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RESUMO

A adicdo do probidtico na fabricacdo de queijos altera a sua microbiota e,
consequentemente, pode afetar o desenvolvimento da maturacdo, o perfil sensorial e
funcional do produto. O objetivo desse trabalho foi avaliar o desenvolvimento da
maturacdo, a viabilidade dos micro-organismos e as caracteristicas fisico-quimicas e
sensoriais de queijo Prato probidtico tipo lanche adicionado de Lactobacillus acidophilus
La-5 e Bifidobacterium Bb-12, juntos ou separadamente. Avaliou-se também, o efeito da
matriz queijo sobre a viabilidade dos micro-organismos probidticos durante a simulagdo da
passagem pelo trato gastrointestinal. Para a fabricagdo dos queijos foram realizados os
seguintes tratamentos: 1) adicionado de cultura lactica tipo O (queijo controle);
2) adicionado de cultura l4ctica tipo O e L. acidophilus; 3) adicionado de cultura l4ctica
tipo O e Bifidobacterium; 4) adicionado de cultura lactica tipo O, L. acidophilus e
Bifidobacterium. O experimento foi realizado em esquema fatorial 4 x 6, em blocos
inteiramente casualizados com trés repeticdes. Os queijos foram avaliados quanto a
composi¢do fisico-quimica, protedlise, textura e viabilidade dos micro-organismos apo6s 1,
7, 14, 28, 40 e 60 dias de armazenamento refrigerado. A viabilidade dos micro-organismos
probidticos durante simulacdo das condigdes gastrointestinais foi avaliada apos 28 e 60 dias
de armazenamento. Os dados foram avaliados por Andlise de Variancia (ANOVA) e teste
de Tukey para comparagdo de médias a um nivel de significincia de 5%. A andlise
sensorial descritiva através do método de Perfil Livre dos queijos foi realizada apés 28 e 60
dias de armazenamento € os dados foram avaliados por Analise de Procrustes Generalizada
(APG). Os resultados indicaram que os queijos controle e probidticos apresentaram
composi¢do tipica de queijo Prato e que os tratamentos ndo afetaram sua composi¢ao.
Durante 60 dias de armazenamento, os queijos apresentaram aumento da protedlise,
reducdo da firmeza e os queijos probidticos mantiveram altas contagens de L. acidophilus e
Bifidobacterium. Os queijos probidticos apresentaram perfis sensoriais similares, com
caracteristicas de aroma e sabor de queijo Prato mais pronunciados que o queijo controle.
Os micro-organismos probidticos adicionados nos queijos foram resistentes a simulacao do
trato gastrointestinal e a bile. O conjunto dos resultados indicou que a adi¢do de probidticos

em queijo Prato mostrou-se uma alternativa vidvel, uma vez que promoveu a manuten¢do
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da viabilidade destes micro-organismos durante o processamento € armazenamento
refrigerado sem ocasionar alteracdes indesejdveis nas caracteristicas sensoriais do produto e

conferiu protecao aos probidticos durante a simulacdo gastrointestinal.
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ABSTRACT

The addition of probiotics during cheese manufacture changes its microbiota and,
consequently, may affect ripening, sensory and functional profile of the product. The aim of
this study was to evaluate ripening, viability of microorganism, physicochemical and
sensory characteristics of probiotic Prato cheese with L. acidophilus La-5 and
Bifidobacterium Bb-12 added together or separately. The effect of the cheese matrix on the
viability of the probiotics during the simulation of the passage through the gastrointestinal
tract was also evaluated. For the manufacture of the Prato cheeses, the following treatments
were studied: 1) addition of type O lactic culture (control cheese); 2) addition of type O
lactic culture and L. acidophilus; 3) addition of type O lactic culture and Bifidobacterium;
4) addition of type O lactic culture, L. acidophilus, and Bifidobacterium. The experiment
was repeated three times, and assembled in a 4 x 6 factorial design, using a completely
randomized block design. Cheeses were evaluated regarding their physicochemical
composition, proteolysis, texture profile and viability of microorganisms after 1, 7, 14, 28,
40 and 60 days of refrigerated storage. Probiotics viability during simulated gastrointestinal
conditions was evaluated after 28 and 60 days of storage. Data were evaluated using
Analysis of Variance (ANOVA), and comparison of means by Tukey’s test at 5%
significance level. Descriptive sensory analysis was performed using free-choice profiling
after 28 and 60 days of cheese storage, and data were submitted to Generalized Procrustes
Analysis (GPA). Both control and probiotic cheeses presented typical composition of Prato
cheese and the treatments did not affect cheese composition. During 60 days of storage, an
increased proteolysis, and decreased firmness was observed for all cheeses, and high
populations of L. acidophilus and Bifidobacterium were found for the probiotic cheeses.
Probiotic cheese showed similar sensory profiles with characteristics aroma and taste of
Prato cheese more pronounced than control cheeses. The probiotics added to the cheeses
were resistant during the simulation of the passage through the gastrointestinal tract and
bile. In conclusion, the results evidenced that the addition of probiotics in Prato cheese
proved to be a viable alternative, since the viability of microorganisms remained during

cheese processing and storage, without causing undesirable changes in the sensory
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characteristics of the product, and provided protection to the probiotics during simulated

gastrointestinal conditions.
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1. INTRODUCAO

O crescimento da drea de alimentos funcionais tem motivado um grande nimero de
estudos focados na incorporagdo de micro-organismos probidticos em produtos licteos e
ndo l4cteos. A incorporagdo dos probidticos em queijos tem se mostrado promissora devido
as caracteristicas fisico-quimicas do produto, como elevado pH, alto teor de proteina e
gordura e ambiente anaerdbico, favorecendo a manutencdo da viabilidade destes micro-
organismos (STANTON et al., 1998; VINDEROLA et al., 2000a; BERGAMINI et al.,
2009a).

O desenvolvimento das caracteristicas tipicas dos diferentes tipos de queijos esta
estreitamente relacionado a sua microbiota durante a maturacdo. Na fabricacdo do queijo
Prato tipo lanche utiliza-se normalmente coalho microbiano e cultura acidificante tipo O,
constituida de Lactococcus lactis subsp. lactis e Lactococcus lactis subsp. cremoris. Estes
micro-organismos, juntamente com os naturais do leite remanescentes da pasteurizacio e o
coagulante residual da massa, s3o responsdveis pela maturacdo do queijo Prato,
caracterizado pelo amaciamento e pelo desenvolvimento de sabor e aroma caracteristicos
do produto ja nos primeiros 25 dias de maturacdo (FURTADO e LOURENCO-NETO,
1994; BRASIL, 1997). A adicdo de micro-organismos probidticos no processo de
fabricacdo dos queijos pode interferir nas suas propriedades funcionais e sensoriais, uma
vez que estes micro-organismos também participaram ativamente no processamento e
maturacdo do produto (VINDEROLA et al., 2000a; ONG et al., 2006; BERGAMINI et al.,
2009b).

A adicado de L. acidophilus La-5 e Bifidobacterium Bb-12 na fabricacdo de diferentes
tipos de queijos, tem sido estudada por diversos autores que, de forma geral, observaram a
manutencdo da viabilidade e aumento da protedlise podendo ou ndo afetar as caracteristicas
sensoriais do produto (Mc BREARTY et al., 2001; BURITTI et al., 2005; OZER et al., 2008;
2009; ALBENZIO et al., 2013).

Tendo em vista os beneficios apresentados pelos queijos para a veiculagdo de
probidticos e o queijo Prato ser um queijo amplamente consumido no Brasil, neste estudo

foi avaliado o efeito da adicdo das culturas probidticas de L. acidophilus La-5 e



Bifidobacterium Bb-12 separadamente ou juntas, sobre o desenvolvimento da maturacao, a
viabilidade dos micro-organismos e as caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais do queijo
Prato probidtico tipo lanche. Avaliou-se também, o efeito da matriz queijo sobre a
viabilidade dos micro-organismos probidticos durante a simulagdo da passagem pelo trato

gastrointestinal.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Probioticos

Os probidticos sao definidos como micro-organismos vivos que administrados em
quantidades adequadas, conferem beneficios a satide do hospedeiro (FAO/WHO, 2002). Os
beneficios a saude atribuidos aos probidticos foram sugeridos pela primeira vez no inicio
do século 20 pelo cientista russo Eli Metchnikoff, que atribuiu a longevidade dos
camponeses da Bulgaria ao consumo de leite fermentado contendo bactérias acido laticas,
as quais, possivelmente, modificavam a microbiota intestinal substituindo ou reduzindo os
micro-organismos nocivos por micro-organismos benéficos (VASILJEVIC e SHAH, 2008;

CULLIGAN et al., 2009).

De acordo com a FAO/WHO (2002), alguns critérios devem ser atendidos para o
micro-organismo ser considerado probidtico, como identificacdo a nivel de gé€nero, espécie
e estirpe, producgdo de substincias antimicrobianas, seguranca para alimentos e uso clinico,
sobrevivéncia durante a passagem gastrointestinal, adesdo a mucosa intestinal, capacidade
de colonizar o intestino, inibi¢do de bactérias patogénicas, comprovacido dos beneficios a

saude documentados e validados e estabilidade durante o processamento e armazenamento.

Os beneficios a satde atribuidos ao consumo dos probidticos tém sido evidenciados
em indimeros estudos para a aplicacdo em humanos como, reducao dos efeitos indesejaveis
de individuos intolerantes a lactose (LOMER et al., 2008), aumento da biodisponibilidade
de minerais (GRIFFIN et al., 2002), modulacido do sistema imunoldgico (GALDEANO e
PERDIGON, 2004; PALOMAR et al., 2014), prevencdo e combate a diarreia
(McFARLAND et al., 2006), preven¢ao de cancer de c6lon (ZHU et al., 2011) e reducao do
colesterol sérico (OOI e LIONG, 2010). Além disso, Makinen et al. (2012) relatam que a

combinacdo de diferentes micro-organismos pode potencializar os efeitos benéficos.

O efeito dos probidticos sobre a saude humana tem gerado grande interesse das
indudstrias de alimentos, uma vez que representam um forte nicho de mercado entre os
alimentos funcionais (STANTON et al., 2001). Inimeros produtos probidticos contendo

cepas especificas tém sido desenvolvidos em diferentes formulacdes, como produtos



lacteos fermentados (OLIVEIRA et al. 2001; DONKOR et al., 2007), sorvetes (AKIN et
al., 2007), chocolates (POSSEMIERS et al., 2010), vegetais (LAVERMICOCCA et al.,
2005) e bebidas (SHIMAKAVA et al., 2003). No entanto, para conferir seus beneficios, a
populagio minima de probidticos no produto final deve ser de 10° UFC (unidades
formadoras de colonia) por grama do produto (KARIMI et al., 2012). A legislacdo
brasileira estabelece que a quantidade minima vidvel na por¢ao didria do produto deve estar
situada entre 10® e 10° UFC e no rétulo do produto deve ser declarado a populacio e
espécie dos micro-organismos probidticos (BRASIL, 2008). Os micro-organismos
permitidos como probidticos no Brasil pela Agéncia Nacional de Vigilncia Sanitdria
(ANVISA) sdo: Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei shirota, Lactobacillus casei
variedade rhamnosus, Lactobacillus casei variedade defensis, Lactobacillus paracasei,
Lactococcus lactis, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium animalis (incluindo a
subespécie B. lactis), Bifidobacterium longum e Enterococcus faecium (BRASIL, 2008),
sendo que os principais micro-organismos aplicados e estudados sdo os pertencentes aos

geéneros Lactobacillus e Bifidobacterium.

Os Lactobacillus pertencem ao grupo de bactérias dcido laticas (BAL) e sdo Gram
positivos, catalase negativos, anaerdbios facultativos, ndo esporulam, apresentam-se na
forma de bacilos ou cocobacilos e sdo encontrados em ambientes ricos em carboidratos
(VASILJEVIC e SHAH, 2008). Este é o género mais numeroso, composto por 106 espécies
que se encontram divididos em obrigatoriamente homofermentativos, heterofermentativos
obrigatorios e heterofermentativos facultativos (GOMES e MALCATA, 1999; VASQUES
et al., 2005; VASILJEVIC e SHAH, 2008). Apesar de apresentar uma gama de espécies, as
comumente isoladas do organismo humano sdo L. acidophilus, L. salivarius, L. casei,
L. plantarum, L. fermentum, L. reuteri e L. brevis, sendo que as espécies extensivamente
estudadas em relacdo as propriedades funcionais e de seguranca sdo L. casei, L. rhamnosus,

L. acidophilus e L. johnsonii (VASILJEVIC e SHAH, 2008).

As bactérias do género Bifidobacterium de forma geral sdo bastonetes podendo
apresentar uma bifurcacdo em sua extremidade, Gram positivas, anaerdbias, catalase
negativas, nao esporulam, ndo apresentam motilidade e, apresentam uma via metabdlica

especial, permitindo-lhes produzir 4cido acético, além de 4cido lactico na propor¢dao molar
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de 3:2 (BALLONGUE, 2004; VASILJEVIC e SHAH, 2008). Devido a sua natureza
fastidiosa, essas bactérias sao muitas vezes dificeis de isolar e cultivar em laboratério e seus
requerimentos nutricionais sdo estirpe dependentes (GOMES e MALCATA, 1999;
BALLONGUE, 2004; VASILJEVIC e SHAH, 2008). Este género apresenta 32 espécies
descritas, sendo que as comumente isoladas de humanos sdo: B. adolescentis,

B. angulatum, B. bifidum, B. breve, B. catenulatum, B. dentium, B. infantis, B. longum e

B. pseudocatenulatum (VASILJEVIC e SHAH, 2008).

No processo de selecio de um micro-organismo probidtico os aspectos de
funcionalidade, seguranca e caracteristicas tecnoldgicas sdo importantes requisitos a serem
avaliados para aplicacdo do uso em humanos (SAARELA et. al., 2000). A resisténcia
entérica € um dos requisitos a ser avaliado para que o probidtico exerca sua funcionalidade,
uma vez que o ambiente intestinal age como uma barreira fisica a esses micro-organismos,

ocasionando perda significativa na viabilidade (KAILASAPATHY, 2002).

2.2 Sobrevivéncia entérica

O trato gastrointestinal representa uma barreira aos micro-organismos probidticos,
que devem resistir ao suco gastrico, a bile e a secre¢do pancredtica, mantendo-se vidveis

para colonizar o intestino e promover seu efeito benéfico (DEL PIANO et al., 2006).

Algumas estirpes de lactobacilos e bifidobactérias sdo sensiveis ao 4cido e sais
biliares, caracteristicas que representam um desafio a industria para a utilizagdo dessas
bactérias. O pH do suco géstrico puro varia de 1,3 a 2,5, mas a capacidade tampao dos
alimentos quando ingeridos pode elevar temporariamente para 4,5 a 5,3 e proteger os
micro-organismos probidticos de valores de pH extremos, da acdo da bile e da secregcdo

pancredtica (CHARTERIS et al. 1998; HANSEN et al., 2002; KONG e SINGH, 2008).

O suco gastrico € o maior obsticulo para os probidticos, sendo os principais
componentes da secrecdo gastrica, o acido cloridrico (HCI) e a pepsina. O baixo pH do
estdmago e a acdo antimicrobiana da pepsina representam uma barreira eficaz a entrada de
bactérias no trato intestinal (KONG e SINGH, 2008). Os sais biliares e a pancreatina

também sdo uma barreira para os micro-organismos podendo ser responsdveis por mais de



35% da perda de sua viabilidade (DEL PIANO et al., 2006).

Diferentes estratégias tém sido utilizadas para obter uma maior sobrevivéncia dos
probidticos durante a passagem pelo trato gastrointestinal, como a co-administracio com

prebidticos, selecdo de estirpes resistentes, tecnologias de microencapsulagdo e o uso do

alimento como matriz (VASILJEVIC e SHAH, 2008; BEDANI et al. 2013).

O alimento como matriz carreadora, especialmente os produtos lacteos, tem-se
apresentado como uma boa alternativa, uma vez que sao considerados sistemas ideais para
a veiculacdo de micro-organismos probidticos por contribuirem na manutencdo de sua
viabilidade e por conferirem prote¢do durante a passagem pelo trato gastrointestinal (ROSS
et al., 2002). Dentre eles, os queijos destacam-se devido a sua composi¢ao e caracteristicas
fisico-quimicas (STANTON et al., 1998; VINDEROLA et al., 2000a; BERGAMINI et al.,
2009a; KARIMI et al., 2011).

