Na Figura 8 pode ser observado o comportamento das concentracdes de
oxigénio e gas carbbnico no espaco livre das embalagens dos 5 tratamentos ao
longo do tempo de estocagem refrigerada. No tratamento com embalagem a vacuo,
as concentracdes de O, e CO, permaneceram nulas ao longo de todo o periodo de
estocagem, o que demonstra a capacidade de barreira aos gases do filme utilizado e
a eficiéncia da termosselagem nestas embalagens. Além disso, baixas temperaturas
reduzem significativamente a taxa de permeabilidade aos gases dos materiais de

embalagem.

Sabe-se que as concentracbes de O, e CO, do ar atmosférico sdo de
aproximadamente 20% e 0,03%, respectivamente. A concentracao de O, presente
na amostra controle decresceu drasticamente ao longo do tempo. Este
comportamento sugere que, a medida em que as culturas de micro-organismos
aerdbios presentes no queijo e no interior da embalagem se desenvolviam, um maior
consumo de oxigénio foi verificado. Desta forma, pode-se sujerir que a taxa de O,
permeado na embalagem de PEBD foi menor que a taxa de oxigénio consumida

pelos micro-organismos presentes na amostra.

Em relacdo ao CO,, pode-se perceber que a embalagem com 100% de
CO. apresentou vacuo em sete dias de estocagem, ou seja, este gas foi totalmente
solubilizado ou possivelmente consumido. Ja nas embalagens envasadas com 100%
de N2 e na amostra controle, em menor propor¢cédo, houve aumento da concentracao
de CO,, 0 que pode ser explicado pela producao deste gas pelos micro-organismos

presentes no interior da embalagem. A amostra envasada com mistura 1:1 de
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CO2/N; apresentou queda na concentracdao de CO, na primeira semana, porém apés
este periodo, nota-se um aumento do teor deste gas. De acordo com Ray (2005),
algumas espécies de bactérias laticas fermentam a glicose produzindo uma mistura
de acido latico, etanol, acido acético e CO,. Diante disso, pode-se considerar a
hip6tese de que a atividade metabdlica dessas bactérias contribuiu para o aumento
da concentracdo de CO,, em especial nos tratamentos com Ny e mistura de CO2/No.
Ademais, as bifidobactérias sdo heterofermentativa e sao, portanto, capazes de
produzir alguns tipos de acidos e pequenas quantidades de CO, (JALILI; RAZAVI,
SAFARI, 2010).
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Figura 8. Comportamento dos gases O, e CO, no espaco livre dos sistemas de embalagem durante a
estocagem do queijo Minas Frescal probiotico a 5£1°C. Controle = amostras embaladas sem atmosfera
modificada; Mistura = amostras embaladas com atmosfera composta por 1 gas carbénico : 1 nitrogénio;
CO2 = amostras embaladas com gés carbdnico; N2 = amostras embaladas com nitrogénio; Vacuo =
amostras embaladas a vacuo.
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As composicées de gases aplicadas na embalagem de queijos podem
variar de 10% a 100% de CO,, tipicamente equilibrada com N> como um gas inerte
de enchimento, prevenindo o colapso da embalagem resultante da solubilizacdo do
CO.. Como consequéncia, o CO, é capaz de provocar uma troca dinamica entre o
alimento e a atmosfera do espaco livre. O grau desta troca depende das
propriedades do alimento, tais como a solubilidade especifica do CO2 no queijo, bem
como da relacdo entre o volume do alimento e do gas no espaco livre da
embalagem, e da concentracao inicial de CO,, tanto na embalagem quanto no
alimento. Este processo de equilibrio dinamico é relativamente rapido e é esperado
que ocorra dentro do primeiro dia ap6s a embalagem (JAKOBSEN, BERTELSEN;
2002). Durante o transporte e o periodo de estocagem, este intercambio do CO,
continuara como resposta as mudancgas nas condigcdes de temperatura. No caso do
gueijo acondicionado em atmosfera modificada, o volume do gas aplicado (isto €, do
espaco livre) é geralmente pequeno em comparacdo com o volume do queijo, para
agir como um tampao adequado para o equilibrio de CO,, e, com isso, grandes
alteracdes no volume do espaco livre e na composicao da atmosfera gasosa podem
ocorrer. O fato de que as embalagens sao frequentemente flexiveis ou semiflexiveis
resulta tanto na contracao (colapso) ou expansao da embalagem. Em alguns casos,
esta contragdo é totalmente intencional para criar uma embalagem a vacuo, e, em
outros casos, estas variacdes de volume sao indesejadas e podem causar a rejeicao
pelo consumidor no momento da compra (FAVA; PIERGIOVANNI, 1992).

4.6 Analises reoldgicas

4.6.1 TPA

O efeito da atmosfera modificada nas propriedades de textura de queijos
do tipo Minas Frescal acondicionados a 5+1°C durante 21 dias est4 apresentado na
Tabela 5. De forma geral as propriedades de dureza, gomosidade e mastigabilidade
sofreram um incremento ao longo dos 14 primeiros dias de estocagem seguida de
decréscimo apOs esse periodo. Os tratamentos CO, e Ny proporcionaram um
aumento na dureza e gomosidade quando comparadas ao controle. A
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mastigabilidade apresentou decréscimo para todos os tratamentos. A amostra
comercial apresentou valores significativamente (p>0,05) menores de dureza,
gomosidade e mastigabilidade quando comparados aos demais tratamentos. Essas
diferengas puderam ser percebidas também no teste sensorial de ideal de textura,
na qual a amostra comercial foi avaliada como menos consistente que o ideal
(Figura 12). Contudo, a amostra comercial apresentou valor significativamente maior
de adesividade. Os demais parametros nao apresentaram diferenga significativa. A
adesividade sofreu decréscimo significativo ao longo dos 14 dias de estocagem para
todos os tratamentos. A elasticidade indica a capacidade que um material tem de
recuperar a sua forma original apos ter sido deformado durante o primeiro ciclo de
compressao da analise de perfil de textura (BOURNE, 1978). Os tratamentos nao
apresentaram diferenca significativa com relagdo a elasticidade, mas observou-se
um aumento dessa propriedade ao longo de 14 dias de estocagem. Neste estudo, as
amostras de queijo tenderam a ter sua resiliéncia significativamente (p>0,05)
aumentada para todas as formulacdes ao longo dos 21 dias de estocagem. Esse
comportamento indica um aumento na resisténcia das amostras a deformacédo ao
longo do tempo. A coesividade representa a capacidade da amostra de manter a sua
estrutura apdés a compressdo (BOURNE, 1978). Essa propriedade tendeu a
aumentar ap6s 1 dia de estocagem permanecendo estavel apds esse periodo, 0

que, provavelmente, deve-se ao efeito do teor de gordura sobre a coeséao.



