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PRODUCAO DE QUEIJO TIPO QUARK FUNCIONAL
CONTENDO EXOPOLISSACARIDEOS

Production of functional Quark cheese containing exopolysaccharides
Tatia Tie Yuhara', Suzana Tiemi Matsubara', Joice Sifuentes dos Santos?, Sandra Garcia'

RESUMO

Alimentos com bactérias probiodticas ou prebidticos estdo incluidos na
categoria de alimentos contendo compostos bioativos que tem despertado interesse
devido ao efeito benéfico sobre a satde. O objetivo do trabalho foi a formulagdo
de produto simbidtico e funcional com bactérias laticas probidticas produtoras de
exopolissacarideos (EPS). Para isto, promoveu-se a fermentagao por 24 h a 37 °C
de soro de leite em po e leite desnatado em duas formulagdes: “F,” contendo o
prebidtico goma acacia e inoculada de bactéria probiotica Lactobacillus casei LC1,
e “F,” formulada com inulina como prebidtico e fermenta¢do por L. acidophilus
LAS. Nos produtos fermentados foi determinada a quantidade de EPS produzida
pelos diferentes probidticos e os valores encontrados foram de 103,5 mg/100g
(F,) € 109,2 mg/100g (F,). Verificou-se que os produtos apresentaram estabilidade
microbiologica e fisico-quimica com contagens de probidticos ao final de 21 dias de
armazenamento refrigerado de 2,5x10° UFC/g, pH 3,98 e 32% de extrato seco total
(EST) para F, e 6,0x10% UFC/g, pH 4,16 e 31,5% EST para F,, auséncia S. aureus e
de coliformes. Conclui-se que o queijo Quark funcional apresentou altas contagens
de bactérias laticas probioticas e presenga de EPS, niveis estes importantes para a
acdo como alimentos funcionais e sobrevivéncia no trato gastrointestinal.
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ABSTRACT

Food that contain probiotic bacteria and prebiotics are included in the
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functional food category that has gain interest due to the beneficial effect on health.
The aim of this work was the formulation of a symbiotic and functional product,
with high viability of probiotic lactic acid bacteria which are exopolyssacharides
(EPS) producers. It was promoted the whey and reconstituted skim milk powder
fermentation for 24 h at 37 °C in two formulations: “F ” containing acacia gum
as prebiotic and inoculated with probiotic bacteria Lactobacillus casei LC1, and
“F,” containing inuline as prebiotic and fermented with L. acidophilus LAS. After
fermentation, EPS determination was conducted, and values of 103.5 mg/100g (F )
and 109.2 mg/100g (F,) were obtained. It was verified that the products presented
microbiological, physical and chemical stability and after 21 days of storage F,
presented probiotic bacteria counts of 2.5x10° CFU/g, pH 3.98 and total solids
(TS) of 32%; F, presented probiotic bacteria counts of 6.0x10* CFU/g, pH 4.16
and TS of 31.5%. Coliforms and S. aureus were absent in the two formulations. It
was concluded that the functional Quark cheese presented high counts of probiotic
bacteria and EPS occurrence, levels which are important to the action as functional

foods and survival in the gastrointestinal tract.
Keywords: Quark; Lactobacillus; acacia gum; frutans.

INTRODUCAO

A utilizag@o de alegagdes de satde na
comercializacdo de produtos alimenticios
como estratégia de marketing teve inicio nos
anos 1960. Nos anos 1970, o direcionamento
foi remover ou reduzir componentes nao
saudaveis tais como sal, acticar ou gordu-
ra. A tendéncia continuou nos anos 1980
¢ finalmente, nos anos 1990, componentes
mais saudaveis como vitaminas, antioxidan-
tes, fibras e bactérias laticas probidticas
foram adicionados aos alimentos (ZIEMER;
GIBSON, 1998).

Dentro da categoria de alimentos e
ingredientes funcionais encontram-se os
alimentos com bactérias probidticas (fermen-
tados ou ndo) e substratos especificos para
essas bactérias consideradas benéficas,
os prebidticos. Espécies de Lactobacillus
spp. ¢ de Bifidobacterium spp. tém sido
empregadas como probidticas (ZIEMER;
GIBSON, 1998). Substancias como inulina,
oligofrutose, goma acacia, amido resistente,
isomalto-oligossacarideos ¢ B-glucana tem
sido adicionadas aos alimentos devido as suas

fungdes prebiodticas (ROBERFROID, 1999;
ZIEMER; GIBSON, 1998).