Gardiner et al. (1999) avaliaram o efeito protetor da matriz do queijo Cheddar e
iogurte sobre a viabilidade do Enterococcus faecium durante a simulagdo géstrica (pH 2,0)
quando comparado ao micro-organismo livre durante 2 horas. O micro-organismo livre nao
apresentou ndmero de células vidveis detectdveis apds 8 minutos de exposicdo ao suco
gastrico, enquanto que no iogurte foi observada uma redugdo de 1 ciclo logaritmico e no
queijo ndo houve reducdes da populagdo de enterococos apds 2 horas de exposi¢do,
indicando o efeito protetor da matriz lactea. Resultados similares foram obtidos por
Vinderola et al. (2000a) também indicaram que a matriz do queijo Fresco Argentino
conferiu maior protecdo aos micro-organismos probiéticos testados quando comparados aos

micro-organismos livres apds simulacdo géstrica (pH 2,0 e 3,0).

O queijo Cottage foi utilizado por Abadia-Garcia et al. (2013) como matriz
carreadora de diferentes micro-organismos probidticos durante a simulacdo gastrica (pH
2,0) e intestinal (bile e pancreatina, pH 8,0). Os autores observaram que apds a simulagdo
gdstrica e intestinal a viabilidade dos micro-organismos L. rhamnosus GG, L. casei e
cultura comercial (YO-MIX™ Danisco) adicionados separadamente nos queijos reduziu

aproximadamente em 4 ciclos logaritmicos. Apesar de todos os queijos terem apresentado



uma redugdo similar ao final da simulacdo, a taxa de reduc@o apresentou uma variagao
entre 0s micro-organismos, sugerindo que as caracteristicas de resisténcia sdo estirpe

dependentes.

2.3 Queijos Probiéticos

7z

A fabricacdo de queijos é um processo de concentracdo da caseina e gordura,
enquanto os componentes soliveis sdo removidos na fase soro ou retidos na fase aquosa do
queijo (WALSTRA et al., 2006). Durante a etapa de coagulacdo, uma diversidade de
micro-organismos e enzimas ficam retidos na malha proteico-gordurosa induzindo
mudancas quimicas, bioquimicas e biolégicas durante a maturacdo. A acdo de enzimas e da
microbiota promove transformacdo nos constituintes do queijo que resultam no
desenvolvimento das caracteristicas tipicas de sabor, aroma e textura do queijo. Estas

transformagdes sao resumidamente conhecidas como glicélise, lipdlise e protedlise (FOX et

al., 2000; FOX e McSWEENEY, 2004).

7z

A glicolise, ou metabolismo da lactose, € essencial na fabricacdo de todos os
produtos licteos fermentados. No geral a concentracdo de lactose residual nos queijos €
baixa e esta € rapidamente metabolizada a lactato no inicio da maturacdo que
subsequentemente € catabolizado por diferentes vias metabdlicas. A fermentacdo da lactose
pode originar diferentes 4dcidos organicos como, dcido l4ctico, propidnico, citrico e acético,
que conferem o sabor -caracteristico aos diferentes produtos lacteos fermentados,
dependendo do metabolismo da cultura lactica (FOX e McSWEENEY, 2004;
RODRIGUES et al., 2012).

Outro evento bioquimico que ocorre durante a maturacdo € a protedlise. Esta €
catalisada por enzimas coagulantes (quimosina, pepsina, proteinases microbianas ou de
plantas), enzimas naturais do leite (plasmina, catepsina D), enzimas de culturas starters,
ndo starters ou culturas secunddrias e proteases ou peptidases exdgenas que podem ser
adicionadas para acelerar a maturagdo. A acdo destas enzimas promove a hidrdlise da
matriz proteica resultando na alteracdo da textura dos queijos e no desenvolvimento de

sabor (SOUZA et al., 2001; McSWEENEY, 2004).



A introducdo de qualquer outro micro-organismo pode afetar positiva ou
negativamente no processo de fabricacdo e matura¢do dos queijos. No caso da adicdo de
micro-organismos probidticos, eles participam ativamente do processo de maturagdo,
podendo alterar as caracteristicas tipicas de sabor, aroma e textura do produto, devido a
formacdo de metabdlitos do processo de fermentagdo, tais como &dcidos organicos, € a
producdo de peptidases intracelulares que podem intensificar a protedlise secundaria dos
queijos (VINDEROLA et al., 2000a; ONG et al., 2006; BERGAMINI et al., 2009a; 2009b).
A adicdo de bactérias bifidas, por exemplo, pode levar ao acimulo de 4cido acético no
produto prejudicando sua qualidade sensorial. Estas bactérias, que se caracterizam pela
presenca da enzima fosfocetolase frutose-6-fosfato, metabolizam a um mol de lactose com
producdo de trés mols dcido acético e um de 4cido lactico (BALLONGUE, 2004; CRUZ et
al., 2010).

No geral, a literatura indica que os queijos sdo bons carreadores de probidticos, pois
contribuem para a manutencdo da viabilidade dos micro-organismos durante a vida de
prateleira do produto e durante a passagem pelo trato gastrointestinal (STANTON et al.,
1998; VINDEROLA et al., 2000a; ROSS et al., 2002; BERGAMINI et al., 2009a; KARIMI
et al., 2011). Essa caracteristica deve-se a composi¢ado fisico-quimicas dos queijos, como
elevado pH, alto teor de proteina e gordura e ambiente anaerébico. A incorporacdo de
micro-organismos probidticos tem sido estudada em diferentes tipos de queijos, como por
exemplo, queijo Cheddar (DINAKAR e MISTRY, 1994; DAIGLE et al., 1999;
Mc BREARTY et al., 2001; ONG et al., 2006; 2007a; 2007b; ONG e SHAH, 2009;
MILESI et al., 2008; SCHELLER e O’SULLIVAN, 2011); Kasar (OZER et al., 2008);
Pategras Argentino (BERGAMINI et al., 2006); Canestro Pugliese (CORBO et al., 2001),
queijo Cottage (ABADIA-GARCIA et al., 2013), queijo Minas Frescal (BURITI et al.,
2005); Gouda (GOMES et al., 1998) e o queijo Scamorza (ALBENZIO et al., 2013).

Ong et al. (2006) observaram um aumento da concentracdo de 4cido acético em
queijo Cheddar adicionado de Bifidobacterium longum 1941 e Bifidobacterium lactis
LAFTI B94 em combinacdo com diferentes estirpes de lactobacilos quando comparado ao
queijo controle. Outro estudo também realizado com queijo Cheddar por Scheller e

O’ Sullivan (2011), observou uma baixa concentracdo de &4cido acético no queijo
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adicionado de Bifidobacterium Bb-12 e Bifidobacterium DJO10A e no queijo controle. Os
autores ndo avaliaram a caracteristica sensorial, mas sugeriram que a baixa atividade
metabolica e a combinagdo destas estirpes ndo alterariam a aceitacao sensorial dos queijos.
Corbo et al. (2001) observaram um aumento na concentracdo de dcido acético em queijo
Canestrato Pugliese adicionado de Bifidocterium bifidum Bb02 e Bifidocterium longum
Bb46, separadamente ou em combinacdo, quando comparado ao queijo controle. No

entanto, na avaliag¢do sensorial os provadores nao perceberam a presenga deste dcido.

O efeito da adi¢do de Lactobacillus e Bifidobacterium na protedlise foi avaliado
para diferentes queijos, tais como Cheddar (DINAKAR e MISTRY, 1994; DAIGLE et al.,
1999; Mc BREARTY et al., 2001; ONG et al., 2006; 2007; MILESI et al., 2008); Kasar
(OZER et al., 2008); Pategras Argentino (BERGAMINI et al., 2006); Canestro Pugliese
(CORBO et al., 2001); queijo Minas Frescal (BURITI et al., 2005); Crescenza (BURNS et
al., 2012) e Fior Di Latte (MINERVINI et al., 2012). De forma geral os autores concluiram
que a adicao do micro-organismo probidtico pode aumentar a protedlise, afetando ou nao as

caracteristicas sensoriais do produto.

Um aumento significativo da protedlise secundéria foi observado no queijo Cheddar
adicionado de um pool de probidticos contendo L. acidophillus, L. casei, L. paracasei,
B. longum e B. lactis (ONG et al., 2006). Por outro lado, Dinakar e Mistry (1994) ndo
observaram diferenca na protedlise do mesmo tipo de queijo quando adicionado de
apenas de B. bifidum. Resultados similares aos de Dinakar e Mistry (1994) foram
observados por Corbo et al. (2001), que avaliaram a adicdo de duas estirpes de
bifidobactérias ao queijo Canestro Pugliese e ndo observaram efeito sobre a protedlise e
caracteristicas sensoriais dos queijos, indicando que as estirpes de bifidobactérias sao

fracamente proteoliticas.

Minervini et al. (2012) observaram que a adi¢do de probidticos no queijo Fior Di
Latte apresentou uma diferenca de protedlise secunddria, gerando um perfil complexo de
peptideos, quando comparado aos queijos sem adi¢dao de probidtico. Na avaliacdo sensorial,
os queijos com adi¢do de probidticos apresentaram maior aceita¢cdo em relacdo ao aroma e

sabor, sugerindo o papel dos peptideos e aminodcidos no desenvolvimento das



caracteristicas sensoriais dos queijos probidticos.

Bergamini et al. (2009b) observaram que a incorporacdo de Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus paracasei e Bifidobacterium lactis separadamente ou em
combinados apresentaram diferentes efeitos sobre a protedlise em queijo duro. A adi¢do de
bifidobactéria ndo afetou a protedlise do queijo, entretanto, o queijo adicionado de
L. paracasei apresentou protedlise secunddria menor quando comparado ao queijo
adicionado de L. acidophilus. O queijo contendo os trés probidticos combinados apresentou
resultados similares ao queijo adicionado apenas de L. acidophilus, sugerindo que esta
estirpe de lactobacilos pode ter apresentado um papel importante na protedlise secundaria.
Apesar da diferenca de protedlise, na avaliacdo sensorial a intensidade de sabor entre os
queijos probidticos e controle ndo diferiram significativamente, entretanto, 0s queijos
adicionados de L. acidophillus foram significativamente mais 4cidos e macios que o queijo

controle.

Ong et al. (2007b) observaram diferengas na protedlise e na concentragdo de acido
acético em queijo Cheddar adicionado de diferentes micro-organismos probioticos. Essas
diferencas afetaram positiva e negativamente as caracteristicas sensoriais dos queijos. A
protedlise apresentou um aumento em todos os queijos probidticos ndo influenciando o
atributo “caracteristico de queijo cheddar” quando comparado ao controle. No entanto, o
gosto amargo foi percebido no controle e nos queijos adicionados de Lactobacillus casei
279 e de Lactobacillus paracasei LAFTI L.26. Com relacdo a concentragcao de 4dcido acético
os queijos adicionados de Bifidobacterium longum 1941, de Bifidobacterium lactis LAFTI
B94, de Lactobacillus casei 279 e de Lactobacillus paracasei LAFTI L26 apresentaram
maiores concentracdoes quando comparados ao queijo controle e aos queijos adicionados de
Lactobacillus acidophilus 4962, de Lactobacillus acidophilus LAFTI L10, da combinacdo
de BL 1941, LC 279, LA 4962 e da combinacdo LAFTI B94, LAFTI L26, LAFTI L10. As
diferencas entre as concentragdes de dcido acético dos queijos ndo foram sensorialmente
detectadas pelos provadores. De forma geral, os queijos probidticos tiveram maior
aceitacdo do que o queijo controle, exceto o adicionado de Lactobacillus acidophilus 4962

que ndo diferiu significativamente do queijo controle.
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Outros estudos também observaram o efeito da adi¢do de probidticos nas
propriedades sensoriais de diferentes tipos de queijos e na maioria deles a adicdo dos
probidticos ndo interfiriram no perfil sensorial, no entanto, efeitos positivos e negativos
também tem sido demonstrados dependendo de espécie e estirpe (GARDINER et al, 1998;
KASIMOGLU et. al, 2004; BURITI et al., 2005; SANTILLO e ALBENZIO, 2008).

2.4 Queijo Prato

No Brasil uma grande variedade de queijos € produzida, que reflete a nossa
formacdo cultural, sendo que podemos encontrar queijos tipicamente brasileiros e outros
trazidos ao pais por franceses, dinamarqueses e italianos (FURTADO e LOURENCO-
NETO, 1994).

Segundo dados da Associagdo Brasileira das Industrias de Queijo, em 2011 a
producdo de queijos no pais apresentou um crescimento de 9,3 % quando comparado ao
ano anterior, totalizando uma produc¢do de 812.638 toneladas, dos quais aproximadamente
20 % foi de queijo Prato. Com relacdo ao consumo de queijos no pais, o queijo Mucarela

foi 0 mais consumido, seguido do Requeijao e queijo Prato (ABIQ, 2012).

O queijo Prato é um queijo tipico brasileiro, de origem dinamarquesa, semelhante
aos queijos Danbo dinamarqués e Gouda holand€s, porém com sabor e textura proprio

(NARIMATSU et al., 2003).

O Regulamento Técnico Para Fixacdo de Identidade e Qualidade do Queijo Prato o
define como “queijo maturado que se obtém por coagulagdo do leite por meio do coalho
e/ou outras enzimas coagulantes apropriadas, complementada ou ndo pela ag¢do de bactérias
lacticas especificas”. O mesmo regulamento o classifica como um queijo gordo, de média
umidade e de massa semicozida. Dependendo da sua variedade este pode ser denominado
como Lanche, Cobocé e Esférico ou Bola. O produto deve apresentar consisténcia
semidura, eldstica, com textura compacta e lisa, podendo apresentar pequenas olhaduras
bem distribuidas. Possui coloragdo amarelada, com sabor e odor caracteristicos e deve ser
maturado por pelo menos 25 dias, em temperatura nao superior a 12 °C (BRASIL, 1997).

Embora a legislagdo especifique um periodo minimo de maturacdo do queijo Prato,
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tradicionalmente este queijo € curado por pelo menos 60 dias em condi¢des controladas de
temperatura e umidade, para o desenvolvimento de caracteristicas sensoriais peculiares

(MINUSSI et al., 1995).

O processo de fabricacdo do queijo Prato apresenta variagdes nos procedimentos
que podem afetar as caracteristicas do produto. Essas variacdes incluem o tipo de cultura
lactica utilizada, o uso ou ndo da lavagem da massa (delactosagem), a temperatura de
cozimento, o tipo de coagulante, o método de salga e o tempo de maturacdo (SILVEIRA,
2009). A despeito dessas variacdes de protocolo geral de fabricacdo, segundo Furtado e
Lourengo - Neto (1994) o queijo Prato apresenta umidade entre 42 a 44 %, gordura de 26 a
29 %, sal variando de 1,6 a 1,9 % e pH entre 5,2 ¢ 5,4.

2.5 Analise sensorial: Método descritivo de Perfil livre

A andlise sensorial € considerada uma ci€ncia multidisciplinar estruturada em
diferentes principios cientificos relacionados a diferentes dreas de conhecimento como
ciéncia dos alimentos, psicologia, estatistica, fisiologia humana dentre outras. A partir do
conhecimento da forma de producdo do alimento pode-se avaliar como as caracteristicas do
produto podem ser percebidas pelo homem através dos 6rgdos do sentido como visdo,

olfato, paladar, tato e audicao (STONE e SIDEL, 2004).

A aplicagdo da andlise sensorial para produtos alimenticios apresenta como objetivo
a busca de informacdes que gerem novos conhecimentos e forneca informacdes sobre os
produtos. No desenvolvimento de produtos adicionados de culturas probidticas, tais
informacdes se tornam cruciais. No geral as metodologias sensoriais aplicadas para
produtos probidticos sdo testes afetivos que determinam a aceitagdo do produto, sem gerar
maiores informacgdes sobre o efeito da adicdo do probidtico e sua interagdo com O
consumidor. Portanto, a aplicacdo da metodologia sensorial adequada e / ou combinagdo de
diferentes métodos, como testes afetivos e descritivos permite a obtencao de caracteristicas
especificas dos produtos sendo possivel realizar modifica¢cdes ou ndo quando estas forem

necessarias (CRUZ et al., 2010).
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Os testes descritivos, como Analise Descritiva Quantitativa (ADQ) e Perfil Livre
estdo entre as ferramentas mais sofisticadas para andlise sensorial, em comparagdo com os
testes discriminativos, uma vez que os testes descritivos fornecem informacgdes completas
sobre o produto com base em suas semelhancgas e diferencas. A partir destes dados pode-se

determinar os atributos que sao importantes para a aceitacao (CRUZ et al., 2010).

O Perfil Livre é uma técnica de andlise sensorial descritiva desenvolvida na década
de 1980 por Williams e Langron (1984) com o intuito de reduzir o tempo € o custo na
aplicacdo de outros métodos descritivos tradicionais (p.e., Analise Descritiva Quantitativa —
ADQ) que exigem treinamento extensivo de provadores e terminologia descritiva
consensual (JACK et al., 1993; LAWLESS e HEYMANN, 2010). Na aplicacdo do Perfil
Livre, cada provador pode utilizar seus proprios termos descritivos, o que oferece a este
método algumas vantagens, tais como, a eliminacdo do treinamento de equipe e da
necessidade de avaliagdo consensual de atributos, selecdo de equipe final de provadores e
possiveis retreinamentos (BARCENAS et al., 2003; ROJAS-RUA, 2003; VERRUMA-
BERNARDI e DAMASIO, 2004).