Tabela 5. Andlise de perfil de textura das amostras de queijo Minas Frescal probiotico.
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Tempo Adesividade .. .. . . Lars cea s
Amostra (diaS) Dureza (N) (N.s) Elasticidade Coesividade Gomosidade Mastigabilidade (N) Resiliéncia
Comercial - 526,99 + 114,74° -31,75 +25,12° 0,83 +0,03° 0,74 +0,03° 392,44 +97,94° 325,67 + 84,54° 0,39 + 0,02°
1 1076,96 + 46,36 20,78 +24,38**  0,82+0,03°® 0,71 +0,03® 766,90 + 52,64%° 631,00 + 36,2328 0,40 +0,01%®
Control 7 719,58 + 34,26°° 413,12 £19,56** 0,81 +0,02°® 0,76 +0,01®* 543,63 + 26,75% 440,81 + 17,68%° 0,44 +0,01%A
ontrole
14 1520,60 + 154,64%°" -7,99 + 3,10%* 0,88 +0,00** 0,76 +0,02®*  1156,30 + 133,39°" 1014,72 + 118,52%" 0,46 + 0,02%*
21 1009,28 + 117,65 -6,53 + 2,55%A 0,84 £0,01%® 0,76 £0,01®* 770,82 +90,52% 644,99 + 79,05°® 0,45 +0,01%
1 1076,96 + 46,36* -20,78 +24,38**  0,82+0,03** 0,71 +0,03** 766,90 + 52,64%° 631,00 + 36,23*8 0,40 +0,01%®
co 7 1128,55 + 283,89*"  -19,39 +27,65° 0,77 +0,14°® 0,78 £0,04** 879,93 + 215,67%8 696,03 + 259,97% 0,47 +0,03%
2
14 1386,01 + 155,18%°" 17,41 +26,69"* 0,87 +0,01®* 0,75+0,01°® 1037,89 + 120,76™* 906,39 + 109,78 0,45 +0,01°
21 989,99 + 138,19%8 -16,45 +24,18*"  0,85+0,01** 0,76 +0,01°* 749,21 + 109,97%® 638,75 + 96,758 0,46 + 0,01
1 1076,96 + 46,36 20,78 +24,38** 0,82 +0,03*® 0,71 +0,03®® 766,90 + 52,64% 631,00 + 36,23 0,40 + 0,013
va 7 783,26 + 97,32°® -14,78 +21,63** 0,81 £0,02°®  0,75+0,01*" 586,78 +79,77°° 477,49 + 75,19%° 0,43 £0,01*®
acuo
14 1092,24 + 173,36 -6,49 + 4,33%A 0,86 +0,01"* 0,75 +0,01°* 824,73 + 136,72 705,61 + 120,59°* 0,44 + 0,018
21 878,24 + 75,38 -6,68 + 4,12%A 0,84 +0,00®® 0,76 £0,01°* 665,14 + 58,50*® 558,27 + 51,158 0,46 + 0,01
1 1076,96 + 46,36 20,78 +24,38**  0,82+0,03°° 0,71 £0,03% 766,90 * 52,64%° 631,00 + 36,2328 0,40 +0,01%®
" 7 882,56 + 77,59°%8 -6,07 +1,80% 0,81 £0,01%° 0,75+0,01®® 663,65 + 54,58 540,11 + 46,29%° 0,44 +0,01%A
2
14 1787,06 + 62,36 -6,31 +2,49%A 0,88 +0,01*  0,75+0,01°®  1348,24 + 57,40% 1182,09 + 46,53 0,45 +0,01°
21 939,25 + 150,30%® 17,56 +24,39%* 0,84 +0,01*® 0,78 +0,01** 729,09 + 124,28% 615,68 + 114,94% 0,46 + 0,02
1 1076,96 + 46,36* 20,78 +24,38° 0,82 +0,03%%° 0,71 +0,03® 766,90 + 52,64* 631,00 + 36,23*8 0,40 + 0,013
Mist 7 888,52 + 129,28 14,11 £20,96** 0,81 £0,02°° 0,77 £0,01** 683,23 + 102,27 556,29 + 93,28 0,45 £0,01%"°
Istura
14 1080,30 + 112,31°* -5,67 + 0,69%* 0,86 £0,01°* 0,78 £0,00** 841,83 +87,80"" 719,74 + 75,33°* 0,47 +0,00%*
21 942,11 + 234,88% -18,59 +23,18*" 0,84 +0,01®® 0,77 +0,01®* 724,61 + 186,97 610,02 + 157,49% 0,46 + 0,01

Média + desvio padrdo (n = 6). **° As médias seguidas de mesma letra minGscula nao diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade (p>0,05) em relagdo ao tratamento. **© As médias seguidas
por mesma letra mailscula nao diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade (p>0,05) em relagdo ao tempo de estocagem. Comercial = amostras adquiridas comercialmente; Controle =
amostras embaladas sem atmosfera modificada; Mistura = amostras embaladas com atmosfera composta por 1 gas carboénico : 1 nitrogénio; CO, = amostras embaladas com gas carbénico; N, =
amostras embaladas com nitrogénio; Vacuo = amostras embaladas a vacuo.
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4.6.2 Compressao Uniaxial

Os valores para o médulo de elasticidade (E), deformagdo de ruptura
(€np), tensé@o de ruptura (o), € trabalho de ruptura (Wyp) calculados para as
amostras de queijo Minas Frescal submetidos a diferentes condi¢cdes atmosféricas
durante estocagem refrigerada a 5+1°C por 21 dias sdo apresentados na Tabela 6.
O mdédulo de elasticidade (ou médulo de Young) proporciona uma util indicacdo do
quao facilmente uma amostra pode ser comprimida e/ou esticada, por vezes referido
como a rigidez do material e corresponde a inclinacao da porgao linear da curva O-
€, onde a lei unica de Hooke é valida (GUNASEKARAN e AK, 2002; FOX et al.,
2000). A tensao de ruptura esta relacionada com a tenacidade da amostra, isto €,
sua resisténcia a compressao, enquanto que o trabalho de ruptura esta diretamente
relacionado com a dureza da amostra (FOX et al., 2000). A deformacédo na ruptura
denota a tensdo necessaria para causar um ponto de ruptura na amostra e pode ser

associado com a friabilidade das amostras (CUNHA et al., 2006).

