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PREFACIO

E com imensa alegria que a equipe do curso de Mestrado Profissional em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos publica esta obra, cujo objetivo € divulgar as pesquisas
realizadas pelo Programa de Pés-graduacao do Departamento de Ciéncia e Tecnologia
de Alimentos do Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologia do Sudeste de
Minas Gerais, campus Rio Pomba.

Este livro foi escrito por professores e mestres profissionais e apresenta temas
relevantes relacionados a Ciéncia e Tecnologia de Alimentos. E direcionado a
profissionais da area, estudantes de graduacao e pos-graduacado, pesquisadores e
professores.

Nessa segunda edicdo, intitulada “Contribuicdes para a Area de Alimentos:
Experiéncias do Mestrado Profissional em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Campus
Rio Pomba”, estdo presentes onze capitulos oriundos das revisées de literatura das
dissertagcdes defendidas em 2018 no Programa. Temas das linhas de pesquisa:
Processamento de Alimentos e Desenvolvimento de Produtos e Seguranca Alimentar e
Gerenciamento Ambiental pertencentes ao Programa sao abordados. Esses temas
incluem assuntos como produtos carneos, aplicacdo de metabdlitos de fungos para
conservacao de alimentos, bactérias probidticas, vegetais fermentados, queijo Minas
artesanal, kefir, bactérias psicrotréficas proteoliticas e fontes alternativas de proteina para
alimentacdo humana.

Agradecemos a todos da equipe envolvida na organizacdo do segundo volume
deste livro, além dos professores do Programa, a Diretoria de Pesquisa e Pds-graduacgao
pela concessao de bolsas a discentes e docentes, e a Pré-reitoria de Pesquisa e Inovacao
pelo apoio por meio de editais com bolsa para pesquisadores e discentes, além de
recurso financeiro para aquisicao de material de consumo para as pesquisas.

Esperamos que esta obra, que consiste no segundo volume, possa lhes ser Util e

venha contribuir com informacodes relevantes para a sua carreira profissional.

Coordenacéao do Mestrado Profissional em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos

Prof. Maurilio Lopes Martins e Profa. Eliane Mauricio Furtado Martins
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CAPITULO 1 - UTILIZACAO DE CHIA (Salvia hispanica L.) COMO
ALTERNATIVA PARA SUBSTITUICAO PARCIAL DA GORDURA EM
PRODUTOS CARNEOS BOVINOS REESTRUTURADOS

Marcela da Silva Gongalves
Marielle Maria de Oliveira Paula
Augusto Aloisio Benevenuto Junior
Eduardo Mendes Ramos

Mauricio Henriques Louzada Silva
Vanessa Riani Olmi Silva

1. INTRODUGAO

Atualmente, é visivel a busca dos consumidores por alimentos cada vez mais
saudaveis, de facil preparo e sabor agradavel. A preocupacao com a saude tem levado os
consumidores a escolha de alimentos com baixo teor de gordura e com melhor perfil
nutricional.

Produtos carneos reestruturados, além de suas caracteristicas sensoriais atrativas
aos consumidores, sao de facil preparo, por isso estdao inseridos nos habitos alimentares
da populacao brasileira. Estes apresentam proteinas de alto valor biolégico, vitaminas,
minerais em sua composicao, porém, tém sido também associados como prejudiciais a
saude, devido ao seu alto teor de acidos graxos saturados e colesterol. Assim, ha uma
procura por melhorias nutricionais nestes produtos, como um teor de gordura reduzido ou
substituido para um melhor perfil lipidico.

No entanto, reduzir ou substituir a gordura animal ndo € uma tarefa facil para a
industria carnea, visto que, este componente exerce importantes fungdes na formulacéao
dos produtos. Logo, quando removida, na maioria dos casos, a estabilidade fisica,
propriedades funcionais e sensoriais podem ser afetadas, influenciando na perda de peso,
capacidade de retencdo de agua, textura e sabor. Desta forma, uma alternativa a
substituicdo da gordura em produtos carneos reestruturados € a adicéao de fibras.

Dentre as fontes de fibras que podem ser utilizadas, a semente de chia (Salvia
hispanica L.) tem ganhado atengdo como um componente alimentar, pois € fonte de
acidos graxos Omega-3, proteinas de alto valor biolégico, vitaminas, minerais e
antioxidantes.

A semente de chia possui excelente capacidade de retencao de agua, o que leva a
formacao de gel, aumentando o volume e consequentemente o rendimento do processo.
Além disso, ao provocar movimentos peristalticos no intestino, a mesma, facilita o transito
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intestinal, evitando disturbios e constipa¢des, sendo considerada também um alimento
funcional.

Deste modo, a elaboracdo de produtos carneos reestruturados adicionados de
semente de chia (Salvia hispanica L.) em substituicdo parcial da gordura pode ser uma

alternativa viavel.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Produtos carneos reestruturados

A carne é reconhecida como um importante alimento para os seres humanos,
sendo fonte de proteinas e aminoacidos de alto valor bioldgico, além de minerais e
vitaminas (OLMEDILLA-ALONSO; JIMENEZ-COLMENERO; SANCHEZ-MUNIZ, 2013;
RAMOS; GOMIDE, 2017).

O relatério anual de 2019 da Associacao Brasileira das Industrias Exportadoras de
Carnes (ABIEC, 2020) afirma que, em 2018, o Brasil foi o maior produtor e exportador de
carne bovina do mundo e que a bovinocultura de corte representou 8,7% do PIB total
brasileiro. O Pais possui 214,68 milhées de cabecas de gado, sendo que a maior parte do
rebanho esta localizada na regido centro-oeste. Em 2018, mais de 44,23 milhdes de
animais foram abatidos e 20,1% da carne produzida foi destinada a exportacao.

Para a area de processamento, os custos de producdo estimulam o estudo e o
desenvolvimento de novas tecnologias, visando a utilizacdo de todas as partes do animal
com objetivo de minimizar as perdas e maximizar o lucro das empresas. Tal fator inclui a
implementagdo de métodos de reestruturagdo de carnes como aparas e cortes de baixo
valor comercial para melhorar a aparéncia e textura do novo produto, além de um
aproveitamento total da carcaca (FERREIRA et al., 2012).

Neste ambito, os produtos reestruturados, como empanados, salsichas,
hamburgueres, alméndegas, nuggets e quibe vém ganhando mercado e se destacando
como 0s principais responsaveis pelo crescimento do segmento carneo congelado
(ROCHA, 2015). Como principais razoes para este alto consumo, podem-se citar as
caracteristicas sensoriais agradaveis, praticidade de consumo e alto teor proteico
(DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010).
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Desta forma, através de processos de reestruturacdo de carnes € possivel elaborar
produtos de boa qualidade a partir de porcées de carne com textura deficiente, de dificil
comercializacao e de baixo valor comercial, oferecendo um produto com maior qualidade
e precos baixos (NASSARL et al., 2012).

No entanto, os produtos carneos processados tém sido associados negativamente
com saudabilidade. Por apresentarem altos niveis de gordura em sua composi¢ao, podem
ser um fator prejudicial a saude, como a incidéncia de doengas crbnicas (MICHA;
WALLACE; MOZAFFARIAN, 2010; DING et al., 2018).

Polkinghorne e Thompson (2010) descrevem que os consumidores buscam por
produtos carneos mais saudaveis, com teores reduzidos de sal, gordura, ou ainda,
produtos que contenham ingredientes capazes de promover melhorias a saude, como 0s
carotenoides e as fibras. Porém, os consumidores também esperam que os produtos com
formulacbes modificadas possuam mesmo sabor, aparéncia e aroma quando comparados
aos produtos formulados e processados tradicionalmente.

A reestruturagcdo permite oferecer produtos com qualquer forma ou tamanho,
podendo assim diversificar a oferta, e, sobretudo, a possibilidade de incorporacao de
outros alimentos ou compostos que os tornam mais saudaveis, nutritivos e atrativos
(MENDES, 2011).

Dentre os produtos reestruturados bovinos, podemos destacar o hamburguer, o
quibe e a almbéndega, produtos com definicbes e padrdes estabelecidos pela legislagao
brasileira (BRASIL, 2000): entende-se por hamburguer o produto carneo industrializado
obtido da carne moida dos animais de agougue, adicionado ou nao de tecido adiposo e
ingredientes, moldado, que se conserva pela aplicagdo do processo de congelamento, ja
que os aditivos adicionados visam apenas atuarem no rendimento e prevencao da
oxidacao; quibe (kibe) é o produto carneo industrializado, obtido de carne bovina ou ovina,
moida, adicionado com trigo integral, acrescido de ingredientes, tratando-se de um
produto cru, frito ou assado; a alméndega é um produto obtido a partir da carne moida de
uma ou mais espécies de animais de acougue, moldada na forma arredondada,
adicionada de ingredientes e submetido ao processo tecnolégico adequado. Trata-se de

um produto cru, semifrito, frito, cozido ou esterilizado.
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2.2. Substituicao de gordura em produtos carneos

Mudancas sociais, econémicas e culturais que vém ocorrendo nas Uultimas
décadas, impulsionaram as alteragdes nos habitos e comportamentos alimentares. Como
exemplo, tém-se o incremento da participacdo do consumo alimentar fora de casa, o
aumento do consumo de alimentos processados (MONTEIRO et al., 2011; OLIVEIRA;
SILVA; CORREIA, 2013) e a substituicdo das refeicoes e preparacdes tradicionais por
lanches com elevada concentracdo de energia, gorduras, acucar e sodio
(DISHCHEKENIAN et al.,, 2011). Tais caracteristicas, associam-se a condicdes
relacionadas com a nutricio e o0 metabolismo, como a obesidade, as doencas
cardiovasculares, a hipertensao, o diabetes e o cancer (MALIK et al., 2010; DING et al.,
2018), as quais sao as principais responsaveis pelos ébitos no Brasil (SCHMIDT, 2011).

Desta forma, a busca por uma alimentagao saudavel faz com que os consumidores
procurem por produtos que aliem saude ao prazer de um alimento palatavel. Este perfil de
consumidores impulsiona o desenvolvimento de produtos com reducdo de gordura, sem
causar prejuizos ao seu sabor e qualidade (FORKER et al., 2012; DING et al., 2018).

O desenvolvimento de produtos carneos mais nutritivos e menos gordurosos se fez
necessario para satisfazer a necessidade dos consumidores (HAN; BERTRAM, 2017).
Embora a gordura seja uma fonte importante de energia e acidos graxos essenciais, bem
como transportadora de vitaminas lipossolUveis em produtos a base de carne (HENNING;
TSHALIBE; HOFFMAN, 2016), nos ultimos anos, as demandas dos consumidores por
carne e produtos de carne mais seguros e de maior qualidade, com niveis reduzidos de
gordura e uma composicado melhorada do perfil de acidos graxos, tém aumentado a
tendéncia a incorporacao de ingredientes que melhoram a saude (HOCQUETTE et al.,
2012).

Ha alguns estudos que investigam o impacto das informacdes relacionadas a
saude sobre a preferéncia por produtos a base de carne. Esses estudos se concentraram
em: 1) informagbes sobre os beneficios nutricionais inerentes da carne (ou seja, fonte de
ferro, rica em proteina, etc.) (GRUNERT et al., 2011; VAN WEZEMAEL et al., 2014); 2)
reivindicacbes de reducédo de sal e/ou gordura na carne processada (SHAN et al., 2017);
e 3) reivindicacdes sobre ingredientes saudaveis adicionados durante o processamento
(GRASSO et al.,, 2016; SHAN et al., 2017). Todos estes autores sugeriram que, as

alegacoes de saude sobre a carne sdo positivamente percebidas, no entanto, as
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avaliac6es dos consumidores de diferentes tipos de alegacdes nutricionais e de saude,
variam em todos os paises e dependem de ter ou ndo algum conhecimento prévio sobre
ingredientes saudaveis adicionados.

Assim, a crescente preocupacdo e relacdo entre a saude, alimentacdo e
manutencdo do peso saudavel, tem impulsionado o mercado de alimentos a produzir
produtos com reduzido valor energético (BOFF et al., 2013). Como a gordura tem maior
densidade cal6rica do que a maioria dos nutrientes nos alimentos, a sua reducao é
atualmente uma das principais tendéncias em inovacao de produto alimentar (MA; BOYE,
2013). Cabe também ressaltar que, no Brasil, um produto é considerado com teor
reduzido quando houver uma diminuicdo de, no minimo, 25% no valor de determinado
nutriente quando comparado com um alimento de referéncia (BRASIL, 2012).

Desta maneira, os alimentos de preparo rapido e de grande abrangéncia popular,
como produtos carneos reestruturados, vém se tornando interessantes objetos de estudo
nesta area (VERMA; SHARMA; BANERJEE, 2010). Sendo um dos grandes desafios
identificar estratégias comercialmente viaveis que sao capazes de remover ou reduzir 0
teor de gordura de produtos alimentares, sem alterar as suas caracteristicas sensoriais e
nutricionais (BOFF et al., 2013; FERNANDEZ-LOPEZ; VIUDA-MARTOS; PEREZ-
ALVAREZ, 2020).

Uma das alternativas aplicadas para reduzir o teor de gordura nos produtos
carneos baseia-se na substituicdo da gordura por ingredientes nao carneos, tais como
proteinas animais ou vegetais e fibras dietéticas, seja para atingir as caracteristicas
texturizadas desejadas e certas caracteristicas funcionais ou para influenciar a
composicao do produto final (SCHUH; WEISS, 2015; DING et al., 2018).

