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Ciéncia e Tecnologia de Alimentos

Desenvolvimento de queijo minas frescal adicionado de Lactobacillus acidophilus
produzido a partir de retentados de ultrafiltracao

Development of Brazilian Minas soft cheese with Lactobacillus acidophilus
produced with retentates obtained by ultrafiltration of milk

Eliana Paula RIBEIRO'™, Luciana Guedes SIMOES', Cynthia Hyppolito JURKIEWICZ!

Resumo

Este trabalho teve por objetivos: desenvolver um queijo probidtico tipo minas frescal a partir de retentados de ultrafiltracdo, estudar a
sobrevivéncia da bactéria probidtica Lactobacillus acidophilus durante a vida de prateleira do produto e avaliar as alteragdes fisico-quimicas e
sensoriais do produto. O queijo foi produzido a partir de retentados, obtidos a partir da ultrafiltragao de leite integral até o fator de concentragao
volumétrico de 5:1. Os retentados pasteurizados foram inoculados com L. acidophilus, de forma a obter uma populagéo inicial no queijo de
105, 107 e 10® UFC.g™". Foram realizadas andlises microbioldgicas, para contagem das bactérias probidticas em intervalos de 7 dias durante
sua estocagem, andlises fisico-quimicas e anélise sensorial, para verificar a existéncia de preferéncia. Foi utilizado o delineamento de blocos
completos com uma variavel em trés niveis e trés repeticdes. Os resultados obtidos mostraram que a concentrag¢ao de in6culo nao influenciou
de forma significativa (p > 0,05) os valores de pH, indices de extensdo e de profundidade de protedlise. Ao longo dos 28 dias de estocagem,
o decréscimo da populagao de L. acidophilus nao foi significativo (p > 0,05) para os trés queijos avaliados. A andlise sensorial mostrou a
existéncia de diferenca e preferéncia nao significativas (p > 0,05) entre os queijos com diferentes populagdes de L. acidophilus. Concluiu-se
que o queijo minas frescal produzido a partir de retentados de ultrafiltragdo apresenta grande potencial como alimento probiético.
Palavras-chave: queijo minas frescal probiético; ultrafiltracdo em queijos.

Abstract

Probiotic Brazilian Minas soft cheese was produced by ultrafiltration. Cheese was produced from retentates obtained from ultrafiltration of
milk with a volumetric concentration factor of 5:1. The pasteurized retentates were inoculated with 106, 107, and 108 cfu.mL"! of Lactobacillus
acidophilus. The viability of L. acidophilus, protein breakdown, and pH changes were monitored during cheese storage at 5 °C for 1, 7, 14, 21,
and 28 days. The chemical composition and the sensory acceptability of the cheese were also determined. The experimental design consisted
of complete blocks with one variable, three levels, and three replications. The results show that different populations of L. acidophilus did
not significantly change cheese composition, pH, and proteolysis (p > 0.05). The population of L. acidophilus during the 28 days of storage
period was not significantly affected (p > 0.05). The sensorial analysis showed a non-significant preference among the three types of cheese.
It can be said that the probiotic Brazilian Minas soft cheese produced from retentates has a great potential as a probiotic food.

Keywords: probiotic; UF probiotic cheese.

1 Introdugéo

ISSN 0101-2061

Os alimentos probidticos fazem parte do grupo dos ali-
mentos funcionais, pois, além de suas qualidades nutricionais,
afetam beneficamente uma ou mais func¢des relevantes do
organismo do consumidor.

Dentre os beneficios a satide produzidos por bactérias
probidticas, podem-se citar: redugdo da intolerancia a lactose;
inibi¢do de microrganismos patogénicos; prevengao de diarréia;
redugio dos niveis de colesterol; aumento da resposta imuno-
légica; e prevencao de cancer de célon (SAARELA et al., 2002;
SANDERS, 2003; SCHMID et al., 2006).

Os microrganismos utilizados como probiéticos sio, pre-
dominantemente, diferentes espécies e linhagens dos géneros
Lactobacillus e Bifidobacterium. A principal razao para esta

escolha ¢ o fato destes dois géneros serem habitantes predomi-
nantes do intestino humano, sendo: Lactobacillus do intestino
delgado e Bifidobacterium do intestino grosso. L. acidophilus
¢ o microrganismo probiético mais utilizado e estudado nos
ultimos anos (O’'SULLIVAN, 2006).

