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RESUMO

Existem diversos derivados lacteos e dentre eles estd o requeijdo cremoso, que é um tipo de
queijo fundido, muito consumido em nosso pais, sendo fabricado em todo o territorio nacional.
Para ser uma opc¢do de alimento mais saudavel e apresentar caracteristicas funcionais podem ser
adicionadas no requeijdo bactérias probidticas. Os probidticos sdo microrganismos vivos, que
quando ingeridos em quantidades adequadas, oferecem varios beneficios a satide do consumidor.
Os probi6ticos fazem parte do grupo dos alimentos funcionais, ja que além de suas qualidades
nutricionais, beneficiam com uma ou mais fun¢des no organismo. Este trabalho tem como
objetivo desenvolver um requeijdo probiotico e avaliar as suas caracteristicas fisico-quimicas e
microbioldgicas. Foram preparados dois lotes de requeijdo cremoso, um sendo o controle e ao
outro foi adicionado a cepa Lactobacillus rhamnosus. Os produtos foram submetidos a analise
fisico-quimica (lipideos, proteinas, cinzas, umidade e carboidratos) e microbioldgica (contagem
de probidticos viaveis durante 20 dias de armazenamento e pesquisa de possiveis contaminantes
pela determinacdo de coliformes totais e termotolerantes e contagem de fungos filamentosos e
leveduras). Os resultados indicaram que a composi¢do centesimal de ambas as amostras foram
semelhantes, mostrando que a adi¢do do probidtico ndo alterou a composi¢do do requeijdo
cremoso. O teor de lipideos das duas amostras estd dentro dos valores recomendados pela
legislacdo, enquanto que a umidade apresentou valores acima do estabelecido para este produto.
A cepa Lactobacillus rhamnosus permaneceu em quantidades adequadas durante os 20 dias de
armazenamento, estando dentro dos padrdes recomendados para produtos probidticos. O
resultado da andlise microbiolégica revelou que ambos atendem a legislacdo vigente,
demonstrando boas condi¢des higiénico-sanitarias. Sendo assim, o requeijdo é um produto
adequado para a adicdo e desenvolvimento de probidticos, caracterizando o requeijao
desenvolvido neste trabalho como um alimento probiético.

Palavras-chave: Requeijao cremoso. Probidtico. Lactobacillus.



ABSTRACT

There are several dairy derivatives and among them is the cream cheese which is a type of
cheese fused, very consumed in our country, being manufactured throughout the national
territory. To be a healthier food option and to present functional characteristics can be added
in the curd probiotic bacteria. Probiotics are living microorganisms, which when ingested in
adequate amounts offer several health benefits to the consumer. Probiotics are part of the
functional foods group, since in addition to their nutritional qualities, they benefit from one or
more functions in the body. This work aims to develop a probiotic cream cheese and evaluate
its physicochemical and microbiological characteristics. Two batches of cream cheese were
prepared, one being the control and the other was added to the Lactobacillus rhamnosus. It
was determined the lipid content, protein content, fixed mineral residue (ash), moisture and
carbohydrates. A microbiological analysis was performed to for counting total coliforms and
termotolerant coliforms, counting of filamentous fungi and yeasts, as well as the counting of
viable probiotics during the 20 days of storage. In the physical-chemical analysis the two
samples presented similar results, showing that the addition of the probiotic did not alter the
composition of the cream cheese. The fat in the dry extract of the two samples is within the
values recommended by the legislation, only the humidity presented values above that
established for this product. Lactobacillus rhamnosus strain was kept in adequate amounts
during the 20 days of storage. The results of the microbiological analysis revealed that both
comply with current legislation, demonstrating good hygienic-sanitary conditions. Therefore,
cream cheese is a suitable product for the addition and development of probiotics,
characterizing the curd cheese developed in this work as a probiotic food.

Keywords: Cream cheese. Probiotics. Lactobacillus.
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1 INTRODUCAO

O leite e seus derivados sdo um grupo de alimentos que possuem em sua composi¢ao
proteinas de alto valor biologico e nutrientes essenciais como célcio, fésforo, vitaminas A, D,
B2, biotina e outros componentes. (PHILIPPI, 2014). Existem inumeros derivados lacteos e
dentre eles estd o requeijdo cremoso, que é um tipo de queijo fundido, muito consumido em
nosso pais, sendo fabricado em todo o territorio nacional mas com variagdes de tecnologia e
caracteristicas (SILVA et al., 2012).

De acordo com BRASIL (1997, p.1), >’Requeijao cremoso ¢ aquele obtido por fusdo
de uma massa coalhada dessorada e lavada, obtida por coagulacdo 4cida e/ou enzimatica do
leite, com adi¢do de creme de leite e/ou manteiga e/ou gordura anidra de leite ou butteroil’’.
Para ser uma opcao de alimento mais saudavel e apresentar caracteristicas funcionais podem
ser adicionadas ao requeijdo bactérias probidticas. Os probidticos sdo microrganismos vivos,
que quando ingeridos em quantidades adequadas, oferecem varios beneficios a saude do
consumidor. (FAO, 2006).