2.3. Utilizacao de fibras alimentares

Substituir ingredientes menos nutritivos por outros de maior valor nutricional, sem
comprometer o sabor dos alimentos € um desafio para a indastria, porém, € uma pratica
de relevancia para se constituir uma dieta saudavel (OLIVOS-LUGO; VALDIVIA-LOPEZ;
TECANTE, 2010). A relacdo entre dieta e saude sempre foi um topico de interesse entre
os profissionais da area de alimentos. Por consequéncia, uma crescente atencao é dada
ao oferecimento de novos produtos que possam vir a provocar mudancgas benéficas nos

hébitos alimentares dos consumidores (WEISS et al., 2010).
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As modificacbes em produtos carneos que podem leva-los a funcionalidade e que
tém sido assunto de diversos estudos sdo: modificagdes dos niveis de acidos graxos e
colesterol da carne, adicao de 6leos vegetais, adicdo de soja, adicdo de extratos naturais
com propriedades antioxidantes, controle de cloreto de sdédio, adicdo de Oleos de
pescado, adicdo de produtos vegetais e adicdo de fibras vegetais (RODRIGUEZ-
CARPENA; MORCUENDE; ESTEVEZ, 2011; PAULA et al., 2019).

Dentro deste cenario, diferentes substitutos de gordura existentes no mercado,
como as fibras alimentares, tém sido objeto de estudo de uma diversidade de pesquisas
na area de alimentos, incluindo a producao de produtos carneos (DECKER; PARK, 2010;
ZHANG et al., 2010; FERNANDEZ-LOPEZ; VIUDA-MARTOS; PEREZ-ALVAREZ, 2020).

As fibras auxiliam no aumento de rendimento, na reducdo de custo da formulagao,
na melhoria da textura e traz beneficios para a saude do consumidor (TALUKDER, 2015),
por isso tém ocupado lugar de destaque devido aos resultados que revelam a acao
benéfica desses nutrientes no organismo e a relacdo entre o seu consumo em
quantidades adequadas e a prevencgao de doencas (BRUMMER; KAVIANI; TOSH, 2015).

De acordo com a comissdo do Codex Alimentarius, fibras alimentares, sdo
polimeros de carboidratos ndo digeridos, tampouco absorvidos no intestino delgado.
Podem ser classificadas nas seguintes categorias: polimeros de carboidratos comestiveis,
inerentes aos alimentos que sdao consumidos; polimeros de carboidratos obtidos a partir
de matéria-prima alimentar por meio de procedimentos enzimaticos, fisicos ou quimicos,
0s quais tenham mostrado efeito fisioldégico benéfico a saude, através de meios cientificos
aceitos pelas autoridades competentes; ou polimeros de carboidratos sintéticos que
apresentam efeito fisiol6gico benéfico a salde, através de meios cientificos aceitos pelas
autoridades competentes (MENEZES et al., 2013).

Os constituintes da fibra alimentar sdo, na sua maior parte, substancias de origem
vegetal, oriundas da parede celular e, em menor parte, de alguns polissacarideos
provenientes de outras partes das plantas ou sintetizados por microrganismos. A fibra
alimentar esta presente na dieta humana por meio do consumo de alimentos de origem
vegetal, nos quais se encontra normalmente como constituinte natural, em alimentos onde
tenha sido adicionada e na forma de suplementos alimentares ricos em fibra (MENDES,
2011).
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Entre os principais beneficios obtidos pela ingestao de fibra na alimentacao estao:
a reducao de colesterol sanguineo, melhorias na funcao do intestino grosso, diminuicao
da glicemia po6s-prandial (colaborando desta forma para a prevengdo ou reducao de
doencas intestinais), diminuicdo do risco de doenca cardiaca coronaria e diabetes do tipo
2. As fibras colaboram para as propriedades reoldgicas de produtos por meio de
caracteristicas como a solubilidade, viscosidade, formacdo de gel, capacidade de
retencdo de agua e aumento de volume pela associacao entre moléculas (MUDGIL;
BARAK, 2013).

As fibras alimentares totais séo classificadas de acordo com a sua estrutura, a sua
solubilidade em agua e em relacao ao seu grau de utilizagao (fermentacao bacteriana) no
organismo humano (MENDES, 2011). Os carboidratos ndo digeriveis podem ser
classificados como soluveis e insoluveis, sendo que fibras soluveis formam uma solucéao
quando misturadas com agua e 0 mesmo nao ocorre com 0s componentes insoluveis. A
condicao fisiologica e efeitos fisico-quimicos das fibras dietéticas dependem da
quantidade de fibra, especialmente, no que se refere as fracées sollveis e insollveis
(ELLEUCH et al., 2011).

De acordo com a Resolucao n? 54 (BRASIL, 2012), define-se produto rico em fibras
quando o teor minimo de fibra alimentar for de 6 g em 100 g de produto sélido (3 g/100
mL para produtos liquidos), enquanto que produto fonte de fibra deve apresentar teor
minimo de 3 g/100 g (1,5 g/100 mL para liquidos). A American Dietetic Association (ADA,
2008) sugere o consumo diario de 14g de fibras por 1000 Kcal, ou 38 g para homens
adultos e 25 g para mulheres. A Organizacdao Mundial de Saude (WHO, 2003) recomenda
um consumo superior a 25 g/dia de fibra total para adultos.

A sua aplicacao como ingrediente alimentar € amplamente considerada com duplo
propoésito: aumentar o teor de fibra em alimentos para gerar beneficios a saude e
melhorar as propriedades funcionais ou tecnoldgicas de produtos (EL KHOURY et al.,
2012). Outra caracteristica benéfica de fibras altamente viscosas, como [-glicanas,
hidrocoloides e pectinas € a influéncia nos niveis lipidicos do sangue (MUDGIL; BARAK,
2013).

Diante do exposto, o aumento do consumo de produtos carneos, aliado a
necessidade de produzir alimentos saudaveis com boa aceitabilidade, incrementou os

estudos sobre o0 uso de fibras nestes produtos. Assim, a incorporacdo de componentes
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funcionais em derivados carneos oferece beneficios adicionais a saude e, além da fungéao
basica de nutrir, os torna reconhecidos como alimentos funcionais (HAO; BETA, 2012).
Produtos enriquecidos com fibras sdo considerados mais saudaveis quando comparados
com o0s convencionais, mas pode alterar as caracteristicas sensoriais (DECKER; PARK,
2010; FERNANDEZ-LOPEZ; VIUDA-MARTOS; PEREZ-ALVAREZ, 2020).

Varios tipos de fibras tém sido avaliados isoladamente ou combinados com outros
ingredientes em formulacdes de produtos com teor de gordura reduzido, como em carnes
moidas, produtos reestruturados (SANCHEZ-ZAPATA et al., 2010; PAULA et al., 2019) e
emulsionados (CHOI et al., 2010). O desenvolvimento de produtos carneos com a adicao
de fibras alimentares, preservando as propriedades sensoriais caracteristicas, como a cor
e a textura, pode ser um estimulo ao incremento de itens saudaveis na dieta dos
consumidores. Entre os alimentos funcionais, chia, linhaca e perilla sdo reconhecidos como
importantes fontes de acidos graxos essenciais, 6mega-3 (w-3), que sdo importantes para a
satide humana (ASIF, 2011; FERNANDEZ-LOPEZ; VIUDA-MARTOS; PEREZ-ALVAREZ,
2020). No entanto, ndo ha consenso quanto a quantidade maxima de incorporacao de fibra
em diferentes produtos carneos, porém, o excesso de fibra pode trazer alteracdes
indesejaveis nas caracteristicas sensoriais do produto, como alteracdes na cor e textura.
As alteracbes provocadas nos produtos podem estar relacionadas com as diferencas das
caracteristicas fisicas, quimicas e tecnoldgicas das fibras (MUDGIL; BARAK, 2013).

Em destaque, a chia é particularmente interessante dentro dessa légica, que, além
de melhorar o valor nutritivo, apresenta grande capacidade para reter agua e Oleo,
caracteristicas que fazem dela uma alternativa como ingrediente para industria de
alimentos (OLIVOS-LUGO; VALDIVIA-LOPEZ; TECANTE, 2010; FERNANDES; SALAS-
MELLADO, 2017).

2.4. Semente de chia (Salvia hispanica L.)

A Salvia hispanica L., comumente conhecida como chia, oferece um consideravel
potencial para o desenvolvimento de alimentos saudaveis. Sua cultura foi expandida até a
América do Sul, sendo comprovadamente consumida ha séculos pelas civilizacbes Maias
e Astecas. Mas apenas ha pouco tempo ressurgiu o interesse por esta semente, por ser
considerada um alimento com significativo valor nutricional (JIN et al., 2012).
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Fonte de &cidos graxos 6&mega-3 (principalmente acido a-linolénico), suas
sementes possuem quantidade significativa de lipidios (cerca de 40% do peso total da
semente, sendo quase 60% como 6mega-3), fibra alimentar (mais de 30% do peso total) e
proteinas de elevado valor biolégico (cerca de 19% do peso total). Dentre o conteudo
proteico, destacam-se as altas concentragdes de &cido glutdmico, arginina e &cido
aspartico, porém a semente é pobre em lisina, ndo devendo ser, portanto, uma fonte Unica
de proteinas (OLIVOS-LUGO; VALDIVIA-LOPEZ; TECANTE, 2010; PAULA et al., 2019).
Além disso, contém minerais, vitaminas e antioxidantes naturais como tocoferdis e
polifendis, sendo os principais compostos fendlicos o acido clorogénico, acido cafeico,
quercetina e kaempferol, que possuem alegacéo de saude (IXTAINA et al., 2011, MUNOZ
et al., 2013).

Por apresentar boas quantidades de &cidos graxos poli-insaturados (PUFA),
particularmente acido a-linolénico, que promovem uma redu¢éo na incidéncia de doencas
cardiovasculares (COELHO; SALAS-MELLADO, 2014), o consumo de chia auxilia nas
funcdes imunoldgicas, inibindo a proliferacao de linfocitos e citocinas pré inflamatérias e
mantém a integridade das membranas celulares e dos neurotransmissores (YAO et al.,
2012; DING et al., 2018).

Como as autoridades de saude e alimentacao recomendam diminuir a ingestao de
gordura saturada e aumentar a ingestao de fibras, proteinas e acidos graxos 6mega-3, a
chia & uma alternativa promissora para o aumento desses componentes na dieta, ja que é
rica em PUFA’s, proteinas, fibras e compostos fendlicos que possuem atividade
antioxidante (COELHO; SALAS-MELLADO, 2015; FERNANDES;SALAS-MELLADO,
2017).

Quando uma porcao desta fibra & adicionada em um copo d’agua ela se gelifica,
fator decorrente da presenca de hidrocarbonetos com grupos polares livres, e, quando
consumida, auxilia no aumento no volume das fezes, o que provoca movimentos
peristalticos do intestino com mais frequéncia. Isto por sua vez facilita o transito do bolo
fecal ajudando a reduzir a probabilidade de disturbios do trato intestinal e prisdo de ventre
(VAZQUEZ et al., 2009).

Desta maneira, adicionar chia a um produto alimentar ndo sé melhora as
propriedades nutritivas e saudaveis de um produto e de seus componentes, como

também pode conferir propriedades tecnolégicas como alta capacidade de retencao de
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agua, atividade emulsionante ou capacidade de gelificacdo (COOREY; TJOE; JAYASENA,
2014; PAULA et al., 2019).

3. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Com o atual estilo de vida adotado pelas pessoas nas Uultimas décadas e
considerando as rotinas com menor tempo, tem aumentado consideravelmente o
consumo de alimentos praticos e processados. Dentre os produtos carneos, destacam-se
hamburguer, alméndega e quibe, como sendo opcdes praticas e saborosas. No entanto,
devido ao alto teor de gordura utilizado na fabricacdo destes produtos, que auxiliam nao
somente no sabor, mas também na suculéncia e maciez do produto final, tém-se a
necessidade de encontrar um ingrediente que mantenha essas qualidades e que seja
capaz de reduzir o teor de gordura final do produto, tornando-o mais saudavel, como a
utilizagao de fibras.

Desta forma, a utilizacdo da semente de chia pode ser uma alternativa satisfatéria
para alcancgar a reducao de gordura nas formulacdes de produtos carneos reestruturados

de carne bovina.
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CAPITULO 2 - METABOLITOS FUNGICOS PARA CONSERVACAO DE
ALIMENTOS: DESAFIO DE AVALIACAO DA TOXICIDADE

Jéssica Beatriz da Silva Reis
Cleuber Antbénio de Sa Silva
Maurilio Lopes Martins

André Narvaes da Rocha Campos

1. INTRODUGAO

Para que haja aumento no tempo de conservacao e diminuicdo das perdas na pés-
colheita de alimentos de origem vegetal, € importante que se conheca e utilize praticas
adequadas de manuseio durante as fases de colheita, pos-colheita, armazenamento,
transporte, distribuicdo, comercializacdo e consumo. A falta de cuidados nestas etapas
pode provocar danos em frutas e hortalicas possibilitando o ataque de microrganismos
deterioradores como fungos, bactérias e virus, que constituem os principais
contaminantes de vegetais (FREITAS-SILVA; SOUZA; OLIVEIRA, 2013).

As podridbes em frutas e hortalicas, resultantes da atividade de agentes
fitopatogénicos e da senescéncia natural, acarretam perdas qualitativas e quantitativas e,
em consequéncia, perdas econdmicas (COELHO et al., 2015). O valor das perdas pés-
colheita de produtos agricolas é de dificil mensuragdo a partir dos dados econémicos
mundiais (COSTA; GUILHOTO; BURNQUIST, 2015).

As perdas econdmicas na sec¢ao de frutas e hortalicas ocorrem principalmente pela
colheita de frutos imaturos, controle de qualidade inadequado nas etapas da producao,
incidéncia e gravidade de danos mecanicos, exposicao a temperaturas inadequadas e
demora no consumo (MELO et al., 2013). E apontada pela Associacdo Mineira dos
Supermercados (AMIS), perdas no varejo da ordem de 750 milhdes de reais por ano em
alimentos (EVANS, 2015).