No mercado nacional, os alimentos probioticos estdo
restritos a diversos tipos de leites fermentados, enquanto na
Europa, Estados Unidos e Canada, estdo também disponiveis
diversos tipos de queijos e cereais. Para o desenvolvimento de
um alimento contendo bactérias probidticas, devem ser consi-
derados vérios fatores, tais como, atividade de d4gua, temperatura
de processamento e armazenamento, tempo de estocagem,
conteudo de oxigénio, pH, teor de sal e os outros ingredientes
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presentes, de forma que a cultura probidtica permaneca viavel e
em nimero elevado durante a vida de prateleira do produto. Para
que os beneficios a satde produzidos por bactérias probidticas
sejam obtidos, é necessdria a ingestiao de uma dose didria de 10®
a 10" UFC, o que representa o consumo de 100 g do alimento,
contendo, no minimo, 105 UFC.g™" (REID et al., 2003).

Dentre os alimentos avaliados para a incorporagio de bactérias
probidticas, estudos mostram que vérios tipos de queijos apresen-
tam grande potencial (BURITI et al., 2005b; CORBO et al., 2001;
CUNHA etal,, 2002b; DAIGLE et al., 1999; GARDINER et al.,, 1999;
JURKIEWICZ, 1999; GOMES et al., 1998; STANTON et al,,
1998; VINDEROLA et al., 2001). Os queijos, em geral, apre-
sentam algumas vantagens em relacdo a outros produtos
probidticos. A maioria possui pH mais elevado que iogurtes e
leites fermentados, o que torna o meio mais estavel para a so-
brevivéncia das culturas probidticas por um periodo mais longo.
Além disso, os queijos, por apresentarem uma quantidade de
gordura relativamente alta, oferecem uma protegio para a bac-
téria probiotica durante sua passagem pelo trato gastrintestinal
(GARDINER et al., 1999). Por outro lado, alguns queijos apre-
sentam um periodo de maturagdo muito longo, o que dificulta
a sobrevivéncia do microrganismo probidtico.

O queijo Minas frescal é um dos queijos mais populares e
o mais produzido no Brasil (75% do total de queijos), apresenta
alto teor de umidade, massa branca, consisténcia mole, textura
fechada com algumas olhaduras irregulares, sabor suave a le-
vemente acido. E obtido por meio de coagulagdo enzimética do
leite com acido latico ou fermento. Sua produgéo é disseminada
e, por isso, tem consideravel variagio no padrio. E um queijo
fresco, sem nenhuma maturagao e apresenta um tempo de vida
util pequeno (até 20 dias). Tais caracteristicas tornam o queijo
Minas Frescal um alimento préprio para a incorpora¢do de
microrganismos probioticos.

A produgio do queijo Minas frescal, utilizando retentados
obtidos a partir da ultrafiltragdo de leite, resulta em maior ren-
dimento e confere 4 massa uma textura mais solida e fechada
e maior tempo de vida util, além de um padrdo uniforme de
sabor.

A elevagdo do teor de proteinas e dos sais minerais nos
retentados provoca o aumento de seu poder tamponante,
influenciando no desenvolvimento de fermentos lacticos e
sua consequente acidificagdo (BRULE et al., 1974; MISTRY;
KOSIKOWSKI, 1985).

Este trabalho teve por objetivos: desenvolver um queijo tipo
minas frescal probiético a partir de retentados de ultrafiltragio;
avaliar suas caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais; e estudar
a sobrevivéncia da bactéria probiética L. acidophilus La 145
durante a vida de prateleira do produto.

2 Material e métodos

2.1 Processo de ultrafiltracdo de leite

Leite integral pasteurizado e resfriado foi aquecido a 55 °C
em um pasteurizador Tetra Hoyer, modelo Mix Complet 100,
com capacidade para 100 L, dotado de agitador e sistemas de
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aquecimento e resfriamento. A seguir, o leite foi transferido
para o tanque de alimenta¢do da unidade de ultrafiltragdo
Tetra Alcross MF 1, contendo uma membrana mineral tubular
de 6xido de zirconio com suporte de carbono grafite, com drea
de 0,2 m? e tamanho de poros de 0,1 um, previamente limpa e
sanificada. O leite foi concentrado até o fator de concentragao
volumétrico de 5:1, determinado a partir da redugao de volume
obtida durante o processo e controlado por medidas de vazao
de permeado durante o mesmo processo. A temperatura foi
mantida em 55 °C através do controle da dgua de resfriamento
dabomba de alimentac¢io. A pressdo transmembrana, determi-
nada pela diferenca entre pressdo de entrada (343 kPa) e saida
(264,8 kPa) de retentado, foi mantida em 79,2 kPa durante o
processamento.