O desenvolvimento da terminologia descritiva no Perfil Livre € similar ao da ADQ,
ou seja, apresentam-se as amostras aos pares ou triades, solicitando aos provadores que
descrevam as similaridades e diferencas entre as mesmas. Fichas descritivas individuais sdo
criadas contendo os atributos a serem medidos em escalas lineares de 9-10 cm com os
termos de intensidade, também determinados pelo provador, ancorados nos extremos
(LAWLESS e HEYMANN, 2010). Dois provadores poderdo avaliar o mesmo atributo
sensorial usando termos distintos, porém, um mesmo descritor podera representar sensagoes

diferentes para dois ou mais provadores (VERRUMA-BERNARDI e DAMASIO, 2004).

Os dados obtidos pelo Perfil Livre sdo analisados estatisticamente através da
Andlise de Procrustes Generalizada (APG), uma técnica multivariada desenvolvida por
Gower (1975) capaz de ajustar as variacdes do método sensorial em uma configuracio
consensual e que vem ganhando popularidade na drea de Ciéncia Sensorial gracas ao
desenvolvimento de softwares estatisticos nos ultimos vinte anos (WU et al., 2002;

LACHNIT et al., 2003; ADDINSOFT, 2012). Para tanto, para cada provador € criada uma
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matriz de dados sensoriais sendo que suas colunas correspondem aos atributos e as linhas as
amostras. O primeiro passo da APG consiste em uma andlise das amostras por provador,
sendo que as mesmas representadas em um plano cartesiano a partir de combinagdo linear
dos atributos que as descrevem. Apds, as configuragdes individuais das amostras sdo
agrupadas e comparadas. Nesta etapa, transformagdes geométricas sdo realizadas de forma
a ajustar e igualar as configuragdes. As trés principais transformacdes que ocorrem com o0s
dados sensoriais nesta etapa da anélise de forma a obter o consenso entre os julgamentos
individuais sdo a translacdo, rotacdo e escalonamento. A translacdo normaliza os escores
dos escores dos provadores para cada amostra, corrigindo o efeito de variagdo da
intensidade dos atributos devida ao uso de porcOes diferentes da escala pelos individuos. A
rotacdo corrige a variagdo associada as diferentes interpretacdes que os provadores
atribuem a um mesmo descritor e o escalonamento expande ou comprime as configuracdes
individuais (DIJKSTERHUIS e PUNTER, 1990; ROJAS-RUA, 2003). Através da APG
pode-se verificar a correlacdo dos diferentes atributos levantados por cada provador e
também avaliar na configuracdo consensual as principais caracteristicas relacionadas ao
produto por meio da quantificagdo da explicacdo das amostras em cada dimensdo pela

Anadlise de Componentes Principais (DE JONG et al., 2003).

A APG, além de sua aplicacdo a dados do Perfil Livre, também pode ser utilizada
para avaliar a performance de equipes de provadores treinados (MEULLENET et al., 2007)
e analisar dados de estudos sobre aceitabilidade de produtos com consumidores

(GUERRERO et al., 1997; ROJAS-RUA, 2003).

Jack et al. (1993) avaliaram a capacidade discriminativa de 28 consumidores nao
treinados em relacdo a textura e aparéncia de queijo Cheddar com diferentes periodos de
maturacdo pela analise descritiva de Perfil Livre. O vocabulario desenvolvido apresentou
em média 11 termos e os resultados da anédlise de consenso mostraram que os provadores
discriminaram as amostras em relacdo aos atributos estudados nos diferentes periodos de

maturagao.

Gonzélez Vidas et al. (2001) avaliaram 5 amostras de queijo de cabra fabricados

com leite cru e pasteurizado com diferentes periodos de maturagcdo através da andlise de
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Perfil Livre e aceitacdo. Neste estudo foram recrutados 14 provadores que discriminaram as
amostras em relacdo aos atributos aparéncia, aroma, sabor, textura na boca, sabor residual e
textura residual na boca pelo tempo de maturacdo. Os queijos com menor tempo de
maturacdo apresentaram caracteristicas de aroma e sabor mais suaves. No entanto, os
queijos foram discriminados principalmente em relacdo a aparéncia (cor e aspecto
superficial) que foi relacionado ao tempo de maturacdo dos queijos. J4 os atributos de
textura apresentaram uma baixa correlacdo com as dimensodes de consenso. Em relagcdo a
aceitacdo, foi observado que as amostras caracterizadas de forma semelhante na anélise de

Perfil Livre apresentaram média global de aceitacao similares.

Outro estudo que utilizou o Perfil Livre para discriminar amostras de queijo foi
realizado por Verruma-Bernardi e Damasio (2004), que avaliaram duas amostras de
Mucarela de bufala produzidos pelo método tradicional e acidificacdo direta, utilizando
10 provadores selecionados através de testes triangulares. A aplicacdo da técnica mostrou-
se efetiva para caracterizar as duas amostras de queijo Mucarela que foram diferenciadas,

principalmente, em relagdo a cor branca, firmeza e elasticidade.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Preparo da cultura

As culturas probidticas liofilizadas de L. acidophilus La-5 (Chr. Hansen, Valinhos,
Brasil) e Bifidobacterium Bb-12 (Chr. Hansen, Valinhos, Brasil) foram reidratadas em leite
desnatado reconstituido 10 % estéril, por 1 hora, sob temperatura de refrigera¢do

(aproximadamente 7 °C) e utilizadas na fabrica¢do dos queijos.

A cultura liofilizada tipo O, constituida de Lactococcus lactis subsp. lactis e
Lactococcus lactis subsp. cremoris (R 704 - Chr. Hansen, Valinhos, Brasil) foi inoculada
em leite desnatado reconstituido 10 % estéril, incubada a 30 °C por 16 horas e utilizada na

fabricagdo dos queijos.

3.2 Fabricacao do queijo Prato

O fluxograma geral de processamento dos queijos Prato controle e adicionados dos
micro-organismos probidticos € apresentado na Figura 1. No dia anterior a cada
processamento dos queijos, 200 litros de leite cru foram tratados termicamente
(68 °C / 2 minutos), resfriado a 4 °C, dividido em quatro por¢oes de 50 litros e
armazenados em camara fria (4 £ 1 °C). Porcoes de 50 litros de leite foram utilizadas para a
fabricacdo do queijo Prato de acordo com os seguintes tratamentos: 1) queijo Prato
adicionado de 1 % cultura lactica tipo O (Lactococcus lactis subsp. lactis e Lactococcus
lactis subsp. cremoris) (queijo controle); 2) queijo Prato adicionado de 1 % de cultura
lactica tipo O e de 1 % (v / v) de L. acidophilus; 3) queijo Prato adicionado de 1 % de
cultura lactica tipo O e de 1 % (v / v) de Bifidobacterium Bb-12 e 4) queijo Prato
adicionado de 1 % de cultura lactica tipo O e de 0,5 % (v / v) de L. acidophilus e de
0,5 % (v / v) de Bifidobacterium Bb-12. Para a fabricacdo dos queijos o leite foi aquecido a
35 °C, adicionado das culturas e mantido em repouso por 40 minutos. Em seguida,
adicionou-se o cloreto de célcio (250 ppm), corante urucum (80 ppm) e coagulante
(Ha La 1175, Chr. Hansen, Valinhos - SP, Brasil) em quantidade suficiente para coagulacio
do leite em 35 minutos. O codgulo obtido foi cortado em cubos de 1 cm de aresta e mantido
sob agitagdo durante 15 minutos. Em seguida, iniciou-se o aquecimento da massa, com

aumento gradativo da temperatura (1 °C / 3 min), até alcancar 42 °C. Esta temperatura foi
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mantida até que o ponto de massa fosse atingido e, apds o ponto de massa, o soro foi
drenado e a massa enformada em formas retangulares de 0,5 kg e prensada a
15 psi / 15 minutos, 15 psi / 15 minutos, 35 psi / 30 minutos e 45 psi / 90 minutos. Os
queijos foram fermentados por 5 horas (em temperatura ambiente) e salgados em salmoura
(20 %) por 10 horas (5 °C). Ao final da salga, os queijos foram secos por 48 horas (12 °C),

embalados a vacuo em plastico termo encolhivel e armazenados a 12 °C por 60 dias.

Leite cru (200 L)

\

Tratamento térmico (68 °C/ 2 minutos) e resfriamento a 4 °C

v

v

v

%

S50L (35 °C) 50L (35 °C) S0L (35 °C) 50L (35 °C)
Cultura tipo O Cultura tipo O com Cultura tipo O com Cultura tipo O com
adigdo de adigdo de adicdo de
L. acidophilus La-5 Bifidobacterium L. acidophilus La-5
Bb-12 e Bifidobacterium
Bb-12

Maturacio do leite (40 min)

Adicdo de CaCl: (250 ppm), corante de urucum (80 ppm) e coalho

Coagulacao

Corte da massa (grdos de 1 cm de aresta)

\

Tratamento da massa: agitagdo e aquecimento indireto da massa 42 °C

v

Dessoragem, prensagem, salga em salmoura e secagem

v

v

v

Queijo Prato
Controle

Queijo Prato
adicionado de L.
acidophilus La-5

Queijo Prato
adicionado de
Bifidobacterium
Bb-12

v

Queijo Prato
adicionado
L. acidophilus La-5
e Bifidobacterium
Bb-12

v

\/

\/

v

Embalagem a vicuo e armazenamento refrigerado dos queijos em BOD (12 °C) por 60 dias. Avaliacio:
1,7, 14, 28, 40 e 60 dias de maturac@o dos produtos apds embalado.

Figura 1. Fluxograma geral de processamento dos queijos Prato.
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3.3 Amostragem e indicacoes das analises realizadas

O leite cru foi avaliado quanto a densidade, pH, acidez tituldvel, gordura, extrato
seco total por meio da utilizacdo do disco de Ackermman e contagem bacteriana total e

psicrotroficos.

O leite tratado termicamente foi avaliado quanto ao pH, acidez, extrato seco total,
gordura, nitrogénio total, cinzas e contagem bacteriana total e psicrotréficos. A eficiéncia
do tratamento térmico foi avaliada através da atividade das enzimas peroxidase e fosfatase

alcalina.

As amostras de queijo foram avaliadas apds 1 dia de armazenamento (24 horas apds
embalado) para obtencdo da composicdo com relacio ao pH, acidez tituldvel, gordura,

umidade, cinzas, sal, nitrogénio total, nitrogénio soluvel em pH 4,6 e nitrogénio solivel em

TCA 12 %.

O acompanhamento da maturagdo e avaliacdo da viabilidade dos micro-organismos
nos queijos foram realizados apds 1, 7, 14, 28, 40 e 60 dias de armazenamento. A
maturagdo foi acompanhada através das andlises de pH, acidez, umidade, protedlise
(percentual do nitrogénio solivel em pH 4,6 sobre nitrogénio total e do nitrogé€nio soluvel
em TCA 12 % sobre nitrogénio total), perfil de textura e hidrdlise proteica por eletroforese
capilar. A contagem de micro-organismos vidveis nos queijos foi realizada por meio de
contagem seletiva da cultura lactica tipo O, L. acidophilus La-5, Bifidobacterium Bb-12 e

NSLAB (do inglés non starter lactic acid bacteria).

A avaliacdo da viabilidade do L. acidophilus La-5 e Bifidobacterium Bb-12 nos
queijos durante a simulacdo das condicdes gastrointestinais e avaliacdo sensorial foram
realizadas apos 28 e 60 dias de armazenamento refrigerado.

3.4 Determinacoes analiticas

3.4.1 Analises fisico-quimicas

pH: Foi determinado através da utilizacio de potencidometro calibrado, com eletrodo

introduzido diretamente nas amostras de leite e de queijo.
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Acidez tituldvel: Determinada através da titulacio com hidréxido de sédio 0,1 N em

presenca de indicador fenolftaleina. Para o leite, a amostra foi coletada e sua acidez medida
diretamente. As amostras de queijo foram diluidas em 4gua morna, homogeneizada, filtrada

e titulada (AOAC, 2006).

Densidade relativa 15 °C: Foi determinada para o leite cru e tratado termicamente através

de lactodensimetro com corre¢do de temperatura (AOAC, 2006).

Peroxidase: Foi determinada segundo metodologia descrita no LANARA (1981).

Fosfatase: Foi determinada segundo metodologia descrita na AOAC (2006).

Extrato seco total (EST): Foi determinado pelo disco de Arckermann para o leite cru e

tratado termicamente e o queijo determinado por secagem em estufa a 105 °C (AOAC,

2000).

Gordura: Foi determinada pelo método de Gerber para o leite e o queijo de acordo com a

AOAC (2006) e British Standard Institution (1989), respectivamente;

Cinzas: Foi determinada por incineragdo em mufla a 550 °C para o leite e o queijo (AOAC,

2006).

Sal: Foi determinado pelo método Volhard para o queijo (RICHARDSON,1985).

Nitrogénio total (NT): Foi determinado através do método micro- Kjeldahl para o leite e

macro-Kjeldahl para o queijo, de acordo com AOAC (2006). O teor de proteina total foi

calculado multiplicando o NT pelo fator de conversao 6,38.

Nitrogénio solivel em pH 4.6 (NS-pH 4.6): Foi determinado através do nitrogénio soldvel

do filtrado apds a precipitacdo no ponto isoelétrico da caseina (pH 4,6) pelo método macro-

Kjeldahl para o queijo, de acordo com Bynum e Barbano (1985).

Nitrogénio soldvel em TCA 12% (NS-TCA 12 %): Foi determinado no filtrado obtido pela

precipitacdo proteica com 4acido tricloroacético (TCA 12%), pelo método macro-Kjeldahl
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de acordo com Bynum e Barbano (1985). A protedlise foi expressa com base nos valores de
nitrogénio solivel em pH 4,6 em relagdo ao nitrogénio total [NS pH 4,6 (% NT)] e de
nitrogénio solivel em TCA 12 % em relag@o ao nitrogénio total [NS TCA 12 % (% NT)].

Perfil eletroforético: O perfil eletroforético das diferentes fracdes proteicas da caseina foi

avaliado segundo Ortega et al. (2003) e Otte et al. (1997) com modifica¢des, utilizando o
equipamento de eletroforese capilar Beckman Coulter P / ACE MDQ (BeckmanCoulter,
Santana de Parnaiba, SP, Brasil) e o software 32 Karat (BeckmanCoulter). A separacio foi
realizada utilizando-se um capilar de silica fundida de 57 cm (comprimento efetivo de
50 cm até o detector) x 75 pm (didmetro interno). Uma amostra de 20 mg de queijo foi
dissolvida em 1 mL de uma solucdo contendo 10 mM de fosfato de sédio, 8 M de uréia e
10 mM ditiotreitol (DTT) em pH 8,0 e mantida em repouso por aproximadamente 1 hora.
Ap6s sua dissolucao, a amostra foi filtrada (0,45 um) e injetada por 5 segundos a 0,5 psi. A
separacdo ocorreu a 18,5 kV e 23 °C e a detec¢do foi realizada a 214 nm durante
60 minutos. Entre as corridas, o capilar foi condicionado por lavagens seguidas de 5
minutos cada, utilizando NaOH (0,5 M), dgua pura e tampao de corrida (10 mM de fosfato
de sddio, uréia 6 M e 0,05 % hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) com pH ajustado para
3,0).

Perfil de textura: Foi avaliado em texturdmetro TA-XT2, com probe de aluminio de 35 mm

de diametro. A velocidade do teste foi de 100 mm / minuto e compressdo de 40 % da altura
inicial do cilindro de queijo, com repeticdo em 5 segundos. Para avaliacdo, os queijos
foram amostrados em forma de cilindros (2 cm de didmetro ¢ 2,4 cm de altura) com o
auxilio de uma sonda de aluminio, acondicionados em sacos impermedveis € mantidos em
banho de agua gelada (10 °C) por no minimo 4 horas, para estabilizacdo da temperatura

(FOX et al., 2000; SZCZESNIAK, 2002). O teste foi realizado em octuplicata.
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3.4.2 Analises microbiologicas

3.4.2.1 Definicao de metodologia seletiva para enumeracido de L. acidophilus,

Bifidobacterium, Lactococcus lactis € NSLAB.

Para escolha da metodologia seletiva a ser utilizada, foram realizados ensaios
avaliando-se diferentes meios de culturas descritos na literatura para a enumeracao de L.

acidophilus, Bifidobacterium, Lactococcus lactis e NSLAB.

