DOI: 10.5433/1679-0359.2012v33Supl2p3133

Requeijao cremoso probiotico: avaliacio da viabilidade de
Lactobacillus casei, da composicao fisico-quimica e aceitacao
sensorial

Probiotic “requeijao cremoso”: evaluation of Lactobacillus casei
viability, physical-chemical composition and sensory acceptance
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Vasconcellos Barros de Rensis?; Priscila Cristina Bizam Vianna®*

Resumo

O objetivo deste trabalho foi a elaboracdo de um requeijdo cremoso probiodtico, que mantenha as
caracteristicas fisico-quimicas ¢ sensoriais do produto tradicional, agregando propriedades funcionais.
Foi produzido um requeijao cremoso controle (sem a adigdo de probiodtico) e outro adicionado de
Lactobacillus casei, apos a fusdo da massa, a temperatura de 50£1°C. Os requeijoes controle e probidtico
foram envasados, armazenados a 4+1°C e submetidos as analises de composigdo centesimal apos 1 dia
de processamento. O pH dos requeijoes, assim como a contagem de Lactobacillus casei do requeijao
probidtico foram avaliados apos 1, 7, 14 e 28 dias de fabricagdo. A avaliagdo sensorial foi realizada no
4° dia de armazenamento ¢ os atributos analisados foram: aparéncia, sabor, aroma, textura, aceitagdo
geral e intengdo de compra. Os resultados foram avaliados por analise de variancia e teste de médias de
Tukey. Nao houve diferenca quanto a composi¢ao centesimal entre o requeijao controle ¢ o requeijao
probidtico. A contagem de Lactobacillus casei foi de 2,2x107 UFC/g ap6s 1 dia de processamento e
manteve-se constante durante os 28 dias de armazenamento a 4+1°C. O requeijao probidtico apresentou
boa aceitagdo sensorial e 82% dos provadores certamente ou provavelmente comprariam o produto.
Os resultados permitem concluir que o requeijao pode ser considerado uma boa alternativa de produto
lacteo probidtico.
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Abstract

The objective of this work was the production of probiotic “requeijao cremoso” that keeps the physical-
chemical and sensorial characteristics of the tradicional product, linked to the functional properties.
Control (without probiotic addition) and probiotic “requeijao cremoso” added with Lactobacillus casei
after fusion, at 50+1°C, were produced, packed and stored at 4+1°C. Control and probiotic “requeijao
cremoso” were evaluated to physical-chemical composition 1 day after processing. After 1, 7, 14 and 28
days of storage, the pH were evaluated for both products and Lactobacillus casei count only for probiotic
“requeijdo cremoso”. Sensory evaluation was accomplished on the 4" day of storage for appearance,
taste, flavor, texture, general acceptance and purchasing intention. The results were evaluated by
analysis of variance and Tukey’s test. There was no difference on physical-chemical composition of
control and probiotic “requeijdo cremoso”. Lactobacillus casei count was 2,2x107 UFC/g after 1 day of
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processing and not showed significant variations during the 28 days of storage. The probiotic “requeijao
cremoso” presented good sensory acceptance and 82% of the consumers certainly or probably buy the
probiotic product. The results showed that “requeijdo cremoso” may regard as a good alternative of

probiotic product.

Key words: Lactobacillus casei, probiotic, requeijado cremoso, sensorial

Introducio

Segundo a legislacdo brasileira “Requeijao ¢ o
produto obtido da fusdo da massa coalhada, cozida
ou ndo, dessorada e lavada, obtida por coagulacdo
acida e/ou enzimatica do leite opcionalmente
adicionada de creme de leite e/ou manteiga e/
ou gordura anidra de leite ou butteroil. O produto
podera estar adicionado de condimentos, especiarias
e outras substancias alimenticias” (BRASIL, 1997).