De forma geral todos os paradmetros reportados neste trabalho foram
maiores que os reportados na literatura (DANTAS et al., 2015; FELICIO et al., 2016),
indicando uma maior rigidez das amostras. Contudo, os valores de tensao de ruptura
foram inferiores as amostras comerciais apresentadas por Magenis et al. (2014). A
amostra CO, apresentou maiores valores de modulo de elasticidade, tensdo de
ruptura e trabalho de ruptura, indicando maiores niveis de elasticidade, tenacidade e
dureza quando comparada ao controle. Os demais tratamentos nao apresentaram
diferenga significativa em comparagcao ao controle. De forma geral, 0 modulo de
elasticidade e tensao de ruptura apresentaram decréscimo apo6s 1 dia de estocagem
seguido de incremento no valor dessas propriedades o que indica um possivel
aumento na rigidez e dureza das amostras ao longo de 21 dias de estocagem. Isso
pode estar associado a um rearranjo da estrutura protéica dos queijos ao longo da
estocagem ou a perda de agua por exsudacdo e consequente diminuicdo da
umidade do queijo. Resultados semelhantes obtiveram Fritzen-Freire e
colaboradores (2010b) com o aumento da tensao de ruptura de queijo Minas Frescal
probidtico provocado pela perda de umidade durante a estocagem. As amostras nao
apresentaram diferencas significativas de deformacédo de ruptura indicando uma
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estabilidade similar ao controle das amostras tratadas no que diz respeito a
friabilidade (crumbliness). Segundo Ahmed e colaboradores (2005) queijos com alto
teor de umidade apresentam maior deformagao de ruptura, pois apresentam uma

rede protéica mais fragil.



Tabela 6. Parametros de compresséo uniaxial estimados E (m&dulo de elasticidade), €., (deformagédo de ruptura), o, (tensdo de ruptura) e

Wrup (trabalho de ruptura) para as amostras de queijo Minas Frescal probiético.

Amostra Tempo (dias) E (kPa) Erup (-) Orp (kPa) Wrup (kJ m™)
Comercial - 25,27 +0,61° 0,77 + 0,062 17,49 +1,21° 13,43 + 1,92°
1 58,44 + 3,37%" 0,58 + 0,03°° 31,16 + 0,173 18,04 + 0,71
Controle 7 44,95 + 7,143:8B 0,64 + 0,02°8¢ 24,98 + 3,372 15,97 + 1,57 2"
14 41,35 + 0,08 0,75 + 0,06** 27,72 +1,52°8 20,88 + 2,658
21 54,75 + 0,11%" 0,68 + 0,048 35,88 + 3,52 24,44 + 3,99°*
1 58,44 + 3,37 0,58 + 0,03°® 31,16 £ 0,17 18,04 +0,71%
co 7 52,39 + 5,50%® 0,74 + 0,024 34,15 + 5,018 25,21 + 4,3238
2 14 54,20 + 0,89%® 0,69 + 0,06 33,86 + 1,768 23,35 + 3,25%"8
21 64,74 + 6,02%* 0,66 + 0,10 40,90 + 10,55 27,56 + 11,58%4
1 58,44 + 3,37 0,58 + 0,03°® 31,16 £ 0,17® 18,04 +0,71%
Vacuo 7 41,03 + 2,05bi 0,63 + o,osE: 23,32 + 0,75:; 14,71 + 1,7?28
14 53,94 + 8,44° 0,63 + 0,04 30,28 + 3,98° 18,94 + 2,90
21 52,24 + 5,40°* 0,74 + 0,023 36,57 + 4,313 27,11 + 3,42%A
1 58,44 + 3,37 0,58 + 0,03°® 31,16 £ 0,17*® 18,04 +0,71%
N, 7 41,99 + 1,448 0,64 + 0,088 23,88 + 3,518 15,48 + 4,028
14 55,75 + 8,73* 0,75+ 0,01 38,68 + 7,80 29,16 + 6,22
21 52,65 + 10,21°A 0,78 £ 0,01% 38,74 + 8,85 30,22 + 7,18%"
1 58,44 + 3,37 0,58 + 0,03°® 31,16 +0,17%5°¢ 18,04 +0,71%
Mistura 7 38,56 + 2,258 0,69 + 0,05%* 23,70 + 3,58 16,37 + 3,85%8
14 53,78 + 1,31 0,70 + 0,012 33,87 + 2,048 23,57 +1,67%®
21 59,77 + 0,50%°A 0,76 + 0,014 45,12 + 0,90 34,07 +0,70%

Média + desvio padrdo (n = 6). **°*? As médias seguidas de mesma letra mintiscula nao diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade (p>0,05) em relagao
ao tratamento. ##%P As médias seguidas por mesma letra maiuscula nao diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade (p>0,05) em relagcao ao tempo de
estocagem. Comercial = amostras adquiridas comercialmente; Controle = amostras embaladas sem atmosfera modificada; Mistura = amostras embaladas
com atmosfera composta por 1 gas carbdnico : 1 nitrogénio; CO, = amostras embaladas com gas carbbnico; N, = amostras embaladas com nitrogénio;
Vacuo = amostras embaladas a vacuo.
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4.6.3 Creep