Assim, para minimizar perdas e garantir um produto de qualidade ao consumidor,
vém sendo utilizados produtos naturais no controle de doencgas de plantas, apresentando
eficiéncia na reducéo do uso de agrotdxicos (PEIXINHO; RIBEIRO; AMORIM, 2017).
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2. UTILIZACAO DE AGROTOXICOS NA AGRICULTURA E SUAS
CONSEQUENCIAS NA SAUDE E NO AMBIENTE

Na década de 1960 a agricultura passou por grandes transformacdes que ficaram
conhecidas como Revolugcdo verde (GLIESSMAN, 2001). Esta nova légica agricola
incluia praticas que favoreciam o desenvolvimento de patégenos e pragas, como a
monocultura e as altas densidades de plantio. Estas transformacgdes tornaram os cultivos
comerciais de dependentes de um pacote tecnolégico que envolve, invariavelmente, a
utilizacao de agrotéxicos (GLIESSMAN, 2001).

A utilizacdo de agrotéxicos € um tema que vem despertando interesse, tendo em
vista suas consequéncias para a saude humana, decorrentes de seu uso crescente e, as
vezes, inadequado (MIORIN et al., 2016). Trabalhos demonstram que varias doencas
como cancer e mal formagdes congénitas, podem ser provocadas mesmo passados anos
ou décadas de exposi¢ao ao agrotoxico (CARNEIRO et al., 2015).

De acordo com relatério da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa)
(BRASIL, 2016), ao avaliar residuos de agrotoxicos de 12.051 amostras, foram
consideradas insatisfatorias 2.371 amostras (19,7%) e 2.211 (18,3%) apresentaram
residuos de agrotéxicos nao autorizados para a cultura.

Estes dados nos mostram que o risco potencial é eminente, ja que o Limite Maximo
de Residuo (LMR) de agrotéxico para cada cultura agricola é essencial para garantir que
estes estdo sendo adequadamente utilizados como também garantir a segurancga
alimentar.

Segundo Rangel, Rosa e Sarcinelli (2011), depois da prépria alimentacdo, a
principal fonte de exposi¢do humana aos agrotdxicos é a ambiental, uma vez que estes
produtos tém a capacidade de acumular-se no ar, agua e solo, podendo, portanto, ter
potencial de causar danos no decorrer do tempo.

3. CONTROLE BIOLOGICO DE PRAGAS E DOENCAS

O controle biolégico de fitopatégenos refere-se ao uso de microrganismos que
reduzem a atividade ou a sobrevivéncia dos agentes causadores de doencas em plantas
(OWNLEY et al., 2010).
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Os agentes antimicrobianos de controle biolégico surgiram como uma alternativa
mais efetiva do que o emprego dos diversos fungicidas agricolas existentes no mercado
para o controle de fitopatdgenos na pré e pos-colheita. Por serem considerados mais
seguros a saude e ao ambiente, esses agentes atendem a crescente demanda da
sociedade pela diminuicdo do uso de agrotéxicos (ZUCCHI; MELO, 2009), e é apontada
como uma alternativa viavel, ecoldgica e economicamente sustentavel para sistemas de
producao agricola (SOUZA et al., 2001; COMPANT et al., 2005).

O emprego de microrganismos para o controle de fitopatégenos pode ser direto,
quando esses sao utilizados vivos; ou indireto, através da aplicacao de seus metabdlitos.
Em ambos os casos necessita-se obter produtos que mantenham as caracteristicas dos
microrganismos ou de seus metabdlitos. Dessa forma, esses produtos precisam ser
formulados para facilitar a comercializacao, o transporte, a aplicagédo e o armazenamento,

sem que ocorram alteracdes em suas caracteristicas (LAZZARETT; BETTIOL, 1997).

3.1. Utilizacao de metabdlitos fungicos no combate de fitopatégenos

Os metabdlitos secundarios microbianos, derivados a partir de diferentes
intermediarios do metabolismo primario, representam uma grande fonte de compostos
com atividades biologicas. Muitos dos produtos utilizados atualmente para consumo
humano, ou terapias animais, sdo produzidos por fermentacdo microbiana ou sao
derivados a partir de modificagdo quimica de um produto microbiano. Desta forma, as
novas substancias bioativas continuam a ser identificadas a partir de fontes microbianas,
em relacao a grande variedade de isolados existentes (DONADIO et al., 2002).

De acordo com Vinale et al. (2008) muitas espécies microbianas séao
reconhecidamente produtoras de metabdlitos secundarios volateis e nao-volateis, os
quais apresentam amplo espectro de acdo antimicrobiana, com envolvimento de
linhagens de espécies fungicas na ativacdo de mecanismos de defesa da planta e na
regulacdo do crescimento vegetal. O fungo Trichoderma virens é encontrado no solo,
sendo de interesse para o biocontrole, pois apresenta capacidade de proteger as plantas
e conter infestacdes por populacées de patdégenos sob diferentes condi¢coes de solo, pela
producdo de numerosos compostos biologicamente ativos, incluindo enzimas
degradadoras de parede celular e metabdlitos secundarios. Acredita-se que essa

interacao evolui para uma simbiose entre o fungo e a planta, onde o fungo ocupa o nicho
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nutricional e a planta é protegida de doencgas. Indutores de Trichoderma ativam a
expressao de genes da planta, que estao envolvidos no sistema de defesa, promovendo o
crescimento da planta, incluindo o sistema radicular, aumentando a zona de colonizagéo e
os nutrientes disponiveis para o biocontrole do fungo, aumentando subsequentemente o
antagonismo geral de patégenos de plantas (HANSON; HOWELL, 2004).

Lima et al. (1997) selecionaram fungos isolado a partir de frutos e vegetais. Em
varios ensaios realizados em morangos, uva e kiwi, a levedura Aureobasidium pullulans
L47 e as leveduras Candida vanderwaltii L60 e C. oleophila L66 mostraram-se eficazes no
antagonismo de Botrytis cinerra e Rhizopus stolonifer. Os isolados L47 e L66 foram
utilizados em ensaios de morangos cultivados em estufas. Eles foram aplicados no
florescimento e na maturacao dos frutos (antes e apds a colheita) e observaram que o
isolado L47 mostrou-se mais efetivo contra o B. cinerea e R. stolonifer. Ambos o0s
antagonistas eram mais ativos quando aplicado no estagio de florescimento. A populacéao
antagonista era consistentemente alta em flores e frutos em desenvolvimento e em
morangos armazenados sobre refrigeracdo. Os isolados L47 e L66 apresentaram baixa
sensibilidade em relacdo a alguns fungicidas na cultura e foram capazes de crescer nas
temperaturas de armazenamento. A competicdo por nutrientes pareceu ser o principal
modo de acao (LIMA et al., 1997).

De acordo com Piccinin, Di Piero e Pascholati (2005), a levedura Saccharomyces
cerevisiae apresentou potencial inibitério para o controle de doengcas em vegetais, uma
vez que possuiu capacidade de sintetizar antibi6ticos e a capacidade de competir por
espaco e nutrientes. Entretanto, pouco se sabe quanto a sua acdo sobre as podriddes
pds-colheita de frutas.

Pisolithus spp. sdo fungos ectomicorrizico, que vivem em simbiose com varias
espécies de arvores, principalmente as do género Eucalyptus e Pinus. Esta simbiose tem
grande importancia para as arvores hospedeiras, principalmente quando plantadas em
terrenos de baixa fertilidade, pois o fungo propicia a melhora na absorcao e transporte de
agua e nutrientes do solo, aumentando a tolerancia a acidez, toxidez de metais pesados,
temperaturas elevadas do solo e aumenta a resisténcia as doencgas do sistema radicular
(DE SOUZA et al., 2001).

Alguns estudos mostram a importancia de sua utilizacdo em sistemas agricolas, no

periodo de pré e pés-colheita devido aos beneficios de seus metabdlitos, principalmente
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no controle de fungos patogénicos. Abreu (2012) observou forte antagonismo dos fungos
ectomicorrizico Pisolithus tinctorius e P. microcarpus sobre os fitopatégenos B. cinerea e
C. acutatum pela producdo de metabdlitos pelos fungos esctomicorrizicos. Isolados de
Pisolithus foram cultivados em meio de cultura BDA, sobre papel celofane. Apos 0, 7, 14,
21 e 28 dias, o micélio desses fungos foi retirado e posteriormente os fungos
fitopatogénicos B. cinerea, C. acutatum e Phoma tarda foram cultivados sobre os
metabdlitos liberados, realizando diariamente medigcdes do crescimento micelial dos
fungos fitopatdogenos. Os resultados confirmaram inibigdo do desenvolvimento dos
fitopatdbgenos no meio de cultura, sugerindo futuros experimentos acerca das substancias
atuantes e sua potencialidade de inibigao.

Diante da necessidade do desenvolvimento de produtos naturais para reducao do
uso de agrotéxicos utilizados no controle de fungos fitopatogénicos na agricultura e a
caréncia de estudos relacionados a toxicidade deles, faz se necessario o conhecimento
detalhado sobre a efetividade dos metabdlitos fungicos de Pisolithus spp., uma vez que

apresenta potencial de controle biol6gico alternativo.

3.2. Métodos de avaliacao toxicologica

Uma forma de avaliar a seguranga do uso dos metabdlitos e extrato fungicos é a
realizacdo de técnicas de bioensaio, que é uma ferramenta util e complementar para
avaliar o potencial toxico de substancias ndao regulamentadas e misturas quimicas
encontradas no meio ambiente (HERRERO et al., 2012).

Ao avaliar o potencial de toxicidade de compostos quimicos, algumas
caracteristicas devem ser consideradas, como: a possivel utilizagdo em estudos de
modelagem, a avaliacao de risco, a possibilidade de selecao de grupos para estudos
instrumentais, a constituicdo de uma base para a avaliacdo dos riscos das substancias
quimicas e dos seus produtos de transformacao. Neste contexto, as técnicas escolhidas
devem ser amplamente estudadas, confiaveis, econdémicas, de facil execucao e
sensibilidade de acordo com a amostra avaliada (WIECZERZAK; NAMIESNIK; KUDLAK,
2016).

No entanto, ao avaliar os danos ocasionados por uma substdncia em um
organismo vivo, deve-se observar a combinagédo de diversos fatores, tais como a espécie,

idade e sexo. A exposicao as substancias toxicas, como certos contaminantes, estando
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diretamente associada a morte celular, quer por apoptose ou necrose, revelam suas
propriedades citotoxicas. Além do potencial citotéxico, os contaminantes podem
apresentar um potencial genotdxico, mutagénico e carcinogénico (VICENTE, 2012).

Os ensaios de citotoxicidade avaliam a capacidade que uma substancia tem de
causar danos a célula ou sua estrutura, podendo culminar em sua morte. Essa avaliacao
pode ser realizada por meio de alteragcdes no processo de divisdo celular como por
modificacées no indice mitético (MACHADO SOUZA et al., 2005; FOTAKIS; TIMBRELL,
2006).

A avaliacdo de genotoxicidade se caracteriza por métodos que avaliam lesdes
cromossomais ou na estrutura nuclear (OSIMITZ et al., 2013). Para ocasionarem danos
ao DNA da célula, é necessario que o agente toxico seja transportado através das
membranas celulares e/ou nucleares, interferindo em seu controle nas mais diversas
atividades da célula, como reagdes enzimaticas, reducao dos niveis de sequestrante de
radicais e a capacidade de reparo das células (BANDYOPADHYAY; MUKHERJEE, 2011).

A mutagenicidade se refere a capacidade de uma substancia em induzir danos
genéticos, ocorrendo em diversos mecanismos relacionados as interagbes com o DNA e
outros alvos, como proteinas (BENIGNI; BOSSA; 2011). Sua avaliagdo é o primeiro passo
para a identificacao de riscos e dos compostos, por serem simples em relacao a avaliacao
de carcinogenicidade (GADALETA et al., 2016).

3.2.1. Teste de raiz de cebola (Allium cepa)

O bioensaio com vegetais sdo considerados essenciais para 0 uso ambiental de
substancias ndo regulamentadas e misturas quimicas (FREIRE et al., 2016), sendo
adequados e rapidos para o monitoramento de efeitos toxicos (HERRERO et al., 2012).

Considerado de baixo custo e facil manipulagéo, o ensaio com Allium cepa permite
a avaliacao de trés efeitos: citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade, possuindo
elevada sensibilidade comparada aos testes mais comuns e padronizados, como de
AMES (LUTTERBECK et al., 2016). E também utilizado como estudos precedentes para o
teste in vivo.

A raiz de cebola (A. cepa) € um eficiente bioindicador de citotoxicidade (SABINI et
al., 2011) e tem mostrado ser altamente sensivel ao estresse ambiental (CHARLES et al.,

2011; ABREU et al., 2014). Rotineiramente utilizados como um dos principais ensaios
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necessarios a avaliacao in vivo do potencial citotoxico e genotéxico de produtos quimicos
e/ou amostras ambientais (VIJAYALAKSHMIDEVI, 2015), o teste realizado em A. cepa é
uma excelente ferramenta, considerado padrao para testes de rapida deteccao de
toxicidade (KUMARI, 2016).

O teste caracteriza-se por apresentar facilidade no manuseio, utilizacdo em
amostras sem qualquer pré-tratamento, ser um sistema eucarioto que confere maior grau
de proximidade na comparacao com o0s provaveis efeitos causados na biota exposta a
substancias téxicas (ANDRADE, 2012), crescimento rapido de suas raizes, além da
disponibilidade e requisito de minima instalacdo, tornando-o desejavel para o
monitoramento rapido de genotoxicidade (BANDYOPADHYAY; MUKHERJEE, 2011).

O teste € um método direto, confidvel, eficiente e de boa aceitagdo para
acompanhar o dano em sistemas que sao expostas aos agentes mutagénicos ou
potenciais agentes carcinogénicos, tido como o melhor organismo modelo para estudar
toxicologia genética de nano particulas (KUMAR; SHARMA; PANDEY, 2011).

O teste genotdxico utilizando o A. cepa é validado pelo Programa Internacional de
Seguranca Quimica e pelo Programa Ambiental das Nacdes Unidas (GRIPPA et al.,
2010), caracterizado como o melhor para avaliar anormalidades cromossémicas e
nucleares, indice mitético, formacédo de microndcleos, detecgdo de contaminantes, além
de permitir a avaliacdo da agao de um agente e seus efeitos clastogénico sobre o material
genético (AIUB; FELZENSWALB, 2011).