A Resolugdo RDC n° 2/2002 define
probidticos como microrganismos vivos ca-
pazes de melhorar o equilibrio microbiano
intestinal produzindo efeitos benéficos a sal-
de do individuo (ANVISA, 2002).

Varias fungdes benéficas dos probid-
ticos tém sido descritas e incluem: 1. res-
tabelecimento da microbiota intestinal ba-
lanceada; 2. resisténcia a colonizagdo e/ou
preven¢do de diarreia; 3. redugdo sistémica
do colesterol sérico, redugdo de enzimas
fecais e mutagénicos potenciais que possam
induzir tumores; 4. metabolismo da lactose e
redugdo da intolerancia a lactose; 5. melhora
na resposta do sistema imune; 6. melhor
absorcdo de calcio e 7. sintese de vitami-
nas e pré-digestao de proteinas (ZIEMER;
GIBSON, 1998).

Os exopolissacarideos (EPS) micro-
bianos sdo polissacarideos ligados as células
ou excretados como polissacarideos livres e
tem a fun¢do de prote¢do em ambientes na-
turais contra a fagocitose, acao de antibidticos
ou condi¢des adversas, como por exemplo,
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estresse osmotico. Possuem também papel
no reconhecimento celular, na adesdo a su-
perficies e na formagdo de biofilmes, faci-
litando a colonizag¢do em diferentes ecossis-
temas (RUAS-MADIEDO et al., 2001).
Os EPS de bactérias laticas tém sido ainda
pouco explorados como aditivos naturais
ou funcionais por industrias de alimentos. A
inclusdo desses compostos teria um impacto
importante no desenvolvimento de novos
produtos, fermentados ou nao, com melho-
ra nas propriedades reologicas, de textura,
estabilidade e capacidade de retencdo de agua,
em adicdo a estimulagdo do sistema imune
(DE VUYST et al., 2001).

O queijo tipo Quark é o produto obti-
do a partir da fermentagdo e dessora de leite
integral ou desnatado. Faz parte do grupo
de queijos de massa fresca, que consiste
de produtos lacteos acidificados, ndo matu-
rados, consumidos logo apds a fabricagdo e
conservados obrigatoriamente sob refrige-
ra¢do (SCHULZ-COLLINS; SENGE, 2004).
E um queijo originario da Alemanha, podendo
ser utilizado como queijo cremoso ou na
culinaria em geral. Na Europa, onde possui
grande importancia comercial e fabricado
com tecnologia avangada, o queijo Quark e
similares como o Petit-suisse, além de con-
sumidos ao natural, sdo comercializados em
varios sabores com adigdo de frutas ou de
misturas balanceadas de condimentos. Tam-
bém pode ser transformado em um produto
aerado pela mistura com creme de leite ba-
tido, agucar, aromatizantes e estabilizantes.
O crescimento ou a incorporagao de culturas
probidticas ao queijo Quark ja resfriado tem
sido citada como uma alternativa interessante
devido a lenta passagem deste produto pelo
intestino, contribuindo, assim, para o processo
de colonizagdo.

O objetivo do presente trabalho foi ela-
borar queijo tipo Quark fermentado por
microrganismos probiodticos em duas dife-
rentes formulagdes e avaliar a composi¢ao

centesimal, a estabilidade microbioldgica-
e a viabilidade dos probioticos durante o arma-
zenamento refrigerado.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas como culturas pro-
biodticas as bactérias comerciais Lactobacillus
acidophilus LAS e Lactobacillus casei LC1,
ambas da Christian Hansen. As linhagens
liofilizadas foram reativadas em leite em po
desnatado reconstituido a 10% e incubadas a
37 °C, por 24 h. Em seguida, foram repicadas
na propor¢ao de 1% (v/v), incubadas sob as
mesmas condi¢des e armazenadas sob refrige-
ragdo para serem utilizadas posteriormente
como indculo.

Cultivo dos microrganismos para producio
de exopolissacarideos

O crescimento dos microrganismos pro-
bioticos foi realizado utilizando soro de leite
em po reconstituido a 7% (m/v) adicionado
de 10% (m/v) leite desnatado. A cada uma
das formulacdes foi adicionado goma acacia
ou inulina na propor¢ao de 0,5% (m/v), de-
pendendo do probiotico.