Apos a obtencdo da concentragdo desejada, o processo
foi interrompido, o retentado foi retirado do sistema e tratado
térmicamente a 68 °C por 10 minutos, seguido de resfriamento
até 32 °C para a producdo dos queijos. Imediatamente apds a
retirada do leite, foi realizada a limpeza do sistema de ultrafil-
tragao.

2.2 Fabricagao do queijo a partir do retentado

Para a produ¢do do queijo minas frescal probiodtico,
foi utilizada a cultura comercial liofilizada de Lactobacillus
acidophilus 145 (Danisco), mantida a —-18 °C até o momento
de sua utilizagao.

O retentado mantido a 32 °C no tanque para fabricagdo
de queijo foi subdividido em trés partes iguais (A, B e C).
Cada parte foi inoculada com L. acidophilus de forma a obter
as seguintes populagdes: 10°, 107 e 10* UFC.mL"!, correspon-
dendo respectivamente aos queijos A, B e C. A seguir, a cada
parte foi adicionado 1,5% de sal e 0,07% de coagulante renina
(Ch. Hansen) e a mistura foi homogeneizada por 1 minuto e
acondicionada em embalagens de polietileno com capacidade
para 0,50 kg. Apos a coagulagdo da massa nos potes, os queijos
foram armazenados sob refrigeracdo a 5 °C durante 28 dias.
Cada processamento foi realizado em triplicata.

2.3 Andlises sensorial, fisico-quimicas e microbiolégicas

Foram realizadas as seguintes determinag¢des nos queijos
ap6s 1 dia de fabricagdo: pH (SILVA et al., 1997); acidez titu-
lavel (SILVA et al., 1997); nitrogénio total (WILLIAMS, 1984)
com fator de conversdo de 6,38; gordura (SILVA et al., 1997);
cinzas (SILVA et al., 1997); sal (SILVA et al., 1997); umidade
(WILLIAMS, 1984); e célcio total (KINDSTED; KOSIKOWSKT,
1985). Em intervalos de 7 dias, foram realizadas as seguintes
analises fisico-quimicas: pH (SILVA et al., 1997); acidez titula-
vel (SILVA et al., 1997); nitrogénio total (WILLIAMS, 1984); e
fracdes nitrogenadas (GRIPON et al., 1975). A partir das fragdes
nitrogenadas determinadas durante o armazenamento, foram
calculados os indice de extensdo e profundidade de proteélise
(WOLFSCHOON-POMBO, 1983).

A enumeracao de L. acidophilus nos queijos também foi
realizada em intervalos de 7 dias. Uma amostra de 10 g de
cada queijo foi homogeneizada com 90 mL de 4gua peptonada
0,1% estéril, em um homogeneizador de amostra (Stomacher,
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Seward) e, em seguida, diluigdes decimais seriadas foram rea-
lizadas utilizando-se o mesmo diluente. Aliquotas de 0,1 mL de
diluigdes adequadas foram adicionadas a superficie do agar MRS
(OXOID) e as placas incubadas em jarra com gerador de anaero-
biose (Anaerogen, OXOID) a 43 °C por 72 horas (JURKIEWICZ,
1999). Colonias caracteristicas de L. acidophilus (didmetro de
2 a3 mm e borda irregular) foram enumeradas e confirmadas
através de observa¢do microscopica de morfologia.

Foi realizado teste de aceitabilidade nos queijos apds 1 dia
de fabricagdo, utilizando-se escala hedonica de 9 pontos, com
76 provadores ndo treinados, conforme descrito por Dutcosky,
1996.

2.4 Planejamento experimental e andlise estatistica

Os ensaios foram realizados segundo um delineamento
de blocos completo, sendo a variavel independente, populagao
inicial de L. acidophilus nos queijos, estudada em trés niveis (106,
107 e 108 UFC.g™"). Cada tratamento foi realizado em triplicata,
totalizando 9 ensaios.

Os resultados foram avaliados por Analise de Varidncia
(ANOVA) realizada com o auxilio do programa estatistico
MINITAB versao 15 e a comparacdo das médias foi realizada
pelo teste de Duncan (DRUMOND et al., 1996). O nivel de
significancia de 5% foi adotado para todos os testes.

3 Resultados e discussao

Na Tabela 1, é apresentada a composicdo fisico-quimica
dos queijos. Os resultados obtidos mostraram que nédo houve
diferenca significativa (p > 0,05) nos teores de umidade, gor-
dura, cinzas, proteina, célcio, sal e pH entre os queijos. Este
resultado era esperado, uma vez que o processo foi 0 mesmo
para todos os queijos e a inica fonte de variagdo entre eles foi a
populagdo de bactéria probidtica. A bactéria L. acidophilus ndo
possui atividade significativa sobre os principais componentes
dos queijos e, portanto, sua concentragio nao poderia afetar a
composicao deles.