O teste com raiz de cebola (A. cepa) apresenta boa correlacdo com outros
sistemas de teste, por ter um nimero reduzido de cromossomos (2 n = 16) (FISKESJO,
1985). O caribtipo de A. cepa consiste em oito pares de cromossomos, entre
metacéntricos e submetacéntricos. Cada bulbo produz uma grande quantidade de raizes
em um periodo, fornecendo um numero maior de células em divisdo por lamina
sustentando sua utilizacdo para analise de citotoxicidade (SILVA; BOSSO; CARDOSO,
2010).

Além disso, este ensaio proporciona informacao sobre a citotoxicidade de varios
agentes pela andlise do indice Mitético (IM) (BIRUK et al., 2017), formacdo de
micronucleos e células binucleadas, com a demonstracao de resultados claros e positivos
em condi¢des experimentais, sendo notavel a aberracao cromossémica juntamente com a

formacao de cromossomas errantes (GUPTA; AHMAD, 2012).
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3.2.2. Teste de Ames

Em 1976, Ames e colaboradores examinaram cerca de 300 compostos, entre os
quais foram conhecidos cancerigenos humanos, bem como substancias nao
carcinogénicas. Estes estudos demonstraram a utilidade de um teste baseado em
bactérias de Salmonella typhimurium como uma ferramenta para a avaliacao preliminar do
potencial carcinogénico de compostos em amostras de agua, dado que a maioria dos
agentes cancerigenos causavam mutacoes nas bactérias (MCANN; AMES, 1976).

Ensaios que utilizam organismos unicelulares como bactérias tém enormes
vantagens. Nos ensaios mutagénicos sdo necessarias grandes quantidades de células
vivas, facilmente conseguido com a utilizagcao de células bacterianas. Estes sistemas sao
simples, permitem testes rapidos e sdo relativamente de baixo custo (MORTELMANS;
ZEIGER, 2000; DEHGHAN-NOODEH et al., 2013).

O teste de Ames é utilizado em todo o mundo como um ensaio de rastreio para
determinar o potencial mutagénico de diversos produtos quimicos e drogas, sendo
empregado para a apresentacado de dados para as agéncias reguladoras para o registo ou
a aceitacdo de muitos produtos quimicos, incluindo drogas e biocidas (BANERJEE et al.,
2013). Adicionalmente, caracteriza-se por ser um método rapido e eficaz, barato e
relativamente facil para induzir mutagdes por produtos quimicos in vitro (LI, 2013a).

O teste € realizado a partir das estirpes bacterianas de S. typhimurium, com
quantidades minimas de L-histidina, e, opcionalmente, a fraccdo microssomal S9 de
figado de rato. ApGs a incubacdo, o numero de colbnias de bactérias é contado, sendo
que elevada contagem pode indicar a forte mutagenicidade dos compostos na amostra
(KWASNIEWSKA et al., 2012).

Ao utilizar diferentes estirpes de bactérias, é possivel detectar diferentes
mecanismos de mutacdo. Por exemplo, a S. typhimurium TA 100, TA 102, TA 1535 e
estirpes podem ser utilizadas para detectar substituicdbes de pares de bases Unicos
(RESENDE et al., 2012).

Resultados positivos de ensaio citogenético de mamifero em teste in vivo, podem
ser confirmadas pelo teste de Ames. Porém, ao avaliar um risco de potencial genotéxico
devido a exposicao de produtos quimicos, este bioensaio € limitado, sendo o teste de
aberracdo cromossdmica da célula de mamifero, como ensaio de microndcleo,
preferencialmente utilizado (KIRKLAND et al., 2014).
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O bioensaio de Ames, permite avaliar doses pequenas a partir de diluicbes da
substancia em estudo (fator de diluicao 1:1,4), porém, para o emprego do teste, a
viabilidade das cepas utilizadas devem estar com concentragdo de células a partir de 10°
UFC/mL (DI SOTTO et al., 2013).

A combinacdo do teste de Ames e ensaio de micronucleo demonstra ser eficaz
para revelar carcinogéneos e genotoxinas, de modo que, quando os resultados de ambos
sdo negativos, outro ensaio in vivo ndo precisa ser realizado (KIRKLAND et al., 2014).

3.3.3 Teste com Artemia salina

Artemia salina é um micro crustaceo da classe Anostracea, muito utilizado como
fonte de alimento para peixes e outros crustaceos; se adaptada a grandes mudancas
ambientais, como variacdes na salinidade, temperatura e oxigénio dissolvido (MORAIS,
2012). E um organismo fotossensivel, sendo a larva a que apresenta melhor
sensibilidade a substancias toxicas e consideradas um indicador de toxicidade em testes
in vivo (GARCIA; GOLVEIA; SANTIAGO, 2014).

O bioensaio realizado com esse organismo é frequentemente empregado em
analises prévias de toxicidade geral ou como primeira analise de modificacdes celulares
de novos compostos. Alguns estudos correlacionam o ensaio de toxicidade em larvas de
Artemia salina com atividades antiviral, bactericida, fungicida e parasiticida, o que mostra
o amplo campo de efetividade da técnica (GARCIA; GOLVEIA; SANTIAGO, 2014).

O teste com Artemia salina € muito utilizado em ensaios toxicolégicos por ser de
baixo custo, facil cultivo e obtencdo (BEDNARCZUK et al., 2010). Estas caracteristicas
possibilitam a realizacdo de experimentos com maior rapidez e sem grandes dificuldades
de manipulagcédo, sendo um método simples de triagem de toxicidade (MOTTIl; ANDRADE
PORTO; ROEL, 2015).

A utilizagdo do bioensaio em Artemia salina, assim como o teste de raiz de cebola,

servem de base para os ensaios biolégicos com ratos.

3.3.4. Teste in vivo
Os testes in vivo para danos genéticos devem ser um modelo que propicie algumas

caracteristicas quanto a absorcdo, distribuicdo, metabolismo e excre¢cdao (KANG et al.,
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2013). Sao realizadas em diversos organismos como: roedores, peixes, crustaceos,
rotiferos, invertebrados, entre outros (REPETTO, 2013; LUO et al., 2014).

A exposicao prolongada do agente toxico é uma desvantagem para o teste in vivo.
Porém neste bioensaio é possivel avaliar a localizagédo e a concentracdo do material em
questao nos tecidos, bem como a taxa de excregao, além da avaliagcdo macroscoépica do
tecido e toxicidade sistémica em geral (KANG et al., 2013).

As informacdes coletadas da andlise de 6érgaos sado essenciais para garantir a
aplicacao segura do composto estudado e fornecer informacgdes sobre os efeitos téxicos e
genotdxico de longo prazo que sado necessarios para estudos clinicos (PENG; ZHANG;
ZHOU, 2016). Estudos adicionais de toxicidade pré-clinicos, sdo necessarios para
confirmar a seguranca de compostos para uso em longo prazo e verificar o efeito
toxicoldgico no corpo humano.

Além disso, a avaliacdo da bioquimica do sangue € considerada uma ferramenta
atil para o diagnostico de doencgas hepaticas e avaliar os estudos histopatolégicos
(KOUROUMA, 2015). Em estudos in vivo, podem-se avaliar as doses empregadas,
relacionando com o tipo e caracteristicas das lesdes no organismo. A desvantagem deste
teste é o tempo para a realizagcao do experimento.

4. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A avaliacao toxicolégica de substancias para fins alimenticios € de extrema
importancia, visto que os danos que podem ser ocasionados a saude sao inumeros. Por
serem analises de baixo custo, verificamos que testes como o da raiz de cebola e o da
Artemia salina, podem ser executados e adaptados a andlises de alimentos para a

verificagao preliminar de toxicidade de novos compostos.
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1. INTRODUGAO

Nos ultimos anos, observou-se um aumento na busca dos consumidores por uma
alimentacdo menos processada, sem conservantes e que auxilie na prevengdo de
doencas. O aumento do interesse por esses alimentos é, muitas vezes, decorrente do
cotidiano agitado e da preocupacado com a qualidade de vida. A publicacdo “Brasil Food
Trends 2020” da Federacao das Industrias do estado de Sao Paulo (FIESP) e do Instituto
de Tecnologia de Alimentos (ITAL) mostrou que 21% da populacéo brasileira se preocupa
com saude e bem-estar promovidos pelos alimentos. Em 2016, pesquisas realizadas
pelas mesmas instituicoes demonstraram que mais de 80% dos entrevistados procuram
consumir alimentos mais nutritivos (REGO, 2016).

Para atender essa demanda, empresas e empreendedores tém buscado
alternativas para o desenvolvimento de produtos alimenticios diferenciados e de valor
agregado, o que contribui para criacdo de novos nichos de mercado, constituido por
alimentos mais naturais. Além disso, pesquisas sobre alimentos funcionais que, além da
nutricado basica, conferem alguns efeitos metabdlicos e fisioldgicos ao organismo ao
serem consumidos na dieta, é cada vez maior.

Os probidticos se enquadram entre os ingredientes funcionais e, segundo a
Organizacdo das Nacgdes Unidas para Agricultura e Alimentagdo e Organizagdo Mundial
da Saude, eles sdo microrganismos vivos que, quando consumidos em quantidades
adequadas, conferem beneficio a saude do hospedeiro melhorando o equilibrio
microbiano intestinal (FAO/WHO, 2001).

Sao inumeros os beneficios atribuidos ao consumo de culturas probidticas e, em
decorréncia desses efeitos benéficos, ha um aumento na procura por alimentos lacteos e
nao lacteos probibdticos. Os produtos lacteos oferecem boas condicbes para o0s
microrganismos probidticos, entretanto, existe a necessidade de produtos probi6ticos ndo
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lacteos (MARTINS et al.,, 2013), a fim de atender uma parcela da populagdo que
apresenta restricdes na dieta. Vegetais fermentados com bactérias laticas probidticas sao
encontrados mundialmente na forma de molhos, pastas, dentre outros e podem ser
consumidos como alimentos em conserva, vinagretes, etc.

Nosso grupo de pesquisa no Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos
vem avaliando o potencial de diferentes frutas e hortalicas como carreadoras de bactérias
probibticas, a exemplo de Lactobacillus plantarum e Lactobacillus rhamnosus e os

resultados sdo promissores.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Alimentos funcionais probiéticos e seu estudo in vitro em matrizes
vegetais

Nos ultimos anos, os consumidores tém demonstrado interesse nos beneficios dos
alimentos para a saude (MARINO et al., 2017) e, consequentemente, a populagcdo vem
buscando incorporar habitos saudaveis a sua rotina. Assim, a demanda por produtos
funcionais, que exercem efeito especifico sobre a saude devido a sua constituicao
quimica tem sido prioridade de alguns consumidores (FOLIGNE; DANIEL; POT, 2013) e
foco de pesquisa e investigacdo, o que € constatado pelo aumento do numero de
trabalhos cientificos associados a este assunto (PERRICONE et al., 2015; KAUR; SINGH,
2017).

Diversos fatores sdo reconhecidos como principais responsaveis pela
disseminacao dos alimentos funcionais, como as informag¢des sobre o elevado consumo
de alimentos industrializados, problemas de saude decorrentes do estilo de vida agitado,
sedentarismo, aumento da incidéncia de automedicacdo e, sobretudo, aumento da
consciéncia da relacao entre dieta e saude (CORBO et al., 2014).

A legislacdo brasileira ndo define alimento funcional, mas a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) definiu e padronizou alegacdes, condicionando o beneficio
alegado pelo consumo do alimento a adocao de uma dieta equilibrada e habitos de vida
saudaveis (STRINGHETA; AQUINO; VILELA, 2010).

Diversos alimentos com alegacbes funcionais estdo sendo desenvolvidos como,

por exemplo, aqueles contendo probidticos, que sao microrganismos vivos que mediante
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a ingestao de determinado numero apresentam efeito benéfico sobre a saude humana
(FAO/WHO, 2001). Constituem-se de leveduras ou bactérias que auxiliam na
recolonizacao e restauragdo da simbiose da microbiota intestinal, sendo veiculados em
alimentos funcionais (CHAUHAN; CHORAWALA, 2012).

O cenério econémico global dos probidticos € bastante incentivador e o segmento
de alimentos e bebidas, que é composto por laticinios e produtos nao lacteos, cereais,
produtos fermentados e desidratados representara mais de 85% da receita total (EVANS;
ZAKARIA; GUTHRIE, 2016). Acredita-se que esse crescimento estad relacionado a
conscientizacao e preocupacao dos consumidores com a dieta.

A ingestdo de alimentos probi6ticos proporciona varios beneficios, dentre eles
estdo os relacionados a preservacao fisioldgica das funcdes do trato gastrointestinal e do
sistema imunitario, entre outros (Figura 1).

Além dos beneficios que as culturas probidticas promovem a saude quando
consumidas, também desempenham uma funcdo protetora durante o armazenamento
contra os agentes deterioradores e patogénicos dos alimentos. Essa funcao protetora é
atribuida a competicdo por nutrientes (vitaminas, minerais, oligoelementos e peptideos) e
producdo de acidos organicos, bacteriocinas (peptideos antimicrobianos) e compostos
volateis, ndo volateis e aromaticos (PENNA; TODORQV, 2016). Assim, a presenca de
culturas com atividade inibidora é capaz de estender a vida de prateleira e a seguranca
dos produtos.

O uso de bactérias probidticas como promotoras de beneficios clinicos a saude é
uma area de pesquisa fascinante que ainda necessita de exploracdo (KERRY et al.,
2018). No entanto, ndo existe um consenso da quantidade minima do probiético a ser
ingerida para que se possa comprovar sua funcionalidade . Segundo Argyri et al. (2013), o
produto deve conter pelo menos 7,0 Log de Unidades Formadoras de Colbnias (UFC) de
bactérias viaveis por grama para promover os beneficios. Ja as diretrizes da Organizacao
Mundial de Gastroenterologia (WGO, 2017) sugerem que a dose de probidticos
necessaria varia muito em funcdo da cepa e do produto. Embora muitos produtos
comercializados fornecam entre 1—-10 bilhdes de UFC/dose, 0 que equivale a 9,0 — 10 Log
de UFC/dose, alguns produtos demonstraram ser eficazes em niveis mais baixos,

enquanto outros requerem quantidades maiores. Portanto, ndo é possivel estabelecer
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uma dose geral necessaria de probidticos; a dose deve ser baseada em estudos com

seres humanos que mostram beneficios para a saude.

