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RESUMO

A crescente preocupacdo da populacdo com a saude tem aumentado a procura por
alimentos com propriedades funcionais, que além do valor nutritivo agregado,
estimulam atividades fisiolégicas e/ou metabdlicas, trazendo beneficios ao individuo.
Entre eles estdo os produtos probidticos, prebidticos e simbidticos. O requeijao é um
alimento que pode ser portador de espécies de microrganismos probioticos, pois sua
matriz possui propriedades que contribuem para a sua sobrevivéncia, sendo um
produto bem aceito no Brasil. O presente trabalho teve como objetivo desenvolver um
requeijdo cremoso adicionado de probiodticos e frutooligossacarideo (FOS). A
composi¢cao centesimal das amostras de requeijao tradicional (amostra controle) e
requeijao simbidtico foi determinada para o tempo inicial (dia 0) e apds 80 dias de
armazenamento a 10 °C. A concentragdo de células viaveis dos microrganismos
probidticos foi investigada nos tempos 0, 20, 40, 60 e 80 dias de armazenamento a 10
°C, fazendo-se o plagueamento das amostras pelos métodos pour plate e spread
plate. Os resultados de composi¢cado centesimal indicaram que para o tempo inicial
(tempo 0), o requeijao simbidtico apresentou um maior teor de carboidratos e menores
concentragbes de lipidios e proteinas quando comparado ao requeijao tradicional.
Apods 80 dias de armazenamento, foi observada uma diminui¢ao do teor de lipidios e
um aumento do teor de carboidratos para ambas as amostras. Os resultados de
umidade do produto requeijao tradicional (67,80 £ 0,21 logo apds o preparo e 67,53
0,90 apds 80 dias de armazenamento) estdo acima do preconizado pela legislagao,
que recomenda valores entre 60 e 65%, enquanto que os resultados de umidade para
o requeijao simbidtico (60,87 £ 0,18 logo apds o preparo e 61,24 + 0,12 apds 80 dias
de armazenamento) atendem a legislagdo vigente. Os resultados de analise
microbiolégica indicam que as amostras de requeijado apresentaram concentragdes
celulares abaixo dos valores recomendados para o produto considerado probiético,
que de acordo com a legislagdo vigente é de 108 a 10° UFC/g. No entanto, a presencga
do FOS permitiu a obtengado de um requeijao cremoso prebidtico que apresentou um
aumento na concentracdo de microrganismos probidticos apés 80 dias de

armazenamento refrigerado.

Palavras-chave: Requeijao cremoso. Probidtico. Prebidtico. Frutooligossacarideos.
Simbidtico.



ABSTRACT

Increasing population concern about health has increased the demand for foods with
functional properties, which beyond the added nutritional value, stimulate physiological
and/or metabolic activities, bringing benefits to the individual. Among them are
probiotic, prebiotic and synbiotic products. Curd cheese is a food that can be a carrier
of species of probiotic microorganisms, because its matrix has properties that
contribute to its survival, being a well accepted product in Brazil. The present work
aimed to develop a curd cheese added with probiotics and fructooligosaccharide
(FOS). The centesimal composition of samples of traditional curd cheese (control
sample) and symbiotic curd cheese was determined for the initial time (day 0) and after
80 days of storage at 10 °C. The concentration of viable cells of the probiotic
microorganisms was investigated at 0, 20, 40, 60 and 80 days of storage at 10 °C, by
plating the samples using the pour plate and spread plate methods. Results of
centesimal composition indicated that for the initial time (time 0), the symbiotic curd
cheese presented a higher carbohydrate content and lower concentrations of lipids
and proteins when compared to the traditional curd cheese. After 80 days of storage,
a decrease in lipid content and an increase in carbohydrate content was observed for
both samples. The moisture results of the traditional curd cheese product (67.80 + 0.21
% immediately after preparation and 67.53 + 0.90 % after 80 days of storage) are
above the recommended by the legislation, which recommends values between 60
and 65 %, while the moisture results for the symbiotic curd cheese (60.87 + 0.18 %
immediately after preparation and 61.24 + 0.12 % after 80 days of storage) comply with
current legislation. Results of microbiological analysis indicate that samples of curd
cheese presented values of cellular concentrations below the recommended values for
the product considered probiotic, which according to the current legislation is from 108
to 10° CFU/g. However, the presence of FOS allowed obtaining a prebiotic curd cheese
that showed an increase in the concentration of probiotic microorganisms after 80 days

of refrigerated storage.

Keywords: Curd cheese. Probiotic. Prebiotic. Fructooligosaccharides. Synbiotic.
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INTRODUCAO

Segundo Roberfroid (2007), alimentos funcionais sao aqueles que agem por
meio de mecanismos que nao sio obtidos pela nutricdo convencional e que atuam de
forma a promover a saude e ndo a cura de doengas. Os consumidores tém sido
atraidos pelo consumo desses alimentos, o que tem estimulado a inovagcdo no
desenvolvimento de novos produtos (ARES et al., 2009).

A legislagao brasileira (BRASIL, 1999), regulamentada pela Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria- ANVISA por meio da Resolugédo n® 18 de 30/04/1999, da
Secretaria de Vigilancia Sanitaria do Ministério da Saude no Brasil, define como
alimento funcional: “todo alimento ou ingrediente, que além das fung¢des nutricionais
basicas, quando consumido diariamente, produz efeitos metabdlicos, fisiolégicos e
benéficos a saude, sendo seguro sua ingestdo sem supervisdo médica”. Em 2016, a
ANVISA atualizou a lista de alimentos considerados funcionais e os probiéticos
permitidos para uso em alimentos e suplementos (ANVISA, 2016).