Os queijos apresentaram um teor mais elevado de umidade
que os valores normalmente obtidos no queijo Minas frescal
produzido pelo processo tradicional (DORNELLAS, 1997;
VAN DENDER, 1995), o que pode ser atribuido a presenca das

Tabela 1. Composigao fisico-quimica dos queijos apds 1 dia de fa-
bricacao.

Determinagdo Queijo A Queijo B Queijo C
Umidade (%) 67,7+0,9* 68 £2° 68,4 +0,6°
Gordura (%) 13,5%0,5 13,0 £0,0* 13,0£0,0*
Cinzas (%) 2,3+0,2° 2,5+0,1° 2,3+0,1°
Proteinas (%) 13,68 £0,02¢ 13,91 £0,06 13,47 £ 0,09
Calcio (%) 0,35£0,05 0,34+ 0,9 0,38 +0,02*
Sal (%) 0,96 £ 0,06 1,03 £0,02° 0,98 +0,01*
pH 6,56 £0,01° 6,51+ 0,05 6,53+ 0,04

Onde: letras iguais na mesma linha indicam que néo existe diferenca significativa ao
nivel de 5% de significAncia (p > 0,05). Valores médios resultantes de triplicatas, com
os respectivos desvio padrao.
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proteinas do soro retidas devido ao processo de ultrafiltragio,
as quais aumentam a reteng¢ao de agua no produto. Cunha et al.
(2002a; b) também obtiveram valores mais elevados de teor de
umidade nos queijos produzidos por ultrafiltracdo.

Asvariagdes de pH e dos indices de extensao e profundida-
de de proteolise, determinadas nos queijos durante 28 dias de
armazenamento a 5 °C, sdo apresentadas nas Figuras 1,2 e 3.
Os resultados obtidos mostraram a existéncia de diferenca ndo
significativa (p > 0,05) entre os valores de pH, indice de exten-
sdo e indice de profundidade de protedlise para os trés tipos de
queijos, os quais apresentaram os mesmos perfis de pH e dos
indices de protedlise ao longo do tempo de estocagem, mostran-
do que a quantidade de indculo adicionada néo influenciou de

6,8
6,6
6,4
6,2
T 6,0 -
5,8
5,6
5,4
5,2 . . . .
1 7 14 21 28

Tempo (dias)

O QueijoA @ QueijoB M Queijo C

Figura 1. Variagao de pH nos queijos A (10° UFC.g™"); B (10" UFC.g™);
e C (10® UFC.g™") durante 28 dias de estocagem a 5 °C.
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Figura 2. Variagio do indice de extensio de protedlise (%) nos queijos
A (10°UFC.g™"); B (107UFC.g™"); e C (10°UFC.g™") durante 28 dias de
estocagem a 5 °C.
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forma significativa o pH e a protedlise do queijo. Entretanto,
ao longo da estocagem, houve uma redugao significativa do pH
(p < 0,05) e um aumento significativo dos indices de protedlise
(p < 0,05) de forma semelhante para os trés tipos de queijos.
Estes resultados concordam com os obtidos por Cunha et al.
(2002b), que obtiveram uma reduc¢do de pH e aumento dos in-
dices de protedlise ao longo do tempo de estocagem em queijo
minas frescal produzido a partir de retentados sem adi¢do de
bactérias lacticas e atribuiram este comportamento ao maior
teor de dgua que favoreceu o desenvolvimento da microbiota
contaminante do leite.

A populagiao média de L. acidophilus nos queijos A, B e
C ao longo de 28 dias de armazenamento esta apresentada na
Tabela 2.

Durante os 28 dias de armazenamento, foi verificada
uma redu¢do ndo significativa (p > 0,05) na populagdo de
L. acidophilus, para os queijos A, B e C, indicando que o queijo
Minas Frescal produzido com retentado de leite é um meio ade-
quado para a sobrevivéncia da bactéria probidtica. No queijo A,
a populagio de L. acidophilus permaneceu ligeiramente abaixo
de 10° UFC.g™, o que poderia comprometer as propriedades
funcionais deste produto (O’'SULLIVAN, 2006). Por outro lado,
nos queijos B e C, a popula¢ao de L. acidophilus permaneceu
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Figura 3. Variagdo do indice de profundidade da protedlise (%) nos
queijos A (10°UFC.g™"); B (10’ UFC.g™"); e C (10 UFC.g™") durante
28 dias de estocagem a 5 °C.