“A demanda por alimentos que promovem satide e bem-estar vem aumentando. Entre
os alimentos que atendam a essa demanda, aqueles com propriedades funcionais tém atraido a
atencdo dos consumidores e da induastria alimentar” (CABRAL, 2014 p.13).

No mercado consumidor ja existem outros alimentos com a adicdo dessas bactérias
probioticas, a exemplo dos leites fermentados e iogurtes (STANTON et al., 1998 apud
GAINO, 2012). Segundo Gaino (2012), estes alimentos sdo altamente consumidos porque a
populacado ja tem nogdo dos inimeros beneficios que estes trazem para a saude.

No intestino humano os probiéticos impedem que microrganismos patogénicos se

proliferem, restauram a permeabilidade intestinal e agem como imunomoduladores
(NOGUEIRA; GONGCALVES, 2011). Para serem obtidos os beneficios desejados, a

quantidade minima viavel de probioticos deve estar dentro da faixa de 108 a 109 Unidades

Formadoras de Colbnias (UFC) do produto pronto para consumo, de acordo com a
recomendacéo diaria estabelecida pelo fabricante (BRASIL, 2018).
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Para uma cultura probiotica ser utilizada em alimentos primeiramente ela deve ser
aprovada pela ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria, 2008), e atualmente as
cepas mais usadas sdo do género Bifidobacterium e Lactobacillus, a saber: L. acidophilus, L.
casei shirota, L. casei var rhammnosus, L. casei var defensis, L. paracasei, L. lactis, Bifidobacterium
bifidum, B. animallis, incluindo a subespécie B. lactis, B. longum e Enterococcus faecium (BRASIL,
2008).

Essas bactérias produzem alguns metabdlitos que irdo agir como inibidores do
crescimento de bactérias, principalmente as patogénicas (KURITZA; WESTPHAL; SANTIN,
2014). Para serem utilizadas, essas bactérias precisam ser consideradas seguras, nao
carcinogénicas, ndo patogénicas e serem capazes de se agregar as outras bactérias, formando
uma microbiota balanceada (SALMINEN et al., 1996 apud KURITZA; WESTPHAL,;
SANTIN, 2014).
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Desenvolver um requeijdo probiotico e avaliar as suas caracteristicas fisico- quimicas

e microbioldgicas.

2.2 Especificos

- Preparar duas amostras de requeijao cremoso;

- Avaliar a viabilidade da bactéria probidtica Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469, em
uma das amostras de requeijdo durante 20 dias de armazenamento.

-Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas das amostras.
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3 JUSTIFICATIVA

O requeijdo caseiro ¢ um alimento mais saudavel quando comparado a versdo
industrializada. Para agregar valor ao produto, melhorar sua qualidade e apresentar
propriedades funcionais pode ser adicionado em sua composi¢cdo bactérias probidticas.
Constituindo o produto como uma nova opc¢do de derivado lacteo probidtico que quando

consumido diariamente fornecera diversos beneficios a satde.
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4 REVISAO DA LITERATURA

4.1 Requeijéo

Estudos relatam que o requeijdo teve seu surgimento na época em que o derivado do
leite mais valorizado era a manteiga. Nessa época o0 requeijao era fabricado a partir de leite
desnatado e através do aproveitamento do leite que coagulava devido a acdo da microbiota
lactica natural do leite (MUNCK; CAMPOS, 1984, OLIVEIRA, 1986 apud ALVES, 2004).

Nesse tempo, as fabricas artesanais tinham desnatadeiras que separavam o creme, € 0
leite desnatado resultante era deixado coagular de forma natural para assim ser obtida a massa
que posteriormente seria transformada em requeijdo (MUNCK; CAMPOS, 1984; OLIVEIRA,
1986 apud ALVES, 2004). Hoje, a industria de alimentos faz a obtencdo do requeijao através
da coagulagdo &cida e/ou enzimatica do leite (BRASIL, 1997).

De acordo com o Regulamento Técnico para fixacdo de identidade e qualidade de
requeijdo (Portaria n® 359, de 04/09/ 1997, p.24), a denominacédo de requeijdo é destinada ao
produto no qual a *’base lactea ndo contenha gordura e/ou proteina de origem nao lactea”. Ele
ainda é classificado de acordo com as matérias-primas utilizadas em sua formulacdo, teor de
gordura no extrato seco e teor de umidade em: requeijdo cremoso e requeijao de manteiga. O
Quadro 1 mostra os requisitos fisico-quimicos dos tipos de requeijdo de acordo com a

legislacao.

Quadro 1: Requisitos fisico-quimicos dos tipos de requeijdo de acordo com a legislacao

Requisito Requeijao Requeijao cremoso | Requeijdo manteiga

Matéria gorda no 45,0 a 54,9 Min. 55 25,0a59,9

extrato seco

Umidade g/100g Max. 60 Max. 65 Max. 58

Fonte: BRASIL, 1997

Quadro 2 : Critérios microbiologicos para o requeijao de acordo com a legislacéo

Microrganismo Critério

Coliformes/g 35°C = =2
m=10M =100

Coliformes/g 45°C n=5c=2
m<3M=10
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Em nosso pais, 0 requeijdo cremoso é o produto mais tradicional e consumido pela
populacdo. Em sua composi¢cdo podem ser adicionados condimentos e especiarias e/ou outras
substancias alimenticias desde que venha descrito na embalagem do produto. O requeijdo
deve apresentar “cor e odor caracteristicos, consisténcia untavel, textura cremosa, fina e lisa e
sabor de creme levemente acido e opcionalmente salgado” (BRASIL, 1997 p.1; BRASIL,
2006 p. 12).