Os meios testados para a enumeracdo de L. acidophilus La-5 foram agar MRS
adicionado de bile (IDF, 1995), dgar MRS substituindo a glicose por uma solucdo de
sorbitol 10 % (DAVE e SHAH, 1996) e dgar MRS substituindo glicose por sorbitol
(OBERG et al., 2011), incubados a 37, 37 e 45 °C, respectivamente, por 72 horas em
anaerobiose. A enumeracdo de Bifidobacterium Bb-12 foi testada utilizando-se dgar MRS-
NNPL (ONG et al., 2006) e dgar MRS adicionado de cloreto de litio e propionato de s6dio
(VINDEROLA e REINHEIMER, 2000b) incubados a 37 °C por 72 horas em anaerobiose.
Para a enumeracdo de lactococos foram testados dgar M17-lactose (TERZAGHI e
SANDINE, 1975), incubado a 30 °C por 48 horas em aerobiose ou a 37 °C por 48 horas. A
enumeracdo das NSLAB foi testada utilizando-se dgar MRS adicionado de vancomicina
(THARMARAIJ e SHAH, 2003), incubado a 37 °C por 72 horas em anaerobiose, dgar LBS
(ATLAS, 2006), incubado a 30 °C por 72 horas em anaerobiose e RCA adicionado de
vancomicina e verde de bromocresol, incubado a 37 °C por 48 horas em anaerobiose
(DARUKARADHYA et al.,, 2006). Os meios de culturas e condi¢cdes de incubacdo

selecionados sdo descritos no item 3.4.2.2.
3.4.2.2 Avaliacao microbioldgica do leite e queijo

A avalia¢do microbioldgica do leite cru e do leite tratado termicamente foi realizada
segundo a metodologia descrita por Frank e Yousef (2004) para contagem padrdo em
placas e contagem de micro-organismos psicrotroficos. Uma aliquota de 10 mL do leite foi
transferida para um frasco contendo 90 mL de solucdo de dgua peptonada 0,1 % (p/ v) e
submetida a dilui¢cdes sucessivas. A contagem padrdo em placas foi realizada pelo método

de plaqueamento em profundidade, utilizando-se dgar padrao (PCA) e incubagdo a
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35 °C / 48 horas. Para a contagem de psicrotréficos utilizou-se dgar padrao (PCA), com

plaqueamento em superficie e incubagao a 7 °C / 10 dias.

Para avaliar a viabilidade dos micro-organismos, uma amostra de 25 g de queijo foi
homogeneizada em sacos plasticos (Seward) com 225 mL de solucdo de citrato de sddio
(2 %) por 10 minutos em Stomacher 400 (Seward) e submetida a dilui¢cdes sucessivas em

agua peptonada 0,1 % (p / v).

A viabilidade do L. acidophilus foi determinada em dgar MRS sorbitol, substituindo
a glicose por sorbitol (10 g / L), com incubacdo a 45 °C por 72 horas em anaerobiose
(OBERG et al., 2011). A espécie de Bifidobacterium foi enumerada em dgar MRS-NNPL
(sulfato de neomicina, 4cido nalidixico, sulfato de paramomicina e cloreto de litio) a
37 °C por 72 horas em anaerobiose (ONG et al., 2006). O Lactococcus lactis foi enumerado
em agar M17-lactose a 30 °C por 48 horas em aerobiose (TERZAGHI e SANDINE, 1975).
A contagem seletiva das NSLAB foi realizada em 4gar RCA adicionado de verde de
bromocresol e vancomicina (pH 5,5), por meio de plaqueamento em superficie, a 37 °C por
48 horas em anaerobiose. Como meio base, utilizou-se dgar RCA, com pH ajustado em 5,5
(com HCI 1 N) antes de ser autoclavado. Uma solugdo estoque de verde de bromocresol
(0,2 % p / v) foi autoclavada e adicionou-se 20 mL / L no meio antes do uso. A solugdo
estoque de vancomicina (2 % p / v) foi esterilizada a frio, utilizando-se uma membrana de
0,22 um (Millipore, Sdo Paulo, Brasil) e 0,5 mL / L da solucdo foi adicionada ao meio base

no momento da andlise (DARUKARADHYA et al., 2006).

3.5 Avaliacao da viabilidade das culturas probioticas nos queijos Prato durante

a simulacio da passagem pelo trato gastrointestinal

3.5.1 Preparo do suco gastrico e intestinal artificial e da solucao de bile

Os sucos gastrico e intestinal artificiais foram preparados segundo Mozzi et al.
(2009) e Picot e Lacroix (2004), com modificacdes. O suco géstrico artificial (SGA) foi
preparado com cloreto de potdssio (1,12 g/ L), cloreto de sédio (2,0 g/ L), cloreto de célcio
(0,11 g/ L) e fosfato de potdssio monobdsico (0,4 g / L), sendo em seguida esterilizado a

121 °C / 15 minutos. Imediatamente antes da sua utilizagdo, o SGA foi adicionado de
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mucina (3,5 g/ L) e pepsina (0,26 g / L) e o pH foi ajustado para 2,0 com HCI 1N. O suco
intestinal artificial (SIA) foi preparado através da adi¢ao de solug¢do de pancreatina ao SGA
para obtencdo da concentracdo final de 1,95 g / L. Em seguida, o pH foi ajustado para
7,0 com adicao de NaHCO3 (IN). A solucdo de bile foi preparada na concentracao de 0,5
%, esterilizada (121 °C / 15 minutos) e seu pH ajustado para 7,0 com NaHCOs3 1N.

3.5.2 Avaliacio da viabilidade das culturas probiéticas

A avaliagdo da viabilidade de L. acidophilus La-5 e Bifidobacterium Bb-12 durante
simula¢do das condicdes gastrointestinais foi realizada com metodologia adaptada de Wang
et al. (2009) e Buriti et al. (2010). Uma amostra de 10 g de queijo foi adicionada em
erlenmeyers contendo 100 mL de suco géastrico artificial (SGA) pH 2,0, que foram
incubados a 37 °C, sob agitacio em banho metabdlico tipo Dubnoff. Para avaliacdo da
sobrevivéncia das culturas probidticas nos queijos, 10 g de queijo foram amostrados nos
tempos 0, 60 e 120 minutos de exposicio ao SGA. Apds 120 minutos de exposi¢do ao
SGA, a solugdo de pancreatina foi adicionada e o pH foi ajustado para 7,0 com
NaHCOs3 1 N. As amostras foram mantidas a 37 °C por mais 300 minutos e, em seguida,

uma nova aliquota foi retirada para andlise da viabilidade das culturas probidticas.

A tolerancia a bile foi avaliada na concentracdo de 0,5 %. Dez gramas de queijo
foram adicionados em 100 mL de solucao de bile 0,5 % (pH 7,0) e incubados a 37 °C, sob
agitacdo, em banho metabdlico tipo Dubnoff. Amostras de 10 g foram retiradas para avaliar

a viabilidade das culturas probiodticas ap6ds 0, 60 e 300 minutos.

3.6 Delineamento experimental e analise estatistica dos dados

O experimento foi montado em esquema fatorial 4 x 6, em blocos inteiramente
casualizados. O efeito do tipo de queijo (4 niveis de variagdo: queijo Prato controle, queijo
Prato adicionado de L. acidophilus La-5, queijo Prato adicionado de Bifidobacterium Bb-12
e queijo Prato adicionado de L. acidophilus La-5 e Bifidobacterium Bb-12); do tempo de
armazenamento (6 niveis de variagcdo: 1, 7, 14, 28, 40 e 60 dias), bem como o efeito da
interacao destes fatores, sobre as caracteristicas fisico-quimicas dos queijos foi avaliado por
Andlise de Variancia (ANOVA) e teste de Tukey para comparacdo de médias a um nivel de

significancia de 5 %.
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O efeito dos tratamentos sobre a composicao fisico-quimica dos queijos apds 1 dia
de armazenamento refrigerado foi avaliado por Andlise de varidncia (ANOVA)

considerando-se apenas o tipo de queijo e 0s processos.

Os dados de sobrevivéncia durante a passagem pelo trato gastrointestinal e
tolerancia a bile 0,5 % para cada micro-organismo probiético foi submetido a ANOVA a
um nivel de significancia de 5 %, considerando os efeitos independentes do tipo de queijo
probidtico e o tempo de exposi¢cdo ao trato gastrointestinal ou a bile, apds 28 e 60 dias de

armazenamento.

3.7 Avaliacao sensorial do queijo Prato pelo método de Perfil Livre

Os queijos utilizados na avaliagdo sensorial foram fabricados da mesma forma que

descrito anteriormente.

A avaliagio sensorial foi realizada apds aprovacdo pelo Comité de Etica em
Pesquisa (Anexo 1) e adicionalmente, antes de serem servidos aos provadores, foram
avaliados conforme exigido pela legislacdo brasileira (BRASIL, 2001) quanto a contagem
de coliformes a 30 - 35 °C e a 45 °C por meio do método do nimero mais provavel (NMP)
(ISO 4831, 2006; ISO 7251, 2005), contagem de estafilococos coagulase positiva
(HENNING, et al., 2004), Listeria monocytogenes (1SO 11290-1, 1996) e Salmonella spp.
(ISO 6785 / IDF 93, 2001). Nesse caso, as andlises microbiolégicas para avaliar a
seguranca do produto foram terceirizadas e realizadas no Instituto de Tecnologia de

Alimentos (ITAL), localizado em Campinas, SP, Brasil.

Considerando-se que a legislag@o brasileira estabelece que o queijo Prato deve ser
liberado para comercializacdo apds 25 dias de maturagdo, optou-se por avaliar as
caracteristicas sensoriais dos queijos apds 28 e 60 dias de armazenamento, o que
representaria um produto pronto para comercializagdo e disponivel por aproximadamente
1 més para o consumidor. Para tanto foi utilizado o método descritivo de Perfil Livre com

uma equipe selecionada de provadores.
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3.7.1 Amostras

Os quatro queijos Prato tipo lanche (1- tradicional, fabricado com cultura tipo O;
2- adicionado de L. acidophilus La-5; 3- adicionado de Bifidobacterium Bb-12 e
4- adicionado de L. acidophilus La-5 e Bifidobacterium Bb-12) foram servidos em porc¢odes

de 20 g, a temperatura de 20 °C, codificadas com nimeros aleatdrios de trés digitos.

3.7.2 Seleciao de provadores

Para a selecdo de provadores, foram recrutados 20 individuos entre alunos e
funciondrios da Unicamp (Campinas, SP, Brasil) interessados em participar do estudo.
Além da disponibilidade, foi avaliada a capacidade discriminatoria dos candidatos através
de testes triangulares em andlise tipo sequencial (MEILGAARD et al, 1999). Os testes
triangulares foram realizados em duas secdes, com trés repeticoes cada, em ordem
crescente de dificuldade, utilizando amostras comerciais de queijo Prato tipo lanche,
mucarela e queijo processado integral e light. O candidato foi considerado como um bom
discriminante quando acertou 80 % nos testes triangulares. Para a avaliacdo sensorial dos
queijos foram selecionados 13 provadores para as andlises no tempo de 28 dias de
armazenamento e 14 provadores para a avaliagdo dos queijos apds 60 dias de

armazenamento.

3.7.3 Levantamento de atributos

Os provadores selecionados realizaram individualmente o levantamento dos termos
descritivos. Para o levantamento da terminologia descritiva do Perfil livre os provadores
receberam as diferentes amostras de queijo Prato de forma monddica. A partir dos termos
gerados por cada provador, foram elaboradas as fichas de avaliacdo individual. Os
provadores realizaram um pré-teste de suas fichas individuais antes de iniciarem a
avaliacdo final das amostras e no pré-teste puderam realizar alteragdes ou ajustes da
terminologia descritiva, bem como das ancoras das escalas. Os termos descritores de cada

provador encontram-se apresentados no Anexo 2.
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3.7.4 Avaliacao das amostras e analise estatistica dos dados

A intensidade de cada atributo foi medida através de escala linear ndo estruturada de
9 cm (ABNT,1998) com termos de intensidade, definidos pelos provadores, ancorados em
seus extremos. Os testes foram realizados no laboratério de Andlise Sensorial do
Departamento de Tecnologia de Alimentos da FEA-Unicamp (Campinas, SP, Brasil), que

conta com cabines individuais e controle de iluminagdo e temperatura.

Os dados foram analisados através da Analise de Procrustes Generalizada (APG)
utilizando o programa XLSTAT versao 2012 (ADDINSOFT, 2012). A APG € uma técnica
estatistica multivariada que compara diferentes conjuntos de dados, onde as respostas de
cada provador é combinada dentro de uma matriz de dados. Uma matriz de consenso foi
derivada a partir da média do conjunto de dados de todos os provadores apds o
redimensionamento e rotacdo dos dados. O consenso resultante foi tracado pela Andlise de
Componentes Principais, que reduz a dimensionalidade da matriz de dados com uma perda
minima das informacdes. A APG forneceu informagdes sobre a variabilidade dos dados
transformados, por meio da andlise das distancias ainda existentes entre 0s pontos

correspondentes dos produtos.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacao fisico-quimica e microbiolégica do leite

O leite cru atendeu aos requisitos estabelecidos pela Instru¢do Normativa n°® 62
(BRASIL, 2011) que estabelece teor de gordura minimo de 3,0 %, densidade relativa a
15 °C de 1,028 a 1,034 g / mL, extrato seco desengordurada de 8,4 %, acidez de 0,14 a
0,18 % de 4cido lactico e contagem padrdo em placas méaxima de 6,0 x 10° UFC/mL
(Tabela 1). Além disso, apresentou peroxidase e fosfatase positivas. Apds o tratamento
térmico observou-se a reducdo da contagem bacteriana total de aproximadamente 2,0 ciclos
logaritmicos e a inativacdo da fosfatase alcalina. A inativagdo da enzima garante a
inocuidade do leite tratado termicamente para a fabricacdo de queijos, conforme
estabelecido pelo Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Queijos (BRASIL,
1996). Do ponto de vista da composi¢ido fisico-quimica o leite tratado termicamente

apresentou composicao tipica e dentro dos padrdes estabelecidos pela Instru¢gdo Normativa

n° 62 (BRASIL, 2011).

Tabela 1. Composicio fisico-quimica e microbioldgica do leite cru e tratado termicamente
(n=3).

Constituintes Leite Cru Leite tratado
termicamente
Densidade relativa 15 °C (g/ 100 g) 1030,5 + 1,46 1030,5 + 0,83
pH 6,77 £ 0,04 6,80 + 0,02
Acidez (% acido lético) 0,18 £ 0,01 0,17 £ 0,01
Gordura (%) 3,48 £0,40 3,50 £ 0,40
Extrato seco total (%) 12,21 +£0,23 12,15+ 0,33
Cinzas (%) nd* 0,68 + 0,06
Proteina total (%) nd* 3,31 +£0,09
Fosfatase alcalina Positiva Negativa
Peroxidase Positiva Positiva
Contagem bacteriana total (UFC / mL) 2,34 x 10* 3,16 x 10?
Contagem de psicrotréficos (UFC / mL) 2,63x10° 7,59 x 10!

* nd: ndo determinado
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4.2 Caracterizacao fisico-quimica e microbiolégica dos queijos Prato

A composicdo fisico-quimica e a viabilidade dos micro-organsimos nos queijos

adicionados ou ndo de L. acidophilus La-5 e Bifidobacterium Bb-12, apés 1 dia de

armazenamento refrigerado, sdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Composi¢ao fisico-quimica e viabilidade dos micro-organismos nos queijos
adicionados ou ndo de L. acidophilus La-5 e Bifidobacterium Bb-12 apdés 1 dia de
armazenamento refrigerado (n=3).