Tabela 2. Populagido média de Lactobacillus acidophilus, nos queijos A,
B e C, inoculados respectivamente com 10°, 107 e 10° UFC.g™.
L. acidophilus (Log UFC.g™")*

Tempo (dias)

Queijo A Queijo B Queijo C
0 5910,2 7,110,4 7,9%0,1
7 5,7%0,3 6,910,2 7,81+0,1
14 59%0,1 6,7%£0,2 7,5%£0,5
21 55%0,7 6,5%0,8 7,4%0,6
28 5,4%0,6 6,3 £0,6 7,4%0,6

*Cada valor representa a média de trés ensaios com o respectivo desvio padréo.
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sempre acima de 10° UFC.g™, indicando que a populagio inicial
no queijo deve ser, no minimo, 10’ UFC.g !, de forma a garantir
um numero elevado do microrganismo probidtico durante a
vida de prateleira do produto.

Buriti et al. (2005b), avaliaram a sobrevivéncia de
L. acidophilus em queijo Minas frescal produzido com acidifica-
¢do direta com acido latico e também com adi¢do de cultura me-
sofila (Lactococcus lactis subsp. lactis e L. lactis subsp. cremoris).
Nos dois tipos de queijo, a cultura probidtica permaneceu viavel
durante 21 dias de armazenamento, no entanto, no queijo con-
tendo a cultura mesdfila, as contagens de L. acidophilus foram
ligeiramente superiores, sugerindo um sinergismo entre os
microrganismos. No queijo contendo apenas L. acidophilus, a
concentragdo atingiu valores abaixo de 10° UFC.g™, assim como
o observado para o queijo A no presente trabalho.

A sobrevivéncia de culturas probidticas em queijo fresco
argentino produzido com retentado obtido por ultrafiltracao foi
avaliada por Vinderola et al. (2000). Os queijos foram produzi-
dos utilizando-se diferentes combinagdes de S. thermophilus e
Lactococcus lactis com culturas probiéticas de Bifidobacterium,
L. acidophilus e L. casei. Embora os produtos apresentassem
teor de umidade de 58% e pH de 5,29, valores inferiores aos
dos queijos produzidos no presente trabalho (68% e pH 6,5), a
reducéo da populagio L. acidophilus e Bifidobacterium foi me-
nor que 1 ciclo logaritmico, enquanto a populagdo de L. casei
permaneceu constante durante 60 dias de armazenamento sob
refrigeragao.

A andlise sensorial foi realizada com 76 provadores ndo
treinados, os resultados obtidos sdo apresentados na Figura 4.
A anadlise estatistica dos resultados mostrou a existéncia de
preferéncia néo significativa (p = 0, 631) entre os trés queijos.

40

30

20

Provadores (%)

10

0
@ ® @ 6 6 @ B¢ @ @O

Gostei extremamente (9)
Gostei muito (8)

Nem gostei, nem desgostei (5)

Desgostei ligeiramente (4)

Gostei regularmente (7) ~ Desgostei regularmente (3)

Gostei ligeiramente (6) Desgostei muito (2)
Desgostei extremamente (1)

O QueijoA  @QueijoB W QueijoC

Figura 4. Resultados obtidos na analise sensorial nos queijos A, B e
C, contendo L. acidophilus nas concentragdes 10° 107 e 10° UFC.g™!,
respectivamente.
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Os valores médios resultantes das notas atribuidas pe-
los provadores foram: 6,7 para o Queijo A (10° UFC.g™" de
L. acidophilus); 6,5 para o B (107 UFC.g™' de L. acidophilus);
e 6,4 para o C (10° UFC.g™" de L. acidophilus), demonstrando
que os queijos apresentaram boa aceitabilidade independente
da populagio de bactéria probidtica. Em queijo Minas frescal,
produzido pelo processo tradicional, Jurkiewicz, 1999, também
verificou que a adi¢do de L. acidophilus La 145, nio influenciou
as caracteristicas sensoriais do produto durante 15 dias de
estocagema 5 °C.

4 Conclusoes

O queijo Minas frescal produzido a partir de retentados,
obtidos por ultrafiltragdo de leite, mostrou ser um produto
adequado para a incorporagdo de L. acidophilus, sendo uma
nova alternativa de alimento probiético. Durante 28 dias de
armazenamento do queijo a 5 °C, a populagio da bactéria pro-
bidtica permaneceu e ndo apresentou decréscimo significativo.
A variagdo da concentragido de indculo de L. acidophilus (10°,
107 e 10* UFC.g™") no queijo néo alterou as caracteristicas fisico-
quimicas e sensoriais do produto.
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