Figura 1: Beneficios do consumo de probidticos relatados cientificamente.

Fonte: Gueimonde e Salminen (2013); Tripathi e Giri (2014); Salminen, Kneifel e Ouwehand (2016); Panghal
et al. (2018).

A quantidade de probiéticos presente no produto também é influenciada pela
composigdo da matriz e condicbes de processamento, sendo que a sua estabilidade a
essas condicbes pode ser alterada pela elevada temperatura de processamento,
temperatura de incubacgdo, temperatura de enchimento, taxa de resfriamento, sélidos
totais do produto, equipamentos de envase, materiais de embalagem e condi¢gbes de
armazenamento (PERRICONE et al., 2015). Outros parametros como a proporgao de

inoculacdo, niveis de oxigénio, pH, acidez, atividade de agua, presenca de sal, acucar,
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bacteriocinas e produtos quimicos como o peréxido de hidrogénio, aromatizantes
artificiais e corantes afetam a sua viabilidade (TRIPATHI; GIRI, 2014).

Dessa forma, o desenvolvimento de alimentos probiéticos com a concentracao
adequada de microrganismos até o momento do consumo é um desafio, considerando
que para uso humano € imprescindivel que este apresente capacidade de resistir ao
ambiente gastrointestinal, sendo estavel na presenca de &cido e bile, apresente adesao e
persisténcia para resistir a agentes patogénicos por meio da producdo de substancias
antimicrobianas, etc (KOMATSU; BURITI; SAAD 2008; TULINI; WINKELSTROTER,;
DEMARTINIS, 2013). Para isso, de acordo com Galgano et al. (2015), elevadas
contagens de células viaveis devem prevalecer ao longo da vida Gtil do produto.

Estudos clinicos baseados em ensaios in vivo e in vitro sdo necessarios para
considerar o produto probiético. Muitos estudos in vitro simulando a digestao
gastrointestinal tém sido conduzidos em alimentos de base nao lactea, a fim de testar
diferentes matrizes como carreadoras de bactérias probiéticas (Tabela 1).

Esses estudos empregam varias enzimas como a-amilase, pepsina, lipase, bile
bovina e pancreatina de diferentes fontes, tais como de origem suina, de coelho ou
humana, diferindo em sua atividade e caracterizacédo, a fim de simular as fases oral,
gastrica, entérica | e entérica |l do ensaio in vitro (MINEKUS et al., 2014).

Os estudos in vitro sdo amplamente utilizados e, quando comparados ao ensaio in
vivo, sd0 métodos mais rapidos, seguros € ndao possuem as mesmas restricoes éticas
como nos testes in vivo, sendo uma metodologia eficiente para avaliar o carreamento de
probiéticos ao longo do TGI (CAMPQOS et al., 2019a). Ferrando et al. (2016) avaliaram
duas estirpes de L. plantarum (Lp 813 e Lp 998) e constataram que ambas mostraram
uma boa resisténcia a passagem no trato gastrointestinal, reduzindo 3,5 e 4,0 ciclos Log
na contagem de células viaveis, permanecendo, assim, com aproximadamente 106 e 105
UFC/mL, respectivamente.

Na literatura encontram-se disponiveis poucos trabalhos que relatam a adicao de
bactérias probidticas em aperitivos a base de vegetais, sendo ainda mais escassos 0s
estudos que avaliam a resisténcia desses microrganismos as condigdes gastrointestinais
in vitro e in vivo.

Nao ha diavida de que os probidticos ganharam espaco nas prateleiras dos

supermercados e 0 aumento dessa demanda esta intimamente relacionado aos avangos
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cientificos em nutricdo, farmacologia, ciéncia e tecnologia de alimentos, além da

microbiologia de alimentos. A integracao desses campos aumentou nosso conhecimento

em relacdo aos efeitos dos probidticos na saude humana e na fabricagcdo de alimentos

potencialmente funcionais.

Tabela 1 - Estudos in vitro de viabilidade de microrganismos probiéticos veiculados por frutas, hortalicas e

derivados.
Probiético
Matriz Viabilidade - Referencia
AGi Tempo (dias
Espécie (UFC/q ou mL) po (dias)
Kimchi L. plantarum 299v 107 - Jietal (2013)
Blana et al.
, L. pentosuse L. 6 5
Azeitona plantarum >10 (2014)
Barbosa; Borges;
Suco de 7 180 ’ ’
laranja em po L. plantarum 10 Teixeira (2015)
| plant . Damodharan;
. plantarum, L. _ _
Fermentado rhamnosus GG e L. > 107 - Palaniyandi;
de rabanete
pentosus Yang (2015)
- Emser et al.
Maca em 7 6
cUbOS L. plantarum 10 (2017)
L. acidophilus, L.
SG‘” de p,ama,’f,m ol > 10° 28 Furtado (2017)
anga rhamnosus GG
Bebida de
leguminosas, L. rhamnosus GG >10° 45 Montanari (2017)
goiaba e
beterraba
Oliveira et al.
Suco de 6 o8
jabuticaba L. rhamnosus GG 10 (2017)
Suco misto
de jugara e L. rhamnosus GG >10° 28 Prates (2017)
manga
Cenoura e
~ goiaba L. acidophilus, L. > 10° 12 Rodrigues (2017)
minimamente  plantarum e L. paracasei
processadas
Suco de . o8 Campos et al.
Jucara e L. rhamnosus GG 10 (2019a)
abacaxi
Antepasto de L. plantarum LP 299v e > 10° 90 Campos et al.
vegetais L. rhamnosus GG (2019b)

Fonte: dos autores; (-) ndo informado.

42



Contribuicdes para a Area de Alimentos: Experiéncias do Mestrado Profissional em
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Campus Rio Pomba

2.2. Principais géneros de bactérias probioticas e espécies mais usadas em
produtos de origem vegetal

Estudos sobre microrganismos probidticos vém aumentando significativamente ao
longo dos anos. De janeiro a agosto de 2014, foram divulgados 1476 trabalhos
relacionados aos efeitos benéficos do consumo de probidticos a sautde humana. Em 2019,
2652 artigos foram encontrados no “Science direct” relacionados aos beneficios do seu
consumo e 3034 artigos publicados no mesmo ano, tiveram como foco probiéticos em
alimentos, o que demonstra a importancia do tema.

Os microrganismos probiéticos mais empregados em alimentos e que estdo
presentes no mercado sdo os pertencentes aos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium
(MARTINS et al., 2013; DAVIS, 2014). Estes dois géneros sédo habitantes predominantes
do intestino humano, sendo Lactobacillus no intestino delgado e Bifidobacterium, no
intestino grosso (TRIPATHI; GIRI, 2014).

As espécies do género Bifidobacterium sdo as mais utilizadas para consumo
humano, em fungéo de seus efeitos na prevencao e tratamento de alguns disturbios. Séo
microrganismos sacaroliticos e sua capacidade de utilizar carboidratos varia entre as
diferentes estirpes (VARELA; MADIEDO; GUEIMONDE, 2017). O habitat natural de
algumas estirpes de Bifidobacterium é o trato gastrointestinal (LUGLI et al., 2014). Séao
Gram-positivos (SOCCOL et al., 2010), anaerdbicos, nao produtores de esporos, catalase
negativa e sensivel a pH abaixo de 5,0. O género Bifidobacterium € constituido por mais
de 35 espécies, sendo as mais utilizadas em produtos alimenticios Bifidobacterium
bifidum, Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium longum, Bifidobacterium breve e
Bifidobacterium adolescentis (FERREIRA, 2003).

Por outro lado, o género Lactobacillus compreende um grupo taxonémico
heterogéneo de microrganismos, com 201 espécies atualmente conhecidas (BULL et al.,
2014), sendo o maior e principal género no grupo das bactérias do acido lactico
(ANGELIS; GOBBETTI, 2011). Sao Gram-positivos, do tipo bastonetes, retos ou curvos
ocorrendo isolados ou em cadeia, catalase negativa, microaerdéfilos, mesofilicos, néao
esporulados e produtores de acido latico como principal produto da fermentacdo de
carboidratos (GOLDSTEIN; TYRRELL; CITRON, 2015), motivo que justifica resisténcia

desses microrganismos em ambientes mais acidos.
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O género foi estudado como probibtico pelo fato das evidéncias de seus beneficios
para a saude (FENG et al, 2015). Esse género ainda é classificado como
homofermentativo ou heterofermentativo (FELIS; DELLAGIO, 2007), com base no produto
final da sua fermentacdo. Os homofermentativos fermentam acucares (glicose) por meio
da via de Embdem-Meyerhof ou via glicolitica a acido piravico e, este, sob a acao da
enzima lactato desidrogenase produz acido latico, sendo o principal produto da
fermentacdo da glicose. Ja& os heterofermentativos degradam a glicose através da via
oxidativa das pentoses fosfato, e além do acido latico, formam outras substancias, como
acido acetico, etanol e didéxido de carbono (MOZZI, 2016).

As espécies de Lactobacillus sdo consideradas seguras (GRAS - generally
recorgnized as safe) pela Food and Drug Administration (Administragdo de alimentos e
medicamentos - FDA), devido a sua extensa historia de uso seguro e presenca na
microbiota intestinal de seres humanos (PISANO et al., 2014). E podem ser encontradas
em varios habitats desde que sejam ricos em nutrientes como animais vertebrados e
invertebrados e também em plantas, cereais, legumes, frutas, bebidas fermentadas,
queijos e outros produtos lacteos, carnes e derivados (DUAR et al., 2017).

Diversos lactobacilos foram isolados do organismo humano. No trato
gastrointestinal, existe uma grande variedade incluindo Lactobacillus fermentum,
Lactobacillus casei, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
johnsonii, Lactobacillus reuteri e Lactobacillus plantarum (MOAL; SERVIN, 2014),
podendo ser encontrados também nas membranas das mucosas, cavidade oral, intestinal
e vaginal (FELIS; DELLAGIO, 2007).

Em produtos probidticos a base de vegetais, as estirpes mais utilizadas sao
Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Lactobacillus
plantarum e Bifidobacterium lactis (MARTINS et al., 2013).

A grande maioria das estirpes bacterianas probibticas pertence ao grupo de
bactérias lacticas e sua funcionalidade, de modo geral, depende da estirpe probiética
(KANMANI; LIM, 2013). No entanto, para Foligné, Daniel e Pot (2013), bactérias nao
laticas e leveduras com alegacgdes probidticas também tem sido objeto de estudo. Dentre
elas tém-se estirpes de Bacillus, Clostridium, Propionibacterium e bactérias Gram-
negativas como Escherichia coli.
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2.2.1. Lactobacillus plantarum

L. plantarum é um microrganismo Gram-positivo, catalase negativo, anaerdbio
facultativo e ndo esporulado (DASH et al., 2014), heterofermentativo facultativo (SIEZEN;
VAN HYLCKAMA VLIEG, 2011; ZHANG et al., 2016) e esta, principalmente, associado a
matrizes vegetais (HAMMES; HERTEL, 2006), estando presente em diversos tipos de
alimentos fermentados como chucrute, graos de cacau e makdoods (NOUT; SARKAR,;
BEUCHAT, 2007; MAHASNEH; MAHASNEH, 2017).

E uma espécie heterogénea e bastante versatil, encontrada em muitos nichos
ecolégicos, como produtos lacteos, carneos e vegetais, no trato gastrointestinal de
humanos e animais (KAUSHIK et al., 2009; SIEZEN; VAN HYLCKAMA VLIEG, 2011).

Apresenta boa aderéncia as paredes intestinais e exibe elevada resisténcia aos
sucos gastricos e sais biliares (VRIES et al., 2006; WANG et al., 2010), o que permite
sobreviver a passagem pelo trato gastrointestinal humano (VRIES et al., 2006).

Estudos ja constataram que algumas estirpes melhoram a funcdo de barreira
intestinal e os sintomas da sindrome do intestino irritavel, produzem bacteriocinas e
acidos organicos (SABO et al.,, 2014), exopolissacarideos (WANG et al., 2015) e
apresentam atividade lipolitica (ESTEBAN-TORRES et al., 2015).

L. plantarum esta presente na lista dos produtos GRAS ("Geralmente reconhecido
como seguro") (KANMANI et al.; 2013) e decorrente da sua contribuicdo para saude
intestinal houve um crescente interesse por essa espécie (SHEN et al., 2014).

2.2.2. Lactobacillus rhamnosus

Dentre os Lactobacillus considerados probidticos, L. rhamnosus € uma cultura
heterofermentativa (PETRULAKOVA; VALIK, 2015), que vém se destacando pelo seu
grande potencial probiético (MONTANARI, 2017). Segundo Doron, Snydman e Gorbach
(2005), L. rhamnosus GG foi patenteado (US 4839281 A) e licenciado para Valio Ltda.

A estirpe possui temperatura 6tima de crescimento de 35 °C a 40 °C, € tolerante a
acidos, sendo o pH 6timo entre 4,5 e 6,4, com taxa de crescimento constantemente
reduzida quando o pH esta entre 3,6 e 4,0. E um bastonete Gram-positivo curto, fino,
agrupado em palicada e catalase negativo (SHAH, 2007).

Uma caracteristica da estirpe GG que tem gerado interesse por parte dos
pesquisadores € sua elevada resisténcia ao suco gastrico e propriedades de adeséao
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(REUNANEN et al., 2012), colonizando o trato gastrointestinal apés trés dias de ingestao
(PITINO et al., 2010). Estudos também relataram a robustez tecnoldgica desta estirpe e a
presenca de pili proteico, estrutura que era encontrada somente em patégenos Gram-
positivos. A existéncia do pili atribui a esta estirpe maior adesao as células do hospedeiro
explicando, assim, o seu maior tempo no intestino comparado aos lactobacilos que néao
apresentam essa estrutura (REUNANEM et al., 2012). Essas caracteristicas conferem
posicado de destaque a essa estirpe.