B 0 g O

Controle La-5 com Bb-12 12 valor
COMPOSICAO
pH 5,06 £0,02  5,02+0,04 5,15 £0,05 5,10+0,11 0,768
Acidez (%) 1,20 £ 0,06 1,38 £ 0,06 1,17 £ 0,04 1,25 £0,16 0,331
Gordura (%) 28,08+0,35 27,25+0,35 28,25+0,35 28,25 £2,94 0,959
Umidade (%) 43,44 +047 42,82+1,68 43,07 £1,28 42,51 £1,51 0,853
Cinzas 4,65+0,08 4,39+0,02 4,46 £ 0,04 4,29 +£0,14 0,172
Sal (%) 2,15+£0,11 2,20+£0,29 2,23+£0,24 2,03 £ 0,08 0,719
S/U (%)! 4,72 £0,28 4,77 £ 0,60 4,98 +0,69 4,55 +0,06 0,872
Proteina total (%) 22,61 £1,53 23,07+£0,21 23,40+0,86 24,86 £2,38 0,483
NS pH4,6 (% NT) 6,84 £ 1,59 8,71 £ 1,07 8,41 £0,38 6,81 £0,78 0,759
NS TCA 12 % (% NT) 2,88 +£0,94 3,56 £0,51 3,04 £ 0,28 3,54 £0,71 0,512
Firmeza (N) 22,87 +225 2440+£2,09 24,74+2,64 21,73 +£2,39 0,886
VIABILIDADE (UFC/g)
Lactococcus lactis 3,89 x 10° 2,45 x 10° 1,62 x 10° 2,24 x 10° -
L. acidophilus La-5 <1 4,27 x 108 <1 3,80 x 108 -
Bifidobacterium Bb-12 <1 <1 7,94 x 108* 4,17 x 108%* -
NSLAB* 191107 759x10° 6,03 x 10° 1,48 x 107 :

'S / U: Sal na umidade; > NSLAB: bactérias l4cticas ndo provenientes da cultura (do inglés,

non starter lactic acid bacteria); *n = 2.
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Observa-se que os queijos nao apresentaram diferenca significativa em relacdo a
nenhum dos parametros fisico-quimicos avaliados. Além disso, os teores de umidade e
gordura atenderam aos padrdes de identidade e qualidade do queijo Prato que € classificado
como um queijo de média umidade (36 a 45,9 %) e gordo (45,0 € 59,9 % em base seca). O
teor de sal dos queijos foi superior a faixa de 1,6 a 1,9 % e o pH foi inferior a faixa de 5,2 a
5,4, quando comparados a outros estudos (FURTADO e LOURENCO-NETO, 1994;
MAZAL et al., 2007; VIANNA et al. 2008; ALVES et al, 2013). O menor pH observado
nos queijos deveu-se, possivelmente, a diferenca no protocolo de fabricacido, uma vez que
os queijos produzidos por Mazal et al. (2007), Vianna et al. (2008) e Alves et al. (2013)
incluiam a lavagem da massa, enquanto que o protocolo de fabricagdo dos queijos do
presente estudo ndo incluiu esta etapa no processamento. A fabricacdo de queijo Prato em
nivel industrial pode ser realizada com ou sem lavagem da massa. Neste trabalho, a escolha
pela fabricacdo dos queijos sem lavagem da massa foi baseada em testes preliminares que
sugeriram maior reten¢do dos micro-organismos probidticos nos queijos. Em relagdo ao
teor de sal dos queijos, o menor valor de pH, que variou de 5,02 a 5,15, possivelmente
favoreceu a absorcao de sal, uma vez que sua difusdao é dependente do pH, ou seja, quanto

menor o pH maior a absor¢do de sal (GUINEE e FOX, 2004).

Do ponto de vista microbiolégico, apés 1 dia de armazenamento refrigerado, os
queijos probidticos apresentaram contagens superiores a 103 UFC por grama de queijo.
Considerando que de acordo com a ANVISA, a quantidade minima vidvel para os
probiéticos deve estar situada na faixa de 10® a 10° UFC na recomendagio didria do
produto pronto para o consumo (BRASIL, 2008), e que esta recomendagdo no caso dos
queijos € de 30 gramas (BRASIL, 2003) podemos afirmar que todos os queijos, exceto o
controle, podem ser considerados produtos probidticos. Na por¢do de 30 gramas os queijos
Prato adicionado de L. acidophilus La-5 ou Bifidobacterium Bb-12 apresentaram
1,28 x 10 e 2,38 x 10'° UFC, respectivamente. J4 o queijo adicionado de ambos os micro-
organismos apresentou 1,14 x 10'° UFC do L. acidophilus La-5 e 1,25 x 10'° UFC do
Bifidobacterium Bb-12.
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4.2.1 Efeito dos tratamentos e do tempo de armazenamento sobre as

caracteristicas de maturacao dos queijos Prato

Observa-se na Tabela 3 que os tratamentos afetaram significativamente todas as
varidveis avaliadas, exceto a firmeza dos queijos, enquanto o tempo de armazenamento
afetou significativamente a acidez, a protedlise [NS-pH 4,6 (% NT) e NS-TCA 12 %
(% NT)] e a firmeza dos queijos. A interacdo entre esses fatores ndo afetou nenhuma das

variaveis estudadas.

Tabela 3. Resumo da andlise de varidncia (ANOVA) sobre o efeito dos tratamentos, do
tempo de armazenamento € a interacdo tratamento X tempo sobre as caracteristicas dos
queijos Prato.

Valores de p

Acidez (%  NS-pH4,6 NS-TCA 12 Firmeza

Fatores GL Umidade pH
acidez latico) (% NT) % (% NT) (N)

Tratamentos™* 3 0,022 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,195
Tempo** 5 0,525 0,462 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Tratamento x

15 0,995 1,000 0,878 0,492 0,317 0,899
Tempo

*Tratamentos: Queijo Prato controle, adicionado de Lactobacillus acidophilus, adicionado de
Bifidobacterium e adicionado de L. acidophilus e Bifidobacterium.

**Tempo: 1, 7, 14, 28, 40 e 60 dias de armazenamento.

Os resultados indicaram que a umidade do queijo adicionado de L. acidophilus
(43,24 + 0,34) diferiu significativamente da umidade do queijo adicionado de
Bifidobacterium Bb-12 (42,07 + 0,66). No entanto, a umidade dos queijos controle
(42,92 + 0,46) e do queijo adicionado de ambos 0s micro-organismos (42,24 + 0,34 %) nao
diferiam entre si e nem dos queijos adicionados de L. acidophilus ou

Bifidobacterium Bb-12.

No que diz respeito ao efeito dos tratamentos sobre a acidez, observa-se na
Figura 2a, que os queijos adicionados de L. acidophilus nao diferiram entre si e
apresentaram em média maior acidez quando comparado aos queijos controle e adicionados

apenas de Bifidobacterium Bb-12. Possivelmente, devido ao poder tampao das proteinas, a
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diferenca observada para a acidez dos queijos ndo refletiu da mesma forma no pH, ou seja,
0s queijos com maior acidez ndo apresentaram menor pH (Figura 2b). Embora significativa,
a variacdo de pH entre os queijos foi de 0,07 unidades, sendo que o queijo controle, o
queijo adicionado de L. acidophilus e o queijo adicionado de ambos os micro-organismo
ndo diferiram entre si. A diferenca observada possivelmente niao tem implicagdes

importantes no produto.
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Figura 2. Efeito dos tratamentos sobre (a) acidez, expressa em % de 4cido lactico e (b) pH
(n=3). *"Letras mindsculas diferem estatisticamente entre si pelo teste Tukey (p < 0,05).

Em relacdo ao comportamento da acidez ao longo do tempo, observa-se que
independente do tipo de queijo a acidez aumentou durante o armazenamento refrigerado
(Figura 3). Este aumento foi, em média, de 0,26 % de 4cido lactico entre o primeiro € 0O
ultimo dia de armazenamento, cujos valores foram 1,27 % e 1,53 % 4acido lactico,
respectivamente. Apesar do teor lactose dos queijos ndo ter sido controlado, os resultados
sugerem o consumo da lactose residual presente nos queijos, uma vez que o protocolo de

fabricacdo utilizado neste estudo nio incluiu a lavagem da massa.
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Figura 3. Efeito do tempo de armazenamento sobre a acidez expressa em % de acido
lactico (n=3). ® PLetras mindsculas diferem estatisticamente entre si pelo teste Tukey
(p <0,05).

O efeito dos tratamentos sobre a protedlise indicou que os queijos adicionados dos
micro-organismos probidticos diferiram  significativamente do queijo controle,
apresentando maior protedlise primdria (Figura 4a). Em relacdo a protedlise secunddria,
observa-se que os queijos adicionados de L. acidophilus La-5 apresentaram maiores niveis
de NS TCA 12 % (% NT) diferindo significativamente dos queijos controle e adicionado
apenas de Bifidobacterium Bb-12 (Figura 4b). De forma geral, observou-se uma protedlise
primdria e secunddria mais intensa nos queijos adicionados de L. acidophilus, que pode
estar relacionado ao fato da produc¢do de amino, di e tripeptidases intracelulares por estirpes
de L. acidophilus (SHIHATA e SHAH, 2000; UPADHYAY et al., 2004). Por outro lado, a
protedlise secunddria no queijo adicionado de Bifidobacterium Bb-12 nao diferiu do queijo
controle, sugerindo a fraca atividade proteolitica da estirpe de Bifidobacterium, conforme
apresentada por diferentes autores (CORBO et al., 2001; BOYLSTON et al., 2004;
BERGAMINI et al., 2009a).
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Figura 4. Efeito dos tratamentos sobre: (a) NS pH 4,6 (% NT); (b) NS TCA 12 % (% NT)
na protedlise dos queijos Prato (n=3). *"Letras mintsculas diferem estatisticamente entre si
pelo teste Tukey (p < 0,05).

Durante o tempo de armazenamento, observou-se um comportamento cldssico dos

queijos controle e probidticos durante a maturacdo, o aumento das fragdes nitrogenadas e a

reducdo da firmeza (Figura 5), que € dependente da acdo do
proteinases e peptidases microbianas que promovem hidrdlise

hidratacdo da rede proteica e redugdo da firmeza (UPADHYAY et al.,

NS (% NT)

19.82 a

coagulante residual,
da matriz proteica,

2004).

20 2483 a 18,63 ab 28
= 20,76 abe 16:42 1 24
16
18,97 abe 20
L . g
12 /x 16§
0.45 11,39 a E
g | o sath 2 2 &
4,61d T8 3
. C
4 3,26(1/*/
* 4
0 0
1 7 14 28 40 60
Tempo (dias)

Figura 5. Efeito do tempo de maturacio (dias) sobre NS pH 4,6 (% NT), NS TCA 12 %
(% NT) e a firmeza dos queijos Prato adicionados ou ndo de micro-organismos probidticos
(n=3). *PLetras mindsculas diferem estatisticamente entre si pelo teste Tukey (p < 0,05).
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As Figuras 6, 7, 8 e 9 apresentam o perfil de hidrdlise das diferentes fragdes de
caseina dos queijos Prato controle e probidticos, obtido por eletroforese capilar. Através
dos eletroferogramas capilares dos queijos durante o tempo de armazenamento, observa-se
que o perfil de hidrdlise das fragdes de caseina foi similar em todos os queijos. No primeiro
dia de armazenamento, foi observada a formagao da para - « - caseina, as;- I - CN 8P e
as; - I - CN 9P, produtos da degradagdo da x - caseina, as; - CN 8P e as; - CN 9P,
respectivamente. Além disso, também podemos observar a formacdo de um pico
desconhecido nos queijos adicionados de Bifidobacterium, conforme indicado pela seta. Ja
no queijo controle e no queijo adicionado de L. acidophilus, o pico desconhecido foi
formado apds 7 e 14 dias, respectivamente (Figuras 6 a 9). Observa-se que ap0Os 28 dias de
armazenamento, as fracdes de asi - CN 8P e as; - CN 9P foram praticamente degradadas
em todos os queijos, indicando a acdo do coagulante residual na hidrélise da as; - caseina,

com a formacao dos peptideos asi-I-CN 8P e as;-I-CN 9P (Figuras 6 a 9).

Observa-se também nas Figuras 6 a 9, que as variantes genéticas de p - CN A' e A?
sofreram uma fraca hidrélise durante o tempo de armazenamento, com formacdo de
pequenos picos de v - CN, sendo que nos primeiros 7 dias de armazenamento observa-se a
formacdo do pico de y2 - CN. Apds esse periodo a fracdo de B - CN manteve-se
praticamente intacta durante todo periodo de armazenamento, indicando uma baixa

atividade de plasmina (FOX et al., 2000).

Os resultados indicaram que a adi¢do de diferentes micro-organismos probidticos
ndo resultou em importantes alteracdes do perfil de degradacdo das fracdes de caseina e,

possivelmente, ndo implique em diferencas sensoriais entre os produtos.
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Figura 6. Eletroferograma capilar do queijo Prato controle durante o tempo de
armazenamento. Identificacdo dos picos de acordo com Otte et al. (1997), Rehn et al.

(2010) e Alves et al. (2013). AU: unidade arbitraria. Seta indica a formacdo do pico
desconhecido.
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Figura 7. Eletroferograma capilar do queijo Prato adicionado de Lactobacillus acidophilus
La-5 durante o tempo de armazenamento. Identificacdo dos picos de acordo com Otte et al.

(1997), Rehn et al. (2010) e Alves et al. (2013). AU: unidade arbitraria. Seta indica a
formacdo do pico desconhecido.
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Figura 8. Eletroferograma capilar do queijo Prato adicionado de Bifidobacterium Bb-12
durante o tempo de armazenamento. Identificacdo dos picos de acordo com Otte et al.
(1997), Rehn et al. (2010) e Alves et al. (2013). AU: unidade arbitraria. Seta indica a
formacao do pico desconhecido.
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Figura 9. Eletroferograma capilar do queijo Prato adicionado de Lactobacillus acidophilus La-5
e Bifidobacterium Bb-12 durante o tempo de armazenamento. Identificacdo dos picos de acordo
com Otte et al. (1997), Rehn et al. (2010) e Alves et al. (2013). AU: unidade arbitraria. Seta
indica a formacgao do pico desconhecido.
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4.2.3 Viabilidade da microbiota dos queijos Prato durante a maturaciao

A viabilidade da cultura lictica tipo O, constituida de Lactococcus lactis subsp.
lactis e Lactococcus lactis subsp. cremoris, dos micro-organismos probidticos
L. acidophilus La-5 e Bifidobacterium Bb-12 e NSLAB nos queijos Prato durante o tempo

de armazenamento € apresentada na Tabela 4.

Observa-se na Tabela 4, que a populacdo de lactococos e NSLAB nos queijos
controle e probidticos apresentaram um comportamento cldssico, ou seja, redug¢do da
viabilidade dos lactococos e aumento da populacio de NSLAB, o que sugere que a
presenca dos micro-organismos probidticos ndo afetou a viabilidade destes micro-
organismos. A reducdo da populacdo de lactococos nos queijos foi em média 1,06 ciclos
logaritmicos, que pode ser relacionado a fatores intrinsecos dos queijos como, pH,
concentracdo de sal e falta de carboidratos fermentaveis (FOX et al., 2000; VINDEROLA
et al., 2000a; BRIGGILER — MARCO et al., 2007; ONG e SHAH, 2009). Em relagdo as
NSLAB, o aumento médio da populacdo nos queijos foi de 2,6 ciclos logaritmicos, que
pode ser relacionado a capacidade de algumas estirpes sobreviverem ao tratamento térmico
do leite, uma vez que o leite € a principal fonte destes micro-organismos (BERESFORD e

WILLIAMS, 2004).
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Tabela 4. Viabilidade dos micro-organismos nos queijos Prato durante o tempo de

armazenamento (n = 3).

Viabilidade (log UFC / g)

Tratamentos Tempo  Lactococcus L. acidophilus  Bifidobacterium
(Dias) lactis La-5 Bb-12 NSLAB®

1 9,58 £0,15 <1 <1 2,28 £ 0,66

7 9,56 +£0,18 <1 <1 2,30+0,75

Queijo Prato 14 9,36 £ 0,13 <1 <1 2,87 +0,12
controle 28 8,73+£0,42 <1 <1 3,15+0,33
40 8,82+0,14 <1 <1 2,65 £0,95

60 7,86 0,36 <1 <1 5,06 £ 0,57

1 9,39 £0,05 8,63 £0,37 <1 2,88 +1,09

7 9,40 £ 0,04 8,38 +0,42 <1 2,18 £0,68

Queijo Prato com 14 9,38 + 0,31 8,38 £ 0,49 <1 2,79 £ 0,27
La-5 28 9,18 £0,26 8,25 +0,40 <1 3,29 £0,75
40 9,13 +0,08 7,54 £0,21 <1 3,64 +£0,88

60 8,90 £ 0,31 6,57 £ 0,55 <1 4,61 £0,64

1 9,24 £0,12 <1 8,90 + 0,62%* 2,78 +1,03

7 9,33 +£0,10 <1 8,00 + 0,69** 2,81 £0,30

Queijo Prato com 14 9,32 £0,22 <1 8,60 £ 0,24** 3,63 +£1,54
Bb-12 28 8,73 £0,51 <1 8,02 £0,27 4,11 £0,46
40 8,91 +0,19 <1 7,36 £ 0,47 4,39 +0,95

60 8,39 £ 0,33 <1 7,18 £ 0,56 6,04 £ 0,69

1 9,38 £0,07 8,58 +0,93 8,62 +(0,30%* 2,17 +£0,15

7 9,36 £ 0,05 8,36 +0,48 7,82 £0,74%* 2,43 +0,24

Queijo Prato com 14 9,36 +0,19 8,32 £0,55 8,36 £ 0,21** 3,61 £0,40
La-5 e Bb-12 28 9,31 £0,42 8,21 £0,55 7,80 £ 0,44 4,43 £0,45
40 9,06 + 0,48 8,26 +0,74 7,70 £ 0,46 4,87 1,17

60 8,17+ 1,01 6,93 £0,14 7,22 +£0,58 4,80 +0,57

*NSLAB: do inglés non starter lactic acid bacteria
**média + desvio padrdo de duas repeticoes
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Quanto aos queijos probidticos, observa-se que apds 60 dias de armazenamento
refrigerado a contagem de L. acidophilus La-5 adicionado separadamente ou em
combinacdo com Bifidobacterium Bb-12 apresentou uma reducdo de 2,06 e 1,65 ciclos
logaritmicos, respectivamente. J4 os queijos adicionados de Bifidobacterium Bb-12,
separadamente ou em combinacdo com L. acidophilus La-5 apresentaram redugdes de 1,72
e 1,40 ciclos logaritmicos, respectivamente, da populacdo de Bifidobacterium Bb-12. A
reducdo da populagdo dos micro-organismos probidticos nos queijos apds 60 dias de
armazenamento nio descaracterizou o produto como um alimento probidtico, uma vez que
apresentaram concentragdes de células vidveis maiores que 8 ciclos logaritmicos na por¢ao
de 30 gramas de queijo (BRASIL, 2008). Estas concentracdes foram de
1,12 x 10® UFC / 30 g para o queijo adicionado de L. acidophilus La-5,
de 4,53 x 108 UFC / 30 g para o queijo adicionado de Bifidobacterium Bb-12 e para o
queijo adicionado de ambos os probidticos combinados a concentracdo de células vidveis
foram de 2,55 x 108 UFC / 30 g para o L. acidophilus La-5 e 3,48 x 108 UFC / 30 g para a
Bifidobacterium Bb-12.