Processamento do queijo tipo Quark

Soro de leite, leite em po desnatado e
prebiodticos foram submetidos a tratamento
térmico em banho de dgua a 85 °C durante
15 min. Os prebidticos utilizados foram
goma acécia (Fibre Gum®), para a formulagdo
inoculada com L. casei LC1 — Formulagao
“F,”; e inulina (Raftiline®), para a formulagao
inoculada com L. acidophilus LAS —
Formulagdo “F,”. Apos o tratamento térmico
e resfriamento a 37 °C, 1% de bactérias
probidticas foram inoculadas e as formulagdes
incubadas a 37 °C por 24 h. Apds esse periodo,
a dessora da massa foi realizada por 12 h
sob refrigeracdo, utilizando-se tecido de
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algodao fino esterilizado (CHAMPAGNE
etal., 1992). Os demais ingredientes (frutose
4% (m/m), sacarose 8% (m/m) e amido
modificado H-50 BN 2% (m/m)), comuns as
duas formulag¢des, foram adicionados a massa
base e homogeneizados. O queijo Quark fun-
cional obtido foi embalado e armazenado sob
refrigeragdo a 4 °C.

Analises fisico-quimicas

As determinacdes de pH dos queijos
foram realizadas em potencidmetro digital,
previamente calibrado. A determinacdo da
atividade de 4gua foi realizada utilizando o
aparelho Aqualab (modelo CX-2) calibrado
com agua destilada. A composi¢do centesimal
do produto e a acidez tituldvel (expressa em %
de acido latico) foram determinadas segundo
a metodologia do Laboratério Nacional de
Referéncia Animal (BRASIL, 1981). Todas
as analises foram realizadas em duplicata.

Quantificacio de exopolissacarideos

A quantificagdo de exopolissacarideos
(EPS) nos meios apds as fermentagdes foi
realizada conforme descrito por Schiavao-
Souza et al. (2007), em duplicata. Os valores
encontrados para EPS foram calculados pela
subtracdo da quantidade de polissacarideos
presentes no meio nao inoculado (controle).

Analises microbiolégicas

A contagem de L. casei LC1 e L. acido-
philus LAS presentes nos queijos Quark foi
realizada no inicio e em intervalos regulares
durante o armazenamento das diferentes
formulagdes a 6 °C. Aliquotas das dilui¢des
seriadas foram inoculadas, em duplicata, em
agar MRS e as placas incubadas a 37 °C
por 48h (BRASIL, 1981). Os resultados fo-
ram expressos em unidades formadoras de
coldnias (UFC/g).

Os produtos foram avaliados micro-
biologicamente por meio das analises de co-
liformes totais, coliformes termotolerantes e
Staphylococcus aureus conforme Brasil (1981).
Os resultados foram expressos em UFC/g.

Analise estatistica

Os parametros avaliados das duas for-
mulagdes foram avaliadas em quatro tempos
(1, 7, 14 e 21 dias) com 3 repeti¢cdes. Os
resultados foram analisados estatisticamente
pela analise de variancia e o teste t de Student
a 5% de significancia, através do programa
Statistica 7.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A crescente demanda pelos consumido-
res por produtos que aliam sabor e propriedades
funcionais impulsiona o mercado de laticinios
ao desenvolvimento de novos produtos.
No presente trabalho, queijo tipo Quark
fermentado por Lactobaccilus casei LC1 ou L.
acidophillus LAS, adicionado de prebioticos
goma acdacia ou inulina para produgdo de
exopolissacarideos foi desenvolvido. As
formulacdes apresentaram como diferencial
a presenca de polissacarideos, que atuam
contribuindo na formacdo de agregados
celulares bacterianos e no reconhecimento e
adesao a superficies, facilitando a colonizagao
em varios ecossistemas (ALP; ASLIM, 2010)
e aumento da resisténcia ao estresse.