4.2 Probioticos

Probidtico ¢ uma palavra derivada do grego e significa “para a vida”. O interesse por
microrganismos que de alguma forma trazem beneficios a salde € bem antigo
(SCHREZENMEIR J, VRESE M., 2001 apud RAIZEL 2011). Lilly e Stillwell, em 1965,
foram os primeiros a utilizarem esse termo para designar substancias secretadas por um
protozoario que favoreciam o crescimento de outros (COPPOLA; TURNES, 2004).

A partir dai os probi6ticos receberam diversas definigdes, sendo a mais aceita a de que séo
microrganismos vivos que quando ingeridos em quantidades adequadas, oferecem varios
beneficios a satde do consumidor. (FAO, 2006).

Os probidticos fazem parte do grupo de alimentos funcionais, ja que além de suas
qualidades nutricionais, beneficiam com uma ou mais fun¢Ges no organismo (RIBEIRO;
SIMOES; JURKIEWICZ, 2009).

Dois géneros sdo utilizados como bactérias probidticas, isto por que sdo habitantes
predominantes do intestino humano, sendo estes os géneros Lactobacillus e Bifidobacterium.
O género Bifidobacterium é encontrado no intestino grosso e se caracteriza por serem
anaerobios estritos e Gram-positivos (PASCHOAL et al., 2008 apud MONTEIRO, 2012). Ja
os Lactobacillus estdo presentes no intestino delgado e possuem as caracteristicas de serem
bactérias anaerdbias facultativas e Gram- positivas, ndo formadores de esporos (MARTINS et
al., 2005 apud MONTEIRO, 2012).

Dentre as cepas que participam desse género temos L. rhamnosus, que se caracteriza
como bastonetes curtos, Gram-positivo, ndo esporulado, anaerdbio facultativo, crescendo
melhor a temperatura de 30°C-40°C (GARRITY et al., 2004 apud OLIVEIRA 2016). Esta
presente em derivados lacteos, especificamente em queijos artesanais, ou produzidos com leite
sem tratamento térmico, no trato gastrintestinal e vaginal (SENA, 2000; GUEDES NETO,
2004; DORON et al., 2005; LEAO et al., 2015 apud OLIVEIRA, 2016).
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Esta cepa faz parte da microbiota intestinal saudavel do homem e apresenta uma maior
tolerancia as condi¢des do trato gastrointestinal e melhor sobrevivéncia quando adicionada em
alimentos funcionais (GORBACH, 2002; LANDERSJO et al., 2002 apud CICHOSKI ,2008).

Estes dois géneros produzem compostos organicos oriundos da atividade fermentativa,
como acido lactico, peréxido de hidrogénio e acido acético, que elevam a acidez intestinal
(FOOKS; GIBSON, 2002 apud MORAIS; JACOB, 2006). Produzem substancias
denominadas bacteriocinas, que auxiliam na destruicdo de microrganismos patogénicos,
impedindo seu desenvolvimento e possiveis danos ao epitélio intestinal (FOOKS; GIBSON,
2002 apud MORAIS; JACOB, 2006). “Também sao capazes de promover lise de proteinas
com potencial alergénico no trato gastrintestinal, contribuindo para a reducdo da
alergenicidade das proteinas e minimizando o risco de alergia alimentar’ (MORAIS; JACOB,
2006, p. 193).

O consumo de probidticos fornece os seguintes beneficios: Inibir o crescimento de
bactérias patogénicas, aumentar a resisténcia a infeccdes, estabilizar a microbiota intestinal
apos o uso de antibioticos; promover a digestdo adequada, inclusive da lactose; estimular a
resposta imunoldgica; aliviar a constipacdo e aumentar a absorcdo de minerais e producao de
vitaminas (MORAIS; JACOB, 2006; SHAH; LANKAPUTHRA, 1997 apud GAINO et al.,
2012, p. 02).

Kuritza, Westphal e Santin (2014) relatam que esses microrganismos produzem peptideos
antimicrobianos e possuem facilidade de se aderir a mucosa do hospedeiro, impedindo a
adesdo e desenvolvimento de patégenos. Podem ainda fornecer outros beneficios, como:
Digerem os alimentos e concorrem com os patdgenos pelos nutrientes; alteram o pH local para
criar um ambiente local desfavoravel aos patogenos; fagocitam os radicais  superoxidos;
estimulam a producdo epitelial de mucina; aumentam a funcdo da barreira intestinal e

modificam as toxinas de origem patogénica (GUARNER et al., 2011).