Dentre os alimentos funcionais estado incluidos aqueles contendo probidticos,
gue sao microrganismos com capacidade de afetar de maneira benéfica o organismo
pela melhora do seu balango microbiano, e os prebidticos, que séo ingredientes
alimentares nao digeriveis que afetam favoravelmente o organismo por estimular de
forma seletiva o crescimento e/ou atividade de um ou um numero limitado de bactérias
do cdlon. A juncao desses dois tipos origina os chamados simbiéticos (STEFE et al,
2008).

Em 2019, o termo simbiodtico foi atualizado pela Associacdo Cientifica
Internacional de Probiéticos e Prebidticos (ISAPP) para "uma mistura compreendendo
microrganismos vivos e substrato (s) utilizados seletivamente por microrganismos
hospedeiros que conferem um beneficio a saude" (SWANSON et al., 2020). De acordo
com essa nova definicdo, os simbidticos complementares sao compostos por um
probidtico e um prebidtico que, juntos, conferem um ou mais beneficios a saude e
agem de forma independente, enquanto que os simbidticos sinérgicos contém um
substrato que € utilizado seletivamente pelo microrganismo probidtico.

Os frutooligossacarideos (FOS) estado entre os constituintes prebidticos mais
utilizados na formulacédo de alimentos simbidticos, com o propdsito de favorecer os

efeitos sinérgicos dos dois compostos, a partir do melhoramento da colonizagcéo do
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probidtico ou efeito metabdlico. Tém-se utilizado as propriedades de fibra dos FOS
em grande escala nos alimentos funcionais, uma vez que néo alteram as propriedades
organolépticas dos produtos e serem compostos com elevada solubilidade (BURITI et
al., 2007; CARDARELLI et al., 2008).

Os queijos geralmente possuem maior teor de gordura e elevada capacidade
de tamponamento, além da consisténcia mais firme do que muitos produtos
fermentados frescos, a exemplo do iogurte. Tais caracteristicas promovem a este tipo
de produto uma maior manutengao das bactérias no trato gastrointestinal. Estudos
tém sido realizados com a insercdo de componentes probidticos em diversos tipos de
queijos, tais como queijo tipo gouda (VAN HOORDE et al., 2010), queijo caprino
(MORAES et al., 2018), cheddar (HAO et al., 2023) e queijo cottage (ABADIA-
GARCIA, 2013).

O requeijao cremoso é comumente consumido com paes, torradas e biscoitos,
enquanto o requeijao em barra ou culinario destina-se aos mais diversos tipos de
pratos, como pizzas, pastéis, esfihas, massas, pao de queijo e pao de batata. Este
produto também é geralmente utilizado por redes de fast food, restaurantes, cozinhas
industriais, industrias de alimentos congelados e semiprontos (GOMES; PENNA
2010). E considerado um produto adequado para a incorporacéo de probidticos, pois
apresenta boa aceitabilidade e sua matriz apresenta caracteristicas que contribuem
para a sobrevivéncia dos microrganismos.

Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo desenvolver um
requeijao cremoso adicionado de probiéticos e frutooligossacarideo (FOS) e avaliar a
composi¢cao centesimal e a viabilidade dos microrganismos probiéticos ao longo de

80 dias de armazenamento refrigerado.
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OBJETIVOS

21. Geral

Desenvolver um requeijao cremoso adicionado de probiéticos e prebidtico.

2.2. Especificos

1- Determinar a formulagao padrao do requeijao cremoso;

2- Determinar a composi¢cdo centesimal das amostras de requeijao tradicional
(amostra controle) e requeijao simbidtico para o tempo inicial (dia 0) e apos 80 dias
de armazenamento a 10 °C;

3- Avaliar a concentragao de células viaveis dos microrganismos probioticos para as
amostras de requeijao probiodtico e simbidtico nos tempos 0, 20, 40, 60 e 80 dias de

armazenamento a 10 °C.
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3. JUSTIFICATIVA

O presente trabalho justifica-se por considerar que, por ser o requeijgdo um
alimento amplamente consumido pela populacido brasileira, a adicdo de bactérias
probidticas em sua composi¢cao e de um componente prebidtico gera um produto de
melhor qualidade e agrega um maior valor nutricional, resultando assim em inumeros
beneficios a saude do consumidor.

O produto funcional ora desenvolvido visa atender as necessidades do
mercado consumidor, o qual esta cada vez mais preocupado com a manutencio da
saude, assim como apresenta carater inovador, considerando o emprego de um

frutooligossacarideo como prebiético.
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4. HIPOTESE

O produto requeijao cremoso adicionado de probidticos e prebidtico apresenta
caracteristicas fisico-quimicas e microbiolégicas adequadas para a formulagédo de um

novo alimento funcional.
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5. REVISAO DA LITERATURA

5.1. Leite e requeijao

A cadeia agroindustrial de laticinios € uma das mais significantes do Brasil
devido a seu grande protagonismo socioeconémico, sendo essa atividade realizada
em praticamente todos os estados brasileiros (ZOCCAL, 2017). Leite e derivados
estdo presentes na dieta humana ha milénios, estabelecendo fontes naturais de
proteinas de alto valor bioldgico, vitaminas lipossoluveis (A e D), vitaminas
hidrossoluveis do complexo B (vitaminas B12 e B2), e minerais (calcio, fosforo,
potassio, magnésio, zinco, selénio e iodo) (GUINE, 2020). Essa variedade de
nutrientes fica dificil de adquirir através de uma dieta com restricdes em produtos
lacteos, principalmente em individuos com alergias ou intolerancia a esses produtos,
O que causa preocupagao nhas recomendacbes dietéticas de muitos paises.
(COMERFORD, 2021).