O requeijao é um produto tipico brasileiro,
fabricado em quase todo territdrio nacional, com
suas variagdes de tecnologia e caracteristicas que
diferem de regido para regido. O produto requeijao
encontra-se no mercado com diversos teores de
umidade, do cremoso até o bastante firme, possivel
de ser cortado em fatias, como o requeijao do Norte.
Um requeijdo cremoso apresenta em média 45% de
umidade, 30% de gordura, 23% de proteina, 2% de
sal e pH entre 5,3-5,5 (OLIVEIRA, 1990).

Segundo suas caracteristicas, o requeijao pode
ser classificado como um queijo processado.
Sua fabricag¢do inclui as etapas de trituragdo da
massa obtida por coagulagdo acida ou enzimatica,
mistura dos demais ingredientes da formulacao
(creme de leite, sal, d4gua e sal fundente) seguido
do aquecimento e agitagdo intensa para a fusdo
da massa. A caracteristica sensorial de um queijo
processado ¢ distinta de outros queijos devido ao
tratamento térmico aplicado e aos sais fundentes
utilizados (WALSTRA; WOUTERS; GEURTS,
2006).

Os sais fundentes ou emulsificantes comumente
utilizados na fabricagdo de queijos processados,
como o requeijdo, sdo os citratos e polifosfatos de
sddio, separadamente ou em misturas prontas. Estes
sais tem a fun¢@o de aumentar o pH e de diminuir o

teor de célcio i0nico (sequestrar calcio). A troca de
sais de calcio da matriz de paracaseina pelos sais
de sodio (do sal fundente) promove a formagao de
paracaseinato de calcio, melhorando a capacidade
de ligar agua da proteina. Assim, durante o
processamento, os sais fundentes promovem a
emulsificagdo da gordura livre e a reidratagdo
da proteina contribuindo para a formagdo de um
produto cremoso, homogéneo e estavel (FOX et al.,
2000).
Probidticos sdo  micro-organismos  Vvivos,
administrados em quantidades adequadas, que
conferem beneficios a saude do hospedeiro (FAO,
2006). O interesse comercial na exploragdo dos
atributos de satide propostos pelos probidticos tem
contribuido de uma forma significante para o rapido
crescimento e expansdo deste setor no comércio

(STANTON et al., 1998).

As culturas probioticas adicionadas a produtos
alimentares proporcionam beneficios para a saude
e nutricdo do homem. O emprego de bactérias
laticas em alimentos ¢ de longa data e a maioria das
cepas empregadas ¢ considerada micro-organismos
comensais, sem potencial patogénico (OLIVEIRA
et al., 2002). Entre os diversos géneros que
integram o grupo de culturas probioticas usados em
alimentos, destacam-se o género Bifidobacterium
e o Lactobacillus. Os probidticos aprovados pela
Anvisa (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria,
2008) sdo: Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
casei shirota, Lactobacillus casei var rhammnosus,
Lactobacillus casei var defensis, Lactobacillus
paracasei, Lactococcus lactis, Bifidobacterium
bifidum, Bifidobacterium animallis, Bifidobacterium
lactis, Bifidobacterium longum e Enterococcus
faecium (ANVISA, 2008).
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Os beneficios relacionados com a ingestdo de
probidticos sao o controle da microbiota intestinal;
estabilizacdo da microbiota intestinal apos o uso de
antibidticos; promogao da resisténcia gastrintestinal
a colonizagdo por patdgenos;
populagdo de patdgenos através da producao de
acidos acético e latico, de bacteriocinas e de outros
compostos antimicrobianos; promocdo da digestao
da lactose em individuos intolerantes; estimulacgdo

diminuigdo da

do sistema imune; alivio da constipa¢ao; aumento
da absor¢dao de minerais e producdo de vitaminas
(SHAH; LANKAPUTHRA, 1997).