Os probidticos agem contra as bactérias intestinais aumentando o nimero de bactérias
anaerdbias benéficas e diminuindo a quantidade de microrganismos patogénicos. Afetam o
ecossistema intestinal estimulando 0s mecanismos imunes da mucosa e 0s ndo-imunes através
de um antagonismo e concorréncia com 0s micro-organismos patogénicos (GUARNER et al.,
2011).
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No sistema imune apresentam o0s seguintes beneficios: Ativam os macrofagos locais
para aumentar a apresentacdo dos antigenos para os linfocitos B e aumentar a producdo de
imunoglobulina A secretoria (IgA) tanto local quanto sistemicamente; Modulam os perfis das
citocinas; Induzem a  hipo-resposta aos antigenos  alimentares
(GUARNER et al., 2011).

Para ser considerado probidtico a bactéria precisa atender aos seguintes critérios: Ser
de origem humana, ter resisténcia ao processamento e estabilidade as secrecdes acida e biliar;
ter habilidade de aderir as células do hospedeiro; capacidade de influenciar atividade
metabdlica local; excluir ou reduzir a aderéncia de bactérias patogénicas; persistir e se
multiplicar; produzir acidos, peroxido de hidrogénio e bacteriocinas; ser seguro; nao invasivo;
ndo carcinogénico e ndo patogénico e possuir a capacidade de se agregar as outras bactérias
para formar uma microbiota balanceada (SALMINEN et al. 1996 apud KURITZA;
WESTPHAL; SANTIN 2014, p.1458; SZAJEWSKA et al. 2006 apud MORAIS; JACOB,
2006 p.192).

Uma cepa probidtica é descrita por seu género, espécie, e uma identificacdo
alfanumérica. No Quadro 3 temos o exemplo de descri¢do para Lactobacillus rhamnosus.

Quadro 3. Descricdo da cepa probiotica Lactobacillus rhamnosus

Género Espécie Designacao da cepa
Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469

Fonte: GUARNER et al, 2011, p. 06

No produto o probidtico deve estar especificado por género e cepa, as bactérias
precisam estar viaveis, ser utilizado em dose adequada até o fim de sua vida Util, apresentar
eficacia comprovada e ser inbcuo (GUARNER et al., 2011)

Os produtos probidticos devem ser mantidos bem refrigerados. Ao serem ingeridos,
vao para o intestino e ali se somam a microbiota ja existente, sem se fixarem, equilibrando-a e,
com isso, auxiliam o trabalho de absorcdo dos nutrientes (VARALLO, THOME, TESHIMA,
2008). Estudos tém demonstrado que o consumo de probidticos deve ser diario, pois quando o
consumo ¢é interrompido eles ndo colonizam o intestino e desaparecem do TGl (ALANDER et
al., 1999 apud CABRAL, 2014).
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4.3 Adicao de probioticos em alimentos

Os probioticos podem ser encontrados em produtos lacteos e alimentos fortificados.
Também estdo presentes em comprimidos, capsulas, suplementos dietéticos e sachés contendo
bactérias em forma liofilizada (GUARNER et al., 2011).

Além de iogurtes e leite fermentados, os probidticos ja foram incorporados em queijos
tipo Cheddar, Gouda, Cottage, Crescenza, cremoso, prato e Minas frescal, e tornaram-se
produtos bem aceitos pelo consumidor (BURITI, 2005; CICHOSKI et al., 2008; BURITI,
CARDARELLI; SAAD, 2008; RIBEIRO; SIMOES; JURKIEWICZ, 2009 apud TEIXEIRA,
2012, p. 19). Porém alguns desses queijos possuem um periodo de maturacdo longo,
impossibilitando assim a viabilidade dos probidticos (RIBEIRO; SIMOES; JURKIEWICZ,
2009 apud TEIXEIRA, 2012).

Uma vantagem que 0s queijos apresentam em relacdo aos iogurtes e leites fermentados
favorecer um meio estavel para a sobrevivéncia de culturas probidticas, isto porque
apresentam uma grande quantidade de gordura e matriz sélida, fazendo com que haja prote¢édo
da bactéria probiotica no periodo de estocagem e na passagem pelo trato digestivo (RIBEIRO;
SIMOES; JURKIEWICZ, 2009; GARDINER et al., 1999 apud TEIXEIRA, 2012, p. 19).

Hoje, o foco é a incorporacdo em queijos frescos por que sdo armazenados sob-
refrigeracdo e por um periodo de tempo reduzido, sendo estas condi¢cdes favoraveis para a
adicdo dos probidticos, e essa € a situacdo gque se encontra o requeijdo cremoso (HELLER et
al., 2003 apud BURITI; CARDARELLI; SAAD, 2008).
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5 MATERIAL E METODOS

A elaboracéo e as analises dos produtos foram realizadas nos Laboratorios de Técnica
Dietética, Bromatologia, Tecnologia de Alimentos e Bioprocessos do Centro de Académico
de Vitoria da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

5.1 Microrganismo

Foi empregada a cepa probiotica Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469, adquirida a
partir de uma doacdo do Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de

Pernambuco. O microrganismo estava mantido liofilizado em frascos eppendorf.