De acordo com o Guia alimentar para a populagao brasileira (BRASIL, 2014),
leite e derivados sao as principais fontes de calcio na dieta, além de carnes, aves,
peixes e ovos. Estes alimentos contribuem para uma alimentacao nutritiva, sendo
importantes para a promog¢ao da saude e o crescimento saudavel. A recomendacéo é
um consumo diario de 2 a 3 por¢des de leite e derivados, e os tipos e quantidades
desses alimentos devem ser adaptados as diferentes fases do ciclo de vida. Por
exemplo, leite e derivados devem ser preferencialmente desnatados para adultos,
enquanto criangas, adolescentes e gestantes devem consumir alimentos integrais
(GABE, 2020). Para atingir tais recomendacdes, 0 requeijao cremoso € uma 0opgao,
por se tratar de um produto lacteo de facil preparo e grande aceitagdo pelos
consumidores, atrelado a sua utilidade de diversas formas na culinaria (DA COSTA,
2022).

O requeijao cremoso, um produto tipicamente brasileiro, surgiu como um
subproduto de fabricacdes caseiras. E um derivado lacteo de facil elaboragdo e
grande aceitagao em todo o pais e seu elevado consumo também esta associado ao
uso em pratos culindrios. E um produto que com apenas pequenas variagdes no seu

processamento consegue adquirir caracteristicas tecnoldgicas tipicas de interesse
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para as unidades processadoras que visam atender as expectativas do mercado
consumidor (MASSON, 2016).

O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) classifica o
requeijao de acordo com as matérias primas utilizadas no processo de produgao. De
acordo com o regulamento 359/97, o requeijao é definido pela legislagao brasileira
como “o produto obtido pela fusdo da massa coalhada, cozida ou ndo, dessorada e
lavada, obtida por coagulagdo acida e/ou enzimatica do leite opcionalmente
adicionado de creme de leite e/ou manteiga e/ou gordura anidra de leite ou butter oil’
(BRASIL, 1997). A qualidade do requeijao é determinada por diversos parametros,
incluindo caracteristicas fisicas, quimicas, nutricionais, sensoriais e microbioldgicas
(SILVA, 2020).

5.2. Alimentos funcionais

Os alimentos funcionais sado considerados uma nova tendéncia do mercado
alimenticio, e a regulamentacdo destes produtos pelas agéncias responsaveis
reconhece os seus beneficios a saude e incentiva melhores habitos alimentares
(ZHOU 2020; KIM et. al., 2020). De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria, alimento funcional é “aquele alimento ou ingrediente que, além das fun¢des
nutritivas basicas, quando consumido como parte da dieta usual, produza efeitos
metabdlicos e/ou fisioldgicos e/ou efeitos benéficos a saude, devendo ser seguro para
consumo sem supervisdo médica” (BRASIL, 1999).

Os alimentos funcionais devem ter a capacidade de influenciar positivamente
pelo menos uma fungao fisiolégica do organismo, melhorar a saude, oferecer melhor
qualidade de vida e contribuir para a reducao da incidéncia de doencas, além de sua
capacidade de nutrir (SILVA et al., 2016).

Dentre os alimentos considerados funcionais, destacam-se os probidticos, os
prebidticos e os simbidticos, que sao alimentos que combinam probidticos e

prebidticos.
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5.3. Prebiodticos

Os prebidticos sao fibras alimentares que sao fermentadas pela microbiota do
intestino, produzindo compostos bioativos como acidos graxos de cadeia curta, que
sdo metabolizados pelo hospedeiro (FUNG et al., 2017) e que sao propostos como
tendo efeitos anti-inflamatorios sistémicos (MCLOUGHLIN et al., 2017).

Outros autores definem prebiético como “composto nao digerivel que, por meio
de sua metabolizagdo por microrganismos no intestino, modula a composi¢ao e/ou
atividade da microbiota intestinal, conferindo assim um efeito fisiolégico benéfico ao
hospedeiro” (BINDELS et al., 2015). Além de serem encontrados em suplementos, os
prebidticos sdo encontrados naturalmente em muitos alimentos, incluindo: Legumes,
feijdes (feijao carioca, feijdo preto, ervilha, lentilha, grédo-de-bico), aveia, frutas entre
outros (DA SILVA et al., 2019).

Além disso, os prebidticos também fornecem muitos outros beneficios a saude,
melhorando a absorgcédo de calcio (GETENET et al., 2021), diminuindo o risco de
cancer colorretal (YADAV et al., 2022), melhoram o sistema imunolégico
(SHOKRYAZDAN et al., 2017) e reduzem as ocorréncias de sindrome do intestino
irritavel (Sll) (OOl et al., 2019). Esses beneficios demonstram a importancia dos
prebidticos para a saude intestinal, assim como para a saude geral e 0 bem-estar do
individuo. Os prebidticos tém sido incorporados em varios alimentos, como iogurtes,
bebidas, chocolates e alimentos para bebés (MACEDO, 2020).