Sé&o atribuidos a L. rhamnosus GG diversos beneficios a saude como a melhoria da
sensibilidade a insulina (KIM et al., 2013), alivio, prevencédo e tratamento da diarreia,
infecgdes infantis, alergias, dentre outros (FONG et al., 2015). A literatura relata que esta
estirpe resiste ao passar pelo trato intestinal e possui a capacidade de permanecer por
alguns dias na microbiota intestinal, sem que se tenha uma nova ingestao, caracteristica
importante para prevencao de algumas doencas intestinais (GOLDIN et al., 1992; KUMPU
et al., 2013).

Estas caracteristicas vém se destacando entre os pesquisadores quanto ao seu
uso na elaboragdo de produtos alimenticios probiéticos de base nao lactea, visto que a
estirpe € reconhecida como GRAS ("Geralmente reconhecido como seguro") para
consumo (RANDAZZO et al., 2013).

L. rhamnosus GG nao apresenta bom crescimento em produtos de base lactea, em
decorréncia de nao fermentar a lactose, diferenciando, assim, de outras estirpes de
lactobacilos. Também produz pouca quantidade de acido latico e grande quantidade de
acido acético, modificando o sabor desses produtos (GOLDIN et al., 1992).Entretanto,
esta estirpe tem mostrado bom desempenho em produtos de origem vegetal e vem sendo
bastante estudada por nosso grupo de pesquisa (MARTINS et al., 2013; FURTADO, 2017;
MOREIRA et al., 2017; CAMPOS et al., 2019a; CAMPOS et al., 2019b).

Apesar de até o momento, estirpes de L. plantarum e L. rhamnosus GG se
desenvolverem satisfatoriamente em vegetais, existem espécies probiéticas que quando
adicionadas a frutas e hortalicas e seus produtos nao resistem bem (KARASU; SIMSEK;
CON, 2010; GALGANO et al., 2015), a exemplo de L. acidophilus. Esta bactéria probibtica
cresce devagar (FERREIRA, 2008), restringindo o seu uso em algumas preparacdes
alimenticias, apesar de exibir um grau satisfatorio de tolerancia aos sais biliares e sucos

gastricos (ANUKAM; KOYAMA, 2007). Trabalhos realizados por nosso grupo de pesquisa
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mostram que L. acidophilus nao é tao promissor quanto L. plantarum e L. rhamnosus em
produtos de origem vegetal (FURTADO, 2017). Yoon, Woodams e Hang (2005) avaliaram
L. acidophilus, L. casei, L. plantarum e L. delbrueckii em suco de beterraba e também
consideraram que L. acidophilus foi menos estavel no suco fermentado, com maior
reducdo de viabilidade, comparado as demais culturas durante a estocagem refrigerada.
Komatsu, Buriti e Saad (2008) relataram que algumas estirpes de bactérias
probibdticas ndo conseguem resistir em produtos fermentados, portanto, € necessario

considerar a escolha da estirpe mais apropriada para cada tipo de produto.

2.3. Produtos de origem vegetal contendo bactérias probioticas

Culturas probidticas sao veiculadas tradicionalmente em produtos lacteos
(GRANATO et al, 2018), porém existe um numero crescente de individuos com
intolerancia e alergia aos derivados lacteos, hipercolesterolémicos, vegetarianos,
veganos? que necessitam de dietas com restricdo de gordura e que ndao consomem
produtos lacteos por questdes de habitos ou cultural (VASUDHA; MISHRA, 2013). De
acordo com Zychar e Oliveira (2017), 70% da populagdo mundial sofre de intolerancia a
lactose, o0 que justifica a busca por novas matrizes néo lacteas como veiculo de bactérias
probidticas, a fim de atender essa parcela da populacao.

Os vegetais tém-se apresentado como alternativa para insercao dessas bactérias
na dieta, visto que frutas e hortalicas possuem nutrientes que auxiliam o seu crescimento
(MARTINS et al., 2013). Esses alimentos possuem micronutrientes e fibras, carboidratos,
e sao fontes de vitamina C, vitaminas do complexo B, pro-vitamina A, fitosteréis, minerais
e fitogquimicos, que sao essenciais a dieta e ao metabolismo microbiano (GEBBERS,
2007). Por isso, estes revelam um potencial para atuarem como veiculo de probiéticos em
funcado de suas caracteristicas intrinsecas (MARTINS et al., 2015) como, por exemplo, a
presenca de prebibticos naturais que promovem o crescimento e atuam como protetores
de microrganismos probiéticos durante a vida util do produto e na passagem pelo trato
gastrointestinal (MARTINS et al., 2013).

Estudos mostram que além dos alimentos a base de frutas e hortalicas serem
carreadores de bactérias probibticas, estes apresentam boas caracteristicas sensoriais
(GALGANO et al., 2015). No entanto, a viabilidade de bactérias probiéticas em matrizes

47



Contribuicdes para a Area de Alimentos: Experiéncias do Mestrado Profissional em
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Campus Rio Pomba

vegetais dependera de alguns fatores como o tipo de vegetal utilizado, o pH, o teor de
oxigénio do meio e também a estirpe empregada.

Matrizes a base de frutas, legumes e cereais vém sendo estudadas como
carreadoras de probidticos (Quadro 1) em geleias, sucos, minimamente processados,
frutas e hortaligas fermentadas e ndo fermentadas, chucrutes, dentre outros (MARTINS et
al., 2013).

Acredita-se que esses alimentos apresentem um futuro promissor (PERES et al.,
2012; MARTINS et al., 2016), uma vez que se observa um grande empenho da industria e
dos pesquisadores em avaliar novas matrizes (FENG et al., 2015), a fim de expandir o

mercado de produtos probiéticos fermentados ou fortificados (ARGYRI et al., 2013).

2.3.1. Sucos

Estudos recentes sobre a utilizacdo de microrganismos probi6ticos em sucos
comerciais relatam o oferecimento de 6 a 9 Log de UFC de probiéticos por porgéo. Entre
as culturas usadas estao L. plantarum, B. lactis e L. acidophilus em sucos de mirtilo com
acai, suco de manga, de roma com amora preta, de morango, dentre outros
(PERRICONE et al., 2015).

Costa et al. (2013) realizaram uma pesquisa com suco de abacaxi como substrato
para a producdo de uma bebida probidtica contendo L. casei NRRL B442. As condigbes
6timas encontradas foram temperatura de 31 °C, pH 5,8 e o tempo de fermentagao de 12
horas, sendo os sucos mantidos sob refrigeracdo por 42 dias para a realizacdo das
analises. A viabilidade da cultura no produto foi de 6,03 Log UFC/mL para o suco nao
adocado e 4,77 Log UFC/mL para o suco adocado, ao final da vida de prateleira do
produto. O pH dos sucos diminuiram durante o tempo de estocagem, caracteristica ja
esperada devido a producéo de acido latico. Os autores concluiram que este suco é um
substrato adequado para L. casei, sendo uma bebida probidtica ndo lactea.

Suco de repolho probidtico foi desenvolvido por Jaiswal; Abu-Ghannam (2013)
usando estirpes de bactérias laticas. Os autores investigaram o efeito das culturas sobre o
teor de polifendis e a capacidade antioxidante e verificaram aumento significativo, apos 24
horas de fermentacédo, de L. brevis, L. plantarum e L. rhamnosus correspondente a 9,19;

9,47 e 10,6 Log UFC/mL, respectivamente, demonstrando o efeito promissor do produto.
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Quadro 1 - Estudos sobre a utilizagdo de matrizes vegetais como veiculo de bactérias probiéticas.

. i .. Produto A
Matriz suporte Probidtico utilizado alimenticio Referéncia
Azeitona L. plantarum Azerggrsw: de Hurtado et al. (2012)
. . . Rathore; Salmerén;
Malte e cevada | L. plantarum e L. acidophilus Bebida Pandiella (2012)
L. acidophilus,
Cenoura Bifidobacterium lactis, L. Suco Daneshi et al. (2013)
rhamnosus e L. plantarum
L. brevis, L. plantarum e Jaiswal e
Repolho L. rhamnosus Suco Abu-Ghannam (2013)
Pességo L. rhamnosus Geleia Randazzo et al. (2013)
Suco de abacaxi L. acidophilus Bebida Shukla, Jha e Admassu
€ soro (2013)
Couve L. acidophilus e Minimamente Silva et al. (2013)
L. rhamnosus processado
. L. acidophilus La-5 e Vasconcelos et al.
Acal Bifidubacterium animalis Sobremesa (2014)
Leuconostoc mesenteroides, ,
Repolho L. plantarum Chucrute Xiong et al. (2014)
Azeitona L. plantarum Pasta Alves et al. (2015)
Leguminosas
(soja, grao de . Petrulakova e Valik
bico, feijao, L. rhamnosus GG Mingau (2015)
lentilha, ervilha)
Cenoura Lactobacillus spp Puré Juvonen et al. (2015)
L. acidophilus, L. plantarum Kaur, kaur e Grover
Tomate e L. casei Suco (2016)
Cereja L. casei Suco Nematollahi et al. (2016)
L. casei, L. rhamnosus,
Pepino L. acidophilus, L. plantarum Picles Fan et al. (2017)
e L. peniusus
Agua de coco L. plantarum DW12 Bebida Kantachote et al. (2017)
fermentada
Berinjela, nozes,
alho, pimenta e Lactobacillus spp Makdoos Mahasne(goe1 g/l)ahasneh
azeite
Figo L. fermentum Suco Panda et al. (2017)
.Morango e L. acidophilus Sorvete Parussolo et al. (2017)
farinha de yacon
Cacau L. paracasei e L. acidophilus Cgfgr?éite Konar et al. (2018)
-~ Bacillus amyloliquefaciens e | Extrato de Mirtilo
Mirtilo Lactobacillus brevis fermentado Jeong et al. (2018)

Fonte: dos autores
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Pimentel et al. (2015) estudaram a suplementacdo de suco de maca com L.
paracasei ssp e/ou oligofrutose durante armazenamento refrigerado em embalagens
plasticas ou de vidro. A suplementagcdo com oligofrutose aumentou a resisténcia do
probiético durante 0 armazenamento e a embalagem de vidro foi mais apropriada que a
de plastico na manutencao da viabilidade da cultura.

Campos et al. (2019a) analisaram a resisténcia de L. rhamnosus GG as condigdes
gastrointestinais simuladas in vitro em suco de abacaxi com jucara bem como os efeitos
da ingestao do suco no tratamento de lesdes pré-neoplasicas em ratos Wistar. A autora
verificou que o suco pode ser considerado um 6timo veiculo do probiético, uma vez que
este se manteve viavel durante a vida de prateleira com contagens acima de 9,2 Log de
UFC por porcado de 100 mL. O suco nao exerceu efeito protetor no desenvolvimento de
lesbes pré-neoplasicas nos ratos, porém pode ser consumido a fim de prevenir doencas
coronarianas por contribuir na reducao da fragdo LDL do colesterol.

Ja Pires (2016) avaliou a mesma bebida mista probidtica de abacaxi com jucara
desenvolvida por Campos et al. (2019a) frente a resisténcia ao trato gastrointestinal
humano. O autor constatou que este alimento apresenta apelo funcional, uma vez que L.
rhamnosus GG apresentou, apds 28 dias de consumo, contagem média de 7,1 Log UFC/g
nas fezes dos individuos e apo6s 42 dias de interrupgdo do consumo, a contagem era de
4,1 Log UFC/g.

Outro estudo realizado por nosso grupo de pesquisa desenvolveu suco misto de
jucara e manga Uba, contendo L. rhamnosus GG, utilizando pasteurizacao e alta pressao
isostatica (MOREIRA et al., 2017). A equipe constatou que o0s sucos utilizando
processamento por alta pressao isostatica (API) ou pasteurizacdo foram considerados
carreadores do probidtico e apresentou contagem acima de 8,0 UFC/ mL.

Furtado (2017) avaliou a viabilidade de L. acidophilus La-05, L. plantarum LP299v e
L. rhamnosus GG em suco tropical de manga apds ensaio in vitro de resisténcia
gastrointestinal. Os autores constataram que em todos os tempos de andlise, a
quantidade de células viaveis que alcancariam o intestino grosso em uma por¢gao minima
de 100 mL dos sucos tropicais seria de 3,06, 6,98 e 7,88 Log UFC/ mL para L.
acidophillus La-05, L. rhamnosus GG e L. plantarum LP299v, respectivamente. O suco
tropical de manga ndo se mostrou uma boa matriz para veicular L. acidophillus La-05,
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porém L. rhamnosus GG e L. plantarum LP299v apresentaram quantidade suficiente para
promover beneficios ao hospedeiro.

Bebida mista de leguminosas (soja e amendoim), goiaba e beterraba adicionada de
L. rhamnosus GG foi desenvolvida por Montanari (2017). Apds simulagéao in vitro das
condi¢coes gastrointestinais, os autores observaram que a cultura probidtica se manteve
viavel durante a vida de prateleira das bebidas mistas de soja e amendoim com
contagens acima de 8,8 Log de UFC/mL e 9,5 Log de UFC/mL, respectivamente.
Portanto, o0 mix soja ou amendoim, beterraba e goiaba apresentou-se como um excelente
carreador de L. rhamnosus GG.

Além dos sucos ndo fermentados, bebidas fermentadas sdo muito conhecidas no
mundo e sdo promotoras de saude. Desta forma, grande esforco tem sido feito para
desenvolver bebidas fermentadas probidticas apresentando extrato hidrossoluvel de soja,
soro de leite, cereais, sucos de frutas e legumes, com intuito de contribuir de forma
enriquecedora como parte significativa do mercado de alimentos funcionais (MARSH et
al., 2014).