5.2 Condicdes de cultivo

O contetdo de um tubo eppendorf contendo o microrganismo liofilizado foi
transferido para um Erlenmeyer contendo meio caldo MRS acrescido de 2 % p/v de glicose, e
o cultivo foi realizado em condicdo estacionaria a 37 °C por 48 horas. Apds observagéo
turvamento do meio caldo MRS indicando crescimento microbiol6gico, foi transferido 500
uL para tubos de ensaio contendo solucdo salina estéril (0,85% p/v de NaCl), um volume de
100 pL das amostras foi inoculado em placas de Petri contendo meio MRS Agar
suplementado com 2% (p/v) de glicose pela técnica de semeadura de superficie. As placas
foram incubadas em jarra de anaerobiose a 37°C por 3-5 dias.

Apos a observagdo do crescimento das coldnias em placas de Petri, colonias isoladas
foram selecionadas para o preparo de uma suspensao microbiana em 5 mL de leite integral.

Esta suspensdo foi usada para incorporar 0s microrganismos probidticos no requeijao.

5.3 Preparo do requeijdo cremoso

A Figura 1 mostra o fluxograma para o desenvolvimento do requeijdo cremoso. A
adicdo dos microrganismos foi realizada apds a etapa de resfriamento. Em seguida, 0 mesmo
foi armazenado sob-refrigeracdo a 10 °C. Foi preparado um requeijdo controle, sem a adicéo

dos microrganismos probidticos.



Fig. 1- Fluxograma de preparagdo do requeijéo cremoso

1000 mL de leite integral pasteurizado

4
Aquecimento até 100 °C

|
Adicéo de vinagre de alcool a 4% (30 mL/L)

1

Agitacdo por 1 - 2 minutos para a coagulacdo e separacdo da massa

I

1° dessoragem

Lavagem da massa (150 mL de agua/ L de leite)
|

2° dessoragem

]

Adicdo de ingredientes

|

(40g de manteiga, 1g de NaCl e 100 mL de leite integral pasteurizado/L de leite)

|

1° homogeneizacdo em mixer (5 minutos)

U
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Acondicionamento em recipientes de vidro esterilizados, com
capacidade para 200g

]

Pasteurizacdo rapida (72 - 75 °C por 15 segundos)

1

Resfriamento com agua gelada a temperatura de 2 - 3°C

I

Adicéo da bactéria probidtica na cabine de seguranca biologica

2° homogeneizagdo

|

Armazenamento sob-refrigeragéo (£10°C)

Fonte: Adaptacdo de TEIXEIRA, 2012.
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5.3.1 Descricao do processamento do requeijao probiotico

Na preparacédo foram utilizados 1000 mL de leite integral pasteurizado. O mesmo foi
aquecido até uma temperatura de 100 °C dentro de uma panela de inox e em fogo baixo.
Assim que o leite entrou em ponto de ebuli¢do foi adicionado 30 mL de vinagre de &lcool,
mexendo-se com o auxilio de uma colher de inox até a completa coagulacdo e separacdo da
massa.

Posteriormente foi feita a dessoragem colocando-se a massa em uma peneira de metal
e pressionando a mesma com o auxilio de uma colher de inox. Depois, foi utilizado um
volume de 150 mL de &gua para lavagem da massa, sendo realizada em seguida a 2°
dessoragem. Posteriormente, foram adicionados a massa 0s seguintes ingredientes: 40 g de
manteiga, 1 g de NaCl e 100 mL de leite integral pasteurizado. Os mesmos foram
homogeneizados em mixer da marca Britdnia com Laminas em Aco Inox e Copo Medidor -
200W por 5 minutos.

Em seguida, foi acondicionado duas amostras de 100 g cada do produto em recipientes
de vidro previamente esterilizados com capacidade de 200g. Em seguida, os frascos foram
pasteurizados em uma panela com agua e com auxilio de um termémetro de mercurio foi
possivel fazer uma pasteurizacéo rapida (72 — 75°C por 15 segundos). Posteriormente, 0s
frascos foram resfriados em agua geladaa 2 — 3 °C.

Para o preparo do requeijdo probiotico, foi adicionado a um dos frascos 5 mL da
suspensdo de microrganismos em leite previamente preparada, procedimento este realizado na
cabine de seguranca microbioldgica classe 11 B 2 modelo: SBIIB2 em condi¢fes assépticas.
Em seguida foi realizada a 2° homogeneizacdo com auxilio de uma espéatula de silicone.
Ambos os produtos foram armazenados sob-refrigeracdo a + 10 °C para posterior analise

fisico-quimica e microbioldgica.

5.3.2 Avaliagéo de rendimento do produto

O rendimento do produto foi avaliado por meio da pesagem, em massa, do produto
obtido, considerando o volume inicial de ingredientes. Desta forma foi utilizado 1000 mL de
leite integral adicionado de 40 g de manteiga, 1 g de NaCl, 30 mL de vinagre alcool e 100 mL
de leite integral, totalizando 1.171 g.
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5.4 Caracterizacdo microbioldgica

5.4.1 Contagem de microrganismos probidticos viaveis

Inicialmente, foi preparada uma amostra de requeijdo em citrato de sodio a 2%
dissolvendo-se 25 g do produto em 225 mL da solucdo de citrato (diluicdo 10_1).