A introducédo de prebidticos na dieta tem um impacto significativo sobre os
microrganismos intestinais. Dentre os estudos clinicos realizados, um dos prebidticos
mais utilizados sao os frutooligossacarideos (FOS) (ARANTES, 2022). Muitas
espécies microbianas podem utilizar esses prebidticos para crescimento e
proliferagdo, como Bifidobactérias e Lactobacilos (MONTEAGUDO-MERA et al.,
2016).

Os frutooligossacarideos s&o componentes naturais que podem ser
encontrados em muitas espécies de plantas, como alho, aspargo, banana, cebola,
beterraba, entre outras. Os FOS apresentam estabilidade diante da maioria dos
processos realizados na industria de alimentos, sofrendo maiores degradacbes em
processos térmicos que envolvem altas temperaturas ou pH extremo (MACEDO;
VIMERCATI; ARAUJO, 2020). Estes compostos ainda apresentam outras
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propriedades tecnoldgicas que permitem a sua incorporagdo em alimentos, como sua
elevada solubilidade, ndo precipitagao e nao cristalizagdo (SEOLIN et al., 2019).
Segundo a ANVISA (2019), “Os frutooligossacarideos — FOS (prebidtico)
contribuem para o equilibrio da flora intestinal. Seu consumo deve estar associado a
uma alimentagao equilibrada e habitos de vida saudaveis”. Esta alegagdo pode ser
empregada desde que a recomendagao de consumo diario para um produto pronto
para consumo fornega pelo menos 5 g de FOS. A porcao deve fornecer no minimo 2,5
g de FOS e na tabela de informagao nutricional deve ser declarada a quantidade de
“frutooligossacarideos (FOS)”, abaixo de fibras alimentares. O uso do ingrediente néo
deve ultrapassar 30 g na recomendacgao diaria do produto pronto para consumo,

conforme indicagao do fabricante.

5.4. Probiéticos

O termo probiédtico tem origem grega e significa para a vida ou em prol da vida.
A Organizagao das Nacgbes Unidas para Agricultura e Alimentagdo (FAO), a
Organizagdo Mundial da Saude (OMS) e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) definem probidticos como microrganismos vivos que quando administrados
em quantidades adequadas determinam beneficios a saude do hospedeiro (BRASIL,
2018; SALMINEN et al, 2021). Em 2013, esta definicdo foi confirmada por
especialistas convocados pela Associacao Cientifica Internacional para Probidticos e
Prebidticos (ISAAP, 2019).

Atualmente, a sociedade tem aumentado o consumo de produtos que contém
microrganismos probiodticos, pois a busca por uma alimentagdo mais saudavel
incentivou o desenvolvimento de novos alimentos que atuam na promog¢ao da saude
(Grand View Research - GVR, 2021). As espécies bacterianas aprovadas pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2008) sao: Lactobacillus
acidophilus, Lacticaseibacillus casei var shirota, rhamnosus e defensis,
Lacticaseibacillus paracasei, Lactococcus lactis, Bifidobacterium bifidum, B. animallis
(incluindo a subespécie B. lactis), B. longum e Enterococcus faecium.

Diretrizes e informagdes da Organizagdo das Nagdes Unidas para Agricultura
e Alimentagcdo (FAO)/Organizagcdo Mundial da Saude (OMS) demonstram a
necessidade de as cepas probidticas permanecerem intactas ao longo do trato

intestinal superior para garantir efeitos promotores da saude ao entrar em seu local
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de acdo, independentemente do modo de entrega aplicado. Por exemplo, para
garantir isso, foi declarado que o chamado nivel “terapéutico minimo” de
microrganismos probidticos viaveis deve ser de pelo menos 10® UFC/g de células
viadveis durante toda a vida util do produto (NEFFE-SKOCINSKA, 2018). A Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria no Brasil recomenda que, para assegurar o efeito
benéfico dos probidticos, deve-se consumir uma quantidade minima viavel destes
microrganismos na faixa de 108 a 10° UFC/g por dia (BRASIL, 2008).

5.5. Simbiéticos

Os simbidticos sao definidos como uma associagcdo de probidticos e
prebidticos, sendo estes ultimos fibras dietéticas ndo digeriveis que sao utilizadas
como substratos para a fermentagdo de bactérias intestinais. Se realizada uma
combinacdo adequada de ambos os componentes em um unico produto, deve-se
garantir um efeito superior em comparagao com a atividade do probidtico ou prebidtico
isoladamente (MARKOWIAK et al., 2017).

Um dos principais desafios no desenvolvimento de alimentos funcionais é a
substituicdo ou adigao de ingredientes tradicionais por ingredientes alternativos sem
que isso prejudique a qualidade do produto final (FERRONATTO et al., 2021). A
interacao entre o probidtico e prebidtico in vivo pode ser favorecida por uma adaptacao
do probiédtico através do consumo de prebidtico. Isto deve resultar em uma vantagem
competitiva para o probidtico, se este for consumido juntamente com o prebidtico
(WITSCHINSKI, 2012).