A Figura 1 apresenta os resultados de
pH, acidez titulavel e viabilidade das bactérias
probidticas L. casei LC1 e L. acidophilus
LAS durante o armazenamento dos queijos
a 6 °C. Observou-se que os valores médios
de pH diminuiram nas duas formulacdes.
Os valores de pH do queijo tipo Quark
fermentado por L. casei LC1 variaram de 4,33
a 3,98 durante os 21 dias de armazenamento
sob refrigeracdo de 6 °C e ndo diferiram
estatisticamente (p > 0,05). O pH do produto
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formulado e fermentado por L. acidophilus tro ao longo do periodo de armazenamento
LAS apresentou valores médios de 4,26 a 4,16 das duas formulagdes de queijo tipo Quark.
durante o0 mesmo periodo de armazenamento A acidez do queijo formulado a partir do L.
sob as mesmas condigdes. Al-Kadamany et al. casei LC1 aumentou 26,5% durante os 21
(2003) verificaram valores de pH inferiores dias de armazenamento. J4 a acidez do queijo
ao presente trabalho em Labneh (pH = 4,05), formulado com L. acidophilus LAS apre-
produto lacteo produzido por uma mistura de sentou menor aumento, da ordem de 9,4% ao
leite desnatado com creme de leite. Maruyama longo dos 21 dias de armazenamento.
et al. (2006) também observaram diminui- A populagdo de microrganismos pro-
¢do do pH ao longo do armazenamento, com bidticos (Figura 1) aumentou durante a pri-
valores entre 4,7 ¢ 4,4 ao longo de 21 dias meira semana de armazenamento para a
de armazenamento de queijos Petit-suisse. formulagdo F, (L. casei LC1), seguida por
Schulz-Collins; Senge (2004) citam valores gradual diminuigdo até o periodo final de
médios de pH para Quark desnatado de 4,6. estocagem (21 dias). A contagem de micror-
Com relagdo a acidez titulavel (Figura ganismos probioticos na formulagdo F, (L.
1), pode-se observar aumento neste parame- acidophilus LAS5) apresentou diminui¢do
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Figura 1 — Evolucao dos parametros fisico-quimicos (pH e acidez titulavel) e da contagem
de microrganismos probidticos dos queijos tipo Quark F, (Lactobacillus casei LC1) e F,
(Lactobacillus acidophilus LAS) durante armazenamento a 6 °C por 21 dias
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ao longo do armazenamento. No entanto,
nao foram observadas diferengas estatisti-
cas ao longo do periodo de armazenamento
(p > 0,05) entre os dois microrganismos. A
Legislagdo Brasileira de compostos bioa-
tivos (ANVISA, 2002) determina que a
quantidade minima viavel para os probioti-
cos deve estar situada na faixa de 10% a 10°
UFC na porgdo diaria ou 10°a 107 UFC/g de
produto.

A efetividade da agdo dos lactobaci-
los como adjuntos na dieta humana ¢ obtida
por valores situados entre 107 ¢ 10° células
viaveis por ingestdo diaria. A estabilidade dos
lactobacilos neste estudo superou os nime-
ros encontrados na literatura para alimentos
probioticos. Cardarelli et al. (2008) avaliaram
a viabilidade de Lactobacillus acidophilus
Lac4 em queijo Petit-suisse probiotico e ob-
tiveram contagens de 1,2 a 9,7 x 10° UFC/g
ap6s 28 dias de armazenamento sob refri-
geracdo, valores inferiores aos observados no
presente estudo.

Os valores médios de atividade de agua
foram de 0,986 para F,, fermentada por L.
casei LC1,¢ 0,979 para F,, com L. acidophilus
LAS5. Como esperado para este tipo de pro-
duto, a atividade de 4gua observada estd acima
dos valores seguros para que nao haja cres-
cimento de bactérias patdgenas. No entanto,

o pH acido desses produtos ¢ uma barreira ao
desenvolvimento de patogénicos.

A determinagdo de coliformes totais,
coliformes termotolerantes e S. aureus em
ambas as formulagdes revelou auséncia destes
grupos microbianos, indicando tratamento
térmico adequado e manutencdo de condi-
¢oes higiénicas adequadas durante processa-
mento e armazenamento do produto. Em
alimentos com caracteristicas de alta acidez,
baixo pH e presenga de bactérias lacticas, ha
inibi¢do da deterioragdo microbiana devi-
do a presenca de antimicrobianos naturais
(WAGNER; MOBERG, 1989), além das pra-
ticas adequadas desde o desenvolvimento até
0 armazenamento.

A Tabela 1 apresenta a composigao
centesimal dos queijos tipo Quark elabo-
rados com L. casei LC1 e L. acidophilus
LAS. Observou-se que a composicao centesi-
mal foi semelhante entre os dois produtos
(p > 0,05), embora contendo diferentes pre-
bidticos e probioticos. Al-Kadamany et al.
(2003) determinaram valores de composi¢ao
centesimal em queijo Quark semelhantes ao
presente trabalho (74,5 % de umidade, 8,3 %
de proteinas e 1,2 % de cinzas), com excegao
do teor de lipideos, pois no presente trabalho
foi utilizado leite desnatado.