A principal caracteristica de materiais viscoelasticos é a sua capacidade
de se deformarem continuamente quando expostos a uma tensdo constante. Os
dados de compliancia das amostras de queijo Minas Frescal foram ajustadas a um
modelo de quatro componentes de Burgers obtendo coeficientes de correlagao
variando de 0,971 a 0,985. O ajuste foi feito por meio de regressao nao-linear
utilizando o software STATISTICA. Os parametros ajustados sdao compostos pela
compliancia instantanea (Jo), a compliancia viscoelastica (J1), o tempo de retardo (1)
e a viscosidade Newtoniana (nn). A estimativa foi realizada através do método de
Levenberg-Marquardt com 500 iteragdes utilizando como critério de convergéncia o
valor de 10® para a soma dos minimos quadrados. Os parametros do modelo
ajustado sdo mostrados na Tabela 7. De acordo com Olivares et al. (2009), a
compliancia instantanea (Jo) representa a resposta elastica no momento inicial da
deformacao, e pode ser relacionada com a estrutura da rede proteica no inicio da
compressdo (MA et al.,, 1997). Assim, um valor mais elevado de J, reflete um
elevado grau de deformacgao elastica, o que indica que as cadeias de polipeptidios
na rede sao relativamente livres para reorganizar (MA et al.,, 1997). Em outras
palavras, a compliancia instantdnea é inversamente proporcional a rigidez das
amostras (OLIVARES et al., 2009; DANTAS et al., 2015).

Nenhuma diferenga estatisticamente significativa foi observada entre os
tratamentos e ao longo do tempo de estocagem para os parametros viscoelasticos
avaliados. Todas as amostras de queijo Minas Frescal mostraram menores valores
de Jo que a maioria dos valores reportados na literatura, ou seja, maior rigidez
quando comparada com 0s outros queijos, incluindo queijo Minas Frescal probiético
(DANTAS et al., 2015), queijo Minas Frescal com baixo teor de gordura (Cunha et
al., 2006), queijo Cheddar (Ma et al, 1997) e queijo mussarela (Olivares et al., 2009).
Para as amostras Vacuo, N, e Mistura o parametro Jo, apresentou uma tendéncia de
decréscimo ao longo do tempo de estocagem o que indica um aumento em sua
rigidez. Isso pode estar relacionado a possivel perda de umidade ao longo do tempo
de estocagem. As amostras CO, e Mistura apresentaram maior similaridade com o
controle indicando uma maior conformidade destes tratamentos em relacdo ao

controle. A amostra comercial apresentou menores valores de complidncia
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instantdnea e viscosidade Newtoniana indicando maior grau rigidez das amostras.
De forma geral todas as amostras apresentaram decréscimo nos valores de Ji apos
o primeiro dia de estocagem o que corrobora o aumento da rigidez ao longo do
tempo de estocagem conforme andlise do parametro Jo. Segundo Fritzen-Freire e
colaboradores (2010b), o uso de acido latico contribui para a obtengdo de um queijo
com baixa resisténcia mecéanica e, com isso, menor elasticidade. Além disso, o
queijo com alto teor de umidade apresenta a tendéncia para ser mais viscoelastico
que elastico. Por essa razdao, os valores de J; apresentaram queda menos
acentuada, se comparados aos valores de Jp dos tratamentos ap6s 21 dias de
estocagem. O tempo de retardo ndo apresentou nenhuma diferenca significativa

entre os tratamentos e com relagdo ao tempo de estocagem.



Tabela 7. Parametros de compliancia estimados J, (compliancia instantanea), J; (compliéncia viscoelastica), T (tempo de retardo) e ny
(viscosidade Newtoniana) para as amostras de queijo Minas Frescal probidtico.
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Amostra Tempo (dias) Jo (10 Pa™) J; (107 Pa™) T(s) nn (10° Pa.s)

Comercial - 0,55 + 0,56° 4,81 + 1,412 0,10 + 0,00? 0,46 +0,13°
1 3,56 + 3,58 3,39+0,16* 0,10 + 0,00™ 0,80 + 0,03%®
Controle 7 2,46 + 1,69% 2,33 +0,26"* 0,10 + 0,00% 1,02 + 0,05°48
14 5,33 + 7,292 2,43 +0,13* 0,10 +0,00% 1,08 +0,10°*
21 1,77 + 1,843 2,57 + 0,44 0,10 + 0,00% 1,00 + 0,14°48

1 3,56 + 3,58 3,39+0,16*" 0,10 + 0,00™ 0,80 + 0,03%®

co, 7 3,59 +6,11% 2,72 +1,02°* 0,10 £+ 0,00% 1,17 £ 0,28°*
14 4,10 + 4,25 3,07 + 0,40°* 0,10 + 0,00% 0,82 + 0,018

21 0,70 £ 0,19% 2,56 +0,71°* 0,10 + 0,00% 0,70 + 0,03°*®

1 3,56 + 3,58 3,39+0,16* 0,10 + 0,00™ 0,80 + 0,03%®

Vécuo 7 0,86 + 1,06%* 1,83 +0,16*® 0,10 + 0,00% 1,20 + 0,12°*
14 0,32 + 0,422 2,20 + 0,10°B 0,10 +0,00% 0,81 + 0,038

21 0,32 + 0,35 3,40 + 0,87 0,10 + 0,00% 0,79 +0,16°®

1 3,56 + 3,58%" 3,39 +0,16%" 0,10 + 0,00™ 0,80 + 0,03®

. 7 1,15 + 0,88% 2,84 + 0,44 0,10 + 0,00% 0,77 +0,08°®

2 14 1,43 + 0,50** 3,17 £ 0,213 0,10 + 0,00% 0,94 + 0,03*®

21 1,55 + 2,563 2,66 +0,11°* 0,10 + 0,00% 1,17 + 0,094

1 3,56 + 3,58%" 3,39 +0,16%" 0,10 + 0,00™ 0,80 + 0,03%

Mistura 7 2,24 + 3,743 1,83 + 0,25 0,10 +0,00% 1,52 +0,10%
14 2,66 +3,87% 0,65 +0,12%® 0,10 + 0,00% 2,25 + 0,372

21 0,46 + 0,76 0,81 £ 0,14 0,10 +0,00% 1,38 + 0,08%

Média + desvio padrdo (n = 6). *>° As médias seguidas de mesma letra minGscula ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade (p>0,05) em relagéo
ao tratamento. *®° As médias seguidas por mesma letra maiuscula nao diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade (p>0,05) em relagdo ao tempo de
estocagem. Comercial = amostras adquiridas comercialmente; Controle = amostras embaladas sem atmosfera modificada; Mistura = amostras embaladas
com atmosfera composta por 1 gas carbonico : 1 nitrogénio; CO, = amostras embaladas com gés carb6nico; N, = amostras embaladas com nitrogénio;