Diversas opg¢des de alimentos funcionais podem ser encontradas atualmente
no mercado, como por exemplo: bebidas fermentadas, biscoitos e bolachas
funcionais, sorvetes, barras alimentares, entre outros (DAMIAN, 2022). Dentre estes
alimentos, os produtos simbidticos disponiveis no mercado de alimentos sdo a base
de leite de vaca, principalmente na forma de bebidas lacteas fermentadas, iogurtes e
queijos, porém o desenvolvimento de probidticos em queijos tém recebido destaque,
ja que essa matriz apresenta um maior conteudo de gordura e valor de pH mais
elevado. Tais caracteristicas propiciam a manutengdo da integridade dos
microrganismos tanto na estocagem do alimento, quanto na sua passagem pelo trato
gastrointestinal (STANTON et al., 1998; LEEUWENDAAL, N. K. et al. 2022).
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Mcloughlin et al. (2017) investigaram em um trabalho de reviséo, o efeito de
acidos graxos de cadeia curta, prebidticos e combinagdes pré e probiodticas
(simbidticos) na inflamagdo sistémica. Os dados de meta-analises fornecem
evidéncias para apoiar os efeitos anti-inflamatérios sistémicos da suplementacgéo de

prebidticos e simbidticos.

6. MATERIAIS E METODOS

A elaboracao e as analises dos produtos foram realizadas nos Laboratérios de
Técnica Dietética, Bromatologia, Tecnologia de Alimentos e Bioprocessos do Centro

Académico de Vitoria da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

6.1. Consoércio microbiano e prebiético

A adigdo dos microrganismos no requeijao foi realizada a partir do produto
Simfort®, que continha sachés de 2 g com as cepas Lactobacillus acidophillus,
Lacticaseibacillus casei, Lactobacillus lactis, Bifidobacterium lactis e B. bifidum,
contendo 1x10° UFC/g de cada um dos microrganismos. O prebidtico utilizado foi um

FOS comercial (NewNutrition®).

6.2. Descrigao do processamento do requeijao simbioético

O fluxograma para o desenvolvimento do requeijao cremoso esta mostrado na
Figura 1. A adicdo do prebidtico e do probidtico foi realizada apds as etapas de
pasteurizacao e de resfriamento. Na preparacao, foram utilizados 3500 mL de leite
integral pasteurizado.

Inicialmente, o leite 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 ebuligéo, foi
adicionado um volume de 105 mL de vinagre de alcool, mexendo-se com o auxilio de
uma colher de inox até a completa coagulacéo e separagéo da massa.

Em seguida, foi feita a primeira dessoragem, colocando-se a massa em uma
peneira de pano, que foi pressionada com o auxilio de uma colher de inox. Depois, foi

utilizado um volume de 525 mL de agua para lavagem da massa, sendo realizada em
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seguida a segunda dessoragem. Posteriormente, foram adicionados a massa os
seguintes ingredientes: 140 g de manteiga, 3,5 g de NaCl e 350 mL de leite integral
pasteurizado. Posteriormente, os ingredientes foram homogeneizados em mixer
(Britania®) com laminas em aco inox e copo medidor - 200W por 10 minutos.

Em seguida, a amostra foi acondicionada em um recipiente de vidro
previamente esterilizado com capacidade de 1 kg. O frasco foi pasteurizado em uma
panela com agua e com auxilio de um termdémetro digital infravermelho, sendo
realizada uma pasteurizagao rapida (72 - 75°C por 15 segundos). Posteriormente, o
frasco foi resfriado a temperatura ambiente.

Apos, o requeijao foi distribuido em 4 recipientes esterilizados com capacidade
para 500 g e identificados da seguinte forma: | — requeijao prebidtico (adicao de 15 g
de FOS), Il — requeijao probidtico (adicdo de 3 g do probidtico), Il — requeijao
simbiédtico (adicdo de 15 g de FOS e 3 g do probidtico) e IV — requeijao tradicional
(sem adicao de prebidtico ou probidtico — amostra controle).

Em seguida, foi realizada a segunda homogeneizagdo em cada frasco com o
auxilio de uma espatula de silicone. Cada tipo de requeijao foi dividido em 5 por¢des
de 30 g e armazenados em recipientes esterilizados com capacidade de 200 g. Todos
os produtos foram identificados e armazenados sob refrigeragcdo a + 10 °C para
posterior andlise fisico-quimica e microbioldgica.

A quantidade de FOS adicionada (15 g de FOS para 150 g de requeijao) foi
determinada com base na recomendagao de que na por¢ao do produto (30 g) deve-
se fornecer no minimo 2,5 g de FOS. Ou seja, o requeijao elaborado no presente
trabalho fornece 3,0 g de FOS na porgéo de 30 g do produto.

A quantidade de probidticos adicionada (3 g de probidtico para 150 g de
requeijao) corresponde a uma concentragdo de 1,5 x 10'° UFC de probidticos totais,
considerando que o probidtico utilizado contém 1 x 10° UFC/g para cada um dos cinco
microrganismos que compdem o produto. Dessa forma, o teor tedrico inicial de

probidticos adicionado nos requeijoes probidtico e simbidtico foi de 1 x 108 UFC/g.