A partir de dilui¢Bes decimais seriadas das amostras (500 pL da suspensdo microbiana
em leite e 500 pL da amostra de requeijao diluida em citrato de sédio) em tubos de ensaio
contendo solucéo salina estéril (0,85% p/v de NaCl), um volume de 100 uL das amostras foi
inoculado em placas de Petri contendo meio MRS Agar suplementado com 2% (p/v) de
glicose pela técnica de semeadura de superficie. As placas foram incubadas em jarra de
anaerobiose a 37°C por 3-5 dias. Os resultados foram expressos como UFC/mL para a

suspensdo microbiana e em UFC/g para as amostras de requeijao probiotico.

5.4.2 Contagem de coliformes a 35°C e Coliformes a 45°C

A contagem de coliformes a 35°C e a 45°C foi realizada de acordo com as seguintes

etapas:

1. As embalagens contendo o produto foram higienizadas com &gua corrente,
detergente e alcool etilico 70% para remocgédo dos contaminantes superficiais;

2. Assepticamente, pesou-se 25 g de cada amostra;

3. As amostras foram transferidas para 225 mL de solucdo citrato de sédio 2%
(diluigéo 10'1) e em seguida homogeneizadas;

4. Um volume de 10 mL de cada amostra foi transferido para a primeira série de 3
tubos contendo caldo lactosado duplo. Em seguida transferiu-se 1 mL das amostras para a
segunda série de 3 tubos contendo caldo lactosado simples. E por fim foi transferido 0,1 mL
das amostras para a terceira série de 3 tubos contendo caldo lactosado simples;

5. Os tubos foram incubados em BOD durante 24 h, a 35°C, para observacao do
crescimento microbiano com producéo de gas.

6. De cada tubo positivo, foi transferida uma algada para tubo contendo caldo verde
brilhante (CVB). Em seguida os tubos foram incubados em estufa durante 24/48h h, a 35°C,
para observacao de possivel crescimento microbiano com producao de gas;

7. De cada tubo positivo do CVB, transferiu-se uma al¢ada para tubo contendo caldo
Escherichia coli (EC). E por fim os tubos foram incubados em BOD durante 24/48h h,
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a 45°C, para observacao de possivel crescimento microbiano com producéo de gas.

O calculo do NUamero Mais Provavel (NMP) de coliformes a 35 °C e 45°C por grama
de requeijdo cremoso foi realizado utilizando-se a tabela de conversédo para 3 tubos ( intervalo
de confianca de 95%) de acordo com o descrito por (SILVA et al., 2010).

5.4.3 Contagem de Fungos filamentosos e Leveduras

Inicialmente, foi preparada uma amostra de requeijdo em citrato de sédio a 2%
dissolvendo-se 25 g do produto em 225 mL da solucdo de citrato (diluicdo 10™).

A partir de diluicdes decimais seriadas das amostras (500 pL da amostra de requeijao
diluida em citrato de sédio) em tubos de ensaio contendo solucédo salina estéril (0,85% p/v de
NaCl), um volume de 100 pL das amostras foi inoculado em placas de Petri contendo meio
PDA pela técnica de semeadura de superficie. As placas foram incubadas a 25°C por 5 dias

para verificacdo de possivel crescimento de fungos e leveduras.

5.5 Caracterizacao fisico-quimica

Foram determinados os teores de lipideos, proteinas, residuo mineral fixo (cinzas),
umidade e carboidratos por diferenca. O teor de gordura foi determinado pelo método de
Gerber, utilizando butirdmetro para leite; as proteinas pelo método de Kjeldahl, a umidade por
meio da evaporacdo em estufa a temperatura de 105°C por 24 h; cinzas por calcinacdo em
forno mufla a 525 °C por 16 horas e o carboidrato por diferenca.

As anadlises para determinacdo da composicdo centesimal dos requeijées foram
realizadas em triplicata. Todas as anélises foram efetuadas de o descrito por (ZENEBON;
PASCUET; TIGLEA, 2008).
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6 RESULTADOS

O rendimento do produto foi 346 g de requeijdo a partir de 1000 mL de leite integral.

A Tabela 1 mostra os resultados de concentracdo de células viaveis de Lactbacillus
rhamnosus na suspensdo inicial utilizada para inocular o requeijdo e as concentracfes
celulares durante 20 dias de armazenamento do produto sob-refrigeracéo a 10 °C.

Tabela 1. Concentracdo de células vidveis de Lactbacillus rhamnosus na suspensao
inicial utilizada para inocular o requeijao e no produto conservado sob- refrigeracdo a 10 °C

durante 20 dias de armazenamento

Suspenséo inicial utilizada Requeijao probidtico
para inocular o requeijao
1 dia 10 dias 20 dias
10 ) 10 10
1,24x 10" UFC/mL 7,8x10° UFC/g [2,7x10" UFC/g 5,2x10" UFCl/g

Fonte: LIMA, LS., 2018

- < 1
Foi obtida uma concentracao celular de 1,24 x 10 0 UFC/ mL na amostra usada para
inocular no requeijdo. Apds o 1° dia de armazenamento a contagem no requeijdo foi de

7,8x10 ’ UFC/g. No 10° dia de inoculacédo da cepa, a contagem do requeijao foi de 2,7x10 10
UFC/g e no 20° dia a contagem foi igual a 5,2x10 10 UFC.