Os resultados sugerem que o queijo Prato foi um bom veiculo para carrear
probidtico e que a combinagdo destas estirpes probidticas nos queijos ndo promoveu um

efeito cooperativo, antagbnico ou simbidtico.

4.3 Avaliacao da viabilidade de L. acidophilus La-5 e Bifidobacterium Bb-12 no
queijo Prato durante exposicao a condicoes que simulam a passagem pelo trato

gastrointestinal

A Tabela 5 apresenta a viabilidade do L. acidophilus e Bifidobacterium durante a
exposicdo dos queijos probidticos ao suco gastrointestinal artificial apds 28 e 60 dias de
armazenamento refrigerado. Observa-se que a viabilidade do L. acidophilus e da
Bifidobacterium ndo foi afetada pelos tratamentos, tempo de exposi¢do e interacdo destes
fatores apds 28 e 60 dias de armazenamento quando expostos a simulagdo gastrica (pH 2,0)
e intestinal (pH 7,0), sugerindo que a matriz proteico-gordurosa dos queijos conferiu um
efeito protetivo aos micro-organismos as condi¢des adversas do ambiente gastrico e

intestinal (PICOT e LACROIX, 2004). Outro fator que pode estar relacionado é a
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resisténcia intrinseca das estirpes ao meio acido e a enzima pancredtica (ABADIA-

GARCIA et al., 2013).

Tabela 5. Viabilidade do Lactobacillus acidophilus La-5 e Bifidobacterium Bb-12 em log
UFC / g de queijo durante a exposicio dos queijos Prato probidticos ao suco
gastrointestinal artificial ap6s 28 e 60 dias de armazenamento (n = 3).

Lactobacillus acidophilus La-5

28 dias de armazenamento 60 dias de armazenamento

Tratamentos Tratamentos

Incubacio Tempo  Queijo Prato Queijo Prato Queijo Prato Queijo Prato
sequencial (min) adicionado de adicionado de adicionado de adicionado de
La-5 La-5 e Bb-12 La-5 La-5e Bb-12
SGA (pH2,00* 0 6,33 £0,37"N 6,17 +0,56 4,64 +0,08™N 4,41 +0,99
60 6,42 £ 0,07 6,19 £ 0,48 5,08 £ 0,25 4,59 £ 1,41
120 6,72 £ 0,71 6,08 + 0,09 3,87 £1,69 4,13 +£1,10
SIA (pH 7,0)** 300 6,72 £ 0,45 6,66 + 0,52 4,93 + 1,07 4,62 + 1,08
Bifidobacterium Bb-12
28 dias de armazenamento 60 dias de armazenamento
Tratamentos Tratamentos
Incubacio Tempo  Queijo Prato Queijo Prato Queijo Prato Queijo Prato
sequencial (min) adicionado de adicionado de adicionado de adicionado de
Bb-12 La-5 e Bb-12 Bb-12 La-5 e Bb-12
SGA (pH 2,0) 0 6,30 0,25 NS 5594037 4,860,625 491+0,73
60 5,99 + 1,84 6,26 + 0,51 5,81 +1,33 4,66 = 1,67
120 5,8+2,51 5,42 +2724 5,91+ 1,62 5,66 + 1,15
SIA (pH 7,0) 300 6,68 £ 1,29 6,53 + 1,46 6,61 +1,41 591 +1,35

*SGA: Suco géstrico artificial (pH 2,0); **SIA: Suco intestinal artificial (pH 7,0);
ns ¢ NS pdo significativo na coluna e na linha, respectivamente, pelo teste F a 5 % de

probabilidade para cada tempo de armazenamento (28 e 60 dias de armazenamento).
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A Tabela 6 apresenta o efeito dos tratamentos, tempo de exposi¢ao e interacao entre
os tratamentos e o tempo de exposicao sobre a viabilidade L. acidophilus e Bifidobacterium

nos queijos durante exposi¢do a bile 0,5 % apds 28 e 60 dias de armazenamento.

Em relacdo a viabilidade do L. acidophilus nos queijos durante a exposicdo a bile,
observa-se que apds 28 dias de armazenamento apenas o tempo de exposicdo afetou a
viabilidade do micro-organismo. No entanto, apds 60 dias de armazenamento nenhum dos
fatores avaliados afetou a viabilidade do lactobacilo. Com relagdo a viabilidade da
Bifidobacterium nos queijos durante a exposi¢do a bile, pode-se observar na mesma tabela
que apds 28 dias de armazenamento apenas o tempo de exposicdo afetou sua viabilidade.
Enquanto que, apés 60 dias de armazenamento os tratamentos afetaram a viabilidade do
micro-organismo. O queijo Prato adicionado apenas de Bifidobacterium Bb-12 apresentou
maior viabilidade desta cultura (5,70 log UFC / g) quando comparado ao queijo adicionado

das duas culturas probiodticas (4,24 log UFC / g) (Tabela 6).

Tabela 6. Resumo da andlise de variancia (ANOVA) sobre o efeito dos tratamentos, tempo
de exposicdo e interagdo entre os tratamentos e o tempo de exposi¢cdo sobre a viabilidade de
Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium nos queijos durante exposicdo a bile 0,5 %
apos 28 e 60 dias de armazenamento.

Valores de p

L. acidophilus La-5 Bifidobacterium Bb-12
Fatores
GL 28 dias 60 dias 28 dias 60 dias
Tratamentos ! ©2 1 0,130 0,349 0,138 0,011
Tempo de exposigio * 2 0,040 0,295 0,008 0,052
Tratamentos x Tempo de exposi¢cao 2 0,360 0,816 0,375 0,264

"Tratamentos: Queijo Prato adicionado de Lactobacillus acidophilus e queijo Prato adicionado de
Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium.

2 Tratamentos: Queijo Prato adicionado de Bifidobacterium e queijo Prato adicionado de
Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium.

3 Tempo de exposi¢do: 0, 60 e 300 minutos.

Apesar do tempo de exposicao a bile ter afetado significativamente a viabilidade do
L. acidophilus e Bifidobacterium nos queijos apds 28 dias de armazenamento, observa-se

na Tabela 7, que ao final do tempo de exposicdo (300 minutos), ndo houve diferenca
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significativa da viabilidade do L. acidophilus e Bifidobacterium quando comparado ao
tempo de exposicao inicial (O minutos).
Tabela 7. Efeito do tempo de exposicao a bile 0,5 % sobre a viabilidade do L. acidophilus

La-5 e Bifidobacterium Bb-12 em log de UFC / g de queijo, apds 28 dias de
armazenamento.

28 dias de armazenamento

Tempo (minutos) L. acidophilus La-5 Bifidobacterium Bb-12
(log UFC/ g) (log UFC/ g)

0 5,29° 4,89°

60 6,28 6,62°

300 5,77% 5,83%®

b Letras mindsculas diferentes na mesma coluna ao longo do tempo de exposi¢do apresentam
diferenca significativa pelo teste Tukey (p < 0,05).

Os resultados sugerem um efeito protetivo da matriz do queijo sobre os micro-
organismos probidticos durante a exposi¢cdo a bile. Além disso, por se tratarem de culturas
probidticas comerciais, estas podem apresentar adaptacdo a altas concentragdes de bile ou

mesmo a capacidade de desconjugar os sais biliares.

Desta forma, o queijo Prato pode ser considerado um veiculo adequado para a
adicao de L. acidophilus e Bifidobacterium, uma vez que a matriz proteico gordurosa dos
queijos pode ter conferido protecdo aos micro-organismos probidticos durante a simulagdo

gastrointestinal e a bile.

4.4 Avaliacao sensorial dos queijos Prato pelo método de Perfil Livre

O perfil sensorial dos queijos foi determinado por um grupo de provadores nao
treinados, mas que ja possuiam experiéncia em testes descritivos, facilitando assim o
levantamento dos termos descritores e suas defini¢des.

O teste sensorial foi realizado apds 28 e 60 dias de armazenamento refrigerado dos
queijos. A Tabela 8 apresenta os termos descritores, nimero de citacdes de cada termo

pelos provadores e a correlag@o destes com a primeira e segunda dimensao.
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Tabela 8. Nimero de vezes que cada atributo foi citado pelos provadores! e nimero de

vezes que cada atributo apresentou alta correlaciio (r > 0,7) com a 1? e 2* dimensdes>.

28 dias* 60 dias**
Atributos Nuglero Alta Nu(Iinero Alta
¢ . correla¢do? % . correlagdo®
citacdes citacdes

Aparéncia
Cor amarela / amarelo 13 7 14 10
Homogeneidade em relacio a soldagem da
massa / homogeneidade / homogeneidade 6 6 6 4
da massa / uniformidade / olhaduras
Brilho / Opaco 6
Homogeneidade em relacdo a cor 1 1 1
Cremosidade aparente 1 - - -
Aroma
Caracteristico de queijo Prato / Queijo

.. 7 6 8 7
Prato / Queijo
Amanteigado / manteiga / gordura 6 5 7 5
Adocicado / doce 6 1 6 5
Leite / Leite cozido 3 2 3 2
Acido 2 1 2 1
Gordura 1 1 1 1
Lécteo 1 1 1 1
Sabor
Amargo / Gosto amargo 11 10 12 11
Salgado / sal / gosto salgado 9 6 10 8
Acido / Acidez / Azedo 6 6 8 6
Suave / Caracteristico de queijo Prato / 7 5 7 5
Queijo / Queijo Prato
Manteiga 3 2 3 2
Adstringéncia / Adstringente 2 1 2 1
Leite / Gosto de leite 2 1 2 2
Residual 4cido 1 1 2 2
Maturado 1 1 2 1
Gordura 1 1 1 1
Residual Amargo 1 1 1 1
Amendoado 1 1 1 1
Doce 1 - 1 1
Textura
Dureza / Corpo / Maciez / Macia /
Cremosidade / Firmeza 1 1 1 1
Cremosa / Derretimento na boca 3 2 3 2
Maciez / Cremosidade 2 1 2 4
Cremosa 1 1 1 -
Adesividade 1 1 1 1
Homogeneidade 1 1 1 1

*n = 13 provadores; **n = 14 provadores.
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Os provadores usaram, em média, 9 termos para descrever as diferencas entre as
amostras em relacdo aos atributos de aparéncia, aroma, sabor e textura. O nimero de
termos levantados por grupo de atributos variou de 4 a 13 e o atributo sabor foi o que
apresentou 0 maior nimero de descritores (Tabela 8). Considerando-se o nimero de
citagdes com que cada atributo foi utilizado pelos provadores e a correlacdo destes em
relacdo a primeira e segunda dimensdes, podemos observar na Tabela 8 que para os dois
tempos de armazenamento estudados, os atributos mais relevantes para aparéncia foram cor
amarela, homogeneidade da massa e brilho, enquanto para o aroma, destacam-se os termos
“caracteristico de queijo Prato”, manteiga e adocicado. Para o sabor, os termos gosto
amargo, gosto salgado, gosto acido e ‘“caracteristico de queijo Prato” foram os mais
relevantes.

Em relagdo ao atributo textura, o termo definido como “forca necessaria para
comprimir um queijo entre os dentes” (FOX et al., 2000) que caracteriza a dureza dos
produtos foi o que melhor descreveu os queijos Prato. No entanto, os provadores utilizaram
termos diferentes, mesmo coloquiais, como por exemplo, maciez, corpo e firmeza, para
definir o termo dureza, apresentando uma caracteristica da andlise de Perfil Livre que
assume que os provadores ndo diferem na forma de perceber as caracteristicas sensoriais,
mas na forma de descrevé-las (BARCENAS et al.,, 2003; VERRUMA-BERNARDI e
DAMASIO, 2004; LAWLESS e HEYMANN, 2010).

Na configuracdo de consenso obtida pela Andlise de Procrustes Generalizada, a
soma da porcentagem de explicacdo dos atributos avaliados foram, em média, 92,70 e
96,85 % de variabilidade respectivamente, apds 28 e 60 dias de armazenamento
(Figuras 10 a 17). As porcentagens de explicacdo podem ser consideradas altas quando
comparadas a valores encontrados na literatura para queijo Cheddar, Mucgarela de bufula e
queijo de cabra que apresentam uma variagao de 48,00, 71,81 e 91,47 %, respectivamente
(JACK et al., 1993; GONZALEZ VINAS et al., 2001; VERRUMA-BERNARDI e
DAMASIO, 2004).

Em relacdo ao atributo aparéncia, observa-se na Figura 10 que apds 28 dias de
armazenamento refrigerado, os queijos adicionados apenas de L. acidophilus e o queijo

adicionado dos dois probidticos apresentaram caracteristicas similares, devido a
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proximidade entre as mesmas € com uma alta correlacdo na primeira dimensao com 0s
atributos cor amarela e homogeneidade da massa (Tabela 9). O queijo controle e o queijo
adicionado de Bifidobacterium Bb-12, apesar de serem caracterizados pelos atributos cor
amarela, homogeneidade da massa apresentaram uma baixa correlagdo destas
caracteristicas (Figura 10). O brilho foi o atributo que mais caracterizou o queijo
adicionado de Bifidobacterium Bb-12, com correlacdes negativas na primeira dimensio

maiores que 0,7.
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Figura 10. Perfil sensorial do queijo Prato, apds 28 dias de armazenamento, em relacio ao
atributo aparéncia: (a) configuracdo de consenso obtida na Andlise de Procrustes
Generalizada em relacdo as amostras e (b) distribuicdo dos atributos definidos pelos
provadores nas duas primeiras dimensoes.
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Tabela 9. Atributos de aparéncia com alta correlacdo (r > 0,7) para cada provador na
primeira e segunda dimensdes, apds 28 dias de armazenamento.

Provador Dimensio 1 Dimensio 2

P1 Opaco (-0,877) Cor amarela (-0,913)

P2 Homogeneidade em relacdo a cor Homogeneidade em relagdo a
(0,818) soldagem da massa (0,973)

P3 Brilho (-0,986) -

P4 Uniformidade (-0,795) Cor amarela (0,885)

P5 Brilho (-0,867) -

P6 Homogeneidade (0,844) Cor amarela (0,944)

P7 Cor amarela (0,790) -

P8 - Amarelo (0,918)

Homogeneidade (0,772)

P9 Olhaduras (-0,737) -

P10 Cor amarela (0,824) -
Brilho (-0,721)

P11 Homogeneidade da massa (0,747) -

P12 - -

P13 Amarelo (0,985) -

Ap6s 60 dias de armazenamento, observa-se na Figura 11 que os queijos foram
discriminados de forma diferente. Os queijos adicionados apenas de L. acidophilus na
configuragdo de consenso distanciou-se do queijo adicionado dos dois micro-organismos
probidticos, no entanto, mantiveram uma alta correlacio com atributos cor amarela e
homogeneidade da massa (Figura 11 e Tabela 10). Os queijos controle e adicionado de
Bifidobacterium Bb-12 aproximaram-se apresentando caracteristicas similares, mas
mantiveram baixa caracterizacdo em relacdo a cor amarela, apesar do processamento e

composi¢do dos queijos serem similares.
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Figura 11. Perfil sensorial do queijo Prato, apds 60 dias de armazenamento, em relagdo ao
atributo aparéncia: (a) configuracdo de consenso obtida na Andlise de Procrustes
Generalizada em relacdo as amostras e (b) distribuicdo dos atributos definidos pelos
provadores nas duas primeiras dimensoes.
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Tabela 10. Atributos de aparéncia com alta correlagdo (r > 0,7) para cada provador na
primeira e segunda dimensodes, apds 60 dias de armazenamento.