2.3.2. Produtos minimamente processados

Os produtos minimamente processados sao alimentos saudaveis e comercializados
nos grandes centros urbanos brasileiros. Sdo definidos como frutas ou hortalicas, ou a
combinacao destas, que passaram por alteracoes fisicas, mas apresentam caracteristicas
semelhantes ao produto na forma natural.

Silva et al. (2013) avaliaram a viabilidade de L. acidophilus e L. rhamnosus em
couve minimamente processada, além das caracteristicas fisico-quimicas e
microbiolégicas do produto. As amostras estavam de acordo com os padrdes brasileiros
para Salmonella sp. e coliformes a 45 °C e os microrganismos probidticos apresentaram-
se viaveis no produto com contagens de, aproximadamente, 10’ UFC/g, comprovando
que a couve minimamente processada pode ser veiculo para esses microrganismos.

Revestimento comestivel a base de pectina de baixa metoxilagao foi desenvolvido
por Rodrigues (2017) para veicular microrganismo probiético em cenoura e goiaba
minimamente processada. Foram utilizados no revestimento a base de pectina: L.
acidophilus LA3, L. plantarum CH6072 e L286, L. paracasei BGP1, L. acidophilus LA3 em

combinacao com L. plantarum CH6072 e L286, L. acidophilus LA3 em combinagdo com L.
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paracasei BGP1 e L. plantarum CH6072 e L286 em combinagao com L. paracasei BGP1.
As bactérias mostraram-se viaveis quando o0s revestimentos comestiveis foram
incorporados a cenoura e goiaba minimamente processadas.

Estudo realizado por Russo et al. (2015) avaliou meldes minimamente processados
como matriz alternativa de veiculacdo de L. plantarum B2 e L. fermentum PBCC11.5
durante 11 dias de armazenamento refrigerado. Os probi6ticos também foram testados
contra Listeria monocytogenes na fruta. As duas estirpes alcancaram o final da vida util
com elevada viabilidade e os atributos sensoriais de odor e sabor foram significativamente
afetados quando inoculados com L. plantarum B2. As duas estirpes probio6ticas reduziram
as contagens de L. monocytogenes nos meldes contaminados, indicando seu efeito
bioprotetor.

Salada de frutas contendo L. rhamnosus HNOO1 foi estudada por Martins et al.
(2016). Os autores verificaram que apos cinco dias de estocagem refrigerada o produto
continha 8,49 Log UFC/g de L. rhamnosus, sendo bem aceito pelos consumidores.

Iglesias et al. (2018) avaliaram a capacidade antagénica de L. rhamnosus GG em 5
espécies de Salmonella e de L. monocytogenes em pera minimamente processada. A
contagem de L. monocytogenes foi reduzida em, aproximadamente, 1,8 Log quando a
pera foi inoculada com L. rhamnosus GG, porém nenhum efeito foi observado sobre
Salmonella sp. A qualidade da fruta ndo foi afetada quando o probiédtico foi inoculado,
sendo este capaz de controlar a populacao de L. monocytogenes no produto.

Os beneficios nutricionais de bactérias laticas probidticas contribuem para
aumentar o consumo de vegetais minimamente processados enriquecidos com estes
microrganismos, uma vez que o0 consumidor moderno busca produtos de alta

funcionalidade e seguranca.

2.3.3. Cereais e sementes

Os cereais sao apontados como fonte de nutrientes, compreendendo vitaminas,
proteinas, fibras alimentares e minerais, entre outros (TODOROV; HOLZAPFEL, 2015).
Diversas tecnologias sao utilizadas para transformar cereais em alimentos, porém a
fermentacao representa a melhor forma para melhorar os atributos sensoriais e sua vida
de prateleira (KOHAJDOVA, 2017).
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Novos produtos alimenticios contendo sementes e cereais tém sido elaborados e
pesquisados como carreadores de probidticos em alternativa aos lacteos (SALMERON;
THOMAS; PANDIELLA, 2015; CHAVAN et al., 2018; MENEZES et al., 2018).

Rathore, Salmerén e Pandiella (2012) analisaram uma bebida probidtica de malte,
cevada e a mistura de malte e cevada contendo L. plantarum NCIMB 8826 e L.
acidophilus NCIMB 8821. Os autores estudaram o efeito do malte, cevada e sua mistura
durante a fermentacao por 28 horas a 30 °C e concluiram que houve melhor crescimento
das culturas probidticas na bebida contendo malte, em que se obteve 8,59 Log UFC/mL
de L. plantarum e 8,69 Log UFC/mL de L. acidophilus.

Os atributos de qualidade de uma salada elaborada com cereais e culturas
probiéticas foram estudados por Gautam e Sharma (2014). O produto foi preparado apds
a fermentacdo de cereais mistos (Triticum aestivum L., Linum usitatissimun L.) e
sementes de chia (S. hispanica L.) contendo as bactérias laticas L. brevis e L. spicheri G2.
N&o ocorreu perda de viabilidade das culturas e ndo se observou deterioracado do produto
durante a estocagem refrigerada a 5 °C.

Gupta e Bajaj (2017) desenvolveram uma bebida com farinha de aveia e mel
fermentada com L. plantarum M-13. Foram testadas algumas concentracdes de farinha de
aveia, tempo de incubagdo da cultura probidtica e teor de mel usado e as melhores
condigbes que promoveram a contagem do probidtico foram: 8,0% m/v de farinha de
aveia, 48 horas de incubacéao e 3,0% m/v de mel. Nestas condi¢des, o produto apresentou
excelente viabilidade do probidtico com contagem de até 16,9 Log UFC/mL, durante um
periodo de trés semanas de armazenamento a temperatura ambiente e refrigerada.

Mucilagem e proteina soluvel extraidas de semente de chia (Salvia hispanica L.) e
linhaga (Linum usitatissimum L.) foram usadas por Bustamante et al. (2017) como material
de encapsulamento de L. plantarum e Bifidobacterium infantis por spray drying em suco
em po instantaneo. A viabilidade apds encapsulamento nas misturas de maltodextrina
combinada com mucilagem e proteina sollvel extraida das sementes foi >98% e 0 mix
protegeu as culturas, aumentando sua resisténcia ao suco gastrico e aos sais biliares. Os
probibticos encapsulados com as misturas incorporadas no suco em pé exibiram alta
viabilidade (>9 Log UFC/g) ap6s 45 dias de armazenamento refrigerado. Portanto, os
autores concluiram que as sementes de chia e linhaca sao excelentes substratos para o

encapsulamento de probiéticos.
53



Contribuicdes para a Area de Alimentos: Experiéncias do Mestrado Profissional em
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Campus Rio Pomba

2.3.4. Hortalicas cruas e fermentadas, molhos e antepastos

As hortalicas cruas e fermentadas também tém sido objetos de pesquisa como
veiculadoras de culturas probiéticas por possuirem varias bactérias do acido latico, como
L. plantarum, L. pentosus, L. brevis, L. acidophilus, L. fermentum e L. mesenteroides
como parte de sua microbiota natural (SWAIN et al., 2014). Estes microrganismos séo,
muitas vezes, isolados de processos de fermentacbes artesanais incluindo alcaparras,
cenouras, couve-flor, pepino, berinjela, pimentdes, alho, repolho e varias misturas de
vegetais (Quadro 2).

Os vegetais crus e fermentados representam excelentes veiculos para bactérias
probibticas devido a suas estruturas naturais que permitem facil disponibilidade de
nutrientes para o crescimento microbiano (SOCCOL et al., 2010; PERES et al., 2012). Os
tecidos vegetais sdo constituidos de espacos intracelulares, poros e capilares, além de
fissuras e lesbes de superficie, podendo os microrganismos penetrar nesses tecidos
(BRACKETT; SPLITTSTOESSER, 2001). O descascamento e o corte realizados durante
0 processamento podem também beneficiar a disponibilidade de nutrientes, como
acucares, vitaminas e minerais indispensaveis para o crescimento do probiético (ROBLE
et al.,, 2010; SOCCOL et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2011).

Diversos processos de fermentacao sdo empregados na fabricacao de alimentos e,
entre eles, a fermentacdo por bactérias lacticas (LAB) é bastante comum e ocasiona
mudancas no perfil e nos tipos de compostos bioativos. Moléculas como peptideos
bioativos, acidos graxos de cadeia curta ou polissacarideos sao produzidos, ao passo que
o teor de acucar ou de compostos anti-nutricionais sao reduzidos e compostos fendlicos
sao convertidos em moléculas com valor biol6gico. Essas transformagdes, associadas ao
suprimento de prebidticos e/ou probidticos, assim como a melhoria da biodisponibilidade
dos componentes dos alimentos, resultam em alteracoes das propriedades referentes a
saude (MALATERRE; REMIZE; POUCHERET, 2017).
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Quadro 2 - Bactérias do acido latico isoladas e/ou presentes em produtos vegetais fermentados consumidos

mundialmente.

Bactérias laticas isoladas

Matriz Produto Referéncia
e/ou presente
Berinjela L. plantarum, L. brevis & - Sesena et al. (2001)
L. fermentum
Cenoura, feijao e .
abobrinha L. plantarum, L. Fermentum - Di Cagno et al. (2008)
Abdbbora d’agua, W. paramesenteroides e W. Yan-dong- Lan; Chen; Yanagida
acucar, sal e soja cibaria gua (2009)
Repolho e dlver.sos L. mesentgro:des, L. plantarum, L. Sauerkraut Yang et al. (2010)
outros vegetais brevis e L. rhamnosus
Repolho, rabanete,
mostarda e couve- | Pediococcus e Lactobacillus spp Gundruk Tamang (2011)
flor
Repolho. aio L. pentosus, L. plantarum, L.
°P > alpo, mesenteroides, L. brevis, L. lactis Paocai Feng et al. (2012)
pepino e rabanete
e L. fermentum
Azeitona L. plantarum e L. Rhamnosus - Argyri et al. (2013)
Brocdlis L. plantarum Yan-tsai-shin Chen et al. (2013)
Azeitona L pentosus, L. plantarum e L Azeitona de Gallego et al. (2013)
paraplantarum, mesa
Repolho L. plantarum e L. Rhamnosus Kimchi Jietal. (2013)
PJmenta doce, L. glantarum, L. brevis ] Jozwiak et al. (2013)
abdbora e tomate e Pediococcus pentosaceus
Mostarda e .
beterraba L. fermentum Dua Muoi Nguyen et al. (2013)
Berinjela L. pentosus Ca Muoi Nguyen et al. (2013)
Beganovi'c et al.
Repolho L. plantarum Chucrute (2014)
PeDinG L plantarum ) Wakil; Laba; Fasiku
P P (2014)
Repolho L. plantarum e L. Brevis Suan-tsai Guo et al. (2015)
Alcaparra L. plantarum - Palomino et al. (2015)
Ii:{rr?s:tlzoézsg)rc])?é Pediococcus, Leuconostoc,
P . ’ Lactococcus, Enterococcus e Kimchi Nam; Ahn (2016)
gengibre e
Streptococcus
rabanete
Mostar.da e L. plantarum, L. fe.rmentum Kahudi Goswami et al. (2017)
tamarindo e L. casei
Mostarda e repolho L. mesenteroides, L. confuses, Sayurasin Panghal et al. (2018)

L. plantarum e P. pentosaceus

Fonte: dos autores
(-) ndo informado.
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Vegetais fermentados sdo recomendados por médicos e nutricionistas devido as
suas propriedades de saude, tornando-se cada vez mais populares em muitos paises,
mesmo nos mais desenvolvidos em que esse tipo de alimento foi muitas vezes
subestimado. Seu consumo € indicado uma vez que sao alimentos de baixa caloria,
apresentando quantidade de aglicares menores comparado com vegetais crus (JOZWIAK
et al.,, 2013). Além disso, sdo fontes de fibra dietética que impede a assimilacdo de
gorduras e regula o peristaltismo intestinal. Sao também fontes de vitaminas C e
vitaminas do complexo B, fendlicos e outros nutrientes (YOON; WOODAMS; HANG,
2005).

Pasta de azeitona como veiculo da bactéria probibtica L. plantarum 33 foi estudada
por Alves et al. (2015). A cultura foi incorporada ao produto na forma livre e encapsulada
para avaliacdo da eficacia da microencapsulacao sobre a resisténcia do probiético.
Propriedades sensoriais da pasta de azeitona durante a estocagem refrigerada foram
avaliadas. Os autores concluiram que as células livres ou encapsuladas nao interferiram
na propriedade sensorial da pasta de azeitona, que demonstrou ser uma boa opcéao para
incorporacao de células livres de L. plantarum, uma vez que a microencapsulacao
influenciou significativamente a viabilidade durante a estocagem.

Argyri, Panagou e Tassou (2016) avaliaram azeitonas em conserva como
carreadoras de bactérias probibticas e verificaram que as estirpes isoladas das azeitonas
in natura tiveram mais chance de resistir no produto, devido a selecdo natural.

Mosso, Lobo e Samman (2016) desenvolveram um produto probiético chamado de
“queijo de batata” utilizando trés tubérculos andinos como substratos para fermentagéo de
L. brevis CJ25. O produto apresentou viabilidade de 8 Log UFC/g e pH 5,1. Mesmo apés
28 dias de armazenamento refrigerado, o produto apresentou aumento na contagem de
células viaveis e o valor de pH diminuiu. No ensaio in vitro, L. brevis demonstrou elevado
nivel de resisténcia ao suco gastrico durante 3 horas em pH 2,5 e resisténcia aos sais
biliares apés 3 horas de exposicdo, o que torna o produto um novo alimento funcional
promissor.

Vegetais em conserva tipo Chutney e antepastos compostos de frutas, hortalicas e
especiarias vém sendo consumido como aperitivos pelos brasileiros que apreciam
gastronomia e molhos gourmet. Estes apresentam sabor picante, agridoce e sdo muito

consumidas no acompanhamento de carnes frias e assadas, grelhadas e fondues
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(RIBEIRO et al., 2013). O consumo de molhos e conservas do tipo chutney é elevado
entre os povos asiaticos que apreciam antepastos de frutas e hortalicas mistas em 6leo
vegetal.