Véacuo = amostras embaladas a vacuo.
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De forma geral, as propriedades reolégicas do queijo estao relacionadas a
sua composicao, microestrutura (arranjo estrutural de seus componentes), ao estado
fisico-quimico e interagdes de seus componentes e de sua macroestrutura
(presencga de olhaduras, fissuras, etc) (FOX et al., 2000). Foram observados valores
altos de desvio padrdo nos parametros reolégicos analisados que podem ser
decorrentes da irregularidade da estrutura do queijo. No decorrer do periodo de
estocagem as amostras de todos os tratamentos, inclusive na comercial,
apresentaram fissuras. Estas fissuras estdo relacionadas a formacdo de CO;
proveniente do metabolismo bacteriano. Como o queijo foi avaliado segundo os
requisitos higiénicos sanitarias, especialmente no que se refere aos coliformes, e
apresentaram resultados satisfatorios conforme os requisitos da legislagdo (BRASIL,
2001), acredita-se que os pequenos orificios foram formados a partir de gases
provenientes de reacdes fermentativas de bactérias laticas, como lactobacilos,
lactococos e bactérias propidnicas a partir do acido latico. Estas olhaduras foram
mais evidentes nas amostras com AM e a vacuo, uma vez que o gas produzido nao
podia se dissipar para a atmosfera da embalagem, ficando retido na massa do
queijo. Como a massa do queijo fresco tem caracteristicas viscoelasticas, a presséao
do gas liberado forma um orificio (“olho”) e, dependendo da tensdo de ruptura, a
estrutura do queijo pode suportar a pressdao sem se romper. Se a pressao do gas no
orificio tornar-se maior que a tensao de ruptura, formam-se fraturas e fissuras na
estrutura da massa (WALSTRA; WOUTERS; GEURTS, 2006).

4.7 Avaliacao sensorial

O teste de aceitacdo do queijo Minas Frescal probidtico e da amostra
comercial foi realizado com 105 consumidores, sobre os quais o perfil esta
apresentado no ANEXO 3.

A Tabela 8 apresenta os resultados médios de aceitacdo na avaliagao
visual do produto embalado. Nota-se que houve uma pequena, porém, significativa
preferéncia (p<0,05) para o queijo acondicionado a vacuo. No entanto, nota-se que

todas as amostras obtiveram notas referentes aos termos “gostei moderadamente e
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gostei ligeiramente”. O fato da avaliacdo visual da embalagem a vacuo apresentar
melhor aceitacdo, deve-se ao fato de que neste sistema de embalagem ha menor

percepcao de sinérese no queijo, o que atribui melhor aparéncia ao produto.

Tabela 8. Médias e desvios padrao dos testes afetivos de avaliagdo visual e aceitacdo
sensorial do queijo Minas Frescal probiético estocado a 5+1°C e da amostra comercial.

Sistema de . . .
Embalagem Queijo Minas Frescal Probidtico
Tratamento I =
. a . mpressio
Visual Aparéncia Aroma Sabor Textura P
Global
Controle 6,13+ 1,91 7,11+1,33* 656+1,40° 7,29+1,08°  6,79+1,58° 7,11+1,17°
co, 6,70+1,42°  7,29+124" 651+1,35  7,28+1,11°  7,00%1,43° 7,10 +1,11°
N, 6,50+1,93°  7,46+1,08° 652+1,48°  7,36+123°  7,11+1,45 7,36 + 1,04°
Mistura 6,58+1,76">  7,11+1,44° 634+1,45  724+131°  6,80+1,65 7,06 +1,22°
Vacuo 7,14 +1,42° 7,10+1,47° 6,49+1,46° 7,39+1,28°  6,99+1,40° 7,21+1,19°
Comercial * 430+2,04° 530+2,09° 451+2,19°  4,92+2,20° 4,52 +2,06"

Média + desvio padrdo (n = 3). >P As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre
si ao nivel de 5% de probabilidade (p>0,05). Comercial = amostras adquiridas comercialmente; Controle =
amostras embaladas sem atmosfera modificada; Mistura = amostras embaladas com atmosfera composta
por 1 gds carbonico : 1 nitrogénio; CO, = amostras embaladas com gas carbénico; N, = amostras embaladas
com nitrogénio; Vacuo = amostras embaladas a vacuo.

*Nao foi realizado o teste de aceitacdo visual do sistema de embalagem da amostra comercial.

Este resultado mostra-se de acordo com a Figura 9 que apresenta o0s
resultados de intencdo de compra do produto embalado. Observa-se que 33% dos
consumidores certamente comprariam a amostra acondicionada a vacuo. Em
relacdo a média das notas das avaliagdes, ndo houve diferenca significativa (p>0,5)
entre as amostras com AM e a vacuo, porém, a amostra controle obteve nota
significativamente menor (p<0,05) se comparada as amostras a vacuo e com COo,
sendo as médias das avaliacdes de 3,42 (controle), 3,79 (CO,), 3,72 (N2), 3,76
(mistura) e 4,08 (vacuo). O fato das avaliagdes das amostras a vacuo e com CO»
nao diferirem significativamente pode ser explicado, uma vez que apds o envase
com CO,, em cerca de 7 dias, este gas era consumido, e, consequentemente,
formava-se vacuo no espacgo livre das embalagens destas amostras. Nota-se
também na Figura 9 que entre 66% e 76% dos consumidores certamente ou
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provavelmente comprariam as amostras com AM ou a vacuo, enquanto que para a

amostra controle esta avaliagcao representou apenas 55% dos consumidores.
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Controle COo2 N2 Mistura Vacuo
B 1. Certamente ndo compraria este produto B 2. Provavelmente ndo compraria este produto
m 3. Tenho duvidas se compraria ou ndo compraria este produto F14. Provavelmente compraria este produto

[O5. Certamente compraria este produto

Figura 9. Intencdo de compra baseada na avaliagao visual do queijo Minas Frescal probiético em
diferentes sistemas de embalagem. * ° Letras diferentes representam médias estatisticamente
diferentes ao nivel de 5% de probabilidade (p<0,05). Comercial = amostras adquiridas
comercialmente; Controle = amostras embaladas sem atmosfera modificada; Mistura = amostras
embaladas com atmosfera composta por 1 gas carbdnico : 1 nitrogénio; CO2 = amostras embaladas
com gas carbdnico; N2 = amostras embaladas com nitrogénio; Vacuo = amostras embaladas a
vacuo.

