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Resumo Geral

O sodio é um elemento essencial na alimentacdao, contudo, 0 seu consumo em
excesso podera ter efeitos nocivos para a saude, tais como 0 aumento da presséo
sanguinea e a reducao da absor¢do de calcio. Devido a esses efeitos, a redugao
do teor de sodio nos alimentos tem sido uma das prioridades nas campanhas
realizadas por 6rgaos governamentais, nomeadamente no setor de laticinios, onde
0 queijo é considerado um género alimenticio com elevados niveis deste
elemento. Dessa forma, este trabalho objetivou avaliar o efeito da substituicdo
parcial de NaCl por KCI e MgCl,, nos parametros de qualidade do queijo cottage
probidtico, durante 28 dias de estocagem refrigerada e verificar a viabilidade da
cultura starter e das culturas probidticas utilizadas para o processamento do
queijo. Além disso, objetivou-se avaliar a aceitagcdo sensorial para identificar
direcbes para a melhoria de atributos sensoriais do produto perante os
consumidores. Com base nos resultados obtidos, observou-se que o ideal de
gosto salgado para o queijo cottage probiético com NaCl foi de 1,12% (p/p), e as
concentragdes equivalentes em salinidade para todos os sais hipossddicos
avaliados, mantiveram-se as mesmas do NaCl (1,12% p/p). As contagens de
Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium animalis subsp. lactis variaram de 7,74
a 6,20 e 8,58 a 7,93 log (UFC. g™, respectivamente, no primeiro e no ultimo dia
de estocagem, valores esses suficientes para beneficios a saude humana. Porém,
as contagens da cultura starter permaneceram baixas e com valores inferiores a
3,0 log UFC. g para todas as formulagdes. Com relacdo aos acidos organicos, o
acido latico foi o mais encontrado em todas as formulacdes, seguido pelo acido
citrico e acido aceético. Quanto a atividade proteolitica, os resultados
demonstraram que a formulacao controle (100% p/p de NaCl sem probibticos) foi a
que apresentou menor atividade durante 28 dias de estocagem refrigerada,
diferindo estatisticamente das demais formulacées. Com bases nesses resultados,
todos os queijos podem ser classificados como de baixo teor de gordura, (4.33 a
4.69 %), e muito alta umidade (74.60 a 75.59 %), segundo a legislacéo brasileira.
A adicao de culturas probioticas e a reducao de sédio ndo provocaram mudancgas
significativas no perfil de acidos graxos em todos os queijos formulados. Os
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resultados demonstraram que todas as formulagdes de queijo cottage
apresentaram potencial probiético, desde que consumidas numa quantidade
adequada (2 porcdes diarias de 50 g), uma vez que as concentragbes dos
probidticos permaneceram dentro dos padrbes estipulados pela legislacdo
brasileira. Entre as formulagcdes elaboradas com sais hipossodicos, a formulagéao
mais aceita foi aquela com reducao de sédio de 25% (p/p) de NaCl e substituicdo
por KCI (12,5% p/p) e MgClz (12,5% p/p), e o atributo que mais afetou a aceitacéo
dessas formulagbes foi a textura das amostras. Dessa forma, o queijo cottage
probiético demonstrou ser uma excelente matriz para insercao de sais
hipossddicos, pois 0 poder de salga dos desses sais nao € alterado em relacédo ao

NaCl, sendo uma excelente alternativa para dietas com restricdo de sodio.

Palavras-chave: * probioticos ¢ sal hipossédico * Lactobacillus acidophilus «

cloreto de potassio « estimativa de magnitude.
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Abstract

Sodium intake is essential for the welfare of human being, however, its
overconsumption may lead to unhealthy effects, namely increased blood pressure
and lower calcium absorption. Due to the aforementioned effects, sodium content
in food is one of the main focuses of attention in campaigns by government
agencies, especially in the dairy sector where cheese is perceived as being a food
with high sodium content. Thus, this study aimed to evaluate the effect of partial
replacement of NaCl by KCI and MgCl, on the parameters of quality probiotic
cottage cheese during 28 days of refrigerated storage and to determine the viability
of starter culture and probiotic cultures used in cheese processing. Furthermore,
the objective was to evaluate the sensory acceptance to identify directions for
improving the sensory attributes of the product before consumption.Using
magnitude estimation method, the salty flavor in probiotic cottage cheese was
generated using 1.12% (w/w) NaCl, and equivalent concentrations in salinity for all
low-sodium salts, was the same as for NaCl (1.12% w/w). The counts of
Lactobacillus acidophilus and Bifidobacterium animalis subsp. lactis ranged from
7.74 to 6.20 and from 8.58 to 7.93 log (CFU. g™'), respectively in the first and last
day of storage, such values enough for benefits to human health. However, the
starter culture counts remained at values below 3.0 log CFU. g’ for all
formulations. Lactic acid was the organic acid found in greater quantities in all
formulations, followed by citric acid and acetic acid. The proteolytic activity results
showed that the control formulation (100% w/w NaCl without probiotics) showed
the lowest activity during 28 days of refrigerated storage, differing from the other
formulations. All cheeses tested can be classified as low-fat, (4.33 to 4.69%) and
very high humidity (74.6 to 75.59%), according to Brazilian regulations. The
addition of probiotic cultures and reduced sodium did not cause significant changes
in the fatty acid profile of all tested cheeses.The results showed that all the
formulations showed probiotic potential, if consumed in appropriate portion (2
portions of 50 g daily), since the concentration of probiotics remained within the
Brazilian standards. Among formulations prepared with low-sodium salt, the best
one was that with 25% (w/w) sodium reduction, KCI (12.5% w/w) and MgCl»
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(12.5% w/w); and the attribute that most affected the acceptance was the texture of
the samples. Thus, the probiotic cottage cheese proved to be an excellent matrix
for the insertion of low-sodium salts, because it does not change the power of

brining in relation to NaCl.

Keywords: « probiotics + low-sodium salt « Lactobacillus acidophilus

potassium chloride « magnitude estimation
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Introducao







Introducao Geral

O interesse por alimentos saudaveis, nutritivos e com alegacao de
propriedades funcionais tem crescido mundialmente, 0 que resulta em diversos
estudos também na area de produtos lacteos (RODRIGUES et al, 2012).

Além da conscientizacdo dos consumidores, 6rgdos governamentais de
diversos paises alertam sobre os riscos da ingestao de alguns nutrientes, como
maneira de reduzir o risco de doengas, e relacionam 0 consumo excessivo de
sédio com problemas de saude. Segundo dados do Ministério da Saude do Brasil,
as doencgas do sistema circulatério, como a hipertensao arterial, constituem-se a
primeira causa de morte no pais, além de representarem um alto numero de
internacdes no Sistema Unico de Saude, significando grandes gastos para o
Governo (BRASIL, 2008).

O queijo é considerado um género alimenticio com elevados niveis de
sédio, dessa forma, reduzir o conteddo de sédio neste produto podera contribuir
para a redug¢édo do consumo geral de sédio pelos consumidores (AGARWAL et al.,
2011). Nesse cenario, um dos maiores desafios da industria de produtos lacteos
tem sido a reformulagdo destes produtos a fim de reduzir o teor de gordura e
sédio, em geral bastante elevados, uma vez que o sal exerce funcdes especificas
no sabor, textura e na conservacao dos queijos (AYYASH et al., 2011; AYYASH &
SHAH, 2010; GUINEE & FOX, 2004; KATSIARI et al., 1997 e 2000).

Nesse mesmo contexto, uma tendéncia que se fortalece no mercado
mundial de alimentos é o consumo de alimentos funcionais. E o caso, por
exemplo, dos alimentos que contém culturas probiéticas. O mercado global de
produtos probiéticos em 2009 foi de aproximadamente US$19 bilhdes, chegou a
cerca de US$ 21,6 bilhdes em 2010 e deve chegar a 31.100 milhdes de dblares
em 2015 a uma taxa de crescimento anual composta de 7,6% para um periodo de
cinco anos (BBC RESEARCH, 2011).

Os queijos apresentam algumas vantagens tecnolégicas como alimentos
carreadores de bactérias probidticas para o organismo humano, por serem
produtos sélidos, conferem protecdo as bactérias probidticas contra a acado do
oxigénio, baixo pH e sais biliares, durante a sua passagem pelo trato
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gastrointestinal, contribuindo para que cheguem viaveis no intestino (CRUZ et al.,
2009).

Tendo em vista os beneficios apresentados pelos queijos para a veiculagao
de probidticos e diante do fato do queijo Cottage ser um queijo com baixo teor de
gordura, a producédo de queijo Cottage adicionado de bactérias probidticas, pode
gerar um produto de alto valor agregado, sendo considerado um alimento
funcional.

O presente trabalho foi dividido em trés capitulos. No primeiro capitulo,
apresenta-se uma revisao bibliografica sobre os principais temas abordados:
alimentos funcionais, probioticos, beneficios a saude adquiridos pela ingestao de
alimentos contendo culturas probidticas, o mercado de produtos probidticos,
culturas probibticas, queijos probioticos, reducdo de sddio, sais hipossédicos e
queijo Cottage. No segundo capitulo, determinou-se se a intensidade de gosto
salgado ideal, o poder de salga de sais hipossodicos e a influéncia desses sais na
aceitacao sensorial do queijo Cottage probidtico. O terceiro capitulo apresenta os
resultados da avaliacdo das caracteristicas fisico-quimicas e da viabilidade das
culturas starter e probiodticas utilizadas no processamento do queijo Cottage
probidtico durante 28 dias de armazenamento refrigerado.
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1.1 Alimentos funcionais

Diante das evidéncias cientificas que destacam os alimentos como agentes
promotores da saude, tém-se intensificado a pesquisa e o desenvolvimento de
alimentos que apresentem propriedades funcionais. Um alimento pode ser
considerado funcional quando, além do papel basico de nutrir, também contém em
sua composicao alguma substancia biologicamente ativa que, ao ser consumido
em uma dieta usual, desencadeia processos metabdlicos ou fisiolégicos,
resultando em reducédo do risco de doencas e manutencao da saude (ANJO, 2004;
MACHADO, 2007).

De acordo com Souza et al. (2003), os alimentos funcionais devem
apresentar propriedades benéficas além das nutricionais basicas, sendo
apresentados na forma de alimentos comuns. S&o consumidos em dietas
convencionais, mas demonstram a capacidade de regular as fungdes corporais, de
forma a auxiliar na prevencao e protecdo contra doencas. Segundo Roberfroid
(2002), um alimento pode ser considerado funcional se for demonstrado que o
mesmo pode afetar beneficamente uma ou mais fungdes alvo no organismo, além
de possuir os adequados efeitos nutricionais, de maneira que seja tanto relevante
para o bem estar e saude, bem como para reduzir os riscos de doencas. Esses
alimentos possuem potencial para promover a saude através de mecanismos nao
previstos na nutricdo convencional, devendo ser salientado que esse efeito
restringe-se a promocao da saude e nao a cura de doencas (SANDERS, 1998;
KOMATSU et al., 2008).

Determinados componentes bioativos presentes nos alimentos caracterizam
o termo funcional. Podem ser citados como exemplos os probidticos, as fibras, os
fitoquimicos, as vitaminas, os minerais, os acidos graxos dmega 3, além de
determinados peptideos e proteinas. Complementarmente, a fisiologia do
intestino, assim como a composigdo e atividade do ecossistema microbiano
responsavel pela sua colonizacdo, tem atraido grandioso interesse para o
desenvolvimento de alimentos funcionais, o que € relevado pelos recentes
desenvolvimentos visiveis no mercado de probidticos, prebidticos e simbidticos
(ROBERFROID, 2005; KOMATSU et al., 2008).
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1.2 Probiodticos

O conceito de probiético é bem antigo, no inicio da década de 1950,
pesquisas ja abordavam o uso de probidticos, no emprego da restauragdo da
salde de individuos desnutridos (KOLLATH, 1953). Vergin (1954) sugeriu que a
administragéo de probidticos poderia restaurar o equilibrio da microbiota intestinal
apds um tratamento com antibiéticos. O mesmo ponto de vista foi defendido por
Kolb (1955), que reconheceu os efeitos prejudiciais de uma terapia com
antibiéticos e propds uma prevencdo com probidticos. Lilly e Stillwell (1965)
definiram probidticos como “substancias secretadas por um micro-organismo que
estimula o crescimento de outro”. A palavra “probidticos” foi inicialmente usada
como anténimo da palavra “antibiético”. E derivada da palavra pré e bioto e quer
dizer “para a vida” (HAMILTON et al., 2003).

Probidticos sao definidos como micro-organismos vivos que, quando
administrados em quantidades adequadas, trazem beneficios para a saude do
hospedeiro (FAO/WHO, 2001). Paralelamente, um alimento probiético € definido
como um produto processado que contém micro-organismos probidticos viaveis
em um meio adequado e em concentragdo suficiente (SAXELIN, 2008). Isso
significa que a viabilidade e a atividade metabdlica desses micro-organismos
benéficos devem ser mantidas durante todas as fases e operagdes do
processamento do alimento, desde a elaboracdo até a sua ingestdo pelo
consumidor, sendo também capaz de sobreviver no trato gastrointestinal (SANZ,
2007).

Na literatura cientifica, populagdes de 10%-10” UFC.g™" no produto final sdo
estabelecidas como sendo quantidades terapéuticas minimas de culturas
probidticas em alimentos processados (TALWALKAR et al, 2004), atingindo 10%-
10° UFC providos por um consumo diario de 100g ou 100 mL do alimento,
beneficiando, assim, o ser humano (JAYAMANNE e ADAMS, 2006). No Brasil, a
presente legislacdo determina que a quantidade minima viavel da cultura
probidtica deve estar entre 108 e 10° UFC por dia, ou seja, por por¢do de produto

e que a quantidade de micro-organismos presentes no produto deve constar no
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seu rotulo. Valores menores podem ser aceitos, desde que a empresa comprove
sua eficacia (ANVISA, 2008).

As bactérias acido-laticas (BAL) compreendem a classe mais representativa
dos micro-organismos probidticos constituindo um grupo heterogéneo de bactérias
gram-positivas, largamente utilizadas para a producéao de alimentos fermentados,
que tém em comum caracteristicas metabolicas e morfofisiologicas.
Comercialmente, as bactérias mais frequentemente empregadas como
suplementos probi6ticos para alimentos pertencem ao género Lactobacillus e
Bifidobacterium, ressaltando-se que a selecdo dessas bactérias possui como base
0s seguintes critérios: a capacidade de aderir a mucosa intestinal, a capacidade
de colonizar, a0 menos temporariamente, o trato gastrointestinal humano, a
capacidade de produzir compostos antimicrobianos e ser metabolicamente ativo
no intestino. Entre os requisitos, inclui-se, ainda, a seguranga para uso humano,
ter histérico de ndo patogenicidade e nao estar associada a outras doencas, além
da auséncia de genes determinantes da resisténcia aos antibiéticos (COLLINS et
al., 1998; LEE et al., 1999; SAARELA et al., 2000; OLIVEIRA et al., 2002;
VASILJEVIC & SHAH, 2008).

Os micro-organismos permitidos para a producao de alimentos probi6ticos
no Brasil pela ANVISA (BRASIL, 2008a) sao: Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus casei shirota, Lactobacillus casei variedade rhamnosus,
Lactobacillus casei variedade defensis, Lactobacillus paracasei, Lactococcus
lactis, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium animalis (incluindo a subespécie
Bifidobacterium lactis), Bifidobacterium longum e Enterococcus faecium.

1.2.1 Beneficios a saude

Inimeros beneficios a saude sao adquiridos pela ingestdo de alimentos
contendo culturas probibticas, sendo alguns ja provados cientificamente e outros
necessitando, ainda, de estudos mais aprofundados (GRANATO et al., 2010a).

Os principais efeitos benéficos a saude relacionados aos probibticos sao:
atividade antimicrobiana, prevencao e tratamento de diarréias, alivio dos sintomas

de intolerdncia a lactose, a reducdo dos niveis de colesterol, atividades
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antimutagénicas e anticarcinogénicas, estimulo do sistema imunolégico, melhora
da saude urogenital, alivio da constipacdo, otimizacdo de efeito de vacinas,
tratamento de resfriados e infec¢des de inverno (PATEL et al., 2009; NAGPAL et
al, 2007; SHAH, 2007; SANDERS, 2008).

A melhora da intolerancia a lactose, através do uso de probidticos é
atribuida ao fato deles produzirem a enzima B-D-galactosidade, auxiliando a
hidrélise da lactose no intestino, no entanto, o mecanismo de como o processo
ocorre ainda nao é bem entendido. Acredita-se que a modificagdo de pH intestinal,
devido a presenca de B-galactosidase, pode trazer efeitos positivos sobre as
fungbes intestinais e sobre a microbiota intestinal (ROBERFROID, 2000; KOPP-
HOOLIHAN, 2001; HE et al, 2008).

Fooks, Fuller e Gibson (1999) acrescentam que o0s probidticos podem
assimilar diretamente o colesterol ou interferir na sua absorcéo intestinal, o que
levaria a reducao das suas taxas.

Quanto a atividade antimicrobiana atribuida aos probi6ticos, os micro-
organismos probidticos inibem o desenvolvimento de bactérias patogénicas por
mecanismos de exclusdao competitiva que incluem: a) metabolismo acelerado de
nutrientes especificos (acUcares, vitaminas e aminoacidos sao metabolizados e
tornam-se indisponiveis aos patdgenos); b) competicdo por sitios de ligacao
(promovem o bloqueio dos sitios e/ou receptores na mucosa entérica, reduzindo a
area de interacdo das bactérias patogénicas); c) producdo de substancias
antimicrobianas (bacteriocinas, acidos organicos, peroxido de hidrogénio e acido
latico) e d) competicdo por nutrientes (AMORES et al., 2004; DRISKO; GILES;
BISCHOFF, 2003; ESCALANTE, 2001; FRANCO; OLIVEIRA; CARVALHO, 2006;
MITSUOKA, 1978; PENNA et al., 2000).

Com relagéo as atividades antimutagénicas e anticarcinogénicas atribuida
aos probidticos, estudos relataram estimulacao da funcao imunolégica (CROSS et
al., 2002; DE MORENO DE LEBLANC et al., 2008) e supressao de cancer através
do consumo desses micro-organismos (MA et al., 2010). Pesquisas tém
demonstrado que os probidticos podem diminuir as concentracbes fecais e

atividades de certas enzimas, como [-glucuronidase, azorreductase e
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nitrorredutase, que estdao envolvidos na ativagdo de agentes mutagénicos
(COMMANE et al., 2005; ORRHAGE et al., 1994) e diminuigdo de sais biliares
secundarios, que podem estar envolvidos no desenvolvimento de cancer de célon
(GONET-SURAWKA; STRUS; HECZKO, 2007; WOLLOWSKI; RECHKEMMER,;
POOL-ZOBEL, 2001).

Bactérias probi6ticas tém sido recomendadas para o tratamento de
dermatites atopicas, enterocolites, colites pseudomembranosas, doencas
hepaticas cronicas, doengas alérgicas e alergias alimentares (CANDY et al, 2008;
REIFF e KELLY, 2010). Maslowski et al. (2009) comprovou, em sua pesquisa, que
os acidos graxos de cadeia curta, produtos do metabolismo das bactérias
probidticas, atuam em uma molécula do organismo, denominada receptor GPR43,
facilitando o controle de inflamacées.

E importante mencionar que os efeitos de promocdo de salde dependem
da linhagem/cepa presente na formulacdo do produto e que nao existe uma cepa
probidtica capaz de conferir todos os beneficios recentemente reportados (SHAH,
2007).

1.3 Mercado de produtos probiéticos

O mercado global de produtos probidticos foi estimado em 24,23 bilhdes
dolares americanos em 2011. Mais de 500 produtos probibticos foram introduzidos
na década passada. Estes produtos tém recebido diferentes niveis de sucesso,
principalmente em congruéncia com seus beneficios para a saude global
(MARKETS AND MARKETS, 2013).

O iogurte € a matriz alimenticia mais utilizada para a suplementacdo de
bactérias probidticas. Contudo, outros produtos lacteos e nao lacteos também tem
passado por essa adicao, como as bebidas fermentadas, sorvetes, sobremesas e,
em especial, os queijos que tem recentemente despertado o interesse das
industrias além de crescente aceitacdo dos consumidores (GRANATO et al.,
2010a).

O mercado global de alimentos funcionais ainda € dominado por produtos
lacteos, com vendas no valor US$ 9.23 bilhdes em 2010, o equivalente a mais de
38% da industria geral. Apesar de continuar a deter uma posicao forte na Europa,
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os produtos lacteos funcionais também estdo fazendo forte progresso nos EUA,
devido ao sucesso de bebidas como iogurte probiético (LEATHERHEAD FOOD
RESEARCH, 2011).

No Brasil as vendas de alimentos funcionais atingiram US$ 500 mil o que
corresponde a 1% dos alimentos vendidos em 2007. Além disso, 65 % dos
alimentos funcionais comercializados no pais sdo produtos probiéticos. Outro fator
de destaque € que de todos os probidticos apenas o género Lactobacillus
representou 61,9% das vendas no mundo em 2007 (GRANATO et al., 2010a;
GRANATO et al., 2010b).

Segundo um relatério publicado em Transparency Market Research 2013, a
demanda mundial de probiéticos foi avaliada em US$ 27.9 bilhées em 2011 e deve
chegar a US$ 44,9 bilhdes em 2018, crescendo a uma taxa anual média de 6,8%
(2013-2018). Asia-Pacifico e Europa dominam o mercado global em termos de
demanda, e também é esperado que a Asia-Pacifico seja o mercado mais
promissor no futuro préximo. Os mercados da América do Norte e os paises como

o Brasil também mostram enorme potencial de crescimento da demanda.

1.4 Culturas probiodticas

Para o micro-organismo ser denominado probidtico deve apresentar: (a)
tolerancia a acidez, ao suco gastrico e bile, sendo capazes de resistir a passagem
pelo trato gastrointestinal; (b) aderir a mucosa intestinal humana; (c) produzir
substancias antimicrobianas, com concomitante inibicdo de patdégenos, ou seja,
efeito imunomodulador; (d) propriedades antimutagénicas e anticarcinogénicas
(GOMES & MALCATA, 1999; SAARELA et al., 2000; DEL PIANO et al, 2006).

Algumas espécies de bactérias dos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium
sao mais comumente empregadas como probidticos em produtos lacteos por sua
comprovada atividade funcional. Estes géneros de micro-organismos sdo comuns
no trato gastrointestinal de humanos saudaveis, encontrados principalmente e
respectivamente, no ileo terminal e célon (CHARTERIS et al., 1998; BIELECKA,
BIEDRZYCKA & MAJKOWSKA, 2002).
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As bactérias probidticas utilizadas na producdo em escala industrial e de
processamento devem ser apropriadas para cada tipo de produto e manter-se com
boa viabilidade durante o armazenamento. Esses pré-requisitos representam
desafios tecnoldgicos significantes, uma vez que muitas bactérias probidticas séo
sensiveis a exposicdo a oxigénio, calor e acidos. Conseqglentemente, em
alimentos fermentados, o pH tende a ser bastante reduzido e o desempenho
desses micro-organismos € baixo. Por esse motivo, os produtos com menor vida
de prateleira, como o iogurte e leites fermentados, sdo os mais comumente
utilizados como veiculos de probibticos, apesar de ja existirem produtos
probidticos com maior vida de prateleira, como o queijo tipo Cheddar (STANTON
et al., 2005).

Uma excelente alternativa para aumentar a multiplicagdo de um probidtico é
a adicao de outra espécie probidtica em co-cultura. Alguns estudos relatam que
pode haver uma relagdo de comensalismo entre culturas mistas de Lactobacillus
acidophilus e Bifidobacterium animalis, resultando numa fase lag mais curta deste
ultimo, quando comparada com a fase lag em culturas de estirpe unica (KONGO
et al., 2006). Entretanto, deve-se verificar a compatibilidade entre as culturas a
serem empregadas, pois alguns metabdlitos produzidos por uma cultura pode ser
prejudicail ao crescimento de outra.

Gomes e Malcata (1998) demonstraram que Bifidobacterium lactis
multiplicaram-se mais em co-cultura com Lactobacillus acidophilus. O estimulo da
multiplicacéo de Bifidobacterium bifidum por Lactobacillus acidophilus também foi
descrito (SVENSSON, 1999).

KONGO et al (2006) desenvolveram leite fermentado de cabra, utilizando
uma cultura mista de Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium animalis que
apresentou excelente desempenho ao longo da estocagem do produto.

1.4.1 O género Lactobacillus

O g¢énero Lactobacillus contém grande numero de espécies com
propriedades bioquimicas e fisioldgicas variadas, sao caracterizados geralmente

como gram-positivos, ndo formadores de esporos e podem ser aerotolerantes ou
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anaerobios restritos. Sao capazes de crescer em temperaturas que variam de 2 a
53 °C, com valores 6timos, geralmente, de 30 a 40 °C, e pH 6timo entre 5,5 e 6,2.
Fermentam glicose para acido latico em cepas homofermentativas e as cepas
heterofermentativas produzem acido latico, etanol e CO, (e/ou acido acético).
Aproximadamente 56 espécies do género Lactobacillus sdo conhecidas, entre
estes o Lactobacillus acidophilus € o mais utilizado e estudado (O’SULLIVAN,
2006).