Tabela 1 — Composigdo centesimal dos queijos tipo Quark F, (Lactobacillus casei LC1) e F,

(Lactobacillus acidophilus LAS)

Composigao (%)*

Lactobacillus casei LC1

Lactobacillus acidophilus LAS

Umidade 67,99°
Extrato Seco Total 32,012
Proteinas 8,17°
Lipideos 2,09°
Carboidratos** 20,732
Cinzas 1,02?

68,46°
31,54*
8,13°
2,10
20,33¢
0,98

*  Valores médios de duas determinagdes.
** Carboidratos calculados por diferenca.

Letras iguais sobrescritas na mesma linha indicam que nao houve diferenga significativa pelo teste t de Student

(p > 0,05).
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Os padroes legais para este tipo de
queijo variam de um pais para outro. Na
Alemanha, queijo Quark deve apresentar
minimo de 18% de matéria seca e de 12%
de proteinas, enquanto o Kwark holandés
deve apresentar no maximo 87% de umidade
e o minimo de 60% de proteinas no extrato
seco desengordurado (SCHULZ-COLLINS;
SENGE, 2004). Segundo o Regulamento
Técnico de Identidade e Qualidade de Queijos
(BRASIL, 2000), o queijo Petit-suisse (que
¢ semelhante ao Quark) ¢ classificado como
queijo de muita alta umidade, com teor de
umidade nao inferior a 55%, e minimo de
6% de proteinas lacteas. Considerando esses
padrdes, os produtos obtidos nas formulagdes
F, e F, atendem aos requisitos de identidade
e qualidade.

A quantificacdo de EPS foi realiza-
da nos leites fermentados antes do processo
de dessora, e apresentou valores médios de
103,5 mg/100g e 109,2 mg/100g para as
formulagdes F, — L. casei LC1 ¢ F, — L.
acidophilus LAS, respectivamente. Pode-se
observar que tanto L. casei LC1 quanto L.
acidophilus LAS produziram quantidades
semelhantes de EPS (p > 0,05). Embora
cada microrganismo tenha produzido na
presenca de prebiotico diferente (L. casei
LC1 com goma acacia e L. acidophilus LAS
com inulina), ambos estavam sob condi¢des
otimizadas para a produgdo de EPS con-
forme combinag¢do probidtico-prebidti-
co selecionada por Schiavao-Souza et al.
(2007) para otimizagao da produgdo de EPS
por bactérias laticas. A produgao de EPS pode
contribuir significativamente para desen-
volvimento de textura, reologia, percepgao
de sabor e estabilidade do produto final.
Além disso, EPS produzidos por bactérias
laticas possuem alegagdo de capacidade pre-
bidtica, antitumoral, antitlcera, efeitos imu-
nodulatorios (ALP; ASLIM, 2010) e também
podem reduzir o colesterol sanguineo (RUAS-
MADIEDO, et al., 2001). Durlu-Ozkaya et al.
(2007), estudando o efeito da producao de

EPS na resisténcia a bacteriéfagos e nisi-
na, verificaram que L. delbruekii subsp.
bulgaricus B3 produziu a maior quantidade
de EPS (315 mg/L). Esta alta produgdo foi
correlacionada a maior resisténcia a bacte-
riofagos dessa linhagem. Segundo Alp; Aslim
(2010), uma capa ou biofilme protetor de
EPS ao redor das células pode permitir que
a bactéria resista as condi¢Oes de acidez e
bile do trato gastrointestinal, além de maior
aderéncia a mucosa e permitir um tempo de
residéncia prolongado.

CONCLUSOES

Para ambos os produtos com combi-
nagdes probiodtico-prebidtico ao longo de 21
dias de armazenamento a 6 °C houve variac¢io
nos parametros de acidez, pH e contagem
de microrganismos, ocorrendo uma pés-aci-
dificacdo. Houve semelhante producdo de
exopolissacarideos pelas bactérias probio-
ticas utilizadas para producdo do queijo tipo
Quark. Ao final do periodo de armazenamen-
to, a contagem de probidticos Lactobacillus
casei LC1 e Lactobacillus acidophilus LAS
manteve-se nos niveis recomendados pela
legislacao brasileira para a alegacdo de pro-
duto funcional contendo probioticos, e foram
superiores aos encontrados em produtos
similares.
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