Analisando a aceitagdo do queijo Minas Frescal probiético, nota-se na
Tabela 8 que apenas a amostra comercial apresentou diferenca significativa
(p<0,05) perante aos demais tratamentos no que se refere aos atributos aparéncia,
aroma, sabor, textura e impressao global. De maneira geral, as amostras tiveram
boa aceitacdo, com notas préximas de 7 para todos os atributos avaliados, o que
corresponde ao termo “gostei moderadamente”. Desta forma, podemos afirmar que
os diferentes sistemas de embalagem ndo apresentaram influéncia nas

caracteristicas sensoriais do queijo Minas Frescal probiético.
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Com relacéo a intencao de compra dos queijos (Figura 10), mais de 70%
dos consumidores certamente ou provavelmente comprariam as amostras com AM,
a vacuo e controle. Entres estas amostras, nao houve diferenca significativa (p>0,05)
em relacdo as notas dos consumidores, o que corresponderam a 4,11 (N.), 4,04
(controle, CO, e vacuo) e 3,95 (mistura). J& a amostra comercial apresentou pouca
aceitacao, sendo que 62% dos consumidores certamente ou provavelmente nao

comprariam este produto, apresentando uma média de 2,28 (p<0,05).
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Controle CO2 N2 Mistura Vacuo Comercial
B 1. Certamente ndo compraria este produto B2. Provavelmente ndo compraria este produto
3. Tenho duvidas se compraria ou ndo compraria este produto B 4. Provavelmente compraria este produto

D5. Certamente compraria este produto

Figura 10. Intencdo de compra das amostras de queijo Minas Frescal probiético. *° Letras diferentes
representam médias estatisticamente diferentes ao nivel de 5% de probabilidade (p<0,05). Comercial
= amostras adquiridas comercialmente; Controle = amostras embaladas sem atmosfera modificada;
Mistura = amostras embaladas com atmosfera composta por 1 gas carbénico : 1 nitrogénio; CO2 =
amostras embaladas com gas carbénico; N2 = amostras embaladas com nitrogénio; Vacuo
amostras embaladas a vacuo.

Mediante as analises fisico-quimicas da amostra comercial (acidez: 0,67
% e pH 4,85), justifica-se o resultado de ideal de gosto acido apresentado na Figura

11, uma vez que 84% dos consumidores atribuiram as notas entre os termos



83

“ligeiramente mais acido que o ideal’ e “extremamente mais acido que o ideal”, o
que corresponde a nota média de 6,53 (p<0,05). Com relagdo aos tratamentos
estudados, entre 55 a 61% dos consumidores avaliaram como “ideal” a intensidade
de gosto acido dos queijos apos 21 dias de estocagem refrigerada, sendo a média
das notas dos tratamentos foram 4,87 (controle), 4,85 (CO,), 4,93 (N2), 4,80
(mistura) e 4,91 (vacuo). Embora a amostra controle tenha apresentado maior teor
de acidez na andlise fisico-quimica (Tabela 4), esta diferenca nao foi percebida
sensorialmente, ja que apenas a amostra comercial apresentou diferenca estatistica

(p<0,05) de ideal de gosto acido, conforme mostra a Figura 11.

Para os resultados de ideal de textura apresentados na Figura 12, nao
houve diferenga significativa entre os tratamentos com AM, a vacuo ou o controle.
As notas médias para estas amostras foram 5,60 (controle), 5,44 (COy), 5,38 (N2),
5,53 (mistura) e 5,37 (vacuo), o que corresponde ao critério de julgamento “ideal”
para a textura dos queijos. No entanto, para a amostra comercial, a média das notas
foi de 3,75, o que corresponde a ‘ligeiramente ou moderadamente menos
consistente que o ideal’. Estes resultados estdo de acordo com as analises
reoldégicas, nos quais, a amostra comercial apresentou menor dureza,
mastigabilidade e tensdo de ruptura, indicando que era uma amostra menos
consistente que os tratamentos estudados.
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B 9. Extremamente mais acido que o ideal F18. Muito mais 4cido que o ideal
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Figura 11. Ideal de gosto 4cido das amostras de queijo Minas Frescal probiético. ®° Letras diferentes
representam médias estatisticamente diferentes ao nivel de 5% de probabilidade (p<0,05). Comercial
= amostras adquiridas comercialmente; Controle = amostras embaladas sem atmosfera modificada;
Mistura = amostras embaladas com atmosfera composta por 1 gas carbénico : 1 nitrogénio; CO2
amostras embaladas com gas carbénico; N2 = amostras embaladas com nitrogénio; Vacuo
amostras embaladas a vacuo.
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Figura 12. Ideal de textura das amostras de queijo Minas Frescal probiético. ® Letras diferentes
representam médias estatisticamente diferentes ao nivel de 5% de probabilidade (p<0,05). Comercial
= amostras adquiridas comercialmente; Controle = amostras embaladas sem atmosfera modificada;
Mistura = amostras embaladas com atmosfera composta por 1 gas carbénico : 1 nitrogénio; CO2
amostras embaladas com gés carbOnico; N2 = amostras embaladas com nitrogénio; Vacuo
amostras embaladas a vacuo.
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5 CONCLUSAO

Apesar de o queijo fresco ser considerado uma boa matriz para carrear
bactérias probidticas, percebeu-se melhor desenvolvimento e manutencdo da
Bifidobacterium animalis subsp. lactis (BB-12®) quando presentes em queijos
acondicionados em sistemas com supressdao de oxigénio (a vacuo ou com
atmosferas de CO, e Np). Uma menor viabilidade da bactéria probiotica foi
observada na amostra controle o que refletiu também na menor resisténcia as

condi¢des gastrointestinais.

As concentragdes de acidos organicos corresponderam  ao
desenvolvimento das bifidobactérias. Desta forma, houve aumento da concentracao
dos acidos acético e latico e diminuicao do acido citrico nos tratamentos com AM e
vacuo, em consequéncia da maior concentracdo de bactérias vidveis nessas

amostras.