O Lactobacillus acidophilus € microaeréfilo, possui a capacidade de
fermentar celobiose, frutose, galactose, glicose, lactose, maltose, manose,
salicina, sacarose, trealose e esculina. O leite possui em sua maioria lactose,
porém a espécie Lactobacillus acidophilus tem maior predominancia em
metabolizar sacarose. Além disso, a galactose produto da hidrélise de lactose nao
possui um grau de metabolizagdo favoravel, diferentemente da glicose e frutose
oriundas da hidrélise da sacarose, sendo que a fermentagdo da glicose possui
como unico aceptor final o acido latico (GOMES e MALCATA, 1999), composto
desejavel na producao de leite fermentado (FARNWORTH, 2008). Além disso,
esta espécie tem alta capacidade tamponante citoplasmatica, o que permite maior
resistencia as mudancas no pH do citoplasma conferindo a bactéria maior
estabilidade em condi¢des acidas (RIUS et al., 1994).

Algumas linhagens de Lactobacillus acidophilus sao comprovadamente
probidticas podendo melhorar a funcionalidade dos produtos aos quais forem
adicionados, por serem capazes de sintetizar acido félico, niacina, riboflavina e
vitamina K. Além de modular a microbiota intestinal, reforcar o sistema imune,
auxiliar no tratamento contra infecgdes intestinais (SAZAWAL et al.,, 2006;
SAARELA et al., 2000) e diminuir o risco de carcinogenicidade por serem capazes
de reduzir os niveis de enzimas responsaveis por ativar os pro-carcindbgenos
(RAFTER, 2002).

Os beneficios nutricionais dos probidticos tém sido estudados em sua
maioria nos produtos a base de leite fermentado contendo Lactobacillus e/ou
bifidobacteria. Entretanto, a producado de leite fermentado de alta qualidade
contendo probidticos € um grande desafio para fabricas de laticinios devido ao
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carater sensivel dos micro-organismos nesses bioprodutos. Porém quando
comparado a outras espécies probidticas a capacidade do Lactobacillus
acidophilus em tolerar baixas concentracdes de oxigénio e resistir ao pH de leite
fermentado (pH 4,6) contribuem para sua utilizagdo na producdo de leite
fermentado (GOMES e MALCATA, 1999).

1.4.2 O género Bifidobacterium

As bifidobactérias sao caracterizadas por serem micro-organismos gram-
positivos, ndo formadores de esporos, desprovidos de flagelos, anaerdbios estritos
com morfologia celular variavel (GOMES; MALCATA, 1999), no entanto, algumas
espécies, como Bifidobacterium animalis e Bifidobacterium psychraerophilum,
podem tolerar concentracbes de oxigénio moderadamente altas, e tém
metabolismo fermentativo. Atualmente, mais de 30 espécies estdo incluidas no
género Bifidobacterium (MARGOLLES, 2011).

As bifidobactérias sdo organismos heterofermentativos com produgcédo de
acido acético e latico na proporcao de 3:2, sem geracao de CO,, exceto durante a
degradacao do gluconato, e capazes de utilizar glicose, galactose, lactose e
frutose como fontes de carbono (GOMES; MALCATA,1999). A temperatura 6tima
para crescimento oscila entre 37 e 41° C (GOMES; MALCATA,1999) e segundo
Rasic e Kurmann (1983) e Danone (1997), os valores 6timos de pH para o
crescimento de bifidobactérias estdao entre 6,0-7,0, com auséncia de crescimento
em valores de pH acidos de 4,5-5,0.

As concetragdes de oxigénio e o pH exercem as maiores influéncias na
sobrevivéncia das bifidobactérias durante a estocagem dos alimentos probidticos.
A viabilidade das bifidobactérias em meios acidos é muito variavel, mas, em geral,
pode-se considerar que a resisténcia dessas bactérias ao pH acido é fraca, com a
excecado da Bifidobacterium animalis (MASCO, 2005). Esta espécie tolera de
forma satisfatéria os valores de pH acido e também a concentracées moderadas
de oxigénio, e, por estas razbes, sdo as mais usadas em produtos fermentados
probidticos. Isto sugere que a tolerancia a acidez das bifidobactérias esta ligada a
atividade da enzima FOF1-ATPase ligada a membrana celular e que é responsavel
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pela manutengdo da homeostase do pH intracelular em bactérias anaerdbias. A
alta inducédo da atividade da FOF1-ATPase observada nesta espécie pode ser
responsavel por sua resisténcia a acidez, uma vez que esta atividade nao é
induzida em cepas nao resistentes (MARGOLLES, 2011).

Os primeiros relatos cientificos sobre a incorporacéo de bactérias probidticas
em queijos exploraram o uso das bifidobactérias. Consideracdes tecnolbgicas
também favoreceram a adogédo das bifidobactérias como probioticos. Estas
bactérias produzem lactato e acetato durante a fermentagdo de acgucar, sem a
formacao de gases e, na maioria das espécies, sem comprometer a qualidade
organoléptica 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 que sé&o tradicionalmente usados
como carreadores de micro-organismos probioticos. A espécie Bifidobacterium
animalis subs. lactis é consideravelmente mais tolerante a 4cidez, ao oxigénio e a
temperatura do que a maioria das espécies de bifidobactérias de origem humana
instestinal e, por isso, & tecnologicamente adequada para produtos lacteos
fermentados (MARGOLLES, 2011).

As bifidobactérias possuem baixa capacidade de acidificacdo durante o
processo de péds-acidificacdo na estocagem (GOMES; MALCATA, 1999). Os
relatos desses autores estdo de acordo com os dados observados nesta pesquisa
com a linhagem de bifidobactérias Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12
(Christian Hansen).

1.5 Queijos probioéticos
A producédo de queijos no Brasil esta em uma curva crescente. Em 2011
foram produzidos 867,1 mil toneladas de queijos no pais, 9,4% mais que em 2010,
segundo os ultimos dados divulgados pela Associacao Brasileira das Industrias de
Queijos (ABIQ). Os queijos mais produzidos sdo: mugcarela, requeijao culinario,
prato, requeijao cremoso e petit suisse, nesta ordem. Também segundo dados da
ABIQ, o Brasil ja é o sexto maior produtor de queijos do mundo, porém possui um

consumo per capita ainda muito baixo, de pouco mais de 4 kg por habitante por
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ano, enquanto a Franga apresenta um consumo de 27 kg e a Itélia 24 kg (BRASIL
ECONOMICO, 2013). O queijo Cottage é muito popular nos Estados Unidos, mas
recentemente sua oferta e consumo vém aumentando no Brasil.

O consumo de trés porgdes diarias de leite, queijos e derivados lacteos,
aliado a uma alimentacao equilibrada, € importante ndo somente para fornecer os
nutrientes de que o corpo precisa, mas também gerar diversos beneficios para a
saude. No entanto, deve-se, dar preferéncia também para os produtos lacteos
com baixo teor de gordura ou desnatados (NATIONAL DAIRY COUNCIL, 2007).

A alta atividade de agua, o pH do queijo, a sua matriz sélida, com uma
concentracao relativamente elevada de lipidios presentes sdo caracteristicas que
podem auxiliar na manutencédo da viabilidade dos micro-organismos probidticos,
bem como oferecer protecdo as bactérias probidticas durante a sua passagem
pelo trato gastrointestinal humano (CRUZ et al., 2009). 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 condigdes para a sobrevivéncia e multiplicacdo de cepas probibticas
(BURITI et al., 2005). Baseados nessa observacao, diversos autores sugeriram
que o queijo é o produto mais adequado como veiculo de probiéticos, quando
comparados aos leites fermentados e iogurtes (GARDINER et al., 1998;
STANTON et al., 1998; DAIGLE et al., 1999; CORBO et al., 2001; HELLER et al.,
2003; BOYLSTON et al., 2004; BERGAMINI et al., 2005).

Alguns autores consideram que a sobrevivéncia de bactérias probiéticas em
queijos frescos seja maior que nos queijos maturados, devido ao menor tempo de

armazenamento, menor teor de sal e maior teor de umidade (BURITI et al, 2005).

1.6 Reducao de sddio

O cloreto de sédio (NaCl), comumente chamado de sal de cozinha, é
composto por 40% de sbdio, sendo a principal fonte deste mineral na dieta
humana, e assim como o potassio, tem a funcédo de regular os fluidos celulares
(BRASIL, 2005).
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O sédio nos alimentos industrializados pode ser adicionado por duas fontes:
o cloreto de sédio ou sal de cozinha e os aditivos alimentares. O sal para consumo
humano ¢ definido pela legislagdo brasileira na resolugdo RDC n° 28/2000, da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), como “cloreto de sdodio
cristalizado extraido de fontes naturais, adicionado obrigatoriamente de iodo”
(BRASIL, 2000). O produto deve apresentar-se sob a forma de cristais brancos,
com granulagédo uniforme, ser inodoro e ter sabor salino-salgado préprio. Além
disso, ndo pode apresentar sujidades, micro-organismos patogénicos ou outras
impurezas. Podem ser adicionados ao sal aditivos, como minerais
(antiumectantes), desde que nos limites estabelecidos pela legislagdo. A
designacao “sal de mesa” vale para o sal refinado e o sal refinado extra nos quais
foram adicionados antiumectantes (BRASIL, 2000).

O consumo de sédio esta associado com a elevacado da pressao arterial,
que é considerada um problema de saude publica, sendo um fator de risco para
doencas cardiovasculares, enquanto o consumo de potassio diminui o risco
dessas doencgas. O aumento da ingestao de sodio também ocasiona aumento da
perda de calcio na urina podendo contribuir para aumento da osteoporose
(REDDY et al., 2004).

Segundo um grupo de pesquisa da Universidade de Alberta, no Canada,
uma dieta rica em sal esta fortemente associada a casos de pedras nos rins e
osteoporose. Quando a ingestdo do sédio se eleva muito, o corpo cuida de
descartar 0 excesso por meio da urina, s6 que como célcio e sédio sao regulados
pela mesma molécula, juntamente com o excesso de sddio o célcio (que nao esta
em excesso) também é excretado (DIARIO DA SAUDE, 2012).

Estudos demonstram que o consumo de sal aumenta progressivamente
durante a infancia e adolescéncia e se mantém constante na fase adulta (CRUZ et
al., 2011a). Em uma pesquisa realizada com estudantes de 13 a 15 anos foi
verificado que 23,2% deles se apresentam com sobrepeso ou obesidade (IBGE,
2009), o que é preocupante, considerando que 0 excesso de peso, assim como o
consumo de alcool sao fatores que também estdo associados a hipertensao
arterial (CRUZ et al., 2011a). Assim, o consumo de sodio deve ser limitado,
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considerando todas as fontes na dieta, como por exemplos aditivos e
conservantes, a fim de reduzir os riscos de saude causados pelo consumo
excessivo desse mineral. Diante de tais comprovagdes, a Organizagdo Mundial da
Saude recomenda que o consumo de cloreto de s6dio ndo deve ser superior a
2000 mg por dia, o que corresponde a 5 g de consumo de sal (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2011).

Entretanto, no Brasil € estimado que o consumo pela populagédo exceda em
mais de duas vezes esse valor, sendo necessarias campanhas que informem a
populacdo sobre a importancia de reduzir a quantidade de sal adicionado nos
alimentos, assim como a reducédo da quantidade de sal adicionado em alimentos
processados (SARNO et al., 2009). De fato, estima-se que 25% da populagédo
adulta brasileira, 50% ap6s os 60 anos e 5% das criangas e adolescentes sédo
acometidos pela hipertensédo. A pressao arterial alta € responsavel por 40% dos
infartos, 80% dos derrames e 25% dos casos de insuficiéncia renal terminal.
(BRASIL, 2010).

O consumo de sédio varia conforme as regides do Brasil, o revela o peso
dos habitos alimentares regionais nos indices de ingestdo desse nutriente.
Segundo dados da Abia (Associacao Brasileira das Industrias da Alimentagao)
com base em dados do IBGE de 2008 e 2009, a regi&do Norte registrou o maior
volume de consumo de sdédio do Pais. No periodo estudado, cada nortista
consumia 5,41 g de sddio por dia, o correspondente a 13,8 g de sal. O alto indice
de ingestao desse nutriente na regido se deve principalmente a adicdo de sal de
cozinha no preparo dos alimentos, que atingiu o volume de consumo diario de
10,87 g por habitante. A segunda regiao com maior consumo de sdodio diario no
Brasil foi o Centro-Oeste (5,26 g), seguido pelo Sul (5,06 g), pelo Nordeste (4,47
g) e, finalmente, pelo Sudeste (3,8 g) (ABIA, 2013).

Dessa forma, a Portaria 3092/2007do Ministério da Saude (MS) propde a
reducao gradativa dos teores de so6dio em alimentos processados (BRASIL, 2007).
Em termo de compromisso elaborado junto as principais associagdes da industria
alimenticia, o MS compromete-se, em parceria com a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), a elaborar o Plano Nacional de Redugédo do
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Consumo de Sal, a monitorar o teor de s6dio nos alimentos processados, a
acompanhar as tendéncias de consumo alimentar da populacdo e avaliar o
impacto da reducdo desse consumo nos custos do Sistema Unico de Saude (SUS)
e na incidéncia de doencas cronicas (BRASIL, 2011). Recentemente, foi
determinado que produtos alimenticios processados podem ser rotulados como
“paixo”, “muito baixo” e “ndo contém” sodio, se apresentarem, respectivamente, no
maximo 80 mg, 40 mg e 5 mg de sddio por 100 g ou 100 ml em pratos preparados,
ou por porgcado do alimento. O atributo “reduzido” pode ser atribuido ao alimento
com reducdo minima de 25% no conteudo de sédio em relagdo ao produto sem
reducao (BRASIL, 2012).

Em outros paises como Canada, o programa de “Estratégia de Reducéao de
Sodio”, pretende ter 50% da populagcdo consumindo menos de 2.300 mg de sodio
por dia até 2016, e inclui recomendagdes dirigidas ao fornecimento de alimentos,
pesquisa, educacao e conscientizacao. Diversos paises langcaram iniciativas para
reduzir a ingestao de sddio de suas populagdes, principalmente a Finlandia, Reino
Unido, Unido Europeia e, mais recentemente, os Estados Unidos (HEALTH
CANADA, 2010).

Um estudo americano publicado em 2010, mostra que mesmo uma redugao
modesta de 1 g de sal (400 mg de sédio) por dia alcangado ao longo de um
periodo de 10 anos resultaria no decréscimo anual de numero de casos de doenga
cardiaca coronaria de 40.000 para 20.000, acidente vascular cerebral de 23.000
para 11.000, infarto do miocardio de 35.000 para 18.000, e as mortes por todas as
causas de 32.000 para 15.000 (HEALTH CANADA, 2010).

Segundo a conclusdao de estudo da Abia (Associacdo Brasileira das
Industrias da Alimentacdo) com base em dados do IBGE de 2008 e 2009, os
resultados que tém aval do Ministério da Saude, é o sal de cozinha, e ndo a
comida industrializada, a principal fonte de sodio dos brasileiros. Ele responde por
71,5% do total do nutriente ingerido no pais. Os produtos da industria respondem
por 23,8% do total da ingestdo de sodio. Cada brasileiro consome, em média, 4,46
gramas de sodio por dia, o equivalente a 11,38 gramas de sal. O limite
recomendado pela Organizacdo Mundial da Saude é menos da metade: 5 g de sal
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(equivalente a 2 g de sddio). Porém, as constatagdes do estudo ndo alteram o
acordo com o Ministério da Saude de reduzir 20.491 toneladas de sédio dos
alimentos processados até 2020 (FOLHA DE SAO PAULO, 2013).

Com realagcdo ao iodo, a ANVISA também aprovou recentemente uma
resolucao que reduz os limites de iodo adicionado no sal para consumo humano,
segundo a RDC n° 23, de 24 de abril de 2013. De acordo com a agéncia
reguladora, ha indicios de que o consumo excessivo da substancia possa
aumentar os casos de tireoidite de Hashimoto, doenga autoimune que tem entre
seus principais sintomas fadiga crénica, cansaco facil e ganho de peso. A norma
atualmente vigente fixa uma faixa entre 20 mg e 60 mg de iodo para cada quilo de
sal. Com a nova resolucgéo, a faixa de adicdo de iodo no sal permitida fica entre 15
mg e 45 mg. Ja a Organizacdo Mudial de Saude (OMS) determina que os limites
de adi¢do de iodo no sal devem ficar entre 20 mg e 40 mg para paises em que a
populacdo consume uma média de 10 g de sal por dia (FOOD INGREDIENTS
BRASIL, 2013).

1.6.1 Sais hipossoédicos

A utilizacdo de substitutos do cloreto de sbédio (NaCl) como opcéo
terapéutica para reduzir o consumo de sodio, é relevante. Uma opcéo atualmente
utilizada como substituto do NaCl, sao os sais hipossodicos.

No Brasil, a ANVISA estabelece na portaria n® 54, de 04 de julho de 1995,
qgue sais hipossodicos devem apresentar teor reduzido de sodio (Na*) (50%
daquele presente em uma mesma quantidade de NaCl) além de KCI, como
ingredientes obrigatérios. Porém, outros compostos podem ser adicionados de
modo que a mistura final mantenha poder de salga semelhante ao do NaCl, e/ou
tentar reduzir os sabores indesejaveis causados pela adicio do KCI
(BRASIL,1995). Dentre esses compostos, citam-se: sais de potassio (sulfato de
potassio, acetato de potassio), de calcio (cloreto de calcio), de magnésio (cloreto
de magnésio e sulfato de magnésio) e de aménio (cloreto de aménio), sais dos
acidos adipico, glutdmico (como o glutamato monossodico), carbdnico (carbonato

de so6dio), succinio (succinato de potassio), latico (lactato de potassio), tartarico
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(tartarato de sodio), citrico (citrato de célcio), acético (acetato de sbédio),
hidrocloridrico, ortofosférico, dentre outros.

O sal hipossédico possui duas classificagbes: “sal com reduzido teor de
sédio”, que fornece 50%, no maximo, do teor de sdodio contido na mesma
quantidade de cloreto de sddio, e “sal para dieta com restricdo de sédio”, que
fornece 20%, no maximo, do teor de sddio contido na mesma quantidade de
cloreto de sédio. O sal hipossdédico, nas duas classificacées, deve possuir,
obrigatoriamente, cloreto de sodio, cloreto de potassio e iodo, todos adequados a
legislagdo nacional vigente. Outros ingredientes podem ser adicionados
opcionalmente de acordo com a legislacdo (FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2013).

O KCI possui caracteristicas similares ao NaCl e apresenta uma eficiéncia
antimicrobiana equivalente (BIDLAS e LAMBERD, 2008). Além disso, a ingestao
de potassio ndo tem sido associada ao desenvolvimento de hipertensao e
doencas cardiovasculares (BUEMI et al, 2002; GELEIUJNSE et al, 2007; KIMURA
et al, 2004). No entanto, defeitos sensoriais relacionados a diminuicdo do gosto
salgado e surgimento de gosto amargo, metalico e adstringente sdo comumente
noticiados a partir do nivel de 40% de substituicio de NaCl por KCI e se
configuram na principal limitacao da utilizacao de KCI em salames (GOU et al.,
1996; GELABERT et al., 2003).

Com relagé@o a comercializagao, o cloreto de potassio é comercializado por
varias empresas e em diferentes combinacdes, sendo que as mais conhecidas
contém 780 mg/g de KCI (derivado do acido cloridrico) e 200 mg/g de NaCl; e 19,6
g Na/100 g e 26 g de K/100 g. Na Argentina € comercializado um sal dietético com
5mg/g de sédio, também em versdes contendo especiarias e composto por cloreto
de potassio, cloreto de aménio, cloreto de calcio e cloreto de magnésio. Outro sal
hipossodico disponiveis no mercado internacional € o Morton® Lite Salt™ Mixture,
composto por cloreto de soédio, cloreto de potassio e iodo. No Japao se
comercializa o LS-50 Salt Alternative, composto por cloreto de potassio, soro de
leite com reducdo de lactose, e hidrolisado protéico vegetal (possui 85% da
salinidade do cloreto de s6dio). E muito utilizado para reduzir o contetido de sal no
molho de soja (FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2013).
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No Brasil € comercializado o sal Cisne Light e o Cisne Light Mais (fonte de
6 minerais), um sal hipossodico com 50% menos sédio que o sal Cisne
Tradicional. Ele é composto por sal hipossodico, calcio (carbonato de calcio),
magnésio (6xido de magnésio), iodato de potassio, zinco (6xido de zinco),
antiumectantes (ferrocianeto de sédio e di6xido de silicio) e selénio (selenito de

sodio).

1.7 Queijo e reducao de soédio

Dentre os produtos lacteos, o queijo apresenta contribuicdo decisiva no
consumo de sédio (MHURCHU, 2011), sendo observado que os niveis de sddio
determinados de forma analitica ndo sdo condizentes com o exposto no rétulo do
produto; tendo sido encontrado variagdo de 125% e 106% para queijo Minas
frescal nas versdes integral e “light”, respectivamente (SILVA e FERREIRA, 2010).
Resultados similares foram observados para queijos cheddar, mussarela e queijo
processado, queijos esses populares nos Estados Unidos, sendo verificado que os
fabricantes desses tipos de queijos necessitarao reformular seus processos a fim
de atender as recomendac6es mundiais das Agéncias de Saude (AGARWAL et
al., 2011).

A substituicao do cloreto de sédio por outros sais, ou a sua simples reducao
implica em diversas barreiras no processamento de queijos, com reflexos na
qualidade fisico-quimica, reoldgica, funcional e sensorial do produto (CRUZ et al.,
2011a). O sal modifica as interacdes entre as proteinas, a atividade de agua do
queijo, as caracteristicas fisicas e de funcionalidade do queijo, além de interferir
na atividade microbiana (PASTORINO et al., 2003).

A ingestdo de potéassio, céalcio e magnésio atenuam o efeito hipertensivo
ocasionado pelo excesso de sal (KARPPANEN, 2006), nesse contexto, uma
opcao tecnoldgica bastante difundida é substituir o NaCl por cloreto de potassio
(KCI) para reduzir o teor de sodio dos alimentos. O KCI ajuda a manter o gosto
salgado e pode reduzir o teor de sal nos alimentos em até 25%, sem perdas na
palatabilidade (FLATCHER, 2008). Entretanto, este sal confere um gosto residual

amargo ao alimento, que os consumidores consideram desagradavel, porém,
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melhores resultados sdo obtidos quando misturamos diferentes sais minerais
(BRANDSMA, 2006; VANDENDRIESSCHE, 2008). Trabalhos envolvendo queijos
com reduzido teor de sodio apresentam-se em ascensao (KAMLEH et al., 2012;
AYYASH e SHAH, 2011 a,b; GOMES et al., 2011a; CERNIKOVA et al., 2010; VAN
DENDER et al., 2010) sendo relacionados aos queijos de alto consumo nos
respectivos paises.

Em queijo Minas frescal, a substituicdo parcial de NaCl por KCI (cloreto de
potassio) resultou em queijos que apresentaram maiores valores de dureza e
maiores teores de calcio, em relacdo ao queijo controle (sem substituicdo), e a
formulacdo produzida com 25% de KCI apresentou pontuacdo semelhante a
formulagéo controle na analise sensorial, sugerindo que é possivel a producao de
queijo Minas frescal com baixo teor de sédio e boa aceitagdo sensorial. (GOMES
et al., 2011a). O potassio e o so6dio possuem efeitos contrarios sobre a pressao
arterial e ambos sao importantes para a manutencao do equilibrio. Muitos estudos
tém indicado que o aumento da ingestdo de potassio via dieta pode exercer efeito
protetor em individuos com inducdo a hipertensdo pelo sédio, reducdo da
excrecao de célcio na urina e efeito protetor aos ossos (ALINO, 2009).

O magnésio é o cation intracelular mais importante, depois do potassio. O
magnésio é um cofator em mais de 300 sistemas de enzimas que regulam
diversas reac¢des bioquimicas no corpo, incluindo a sintese de proteinas, funcéo
muscular e nervosa, controle de glicose no sangue, e regulacdo da pressao
arterial. O magnésio também desempenha um papel no transporte ativo de ions
de calcio e potassio através das membranas celulares, um processo que é
importante para a conducdo do impulso nervoso, contracdo muscular e ritmo
cardiaco normal (RUDE RK, 2012).

Apesar dos aspectos negativos relacionados ao consumo excessivo do
cloreto de sdédio, este sal tem fundamental importancia na conservacado de
alimentos, pois se mostra eficiente na protecdo contra micro-organismos
deteriorantes e patogénicos, o que deve ser levado em consideracdo quando se
deseja substitui-lo, a fim de garantir a seguranga microbiol6gica do produto
(TAORMINA, 2010).
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1.8 Queijo Cottage

O nome “Cottage” relaciona-se com suas origens, ou seja, € um queijo
tipico das vilas e aldeias. A origem especifica do queijo Cottage é desconhecida,
apesar de muitos autores afirmarem que este queijo surgiu na Gré-Bretanha,
sendo difundido em todos os paises de origem anglo-saxbénica, a produgao
industrial comegou nos Estados Unidos por volta de 1916 (RODRIGUES, 1999;
FARKYE, 2004).