Néo foi detectada a presenca de fungos filamentosos e leveduras nas amostras do
requeijdo. Constatou-se a presenca de bactérias heterotroficas com o valor de 1.100 NMP/g .
A presenca de coliformes totais foi detectada com um valor de 3,6 NMP/g e coliformes fecais
de <3,0 NMP/g.

A Tabela 2 mostra os resultados de composicao centesimal das amostras de requeijao
controle e requeijao probidtico, e a Tabela 3 os resultados de composicao centesimal em base
seca.

A Tabela 2 mostra os resultados de composicéo centesimal das amostras de requeijao
controle e requeijdo probidtico, e a Tabela 3 os resultados de composicao centesimal em base

Seca.

Tabela 2. Composicdo centesimal das amostras de requeijdo controle e requeijdo probiotico.

Amostra Lipidios Proteina Carboidrato* |Umidade Cinzas
0.100g™)  {g.1009™") [g.200g™ (9.100 g™ 9.100g ")

Requeijdo 0,27 +1,63 B,78+0,13 0,33 69,10+0,18 [1,52 +£0,08

controle

Requeijdo 1921 +1,63 [7,86+0,05 [0,21 71,26 +0,11  [1,46 £ 0,00

probidtico

*Determinado por diferenca
Média * desvio padrao (n= 3)
Fonte: LIMA, 1.S., 2018
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Tabela 3. Composicdo centesimal das amostras de requeijdo controle e requeijdo probidtico

em base seca.

Amostra Lipidios Proteina | Carboidrato* Cinzas
(9100g™) | (g100g7) | (g.100g") | (g.100g")

Requeijdo controle 65,60 28,41 1,07 4,92

Requeijdo probidtico 66,84 27,35 0,73 5,08

*Determinado por diferenca
Meédia * desvio padrdo (n=3)
Fonte: LIMA, I. S., 2018
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7 DISCUSSAO

A cepa Lactobacillus rhamnosus permaneceu vidvel durante os 20 dias de
armazenamento do requeijdo a 10 °C. Pelos resultados da Tabela 1, observa-se que houve
aumento da concentracao celular durante os ultimos 10 dias de armazenamento, atingindo no
final do periodo uma concentracdo de 5,2x10'° UFC/g. Este resultado caracteriza este
requeijdo como derivado lacteo probidtico, demonstrando que o produto é adequado para o
veiculo desse microrganismo.

Resultado diferente foi encontrado por Gaino et al. (2012), que observaram que o
requeijdo cremoso probidtico com adi¢do de Lactobacillus casei apresentou uma contagem
inicial 2,2x10" UFC/g. Essa concentragdo celular permaneceu constante durante o periodo de
28 dias de armazenamento a 4°C.

Teixeira (2012) preparou um requeijao cremoso com a adicdo de L. acidophilus e B.
bifidum e verificou que essas cepas mantiveram-se vidveis por 15 dias de armazenamento a
temperatura de 10 °C. Porém foi visto que houve reducdo da quantidade de L. acidophilus em
dois ciclos logaritmicos, atingindo ao final do periodo uma concentracéo celular de 4,0x10’
UFC/g, e uma reducdo de 1 ciclo logaritmico de B. bifidum com uma concentracdo final de
2,0x10 ® UFC/g.

A Anvisa (2008) estabelece que para o alimento ser considerado probidtico deve
apresentar em sua composicdo a quantidade minima de células viaveis na faixa de 10 ®a 10 °
UFC. Dessa forma, o requeijdo desenvolvido neste trabalho pode ser caracterizado como um
alimento probiético.

O resultado da analise microbioldgica mostrou que o produto esta dentro dos limites

estabelecidos pela legislacdo vigente (BRASIL, 1997). Esses resultados demonstraram boas
condicdes higiénico-sanitarias, estando o produto apto para consumo.

Em relacdo a composicdo centesimal, os resultados obtidos foram semelhantes para
ambos os produtos (controle e requeijdo probidtico). Segundo Brasil (1997), o requeijdo
cremoso deve apresentar um teor minimo de matéria gorda no extrato seco de 55% e um teor
méaximo de umidade de 65%. De acordo com o0 observado na Tabela 3, os dois requeijoes
estdo adequados em relacdo ao teor de matéria gorda no extrato seco. Este resultado estd
semelhante ao encontrado por Teixeira (2012), que preparou um requeijdo controle com
66,9% de lipideos e um requeijdo probiotico com 61,4% deste componente, ndo havendo

diferenga significativa entre esses resultados.
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Os resultados da umidade das amostras do requeijdo (69,10 % e 71,26% para 0S
produtos controle e probidtico) estdo acima do preconizado pela legislacdo, que € de no
maximo 65%. Nao foram encontrados na literatura trabalhos que mostrem resultados
semelhantes. Este resultado pode ser contornado se for realizado um ajuste de metodologia,
modificando-se a quantidade de leite adicionado para finalizar a preparacdo do requeijao de

forma a ser atingida a umidade méaxima permitida para este produto.
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8 CONCLUSAO