3500 mL de leite integral pasteurizado

Aquecimento até 100 °C

Adigdo de vinagre de alcool a 4% (30 ml/L)

Agitacao por 2-3 minutos para coagulacao e separa¢do da massa

13dessoragem

Lavagem da massa (150 mL de agua/L de leite) e 22 dessoragem

Adigdo dos ingredientes

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

1% Homogeneizagdo em mixer (10 minutos)

Acondicionamento em recipentes de vidro esterilizados, com capacidade
para 1 Kg

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

Resfriamento até a temperatura ambiente

Divisdo do requeijao em 4 recipientes de vidro esterilizados com
capacidade de 500 g

Adicao do prebiético e do probidtico

2% homogeneizagio

Divisdo dos requeijoes em 5 recipientes de vidro esterilizados, com
capacidade de 200 g

Armazenamento sob refrigeracgdo (+ 10 °C)

Fonte: Autoria prépria

Figura 1: Fluxograma de preparagéo do requeijao cremoso
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6.3. Determinacdao da composi¢cao centesimal

Foram determinados os teores de lipidios, proteinas, residuo mineral fixo
(cinzas), umidade e carboidratos (por diferengca) para as amostras de requeijao
tradicional (amostra controle) e requeijao simbidtico para o tempo inicial (dia 0) e apos
80 dias de armazenamento a 10 °C.

O teor de gordura foi determinado pelo método de Gerber, utilizando
butirdbmetro para leite; as proteinas pelo método de Kjeldahl, a umidade por meio da
evaporagao em estufa a temperatura de 105 °C por 24 h e cinzas por calcinagao em
forno mufla a 525 °C por 16 horas (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).

6.4. Contagem de microrganismos probiéticos viaveis

Inicialmente, foi preparada uma amostra de requeijao diluida em solugao estéril
de citrato de sddio a 2 % (p/v), dissolvendo-se 25 g do produto em 225 mL da solugéo
de citrato (diluigdo 107").

A partir de diluigdes decimais seriadas das amostras (500 uL da amostra de
requeijao diluida em citrato de sddio) em tubos de ensaio contendo solugéo salina
estéril (0,85 % p/v de NaCl), um volume de 100 pyL das amostras diluidas foi inoculado
em placas de Petri contendo meio MRS Agar suplementado com 2 % (p/v) de glicose
pelas técnicas de semeadura em placa spread plate (espalhamento) e semeadura em
placa pour plate (profundidade). As placas semeadas pela técnica spread plate foram
incubadas em estufa a 37 °C por 3-5 dias, enquanto que as placas semeadas pela
técnica pour plate foram incubadas em jarra de anaerobiose, sob as mesmas
condigdes. Os resultados foram expressos como UFC/g para as amostras de

requeijao probidtico e simbidtico.

6.5. Analise estatistica

A anadlise estatistica para a comparagao dos resultados de composi¢ao
centesimal entre as amostras de requeijao tradicional e requeijao simbiético e para a
comparagao dos resultados de concentragado de células viaveis entre as amostras

probidtica e simbidtica para o mesmo tempo de analise foi realizada pelo teste de
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comparagao de meédias t de Student para amostras com variancias diferentes,
adotando-se o nivel de significancia de 5% e empregando-se o programa Excel®.

A analise estatistica para a comparacédo dos resultados de concentragcao de
células viaveis para os diferentes tempos de analise de uma mesma amostra foi
realizada pela analise de variancia (ANOVA) empregando-se o programa Excel®.
Quando detectadas diferengas significativas entre os tratamentos ao nivel de 5 % de
significancia, os dados foram submetidos ao teste de Tukey usando-se o programa
Past®.
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A Tabela 1 mostra os resultados de composi¢ao centesimal das amostras de

requeijao tradicional e requeijao simbiodtico no tempo inicial, ou seja, logo apés o

preparo dos produtos, e apds 80 dias de armazenamento a 10 °C.

Tabela 1: Composigado centesimal das amostras de requeijao tradicional e requeijao

simbidtico no tempo inicial e apds 80 dias de armazenamento a 10 °C.

TEMPO: 0 dia |
Componente (%) Requeijao tradicional Requeijao simbiético
Proteina 8,78 + 0,232A 7,63 + 0,190A
Lipidios 19,82 + 0,274 16,20 + 0,00°A
Carboidratos 2,192A 14,07°A
Umidade 67,80 + 0,212A 60,87 + 0,18
Cinzas 1,41 + 0,06%A 1,23 + 0,034

TEMPO: 80 dias

Componente (%)

Requeijao tradicional

Requeijdo simbidtico

Proteina 8,76 + 0,072~ 7,85 + 0,100
Lipidios 14,09 + 0,70%B 10,76 + 0,81°B
Carboidratos 8,2828 19,1708

Umidade 67,53 + 0,902A 61,24 + 0,12°A
Cinzas 1,34 + 0,047 1,20 + 0,030A

Analises efetuadas em triplicata. Valores sao expressos como média + desvio padrao.

Letras minusculas diferentes na horizontal: amostras diferem significativamente (a < 0.05)
entre si para um mesmo tempo de analise (teste t de Student).

Letras maiusculas diferentes na vertical: amostras diferem significativamente (a < 0.05) entre
si comparando-se o tempo inicial (0 dia) e final (80 dias) de analise (teste t de Student).

A Figura 2 mostra os resultados de concentracdo de células viaveis no
requeijao probidtico e no requeijao simbidtico pelo método de incubagao spread plate
ao longo de armazenamento sob refrigeragao a 10 °C durante 80 dias.

A Figura 3 mostra os resultados de concentracdo de células viaveis no
requeijao probidtico e no requeijao simbidtico pelo método de incubagéo pour plate ao

longo de armazenamento sob refrigeragdo a 10 °C durante 80 dias.
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Figura 2: Concentragcdo de células viadveis no requeijao probidtico e no requeijao
simbidtico pelo método de incubagao spread plate ao longo de armazenamento sob
refrigeracao a 10 °C durante 80 dias.