Deve-se enfatizar que os micro-organismos
probidticos, ndo podem ser patogénicos € que seu
efeito benéfico para o hospedeiro via balango da
microbiologia intestinal, estdo correlacionados
com a quantidade ingerida e sugerida na faixa entre
10° a 10° células viaveis por mL ou g de produto
(GRANATO et al., 2010; SAAD, 2006). A Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria recomenda que
para um alimento ser considerado probidtico e atuar
no equilibrio da microbiota intestinal, este deve
apresentar quantidade minima vidvel para estes
micro-organismos na faixa de 10® a 10° UFC por
porcdo consumida do produto (ANVISA, 2008).
Essa quantidade minima de probidticos deve ser
considerada alta, para compensar uma possivel
reducdo no niimero de micro-organismos durante a

passagem pelo estdmago e intestino (SHAH, 2000).

Leites fermentados e iogurtes sdo os produtos

probidticos mais tradicionais e consumidos,

entretanto, os queijos podem ser uma boa
alternativa de matriz para estes micro-organismos
devido ao seu maior pH, conteido de gordura,
nivel de oxigénio, condi¢des de estocagem e por
ter uma matriz so6lida, podendo proteger o micro-
organismo probiotico com maior eficacia durante o
armazenamento do alimento e durante sua passagem
pelo trato gastrointestinal (STANTON et al., 1998).
Entretanto, a influéncia das etapas do processamento
sobre a sobrevivéncia dos probiodticos deve ser

levada em consideracdo (GRANATO et al., 2010).

A adigdo de probidticos em requeijdo cremoso
foi avaliada por Drunkler, Sene e Oliveira (2005).
Os autores produziram um requeijao cremoso
adicionado de Bifidobacterium animalis subsp. lactis
Bb-12 ¢ observaram a manutengdo da contagem do
micro-organismo probiotico em 10° UFC/g durante
60 dias de armazenamento. As caracteristicas
sensoriais do produto também ndo foram alteradas
quando comparadas ao requeijao controle.

Ramirez et al. (2007) desenvolveram um
requeijado cremoso com adi¢do de Lactobacillus
casei. A contagem inicial foi de 1,0x10'2 UFC/ml
e apos 15 dias diminuiu para 1,1x10° UFC/ml. Os
autores relacionaram a diminui¢do da contagem
do L. casei ao armazenamento do produto sob

refrigeragao.

Tendo em vista o aumento do consumo de
alimentos com adicdo de probidticos devido a
percepgdo do consumidor por seus beneficios a
satde, o objetivo deste trabalho foi a elaboragdo de
um requeijdo probidtico e avaliacdo da viabilidade
do Lactobacillus casei, composi¢ao fisico-quimica
e aceitacdo sensorial do produto.

Material e Métodos

Obtengdo da massa para preparo do requeijdo
cremoso

A massa foi obtida pelo aquecimento do leite
desnatado pasteurizado até a temperatura de 45°C
e coagulacdo com o acido lactico 85% (0,8% v/v).
O leite foi mantido sob agitagdo lenta e continua
até completa mistura do acido latico, seguida de
repouso até haver a precipitagdo da massa. Em
seguida, foi feita a dessora com auxilio de pano
de algodao e duas lavagens com agua filtrada até
que a massa atingisse o pH 5,2. A massa triturada
e os demais ingredientes foram pesados conforme
a seguinte formulagdo: 40,7% de massa, 37,7% de
creme de leite pasteurizado com 35% de gordura,
0,6% de cloreto de sodio, 0,6% de sal fundente e
20,3% de agua filtrada.
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Ap6s a pesagem dos ingredientes foi realizada a
fusdo da massa. A massa, o sal fundente, cloreto de
sodio e metade do creme de leite foram misturados
e aquecidos (90+1°C) até completa fusdo, quando
entdo foi adicionado o restante do creme de leite € a
agua. Apo6s 5 minutos de cozimento, o aquecimento
foi interrompido e o requeijao foi dividido em duas
partes de iguais. A primeira parte do requeijao
foi embalada em recipientes de polipropileno
(300 g) devidamente higienizados, tampados e
armazenados em BOD a 4+1°C e correspondeu ao
requeijao controle. A segunda parte foi resfriada a
temperatura de 50+1°C para a adigdo do probiotico
Lactobacillus casei (LC-11, Danisco, Dinamarca).