O queijo Cottage é um tipo de queijo fresco, levemente acido, produzido
pela coagulacdo do leite desnatado pasteurizado (BRASIL, 1996). Possui como
caracteristica a textura granular da massa coalhada com particulas de tamanho
relativamente uniforme que pode ser misturada opcionalmente a um liquido
cremoso, denominado dressing (RODRIGUES, 1999).

Nos Estados Unidos o queijo Cottage é definido como um "queijo de pasta
mole, ndo curado, preparado pela mistura da coalhada seca do queijo com uma
mistura cremosa”. A coalhada desse queijo pode ser fabricada pela coagulacédo
acida do leite desnatado, normalmente por meio da atividade da cultura starter,
embora o leite também possa ser acidificado diretamente (DRAKE et al., 2009).

Os queijos tipo Cottage, Quark, Cream cheese, Fromage e Ricota séo
comercialmente os mais importantes tipos de queijo fresco de coagulagdo acida
cujo consumo tem aumentado, porque eles sdo percebidos como saudaveis pelos
consumidores preocupados com a dieta. Em geral, o teor de gordura destes
queijos é bem menor do que a dos queijos fabricados por coagulagdo enzimatica
(FOX et al. 2000).

Atualmente, existem diversas variedades de queijo Cottage com diferentes
consisténcias, diferentes niveis de gordura e conteudo de umidade. A composicao
média para o queijo Cottage é cerca de 80% de umidade, teor de gordura na faixa
de 4%, e 25% de gordura na matéria seca e, portanto, sdo classificados como
queijo com baixo teor de gordura (ARAUJO 2007). De acordo com a lei dos EUA,
a gordura maxima é de 0,5% para graos de coalhada seca e em torno de 4% para
o queijo Cottage com dressing (FARKYE 2004).
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E um queijo que apresenta um elevado rendimento devido ao seu alto teor
de umidade (80%). Em média para se fabricar 1kg de queijo utiliza-se
aproximadamente 4,5L de leite.O rendimento é influenciado pela concentragéo e
estado da caseina em solidos no leite. A fragilidade da coalhada antes do corte e
a agitacao excessiva durante o processamento reduzem o rendimento e resultam
em um queijo de qualidade inferior (ARAUJO et al., 2012).

A legislacao brasileira, até 0 momento n&o possui padroes de identidade e
qualidade especificos para queijo Cottage, o que dificulta comparag¢des, com base
na legislagéo, entre diferentes marcas comerciais (PARODIA, 2010).

Com relacdo ao queijo Cottage, ele pode ser fabricado através de trés
diferentes métodos. O método baseado no tempo de coagulagcdo (curta,
intermediaria ou longa), método onde ha a utilizacdo de micro-organismos do
fermento latico (cultura starter) e o método por acidificagéo direta. O processo de
fabricacdo, ap6s a coagulacao do leite, compreende as etapas de: tratamento
térmico, resfriamento/lavagem da massa, drenagem, adicdo do dressing e
embalagem (WALSTRA; WOUTERS; GEURTS, 2006).

No que diz respeito ao seu potencial funcional, o queijo Cottage tem sido
mostrado como uma matriz alimenticia capaz de ser suplementada com bactérias
probidticas (ARAUJO et al., 2009). Nao sao relatados, até o presente momento,
trabalhos envolvendo simultaneamente o desenvolvimento de queijo Cottage com
reducdo de sbdio e suplementado de bactérias probidticas, bem como uso
simultaneo de outros sais substitutos do cloreto de sédio, como o cloreto de
magnésio. Consequentemente, isso demonstrara a relevancia deste estudo, no
sentido de aumentar o carater funcional e a possibilidade de proporcionar uma
maior redug&o no nivel de cloreto de sédio em produtos lacteos.

Para o queijo cottage, por exemplo, a adicdo de probidticos junto com o
dressing e o sal é uma alternativa aceitavel, ja que a concentracao do probibtico
adicionado pode ser precisamente controlada e os efeitos adversos de uma
escalda em temperatura elevada ndo existem para esse tipo de queijo (HELLER et
al., 2003).
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1.9 Objetivos

O objetivo geral do presente trabalho foi estabelecer parametros de
tecnologia para desenvolver um queijo Cottage probidtico com reduzido teor de
sédio e acompanhar as mudancgas ocorridas ao longo da vida de prateleira deste
produto, relacionando-as com as alteragdes em sua composi¢cao pela adicao de
diferentes sais substitutos do cloreto de sodio.

Para uma avaliagdo global deste objetivo, 0 mesmo foi subdividido em
objetivos especificos:

1. Determinar a intensidade de gosto salgado ideal bem como o poder de

salga de sais hipossédicos em queijo Cottage probidtico (Capitulo 2);

2. Avaliar a influéncia dos sais hipossédicos na aceitacdo sensorial do
queijo Cottage probiotico (Capitulo 2);

3. Verificar a viabilidade da cultura de Lactococcus lactis subsp. lactis e
Lactococcus lactis subsp. cremoris R-704, e das culturas probidticas de
Lactobacillus acidophilus LA-5 e Bifidobacterium animalis subsp. lactis

Bb-12 durante o periodo de armazenamento refrigerado (Capitulo 3).

4. Verificar o efeito da substituicao parcial de NaCl por KCI e MgCl, nos
parametros de qualidade do queijo Cottage probidtico durante 28 dias de
estocagem refrigerada (Capitulo 3).
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Capitulo 2

Estudo do poder de salga de sais hipossoédicos em queijo
Cottage adicionado de bactérias probiéticas: ideal de gosto
salgado, estimativa de magnitude e aceitacao sensorial
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Resumo

Os consumidores tém buscado cada vez mais alimentos que tragam
beneficios para sua saude. Dessa forma, o consumo de alimentos que
apresentam reduzido teor de sédio pode contribuir para a redugao do risco de uma
série de doencas. O objetivo desse estudo foi avaliar a concentracdo ideal de
NaCl em queijo Cottage probidtico, a equivaléncia de gosto salgado de 4
formulagdes contendo diferentes sais-hipossédicos, a viabilidade das culturas
probidticas utilizadas, bem como a aceitacdo sensorial dessas formulagbes. O
ideal de gosto salgado foi determinado usando o teste do ideal com 60
consumidores. As formulacées foram avaliadas usando escala linear hibrida de
9cm (“+4=extremamente mais salgada que o ideal”, “-4=extremamente menos
salgada que o ideal”). Realizou-se a avaliacdo do poder de salga de 4 sais-
hipossddicos: NaCl:KCl (75:25), NaCl:KClI (50:50), NaCl:KCIl:MgCl, (50:25:25) e
NaCl:KCI:MgCl, (75:12,5:12,5), em relacdo ao NaCl, utilizando o Método de
Estimativa de Magnitude, com 17 provadores. Para avaliar a aceitacao sensorial
metodologias como analise de penalidades e escala hedonica estruturada de 9
pontos foram utilizadas com 117 consumidores de queijo Cottage. O ideal de
gosto salgado para o queijo Cottage probi6tico com NaCl foi de 1,12% (p/p), e as
concentracdes equivalentes em salinidade para todos os sais-hipossodicos
avaliados mantiveram-se as mesmas do NaCl (1,12% p/p). Com relagdo a
aceitacdo sensorial, entre as formulacdes elaboradas com sais hipossoédicos a
formulacdo mais aceita foi aquela com reducdo de sédio de 25% de NaCl e
substituicao por KCI (12,5%) e MgCl, (12,5%) e o atributo que mais afetou a
aceitacdo dessas formulacées foi a textura das amostras. Todas as formulacées
de queijo Cottage apresentaram potencial probi6tico, desde que consumidas numa
porcdo adequada (2 porcoes diarias de 50 g), uma vez que a concentracido
manteve-se-se dentro dos padrdes estipulados pela legislacdo brasileira. Dessa
forma, o queijo Cottage probidtico demonstrou ser uma excelente matriz para
insercdo de sais-hipossédicos, ndo alterando o poder de salga em relacdo ao
NaCl.
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2.1 Introducao

A busca por alimentos que tragam beneficios a saude leva ao surgimento
de diversos segmentos de consumo, como produtos para dieta e controle de peso,
alimentos organicos, alimentos funcionais e alimentos com reduzido teor de sédio.

A reducao do teor de sddio dos alimentos é atualmente o foco principal da
industria alimenticia, particularmente nos setores de produtos lacteos, carneos e
produtos de panificacdo, que sédo pressionados em reformula-los devido as
adverténcias das agéncias de saude publica divulgadas nos meios de
comunicacao e também pelos consumidores que procuram um estilo de vida mais
saudavel (DEWITT, 2008). O consumo excessivo de sal estda associado com o
desenvolvimento de varias complicacbes de saude, tais como hipertenséo,
célculos renais, e cancer do estbmago (DURACK et al.,, 2008), além de ser
prejudicial para a absorgao de célcio no metabolismo humano, o que pode afetar
negativamente a saude dos ossos (KUWABARA, 2010).

Neste contexto, a utilizacdo de substitutos do cloreto de sédio (NaCl) como
opcao terapéutica para reduzir o consumo de sodio, € relevante. Uma opgéo
atualmente utilizada como substituto do NaCl, sdo os sais hipossédicos. No Brasil,
segundo a portaria da ANVISA (Agéncia Nacional da Vigilancia Sanitaria) n° 54,
de 04 de julho de 1995, sal hipossodico é definido como um produto elaborado a
partir da mistura de cloreto de sddio com outros sais, devendo apresentar teor
reduzido de sédio (Na+) (50% daquele presente em uma mesma quantidade de
NaCl), além de KCI, como ingredientes obrigatérios, de modo que mantenha um
poder de salga semelhante ao do NaCl. Porém, outros compostos podem ser
adicionados aos sais hipossédicos como, por exemplo, os sais de potassio (sulfato
de potassio, acetato de potassio), de calcio (cloreto de calcio), de magnésio
(cloreto de magnésio e sulfato de magnésio), entre outros. Contudo, a substituicao
do cloreto de sddio por outros sais, ou a sua simples redugéo implica em diversas
barreiras tecnolégicas (CRUZ et al., 2011), j& que o sal modifica as interacdes
entre as proteinas, a atividade de agua do queijo, as caracteristicas fisicas e de
funcionalidade do queijo, além de interferir na atividade microbiana (PASTORINO
et al., 2003).
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No segmento de alimentos podem ser observados diversos nichos de
mercado, dentre os quais os produtos benéficos para o desempenho fisico, para a
saude cardiovascular e também para a saude gastrointestinal, categoria na qual
sao contemplados os alimentos probiéticos (BARBOSA et al., 2010).

Os micro-organismos probioticos tém sido utilizados em diversos produtos,
jd que o seu consumo em um alimento € uma forma adequada de promover os
beneficios esperados. Entre esses produtos tem destaque os produtos lacteos,
como leites fermentados, iogurtes e queijos (LOURENS-HATTINGH & VILJOEN,
2001).

Nos ultimos anos, muitos estudos tém mostrado que o0s queijos sao
eficientes em termos de viabilidade de culturas probiodticas, devido as
caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais que tornam estes produtos favoraveis
a adicao destes micro-organismos (VINDEROLA, PROSELLO, GHIBERTO &
REINHEIMER, 2000; KASIMOGLU, GONCUOGLU & AKGUN, 2004).

O queijo Cottage em virtude da flexibilidade em diversificar seu sabor e
forma, alta digestibilidade (em funcdo da fermentagdo latica), de baixo valor
calérico em comparacao com outros tipos de queijo, se encaixa na tendéncia de
consumo de lacteos da linha light, representando uma grande vantagem sob os
demais (PARODIA, 2010).

Diante disso, nesse capitulo sdo apresentadas técnicas sensorias para a
determinacao da concentracao ideal de NaCl em queijo Cottage probiotico e a
equivaléncia de gosto salgado de 4 formulacbes contendo diferentes sais-
hipossddicos. Apds a determinacdos das concentragdes, foram aplicados testes
de aceitacdo, a fim de verificar qual concentracao representa melhor a preferéncia
dos consumidores. Por fim, objetivou-se ainda, valendo-se da metodologia da
andlise de penalidades, identificar dire¢des para a melhoria de atributos sensoriais
do produto perante aos consumidores.

2.2 Materiais e Métodos
A pesquisa foi realizada nos Laboratérios de Embalagem e Estabilidade de

Alimentos e Laboratério de Microbiologia, do Departamento de Tecnologia de
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Alimentos (DTA) da Faculdade de Engenharia de Alimentos (FEA). Foram
produzidas formulag¢des de queijo Cottage probiético, nas quais foram variadas as
concentragdes dos sais adicionados (NaCl, KCl e MgCl,) bem como a presenga ou
nao de cultura probidtica.

A concentracao ideal de NaCl e dos sais KCI e MgCl,, para o queijo Cottage
probidtico, foi calculada com base em testes sensorias preliminares. Foi realizado
um estudo para se obter a intensidade de gosto salgado considerado como ideal
para o queijo Cottage probiético, utilizando-se para isso a “just-right-scale” (escala-
do-ideal) (MEILGAARD, CIVILLIE, CARR, 1999; DRAKE, 2007).

2.2.1 Culturas empregadas

Como starter foi utilizada a cultura latica mesofilica tipo O, composta pelos
micro-organismos Lactococcus lactis subsp. lactis e Lactococcus lactis subsp.
cremoris (R-704), e como culturas probiéticas — Lactobacillus acidophilus LA-5 e
Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12. Todas as culturas foram obtidas da

Christian Hansen (Valinhos, Sao Paulo, Brasil).

2.2.2 Processamento de queijo Cottage

No processamento do queijo Cottage foram utilizados matéria-prima e
produtos conhecidos no mercado pela qualidade, foram seguidas as boas praticas
de fabricacéo e foi realizada a higienizacdo da area de processamento. Todo esse
procedimento foi seguido para que fosse possivel a obtencdo de um produto de
boa qualidade com menores riscos de contaminagao microbioldgica.

O processamento do queijo Cottage foi realizado de acordo com ARAUJO
et al. (2009) com algumas modificagdes (Fluxograma da Figura 1). Na
fermentacdo de 60L de leite desnatado e pasteurizado (0% de gordura, Tipo A,
Xandd, Araras, Brasil), aquecido a temperatura de 37°C, foram adicionados CaCly
(0,25g.L™") e a cultura starter composta pelos micro-organismos Lactococcus lactis
subsp. lactis e Lactococcus lactis subsp. cremoris R-704 (Chr Hansen), na forma
DVS (direct vat set), previamente pesada (5% p/v), correspondendo ao valor de 9
logUFC.g™" no produto final. Apds um periodo de fermentagdo de 16h, no qual o

pH do leite atingiu um valor de 4.6, houve a formacao da coalhada. A massa foi
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cortada e em seguida procedeu-se o aguecimento lento até temperatura final de
50°C para a obtencao de graos firmes e textura compacta. Na etapa seguinte, foi
realizado o dessoramento, trés lavagens consecutivas da massa com agua gelada
(3 a 4°C) e adicao do dressing. Adicionou-se, em relacao ao peso final do queijo,
30% de dressing (liquido cremoso), composto de creme de leite pasteurizado
(17% gordura, Nestlé, Brasil) adicionado de leite desnatado UHT (0% de gordura,
Lider, Brasil) para padronizar o teor de gordura até 4% (produto final). No
dressing, foram adicionadas as culturas probiéticas Lactobacillus acidophilus La-5
e Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12 (Chr Hansen, Valinhos, Brasil), na
forma DVS (direct set vat), previamente pesadas (5% p/v), de forma a atingir uma
contagem final de 9 log UFC.g™' (de acordo com as recomendagdes do fabricante).
Para cada tratamento foram adicionados o0s demais ingredientes
diretamente ao dressing: sorbato de potassio (0,10% p/p) e os sais cloreto de
sédio (NaCl), cloreto de potassio (KCI) e cloreto de magnésio (MgCly) nas
diferentes concentracoes (definidas pelos testes do ideal e estimativa de
magnitude). Os queijos foram colocados em potes de polipropileno, e
imediatamente armazenados em camara frigorifica a 5°C para resfriamento, de
onde foram coletadas as amostras para realizagdo das analises periodicamente.
Os 60L de leite desnatado e pasteurizado utilizados renderam 6.500 *
0.200 Kg de massa de queijo Cottage por processamento. Sendo que cada Kg de

queijo Cottage € composto de 300 g de dressing.
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[ Leite desnatado e pasteurizado ]

A 4

[ Adicio de CaCl, (0,25g L-') ]

|

[ Aqguecimento (37°C) ]

!

[ Adicéo da cultura latica ]

|

[ Fermentagéo 16h (pH 4.6-4.7) ]

|

[ Corte da massa ]

v

[ Agitacao e Aquecimento (50 °C) ]

|

[ Primeira lavagem da coalhada (4gua temperatura ambiente) ]

l «— [ Drenagem ]

[ Segunda lavagem (agua 3 - 4°C) ]

l «— [ Drenagem ]

[ Lavagem final (dgua 3 - 4°C) e drenagem final ]

!

[ Adicao do dressing (30%) ]

l Adicdo das culturas probidticas,
sal e sorbato de potassio.

[ Embalagem e estocagem (5°C) ]

Figura 1: Fluxograma de processamento de queijo Cottage.
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2.2.3 Determinacao da intensidade ideal de gosto salgado

Inicialmente, foi realizado o estudo para se obter a intensidade de gosto
salgado considerado como ideal para o queijo Cottage probidtico, utilizando-se
para isso escala do ideal - Just-about-right escale ou JAR - (MEILGAARD,
CEVILLE & CARR, 1999; DRAKE, 2007).

Foram elaboradas 5 formulagbes do queijo Cottage probiotico, com
diferenca apenas em sua concentracdo de NaCl: 0,5%, 1%, 1,5%, 2% e 2,5%
(p/p). O estabelecimento do ponto central das concentracdes de NaCl foi definido
de acordo com estimativas das quantidades utilizadas normalmente em produtos
comerciais e de acordo com pré-testes. As amostras foram servidas aos
consumidores em cabines individuais, sendo a apresentacdo das mesmas
realizadas de forma monadica, em copos plasticos descartaveis codificados com
algarismos de trés digitos. A ordem de apresentacdo das amostras avaliadas foi
balanceada de acordo com delineamento proposto por MacFie et al (1989).

As anadlises foram realizadas por 60 consumidores de queijo Cottage,
recrutados entre estudantes e funcionarios do campus universitario, que avaliaram
as amostras utilizando escala hibrida de 9 cm (-4 = “extremamente menos salgada
do que o ideal, +4 = “extremamente mais salgada do que o ideal" e "zero” = ideal
de gosto salgado).

Os resultados da avaliacdo sensorial foram avaliados através de anélise de
regressao linear, seguindo-se metodologia proposta por Vickers (1988). Como
variavel dependente, foram utilizadas as médias obtidas para cada amostra na
escala do ideal; e como variavel independente foram utilizadas as concentracdes
correspondentes de NaCl em cada amostra. A concentragao ideal de NaCl para o
queijo Cottage probiético foi calculada utilizando a equacao preditiva desenvolvida,

considerando-se a variavel “y” com valor igual a zero (intensidade ideal). Para a
analise estatistica dos dados, utilizou-se o software estatistico XLSTAT 2012

(Addinsoft, Paris, Franca).
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2.2.4 Determinacao da equivaléncia de gosto salgado.

A determinacdo da equivaléncia de gosto salgado foi realizada por 17
provadores pré-selecionados, através da andlise sequencial de Wald (AMERINE
et al., 1965), e treinados para utilizagcao da escala de magnitude com amostras de
diferentes intensidades de NaCl. O treinamento consistiu de uma explicagao da
metodologia utilizada, o uso correto da escala (Figura 2), e a explicacdo da
existéncia de amostras com diferentes intensidades, maiores e menores que o
valor da amostra referéncia.

Nesse esse estudo seis formulagdes de queijo Cottage foram avaliadas, e a
proporcdo de sais e de cultura probidtica de cada uma esta especificada na
Tabela 1.

Tabela 1. Quantidade de sais (p/p) de cada formulacdo de queijo Cottage

probidtico.

Formulacao Probiético* NaCl KCI MgCl.
F1 Nao 100% _ _
F2 Sim 100% _ _
F3 Sim 75% 25%
F4 Sim 50% 50%
F5 Sim 50% 25% 25%
F6 Sim 75% 12,5% 12,5%

*Culturas probiéticas Lactobacillus acidophilus LA-5 e Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12. (Chr
Hansen,Valinhos, Séo Paulo, Brasil). Adicionadas na quantidade de 5%(p/v).

A determinacao de equivaléncia de gosto salgado entre o NaCl e os sais
avaliados foi determinada por meio do método de Estimativa de Magnitude
(STEVENS, 1956). Nessa metodologia, para cada sal hipossédico, diferentes
concentracdes foram testadas (0,5%, 0,75%, 1,12%, 1,68% e 2,52% p/p). A
concentragdo central utilizada foi baseada na concentracdo ideal de NaCl
encontrada através do teste do ideal (1,12% p/p), € para calculo das demais
concentracgdes foi utilizado o fator de multiplicacéo de 1,5 (baseado em pré-testes)
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A amostra de referéncia (“R”), que recebeu o valor 100 para intensidade do
gosto salgado, foi adicionada de NaCl na concentracdo em que se desejava
determinar na equivaléncia de gosto salgado (1,12%p/p). Essa amostra de
referéncia (R) estava presente entre as amostras codificadas.

O poder de salga de todos os niveis de concentracdo para cada sal
hipossédico foi avaliado em sessdes de teste, que ocorreram em dias distintos. A
excecao da referéncia (“R”), todas as demais amostras foram codificadas com
algarismos de trés digitos e servidas em ordem balanceada de acordo com
delineamento proposto por MacFie et al (1989).

As funcdes de poténcia de cada sal hipossodico foram determinadas
conforme descrito por Moskowith, 1970. Assim, inicialmente foi calculada a média
geométrica dos resultados de todas as concentragées de um mesmo julgador,
seguida pela normalizacdo dos dados, que consistiu na divisdo do valor dado pelo
provador para cada amostra pela sua média geométrica anteriormente definida.
Posteriormente, foi calculada a média geométrica dos valores normalizados de
todos os provadores para uma mesma concentracao.

Os valores de magnitude de gosto salgado estimados foram convertidos
para valores logaritmicos e expressos utilizando média geométrica. As curvas para
concentracdo versus resposta sensorial, para cada sal hipossddico foram
correspondentes a uma fungéo de poténcia (“‘power function”) com a seguinte
caracteristica: S =a . C", onde S é a sensacgéo percebida, C é a concentragdo do
estimulo, a é o antilog do valor de y no intercepto e n é o coeficiente angular da
reta obtida (MOSKOWITZ, 1974).
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Teste de Escala de Magnitude

Nome: Data: _ / [/

Vocé estd recebendo uma amostra referéncia especificada com a letra “R" e seis
amostras codificadas. Prove primeiramente a amostra referéncia “R”, dando a ela o valor
100 para intensidade do gosto salgado. Em seguida, prove as amostras codificadas da
esquerda para a direita e avalie a intensidade do gosto salgado de cada uma
comparativamente & amostra "R". Por exemplo, se a intensidade do gosto salgado da
amostra codificada for 2 vezes superior a “R", dé a ela o valor 200; se ele for duas vezes
inferior & amostra “R", dé a ela o valor 50.
AMOSTRA VALOR
R 100

Comentarios:

Figura 2: Ficha do teste de estimativa de magnitude.

2.2.5 Analise de aceitacao

A andlise sensorial foi constituida de um teste afetivo. Os testes afetivos
medem: o grau com que consumidores gostam ou desgostam de determinado
produto, e a preferéncia que o consumidor assume sobre um produto com relacéo
a outro (MEILGARRD, CIVILLE & CARR, 1999; DRAKE, 2007).

Entre os métodos sensoriais existentes para medir a aceitacdo e a
preferéncia de um grupo de provadores, testes com escala hedbnica de nove
centimetros sdo os mais aplicados, devido a sua simplicidade, confiabilidade e
validade de seus resultados (STONE e SIDEL, 1993). Esta é facilmente entendida
pelos consumidores, onde o provador receberd as amostras codificadas, e sera
solicitado a avaliar o quanto ele gosta ou desgosta de cada amostra, podendo

utilizar-se de uma escala estruturada ou nao estruturada.
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Esse teste foi realizado com 117 consumidores potenciais de queijo
Cottage. Forao avaliados os seguintes atributos: aparéncia, cor, aroma, sabor,
textura e impressao global dos queijos utilizando escala hedénica estruturada de 9
pontos, sendo os extremos da escala: 1 = “desgostei extremamente” e 9 = “gostei
extremamente” (MEILGAARD et al., 2007). Os efeitos first-order-carry—over foram
balanceados através de delineamento publicado por MACFIE et al,1989.
Adicionalmente, a intengcdo de compra foi avaliada utilizando escala binomial
sim/n&o. Juntamente com as 6 formulagdes desenvolvidas nesse estudo, foram
utilizados dois queijos Cottage comerciais (um queijo Cottage convencional e um
queijo Cottage probidtico formulado com Lactobacillus acidophilus). Esses queijos
foram adquiridos em supermercados da Cidade de Campinas-SP no inicio da vida
de prateleira.