Analises efetuadas em duplicata. Valores sdo expressos como média + desvio padrao. Letras
minusculas diferentes para o mesmo tempo de analise comparando-se as amostras probidtica
e simbidtica: amostras diferem significativamente (a < 0.05) pelo teste t de Student. Letras
maiusculas diferentes para a mesma amostra comparando-se os diferentes tempos de
analise: amostras diferem significativamente (a < 0.05) pelo teste ANOVA.

Fonte: autoria propria.
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Figura 3: Concentragdo de células viaveis no requeijao probidtico e no requeijao
simbidtico pelo método de incubacédo pour plate ao longo de armazenamento sob
refrigeracao a 10 °C durante 80 dias.

Analises efetuadas em duplicata. Valores sao expressos como média + desvio padrao. nd:
nao analisado. Letras minusculas diferentes para o mesmo tempo de analise comparando-se
as amostras probidtica e simbiética: amostras diferem significativamente (a < 0.05) pelo teste
t de Student. Letras maiusculas diferentes para a mesma amostra comparando-se 0s
diferentes tempos de analise: amostras diferem significativamente (a < 0.05) pelo teste
ANOVA.

Fonte: autoria propria.
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8. DISCUSSAO

8.1. Composicao centesimal

De acordo com os resultados da Tabela 1, observa-se ha diferencas
significativas entre todos os parametros analisados quando sdo comparadas as
amostras de requeijao tradicional e requeijdo simbidtico para um mesmo tempo de
analise. Os resultados percentuais de proteinas, lipidios, umidade e cinzas foram
menores para o requeijao simbidtico (7,63 £ 0,19; 16,20 + 0,00; 60,87 + 0,18e 1,23
0,03, respectivamente) do que para o requeijao tradicional (8,78 + 0,23; 19,82 £ 0,27,
67,80 £+ 0,21 e 1,41 £ 0,06, respectivamente) para o tempo inicial. O mesmo
comportamento foi observado apdés 80 dias de armazenamento a 10 °C, com valores
de proteinas, lipidios, umidade e cinzas de 7,85 + 0,10; 10,76 + 0,81; 61,24 £ 0,12 e
1,20 £ 0,03, respectivamente, para o requeijao simbidtico, em comparagédo com o
requeijao tradicional (8,76 = 0,07; 14,09 + 0,70; 67,53 = 0,90 e 1,34 = 0,04,

respectivamente).

A diminuicdo dos percentuais de proteinas, lipidios, umidade e cinzas para o
requeijdo simbidtico esta diretamente relacionada ao aumento significativo no
percentual de carboidratos deste tipo de requeijao. Para o tempo inicial, foi observado
um teor de 2,19 % para o requeijao tradicional e 14,07 % para o requeijao simbidtico.
Essa alteragdo pode ser explicada pela adigdo do FOS ao requeijao simbidtico. Os
FOS presentes no produto utilizado sdo naturalmente encontrados nos alimentos,
como cebola, alho, alho-pord, alcachofra, chicéria, beterraba, entre outros. Os FOS
sdo oligossacarideos pertencentes ao grupo dos frutanos do tipo inulina, que
apresentam ou ndo um grupo terminal de glicose (MACEDO et al., 2020). Sao
formados por oligbmeros de frutose, e as principais estruturas quimicas encontradas

séo 1-kestose, nistose e frutofuranosil nistose (LIBONI e KUN, 2003).

Apo6s 80 dias, os valores de carboidratos aumentam para 8,28 % para o
requeijdo tradicional e 19,17 % para o requeijdo simbidtico, maiores que o0s
observados no tempo inicial. Microrganismos como bifidobactérias e lactobacilos,
naturalmente presentes no leite ou no probidtico adicionado, sdo capazes de hidrolisar

as ligagdes dos FOS por possuirem inulinases, levando a produgao de acido latico,
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acidos graxos de cadeia curta e agucares, com consequente diminui¢do do pH e o

favorecimento do crescimento dos microrganismos (MACEDO et al., 2020).

Os resultados de umidade das amostras do requeijao tradicional (67,80 e 67,53
%) para o tempo inicial e apds 80 dias de armazenamento, respectivamente, estao
acima do preconizado pela legislagao, que estabelece uma variagao no percentual de
umidade de 60 a 65 % (BRASIL, 1997). Este resultado pode ser contornado se for
realizado um ajuste de metodologia, modificando-se a quantidade de leite adicionado
para finalizar a preparagao do requeijao de forma a ser atingida a umidade maxima
permitida para este produto. Os resultados de umidade das amostras de requeijao
simbiético (60,87 e 61,24%) para o tempo inicial e apds 80 dias de armazenamento,
respectivamente, estdo dentro do preconizado pela legislagao.

Considerando uma porgédo de 30 g do produto, o resultado obtido para
proteinas (2,63 g) no requeijao tradicional no tempo 0 & similar ao conteudo proteico
de um requeijao tradicional comercial (2,7 g), enquanto que menores teores de
carboidratos (0,66 g) e lipidios (5,95 g) sdo observados quando comparados ao

produto comercial, que apresenta 1,2 g de carboidratos e 6,9 g de lipidios.

8.2. Anadlise microbiolégica

Os métodos empregados para a determinagdo da concentragéo de células
probidticas viaveis foram o método spread plate, para microrganismos aerébios, e o
método pour plate, para microrganismos anaerdbicos facultativos e microaerdfilos.