A foi
massa fundida conforme metodologia descrita

cultura probidtica adicionada na
por Drunkler et al. (2009) com adaptagdes. O
Lactobacillus casei foi pré-ativado em leite em
p6 desnatado (reconstituido a 12%) e incubado a
45°C/3 h. O in6culo foi adicionado no requeijao a
50°C, na concentracao de 0,5 g/100 g (p/p). Apos a
homogeneizagdo da cultura, o requeijao adicionado
de probiotico foi embalado em recipientes de
polipropileno e armazenado nas mesmas condi¢des

que o requeijao controle.

Andlises fisico-quimicas e microbiologicas

O leite desnatado utilizado nos processamentos
foi avaliado quanto ao pH, acidez, umidade, cinzas,
nitrogénio total (AOAC, 1995) e gordura (BRITISH
STANDARD INSTITUTION, 1989). Apos o 1° dia
de fabricacdo, o requeijao controle e o adicionado
de probidtico foram avaliados quanto ao pH,
acidez, umidade, cinzas, nitrogénio total (AOAC,
1995), gordura pelo método de Gerber (BRITISH
STANDARD INSTITUTION, 1989) e sal pelo
método de Volhard (RICHARDSON, 1985). O pH
das amostras com ¢ sem adigdo de probiotico foi
avaliado apos 1, 7, 14 e 28 dias armazenamento.
As andlises fisico-quimicas foram realizadas em
triplicata.

Para avaliacdo da wviabilidade do micro-
organismo probidtico durante o armazenamento
refrigerado, o requeijao que sofreu sua adig¢do foi
avaliado quanto a contagem de L. casei apos 1, 7,
14 e 28 dias. A contagem de Lactobacillus casei foi
realizada segundo metodologia descrita por Rogosa,
Mitchell e Wiseman (1951). Aliquotas de 25 g de
amostra foram transferidas para bolsas estéreis,
onde foram adicionados 225 mL de citrato de sodio
2%. A mistura foi homogeneizada e imediatamente
utilizada para a analise microbiologica. A partir
desta primeira dilui¢do, foram efetuadas as diluigdes
decimais subsequentes em dgua peptonada 0,1%. A
contagem foi realizada em Rogosa SL agar (HiMedia
Laboratories, India), pelo método de plaqueamento
em profundidade com sobrecamada, em duplicata,
incubando as placas a 37°C/72 horas.

Andlise sensorial

Para a realizacdo da avaliacdo sensorial
foram recrutados 56 provadores ndo treinados,
aleatoriamente. Os requeijoes probidtico e controle
foram avaliados apo6s 4 dias de armazenamento
refrigerado. As amostras (~ 25 g) foram servidas
a aproximadamente 7°t1C em copos plasticos
codificados com nUmeros aleatorios de 3 digitos
e submetidas a avaliacdo sensorial dos atributos
aparéncia, sabor, aroma, textura e aceitagdo geral
utilizando escala hedonica estruturada de nove
pontos onde “l-desgostei muitissimo” e “9-gostei
Os requeijoes
também quanto a intengdo de compra utilizando a

muitissimo”. foram avaliados
escala estruturada onde “l-certamente compraria”
e “5S-certamente ndo compraria” (MEILGAARD;

CIVILLE; CARR, 2006).

Delineamento experimental e avalia¢do estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o de
parcelas subdivididas (split-plot) em blocos e foram
realizadas 2 repeti¢des completas do experimento.
O efeito dos tratamentos (controle e adicionado de
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probidtico), do tempo de armazenamento (1, 7, 14
e 28 dias), bem como da interacdo destes fatores
sobre o pH e a contagem de Lactobacillus casei foi
avaliado por analise de variancia (ANOVA) e teste
de médias de Tukey ao nivel de 5% de significancia.