Provador Dimenséo 1 Dimensao 2

P1 - -

P2 - Homogeneidade em relagdo a cor
(0,878)

P3 - Amarelo (0,889)

P4 - Cor amarela (-0,845)

P5 Cor amarela (0,948) -

Brilho (1,000)

P6 - Cor amarela (0,864)
Homogeneidade (0,871)

P7 - -

P8 Amarelo (0,847) Homogeneidade (-0,919)

P9 Amarelo (0,910) Brilho (0,755)

Olhaduras (-0,764)

P10 - Cor amarela (0,801)
Brilho (-0,890)

P11 - Homogeneidade da massa
(-0,717)

P12 Amarelo (0,988) -

P13 Amarelo (0,953) -

P14 Intensidade da cor (0,757) -

Quanto ao atributo aroma, apos 28 dias de armazenamento, o queijo adicionado
apenas de L. acidophilus apresentou maior caracterizacdo em relacdo aos atributos
“caracteristico de queijo Prato”, manteiga e adocicado (Figura 12). O queijo controle e o
queijo adicionado dos dois micro-organismos probidticos apresentaram caracteristicas
similares e uma menor correlagdo na primeira dimensdo com os atributos “caracteristico de
queijo Prato”, manteiga e adocicado (Tabela 11). J& o queijo adicionado apenas de
Bifidobacterium apresentou caracteristica distinta dos demais queijos com baixa correlacio

com os atributos descritos anteriormente (Figura 12).
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Figura 12. Perfil sensorial do queijo Prato, apds 28 dias de armazenamento, em relagdo ao
atributo aroma: (a) configuracdo de consenso obtida na Andlise de Procrustes Generalizada
em relacdo as amostras e (b) distribui¢cdo dos atributos definidos pelos provadores nas duas
primeiras dimensoes.
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Tabela 11. Atributos de aroma com alta correlagao (r > 0,7) para cada provador na primeira
e segunda dimensdes, apos 28 dias de armazenamento.

Provador Dimensio 1 Dimensio 2

P1 - -

P2 Acido (0,979) Adocicado (0,719)
Amanteigado (0,778) -

P3 - Doce (-0,939)

P4 Queijo (0,830) -

P5 Queijo Prato (0,752) -
Gordura (0,899)

P6 Queijo (-0,718) Manteiga (0,895)

Leite (-0,856)

P7 Leite (0,980) -

P8 - Caracteristico de queijo (-0,804)

P9 Manteiga (0,980) -
Doce (0,972)

P10 Acido (-0,736) Amanteigado (0,754)
Caracteristico de queijo Prato (0,692)

P11 Queijo Prato (0,836) -
Lacteo (0,841)

P12 - -

P13 - Adocicado (0,736)

O aumento do tempo de armazenamento, ndo alterou as caracteristicas de aroma
percebidas no queijo adicionado apenas de L. acidophilus que continuou apresentando
maior caracteriza¢do dos aromas “caracteristico de queijo Prato”, manteiga e adocicado e
alta correlagdo na primeira dimensdo (Figura 13 e Tabela 12). Por outro lado, o queijo
adicionado dos dois probidticos passou a apresentar maior associacdo com 0S aromas
descritos anteriormente distanciando-se do queijo controle (Figura 13 e Tabela 12). O
queijo adicionado apenas de Bifidobacterium, manteve baixa correlagdo com os aromas

“caracteristico de queijo Prato”, manteiga e adocicado (Figura 13 e Tabela 12).

O aroma “caracteristico de queijo Prato” levantado pela maioria dos provadores
percebido em diferentes intensidades nos quejos, encontra-se associado as diferentes
propor¢des dos compostos voldteis, principalmente os compostos sulfurosos formados
durante a protedlise dos queijos, que tem sido relacionado ao aroma caracteristico dos
queijos (YVON e RIJNEN, 2001; CURTIN e McSWEENEY, 2004). Em relacdo ao aroma

adocicado e manteiga, atribuidos aos queijos, possivelmente encontram-se relacionados ao
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metabolismo da lactose residual, citrato, lactato e catabolismo de aminoacidos (GOMES e

MALCATA, 1999; SMIT et al., 2000).
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Figura 13. Perfil sensorial do queijo Prato, apés 60 dias de armazenamento, em relagao
ao atributo aroma: (a) configuracdo de consenso obtida na Andlise de Procrustes
Generalizada em relacdo as amostras e (b) distribuicdo dos atributos definidos pelos
provadores nas duas primeiras dimensoes.
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Tabela 12. Atributos de aroma com alta correlagao (r > 0,7) para cada provador na primeira
e segunda dimensdes, apds 60 dias de armazenamento.

Provador Dimenséo 1 Dimenséo 2
P1 Gordura (0,757) -
P2 Caracteristico de queijo Prato (-0,809) -
P3 Amanteigado (0,927) -
Doce (0,939)
P4 - Queijo (0,933)
P5 Leite cozido (-0,839) Queijo Prato (-0,957)
Gordura (0,972)
P6 Queijo (0,792) Leite (0,942)
P7 - -
P8 Caracteristico de queijo (-0,853)
P9 Manteiga (-0,718) -
P10 Acido (-0,736) Amanteigado (0,754)
P11 Queijo Prato (0,836) -
Lacteo (0,841)
P12 - -
P13 - Adocicado (0,736)
P14 Gordura (0,757) -

A configuragdo de consenso e distribuicdo dos termos descritores levantados pelos
provadores para os atributos de sabor sdo apresentados nas Figuras 14 e 15. O tempo de
armazenamento ndo conferiu mudancas na percep¢do dos provadores em relacdo aos
queijos controle e probidticos. O queijo adicionado de L. acidophilus e o queijo adicionado
dos dois micro-organismos probidticos apresentaram caracteristicas similares, devido a
proximidade das amostras e foram correlacionados principalmente com o atributo
“caracteristico de queijo Prato” (Tabela 13 e 14). O sabor “caracteristico de queijo Prato”
nesses queijos, pode estar relacionado a maior protedlise secundaria (Figura 4b), formando
peptideos sdpidos e aminodcidos (CURTIN e McSWEENEY, 2004). O queijo adicionado
apenas de Bifidobacterium também foi relacionado ao atributo “caracteristico de queijo
Prato”, no entanto, o gosto acido apresentou-se mais relacionado a esse queijo (Tabela 13 e
14). A percepcao do gosto acido no queijo adicionado apenas de Bifidobacterium pode estar
relacionado ao metabolismo deste micro-organismo, que produz dcido acético, além de
acido lactico na proporcao molar de 3:2 (GOMES e MALCATA, 1999; BALLONGUE,
2004; VASILJEVIC e SHAH, 2008). Apesar do sabor acético ndo ter sido percebido pelos

provadores, este pode ter contribuido para o gosto dcido percebido no queijo adicionado de
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Bifidobacterium. O gosto amargo foi marcantemente associado ao queijo controle durante
os tempos de armazenamento. A percep¢do deste no queijo controle pode estar relacionado
a sua menor protedlise quando comparado aos queijos probidticos (Figura 4), devido a
auséncia de proteinases e peptidases nas estirpes de lactococos que hidrolisam os peptideos
de gosto amargo, causando um acimulo de peptideos hidrofébicos (SMIT et al., 2000;

FURTADO, 2005).
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Figura 14. Perfil sensorial do queijo Prato, apds 28 dias de armazenamento, em relagdo ao
atributo sabor: (a) configuracdo de consenso obtida na Andlise de Procrustes Generalizada
em relacdo as amostras e (b) distribui¢cdo dos atributos definidos pelos provadores nas duas
primeiras dimensdes.
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Tabela 13. Atributos de sabor com alta correlagdo (r > 0,7) para cada provador na primeira
e segunda dimensdes, apds 28 dias de armazenamento.

Provador Dimenséo 1 Dimensio 2
P1 Amargo (0,860) -
Suave (-0,826)
P2 Acido (-0,748) -
Amargo (0,755)
Caracteristico de queijo Prato
(-0,883)
Salgado (0,808)
P3 - Amargo (-0,911)
Manteiga (-0,923)
Sal (-0,940)
P4 Queijo (-0,950)
Salgado (-0,844)
P5 - Acido (0,721)
Gordura (0,876)
Amargo (0,733)
Residual acido (0,803)
Residual amargo (0,586)
P6 Acidez (-0,960) Queijo (-0,503)
Adstringéncia (-0,821)
Gosto amargo (-0,926)
Gosto salgado (-0,871)
P7 Gosto amargo (0,820) -
Gosto de leite (-0,907)
P8 - Amargo (0,783)
P9 Amargo (0,815) -
Caracteristico de queijo Prato
(-0,940)
Sal (-0,754)
P10 Amargo (0,786) Acido (0,892)
Salgado (-0,746) Amendoado (-0,886)
Manteiga (-0,992)
Maturado (-0,719)
P11 Queijo Prato (0,711) -
Sal (0,809)
P12 Acido (-0,754) -
P13 - Amargo (0,984)

Azedo (0,977)
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Figura 15. Perfil sensorial do queijo Prato, apés 60 dias de armazenamento, em relagao
ao atributo sabor: (a) configuragdo de consenso obtida na Andlise de Procrustes
Generalizada em relagdo as amostras e (b) distribuicdo dos atributos definidos pelos
provadores nas duas primeiras dimensdes.
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Tabela 14. Atributos de sabor com alta correlacao (r > 0,7) para cada provador na primeira
e segunda dimensdes, apos 60 dias de armazenamento.

Provador

Dimensio 1

Dimensao 2

P1

Adstringente (0,864)
Amargo (0,926)
Suave (0,926)

Produto fermentado (-0,721)

P2

Acido (-0,921)
Amargo (0,986)

P3

Amargo (0,831)
Manteiga (0,921)
Sal (0,866)

P4

Queijo (-0,950)

Salgado (-0,906)

P5

Queijo Prato (-0,771)
Acido (-0,945)

Gordura (-0,907)
Amargo (0,890)
Residual 4cido (-0,578)
Residual amargo (0,790)

P6

Leite (0,969)
Gosto amargo (0,826)

Acidez (0,992)
Gosto salgado (-0,705)
Acidez residual (-0,854)

P7

Gosto amargo (0,778)
Gosto de leite (-0,725)
Acidez (-0,837)

P8

Amargo (0,837)
Salgado (-0,771)

P9

Caracteristico de queijo Prato
(-0,922)
Sal (0,874)

P10

Amargo (0,917)
Salgado (0,973)

Acido (0,535)
Amendoado (-0,947)
Manteiga (0,826)
Maturado (0,948)

P11

Amargo (0,886)
Queijo Prato (-0,932)

Sal (-0,976)

P12

Acido (0,717)

Doce (-0,846)
Amargo (0,979)

P13

Amargo (0,955)
Azedo (0,943)

P14

Sal (-0,936)
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Em relagdo a textura, ap6s 28 dias de armazenamento, o queijo controle e o queijo
adicionado apenas de L. acidophilus apresentaram caracteristicas similares e os atributos
dureza e maciez foram os que melhor descreveram esses queijos (Tabela 15), enquanto que
o queijo adicionado apenas de Bifidobacterium e o queijo adicionado dos dois micro-
organismos probidticos foram menos relacionados a esses atributos (Figura 16).
Ap6s 60 dias de armazenamento, o queijo adicionado apenas de L. acidophilus e o queijo
adicionado dos dois micro-organismos probidticos aproximaram-se e foram
correlacionados negativamente na primeira dimensdo com dureza e maciez (Figura 17 e
Tabela 16). O queijo controle e o queijo adicionado apenas de Bifidobacterium foram
caracterizados em posicao oposta aos queijos adicionados de L. acidophilus, apresentando
altas correlagdes com os atributos maciez e cremosa na primeira dimensao (Figura 17 e

Tabela 16).

Os resultados mostraram que a adigdo das culturas probidticas conferiram
caracteristicas de aroma e sabor tipicos de queijo Prato mais pronunciadas, e que os queijos
adicionados de L. acidophilus apresentaram caracteristicas similares distanciando-se dos
queijos controle e do queijo adicionado de Bifidobacterium, indicando que o L. acidophilus
desempenhou um importante papel no desenvolvimento das caracteristicas sensoriais do

produto.
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Figura 16. Perfil sensorial do queijo Prato, apds 28 dias de armazenamento, em relagdo ao
atributo textura: (a) configuracdo de consenso obtida na Andlise de Procrustes Generalizada
em relacdo as amostras e (b) distribuicdo dos atributos definidos pelos provadores nas duas
primeiras dimensoes.
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Tabela 15. Atributos de textura com alta correlacdo (r > 0,7) para cada provador na
primeira e segunda dimensoes, apds 28 dias de armazenamento.

Provador Dimensio 1 Dimensio 2
P1 Macio (0,986) -
P2 Maciez (0,886) Homogeneidade (0,961)
P3 Cremosa (0,859) -
Macia (0,959)
P4 Firmeza (-0,878) Maciez (0,816)
P5 - -
P6 Derretimento na boca (0,958) -
Maciez (0,710)
P7 Cremosa (-0,839) -
P8 Cremosidade (0,890) -
P9 Cremosa (0,973) -
Macia (0,924)
P10 Corpo (-0,955) -
P11 Maciez (0,780) Adesividade (-0,909)
P12 - -
P13 - -
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Figura 17. Perfil sensorial do queijo Prato, apds 60 dias de armazenamento, em relagdo ao
atributo textura: (a) configuracio de consenso obtida na Andlise de Procrustes Generalizada
em relacdo as amostras e (b) distribuicdo dos atributos definidos pelos provadores nas duas
primeiras dimensdes.
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Tabela 16. Atributos de textura com alta correlacdo (r > 0,7) para cada provador na

primeira e segunda dimensoes, apds 60 dias de armazenamento.

Provador Dimensio 1 Dimensio 2

P1 Macio (0,921) -

P2 - Homogeneidade (-0,862)
Maciez (-0,868)

P3 Cremosa (0,868) Macia (0,702)

P4 Maciez (-0,937) Firmeza (0,860)

P5 Dureza (-0,888) Cremosidade (-0,957)

P6 - -

P7 Cremosa (0,839) -

P8 Cremosidade (0,976) -

P9 Macia (-0,928) Cremosa (0,810)

P10 Corpo (-0,943)

P11 Maciez (0,818) Adesividade (0,779)

P12 - Desintegra (-0,772)
Macia (-0,772)

P13 Macia (0,842) -

P14 Dureza (-0,827) Maciez (0,714)
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S.

CONCLUSAO

A producdo de queijo Prato probidtico adicionado de Lactobacillus acidophilus
La-5 e Bifidobacterium Bb-12, separadamente ou juntos, mostrou-se vidvel, uma
vez que ndo alterou a composi¢ao fisico-quimica dos produtos, nem seu

comportamento durante a maturagao.

A matriz do queijo propiciou a manutengdo da viabilidade dos micro-organismos
probidticos durante os 60 dias de armazenamento refrigerado e durante a simulacdo

da passagem pelo trato gastrointestinal.

Os quatro tipos de queijo (Queijo Prato controle, adicionado de L. acidophilus La-5,
adicionado de Bifidobacterium Bb-12 e adicionado de L. acidophilus La-5 e
Bifidobacterium Bb-12) foram diferenciados pelo método sensorial de Perfil livre e
a adi¢do dos micro-organismos probidticos conferiu um desenvolvimento de aroma

e sabor caracteristico de queijo Prato mais pronunciados.
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ANEXO 2
DEFINICAO DOS TERMOS DESCRITORES 28 DIAS DE ARMAZENAMENTO

Provador 1

Aparéncia:

Cor amarela: Caracteristica da coloragdo de queijo Prato.
Opaco: Auséncia de brilho

Aroma:

Gordura: Remete ao odor de manteiga

Sabor:

Adstringente: Residual nio agradédvel na boca.

Amargo: Caracteristico de queijo maturado.

Suave: Caracteristico de queijo Prato, sem um sabor predominante
Textura:

Macio: Boa mastigabilidade

Provador 2
Aparéncia:
Cor amarela: Caracteristica de queijo Prato.

Homogeneidade em relacdo a cor: Ha partes que podem ter diferentes tonalidades de
amarelo.

Homogeneidade em relacdo a soldagem da massa: Presenga de pequenas olhaduras ou ndo.
Aroma:

Acido: Caracteristico de 4cido produzido por fermento ldtico; dcido latico.

Adocicado: Caracteristico de queijos de massa semi-cozida como gouda.

Amanteigado: Caracteristico da producdo de diacetil.