Os dados obtidos no teste de aceitacao foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) e testes de médias de Tukey, onde se verificou a ocorréncia de
diferenga significativa entre as médias, em um determinado nivel de confianga de
95% (MEILGAARD; CIVILLE; CARR, 1999; STONE e SIDEL, 1993). Os calculos
foram realizados usando os procedimentos do programa SAS (Statistical Analysis
System) versao 9.2.

Os dados da andlise sensorial de aceitacao em relacdo a aceitagéo global
foram também analisados por andlise estatistica multivariada (Mapa de
Preferéncia Interno), realizado através do software estatistico XLSTAT 2012
(Addinsoft, Paris, Franca).

2.2.6 Analise de penalidades (Penalty analysis)

As principais fun¢des dos testes afetivos sdo a manutengdo da qualidade
do produto, a otimizacdo de processos e/ou o desenvolvimento de novos
alimentos. (CERVANTES, 2010). Portanto, tornam-se necessarios diversos
métodos de andlise sensorial para se introduzir um alimento novo, com sucesso,
no mercado consumidor. Dentre os métodos importantes vale ressaltar a escala
hedbnica, escala do ideal e os testes de penalidades (“penalty analysis”)
(ALBUQUERQUE et al., 2009; BARBOZA et al., 2003; CERVANTES, 2010).
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A metodologia de penalty analysis € utilizada para a identificagdo de
potenciais direcbes para a melhoria de produtos. Para a aplicacao de tal
metodologia, sdo utilizados os dados de preferéncia (ou gostar) que expressam a
satisfagdo global do consumidor em relagdo a um produto; e aqueles obtidos pela
escala JAR (Just About Right), que indicam o quéo ideal um produto estd em
relacdo ao esperado pelo provador. O método baseia-se em comparagcdes
multiplas e consiste em identificar se as classificagbes na escala JAR estdo
relacionadas aos resultados significativamente diferentes das médias de escala
hedb6nica. A palavra pénalti estd relacionada ao fato de estar se observando as
caracteristicas/atributos que podem penalizar a satisfacdo do consumidor em
relacdo a um determinado produto. (CERVANTES et al., 2010).

Esse teste foi realizado juntamente com o teste de aceitagdo utilizando os
117 consumidores de queijo Cottage. Foram avaliados os seguintes atributos:
ideal de gosto salgado, gosto acido e textura utilizando a escala do ideal (Just
About Right) de 9 pontos: 1 = “extremamente menos que o ideal”, 5 = “ideal’ e 9 =
“‘extremamente mais que o ideal” (MEILGAARD et al, 1999). Juntamente com as 6
formulacdes foram utilizados dois queijos Cottage comerciais (um queijo Cottage
convencional e um queijo Cottage probidtico formulado com Lactobacillus
acidophilus) adquiridos em supermercados da Cidade de Campinas-SP no inicio
da vida de prateleira.

Finalmente, a andlise de penalidades (DRAKE et al.,, 2011) foi realizada
para chegar a conclusbes acerca dos efeitos de uma variavel JAR na impressao
global, identificando diminuicdes na aceitabilidade associados a atributos
sensoriais que ndo se encontram a niveis 6timos em um produto.

Os dados obtidos foram avaliados pelo software estatistico XLSTAT 2012
(Addinsoft, Paris, Franca).

2.2.7 Avaliacao da viabilidade das culturas starter e das culturas
probiéticas.

A viabilidade da cultura starter de Lactococcus lactis subsp. lactis e

Lactococcus lactis subsp. cremoris R-704, e das culturas probidticas de
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Lactobacillus acidophilus La-5 e Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12 (Chr
Hansen, Valinhos, Brasil) foram monitoradas durante o periodo de estocagem
refrigerada do queijo Cottage, nos dias 1, 14, e 28.

A contagem de Lactococcus lactis subsp. lactis e Lactococcus lactis subsp.
cremoris R-704 foi realizada por plaqueamento em profundidade de 1 mL de cada
diluicdo em Agar M17 (Himedia Laboratories, Mumbai, India), com adicdo de
5%(v/v) de solucao de lactose a 10%(p/v), seguida de incubagao aerdbica a 30 °C/
48 horas (IDF, 1997). As analises microbiologicas foram realizadas em duplicata.
Apés o periodo de incubacdo, a contagem de células viaveis foi realizada e
expressa como log de unidades formadoras de colénia por grama (log UFC g™).

Para a contagem de Lactobacillus acidophilus foi utilizado o meio MRS-agar
(Himedia Laboratories, Mumbai, India) com 10% (v/v) de solucdo de maltose 20%
(p/v) (IDF, 1999). Bifidobacterium animalis foi enumerada utilizando MRS-agar
(Himedia Laboratories, Mumbai, India) com adicdo de 100 mL de solucao de
glicose a 20%(p/v), 5 mL de solugdo de dicloxacilina a 0,01%(p/v), 10 mL de
solucdo de cloreto de litio a 11,11%(p/v) e 5 mL de solugédo de cloreto de cisteina
a 10%(p/v) para cada 1000 mL de meio de cultura. Posteriormente a inoculagao,
as placas foram incubadas invertidas em jarras contendo gerador de anaerobiose
(Oxoid, Sao Paulo, SP) a 37 °C por 72 horas (CHRISTIAN HANSEN, 1999). A
contagem de células viaveis foi realizada e expressa como log de unidades
formadoras de coldnia por grama (log UFC. g™).

2.3 Resultados e Discussao

2.3.1 Determinacao da intensidade ideal de gosto salgado

Teste com escala do ideal é uma das técnicas mais utilizadas para se obter
informacgdes sobre a percepcdo do consumidor sobre os atributos sensoriais do
produto, devido a sua simplicidade, facilidade de uso, confianca e validade dos
resultados e aplicabilidade em inimeras situagdes (POPPER e KROLL, 2005). E
um método sensorial muito utilizado no desenvolvimento e pesquisa de marketing,

para o aumento ou reducao nos niveis de atributos especificos dos produtos, até
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que se atinjam as concentracdes consideradas 6timas e ideais para o consumidor
(BOWER e BOYD, 2003).

O teste da escala do ideal permitiu verificar a opiniao dos provadores a
respeito da intensidade ideal de gosto salgado de queijo Cottage probidtico
adicionado de NaCl. Os dados subjetivos foram transformados em valores
numéricos correspondentes as categorias presentes na escala utilizada, de forma
que a categoria “extremamente mais salgada que o ideal” correspondia ao valor
+4, “extremamente menos salgada que o ideal”, ao valor —4 e a gosto salgado
“ideal” correspondia ao valor 0.

Os resultados da avaliacdo sensorial foram analisados através de
regressao linear, seguindo-se metodologia proposta por Vickers (1988). Calculou-
se a média ponderada das notas dadas pelos provadores para cada concentracdo
de NaCl utilizada (0,5%, 1%, 1,5%, 2% e 2,5% p/p). Como variavel dependente,
foram utilizadas essas médias obtidas, e como variavel independente, foram
utilizadas as concentragdes correspondentes de NaCl em cada amostra. A
concentracao ideal de NaCl para o queijo Cottage probiético foi calculada através
da equacao preditiva desenvolvida (y = 201,27x — 2,2617), considerando-se a
variavel “y” com valor igual a zero (intensidade ideal).

A Figura 3 mostra que através do calculo de médias, intercepcédo e
inclinacéo, obteve-se uma reta, a partir da qual foi possivel determinar que o ideal
de NaCl a ser adicionada ao queijo Cottage probidtico era de 1,12%(p/p).
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Regressao de Média por Concentragao (R2=0,986)

y=201,27x-2,26

0 % * I I }
0,00% 0,50% 700% 1,50% 2,00% 2,50% 3,00%

Média das Notas da Escala do Ideal

Concentracao de NaCl (%)

Figura 3. Grafico e Equacéo da reta no teste para determinagdo da concentracao
ideal de NaCl adicionada ao queijo Cottage probidtico, obtida no teste de escala
do ideal.

A partir da concentracdo de NaCl obtida pelo teste de escala do ideal, foi
utilizada a metodologia de estimativa de magnitude para determinar as
concentragbes dos sais hipossoddicos a serem adicionadas para provocar a

mesma intensidade de gosto salgado equivalente a 1,12%(p/p) de NaCl.

2.3.2 Determinacao da equivaléncia de gosto salgado

Com a intencdo de substituir o NaCl com sucesso, € necessario que se
conheca previamente as concentracdes adequadas a serem utilizadas para
fornecer uma intensidade de gosto salgado equivalente a do NaCl no produto em

questdo. Uma das metodologias utilizadas para obtencao desta informacéo é a
62



Estimativa de Magnitude e apresentagdo grafica dos resultados normalizados
utiizando a Lei de Steven ou “Power Function” (STONE E OLIVER, 1969;
MOSKOWITZ, 1970; CARDOSO E BOLINI, 2007).

A Estimativa de Magnitude tem sido empregada mais recentemente para se
determinar a equivaléncia de gosto salgado de diferentes sais em manteiga
(SOUZA et al., 2013) e em cream cheese (SILVA et al.,2013).

Para a analise dos dados, calculou-se a média geométrica dos valores
dados por cada um dos 17 provadores (pré-selecionados e treinados). Depois,
realizou-se a normalizagcdo dos resultados de cada provador, dividindo o valor
dado por cada provador pela sua respectiva média geométrica. Com os dados
normalizados, os resultados de todos os provadores seguiram para o célculo de
média geomeétrica de cada concentracdo da NaCl e dos diferentes sais
hipossddicos, os quais foram especificados na Tabela 1.

Com isso foram determinados os valores de coeficiente angular, intercepto
na ordenada e coeficiente de correlacdo linear, conforme Tabela 3. A reta
encontrada é o resultado linearizado da fungdo de poténcia simples S =a . C",
conhecida como Lei de Stevens ou “Power Function” (MOSKOWITZ, 1974), onde
S é a sensacao percebida pelos provadores, C é a concentragdo do estimulo
(sais), a é o antilog do valor y no intercepto e n € o coeficiente angular da reta
obtida.

Os resultados obtidos para cada formulacao de sal foram analisados pelo
software estatistico SAS (Statistical Analysis System) versdo 9.2 e sé&o

apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2: Valores de Coeficiente Angular, Intercepto na Ordenada, Coeficiente de
Correlagdo Linear e Fungédo de Poténcia (“Power Function”), obtidos nos testes
utilizando escala de magnitude, para determinar as equivaléncias de gosto
salgado dos sais hipossédicos em relagao a concentragéao de 1,12% (p/p) de NaCl
em queijo Cottage probibtico.

Formulacao* Coeficiente Intercepto R? Funcéao de Poténcia
angular na (“Power Function”)
ordenada

F1 1,1894 -1,2489 0,9951 S=0,0563. C """

F2 0,9504 -0,9980  0,9879 S=0,1004. C *9%

F3 1,0702 -1,1237 0,9944 S=0,0752. C 110702

F4 1,1351 -1,1918 0,9817 S=0,0642. C "%

F5 1,0210 -1,0720 0,9885 S=0,0847. C 1021

F6 0,9163 -0,9621 0,9960 S=0,1091. C 99163

*Formulacé@o: F1: NaCl sem probidticos. F2: NaCl com probiéticos. F3: NaCI/KCI (75:25 com probiéticos). F4:
NaCI/KCI (50:50 com probioticos). F5: NaCI/KCI/MgCly (50:25:25 com probiéticos).F6: NaCl:KCI:MgCl;
(75:12,5:12,5 com probiéticos). S= Estimulos Percebidos como Sensagdes. C = Concentragao Utilizada.

A analise da Tabela 2 permite verificar que foram obtidos 6timos valores de
correlacdo na regressao linear, acima de 0,9 para todos os sais analisados.
Apesar disso, percebe-se que para a formulacao F4 o valor de r foi mais baixo,
sendo essa formulacdo a que apresentava 50% de KCI como sal substituto.

A presenca de amargor, sabor metélico e adstringente sdo atributos
sensorias muitas vezes citados em trabalhos que utlizam KCI e MgCl, como sais
substitutos do NaCl. Porém, nesse estudo com queijo Cottage probidtico, entre os
17 provadores que faziam parte da equipe sensorial, apenas um provador citou o
atributo sabor metalico nas formulacdes que apresentavam MgCl, como sal
substituto. De acordo com Grummer et al. (2012), CaCl, e MgCl, produzem off-
flavors (amargo, metdlico) em queijo. De acordo com Armenteros et al. (2012),
cations bivalentes, podem contribuir para a rejeicao sensorial, uma vez que sao
caracterizados por produzirem sabores amargos, metalico, sensacoes

adstringentes e irritantes.

64



A relacédo entre intensidade de gosto salgado e a concentragdo para as
substancias estudadas esta representada graficamente, em escala logaritima, na
Figura 4, onde é possivel verificar as curvas bem ajustadas para o NaCl e os
demais sais.

A determinacao da intensidade ideal de gosto salgado realizada utilizando a
escala do ideal ofereceu o valor da concentragéo ideal (C) de NaCl. Com a reta
obtida para este ingrediente, foi possivel aplicar a fungao de poténcia apresentada
na Tabela 2, e obter a sensacgéo de gosto salgado (S). Esse valor (S) obtido para o
NaCl foi substituido pela equacdo de cada sal, e conforme Tabela 3, foram
determinadas assim suas concentragdes equivalentes.

Aplicando a Fungéo de Poténcia utilizando a concentragédo de 1,12% (p/p),
encontrada pelo teste do ideal, obteve-se o resultado para a sensagao percebida
de 0,9974. Utilizando este valor (S) na funcdo de poténcia da formulacao 4 (F4),
juntamente com os demais parametros colocados anteriormente na Tabela 2,
obteve-se a concentragdo de 1,12 g, ou seja, a concentragcdo necesséaria de
NaCl/KCI (50:50) para promover a mesma sensacao de gosto salgado promovida
pela concentracao de 1,12% (p/p) de NaCl.
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Figura 4: Relacdes entre as intensidades de gosto salgado e as concentragdes
dos sais correspondente & concentracdo de NaCl de 1,129.100g™.

Os valores da concentracao de cada sal hipossédico, adicionados ao queijo
Cottage, para promover a mesma intensidade de gosto salgado determinada pelo
teste do ideal (1,12%p/p), estdo apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3: Concentracdo dos sais equivalente a 1,12% (p/p) de NaCl em queijo
Cottage probiético
Sais Concentragdes equivalentes
a 1,12% (p/p) de NaCl em
queijo Cottage probidtico

(F1) NaCl 1,12%%
(F2) NaCl * 1,12%%"
(F3) NaCl:KCI (75:25)* 1,11%%"
(F4) NaCl:KCI (50:50)* 1,12%%"
(F5) NaCl:KCI:MgCl, (50:25:25)* 1,11%%"
(F6) NaCl:KCI:MgCl (75:12,5:12,5)* 1,11%%"

*Culturas probioticas Lactobacillus acidophilus LA-5 e Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12. (Chr
Hansen,Valinhos, Sao Paulo, Brasil). Adicionadas na quantidade de 5%.

**Letras mindsculas iguais na mesma coluna nao diferem entre si (p>0,05) de acordo com o Teste de Tukey.
Os resultados aqui apresentados se referem a média de 2 repetigdes.

Analisando os resultados, pode-se observar que as concentracoes
equivalentes de percepcao de salinidade para todos os sais hipossédicos
avaliados mantiveram-se as mesmas encontradas através da escala do ideal, o
que diverge de alguns resultados encontrados na literatura. A possivel explicagéo
para este fato é que, em geral, percebe-se uma diminuicdo do gosto salgado no
alimento quando misturado com &cido, 0 que se enquandra no caso do queijo
Cottage que apresenta um pH considerado acido (4,6) resultante do seu processo
de fermentacédo no qual s&o produzidos acidos organicos a partir da fermentacao
da lactose pela cultura starter. A intensidade de percepcédo do Na* pelas células
receptoras € inibida em pH mais acido, principalmente quando ha a mistura de
NaCl com &cidos organicos (DESIMONE et al., 2006).

Outros tipos de produtos lacteos também foram estudados com relacao a
substituicdo de NaCl por outros sais. Em um dos estudos desenvolvidos por Silva
et al, (2013) usando o método de estimativa de magnitude, foram determinadas as
poténcias de KCI, glutamato monossodico e fosfato de potassio em relacdo ao
NaCl a 1% em manteiga. Em seus resultados as autores afirmam que o NaCl e o
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KCI tem um poder de salga semelhante , o que significa que uma concentracao
semelhante desses sais produz a mesma sensacao de sabor salgado.

Outro estudo foi desenvolvido por Silva et al.,(2013), usando o0 mesmo
método de estimativa de magnitude com o objetivo de se determinar a poténcia e
a equivaléncia de substitutos de NaCl a 1% (cloreto de potassio, cloreto de
magneésio, glutamato monossoédico, lactato de potassio, lactato de célcio e fosfato
de potassio monobéasico) em cream cheese. Os resultados demonstraram que
para os sais NaCl e KCI, a proximidade das curvas resultantes indicam que a
quantidade de KCI necessaria para produzir a mesma intensidade de gosto
salgado que o NaCl foi semelhante. Entretanto para o sal MgCl, foi necesséria
uma quantidade duas vezes maior para produzir a mesma intensidade de gosto
salgado, porém, nesses estudos é importante salientar que os sais substitutos
foram utilizados isoladamente e ndo como substitutos parciais como é proposto
pela legislacao brasileira (BRASIL, 1995)

A percepcgao do sabor salgado do NaCl é atribuida ao cation (70-85 %) e
para o anion (30-15%) (FORMAKER & HILL, 1988; MATTES, 2001) envolvendo a
passagem de ions através de um canal iénico estreito. De acordo com Mccaughy
(2007), esta passagem por esses canais é uma especificidade dos ions de NaCl ,
sendo dificil encontrar outras substancias com esta capacidade, exceto ions
toxicos. Assim, a capacidade de salga depende do tipo de cation / &nion presente
na substancia (YE et al . 1991, 1993 ). Num estudo de Phan et al. (2008) concluiu-
se que a libertacdo de sédio durante a mastigacdo é influenciada
fundamentalmente pela estrutura e composicao do queijo, em particular pelo teor
de umidade, enquanto a percecao do sabor salgado € limitada pela presenca da
gordura. Consequentemente, péde concluir-se que a via de redugcdo de sal em
queijo sem afetar o sabor seria aumentar o teor em umidade e decrescer a
quantidade de gordura. Tais resultados se enquadram no caso do queijo Cottage
probidtico desse estudo, o qual apresentou teor de umidade em torno de 75% e

teor de gordura de 4,4%.
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Cabe ressaltar a escassez de estudos sobre o comportamento desses sais
substitutos do NaCl, quando adicionados em queijos com baixo teor de gordura e

com probidticos.

2.3.3 Analise de aceitacao.

A analise de aceitacao das formulagbes de queijo Cottage probiético foi
realizada ap6s o primeiro dia de armazenamento a 5+1°C. Tal analise foi realizada
apés a aprovagdo pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade Ciéncias
Médicas-UNICAMP (Anexo A). Para esse fim, foi empregado o teste de aceitacédo
(Modelo de ficha utilizada no teste — Anexo B). Os resultados dos testes foram
avaliados por analise estatistica univariada (analise de variancia - ANOVA) e teste
de médias de Tukey (a 5% de significancia). Os célculos foram realizados usando
os procedimentos do programa SAS (Statistical Analysis System) versao 9.2.

O teste de aceitagdo foi realizado com 117 consumidores de queijo
Cottage, alunos e/ou funcionarios da UNICAMP, na faixa etaria de 18 a 44 anos,
sendo 73% de individuos do género feminino e 27% do género masculino.

A Tabela 4 apresenta os valores médios dos atributos para cada
formulacdo. Como pode ser observado, em relacdo a aparéncia, a formulagéo F2
(NaCl 100% com probioticos) diferiu ao nivel de significAncia de 5% das demais
formulacdes, sendo a formulacdo que recebeu o valor mais baixo na média das
avaliagbes dos consumidores (4.86), sendo a menos aceita. A avaliacdo da
formulacdo menos aceita confirmou que a presenca de soro e a aparéncia
pastosa, que caracterizou a formulagdo F2 na analise de comentarios realizada
pelos consumidores (mesma ficha do teste de aceitacédo), podem ter influenciado o
consumidor na avaliagdo negativa dessa formulagao.

Nota-se que C1 foi a formulagdo que recebeu a maior média hedbnica para
o atributo aparéncia (7.17), nao diferindo significativamente (p>0,05) da
formulagdo C2, F6 e F5, entretanto, foi estatisticamente diferente de todas as
outras formulacoes.

Analisando a aceitagdo quanto ao aroma, a formulacao C1 recebeu a maior
média (7.06), de acordo com a avaliacdo dos consumidores, n&o diferindo
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significativamente (p>0,05) da formulacdo F4 (substituicido de 50% de NaCl por
KCI), porém, diferiu ao nivel de significancia de 5% das demais formulagdes que
obtiveram ligeira aceitagdo com relacéo ao atributo aroma.

Com relacao ao atributo sabor, a formulagcao C1(comercial convencional) foi
preferida entre os consumidores (6.68), todavia nao diferindo ao nivel de
significancia de 5% das formulacdes F1, F3 e F6. As formulacbes F3 e F6 foram
as que tiveram reducdo de 25% da quantidade de NaCl e substituicao parcial
pelos sais KCI e MgCl, (F6). Apesar da substituicdo, elas apresentaram boa
aceitacdao com relacao ao atributo sabor senso as formulagdes mais citadas com
relacdo a esse atributo na analise de comentarios dos consumidores.

Ainda a respeito ao sabor, a formulacao F5 (NaCl/KCI/MgClz na proporgéo
de 50:25:25 com probioticos) foi a que apresentou maior média de rejeicao (5.53),
porém, nao diferiu estatisticamente (p>0,05) das formulagdes F2, F4 e C2. Essa
média pode ser explicada pelo atributo “sem sal” e pelo “gosto acido” que foram as
caracteristicas que os consumidores atribuiram ao que eles ndo gostaram nessas
formulagdes. Pela escala heddnica, a nota média obtida situou-se entre 5.0 e 6.0,
compreendendo os termos “ndo gostei/nem desgostei” e “gostei ligeiramente”.

Ainda de acordo com a Tabela 4 avaliando a textura, percebe-se que as
formulagbes C1, C2, F4 e F5 receberam as maiores médias e ndo diferiram ao
nivel de significancia de 5% entre si. Novamente, a formulagdo F2 foi a que
recebeu a menor média (4.96), com diferenca estatistica significativa (p<0,05) das
demais formulagdes. Na analise de comentarios realizada pelos consumidores
com relacao a textura, o atributo que desagradou os consumidores foi a textura
‘mole” dessa formulacdo. Quando comparada a producdo industrial, as
formulacdes feitas em laboratério podem apresentar médias menores quando se
refere a textura, pois 0 modo de produgédo das formulagdes feitas em laboratério
se apresenta de maneira mais artesanal, sendo dificil a padronizacao do tamanho
dos graos dom queijo.

Quando analisou-se a Impressao Global dos consumidores sobre as
formulagdes, pbde-se visualizar na Tabela 4 que as formulagbes C1, C2 e F6
foram as preferidas e mais aceitas, ndo diferindo significativamente (p>0,05) entre
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si, sendo que a formulacao F6 (NaCl:KCI:MgCl»; 75:12,5:12,5 com probiéticos), foi
a que obteve melhor aceitagao global (6.42). Gomes et al.,(2011) em um trabalho
com queijo Minas Frescal demostraram que a substituicao parcial de NaCl por KClI
€ viavel pois o teste de consumidor indicou que é possivel fabricar um queijo
fresco tipo Minas frescal com substituicao parcial (25% p/p) de NaCl por KCI com
boa aceitagao sensorial.

As formulagdes F2 e F5 nao diferiram entre si (p>0,05) e foram as que
receberam avaliagdo inferior dos consumidores, porém, pela escala hedbnica, a
nota média obtida situou-se entre 5.5 e 5.8, compreendendo o termo “néo
gostei/nem desgostei”.

Os resultados de aparéncia e textura provavelmente influenciaram os
resultados de aceitacdo global para essa formulacdo F2. Para a formulagcédo F5,
onde houve reducao de 50% de NaCl, os resultados condizem com os resultados
encontrados por Wyatt (1983) que observou que em queijo Cottage uma reducgéo
de 35% na quantidade de NaCl (de 1 a 0,65%) nao influenciou a avaliagdo pelos
consumidores, apesar da reducado de 50% ter resultado numa baixa aceitacdo
relativamente ao queijo controle.

Igualmente aos resultados apresentados nesse estudo, Soares (2012), em
um trabalho com queijo S&o Jodo (queijo tradicional portugués, curado, de pasta
mole) demostrou que entre os queijos salgados com mistura NaCl/KCl, os queijos
com a substituicdo de 25% KCI obtiveram uma pontuacao mais elevada no sabor,
bem como nos parametros da aparéncia, textura, consisténcia e pasta,
comparativamente ao queijo controle, apesar de nao terem sido percebidas
diferencas apreciaveis (p>0,05) entre a modalidade experimental e o queijo
controle. Segundo alguns autores, o NaCl pode mascarar defeitos de sabor,
porém este efeito é dependente do teor de sal adicionado e dos tipos de
compostos quimicos produzidos durante o tempo de prateleira (KATSIARI et al.,
1998). O fato pelo qual o queijo salgado com NaCl/KCI (3:1) ndo exibir um sabor
amargo/metalico pode ser atribuido ao efeito “mascara” do NaCl sobre o KCI
(KATSIARI et al., 1998).
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Adicionalmente, os consumidores avaliaram a intencao de compra do
produto em uma escala tipo binomial (sim/ndo) (SOLER, 2005). Os resultados
apresentados na Tabela 5 revelam que as formulagdes C1, C2 e F6, além de
serem as preferidas pelos consumidores, foram as formulagées que mais de 50%
dos consumidores, 71.19%, 55.08% e 53.39%, relataram que comprariam.