Os resultados de concentragdo de microrganismos viaveis pelo método de
incubacao spread plate demonstram que, comparando-se as amostras probidtica e
simbidtica para um mesmo tempo de analise, as amostras diferem estatisticamente
entre si no tempo 0, com valores de 6,0 x 103 UFC/g para a amostra probiodtica e 8,8
x 103 UFC/g para o requeijao simbidtico. Apds 20, 40 e 60 dias de armazenamento,
as concentragdes celulares para ambas as amostras de requeijao atingiram valores
em torno de 5,5 x 10* UFC/g, mas sem diferenca estatistica entre si ao nivel de 5 %
de significancia. Para 80 dias de armazenamento, observa-se uma diminuicdo na
concentragéo de células para a amostra probidtica (2,5 x 10* UFC/g), enquanto que
para a amostra simbidtica foi observado um aumento significativo na concentragao

celular, atingindo 4,8 x 10° UFC/g. Este resultado sugere que a presenca do FOS
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como prebidtico favoreceu o crescimento microbiano apenas apés 80 dias de
armazenamento do produto simbidtico.

Lima (2018), ao investigar a adicdo de Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469
em requeijdo, encontraram valores de concentragdo celular de 5,2 x 10'° UFC/g pelo
método spread plate, apds 20 dias de armazenamento refrigerado. No entanto, foi
utilizada uma suspensdo celular mais concentrada para a inoculagdo do
microrganismo, que foi de 1,2 x 10" UFC/mL.

Os resultados de concentragdo de microrganismos viaveis pelo método de
incubacgéo pour plate para o tempo de 20 dias foram de 5,8 x 10* UFC/g para a amostra
probidtica e 6,2 x 10* UFC/g para a amostra simbidtica, sem diferenca estatistica
significativa entre as amostras. As concentragdes celulares para a amostra probiética
tiveram um aumento nos seus valores, atingindo 1,6 x 10° UFC/g para 60 dias de
armazenamento. No entanto, apds 80 dias a concentragcao de células diminuiu para 8
x 10°® UFC/g. Para a amostra simbidtica, as concentragdes celulares tiveram um
aumento gradual, atingindo 4,4 x 10° UFC/g apos 80 dias de armazenamento. De
maneira similar ao método de incubacao spread plate, observou-se que o FOS teve
uma maior influéncia no crescimento celular do requeijao simbidtico para o tempo de
80 dias.

Drunkler (2009) desenvolveu um requeijao cremoso simbidtico pela adigao de
Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12 e os prebidticos inulina e oligofrutose. Foi
verificado que todas as formulagbes apresentaram valores superiores a 10 UFC/g
durante a vida util do produto analisado (60 dias), sendo que a inulina e a oligofrutose
exercerem efeito significativo sobre a enumeragdo do probidtico no 30° dia de
fabricacao.

Dentre os fatores que podem ser citados como interferentes na sobrevivéncia
de cepas probidticas na matriz alimenticia destacam-se: a qualidade da matéria prima
(englobando a presenga de residuos de antibidticos e de pesticidas, pH, teor de
lipidios e de sal), a cepa empregada e condigbes de armazenamento, como
temperatura e nivel de oxigenagao do meio (SAAD et al., 2011; CRITTENDEN, 2009).

A ANVISA (BRASIL, 2008) estabelece as concentragdes de 108 a 10° UFC/g
ou mL na recomendacgao diaria do produto pronto para consumo. Dessa forma, o
requeijao desenvolvido neste trabalho nao pode ser caracterizado como um alimento
probiético, mas pode ser considerando rico em FOS, resultando em um alimento

prebiodtico.
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9. CONCLUSAO

Foram preparadas amostras de requeijao tradicional, probidtico e simbidtico de
acordo com o fluxograma proposto, e a forma de adigao do prebidtico e do probidtico
durante a elaboracao dos produtos foi eficaz. A composicao fisico-quimica das duas
amostras de requeijao foram distintas, mostrando que com a adigdo do FOS e do
SimFort o requeijdo simbidtico teve maior quantidade de carboidratos que o
tradicional. A contagem das cepas de probidticos ndo obteve crescimento significativo
com a adicdo do FOS e com o decorrer do tempo, ao longo dos 80 dias de
armazenamento refrigerado do produto, atingindo no maximo 6,4x10° UFC/g, sendo
desta forma nao considerado como requeijao simbidtico e sim um requeijao prebidtico
devido a adicdo de FOS.
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APENDICE A — Imagens ilustrativas dos experimentos de obtencdo do requeijéo
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(A) Aquecimento do leite

(B) Adigao de vinagre ‘(C) Separacéo da

de alcool

massa e do soro

(D) Massa

(E) Requeijao pronto
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APENDICE B — Imagens ilustrativas da adicdo do probidtico e preparo das amostras

de requeijao

(A) Divisao do requeijao

(B) Adigao do
probidtico (Simfort®)
ao requeijao

(C) Divisao das
amostras de requeijao
em recipientes de vidro

esterilizados
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APENDICE C - Imagens ilustrativas de etapas da analise centesimal e
microbioldgica

(A) Pesagem das amostras e capsulas | (B) Pesagem das amostras e capsulas
de porcelana na anélise de umidade e de porcelana na analise de umidade e
cinzas — Tempo inicial cinzas — Tempo final

(C) Resultado da andlise de lipidios (D) Placa de Petri com coldnias na
diluicéo 104
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