A composicdo fisico-quimica das duas amostras de requeijdo foram semelhantes,
mostrando que ndo houve alteracdo com a adi¢éo do probidtico. A contagem de Lactobacillus

rhamnosus se manteve adequada ao longo dos 20 dias de armazenamento refrigerado do
produto, atingindo 5,2x1010 UFC/g ap6s 20 dias de armazenamento, sendo desta forma

considerado como requeijao probiotico. De acordo com esses resultados, foi comprovado que

0 requeijao cremoso é um produto adequado para a adi¢cdo de microrganismos probio6tico.
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ANEXO A- Tabela de NPM.
Numero Mais Provavel e intervalo de confianca a nivel de 95% de probabilidade, para diversas
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combinacdes de tubos positivos em série de trés tubos. Quantidade inoculada da amostra: 10,
0,1-0,01 g ou mL.

Intervalo de confianga  |[Combinagéo Intervalo do
Combinacao deNMP/g ou|(95%) de tubos + |NMP/g |confianca (95%)
tubos + mL ou mL

Minimo Méaximo Minimo  Maximo
0-0-0 <3,0 - 9,5 2-2-0 21 45 42
0-0-1 30 10,15 9,6 2-2-1 28 8,7 94
0-1-0 30 0,15 11| 2-2-2 35 8,7 94
0-1-1 6,1 |12 18 2-3-0 29 8,7 94
0-2-0 6,2 |12 18] 2-3-1 36 8,7 94
0-3-0 94 |36 38| 3-0-0 23 |46 94
1-0-0 3,6 0,17 18| 3-0-1 38 8,7 110
1-0-1 72 |13 18| 3-0-2 64 |17 180
1-0-2 11 3,6 38| 3-1-0 43 9 180
1-1-0 7,4 1,3 20 3-1-1 75 17 200
1-1-1 11 3,6 38| 3-1-2 120 37 420
1-2-0 11 3,6 42| 3-1-3 160 40 420
1-2-1 15 45 42| 3-2-0 93 |18 420
1-3-0 16 45 42|  3-2-1 150 @37 420
2-0-0 92 [14 38 3-2-2 210 40 430
2-0-1 14 3,6 42|  3-2-3 290 90 1.000
2-0-2 20 45 42| 3-3-0 240 42 1.000
2-1-0 15  B7 42|  3-3-1 460 |90 2.000
2-1-1 20 45 42 3-3-2 1.100 180 4.100
2-1-2 27 8,7 94| 3-3-3 >1.100 @420 -

Fonte: SILVA et al., 2010.




APENDICE A - Preparo do requeijio

1. Aquecimento do leite

3. 1° dessoragem da massa

5. Lavaaem da massa

2. Separagdo da massa e o
soro

4. 1° pesagem da
massa

6. 2° dessoragem da massa

34
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7. Ingredientes: Massa, 8.Homogeneizacdo dos
NaCl , manteiga mais leite ingredientes no mixer
integral pasteurizado

9. Pesagem do requeijéo 10. Pasteurizag&o répida do
requeijdo

11.Requeijdo pronto
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APENDICE B — Algumas imagens da analise microbioldgica —
Contagem de células viaveis

1.Pesagem da amostra 2.Amostra do requeijdo na solucéo citrato
do requeijdo com a cepa de sddio a 2%

Lactobacillus

rhamnosus

4. Placa de petri com coldnias na
3. Jarra de anaerobiose diluigdo 10’

com placas de petri



37

APENDICE C- Algumas imagens da analise microbioldgica — contagens de coliformes
a 35° C e 45 °C e analise de fungos filamentosos e leveduras

1.Tubos de ensaio com meio 2.Resultado dos tubos de 3.Resultado dos
lactosado duplo contendo 10 ensaio com meio lactosado tubos de ensaio com
mL da amostra, e tubos de duplo contendo 10 mL da meio lactosado
ensaio com meio lactosado amostra. simples contendo
simples contendo 0,1 mL e 0,1 mL da amostra

0,01 mL de amostra.

5.Tubos de ensaio com 6.Tubos de ensaio
4.Resultado dos tubos de caldo verde brilhante com caldo verde
ensaio com meio lactosado contendo uma algada brilhante com
simples contendo 0,01 da das amostras dos tubos resultado  positivo
amostra de ensaio positivo da para coliformes

etapa anterior totais



7.Tubo de ensaio com 8.Tubo de ensaio com
caldo EC com alcada da caldo EC com resultado
amostra  positiva  para negativo para coliformes
coliformes totais fecais

9.Plagueamento para 10.Placas com resultado negativo
contagem de fungos para fungos filamentosos e
filamentosos e leveduras leveduras
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APENDICE D- Algumas imagens da Caracterizacao fisico-quimica e do rendimento do
requeijao

1. Resultado da analise 2.Etapa da digestdo de
lipideo proteina

3.Pesagem da amostra e
capsula de porcelana na 4.Pesagem da amostra para
andlise de umidade analise de cinzas

5.Rendimento do requeijdo
igual a 346 g
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