Tabela 4: Média dos consumidores para cada um dos atributos avaliados

Formulacao* Aparéncia Aroma Sabor Textura Imglrss::?lo
F1 6.18° 6.48°°  6.44%° 5.76° 6.28"¢
F2 4.86° 6.21° 5.98°¢ 4.96° 5.57¢
F3 6.33°¢ 6.43°°¢  6.25*°  6.20°° 6.29°°
F4 6.60°%¢ 6.66*°  6.05°°  6.49%° 6.29°°
F5 6.70Pcd 6.48°° 5.53° 6.35%P° 5.85%¢
F6 6.80%°° 6.55°¢  6.412° 6.16°° 6.422°
Ct 7.172 7.06° 6.68° 6.89° 6.85°
C2 6.932° 6.36°°  6.03°°  6.712° 6.40%°

Médias com letras em comum na mesma coluna indicam que ndo h& diferenga significativa entre as
formulagdes (p<0,05) de acordo com o Teste de Tukey. *Formulagao: F1: NaCl sem probioticos. F2: NaCl
com probidticos. F3: NaCI/KCl (75:25 com probiéticos). F4: NaCIl/KCl (50:50 com probiéticos). F5:
NaCl/KCI/MgCl, (50:25:25 com probiéticos).F6: NaCl:KCl:MgCl, (75:12,5:12,5 com probibticos). As
formulagoes comerciais de queijo Cottage C1 e C2 sdo: C1 = queijo Cottage convencional e C2 = queijo
Cottage probidtico com Lactobacillus acidophilus.
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Tabela 5: Atitude de compra em relagao as formulagbes avaliadas

Formulacao Comprariam (%) Nao comprariam (%)
F1 50.85 49.15
F2 35.59 64.41
F3 50.85 49.15
F4 48.31 51.69
F5 39.83 60.17
F6 53.39 46.61
C1 71.19 28.81
Cc2 55.08 44.92

*Formulagéo: F1: NaCl sem probidticos. F2: NaCl com probiéticos. F3: NaCI/KCI (75:25 com probiéticos). F4:
NaCl/KCI (50:50 com probioticos). F5: NaCl/KCI/MgCl> (50:25:25 com probiéticos).F6: NaCl:KCI:MgCl,
(75:12,5:12,5 com probitticos). As formulagbes comerciais de queijo Cottage C1 e C2 sdo: C1 = queijo
Cottage convencional e C2 = queijo Cottage probidtico com Lactobacillus acidophilus.

2.3.4 Mapa de preferéncia interno

Os dados da andlise sensorial de aceitacao em relagdo a aceitacéao global
foram analisados também por analise estatistica multivariada (Mapa de
Preferéncia Interno), realizada através do software estatistico XLSTAT 2012
(Addinsoft, Paris, Franca).

Aliada a analise de variancia e testes de médias, o Mapa de Preferéncia
Interno pode complementar a andlise de aceitacdo de um produto, permitindo
conhecer a preferéncia individual dos consumidores ou grupo de consumidores
em relacdo ao conjunto total deles, algo que nao € possivel quando se faz uma
analise através das médias de avaliacdo (CADENA e BOLINI, 2011). Neste tipo de
analise, os critérios avaliados sao identificados como dimensdes que ocupam
posicoes ortogonais em uma representacao grafica, permitindo que as amostras
sejam representadas como pontos e os consumidores, com critério principal de

preferéncia, como vetores (COSTELL et al., 2000).
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O Mapa de Preferéncia (MDPREF) é gerado a partir das respostas dos
consumidores com relacdo a impressao global sobre o produto. A Figura 5
apresenta o MDPREF bidimensional, a qual suas duas dimensdes explicam
46,22% das variagdes observadas entre as formulagdes.

O valor relativamente baixo pode ser explicados pela existéncia de mais de
uma formulacdo com alto grau de preferéncia, ou seja, a preferéncia dos
consumidores esteve dividida entre mais de uma formulacéao.

No grafico obtido na Figura 5, os consumidores ficaram localizados
préximos das formulacbes de sua preferéncia e foi possivel observar maior
distribuicdo dos provadores na regiao positiva da Dimensdo 1. Também
distribuidos em sua maioria na regido positiva da Dimensdo 2, onde pode-se
observar a alocagédo das formulagdes Cle C2, indicando maior preferéncia dos
consumidores por estas 2 formulacdes de queijo Cottage.

Entre as formulagdes adicionadas de sais substitutos, a F6 contendo
NaCl:KCl:MgCl, (75:12,5:12,5 c/probidticos), foi a que mais se destacou,
apresentando uma boa preferéncia, confirmando o teste sensorial de aceitagéo
onde essa formulacdo nao apresentou diferenca significativa (p>0,05) das
formulacées F1, F3 e F4. Essa formulagcdo apresenta um bom potencial para
comercializagao.

E possivel observar que as formulacdes F2 e F5 se encontram
negativamente colocadas em ambas as dimensdes, afastadas dos consumidores,

demonstrando serem as formulagdes menos aceitas.
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Figura 5. Figura bidimensional da andlise do Mapa de Preferéncia Interno das
8 formulacdes de queijo Cottage

2.3.5 Escala do ideal (Just About Right) e analise de penalidades (Penalty
Analysis).

Na mesma ficha para andlise da aceitacao, foi avaliado o ideal de gosto
salgado, acido e textura das formulacdes, utilizando-se uma escala do ideal de
nove pontos (DRAKE, 2007).

As formulagbes de queijo Cottage foram avaliadas para os atributos de
gosto salgado, gosto acido e textura, e quanto cada um desses se aproxima do
ideal para cada um dos consumidores. A escala JAR (Just About Right) utilizada
foi a seguinte: 1 (extremamente menos que o ideal), 2 (muito menos que o ideal),
3 (moderadamente menos que o ideal), 4 (ligeiramente menos que o ideal), 5
(ideal), 6 (ligeiramente mais que o ideal), 7 (moderadamente mais que o ideal), 8

(muito mais que o ideal) e 9 (extremamente mais que o ideal).
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Figura 6: Niveis da escala do ideal para formulacao de queijo Cottage F1: NaCl
100% sem probidticos.
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Figura 7: Niveis da escala do ideal para formulagdo de queijo Cottage F2: NaCl
100% com probidticos.
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Figura 8: Niveis da escala do ideal para formulagdo de queijo Cottage F3:
NaCl/KClI (75:25 com probidticos).
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Figura 9: Niveis da escala do ideal para formulacdo de queijo Cottage F4:
NaCl/KCI (50:50 com probidticos).
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Figura 10: Niveis da escala do ideal para formulacdo de queijo Cottage F5:
NaCl/KCI/MgCl, (50:25:25 com probidticos).
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Figura 11: Niveis da escala do ideal para formulagdo de queijo Cottage F6:
NaCl:KCIl:MgCl, (75:12,5:12,5 c/probidticos).
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Figura 12: Niveis da escala do ideal para formulagao de queijo Cottage C1: queijo
Cottage convencional (amostra comercial).
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Figura 13: Niveis da escala do ideal para formulacéo de queijo Cottage C2: queijo
Cottage probidtico (amostra comercial).
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A formulacdo F1 (Figura 6) foi avaliada como ideal para os 3 atributos para
pelo menos 49% dos consumidores. A formulacao F2 (Figura 7) foi avaliada como
ideal para gosto acido para 56% dos consumidores, para 41% dos consumidores o
gosto salgado do produto esta ideal, e a textura foi avaliada como ideal por
apenas 16% dos avaliadores. Quarenta e seis por cento dos consumidores
avaliaram o gosto salgado como ideal para a formulacdo F3 (Figura 8), 35%
julgaram como acidez ideal, 36% como textura ideal.

Para a formulacdo F4 (Figura 9), 43% julgaram a textura como ideal.Para o
gosto salgado ideal o julgamento dos consumidores foi de 31% e 45% para as
formulacdes F5 e F6, respectivamente (Figura 10 e 11).

A formulacdo C1 (Figura 12) foi a que apresentou a maior frequéncia na
regidao de idealidade para os 3 atributos avaliados, sendo 58%, 59% e 58% para
gosto salgado, acido e textura, respecticamente. Ja para a formulacdo C2 (Figura
13) foi avaliada como ideal para textura para 47% dos consumidores.

Para confirmar a influéncia das avaliagbes JAR na aceitacao dos produtos e
assim identificar potenciais direcdes para a melhoria dos queijos Cottage
elaborados nesse estudo e representados pelas formulagdes F1, F2, F3, F4, F5 e
F6 foi aplicada a metodologia de penalty analysis. Para tal foram utilizados os
dados de aceitacao global que expressam a satisfacdo global do consumidor em
relacdo a um produto e aqueles obtidos pela escala JAR, que indicam o quéo ideal
um produto esta em relacao ao esperado pelo provador. Nas Figuras 14, 15, 16,
17, 18, 19, 20 e 21 estdo apresentados os resultados obtidos a partir da anélise
dos dados sensoriais das formulagbes F1, F2, F3, F4, F5, F6, C1 e C2 pela
metodologia de penalty analysis.
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Figura 14. Influéncia dos atributos gosto salgado, gosto acido e textura na
aceitacao global da formulacao F1 (100% de NaCl sem probiéticos).
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Figura 15. Influéncia dos atributos gosto salgado, gosto acido e textura na
aceitacao global da formulacao F2 (100% de NaCl com probiéticos).
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Figura 16. Influéncia dos atributos gosto salgado, gosto acido e textura na
aceitacao global da formulacao F3: NaCl/KCl (75:25 com probibticos).
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Figura 17. Influéncia dos atributos gosto salgado, gosto &cido e textura na
aceitacao global da formulacao F4: NaCIl/KCI (50:50 com probioticos).
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Figura 18. Influéncia dos atributos gosto salgado, gosto &cido e textura na
aceitacao global da formulacao F5: NaCl/KCI/MgCl, (50:25:25 com probiéticos).
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Figura 19. Influéncia dos atributos gosto salgado, gosto acido e textura na
aceitacao global da formulacao F6: NaCl:KCI:MgCl, (75:12,5:12,5 c/probidticos).
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Figura 20. Influéncia dos atributos gosto salgado, gosto &cido e textura na
aceitacao global da formulacdo C1: queijo Cottage convencional (amostra
comercial).

Efeitos na média vs %
2,5
= Idedl Acido
2 .
B = |deal Textura
=
€15 +
(1]
s
§ 1 - = l|deal Gosto Salgado
& +deal Adido
0,5 +
+ Ideal Textura
+ IdealiGosto Salgado
0 1 f f f
0 10 20 30 40 50 60
%
=Demasiadamente pouco 4+ Demais

Figura 21. Influéncia dos atributos gosto salgado, gosto acido e textura na
aceitacao global da formulacao C2: queijo Cottage probidtico (amostra comercial).
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Tabela 6. Notas médias obtidas no teste de aceitagdo, para avaliar os atributos
aceitacao global (escala hedbdnica), gosto salgado, gosto acido e textura (escala
JAR) das formulacgées F1, F2, F3, F4, F5, F6, C1 e C2.

Formulacao Gosto (,EO.StO Textura Impressao
Salgado acido Global
F1 5.33 5.73 5.15 6.28°¢
F2 4.94 5.14 4.26 5.57°
F3 4.97 5.68 4.88 6.29°°
F4 4.83 5.66 5.09 6.29°°
F5 4.50 5.63 4.95 5.85%¢
F6 4.99 5.65 5.21 6.422°
c1 4.86 5.38 4.80 6.85°
C2 4.55 5.71 4.83 6.40%°

Médias com letras em comum na mesma coluna indicam que nao ha diferenga significativa entre as
formulagdes (p<0,05) de acordo com o Teste de Tukey.

Avaliando a Figura 14, observa-se que, dentre os atributos avaliados,
aquele que contribuiu significativamente para a penalizacao da aceitagdo global do
queijo Cottage elaborado pela formulacdo F1 foi a textura. O resultado obtido
evidencia que 32,2% dos provadores penalizaram a aceitacdo global do queijo
Cottage elaborado pela formulacdo F1, em 1,5 pontos, por acharem que este
apresentava textura “um pouco menos do que gostariam” (nota média 5.15)
(Tabela 6). Comparando este resultado com aqueles obtidos pela escala hedbnica
e histograma de frequéncia de respostas, embora o queijo Cottage elaborado por
esta formulacdo tenha sido bem aceito (média 6.28) e considerado como textura
ideal para 31% dos provadores, a resposta fornecida pela penalty analysis indica
que a aceitacdo de tal produto pode ser aumentada se os parametros
relacionados a textura forem reavaliados.

A formulagéo F2 (Figura 15) foi considerada por 61,8% dos consumidores

como menos dura que o ideal e assim obteve um efeito (penalidade) de 2,1 sobre
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a média. Para a aceitacdo do produto, este resultado representa um risco
potencial, pois as caracteristicas que apresentam uma alta penalizacdo sao
aquelas que sdo mencionadas por um grande numero de pessoas.

Para essa metodologia a penalizagdo geralmente ndo é computada se a
porcentagem dos consumidores nas categorias “demasiadamente pouco” ou
"demais” é inferior a 20 %. E o caso das formulagdes F3, F4, F5, F6, C1 e C2,
onde o gosto acido “demasiadamente pouco” se encontra abaixo do limiar de 20%.

Analisando a Figura 18, observa-se que a intensidade de gosto &cido
apresentada pelo queijo Cottage probiético da formulacao F5 influenciou na sua
aceitacdo global. Os resultados mostram que aproximadamente 54,2% dos
consumidores penalizaram a aceitagéo global do produto (nota média 5.85), em
1,1 pontos, por acharem que esta formulagdo apresentava um gosto acido “mais
acido do que gostariam” (nota média 5.63) (Tabela 6). Provavelmente a acidez dos
queijos foi provocada pela producdo de acidos orgéanicos resultante do
metabolismo das culturas empregas.

Pelo histograma de frequéncia de respostas, para o atributo gosto acido,
aproximadamente 54% dos consumidores responderam que F5 estava com gosto
acido “muito mais intenso do que gostariam”. Tal resultado evidencia a
necessidade da reavaliagdo dos parametros que interferem na acidez do produto,
a fim de elevar a aceitacao do queijo Cottage probidtico para essa formulagéo.

Para a formulagdo F6 tanto para “demasiadamente pouco” quanto para
“‘demais”, com relacdo ao gosto salgado ideal, os efeitos (penalidades) sobre a
média ndo foram estatisticamente significativos (p>0,05), o que ocorreu também
com relacédo ao ideal de gosto salgado para as formulacdes F1, F2, F3, F4 e F5.
Somente para as formulacbes C1 e C2, o ideal de gosto salgado para
“demasiadamente pouco” foram estatisticamente significativos (p<0,05).

E importante salientar que atributos ndo sdo independentes, alteragdes em
um atributo sdo acompanhadas por alteracées nos outros atributos também. A
andlise de penalidades fornece uma lista priorizada de caracteristicas criticas do
produto que sdo mais penalizadoras para o desempenho do produto (SOCIETY
OF SENSORY PROFESSIONALS, 2013).
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2.3.6 Avaliacao da viabilidade das culturas starter e das culturas probioéticas

Os queijos Cottage com e sem adi¢cao de probiodticos e com diferentes sais
hipossodicos foram produzidos no mesmo dia, utilizando-se o mesmo indculo,
para permitir a avaliacdo do efeito desses ingredientes no crescimento e
viabilidade das culturas. As contagens das culturas foram feitas no 1° dia de
producdo dos queijos, no dia 14° e no 28° dia (final da vida de prateleira) e

encontram-se nas Figuras 22, 23 e 24.

Lactococcus lactis subsp. lactis
e Lactococcus lactis subsp. cremoris R-704
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Figura 22. Viabilidade de Lactococcus lactis subsp. lactis e Lactococcus lactis
subsp. cremoris R-704 em queijo Cottage probidtico durante estocagem
refrigerada (5 £ 1°C).

*F1: contagens nos 3 dias de estocagem : <10 Log UFC.g". Formulagbes: F1: NaCl sem probiéticos. F2:
NaCl com probiéticos. F3: NaCl/KCI (75:25 com probiéticos). F4: NaCl/KCl (50:50 com probidticos). F5:
NaCl/KCI/MgCl; (50:25:25 com probiéticos).F6: NaCl:KCI:MgCl» (75:12,5:12,5 com probidticos).

Letras minusculas iguais entre as formulagées no mesmo dia nao diferem entre si (p>0,05) de acordo com o
Teste de Tukey.
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Lactobacillus acidophilus La-5
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Figura 23. Viabilidade de Lactobacillus acidophilus La-5 em queijo Cottage

probiético durante estocagem refrigerada (5 £ 1°C).

Formulagoes: F2: NaCl com probiéticos. F3: NaCI/KCI (75:25 com probioticos). F4: NaCI/KCI (50:50 com
probiédticos). F5: NaCl/KCI/MgCl> (50:25:25 com probidticos).F6: NaCl:KCl:MgCl. (75:12,5:12,5 com
probiéticos).

Letras mindsculas iguais entre as formulagées no mesmo dia nao diferem entre si (p>0,05) de acordo com o
Teste de Tukey.
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Figura 24. Viabilidade de Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12 em queijo

Cottage probiotico durante estocagem refrigerada (5 £ 1°C).

Formulagdes: F2: NaCl com probiéticos. F3: NaCI/KCI (75:25 com probioticos). F4: NaCI/KCI (50:50 com
probioticos). F5: NaCI/KCI/MgCl, (50:25:25 com probidticos).F6: NaCl:KCl:MgCl, (75:12,5:12,5 com
probiéticos).

Letras mindsculas iguais entre as formulagées no mesmo dia nao diferem entre si (p>0,05) de acordo com o
Teste de Tukey.
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A literatura cientifica estabelece que a quantidade de culturas probiéticas no
alimento processado deve ficar me torno de 10°-10” UFC.g.” no produto final
(SHAH, 2000), alcancando até 108-10° UFC proveniente do consumo diario de 100
g ou 100 ml do alimento, beneficiando conseqientemente a saude do consumidor
(JAYAMANNE e ADAMS, 2006). No Brasil, a legislacdo em vigor determina que a
quantidade viavel minima de culturas probidticas deve ser entre 102 e 10° UFC por
porcao de produto e que a contagem deve constar no rétulo do produto (ANVISA,
2008). Dessa forma, a viabilidade da cultura durante o armazenamento deve ser
verificada (DAMIN et al., 2008).

Na formulacdo F1 elaborada apenas com NaCl e sem adicdo de probidticos
a contagem da cultura starter de Lactococcus lactis subsp. lactis e Lactococcus
lactis subsp. cremoris R-704 (Figura 22) permaneceu em torno de <10 log UFC.g™
em todos os dias de estocagem. E também nas formulagdes com culturas
probidticas a populagdo da cultura starter nao apresentou boa viabilidade,
apresentando valores abaixo de 3,0 log UFC. g-' para todas as formulagdes. Uma
possivel explicacdo para esse fato seria o proprio processamento do queijo
Cottage, onde o queijo passa por um processo de trés lavagens consecutivas da
massa, 0 que poderia ter diminuido a quantidada da cultura starter. 1sso também
explica o fato de a quantidade de probiéticos adicionadas ao queijo Cottage serem
introduzidas no final do processamento, ou seja, juntamente com o dressing.

As contagens das culturas probioticas estdo demonstradas nas Figuras 23 e
24, confirmando que os tratamentos se enquadram dentro dos padroes
estipulados pela legislacdo brasileira, podendo ser designados como queijo
probidtico, pois em todas as formulacdes, ao final do periodo de estocagem de 28
dias, as contagens de Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb12 ficaram acima
de 8 log UFC.g™", e a de Lactobacilus acidophilus La-5 acima de 6,2 log UFC.g™".
Considerando que uma porcao para queijo Cottage possui cerca de 50 g, e o
recomendado pela legislacdo para leites e derivados sdo 2 porcbes diarias
(BRASIL, 2003).

A viabilidade de Lactobacillus acidophilus La-5 e Bifidobacterium animalis
subsp. lactis Bb12 podem ser observadas através das Figuras 23 e 24. A
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populagédo de Lactobacillus acidophilus La-5 se manteve quase inalterada entre os
dias 1 e 14 para todas as formulacées, apresentando valores superiores a 7,0 log
UFC g'. J& no final do periodo de estocagem as contagens de Lactobacillus
acidophilus La-5 diminuiram um ciclo logaritmico, atingindo valores entre 6,2 e 6,6
log UFC.g ™" ndo havendo diferenca estatistica (p>0,05) entre as formulacdes.

As contagens para Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb12 foram as que
apresentaram melhores resultados. Enquanto para as culturas de L. acidophius
La-5 a contagens finais ficaram em torno de 6,2 e 6,5 log UFC.g™!, existindo uma
perda de viabilidade conforme o tempo de armazenamento, a cultura probibtica de
Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb12 apresentou as melhores contagens
para todas as formulagdes estudadas, alcangando valores acima de 8,0 log UFC
g'. As formulacdes F6 e F4 foram as que apresentaram as melhores contagens,
8,2 e 8,1 log UFC g nao diferindo estatisticamente (p>0,05) uma da outra ao final
do periodo de estocagem.

Em um estudo realizado por Pereira e colaboradores (2010) os autores
verificaram que para queijo petit suisse probiético inoculado com S. thermophilus +
Lactobacillus acidophilus + Bifidobacterium animalis subsp. lactis, as populacdes
de Bifidobacterium animalis subsp. lactis observadas no presente trabalho, foram
sempre superiores as populacdes de Lactobacillus acidophilus. Tais resultados
ndo eram esperados, uma vez que as bifidobactérias sdo descritas como mais
sensiveis a variacoes de pH e menos tolerantes a temperaturas de refrigeracao
(LOURENS-HATTING & VILJOEN, 2001).

Uma excelente alternativa para aumentar a multiplicacao de um probiédtico é
a adicao de outra espécie probidtica em co-cultura. Entretanto, deve-se verificar a
compatibilidade entre as culturas a serem empregadas. Gomes e Malcata (1999)
demonstraram que Bifidobacterium lactis multiplicaram-se mais em co-cultura com
Lactobacillus acidophilus. O estimulo da multiplicacdo de Bifidobacterium bifidum
por Lactobacillus acidophilus também foi descrito por Svensson (1999). A
viabilidade do género Bifidobacterium spp. parece ser aumentada quando em
presenca de outra bactéria probiética, gerando valores elevados para todas as
bactérias avaliadas (VINDEROLA et al., 2000; CORREA et al., 2008), o que pode
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ter ocasionado valores similares neste estudo. Igualmente, a adicdo de
Lactococcus lactis no leite, visando o decréscimo do potencial de oxirreducao
(JEASON et al, 2009) também tem apresentado impacto positivo, com a vantagem
de que esse micro-organismo pode ainda favorecer o crescimento de
Bifidobacterias (YONEZAWA et al, 2010).

Assim como em outros trabalhos, queijos frescos apresentam viabilidade
probidtica satisfatéria (VINDEROLA et al., 2000; BURITI et al., 2005; SOUZA E
SAAD, 2009, PEREIRA et al., 2010), porém, poucos estudos analisaram a
influéncia do uso de sais hipossédicos sobre o crescimento de bactérias
probidticas em queijos.

Com base nos resultados apresentados, pode-se afirmar que o0s queijos
Cottage probidticos elaborados, adicionados de diferentes sais hipossdédicos,
possuem melhor viabilidade para o micro-organismo Bifidobacterium animalis
subsp. lactis Bb12 durante todo o periodo proprio para consumo, estabelecido em
28 dias. Além disso, ndo se observou influéncia negativa da redugdo de sddio
sobre as culturas probidticas, nas concentracées utilizadas nesse estudo,
apresentando melhores resultados nas formulacdes F6, onde houve reducéao de
sédio de 25% de NaCl e substituicdo por KCI (12,5%) e MgCl, (12,5%), e na
formulacdo F4 (50% NaCl e 50%KCI). Ambas as formulagdes nao diferiram
estatisticamente (p>0,05) uma da outra. Comparando a formulagdo F6 com a
formulacdo F2 (100% NaCl com probiéticos), a F6 apresentou uma contagem

ligeiramente maior que a F2, diferindo estatisticamente (p<0,05).
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2.4 Conclusoes

O queijo Cottage probidtico demonstrou ser uma excelente matriz para
adicdo de sais hipossddicos, pois 0 poder de salga dos sais hipossodicos néo €
alterado em relacdo ao NaCl, sendo uma excelente alternativa para dietas com
restricdo de sodio.

A metodologia de estimativa de magnitude se mostrou como uma excelente
alternativa para substituicdo parcial de NaCl por sais hipossddicos em queijo
Cottage probidtico.