Considerando o queijo Minas Frescal um produto de vida util curta,
poucas alteracdes reoldgicas e de textura foram observadas. De maneira geral, nao
houve uma correlacao significativa entre os resultados das caracteristicas reolégicas

e de textura em relagdo aos sistemas de embalagem avaliados.

Também na avaliagdo sensorial, ndo houve diferenca entre os
tratamentos, de maneira que todos tiveram boa aceitacdo e intencdo de compra.
Apenas no que diz respeito a avaliacdo visual do queijo embalado, a amostra a

vacuo apresentou melhor aceitagao.

Contudo, a aplicacdo de um sistema de embalagem que permita
preservar a estabilidade e as caracteristicas funcionais do produto é algo
indispensavel na produgéo de alimentos probidticos. Especialmente quando se trata
de um micro-organismo probiético anaerdbio estrito, como a Bifidobacterium animalis
subsp. lactis, um sistema de embalagem com atmosfera modificada ou a vacuo
aliado aos materiais de embalagens de alta barreira aos gases, como os laminados
com aluminio, Nylon, EVOH ou PVdC, representam um importante recurso para a
manutencao da viabilidade do micro-organismo probiético durante o tempo de vida
util do produto, o que preserva sua caracteristica de alimento funcional.
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Titulo da Pesquisa: ESTABILIDADE DE QUEIJO MINAS FRESCAL PROBIOTICO EM SISTEMAS DE
EMBALAGEM COM ATMOSFERA MODIFICADA
Pesquisador: Simone Faria Silva
Area Temética:
Versdo: 1
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Instituicado Proponente: Faculdade de Engenharia de Alimentos

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 183.058
Data da Relatoria: 18/12/2012

Apresentagao do Projeto:

O projeto trata do uso de embalagens com atmosfera modificada para preservagédo da qualidade do queijo
minas frescal probiético. Alimento probidtico € o que contém micro-organismos vivos, como o
Bifidobacterium BB-12, que conferem beneficios a saude. O Bifidobacterium BB-12 é um micro-organismo
anaerobio, sendo necessario o uso de sistemas de embalagem que impegam o contato do produto
probiético com o oxigénio. O projeto se propde avaliar parametros fisico-quimicos, microbiolégicos,
reolégicos e sensoriais de queijo Minas Frescal probiético embalado com trés diferentes combinagdes de
gases (02, CO2 e N2) e a vacuo. As amostras serdo armazenadas a 5°C durante 28 dias. A estabilidade
sera avaliada através das analises fisico-quimicas (pH, acidez titulavel, umidade, protedlise e cor),
microbiolégica (viabilidade da cultura probidtica na estocagem e nas condigdes do trato gastrointestinal),
reoldgicas (creep test e compresséo axial), quantificagdo de produtos metabélicos das culturas microbianas
(acido acético e acido latico) e analise sensorial (teste de aceitagéo).

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario: Avaliar a estabilidade do queijo Minas Frescal probiético em sistemas de embalagem com
atmosfera modificada.

Objetivos Secundarios:

1)Avaliar a influéncia dos sistemas de embalagem com atmosfera modificada nos parametros fisico-
quimicos, reoldgicos e sensoriais do queijo Minas

Frescal probidtico;
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2)Avaliar a influéncia de cada composigao gasosa e do vacuo na taxa de crescimento do micro-organismo
Bifidobacterium animalis ssp. lactis durante 28 dias de estocagem refrigerada;

3)Avaliar a viabilidade do Bifidobacterium animalis ssp. lactis as condigoes que simulam a

passagem pelo trato gastrointestinal apos o periodo de estocagem;

4)Avaliar as alteragoes da composigao gasosa no interior da embalagem durante a

estocagem.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos: O pesquisador informa que nao existe risco ao consumidor porque tanto o leite quanto o queijo
serao avaliados quanto aos padroes microbiologicos da legislagao brasileira. Serao utilizadas cepas
comerciais da bactéria probidtica.

Beneficios: O pesquisador ressalta que a ingestao frequente de micro-organismos probioticos e na
quantidade recomendada, podera contribuir para o equilibrio da microbiota intestinal.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

O projeto esta redigido de maneira ordenada, com fundamentagao tedrica e objetivos bem definidos. A
metodologia proposta esta apresentada de forma detalhada assim como os métodos de analise estatistica
dos resultados. Além do projeto, a pesquisadora anexou o projeto de qualificagao (completo). Serao
avaliados 360 sujeitos que serao divididos em trés grupos de 120 cada.Seguem-se os critérios de inclusao e
de exclusao:

Critérios de Inclusao:

Antes da realizagao do teste, os consumidores serao solicitados a preencher um questionario de
recrutamento e a assinar um termo de consentimento livre e esclarecido. Serao selecionados apenas os
consumidores que atenderem aos seguintes requisitos: ter mais de 18 anos; assinar o termo de
consentimento livre e esclarecido; ser consumidor de queijo Minas Frescal e declarar nao ser alérgico a
qualquer dos ingredientes do queijo.

Critérios de Exclusao:

Nao serao selecionados os consumidores que apresentarem as seguintes caracteristicas: ser menor de 18
anos; nao assinar o termo de consentimento livre e esclarecido; nao ser consumidor de queijo Minas Frescal
e declarar ser alérgico a qualquer dos ingredientes do queijo.

Foi apresentado cronograma das atividades previstas. Nao foi apresentado o orgamento do projeto. Foi
indicado como orgamento/ fonte de recursos a bolsa de estudo da pesquisadora.
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Bairro: Barao Geraldo CEP: 13.083-887

UF: SP Municipio: CAMPINAS
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Consideragoes sobre os Termos de apresentagéo obrigatoria:
A folha de rosto esta completa e corretamente preenchida. O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
esta redigido em linguagem acessivel e contém informagao acerca de todos os aspectos requeridos.

Recomendagdes:
Lembramos que o TCLE deve ser eiaborado em duas vias, sendo uma retida peio sujeito da pesquisa ou
por seu representante legal e uma arquivada pelo pesquisador (resolugao 196/96 CNS/MS, artigo IV.2 “d").

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Projeto de pesquisa, folha de rosto e TCLE adequados.