Os resultados da avaliagdo sensorial foram
avaliados por Andlise de Variancia (ANOVA), ao
nivel de significancia de 5%, e teste de médias de
Tukey. Os resultados do teste de inten¢ao de compra
foram transformados em porcentagem ¢ analisados
através de um histograma de frequéncias. Todos os
resultados foram avaliados utilizando o programa
Statistica 8.0 (Stat Soft, Inc).

Resultados e Discussao
Composigdo fisico-quimica do leite e do requeijdao

O leite desnatado pasteurizado apresentou
composi¢do caracteristica e dentro dos padrdes

estabelecidos pela IN n°® 62/2011 (BRASIL, 2011)
que sdo: maximo de 0,5% de gordura e acidez entre
14-18°D. Os valores médios de pH, acidez, gordura,
extrato seco total, cinzas e proteina total foram,
respectivamente: 6,94+0,28; 1812 °D; 0,4+0,1%;
9,01+0,7%; 0,7610,05% e 2,56+1,24%.

A Tabela 1 apresenta a composi¢do fisico-
quimica dos requeijoes controle e adicionado de
probidtico e a contagem de Lactobacillus casei do
requeijdo probidtico apds 1 diade fabricag@o. Quanto
a composicdo ndo foram observadas diferencas
significativas entre os requeijoes, mostrando que a
adi¢ao do probidtico nao influenciou na caracteristica
fisico-quimica do produto. A composi¢do de ambas
as amostras atendeu aos requisitos da legislagdo
(BRASIL, 1997) que sdo umidade maxima de 65%
e gordura em base seca (GBS) minima de 55%.

Tabela 1. Composicao fisico-quimica e microbioldgica do requeijao.

Média + desvio padrao

Controle Probidtico Valor de P

pH 5,74 £ 0,69° 5,79 £ 0,68* 0,8875
Acidez (% acido lactico) 0,63 £0,132 0,65 +£0,15° 0,7248
Umidade (%) 62 £ 8 63 £ 6° 0,7434
Gordura (%) 22 £5° 22+ 58 0,8583
Gordura em base seca (%) 58 £2° 61 £4° 0,1635
Cinzas (%) 1,8+ 0,5* 1,8 +0,5° 0,8818
Proteina Total (%) 13,2 +2° 14,7 + 32 0,4155
Sal (%) 0,8+0,2* 0,8+0,3* 0,9725
Lactobacillus casei (UFC/lg)  ——m- 22x107 e

*®M¢dias com letras iguais na mesma linha ndo diferem significativamente entre si (P>0,05).

Fonte: Elaboragdo dos autores.

A contagem média de Lactobacillus casei
do in6culo utilizado para producao do requeijao
probidtico foi de 3,3x10” UFC/g. Levando-se em
consideragdo a contagem inicial de 2,2x107 UFC/g
1 dia ap6s o processamento, pode-se concluir que as
condi¢des do processamento nao influenciaram na
sobrevivéncia do Lactobacillus casei.

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA, 2008) estabelece que para um alimento
ser considerado probiotico e atuar no equilibrio da
flora intestinal, este deve apresentar quantidade
minima viavel para estes micro-organismos na
faixa de 10® a 10° células viaveis por porgdo do

Semina: Ciéncias Agrdrias, Londrina, v. 33, suplemento 2, p. 3133-3142, 2012

3137



3138

Gaino, V. O. et al.

produto (ANVISA, 2008). A informagao nutricional
dos requeijoes tradicionais comercializados no
Brasil ¢ calculada com base em porgdes de 30 g.
Portanto, o consumo desta quantidade (30 g) do
requeijdo probiodtico elaborado neste trabalho
fornece ~10% UFC do Lactobacillus casei, podendo
assim ser considerado como probidtico. Apesar da
recomendac¢ao da legislacdo brasileira, diversos
autores recomendam que produtos com contagem
de probidticos entre 10° ¢ 107 UFC/g ou mL podem
ser considerados probioticos e apresentar o efeito
benéfico a saide (GRANATO et al., 2010; SAAD,
2006).