Um atributo sensorial que influencia a penalizacdo das formulacbes de
queijo Cottage é a textura, sendo que esse atributo deve ser levado em
consideracao para direcionar a melhoria na aceitacdo do queijo Cottage probidtico.

Todas as formulacdes de queijo Cottage apresentaram potencial probidtico
desde que consumidas numa porcao adequada de 100 g de queijo, uma vez que a
concentracao dos probidticos mativeram-se dentro dos padrbes estipulados pela
legislacao brasileira.

A reducao na quantidade de sal em até 25% nos queijos mantém uma boa
aceitacao pelo consumidor, sendo a formulacdo mais aceita aquela com redugao
de sodio de 25% de NaCl e substituicao por KCI (12,5%) e MgCl, (12,5%), 0 que
esta relacionado ao baixo teor de gordura e alto teor de umidade desse tipo de
queijo. Esse resultado é de grande relevancia para a industria de produtos lacteos.
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Capitulo 3

Queijo Cottage Probiético Reduzido de Sédio: Aspectos Fisico-
Quimicos, Microbioldgicos e Perfil de Textura

Manuscrito submetido a revista Food Chemistry
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Resumo

O efeito da substituicao parcial de NaCl por sais substitutos em queijo Cottage
adicionado de bactérias probiéticas foi investigado durante 28 dias de estocagem a 5
+ 1°C. A composi¢do quimica, a sobrevivéncia de bactérias probioticas e da cultura
starter, pH, atividade proteolitica, andlise do perfil de textura, perfil de acidos graxos
e acidos orgéanicos foram analisados para determinar os efeitos da substituicado nos
parametros de qualidade do queijo Cottage. As contagens de Lactobacillus
acidophilus e Bifidobacterium animalis subsp. lactis variaram de 7,74 a 6,20 e 8,58 a
7,93 log (UFC. g™, respectivamente no primeiro e no Gltimo dia de estocagem, com
valores suficientes para beneficios a saude humana. Porém, as contagens da cultura
starter permaneceram baixas com valores abaixo de 3,0 log UFC. g para todas as
formulagcbes. As formulagbes que apresentavam o sal MgCl, em sua composi¢ao
foram as que apresentaram menores valores de pH, sendo, o acido latico, o acido
organico mais encontrado em todas as formulacées seguido pelo acido citrico e
acido acético. A atividade proteolitica foi quantificada por medicao dos aminoacidos e
peptideos produzidos pelas culturas laticas e probi6ticas usando o reagente o-
fitaldialdeido (OPA) e os resultados demonstraram que a formulagéo controle (100%
NaCl sem probiéticos) foi a que apresentou menor atividade proteolitica durante 28
dias de estocagem refrigerada, diferindo estatisticamente das demais formulacdes.
Durante o périodo de estocagem houve um aumento significativo (p<0,05) nas
concentrgdes de calcio, magnésio e potassio em todas as formulagdes, exceto para
as quais continham o sal MgCl,, Todos os queijos desse estudo podem ser
classificados como baixo teor de gordura, porque o teor de gordura variou de
4.33+0.07% a 4.6910.11%, e muito alta umidade (74.60+0.47% e 75.59+0.03%),
segundo a legislacao brasileira. Em geral, ndo existiram diferencas significativas na
adesividade e elasticidade entre queijos experimentais no mesmo periodo de
armazenamento. A adicdo de culturas probidticas e a reducdo de sbédio nao
provocaram mudancgas significativas no perfil de acidos graxos em todos os queijos
formulados. Os queijos tipo Cottage produzido nesse estudo apresentam
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caracteristicas promissoras como alimento funcional e com boas perspectivas para

comercializagao.

Palavras-Chave: * queijo Cottage * redugéo de sddio * bactérias probioticas « perfil
de textura
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3.1 Introducao

Alimentos contendo bactérias probidticas sédo classificados como alimentos
funcionais e esses produtos vém ganhando popularidade e aceitagao por parte dos
consumidores mundialmente (ONG et al., 2006). O queijo € um dos produtos
alimenticios mais versateis disponiveis atualmente, entretanto, o desenvolvimento de
queijos probiéticos implica, obrigatoriamente, no conhecimento de todas as suas
etapas de processamento, bem como do nivel de influéncia no processamento, seja
positiva ou negativa, e na sobrevivéncia desses micro-organismos durante a vida de
prateleira dos produtos (WILKINSON et al.,2001).

O queijo é considerado um género alimenticio com elevados niveis de sédio,
portanto a redugdo do conteudo de sodio nesse tipo de produto podera contribuir
para a reducdo do consumo geral de sédio pelos consumidores (AGARWAL et al.,
2011), representando, adicionalmente, um enorme desafio para a industria de
lacticinios, uma vez que o sal exerce fungdes especificas no sabor, textura e
extensdo do tempo de prateleira (AYYASH et al., 2011; AYYASH & SHAH, 2010;
GUINEE & FOX, 2004; KATSIARI et al., 1997 e 2000). Embora os queijos frescos
nao sofram maturacdo, alguns eventos bioquimicos como a protedlise, podem
ocorrer durante o periodo de armazenamento devido a adicdo de micro-organismos
probidticos produtores de enzimas proteoliticas.

Outro desafio para a industria de lacticinios quando se reduz a concentracao
de sal em queijos é que se verificam nesses produtos aumentos na protedlise, na
atividade da agua, na acidez e no amargor, e reducao da firmeza, ocorrendo também
fermentacoes irregulares (AYYASH & SHAH, 2010).

Varios tipos de queijo com teor reduzido de sddio tém sido desenvolvidos
mediante a reducdo de NaCl, por si s, ou por substituicdo parcial/total deste sal por
KCI, MgCl» e CaCl,. De modo geral, os resultados sdo positivos, sendo que a maioria
das variedades dos queijos apresenta uma boa aceitacdo. Segundo estudos
realizados por Guinee & Fox, 2004; Lindsay et al., 1982, o cloreto de potassio (KCl)
tem sido reconhecido como o substituto potencial do cloreto de sédio, sendo que a

mistura NaCl:KCI tem sido usada com sucesso em varios queijos, sem qualquer
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efeito adverso na qualidade do queijo, tais como o Feta, o Kefalograviera, e o
Cheddar (AYYASH & SHAH, 2010).

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar as implicagdes
decorrentes da adicdo das culturas probidticas e da redugdo de sbddio nas
caracteristicas fisico-quimicas do queijo tipo Cottage ao longo da vida de prateleira
do produto estocado a 5°C.

3.2 Material e Métodos

3.2.1 Elaboracao de queijo Cottage probiotico reduzido de sodio

No processamento do queijo Cottage foram utilizados matéria-prima e
produtos conhecidos no mercado pela qualidade, foram seguidas as boas praticas de
fabricacdo e foi realizada a higienizacdo da area de processamento. Todo esse
procedimento foi seguido para que fosse possivel a obtengcdo de um produto de boa
qualidade com menores riscos de contamina¢ao microbioldgica.

O processamento do queijo Cottage foi realizado de acordo com ARAUJO et
al. (2009) com algumas modificacées. Na fermentagdo de 60L de leite desnatado e
pasteurizado (0% de gordura, Tipo A, Xandd, Araras, Brasil), aquecido a temperatura
de 37°C, foram adicionados CaCl, (0,25g.L™") e a cultura starter composta pelos
micro-organismos Lactococcus lactis subsp. lactis e Lactococcus lactis subsp.
cremoris R-704 (Chr Hansen), na forma DVS (direct vat set), previamente pesada
(5% p/v), correspondendo ao valor de 9 logUFC.g™" no produto final. Apds um periodo
de fermentacdo de 16h, no qual o pH do leite atingiu um valor de 4,6, houve a
formacao da coalhada. A massa foi cortada e em seguida procedeu-se o
aquecimento lento até temperatura final de 50°C para a obtencao de graos firmes e
textura compacta. Na etapa seguinte, foi realizado o dessoramento, trés lavagens
consecutivas da massa com agua gelada (3 a 4°C) e adicao do dressing. Adicionou-
se, em relacdo ao peso final do queijo, 30% de dressing (liquido cremoso), composto
de creme de leite pasteurizado (17% gordura, Nestlé, Brasil) adicionado de leite
desnatado UHT (0% de gordura, Lider, Brasil) para padronizar o teor de gordura até
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4% (produto final). No dressing, foram adicionadas as culturas probidticas
Lactobacillus acidophilus La-5 e Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12 (Chr
Hansen, Valinhos, Brasil), na forma DVS (direct set vat), previamente pesadas (5%
p/v), de forma a atingir uma contagem final de 9 log UFC.g" (de acordo com as
recomendagdes do fabricante).

Para cada tratamento foram adicionados os demais ingredientes diretamente
ao dressing: sorbato de potassio (0,10% p/p) e os sais cloreto de sdodio (NaCl),
cloreto de potassio (KCI) e cloreto de magnésio (MgCly) nas diferentes
concentracdes (definidas pelos testes do ideal e estimativa de magnitude). Os
queijos foram colocados em potes de polipropileno, e imediatamente armazenados
em camara frigorifica a 5°C para resfriamento, de onde foram coletadas as amostras
para realizacao das analises periodicamente.

Os 60L de leite desnatado e pasteurizado utilizados renderam 6.500 + 0.200
Kg de massa de queijo Cottage por processamento. Sendo que cada Kg de queijo
Cottage é composto de 300 g de dressing.

Foram elaboradas 6 formulagcées de queijo Cottage e para cada uma foram
adicionados os demais ingredientes diretamente ao dressing: sorbato de potassio
(0,10% p/p) e os sais cloreto de sodio (NaCl), cloreto de potassio (KCI) e cloreto de
magnésio (MgCl,). As formulagdes elaboradas foram:

e F1:NaCl (100% sem probiéticos)

e F2: NaCl (100% com probiéticos.

e F3: NaCl/KCl (75:25% com probibticos).

e F4: NaCl/KClI (50:50% com probidticos).

e F5: NaCl/KCI/MgCl, (50:25:25% com probidticos).

e F6: NaCl:KCI:MgCl. (75:12,5:12,5% com probidticos)

As concentracdes dos sais foram definidas pelos testes do ideal e estimativa
de magnitude e todas sdo equivalentes a concentracdo 1,12% (p/p) de NaCl. Os
queijos foram colocados em potes de polipropileno, e imediatamente armazenados
em camara frigorifica a 5°C para resfriamento, de onde foram coletadas as amostras

para realizacao das analises periodicamente.
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3.2.2 Contagem seletiva das culturas

Para as analises de viabilidade das culturas utilizadas, as metodologias
utilizadas foram: contagem de Lactococcus lactis subsp. lactis e Lactococcus lactis
subsp. cremoris R-704, foi realizada por plaqueamento em profundidade de 1 mL de
cada diluicdo em Agar M17 (Himedia Laboratories, Mumbai, India), com adicdo de
5%(v/v) de solucdo de lactose a 10%(p/v), seguida de incubacao aerdbica a 30 °C/
48 horas (IDF, 1997).

Para Lactobacillus acidophilus La-5 foi utilizado o meio MRS-agar (Himedia
Laboratories, Mumbai, India) com 10% (v/v) de solugcdo de maltose 20% (p/v), as
placas foram incubadas invertidas a 37 °C por 72 horas (IDF, 1999).

Para Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb12 foi enumerado utilizando
MRS-agar (Himedia Laboratories, Mumbai, India) com adicdo de 100 mL de solugéao
de glicose a 20%(p/v), 5 mL de solugdo de dicloxacilina a 0,01%(p/v), 10 mL de
solucao de cloreto de litio a 11,11%(p/v) e 5 mL de solucao de cloreto de cisteina a
10%(p/v) para cada 1000 mL de meio de cultura. Posteriormente a inoculagao, as
placas foram incubadas invertidas em jarras contendo gerador de anaerobiose
(Oxoid, Séao Paulo, SP) a 37 °C por 72 horas (CHRISTIAN HANSEN, 1999). Todos
0s meios de cultura foram previamente testados, com o objetivo de garantir o
crescimento seletivo desses micro-organismos. As analises microbiolégicas foram
realizadas em duplicata e foram monitorados durante o periodo de estocagem
refrigerada do queijo Cottage, nos dias 1, 14, e 28.

3.2.3 Potencial hidrogenionico (pH)

O pH das amostras foi determinado utilizando potenciémetro marca Digimed
(Sao Paulo - SP), modelo DM-20, a 25°C, com determinacéo por insercao direta do
eletrodo nas amostras (BRASIL, 2006).
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3.2.4 Producao de metabdlitos pelas culturas microbianas

A quantificacao dos produtos metabdlitos das culturas microbianas, a saber,
acido latico, acido acético e acido citrico, foi realizada através de cromatografia
liguida de alta eficiéncia (HPLC).

O método de HPLC seguiu o procedimento desenvolvido por Marsili,
Ostapenko e Green (1981) com ajustes. A anadlise foi realizada utilizando um sistema
modular Shimadzu LC-10 (Columbia, MD), composto por uma bomba LC-10AT VP,
um forno de coluna CTO-10AS VP, um detector de arranjo de diodos VP SPD-M20A
(DAD), um SCL-interface de 10A e uma classe VP Workstation. Uma coluna Aminex
HPX-87H (300 x 7.8 mm) (BioRad, Hercules, CA, EUA) foi utilizada com uma
temperatura de forno de 35°C. O DAD foi operado entre 200 e 800 nm.
Cromatogramas de andlise quantitativa foram extraidos a 210 nm. As amostras
foram eluidas em 0,5 mL min™' com um modo isocratico com &cido sulftrico 0.009N.
O volume de injecao foi fixado em 20 uL para todas as analises.

A preparagcao das amostras em duplicata seguiu a metodologia desenvolvida
por Donkor et al. (2005), com modificacdes, e consistiu na mistura de 1 g de queijo
com 14 ulL de 15,5 N (15,5M) acido nitrico para posterior diluicdo com 5 mL da fase
mével 0,009N (0,0045M) acido sulfarico. A mistura resultante foi homogeneizada em
vortex por 1,5min. Em seguida, foi colocada em banho-maria por 1h a 50°C. O 1,5ml
do sobrenadante foi passado para o eppendorf para ser centrifugado a 4.000G
(3.500 RPM) a 4°C por 20min. A solugao fracionada (1,5ml) sobrenadante foi
centrifugada novamente em um eppendorf por 14.000G (6.500 RPM) por 10 min. O
sobrenadante foi filtrado em Millipore 0.45 um e transferido para eppendorfs (aprox.
1ml).

Os acidos organicos foram quantificados por andlise de um extrato do queijo
por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), com um detector de
arranjo de diodos (HPLC-DAD) e quantificado por um método de padrao externo. As
solugbes-padrao de concentragdes 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 ug mL™),
foram utilizadas. Os padroes foram injetados em ftriplicata e os cromatogramas
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correspondentes obtidos para cada um. Os graficos foram obtidos com 6 pontos de
concentracdo e as areas obtidas foram comparadas com as respectivas
concentracoes.

As concentragbes dos acidos organicos foram calculadas para cada
tratamento por interpolacdo das areas. As concentracdes foram expressas em mg de
cada acido organico por grama de queijo, numa base no peso seco. Os picos de
acidos organicos foram identificados por comparacao dos tempos de retencao (RT) e
confirmados por comparagdo dos espectros de UV com as dos materiais de

referéncia.

3.2.5 Avaliacao da atividade proteolitica

A atividade proteolitica foi verificada atravées da medida dos aminoacidos e
peptideos liberados pelas culturas utilizando o reagente o-fitaldialdeido (OPA),
seguido de leitura da absorbancia a 340nm em espectrofotdmetro (MASUDA et al.,
2005).

3.2.6 Composicao centesimal e analise de minerais

A andlise dos minerais célcio, magnésio, sédio e potassio foi realizada em
tripicata utilizando um espectrometro de emissao atdémica induzida por plasma (ICP-
OES, marca Varian, Mulgrave Victoria, Australia, modelo Vista MPX) com vista axial,
poténcia 1000 W, fluxo do gas no plasma de 15 L/ min, e linhas de nebulizacao
589,592, 766,491, 317,933 e 279,553 para soédio, potassio, célcio e magnésio
respectivamente seguinto metodolologia descrita por Horwitz et al. (2006).

A umidade foi determinada através de secagem em estufa a 105 + 1°C por 15
horas. A proteina foi determinada com base no total de nitrogénio, utilizando o
método de Kjeldahl com posterior multiplicacao pelo fator 6,38. (AOAC, 2006). O teor
de gordura foi realizado utlilizando o método BLIGH & DYER (1959).

3.2.7 Perfil de acidos graxos
A composicdo em acidos graxos foi determinada por cromatografia em fase

gasosa, apos esterificacao utilizando método de Hartman e Lago (1973). A gordura
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dos queijos foi extraida de acordo com o método da AOAC (1995). Os ésteres
metilicos de acidos graxos foram separados de acordo com o método Ce 1-62
(AOCS, 2004). Foi empregado um cromatégrafo capilar CGC Agilent 6850 Series GC
System, dotado de coluna capilar DB-23 Agilent (50% cyanopropyl -
methylpoysiloxane, dimensdes 60 m, ¢ int: 0,25 mm, 0,25 um filme). Temperatura do
forno de 110°C — 5 min, 110 — 215°C (5°C/min), 2 15°C — 24 min; temperatura do
detector: 280°C; temperatura do injetor: 250°C; gas de arraste: Hélio; split: 1:50;
volume injetado: 1,0 yL. A composicao qualitativa foi determinada por comparacéao
dos tempos de retencao dos picos com os dos respectivos padrées de acidos graxos.

A concentracdo dos acidos graxos foi calculada em porcentagem (%) em
relacdo ao total de gordura do queijo. A seguir, os acidos graxos saturados (AGS),
monoinsaturados (AGMI), poliinsaturados (AGPI) e CLA (acido linoléico conjugado)

foram identificados.

3.2.8 Analise de textura instrumental (TPA)

A determinacdao do perfil de textura foi realizada em texturbmetro TA-XT2,
utilizando probe cilindrico de aluminio de 25 mm de diametro (P25). As
determinagcées dos parametros de textura das formulacdes foram realizadas no
primeiro dia e apos 28 dias de armazenamento refrigerado. O perfil de textura dos
queijos foi determinado através de teste de dupla compressdao de amostras com peso
constante, contidas nas embalagens de vidro. Foram analisados os atributos
primarios firmeza, coesividade, adesividade e elasticidade. Foram empregados os
seguintes parametros: amostras de queijo Cottage com altura de 2 cm, diametro de 5
cm, temperatura de 5 + 1°C, distancia de 10 mm e velocidade de compressao de 1
mm/s. O perfil de textura foi acompanhado nas seis formulacbées dos queijos F1, F2,
F3, F4, F5 e F6. O teste foi feito em setuplicada (BURITI et al., 2008).

3.2.9 Analise estatistica

Os processos foram realizados em duplicata e as analises foram realizadas

em triplicata, exceto para a andlise de viabilidade das culturas, &cidos graxos e
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acidos organicos que foram realizadas em duplicata. As similaridades e diferencas
entre os dados obtidos nas repeticdes dos processos e dos diferentes tratamentos
foram observados por Andlise de Variancia (ANOVA) e o teste de médias de Tukey,

a 5% de significancia.

3.3 Resultados e Discussao

3.3.1 Contagem seletiva das culturas

As contagens de Lactococcus lactis subsp. lactis e Lactococcus lactis subsp.
cremoris R-704 (Tabela 1) se apresentaram na faixa de <10 log UFC.g"' para a
formulacdo F1 durante todo o periodo de armazenamento (28 dias). Para as outras
formulagcbes (F2, F3, F4, F5 e F6) as contagens da cultura starter permaneceram
baixas com valores abaixo de 3,0 log UFC. g para todas as formulagdes, havendo
diferenca estatistica entre as formula¢des apenas nas contagens do dia 28 (p<0,05),
porém, o tempo n&o influenciou (p>0,05) a viabilidade da cultura starter.
Provavelmente, as contagens permaneceram baixas devido ao processo de trés
lavagens consecutivas da massa do queijo Cottage, o que poderia ter diminuido a
quantidada da cultura starter.

Com relacdo as -culturas probidticas, as contagens de Lactobacillus
acidophilus e Bifidobacterium animalis subsp. lactis variaram de 7,74 a 6,20 e 8,58 a
7,93 log (UFC. g), respectivamente, no primeiro e no Gltimo dia de estocagem. O
tempo de armazenamento influenciou a viabilidade das culturas probidticas utilizadas
nesse estudo (p<0,05), exceto para a viabilidade de Bifidobacterium lactis nas
formulacbes F4 e F6 (p>0,05). Esses resultados confirmam a aptiddao do queijo
Cottage como matriz alimenticia capaz em ser suplementada com bactérias
probidticas com contagens suficientes para beneficios a saude humana, o que é
corroborado com trabalhos prévios (ARAUJO et al., 2009; PARODIA, 2010).

Segundo um trabalho realizado por Gomes et al. (1998), os autores afirmam
que Lactobacillus acidophilus é bastante suscetivel as condi¢cdes de estresse como

concentracdo de sal e temperatura de armazenamento enquanto que o B.lactis é
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mais resistente a essas condi¢ées. Em outro estudo, Gomes et al. (1995) adaptaram
a tecnologia do queijo Gouda para produzir um queijo probidtico contendo estirpe de
Bifidobacterium ssp. e Lactobacillus acidophilus. Durante nove semanas de
estocagem, a média do numero de Lactobacillus acidophilus reduziu dois ciclos log1o,
enquanto o numero de bifidobactérias diminuiu menos que um ciclo logi. A
contagem de células viaveis foi maior que 10’ UFC.g"' em ambos os casos. Os
autores explicam que o baixo crescimento de Lactobacillus acidophilus foi
consequéncia da competicdo com Bifidobacterium lactis por fontes de energia e
nutrientes.

Alguns estudos confirmam que o queijo tipo Cottage apresenta caracteristicas
desejaveis para incorporagao das células probioticas, pois seu processo de producao
permite que a bactéria probidtica seja adicionada no final do processo, tornando o
queijo apenas uma matriz alimenticia carreadora de células probidticas (ARAUJO et
al., 2009).
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Tabela 1 — Contagem de Lactococcus lactis subsp. lactis e Lactococcus lactis subsp.
cremoris R-704, Lactobacillus acidophilus La-5 e Bifidobacterium animalis subsp.
lactis Bb12 expressos como media + desvio padrdo, em queijo Cottage probidtico
nas formulacées F1, F2, F3, F4, F5 e F6 durante estocagem a 5 £ 1°C.

_ Dias de Lactocqccus Lac_tobacillus Bifidobacferium
Formulacao* estocagem lactis y ac:dophllu_1s lactis y
(log UFC-g™) (log UFC-g™) (log UFC-g™)
1 <10 - -
F1 14 <10 - -
28 <10 - -
1 2.41+0.02*" 7.34+0.03°" 8.02+0.01%"°
F2 14 2.26+0.31*" 7.39+0.03*" 8.21+0.03"
28 1.87+0.24%°4 6.52+0.11*° 7.93+0.08>°
1 2,24+0.34*" 7.74+0.01*" 8.58+0.03*"
F3 14 2.05+0.08*" 7.21+0.01>° 8.12+0.09%°
28 1.54+0.04>" 6.20+0.13*° 7.99+0.01>°
1 2.88+0.62*" 7.63+0.06™" 8.33+0.05°°"
F4 14 2.21 +0.05*" 7.38+0.03*" 8.28+0.01°"
28 1.92+0.11%* 6.63+0.03*" 8.15+0.13%"
1 2.21+0.30*" 7.74+0.06*" 8.47+0.03™"
F5 14 2.32+0.73*" 7.29+0.10%4% 8.41+0.03*"
28 1.97+0.04%" 6.28+0.40*" 7.99+0.07>°
1 2.43 +0.23*" 7.60+0.04°" 8.27+0.10°"
F6 14 2.29+0.27*" 7.17+0.01°° 8.44+0.01%*
28 1,78+0.12°°* 6.57+0.04*° 8.25+0.11%*

a, b, ¢, d, e: Médias com letra minuscula sobrescrita comum na mesma coluna nédo diferem significativamente entre si,
entre formulagdes diferentes, para o mesmo dia de armazenamento (p<0.05) de acordo com o Teste de Tukey.

A, B, C, D, E: Médias com letra maiuscula sobrescrita comum na mesma coluna néo diferem significativamente,
considerando diferentes dias de armazenamento para a mesma formulagao (p<0.05) de acordo com o Teste de Tukey.
*Formulagdes: F1: NaCl sem probiéticos. F2: NaCl com probioticos. F3: NaCl/KCl (75:25 com probidticos). F4:
NaCl/KCI (50:50 com probidticos). F5: NaCI/KCI/MgClz (50:25:25 com probiéticos).F6: NaCl:KCI:MgCl. (75:12,5:12,5
c/probidticos).

(-) Formulag@o sem probidticos

3.3.2 pH

Os resultados de pH estdo apresentados na Figura 1. Pode-se observar que
as formulagdes nao apresentaram diferenca entre os dias avaliados (p>0,05), exceto
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para as formulacées F3 e F6. Na formulacdo F3 houve uma variacdo do pH de 4,70
(19 dia) para 4,62 (142 dia), finalizando o periodo de estocagem com um pH de 4,65
(28° dia). Na formulagédo F6 o pH variou de 4,51(1° dia) para 4,58 (142 dia) e no no
final apresentou um pH de 4,62 (28° dia).