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao

Consideragoes Finais a critério do CEP:

CAMPINAS, 07 de Janeiro de 2013

Assinador por:
Carlos Eduardo Steiner
(Coordenador)
Enderego: Rua Tessalia Vieira de Camargo, 126
Bairro: Barao Geraldo CEP: 13.083-887

UF: SP Municipio: CAMPINAS
Telefone: (19)3521-8936 Fax: (19)35621-7187 E-mail: cep@fcm.unicamp.br
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ANEXO 2

Questionario para avaliacao do perfil dos consumidores

Vocé esta convidado(a) a participar de uma degustacado de Queijo Minas Frescal
Probiético. Se vocé estiver interessado em participar, por favor, preencha o
questionario:

1. Qual a sua idade?
()15-19anos ( )20-30anos ( )31-40anos ( )acimade 41 anos

2. Qual seu sexo?
( ) Masculino ( ) Feminino

3. Qual seu nivel educacional?
( ) ensino médio completo () graduagao cursando
( ) graduacao completo () pds-graduacao cursando/completo

4. Vocé gosta de Queijo Minas Frescal?
() Sim ( ) Néo

5. Com que frequéncia vocé consome Queijo Minas Frescal?
( ) Diariamente
( ) 01 vez por semana
( ) Ocasionalmente (menos de 01 vez por més)
( ) 01- 02 vezes por més

Vocé consome produtos probiéticos?

( ) Diariamente

( ) 01 vez por semana

( ) 01- 02 vezes por més

( ) Ocasionalmente (menos de 01 vez por més)
( ) Nao consumo

7. Vocé ja consumiu Queijo Minas Frescal PROBIOTICO?
(

) Sim ( ) Nao
8. Quais os fatores mais interferem na sua decisdo de compra?
( ) aparéncia do produto ( ) preco ( ) marca
() valor calérico ( ) beneficios a saude

9. Vocé tem algum problema de salde que restrinja o consumo de Queijo Minas
Frescal PROBIOTICO?
() Sim ( ) Nao
Em caso positivo, especifique:
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AVALIACAO DO ASPECTO VISUAL DO SISTEMA DE EMBALAGEM

Nome: Data:

Vocé esta recebendo 05 amostras codificadas de queijo Minas frescal probiético em
diferentes condicoes de embalagens. Por favor, avalie cada uma das amostras

utilizando a escala abaixo para descrever o quanto vocé gostou ou desgostou do
produto. Marque na tabela o n° da amostra e a posicao da escala que melhor reflita

seu julgamento.

AMOSTRA NOTA

9. Gostei extremamente 4. Desgostei ligeiramente

8. Gostei muito 3. Desgostei moderadamente
7. Gostei moderadamente 2. Desgostei muito

6. Gostei ligeiramente 1. Desgostei extremamente

5. Nao gostei nem desgostei

Por favor, indique qual sua intencdo de compra em relagéo ao produto:

AMOSTRA NOTA

5 - Certamente compraria este produto

4 - Provavelmente compraria este produto

3 - Tenho duvidas se compraria ou ndo compraria este produto
2 - Provavelmente ndao compraria este produto

1 - Certamente ndo compraria este produto
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AVALIACAO SENSORIAL DE QUEIJO MINAS FRESCAL PROBIOTICO

Nome: Data:

Vocé esta recebendo 06 amostras codificadas de QUEIJO MINAS FRESCAL
PROBIOTICO. Por favor, avalie o quanto vocé gostou ou desgostou de cada

amostra, utilizando a escala abaixo:

2 IMPRESSAO
AMOSTRA | APARENCIA | AROMA | SABOR | TEXTURA GLOBAL
9. Gostei extremamente 4. Desgostei ligeiramente
8. Gostei muito 3. Desgostei moderadamente
7. Gostei moderadamente 2. Desgostei muito
6. Gostei ligeiramente 1. Desgostei extremamente

5. Nao gostei nem desgostei

Prove as amostras e, utilizando a escala, indique o quéao ideal se encontra a
intensidade do GOSTO ACIDO de cada uma delas.

AMOSTRA NOTA

9. Extremamente mais acido que o ideal 4. Ligeiramente menos acido que o ideal

8. Muito mais acido que o ideal 3. Moderadamente menos &cido que o ideal
7. Moderadamente mais acido que o ideal 2. Muito menos acido que o ideal

6. Ligeiramente mais acido que o ideal 1. Extremamente menos acido que o ideal

5. Ideal
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Prove as amostras e, utilizando a escala, indique o quéo ideal se encontra a
TEXTURA de cada uma delas.

AMOSTRA NOTA

9. Extremamente mais consistente 4. Ligeiramente menos consistente que o

que o ideal ideal

8. Muito mais consistente que o ideal 3. Moderadamente menos consistente que
o ideal

7. Moderadamente mais consistente 2. Muito menos consistente que o ideal
que o ideal

6. Ligeiramente mais consistente que 1. Extremamente menos consistente que o
o ideal ideal

5. Ideal

Por favor, indique qual sua intencao de compra em relacao ao produto:

AMOSTRA NOTA

5 - Certamente compraria este produto

4 - Provavelmente compraria este produto

3 - Tenho duvidas se compraria ou nao compraria este produto
2 - Provavelmente ndo compraria este produto

1 - Certamente ndo compraria este produto
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ANEXO 3

Tabela 9. Perfil dos consumidores participantes da Avaliagdo Sensorial do queijo Minas
frescal probittico submetido a diferentes sistemas de embalagem.

Atributo Frequéncia (%)
Faixa Etaria
15-19 anos 13
20-30 anos 74
31-40 anos 8
>40 anos 6
Género
Masculino 44
Feminino 56
Escolaridade
Ensino médio completo 2
Ensino superior 59
Pés-graduacéao 39
Consumo de Queijo Minas
Diario 13
Semanal 32
Mensal 19
Menos que 1 vez ao més 36
Consumo de Alimentos Probiéticos
Diario 17
Semanal 23
Mensal 25
Menos que 1 vez ao més 25
Nao consome 9
Ja consumiu queijo Minas Probiético?
Sim 18
Nao 82
Critérios que influenciam na decisao de compra *
Aparéncia 78
Preco 56
Beneficios a saude 54
Marca 18
Valor calérico 16

“porcentagem referente ao numero de vezes em que o critério foi citado