Caracteristico de queijo Prato: Combinagdo dos atributos adocicado e amanteigado.
Sabor:

Acido: Caracteristico de 4cido produzido por fermento latico; dcido latico.

Amargo: Caracteristico de queijo Prato em periodo de maturacdo; semelhante a solugcdo
amarga de quinino, por exemplo.

Caracteristico de queijo Prato: Combinagao dos atributos adocicado e amanteigado.

Manteiga: Caracteristico da producdo de diacetil.
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Salgado: Caracteristico do uso de cloreto de sddio.
Textura:
Homogeneidade: Em relacdo a percepc¢do de particulas mais duras durante a mastigacao.

Maciez: O quanto o queijo € resistente a mordida.

Provador 3

Aparéncia:

Amarelo: Coloracdo caracteristica de queijo Prato.

Brilho: Reflexdo da luz.

Aroma:

Amanteigado: Aroma semelhante ao de manteiga.

Doce: Aroma doce proveniente do metabolismo de bactérias heterofermentativas.
Sabor:

Amargo: Decorrente de peptideos hidrofobicos originados durante a maturacao.
Manteiga: Sabor caracteristico de manteiga.

Sal: Presenca de sais.

Textura:

Cremosa: Espalhabilidade na lingua e no palato.

Macia: Momento da ruptura com os dentes.

Provador 4

Aparéncia:

Cor amarela: Cor caracteristica de queijo Prato.
Uniformidade: Superficie lisa sem “buracos”.
Aroma:

Queijo: Caracteristico de queijo Prato

Sabor:

Queijo: Sabor caracteristico de queijo Prato.

Salgado: Gosto salgado caracteristico de queijo Prato.
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Textura:
Firmeza: Resisténcia ao corte, a mordida.

Maciez: Facilidade para morder, cortar.

Provador 5

Aparéncia:

Cor amarela: Cor caracteristica de queijo maturado.

Brilho: Reflexdo da luz.

Cremosidade aparente: Forca necessdria para penetrar o palito de dente no cubo de queijo.
Aroma:

Queijo Prato: Aroma caracteristico de queijo Prato.

Leite cozido: Aroma caracteristico de leite cozido.

Gordura: Caracteristico de queijos gordurosos.

Sabor:

Queijo Prato: Sabor caracteristico de queijo Prato.

Salgado: Sabor caracteristico de queijo salgado.

Acido: Gosto caracteristico de produtos dcidos.

Gordura: Gosto caracteristico de queijos gordurosos.

Amargo: Gosto amargo

Residual 4cido: Sabor caracteristico de queijo acido, apds engolir.
Residual amargo: Gosto amargo apds engolir.

Textura:

Dureza: For¢a necessdria para cortar o queijo na primeira mordida.

Cremosidade: Forca necessdria para mastigar o queijo.

Provador 6
Aparéncia:
Cor amarela: Cor amarela caracteristica de queijo Prato.

Homogeneidade: Massa compacta, sem bolhas de ar e com a mesma aparéncia em toda a
amostra.
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Aroma:

Leite: Aroma caracteristico de leite.

Manteiga: Aroma caracteristico da gordura do leite.
Queijo: Aroma caracteristico de queijo Prato.
Sabor:

Acidez: Sabor 4cido.

Adstringéncia: Sensagdo de “amarrar” a boca.
Leite: Sabor caracteristico de leite.

Queijo: Sabor caracteristico de queijo Prato.

Gosto amargo: Amargor percebido na amostra.
Gosto salgado: Quantidade de sal no queijo.
Textura:

Derretimento na boca: Capacidade do queijo de desmanchar na boca.

Maciez: For¢a necessdria para mordida.

Provador 7

Aparéncia:

Cor amarela: Caracteristica de certos tipos de queijo.
Aroma:

Leite: Caracteristico de certos tipos de queijo.

Sabor:

Gosto amargo: Nao caracteristico de queijo.

Gosto de leite: Caracteristico de certos tipos de queijo.
Textura:

Cremosa: Tipica de alguns tipos de queijo.
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Provador 8

Aparéncia:

Amarelo: Caracteristico de queijo Prato.
Homogeneidade: Caracteristica de queijo Prato.
Aroma:

Caracteristico de queijo: Queijo Prato.

Sabor:

Amargo: Residual amargo, adstringente.
Salgado: Caracteristico de queijo.

Textura:

Cremosidade: Macio, ndo muito s6lido (duro), pouco fraturavel.

Provador 9

Aparéncia:

Amarelo: Cor caracteristica do queijo Prato (gordura e corante).

Brilho: Aparéncia brilhante, resultante da reflexdo da luz.

Olhaduras: Orificios arredondados que podem ser mecanicos ou por micro-organismos.
Aroma:

Manteiga: Produto de aparéncia, sabor e aroma caracteristico.

Doce: Aroma que lembra o aroma de chantilly.

Sabor:

Amargo: Sensagdo desagradavel.

Sabor caracteristico de queijo Prato: Sabor caracteristico de queijo Prato devido a cultura
latica e maturagdo, produzindo sabor caracteristico.

Sal: Presenca de sais.
Textura:
Cremosa: Sensac¢do pastosa percebida na boca.

Macia: Forga para mastigar.
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Provador 10

Aparéncia:

Brilho: Capacidade de refletir a luz.

Cor amarela: Caracteristico de urucum em queijo.

Aroma:

Acido: Aroma de 4cido ldtico produzido pela cultura latica.

Adocicado: Aroma doce produzido pela agdo de micro-organismos / enzimas.
Amanteigado: Aroma caracteristico de manteiga.

Caracteristico de queijo Prato: Aroma produzido pela acao da cultura latica e enzimas
durante o processo de maturacdo do queijo.

Sabor:

Acido: Acido latico produzido por micro-organismos da cultura litica.

Amargo: Peptideos hidrofobicos produzidos durante a maturagao.

Amendoado: Sabor amendoado produzido pela acdo de cultura ldtica durante a maturacao.
Manteiga: Sabor caracteristico de manteiga.

Maturado: Sabor produzido por micro-organismos / enzimas durante processo de maturagao
com o tempo.

Salgado: Sabor dado pela concentracao de NaCl no queijo.
Textura:

Corpo: Resisténcia produzida pelo queijo ao morder.

Provador 11

Aparéncia:

Brilho: Brilho devido a gordura.

Cor amarela: Cor tipica de queijo Prato.
Homogeneidade da massa: Auséncia de furos.
Aroma:

Queijo Prato: Aroma tipico de queijo Prato.
Lacteo: Tipico de produtos de leite.

Sabor:

Amargo: Gosto amargo.

Queijo Prato: Sabor tipico de queijo Prato.

Sal: Gosto salgado.
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Textura:
Adesividade: Adesivo aos dentes ao mastigar.

Maciez: Compressao ao morder.

Provador 12

Aparéncia:

Amarelo: Queijo mucarela.
Aroma:

Doce: Quando ao cheirar a amostra e apds engolir a sensacdo doce lembra o sabor de doce
de leite.

Sabor:
Acido: Sensac¢do acida ao morder que lembra a presenca de dcido em iogurte.

Doce: Ao morder e engolir percepcdo de sabor doce na intensidade do queijo mucgarela e
mais fraco de doce de leite.

Textura:
Desintegra: Facilidade de desmanchar na boca.

Macia: Pouca resisténcia ao morder, lembrando queijo mugarela.

Provador 13

Aparéncia:

Amarelo: Que lembra queijo prato, mucarela, cheddar.
Aroma:

Adocicado: Lembra aroma de requeijao.

Sabor:

Amargo: Folha de boldo.

Azedo: limao, abacaxi, acerola.

Textura:

Macia: Lembra manteiga em barra, com menos gordura.
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DEFINICAO DOS TERMOS DESCRITORES 60 DIAS DE ARMAZENAMENTO

Provador 1

Aparéncia:

Cor amarela: Caracteristica da coloragao de queijo Prato.

Opaco: Auséncia de brilho

Aroma:

Gordura: Remete ao odor de manteiga

Sabor:

Adstringente: Residual ndo agraddvel na boca.

Amargo: Caracteristico de queijo maturado.

Suave: Caracteristico de queijo Prato, sem um sabor predominante.
Produto Fermentado: remete ao sabor de produtos lacteos acrescidos de cultura.
Textura:

Macio: Boa mastigabilidade

Provador 2
Aparéncia:
Cor amarela: Caracteristica de queijo Prato.

Homogeneidade em relacdo a cor: Ha partes que podem ter diferentes tonalidades de
amarelo.

Homogeneidade em relacdo a soldagem da massa: Presenga de pequenas olhaduras ou ndo.
Aroma:

Acido: Caracteristico de 4cido produzido por fermento ldtico; dcido latico.

Adocicado: Caracteristico de queijos de massa semi-cozida como gouda.

Amanteigado: Caracteristico da producdo de diacetil.

Caracteristico de queijo Prato: Combinagdo dos atributos adocicado e amanteigado.
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Sabor:
Acido: Caracteristico de 4cido produzido por fermento ldtico; dcido ldtico.

Amargo: Caracteristico de queijo Prato em periodo de maturacdo; semelhante a solu¢ao
amarga de quinino, por exemplo.

Caracteristico de queijo Prato: Combinagao dos atributos adocicado e amanteigado.
Manteiga: Caracteristico da producdo de diacetil.

Salgado: Caracteristico do uso de cloreto de sddio.

Textura:

Homogeneidade: Em relacdo a percepc¢do de particulas mais duras durante a mastigacao.

Maciez: O quanto o queijo € resistente a mordida.

Provador 3

Aparéncia:

Amarelo: Coloragdo caracteristica de queijo Prato.

Brilho: Reflexao da luz.

Aroma:

Amanteigado: Aroma semelhante ao de manteiga.

Doce: Aroma doce proveniente do metabolismo de bactérias heterofermentativas.
Sabor:

Amargo: Decorrente de peptideos hidrofébicos originados durante a maturagao.
Manteiga: Sabor caracteristico de manteiga.

Sal: Presenca de sais.

Textura:

Cremosa: Espalhabilidade na lingua e no palato.

Macia: Momento da ruptura com os dentes.
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Provador 4

Aparéncia:

Cor amarela: Cor caracteristica de queijo Prato.
Uniformidade: Superficie lisa sem “buracos”.
Aroma:

Queijo: Caracteristico de queijo Prato

Sabor:

Queijo: Sabor caracteristico de queijo Prato.

Salgado: Gosto salgado caracteristico de queijo Prato.
Acidez: sabor 4cido, de 4cido citrico. Sabor de dcidos organicos.
Textura:

Firmeza: Resisténcia ao corte, a mordida.

Maciez: Facilidade para morder, cortar.

Provador 5

Aparéncia:

Cor amarela: Cor caracteristica de queijo maturado.

Brilho: Reflexdo da luz.

Aroma:

Queijo Prato: Aroma caracteristico de queijo Prato.

Gordura: Caracteristico de queijos gordurosos.

Sabor:

Queijo Prato: Sabor caracteristico de queijo Prato.

Salgado: Sabor caracteristico de queijo salgado.

Acido: Gosto caracteristico de produtos dcidos.

Gordura: Gosto caracteristico de queijos gordurosos.

Amargo: Gosto amargo.

Residual acido: Sabor caracteristico de queijo acido, apds engolir.
Residual amargo: Gosto amargo apds engolir.

Textura:

Dureza: For¢a necessdria para cortar o queijo na primeira mordida.

Cremosidade: Forca necessdria para mastigar o queijo.
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Provador 6
Aparéncia:
Cor amarela: Cor amarela caracteristica de queijo Prato.

Homogeneidade: Massa compacta, sem bolhas de ar e com a mesma aparéncia em toda a
amostra.

Aroma:

Leite: Aroma caracteristico de leite.

Manteiga: Aroma caracteristico da gordura do leite.
Queijo: Aroma caracteristico de queijo Prato.

Sabor:

Acidez: Sabor 4cido.

Adstringéncia: Sensa¢do de “amarrar” a boca.

Leite: Sabor caracteristico de leite.

Queijo: Sabor caracteristico de queijo Prato.

Gosto amargo: Amargor percebido na amostra.

Gosto salgado: Quantidade de sal no queijo.

Acidez residual: acidez percebida apds engolir o alimento.
Textura:

Derretimento na boca: Capacidade do queijo de desmanchar na boca.

Maciez: Forga necessaria para mordida.

Provador 7

Aparéncia:

Cor amarela: Caracteristica de certos tipos de queijo.
Aroma:

Leite: Caracteristico de certos tipos de queijo.

Sabor:

Gosto amargo: Nao caracteristico de queijo.

Gosto de leite: Caracteristico de certos tipos de queijo.
Acidez: Percep¢ao do sabor dcido devido fermentacao.
Textura:

Cremosa: Tipica de alguns tipos de queijo.
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Provador 8

Aparéncia:

Amarelo: Caracteristico de queijo Prato.
Homogeneidade: Caracteristica de queijo Prato.
Aroma:

Caracteristico de queijo: Queijo Prato.

Sabor:

Amargo: Residual amargo, adstringente.
Salgado: Caracteristico de queijo.

Textura:

Cremosidade: Macio, ndo muito s6lido (duro), pouco fraturavel.

Provador 9

Aparéncia:

Amarelo: Cor caracteristica do queijo Prato (gordura e corante).

Brilho: Aparéncia brilhante, resultante da reflexao da luz.

Olhaduras: Orificios arredondados que podem ser mecanicos ou por micro-organismos.
Aroma:

Manteiga: Produto de aparéncia, sabor e aroma caracteristico.

Doce: Aroma que lembra o aroma de chantilly.

Sabor:

Amargo: Sensacao desagraddvel.

Sabor caracteristico de queijo Prato: Sabor caracteristico de queijo Prato devido a cultura
latica e maturagdo, produzindo sabor caracteristico.

Sal: Presenca de sais.
Textura:
Cremosa: Sensa¢do pastosa percebida na boca.

Macia: Forga para mastigar.
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Provador 10

Aparéncia:

Brilho: Capacidade de refletir a luz.

Cor amarela: Caracteristico de urucum em queijo.

Aroma:

Acido: Aroma de 4cido ldtico produzido pela cultura latica.

Adocicado: Aroma doce produzido pela agdo de micro-organismos / enzimas.
Amanteigado: Aroma caracteristico de manteiga.

Caracteristico de queijo Prato: Aroma produzido pela acao da cultura latica e enzimas
durante o processo de maturacdo do queijo.

Sabor:

Acido: Acido latico produzido por micro-organismos da cultura litica.

Amargo: Peptideos hidrofobicos produzidos durante a maturagao.

Amendoado: Sabor amendoado produzido pela acdo de cultura ldtica durante a maturacao.
Manteiga: Sabor caracteristico de manteiga.

Maturado: Sabor produzido por micro-organismos / enzimas durante processo de maturagao
com o tempo.

Salgado: Sabor dado pela concentracao de NaCl no queijo.
Textura:

Corpo: Resisténcia produzida pelo queijo ao morder.

Provador 11

Aparéncia:

Brilho: Brilho devido a gordura.

Cor amarela: Cor tipica de queijo Prato.
Homogeneidade da massa: Auséncia de furos.
Aroma:

Queijo Prato: Aroma tipico de queijo Prato.
Lacteo: Tipico de produtos de leite.

Sabor:

Amargo: Gosto amargo.

Queijo Prato: Sabor tipico de queijo Prato.

Sal: Gosto salgado.
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Textura:
Adesividade: Adesivo aos dentes ao mastigar.

Maciez: Compressao ao morder.

Provador 12

Aparéncia:

Amarelo: Queijo mugarela.
Aroma:

Doce: Quando ao cheirar a amostra e apds engolir a sensacio doce lembra o sabor de
ambrosia.

Sabor:
Acido: Sensac¢do dcida ao morder que lembra a presenca de dcido em iogurte.

Doce: Ao morder e engolir percepcao de sabor doce na intensidade do queijo mucarela e
mais fraco de doce de leite.

Textura:
Desintegra: Facilidade de desmanchar na boca.

Macia: Pouca resisténcia ao morder, lembrando queijo mugarela.

Provador 13

Aparéncia:

Amarelo: Que lembra queijo prato, mucarela, cheddar.
Aroma:

Adocicado: Lembra aroma de requeijao.

Sabor:

Amargo: Folha de boldo.

Azedo: limao, abacaxi, acerola.

Textura:

Macia: Lembra manteiga em barra, com menos gordura.
Provador 14

Aparéncia:

Intensidade da cor: Varia dependendo da tonalidade.
Aroma:

Manteiga: Odor suave que lembra manteiga.
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Queijo: Odor forte caracteristico de queijos.

Sabor:

Sal: Gosto forte que fica na boca caracteristico do sal.
Textura:

Dureza: Varia de acordo com a rigidez na boca.

Maciez: A maciez varia de acordo com a textura mais dura ou mais macia percebida na
boca.
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