Efeito do tempo sobre o pH e contagem de
Lactobacillus casei do requeijao

0] (P=0,7425), o de
armazenamento (P=0,3835) e a interacdo entre

tratamento tempo
estes fatores (P=0,9379) ndo influenciaram o pH
dos requeijoes. Observa-se na Figura 1 que o pH
das amostras manteve-se constante durante todo
0 armazenamento e variou-se de 5,7 para 5,6 no
requeijdo controle e de 5,8 para 5,4 no requeijao
probidtico, mantendo-se dentro do pH normal para
requeijao segundo Oliveira (1990).

A contagem de Lactobacillus casei nao foi
influenciada pelo tempo de
(P=0,8202) e ndo apresentou variagdes significativas
durante os 28 dias de analise (Figura 2), mostrando
que o requeijao ¢ uma matriz adequada para a adi¢ao
de probidticos e pode ser caracterizado durante o
tempo de analise deste experimento como probidtico.

armazenamento

Figura 1. Variag@o do pH durante o tempo de armazenamento.

6,0

58

5,6 4

pH

5,4 1

52

5,0

0 7

14 21 28

Tempo de armazenamento (dias)

= 4 = Controle

Fonte: Elaboragdo dos autores.
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Figura 2. Contagem de Lactobacillus casei durante o armazenamento do requeijao probiotico.

8,0 1

7,5 1

7,0 1

Lactobacillus casei (log UFC/g)

6,5 T
0 7

14 21 28

Tempo de armazenamento (dias)

Fonte: Elaboragio dos autores.

Avaliacdo sensorial

A Tabela 2 apresenta as médias das notas
atribuidas pelos provadores para o requeijao
controle e adicionado de Lactobacillus casei. Sendo
o Lactobacillus casei um micro-organismo com
caracteristicas proteoliticas, sua adicdo poderia
influenciar no sabor e na textura do requeijdo,
provocando a rejeicao dos provadores. Entretanto,

os resultados mostraram que a adi¢ao do probidtico
ndo influenciou significativamente as caracteristicas
sensoriais do produto. As notas para aparéncia,
aroma, sabor, textura e aceitagdo geral do requeijao
probiotico estiveram entre gostei moderadamente
(nota 7) e gostei muito (nota 8) na escala de
avaliagdo sensorial.

Tabela 2. Notas médias da avaliagdo sensorial do requeijdo cremoso.

Controle Probiotico Valor de P
Aparéncia 8,32 8,32 0,7974
Aroma 7,7° 7,5° 0,8553
Sabor 7,5% 7,7% 0,4364
Textura 8,0° 8,2% 0,2608
Aceitag¢do Geral 7,6 7,7 0,4603

“bMédias com letras iguais na mesma linha ndo diferem significativamente entre si (P>0,05).

Fonte: Elaboragdo dos autores.

A Figura 3 apresenta a inten¢do de compra do
requeijdo controle e probidtico e mostra que ~82%
dos provadores certamente ou provavelmente

comprariam o requeijado probidtico, enquanto

para o requeijdo controle esta porcentagem foi de
72%. Estes resultados mostram a boa aceitagdo do
requeijao probidtico pelos potenciais consumidores.
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Figura 3. Intenc@o de compra do requeijao controle e probiodtico
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Fonte: Elaboragdo dos autores.

Conclusio

A composigdo fisico-quimicanao foialteradacom
aadicdo do probiotico e a contagem de Lactobacillus
casei se manteve constante ao longo de 28 dias de
armazenamento refrigerado do produto e na ordem
de 107 UFC/g, podendo o requeijdo ser considerado
como probidtico. As caracteristicas sensoriais do
requeijao probiotico nao foram influenciadas, ja que
o produto apresentou boa aceitagdo e intencao de
compra de 82% dos provadores. Desta forma, com
base nos resultados, o requeijao cremoso apresenta-
se como um produto adequado para a adigdo de
micro-organismos probioticos.
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