De modo geral ndo houve pés-acidificacdo durante o periodo de estocagem
de 28 dias, pois em todas as formulacdées o pH final se apresentou ligeiramente
superior ao pH inicial, exceto para a formulagdo F3 onde houve uma ligeira queda de
pH (p<0,05) entre o primeiro (4,70) e o ultimo (4,65) dia de estocagem refrigerada.

Segundo Barros (2005) em um estudo realizado com culturas adjuntas em
queijo tipo Prato, o aumento do pH pode estar associado com a formacao de
compostos nitrogenados como aminoacidos, aminas e/ou amonia, oriundos da
protedlise que ocorre com o tempo de armazenamento. Outra possivel explicacao
para a ndo pos-acidificacao dos queijos desse estudo seria 0 aquecimento lento da
massa durante o processamento. A lentidao do aquecimento da massa € crucial para
expulsar o soro do interior do gréo e evitar a formacéo de uma pelicula que poderia
gerar retencdo de soro no interior do grdo e pds acidificar o produto, além de
ocasionar a perda da textura do queijo (ARAUJO, 2007).

A protedlise contribui para um aumento no pH pela libertacdo de substancias
intracelulares, com a capacidade tamponante adequada (ligacdo de ions hidrogénio),
bem como por a liberacdo de amébnia a partir de aminoacidos produzidos por
protedlise. Esses processos peptideoliticos, que podem aumentar o valor de pH,
ocorrem principalmente no final do periodo de armazenamento (UPADHYAY et al.,
2004).

Com relacdo a adicdo de culturas probidticas, pode-se observar que nao
houve diferenca estatistica (p>0,05) entre as formulagbes F1 (100% NaCl sem
probiéticos) e F2 (100% NaCl com probibéticos), para o mesmo dia de estocagem. No
que se refere ao uso de sais substitutos do NaCl, as formulagées F5 e F6 foram as
que apresentaram menores valores de pH, e ambas apresentavam o sal MgCl, em

sua composicao.
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pH X Tempo de estocagem
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Figura 1: Média + desvio padrao dos valores de pH de todas as formulagdes de

queijo Cottage durante periodo de estocagem a 5 = 1°C.

Letras minlsculas iguais entre as formulagées no mesmo dia nao diferem entre si (p>0,05) de acordo com o
Teste de Tukey.

Letras mailsculas iguais entre os dias na mesma formulagdo néo diferem entre si (p>0,05) de acordo com o
Teste de Tukey.

*Formulagdes: F1: NaCl sem probi6ticos. F2: NaCl com probiéticos. F3: NaCl/KCI (75:25 com probiéticos). F4:
NaCI/KCI (50:50 com probiéticos). F5: NaCl/KCI/MgCl, (50:25:25 com probiéticos).F6: NaCl:KCl:MgCl»
(75:12,5:12,5 com probioticos)

3.3.3 Producao de metabdlitos pelas culturas microbianas

A Tabela 2 mostra os resultados das andlises de acidos organicos nos queijos
Cottage probiédticos produzidos com diferentes sais hipossédicos. O acido latico foi o
acido organico mais encontrado em todas as formulagdes, apresentando valores
entre 8.84+1.24 e 3.5120.28 mg-g™' , respectivamente, no primeiro e no Gtlimo dia de
estocagem da formulagdo F2, que foi onde esse acido foi encontrado em maior
quantidade no primeiro dia de estocagem refrigerada. No final do periodo de
estocagem de 28 dias, todas as formulagbes apresentaram quantidade de acido
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latico entre 3.51+0.28 e 4.60+0.20 mg-g™' , ndo diferindo estatisticamente (p>0,05)
uma da outra. O tempo de estocagem teve influéncia significativa (p<0,05) nas
formulagbes, pois houve uma diminuigdo na quantidade de &cido latico do primeiro
para o ultimo dia em todas as formulagées. Em um estudo realizado por Garcia et
al.,(2013) em queijo Cottage probiotico adicionado de Lactobacillus casei, a atividade
metabdlica do probiédtico foi avaliada durante 28 dias de estocagem refrigerada a 8
°C, os autores confirmaram que a producao do acido latico € mais abundante do que
0 acido acético em queijos frescos e armazenados. Porém, diferentemente dos
resultados encontrados nesse estudo, a concentracdo de &acido latico aumentou
ligeiramente durante o tempo de armazenamento de 7 mg.g™' para cerca de 10 mg.g”
! presumivelmente devido a fermentagdo de lactose residual. A lactose residual é
metabolizada rapidamente a acido latico durante as fases iniciais da maturagdo do
queijo, a uma taxa em grande parte determinada pela temperatura, niveis de sal e
pela sua microbiota. Cerca de 98% da lactose do leite é eliminada através do soro
durante a producdo do queijo (ONG e SHAH, 2008). Isso explica a quantidade
relativamente baixa de &cido latico encontrada nas formulagées de queijo Cottage
em comparagcdo com outros estudos, pois o0 processo de lavagem da massa,
decorrente do processamento desse tipo de queijo, pode diminuir a quantidade de
lactose residual no produto final.

Com relacdo ao 4cido acético (Tabela 2), a quantidade desse acido aumentou
(p<0,05) durante as duas primeiras semanas de estocagem nas formulacées F4 e
F6, sendo essas duas formulacdes as que apresentaram maior quantidade de &cido
no final do periodo de estocagem de 28 dias.

De modo geral, a quantidade de 4cido acético encontrada nas formulagdes de
queijo Cottage nesse estudo foi baixa, 0 que pode se constituir em uma vantagem
sob o ponto vista sensorial. Uma grande quantidade de acido acetico € responsavel
por decréscimo da aceitacao de produtos lacteos probidticos (GRANATO et al., 2010;
CRUZ et al., 2012).

O &cido citrico (Tabela 2) foi o segundo acido organico mais encontrado nas

formulacbes de queijo Cottage desse estudo, sendo a formulacdo F4 a que
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apresentou maior quantidade desse acido ao longo do periodo de estocagem
(2.63+0.82 mg.g’'), porém sem diferenca estatistica da formulacdo controle F1
(2.09+0.10 mg.g™'). Sabe-se que o acido citrico esta envolvido no ciclo de Krebs tanto
como substrato como produto. Adicionalmente, também pode ser usado como
substrato por bactérias fermentadoras de acido citrico com producdo de &acido
piravico, didxido de carbono e acido acético (BOUZAS et al., 1993).

3.3.4 Avaliacao da atividade proteolitica

A atividade proteolitica foi quantificada por medicdo dos aminoacidos e
peptideos produzidos pelas culturas laticas probidticas usando o reagente o-
fitaldialdeido (OPA), seguido de leitura da absorbdncia a 340 nm em
espectrofotdmetro nos dias 1, 14 e 28.

Como pode ser visto na Tabela 2, a formulagao controle F1 (sem probibticos e
100% de NaCl) foi a que apresentou menores indices de protedlise ao longo da
estocagem e houve diferenga significativa (p>0,05) da protedlise durante o tempo de
armazenamento dessa formulacdo. A atividade proteolitica das bactérias do acido
latico, incluindo bactérias do fermento e as probidticas, tém sido estudadas
extensivamente, sendo suas enzimas isoladas e caracterizadas (SHIHATA e SHAH,
2000). Dessa forma, os resultados de protedlise nas formulagdes F2, F3, F4, F5 e
F6, encontrados nesse estudo com queijo Cottage probidtico e que se mostraram
superiores aos resultados da formulacao F1 (p<0,05), podem ser justificados pela
atividade proteolitica também dos micro-organismos Lactobacillus acidophilus e
Bifidobacterium lactis, capazes de clivar as cadeias protéicas em oligopeptideos e/ou
aminoacidos livres.

Para todas as formulagdes houve um aumento da protedlise com o tempo de
estocagem (p>0,05), sendo a formulagdo F6 (NaCl:KCI:MgCl, 75:12,5:12,5 com
probidticos) a que apresentou maior indice (0.197+0.000), diferindo estatisticamente
da formulacdo controle F1 (p>0,05). Os queijos frescos, com limitada vida de
prateleira sob estocagem refrigerada, tém como principal evento a protedlise
primaria, que é realizado pelos agentes de coagulacdo e, em menor medida, pela
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plasmina, coagulantes residuais e pelas enzimas das culturas starters (SOUSA et al,
2001). A suplementacdo de queijos com bactérias probidticas s6 tem um efeito
relevante sobre a protedlise secundaria, resultando num aumento do teor total de
aminoacidos livres e na formagdo de compostos responsaveis pelo sabor e aroma,
que séao resultantes do catabolismo destes aminoacidos (CRUZ et al., 2009).

Segundo dados da literatura, o Lactobacillus acidophilus produz
aminopeptidases, dipeptidases e proteinases intracelulares (KHALID e MARTH,
1990; SHIHATA e SHAH, 2000; UPADHYAY et al., 2004), levando a hipétese de que
este micro-organismo pode contribuir para o aumento da protedlise secundaria nos
queijos (BERGAMINI et al., 2009).

No presente estudo com queijo Cottage probidtico pode-se concluir que a
protedlise é resultante a acdo das enzimas da cultura starter e das culturas
probidticas ja que o queijo Cottage desse estudo é um queijo de coagulacao acida e
que nao possui agao do coalho no seu processamento.
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Tabela 2 - Valores de acidos organicos e protedlise expressos como média = desvio
padrdo, em queijo Cottage probiético nas formulacbes F1, F2, F3, F4, F5 e F6

durante estocagem por 28 dias a 5 £ 1°C.

Formulagéo* Dias de Acido latico Acido acético  Acido citrico Proteslise™
estocagem  (mg-g™) (mg-g”) (mg-g”)

1 7.38+0.65 °" 0.10+0.01 °* 1.54+0.07 ***  0.091+0.000 **

F1 14 3.73+0.27 °° 0.12+0.00 A 1.89+0.32°*  0.092+0.001 °°
28 4.60+0.20 *® 0.10+0.02 ** 2.09£0.10 **  0,1190.000 **

1 8.84+1.24 2" 0.14+0.00 ** 1.3820.13%%  0.145+0.002°"
F2 14 3.92+0.26 *°® 0.15+0.01 *°* 2.3320.14 **  0.158+0.002 **
28 3.51+0.28 *® 0.09+0.00 ** 1.78+0.36 **°  0,142+0.005 **°

1 3.17+0.06 *° 0.15+0.01 ** 1.36£0.05%°  0.131+0.029°%"
F3 14 4.11+0.07 *°® 0.14+0.00 *** 1.94+0.01 **®  0.148+0.019 >*®
28 4.38+0.04 ** 0.12+0.00 *® 2.06+0.06 ***  0.197+0.000 **

1 3.53+0.14 0.14+0.01 *® 2.67+0.08 "  0.124+0.000 *"°

F4 14 5.03+0.12 °* 0.17+0.01 °* 1.76 0,05 >°  0.144%0.000 **
28 4.56+0.02 *® 0.11+0.01 ° 2.63+0.82*"  0,144+0.010 *°*

1 4.35+0.10 *"° 0.16+0.01 " 2.24+0.00 ***  0.143+0.000 *"

F5 14 4.87+0.06 *°* 0.17+0.00 °* 1.72+0.00 ***  0.170+0.015 "
28 4.14+0.24 *® 0.11+0.00 *® 1.63+0.14>%  0,176+0.053 ***

1 4.94+0.11 °® 0.16+0.00 *® 3.03+0.07 *"  0.142+0.008*"
F6 14 7.30+0.08 ** 0.24+0.02 ** 3.07+0.05**  0.160+0.010 ***
28 4.09+0.33 *® 0.12+0.01 ¢ 1.7740.07>%  0,172+0.001 ***

a, b, ¢, d, e: Médias com letra mindscula sobrescrita comum na mesma coluna nao diferem significativamente entre
si, entre formulagdes diferentes, para o mesmo dia de armazenamento (p<0.05) de acordo com o Teste de Tukey.

A, B, C,D, E: Médias com letra mailscula sobrescrita comum na mesma coluna nao diferem significativamente,
considerando diferentes dias de armazenamento para a mesma formulagéo (p<0.05) de acordo com o Teste de
Tukey.

*Formulagdes: F1: NaCl sem probiéticos. F2: NaCl com probi6ticos. F3: NaCI/KCl (75:25 com probidticos). F4:
NaCl/KCI (50:50 com probidticos). F5: NaCI/KCI/MgClz (50:25:25 com probidticos).F6: NaCl:KCI:MgCl. (75:12,5:12,5
com probioticos).

**Protedlise esta expressa em absorbancia a 340 nm.
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3.3.5 Analise dos minerais.

As concentragbes totais de Ca*?, Mg, K* e Na* nos queijos Cottage
probidticos durante o periodo de armazenamento estdo representadas na Tabela 3.
Os queijos foram analisados no primeiro e no ultimo dia de estocagem refrigerada a
fim de se verficar as mudancgas ocorridas durante esse periodo.

Pode-se observar que durante o périodo de estocagem houve um aumento
significativo (p<0,05) nas concentragdes de Ca*? e Mg*? em todas as formulagées,
exceto para F5, onde o ligeiro aumento nao foi significativo (p>0,05) e F6 (néao
significativo para a concentragdo de Mg*?). Com relacdo & concentracdo de K,
durante o périodo de estocagem refrigerada de 28 dias, houve um aumento
significativo (p<0,05) nas formulacbes F1, F2, F3 e F4. O aumento das
concentracdes dos minerais (postassio e magnésio) durante o tempo de estocagem,
possivelmente foi devido a porosidade dos queijos, pois tem sido relatado que os
queijos com teores de umidade mais elevados, como os queijos frescos, absorvem
sal mais rapidamente devido a maior porosidade (GEURTS et al.,1974; MELILLI et
al., 2003).

Comparando os queijos Cottage probioticos das formulagdes com reducéo de
sédio (F3, F4, F5 e F6), com o queijo Cottage probidtico da formulacdo F2 (100%
NaCl com probidticos), pode-se observar que as concentracdes de Ca*® nas
formulacdes hipossédicas se apresentaram ligeiramente maiores que na formulacao
F2. Estes resultados concordam com os de Gomes et al., (2011), que relataram
resultados semelhantes em queijo Minas frescal probidtico, e segundo Guinee
(2004), a remocao de sodio promove uma redugado na solubilizacao de calcio a partir
da matriz caseina para-caseina, com um efeito direto sobre o nivel de célcio coloidal,
resultando em maior retencdo do calcio na matriz de queijo.

Com relacao ao teor de Na*, como mostrado na Tabela 3, para as formulagdes
F1, F2, F4 e F6 os conteldos de Na*® ndo aumentaram significativamente (p>0,05)
durante o armazenamento. Além disso, a diferenca significativa (p <0,05) existente
no conteldo de Na* entre os queijos experimentais e o controle (F1), no mesmo
periodo de armazenamento, provavelmente foi devida ao uso dos sais hipossddicos.
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Nesse estudo, os queijos elaborados com os sais hipossodicos tiveram um
teor de Na™ variando de 230,41 a 351,40 mg de Na* por por¢do de 100 g de queijo,
sendo que nao podem ser rotulados como alimentos de “baixo teor em sédio” uma
vez que nao satisfazem o requisito de um teor ndo superior a 80 mg de sddio por
porcao (para queijo Cottage uma porcao de 50 g), de acordo com a Resolugdo RDC
54/2012 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Por essa razao
apenas 0s queijos elaborados nesse trabalho e representados pelas formulacées F4
e F5, podem ser rotulados como queijos com “reduzido teor de sodio”, segundo a
mesma legislacao, que estabelece que produto com sédio reduzido deve apresentar
reducdo de no minimo 25% de sbédio em relacdo ao produto regular (controle)
(BRASIL, 2012).

Em comparacéo entre trés marcas comercias de queijo Cottage (convencional
A, convencional B e probidtica com Lactobacillus acidophilus) disponiveis no
mercado de produtos lacteos da cidade de Campinas-SP, os teores de sdédio
encontrados nos roétulos dessas trés marcas sao superiores aos das formulacdes F4
e F5 deste estudo. Os valores encontrados variaram de 128 a 195 mg de sédio por
porcao de 50 g.
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Tabela 3 - Valores de calcio, magnésio, potassio e sédio expressos como média + desvio
padrdo, em queijo Cottage probiético nas formulacdes F1, F2, F3, F4, F5 e F6 durante 28
dias de estocagem refrigeradaa 5 £ 1°C

; Dias de Ca* Mg*? K* Na*
Formulacao*
estocagem (mg/100g) (mg/100g) (mg/1009) (mg/100g)
- 1 81.05+1.21°>° 6.56+0.10°° 101.1620.91°°  429.89+1.11*"
28 98.18+2.12*4 8.11+0.21%" 126.72+2.80°"  425.62+7.73*"
e 1 61.81+1.65%° 5.47+0.14°° 96.37+3.97°°  425.02+10.39*"
28 85.41+1.29%" 7.47+0.11°% 114.58+1.48""  429.57+3.55*"
e3 1 69.09+1.47%° 5.78+0.12°°  213.72+6.52°°®  322.91+7.90°°
28 97.86+1.23*" 8.91+0.23**  287.05+3.54°"  351.405.17°"
F4 1 75.69+1.24°F 6.33+0.05>°  351.96+5.70*°  232.18+5.26°"
28 101.31£2.31*" 8.63+0.20°"  374.71#5.69*"  241.27+3.72°"
- 1 90.44+0.57*" 35.48+3.57*"  252.13+6.48°"  246.88+0.29°"
28 91.72+3.21°4 37.25+0.99*"  245.45+3.23°"  230.41+3.70%°
o 1 92.5412.67%° 22.09+0.59°"  185.48+3.71°"  332.63+5.49""
28 97.25+3.44*" 22.79+0.99°"  177.77+4.59°°  330.40%8.07°"

a, b, ¢, d, e: Médias com letra mindscula sobrescrita comum na mesma coluna néo diferem significativamente entre si, entre
formulagdes diferentes, para o mesmo dia de armazenamento (p<0.05) de acordo com o Teste de Tukey.

A, B, C,D, E: Médias com letra mailscula sobrescrita comum na mesma coluna nao diferem significativamente, considerando
diferentes dias de armazenamento para a mesma formulacéo (p<0.05) de acordo com o Teste de Tukey.

*Formulagdes: F1: NaCl sem probitticos. F2: NaCl com probidticos. F3: NaCI/KCI (75:25 com probioticos). F4: NaCl/KCI
(50:50 com probiodticos). F5: NaCl/KCI/MgCl, (50:25:25 com probidticos).F6: NaCl:KCI:MgCl. (75:12,5:12,5 com probidticos).

3.3.6 Composicao centesimal.

A composicao fisico-quimica dos queijos recém-produzidos e apés 28 dias de
estocagem refrigerada é apresentada na Tabela 4. As seis formulagdes de queijo
Cottage apresentaram diferenca significativa em relacdo aos teores de umidade
entre as formulagdes para 0 mesmo dia de estocagem, sendo a formulagdo F2 (teor
de umidade: 76.85+0.24 %) a que apresentou maior teor de umidade no primeiro dia
de estocagem, diferindo estatisticamente das demais (p <0,05). Com relacdo ao
tempo de estocagem, esse sO influenciou a formulacdo F1. Nessa formulagao
ocorreu um ligeiro aumento significativo (p <0,05) no teor de umidade.
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Nas formulagdes com sais hipossédicos o teor de umidade ndo variou com o
tempo de armazenamento (p>0,05). De modo geral, os teores de umidade de todas
as formulagdes de queijo Cottage desse estudo ficaram em torno de 74.60+0.47 e
75.59+0.03%, o0 que estd de acordo com os resultados encontrados por Parodia
(2010) para queijo Cottage simbidtico.

Nao houve diferencas significativas (p>0,05) nos teores de gordura entre os
queijos Cottage experimentais com relagdo ao tempo de estocagem, exceto para as
formulagcbes F2 e F4, onde houve uma ligeira queda nos valores do primeiro para o
ultimo dia de estocagem. Com relacédo as diferencas entre formulacoes, ndo houve
diferenca significativa entre as formulagcdes no primeiro dia (p>0,05). Todos os
queijos podem ser classificados como baixo teor de gordura, porque o teor de
gordura variou de 4.33+0.07 a 4.69+0.11%, e muito alta umidade, porque os valores
de umidade foram maiores que 55% (BRASIL, 1996). Resultados semelhantes foram
encontrados por Blanchette et al. (1996) ao monitorar os aspectos fisico-quimicas de
queijos Cottage fermentado por bifidoctarérias.

Com relagéo a proteina (Tabela 4), os resultados desse estudo demostraram
teores de proteina entre 14.0940.27 e 16.87+0.56%, sendo ligeiramente superios aos
encontrados por Blanchette et al. (1996). Com relacdo ao periodo de estocagem,
somente houve diferenga significativa para a formulacdo F3 e nenhuma das
formulacbes com sais hipossodicos diferiu estatisticamente da formulagdo controle
F1 no final do periodo de estocagem de 28 dias. A formulagdo F2 foi a que
apresentou menor teor de proteina no primeiro dia de estocagem (14.09+0.27%) e,
consequentemente, foi a que apresentou maior protedlise (0.145+0.002) em
comparacdo com as outras formulagdes nesse mesmo periodo. Isso sugere que as
diferencas estatisticas para proteina encontradas no queijo Cottage podem ter
ocorrido devido a atividade proteolitica dos micro-organismos.

A legislacdo brasileira, at¢ o momento, ndo possui padrées de identidade e
qualidade especificos para queijo Cottage, o que dificulta compara¢des com base na
legislacédo, sendo que esse estudo pode contribuir nessa direcéo.
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Tabela 4 - Valores de umidade, gordura e proteina expressos como média + desvio
padrdo, em queijo Cottage probidtico nas formulagdes F1, F2, F3, F4, F5 e F6
durante estocagem por 28 dias a 5 £ 1°C.

. Dias de . .
Formulacao* Umidade (%) Gordura (%) Proteina (%)
estocagem

o 1 74.60£0.47°%  450:0.09%*  15.6620.28%"
28 75.59+0.03 ®A  452:0.05%"  15.6240.90 "
1 76.85+0.24 ** 4.69+0.09 ** 14.09+0.27 **

F2 a,A b,B C,A
28 76.34+0.18 * 4.33+0.07 14.44+0.59 ©

e3 1 75.47+0.25 °* 4.47+0.06 ** 16.87+0.56 **
28 75.04+1.17 @A 4.37+0.09 °* 14.61+0.28 **°

F4 1 75.20+0.43 °* 4.69+0.11 2" 16.12+0.62 *"
28 75.25+0.23 A 4.39+0.10 °® 16.08+0.54 A

o5 1 75.12+0.85 °* 4.52+0.13 " 16.21+0.45 **
28 75.81+0.05 ** 4.66+0.13 2" 15.78+0.54 2*°A
1 74.54+0.15°* 4.66+0.04 " 16.3240.74 **

F6 b,A a,A a,A
28 74.7140.15 4.64+0.07 & 16.72+0.84 *

a, b, ¢, d, e: Médias com letra minldscula sobrescrita comum na mesma coluna nao diferem significativamente entre si,
entre formulagdes diferentes, para o mesmo dia de armazenamento (p<0.05) de acordo com o Teste de Tukey.

A, B, C,D, E: Médias com letra mailscula sobrescrita comum na mesma coluna nédo diferem significativamente,
considerando diferentes dias de armazenamento para a mesma formulagao (p<0.05) de acordo com o Teste de Tukey.
*Formulagdes: F1: NaCl sem probiéticos. F2: NaCl com probiéticos. F3: NaCI/KCI (75:25 com probiéticos). F4: NaCl/KCI
(50:50 com probiédticos). F5: NaCI/KCI/MgCl> (50:25:25 com probiéticos).F6: NaCl:KCI:MgCl> (75:12,5:12,5 com
probiéticos).

3.3.7 Perfil de acidos graxos

A gordura desempenha um importante papel na qualidade sensorial e
nutricional de queijos. Além da quantidade de gordura total, a composicao de acidos
graxos € essencial. A textura dos queijos depende diretamente do grau de
insaturacao da gordura, um maior grau de insaturacao leva a uma textura mais suave
(BUGAUD et al., 2001). Do ponto de vista nutricional, o alto teor de acidos graxos
saturados € um fator limitante para o seu consumo (ZOCK, 2006). Por outro lado, a

gordura dos queijos possui acidos graxos minoritarios, tal como o &cido linoleico
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conjugado (CLA), que poderia promover favoravelmente a saude humana (YAQOOB
& TRICON, 2006).

Embora a lipdlise seja um evento bioquimico mais relevante em queijos
curados, o estudo de acido graxos livres foi realizado para avaliar o efeito do
metabolismo do probiético no padrao lipolitico do queijo Cottage. O perfil de acidos
graxos dos queijos Cottage foi analisado no primeiro e no ultimo dia de estocagem
(Tabela 5). Os tratamentos ndo promoveram diferengas significativas tanto entre
formulagbes como em relacao ao tempo de estocagem (p<0,05) para todos os acidos
graxos analisados. Estes resultados s&o consistentes com os relatados por outros
autores em queijo (KATSIARI, VOUTSINAS, ALICHANIDIS & ROUSSIS 2001;
LINDSAY, HARGETT & BUSH, 1982).

Como se pode observar no presente estudo, a maior parte dos acidos graxos
do queijo Cottage (Tabela 5) é representada em todas as formulacbes pela sua
fracdo saturada (AGS), pois acidos graxos de cadeia curta e elevada propor¢céao de
acidos graxos saturados sdo os mais presentes na gordura do leite bovino. A
composicao de acidos graxos de todas as formulagbes foi bastante semelhante. O
total de acidos graxos saturados dos tratamentos variou de 62,76% a 64,70%.

Kinik et al. (2005) analisando o perfil de acidos graxos de queijos turcos
encontraram um total de acidos graxos saturados entre 69.31+£0.50 a 66.73%+2.72%.
O total de acidos graxos monoinsaturados variou de 29.111£0.11% a 27.56%0.09%,
sendo o acido oleico (C18:1n9) o principal representante dos acidos graxos
monoinsaturados em queijos e que nesse estudo apresentaram teores que variaram
de 26.34+0.25 a 24.68+0.02%.

Para os acidos graxos poliinsaturados os valores encontrados variaram entre
5.6612.64 e 2.62+0.03%.

Os queijos sao reconhecidos como os derivados lacteos com maior
concentragdo de acido linoleico conjugado (CLA) (VAN NIEUWENHOVE et al.,
2007). Esta concentracdo dependente da quantidade original de CLA no leite e das
condicoes de processamento (KIM et al., 2009).
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O 4&cido linoleico conjugado (CLA) é um acido graxo poliinsaturado que
compreende um grupo de isébmeros posicionais e geomeétricos derivados de acido
linoleico (C18: 2n-6). Esses compostos sdao encontrados naturalmente na gordura do
leite e da carne de animais ruminantes como resultado do processo de isomeragao
enzimatica do &cido linoleico conduzido pelas bactérias localizadas no intestino
desses animais. Adicionalmente, o CLA pode ser produzido industrialmente por meio
da isomeracdo alcalina do acido linoleico (RISERIUS et al, 2001; BRASIL, 2007).
Estudos comprovaram a potente atividade anticarcinogénica deste acido graxo, além
de atuar como antioxidante, redutor do peso corporal € como agente anti-
aterosclerose, entre outras propriedades fisiolégicas (SIEBER et al., 2004; LUNA et
al., 2007). Valores estimados de CLA para produzir fungdes benéficas a saude
seriam em torno de 3,5 g/ dia (SILVESTRE et al., 2013).

Varios micro-organismos foram identificados como potenciais produtores de
CLA, incluindo estirpes de Bifidobacterium e Lactobacillus (CHUNG et al., 2008;
COAKLEY et al , 2003; LIN , 2006; RODRIGUEZ et al., 2011). Alguns destes micro-
organismos sao capazes de efetuar a isomerizagdo e desidratacao de alguns acidos
graxos precursores responsaveis pela producao de CLA (KISHINO et al., 2009).

Nesse estudo com queijo Cottage probidtico ndo foram observadas diferencas
significativas no teor de CLA (p>0,05) entre 0s queijos experimentais e o queijo
controle F1. Resultados semelhantes foram encontrados por Alves et al.,(2011) em
estudo com cream cheese com diferentes concentracdes de inulina e de bactérias
probidticas (Bifidobacterium animalis e Lactobacillus acidophilus), durante 45 dias de
armazemamento a 8 °C.

A quantidade de CLA encontrada nos queijos variou de 0.18+0.00% a
0.2910.08%, essas quantidades sao relativamente baixas quando comparadas a
outros tipos de queijos fabricados com leite integral. Alguns estudos mostram que o
processo de desnatacao (parcial ou total) de leite é responsavel pela perda da maior
parte do CLA e apenas quantidades vestigiais permanecem neste alimento
(SILVESTRE et al., 2013).
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Tabela 5 — Perfil de acidos graxos expressos em porcentagem (%) como média *

desvio padrao, em queijo Cottage probiodtico nas formulacées F1, F2, F3, F4, F5 e F6

durante estocagem por 28 dias a 5 + 1°C.

Formulagao* Dias de AGS AGMI AGPI C18:1n9 CLA
estocagem

1 68.34+0.18 % 28.26+0.39 % 2.93+0.22% 25.17+0.33° 0.23+0.01 @

i 28 66.99+0.17°% 29.11+0.11% 3.3140.33%  26.34+0.25° 0.24+0.04 @

1 66.73+2.72°% 28.69+0.74% 4.08+1.90*% 25.85+1.13° 0.34+0.18 @

F 28 68.24+2.34°% 27.90+1.43% 3.18410.69% 25.11+1.68° 0.21+0.06 *

F3 1 68.78+0.02°% 28.01+0.03% 2.75+0.03% 24.91+0.01° 0.20+0.00 ®

28 69.31£0.50 % 28.83+1.84° 5.66+2.64° 26.09+2.34° 0.29+0.08 @

1 65.79+2.64 ° 28.74+0.32°% 4.83+2.16°% 25.90+0.35° 0.25+0.06 °

F4 28 68.57+0.66 ° 27.56+0.09 % 3.3610.73°  24.53+0.04 ° 0.18+0.00 °

F5 1 67.79+0.10 % 28.35+0.13°%  3.22+0.14°%  25.22+0.11° 0.21+0.00 ®

28 67.18£1.47°% 28.86+0.54 % 3.95+0.83° 25.27+0.66 ° 0.21£0.02 *

Fs 1 68.72+0.13°% 28.20+0.14% 2.62+0.03*% 25.15+0.18° 0.18+0.01 °

28 69.03+0.07 % 27.64+0.00 % 2.87+0.08*%  24.68+0.02 ° 0.180.01°

a, b, c, d, e: Médias com letra minUscula sobrescrita comum na mesma coluna nédo diferem significativamente entre si,

entre formulagdes diferentes, para o mesmo dia de armazenamento (p<0.05) de acordo com o Teste de Tukey.

*Formulagdes: F1: NaCl sem probiéticos. F2: NaCl com probidticos. F3: NaCl/KCl (75:25 com probidticos). F4: NaCl/KCI
(50:50 com probiéticos). F5: NaCI/KCI/MgCl. (50:25:25 com probiéticos).F6: NaCl:KCI:MgCl. (75:12,5:12,5 com probidticos).
Abreviaturas: AGS= X acidos graxos saturados; AGMI= ¥ acidos graxos monoinsaturados; AGPI= ¥ acidos graxos
poliinsaturados; CLA= acido linoléico conjugado.

3.3.8 Analise de textura instrumental (TPA)

Devido a alta umidade, os queijos com baixo teor de gordura sao

caracterizados por apresentarem defeitos de textura, aroma e sabor (BANKS, 2004),

uma vez que a alta umidade destes produtos enfraquece a rede de proteinas,
resultando em queijos menos firmes (MISTRY & ANDERSON, 1993; MISTRY, 2001).

Embora os queijos frescos ndo sofram maturagdo, alguns eventos bioquimicos,

potencializados por diversas enzimas, decorrentes da adicdo de micro-organismos,
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enzimas e/ou processos utilizados, podem ocorrer durante o periodo de
armazenamento conferindo ao queijo essas alteracdes de textura, sabor e aroma.

Também o NaCl exerce uma influéncia significativa nas propriedades fisicas
do queijo, nomeadamente na sua reologia e textura. Segundo alguns estudos, o
queijo salgado com NaCl apresenta uma textura mais firme, enquanto o queijo isento
de sal possui uma consisténcia mais amolecida e cremosa. Em contrapartida,
elevadas concentragbes de sal resultam num queijo mais duro e quebradico, tendo
este fendbmeno sido observado nos queijos como “Gaziantep”, “Domiati” e “Feta”
(GUINEE & FOX, 2004).

Dessa forma, existe a necessidade de se verificar quais as mudancas
ocorridas nesse atributo durante o periodo de estocagem dos queijos e, também,
caracterizar de forma instrumental os atributos de textura avaliados por testes
sensoriais. Alguns autores ja estudaram as correlagcdes entre alguns parametros de
textura com aceitacdo sensorial, bem como com os indices de protedlise
(O’'CALLAGHAN & GUINEE, 2004; ALVARENGA, 2008; SOUSA, 2001).

Foram analisados os atributos primarios: firmeza, coesividade, adesividade
(em modulo) e elasticidade, no primeiro e apds 28 dias de armazenamento
refrigerado. Os resultados estdo apresentados na Tabela 6.

A firmeza é a forca necessaria para realizar uma determinada deformacéo,
podendo ser definida também como a for¢a requerida para comprimir o alimento
entre os dentes molares ou entre a lingua e o palato (SZCZESNIAK, 1998; FOX et
al., 2000). Com relacao a firmeza, as formulagdes F2, F4, F5 e F6 apresentaram
aumentos significativos (p<0,05) da firmeza durante o tempo de armazenamento de
28 dias, sendo que as formulacdes F1 e F3 permaneceram estaveis, sem variacao
significativa (p>0,05) entre o 1° e o 28° dia. Todas as formulagbes com sais
hipossodicos e a formulagao F2 diferiram estatisticamente da formulagéo controle F1
nos dois periodos analisados, sendo que a formulagdo controle apresentou valores
de firmeza maiores que as demais. Uma possivel explicacdo para esse resultado
seria 0 maior indice de protedlise apresentado pelas formulacées F2, F3, F4, F5 e F6

em comparacao com a formulacado F1, que apresentou o menor indice ao longo de
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todo o perido de estocagem. A protedlise que ocorre durante o armazenamento dos
queijos resulta em modificagdes na textura deste produto, devido a quebra na sua
matriz protéica (FOX, GUINEE, COGAN & MCSWEENEY, 2000).

A adicao de sais hipossédicos nao interferiu na firmeza dos queijos, ja que a
formulacdo F2 com 100% de NaCl nao diferiu estatisticamente (p>0,05) das
formulacdes hipossoédicas. Resultados semelhantes foram encontrados por Ayyash
et al.,(2012) em estudo com substituicdo parcial de NaCl por KCI em queijos tipo
Akawi avaliados durante 30 dias de estocagem a 4°C.

A adesividade é definida como o trabalho necessario para superar as forcas
atrativas entre a superficie do alimento e outras superficies em que o alimento entra
em contato, ou ainda, a for¢a requerida para remover o alimento que aderiu ao céu
da boca, geralmente o palato, mas também labios e dentes durante a mastigacao
(SZCZESNIAK, 1998; FOX et al.,, 2000). A adesividade, em mddulo, de todos os
queijos diminuiu significativamente durante as quatro semanas de armazenamento
(p<0,05). Para as formulagbes F2, F3, F4, F5 e F6, a adesividade nao diferiu
estatisticamente do queijo controle no 1% e no 28° dia de armazenamento (Tabela 6).

A coesividade é definida como a extensdo com que um queijo pode ser
deformado até que haja ruptura na sua estrutura (FOX et al., 2000). Os valores de
coesividade dos queijos estudados mantiveram-se relativamente estaveis sem
diferencas significativas ao longo de seu armazenamento (p>0,05), particularmente
para as formulacbes F3 e F6 (Tabela 6). Com relacdo a diferengca do controle,
nenhuma formulacao direriu estatisticamente da F1 no dltimo dia de estocagem.

A elasticidade é definida como o grau de recuperacao da deformagéo causada
a um pedaco de queijo depois que a for¢ca de deformacgado € removida (FOX et al.,
2000). Todos os queijos estudados permaneceram com valores de elasticidade muito
préximos ao controle, sem variacdes significativas (p>0,05) durante toda a vida de
prateleira dos produtos (Tabela 6). Em todas as formulagcées houve uma diminuicao
significativa do primeiro para o ultimo dia de estocagem (p<0,05). A protedlise esta
relacionada com o decréscimo nos valores dos parametros de textura, entre eles a
elasticidade (TUNICK, COOKE, MALIN, SMITH & HOLSINGER, 1997), o que pode
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ser evidenciando na formulacdo F3. Nessa formulacdo o ultimo dia de estocagem

apresentou o menor valor de elasticidade (0.61£0.06), e na andlise de protedlise ela

foi a formulag@o que apresentou maior valor (0.197+0.000), nesse mesmo periodo de

analise.

Tabela 6 - Valores dos parametros de perfil de textura: firmeza, adesividade, coesividade e
elasticidade, expressos como média + desvio padrdo, em queijo Cottage probidtico nas

formulacdes F1, F2, F3, F4, F5 e F6 durante estocagem por 28 dias a 5 = 1°C.

. Dias de . Adesividade . .
Formulacao* t Firmeza (N) (N.s) Coesividade Elasticidade
estocagem .8)**
F1 1 3.70+0.14 ®* 2.05+0.37 @A 0.31+0.02 *®  0.84+0.04 "
28 3.85+0.38 " 1.10£0.29 **® 0.41+0.05** 0.70+0.06 2*®
e 1 1.12+0.15 °F 1.93+0.27 A 0.48+0.02 ®* 0.92+0.01 *"
28 1.43+0.19°°*  1.12+0.20 ***® 0.40+0.03*®  0.71+0.09 **
e3 1 1.43+0.10 °* 1.91+0.27 A 0.43+0.04** 0.89+0.02 *"
28 1.59+0.18 °°A 1.07+0.12 °® 0.39+0.04 **  0.61+0.06 **°
1 0.94+0.10 °° 1.63+0.13 " 0.52+0.05 %" 0.94+0.02 **
F4 c,A b,B a,B ab,B
28 1.28+0.23 1.07+0.15 0.40+0.02 0.68+0.04
1 1.53+0.18b°" 2.23+0.29 " 0.47+0.05 ®* 0.87+0.03 *"
FS b,A b,B a,B ab,B
28 1.80+0.08 1.0240.26 0.41+0.06 0.69+0.07
F6 1 0.95+0.09 ° 1.88+0.17 ®* 0.47+0.03 ®* 0.93+0.02 **
28 1,25+0.13 ¢* 1.53+0.25 2® 0.46+0.06 **  0.76+0.07 **°

a, b, c, d, e: Médias com letra minUscula sobrescrita comum na mesma coluna ndo diferem significativamente entre si, entre

formulagdes diferentes, para o mesmo dia de armazenamento (p<0.05) de acordo com o Teste de Tukey..

A, B, C, D, E: Médias com letra mailscula sobrescrita comum na mesma coluna nédo diferem significativamente, considerando

diferentes dias de armazenamento para a mesma formulagao (p<0.05) de acordo com o Teste de Tukey.

*Formulagdes: F1: NaCl sem probidticos. F2: NaCl com probiéticos. F3: NaCI/KCI (75:25 com probidticos). F4: NaCl/KCl (50:50

com probiéticos). F5: NaCl/KCI/MgCl, (50:25:25 com probioticos).F6: NaCl:KCI:MgCl. (75:12,5:12,5 com probidticos)

**Valores em maédulo.
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3.4 Conclusoes

Os resultados do presente trabalho confirmam a aptidao do queijo Cottage
como matriz alimenticia para suplementadacdo com bactérias probidticas com
contagens suficientes para beneficios a saude humana. Entretanto, a cultura
probidtica de Lactobacillus acidophilus foi mais suscetivel as condigdes de estresse
como concentracao de sal e temperatura de armazenamento, enquanto que o
Bifidobacterium animalis subsp. lactis foi mais resistente a essas condicées,
apresentendo maior viabilidade ao final do periodo de estocagem.

De modo geral nao houve pdés-acidificacao durante o periodo de estocagem
de 28 dias, pois em todas as formulacdes o pH final se apresentou ligeiramente
superior ao pH inicial, exceto para a formulagcdo F3, onde houve uma ligeira queda
de pH (p<0,05) entre o primeiro e o ultimo dia de estocagem refrigerada. As
formulacbes que apresentavam o sal MgCl, em sua composicao foram as que
apresentaram menores valores de pH. O &cido latico foi o acido organico mais
encontrado em todas as formulag¢des seguido pelo acido citrico e acido acético.

A formulacdo controle F1 (sem probidticos e 100% de NaCl) foi a que
apresentou menores indices de protedlise ao longo da estocagem ocorrendo
diferenga significativa (p>0,05) da protedlise durante o tempo de armazenamento
dessa formulagao.

Apenas as formulagbes de queijo Cottage probidtico com 50% de reducéo de
sodio podem ser rotulados como queijos com “reduzido teor de sédio”, segundo a
legislacéo brasileira.

Os tratamentos dos queijos com sais hipossédicos e a adicdo de probioticos
nao promoveram diferencas significativas entre formulacdes (p<0,05) para todos os
acidos graxos analisados.

Todos os queijos desse estudo podem ser classificados como baixo teor de
gordura e muito alta umidade, segundo a legislacao brasileira.
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Conclusoes Gerais

O queijo tipo Cottage probidtico produzido nesse estudo apresentou
quantidades adequadas de células probioticas de Lactobacillus acidophilus e
Bifidobacterium animalis subsp. lactis, em niveis suficiente para exercer efeitos
benéficos ao consumidor. Entretanto, p6de-se observar que cultura probidtica de
Lactobacillus acidophilus foi mais suscetivel as condicdes de estresse como
concentracdo de sal e temperatura de armazenamento, enquanto que 0
Bifidobacterium animalis subsp. lactis foi mais resistente a essas condicoes,
apresentendo maior viabilidade ao final do periodo de estocagem.

A metodologia de estimativa de magnitude se mostrou eficaz na substituicao
parcial de NaCl por sais hipossédicos em queijo Cottage probidtico, representando
uma alternativa em relacao as metodologias tradicionais de substituicdo de NaCl.

A textura dos queijos Cottage se mostrou como um atributo essencial para
uma boa aceitagao do produto.

A reducdo na quantidade de sal em até 25% (p/p) apresentou uma boa
aceitacdo pelo consumidor, sendo que adicdo de sais hipossodicos se mostrou
eficiente na substituicdo parcial, pois o poder de salga dos sais hipossddicos
utilizados nao foi alterado em relagao ao do NaCl nesse tipo de queijo, sendo uma
excelente alternativa para dietas com restricao de sédio.

O queijo tipo Cottage probidtico produzido nesse estudo apresentou
caracteristicas promissoras como alimento funcional e com boas perspectivas para

comercializagao.
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Sugestoes para Trabalhos Futuros

Com os resultados obtidos na realizacdo deste trabalho, assim como o
conhecimento adquirido no desenvolvimento do estudo, pode-se sugerir 0s seguintes
trabalhos a serem desenvolvidos:

- Realizar um estudo a fim de se verificar a viabilidade dos probidticos quando
expostos as condi¢cdes que simulam a passagem pelo trato gastrointestinal.

- Caracterizacdo microbiolégica dos queijos Cottage obtidos nesse estudo a
fim de se verificar se estdo em conformidade com a legislacao brasileira para queijos
de muito alta umidade com bactérias laticas em forma viavel e abundantes (umidade
> 55%). De acordo com a Portaria n® 146 de 07 de margo de 1996 do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento.

-Realizar Analise Descritiva Quantitativa (ADQ) para se estabelecer o perfil
descritivo sensorial das diferentes amostras de queijo Cottage e assim estabelecer
os direcionadores de preferéncia para esse tipo de queijo.

- Realizar um estudo a fim de se verificar se a producao de acidos organicos
ou bacteriocinas associados com bactérias laticas (BAL) e Lactococcus lactis podem
impactar negativamente o crescimento de Listeria monocytogenes em queijo Cottage

probidtico reduzido de sédio.
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Anexo A: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

TiTULO DO PROJETO:
REDUGAO DE CLORETO DE SODIO EM QUEIJO COTTAGE PROBIOTICO: CARACTERISTICAS
FiSICO-QUIMICAS, MICROBIOLOGICAS E ACEITACAO SENSORIAL

RESPONSAVEIS PELA PESQUISA E PELA APRESENTACAO DO TCLE
Ana Laura Tibério de Jesus e José de Assis Fonseca Faria

JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Os consumidores tém buscado cada vez mais alimentos que contribuam para sua saude, o
que, aliado a grande oferta de produtos no mercado, leva ao aumento no consumo de micro-
organismos probioticos. Estes podem ser aplicados em diferentes alimentos como, por exemplo, em
queijos, 0 que representaria uma alternativa adequada para atender tais necessidades. Da mesma
forma, o consumo de alimentos que apresentem reduzido teor de sédio contribuiria para a redugéo do
risco de uma série de doengas, reforcando o conceito de alimentos com apelo saudavel, buscado pelo
consumidor. Neste projeto sera avaliada a estabilidade de um queijo tipo cottage, adicionado dos
micro-organismos probiéticos Bifidobacterium animalis e Lactobacillus acidophilus, além da cultura
starter Lactococcus lactis, assim como sera avaliada a influéncia da redugéo do teor de sddio, através
da substituicdo parcial de cloreto de sédio por cloreto de potassio e cloreto de magnésio neste
produto. O objetivo sera avaliar a aceitacdo sensorial do queijo cottage probiético com reduzido teor
de sddio além de levantar dados sobre a dieta dos participantes da pesquisa.

PROCEDIMENTO

Sera avaliada a aceitagdo de amostras de queijo cottage acrescidas de micro-organismos
probioticos e com reduzido teor de sddio, juntamente com outros 2 outros produtos comerciais,
utilizando uma escala de 9 pontos (variando de 1 = desgostei extremamente, a 9 = gostei
extremamente). Serdo atribuidas notas para aparéncia, aroma, sabor, textura e impressao global. Na
mesma ficha de avaliacdo sera perguntada a intencdo de compra do produto (se compraria ou nao).
Além desta ficha o participante recebera um questionario levantando informagdes a respeito do

consumo de sddio e de sua dieta.

DESCONFORTOS E RISCOS PREVISIVEIS

Nao ha riscos previsiveis para quem for participar da pesquisa, a menos que o voluntario
possua algum tipo de alergia a derivados lacteos, ao aditivo sorbato de potéssio, aos sais utilizados,
ou ainda intolerancia aos micro-organismos descritos. Os beneficios principais seriam decorrentes da
reducdo dos niveis de soédio na dieta, o que auxiliaria a manutencdo da pressao arterial em niveis
adequados (efeito benéfico cardiovascular).

Os voluntérios terdo garantia de sigilo durante toda a pesquisa e poderao deixar de participar

dos testes sensoriais a qualquer momento, ndo havendo énus ao voluntario.

O pesquisador estara disponivel para quaisquer questionamentos, duavidas ou
esclarecimentos sobre a pesquisa, que porventura venham a ser solicitados pelo participante, através
do contato:

Tel.: (19) 3521-4019
e-mail: analaura@fea.unicamp.br
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Quaisquer denuncias ou reclamagdes referentes aos aspectos éticos da pesquisa podem ser
encaminhadas para:
Comité de Etica em Pesquisa/ FCM/ Unicamp:
Rua Tessalia Vieira de Camargo, 126 — Caixa Postal: 6111 13083-887 Campinas — SP
Fone: (19) 3521-8936 Fax: (19) 3521-7187 E-mail: cep@fcm.unicamp.br

Numero do Parecer: 184.846
Data da Relatoria: 05/12/2012

Data: _/ /

Assinatura do responsavel pela pesquisa:

Assinatura do provador:
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Anexo B: Ficha do Teste de Consumidor

Nome: Idade:

1) De modo geral, por favor indique 0 quanto vocé gostou ou desgostou, utilizando a
escala hedbnica abaixo.

9 - Gostei extremamente (Adorei)

8 - Gostei muito

7 - Gostei moderadamente

6 - Gostei ligeiramente

5 - Nem gostei/Nem desgostei

4 - Desgostei ligeiramente

3 - Desgostei moderadamente

2 - Desgostei muito

1 - Desgostei extremamente (Detestei)

Amostra Aparéncia Aroma Sabor Textura Impressao Global

2) Para os atributos de gosto salgado, gosto acido e textura, utilizem escala
abaixo indicando a intensidade de cada um dos respectivos atributos para cada uma
das amostras em relagcdo a uma intensidade ideal. Favor anotar o numero da
amostra e responder as perguntas:

9 — extremamente mais que o ideal

8 — muito mais que o ideal

7 — moderadamente mais que o ideal

6 — ligeiramente mais que o ideal

5 —ideal

4 — ligeiramente menos que o ideal

3 — moderadamente menos que o ideal

2 — muito menos que o ideal

1 — extremamente menos que o ideal

145



Amostra Gosto salgado Gosto Acido Textura

3) Para cada amostra, indique caracteristicas positivas (que vocé mais gostou) e
caracteristicas negativas (que vocé menos gostou). Por favor, seja o mais

especifico possivel e evite termos afetivos (gostoso, saboroso, macio, entre outros) E
obrigatdrio mencionar, pelo menos, uma caracteristica de cada tipo.

Amostra Caracteristicas positivas Caracteristicas negativas
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4) Vocé compraria este produto?

Amostra

SIM

NAO
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Anexo C: Ficha do Teste Escala do Ideal

Nome: Data: / [/

Vocé esta recebendo 5 amostras codificadas de queijo cottage probiético. Por favor, prove as
amostras da esquerda para a direita e faga um traco vertical no local da escala que melhor representa
0 quao ideal esta o gosto salgado de cada amostra. Vocé pode marcar um traco em qualquer lugar
da escala.

Amostra:

Comentarios:
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