Na legislacdo brasileira, os antepastos podem ser inseridos na Resolu¢cao RDC n®
352 (BRASIL, 2002) que define frutas e hortaligas em conserva, como o produto
preparado com frutas frescas, congeladas ou previamente conservadas, inteiras ou em
pedacos ou em forma de polpa, envasadas praticamente cruas ou pré-cozidas e
tubérculos, raizes, rizomas, bulbos, talos, brotos, folhas, inflorescéncias, peciolos, frutos,
sementes e cogumelos cultivados, cujas partes comestiveis sdo envasadas praticamente
cruas, reidratadas ou pré-cozidas, imersas ou ndo em liquido de cobertura apropriado,
submetidas a processamento tecnologico antes ou depois de fechadas hermeticamente
nos recipientes utilizados a fim de evitar sua alteracao.

Conservas a base de frutas e hortalicas fermentadas com bactérias laticas
probibticas estdo presentes na alimentacdo de muitos povos, diferente do que se verifica
no Brasil. Estudos revelam que na Jordania, vegetais fermentados em salmoura como,
por exemplo, Makdoos, sdo muito consumidos. Este produto pode ser processado de
varias formas, mas tradionalmente é constituido de berinjela recheada com nozes moida,
alho e pimenta, sendo deixado fermentar em Oleo vegetal (azeite). A fermentagéo é
iniciada com os microrganismos presentes nos vegetais e no recheio utilizado, mas as
bactérias do acido latico, principalmente Lactobacillus spp. sdo as maiores responsaveis
pela fermentacao (MAHASNEH; MAHASNEH, 2017).

Cetin (2011) avaliou o comportamento de L. plantarum em Tursu, um produto
fermentado consumido na Turquia, contendo repolho, pepino, tomate verde, pimentao
verde, cenoura, pimentao vermelho, alho e salsa durante 60 dias de armazenamento. O
autor verificou que o produto apresentou viabilidade de L. plantarum igual a 7,49 Log
UFC/mL no final da estocagem e que a adicao de L. plantarum em Tursu realcou o sabor
do produto.

A capacidade de estipes potencialmente probidticas de L. plantarum e L. paracasei
resistirem em conservas de alcachofra durante 90 dias foi avaliada por Valerio et al.
(2006). Os autores constataram que a fixacdo das estirpes bacterianas as alcachofras

melhorou sua resisténcia a digestao gastrointestinal in vitro.
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Recentemente, conservas de frutas e hortalicas fermentadas tém sido muito
apreciadas pelos consumidores. Nesse sentido, Joshi, Somesh e Neerja (2011)
prepararam e avaliaram aperitivos de vegetais contendo cenoura, rabanete e pepino com
polpas de pera e manga fermentados com L. plantarum NCDC 020, Pediococcus
cerevisiae NCDC 038 e Streptococcus lactis var. diacetylactis NCDC 061 e observaram
que os produtos foram bem aceitos pelos consumidores, o que demonstra o seu potencial
de mercado.

Acredita-se que os antepastos de vegetais podem ser mais uma opg¢ao de produto
carreador de bactérias probidticas acessivel a populacdo que busca alimentos praticos,
saborosos, saudaveis e que apreciam produtos gourmet.

3. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O consumo de vegetais fermentados contendo bactérias probidticas vem
aumentando entre os consumidores em funcdo das tendéncias gastronémicas e de
mercado, que faz com que o publico opte por alimentos de fermentacao natural no dia a
dia em funcao do apelo saudavel e funcional. Assim, produtos como antepastos, molhos e
pastas estdo sendo considerados uma nova opc¢ao de produto nao lacteo, com potencial
tecnoldgico para a industria de conservas, sendo acessivel a populagdo que busca
alimentos saborosos e diferenciados.
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CAPITULO 4 - QUEIJO MINAS ARTESANAL DO SERRO: MATURAGAO E
SEGURANCA ALIMENTAR

Samya Petrina Pessoa Oliveira
Rosana Campos do Vale

Vanessa Riani Olmi Silva

Cristina Henriques Nogueira
Aurélia Dornelas de Oliveira Martins
José Manoel Martins

1. INTRODUGAO

A producéo de queijos no Brasil tem aumentado gradativamente nos ultimos anos
com a demanda impulsionada pela elevacado do poder aquisitivo da populagdo. Somente
0s queijos inspecionados, em 2013, ultrapassou a producédo de 1,0 milhdo de toneladas
(ITAL, 2017).

Os queijos artesanais, devido a sua singularidade, estdo ganhando cada vez mais
espaco junto ao comércio de queijos finos no Brasil, atingindo uma classe com poder
aquisitivo mais elevado e com maior conhecimento de produtos com qualidade. Trata-se
de um queijo que possui valor social de grande relevancia, uma vez que suas regides
produtoras sdo compostas, em sua maioria, por familias rurais que estdo envolvidas
diretamente nessa producao, sendo esta, sua principal ou uUnica fonte de renda. Neste
contexto, fica evidenciada a importancia histérica, cultural e econdmica que este produto
representa para o estado de Minas Gerais.

Em razdo da sua historia, tradi¢cdo e cultura, o Serro é reconhecidamente uma das
mais importantes regides produtoras de queijo artesanal no Brasil. Segundo essa
premissa, o Instituto Estadual do Patriménio Histérico e Artistico de Minas Gerais —
IEPHA-MG registrou “0 modo de fazer” do queijo Minas artesanal do Serro como
“Patriménio Imaterial de Minas Gerais”. Por meio do Decreto n® 42.505 de 15 de abril de
2002, o IEPHA-MG (2002) destaca o potencial econémico do patriménio preservado e a
necessidade de ampliar a consciéncia sobre a importancia dos bens representativos de
Minas Gerais, tais como o queijo Minas artesanal (SILVA et al., 2011).

Embora o seu “modo de fazer” seja secular, nos ultimos anos, alguns produtores da
regiao do Serro tém substituido um dos seus principais ingredientes, o “pingo”, pela “rala”,
que é uma fragdo do queijo ralado e adicionada ao leite no momento da fabricacdo. A
principal justificativa da mudanca estd baseada na melhoria da consisténcia do queijo,
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principalmente nos primeiros dias apds a fabricacdo, quando o0s queijos, mesmo em
estacdes mais frias, conseguem ser comercializados com tempo inferior a 5 dias.

Entretanto, esta mudanca tem provocado o questionamento de consumidores e da
propria Cooperativa dos Produtores Rurais do Serro em relagdo as caracteristicas do
produto final. O principal questionamento é que, se com “rala” é mantido o mesmo padrédo
de qualidade do queijo fabricado com "pingo".

Deve ser considerado que o Estado de Minas Gerais esta na vanguarda no que se
refere a regulamentagdo de queijos artesanais, inclusive servindo de referéncia e
motivagdo para que pequenos produtores de outros estados se articulem quanto as
necessidades de certificacdo. Exemplo dessa articulagdo é a proposicao de uma nova
legislacao para os queijos artesanais do estado de Minas Gerais, que esta em transito na
Assembleia Legislativa de Minas Gerais, podendo, caso justificado, incluir na fabricagéo
de queijo Minas artesanal o uso da “rala”, caso se comprove que a mesma nao traz

prejuizos a qualidade dos queijos.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Queijo Minas artesanal: historico, particularidades e aspectos legais de
sua producao

O inicio da pecuaria leiteira no Brasil se deu com a chegada dos primeiros animais
em 1534, por meio de Martim Afonso de Souza, levando para as minas de ouro de Minas
Gerais a arte de fazer queijo de maneira artesanal, como um método de conservagao do
leite (DIAS et al., 2016). Um dos mais antigos e tradicionais queijos produzidos no Brasil é
o queijo Minas artesanal, sendo responsavel pela geracdo de renda de um grande
namero de pequenos produtores rurais e representando uma forma de subsisténcia de
inumeras familias no meio rural, além da ser simbolo cultural das regiées produtoras
(DORES; FERREIRA, 2012; COSTA JUNIOR et al., 2014).

O Brasil tem sua historia relacionada com a arte de fazer queijos. Pelos vales e
montanhas do pais, milhares de produtores continuam com a tradicdo secular. Entre os
queijos produzidos nas agroindustrias familiares, o queijo Minas artesanal é amplamente
difundido no estado de Minas Gerais e em todo pais, pela tradi¢cdo cultural, e pelo seu
sabor peculiar (SPERAT-CZAR, 2012).

73



Contribuicdes para a Area de Alimentos: Experiéncias do Mestrado Profissional em
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Campus Rio Pomba

E um produto da coagulagdo do leite e o fermento empregado é composto por
Lactococcus lactis ssp. lactis (95%) e Lactococcus lactis ssp. cremoris (5%) (MACHADO
et. al., 2004), quando fabricado industrialmente. Ja o queijo Minas artesanal, que é o
queijo produzido com leite cru, possui inumeras diferencas quando comparados aos
queijos pasteurizados devido a sua diversidade de microrganismos. Nado apenas em
quantidade, mas em diversidade, o que os tornam complexos e saborosos, além de
possuir inimeros compostos aromaticos Unicos, que estarao relacionados a regiao onde
sdo produzidos, provenientes das pastagens e das queijarias onde sao fabricados
(SPERAT-CZAR, 2012).

Segundo Silva et al. (2011), os queijos artesanais, fabricados diretamente na
fazenda a partir de leite cru, acrescentam 70 mil toneladas/ano a oferta nacional e
mantém na atividade em torno de 27 mil produtores. Desses, 10.773 sao produtores rurais
de quatro principais regioes (Serro, Serra da Canastra, Cerrado e Araxa) que produzem,
anualmente, 33.570 mil toneladas de queijo/ano.

A presenca do queijo Minas artesanal (QMA) se espalha por mais 3 regides do
estado, Serra do Salitre, Campo das Vertentes e Triangulo Mineiro. Juntas essas sete
regides sao responsaveis por mais da metade de todo queijo artesanal produzido em
Minas Gerais. Destaca-se ainda que 519 dos 853 municipios do estado sdo produtores de
queijos artesanais, contribuindo para a manutencgao da tradicdo e cultura do povo mineiro
(PAULA; CARVALHO; FURTADO, 2009; SILVA, 2015).

Assim, o processo de producao do queijo Minas artesanal se da por varias décadas
e com o objetivo de resguardar a segurancga alimentar dos consumidores, o Governo do
Estado de Minas Gerais criou leis especificas para os queijos Minas Artesanais (MINAS
GERAIS, 2002; MINAS GERAIS, 2008; MINAS GERAIS, 2018), que definem critérios de
funcionamento, producédo e comercializacdo desses queijos, as quais seguem 0S mesmos
critérios microbioldgicos estipulados pela Legislacao Federal (BRASIL, 1996) para queijos
industriais de alta umidade.

A Lei Estadual supracitada nao estabelece apenas os parametros microbiol6gicos,
mas também determina quais os critérios de qualidade para o processamento, obtencao
da matéria-prima, da agua e adequacao das queijarias, currais, equipamentos, utensilios
e manipuladores (DORES, 2007).
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Neste sentido a Lei n° 14.185, de 31 de janeiro, regulamentada pelo Decreto n°
42.645 de 5 de junho de 2002 (MINAS GERAIS, 2002), define o queijo Minas Artesanal
como sendo todo queijo produzido conforme a tradi¢cao histérica e cultural da regiao do
Estado onde for elaborado, sempre utilizando como matéria prima o leite integral da vaca,
fresco e cru, sem nenhum tratamento térmico, sendo este retirado e beneficiado na
propriedade de origem, apresentando consisténcia firme, cor e sabor préprios, além de
uma massa uniforme, isenta de corante e conservantes. De acordo com esta Lei, 0
processamento do queijo Minas Artesanal deve ter inicio até noventa minutos apds o
comecgo da ordenha e, na fabricacdo, devem ser utilizadas como ingredientes culturas
laticas naturais como soro fermentado ("pingo"), coalho e sal.

As boas praticas agropecuarias regulam a producao do queijo Minas Artesanal por
meio de quatro portarias: Portaria n.? 517, de 14 de junho de 2002 (IMA, 2002a), a
Portaria n® 518, de 14 de junho de 2002 (IMA, 2002b), Portaria n® 523, de 23 de julho de
2002 (IMA, 2002c), e a Portaria n® 818 (MINAS GERAIS, 2006).

O Instituto Mineiro de Agropecuaria (IMA), por meio da Portaria n° 517 de 14 de
junho (IMA, 2002a), determinou normas de defesa sanitaria para os rebanhos provisores
de leite para a produgcdo do queijo artesanal, dentre estas esta a obrigatoriedade da
vacinagao contra febre aftosa, raiva e brucelose além do controle de mastite e parasitas
no rebanho. No caso das vacinas, o produtor deve realizar os testes e apresentar a
comprovacao anualmente no IMA.

A Portaria n° 518 (IMA, 2002b) dispde sobre os requisitos basicos das instalagdes,
materiais e equipamentos para a fabricacdo de queijo Minas artesanal, descrevendo
desde o curral e sala de ordenha até os equipamentos utilizados na produgéo.
Posteriormente, no mesmo ano, entrou em vigor a portaria n° 523 (IMA, 2002c) que trata
das condicoes higiénico-sanitarias e das boas praticas de manipulacao e fabricacdo do
queijo Minas artesanal.

Por fim, a Portaria n° 818 (MINAS GERAIS, 2006), de 12 de dezembro de 2006,
dispde sobre a aprovacao do regulamento técnico para a producdo de queijo Minas
artesanal e traz as normas para o funcionamento dos centros de distribuicao,
procedimentos para coleta de amostras, parametros para avaliacao de risco, documentos
necessarios para cadastro junto ao programa queijo Minas artesanal da EMATER MG e

as regras de rotulagem do produto.
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Além das portarias supracitadas, ha o decreto n° 44.864/08, que modifica o
regulamento da lei n° 14.185/02, abordando sobre a producdo de queijo Artesanal,
delimitando a area e a condicao para a producao do queijo, a qualidade do produto e da
agua utilizada, bem como a embalagem, transporte e comercializagdo desse queijo, além
do periodo necessario para maturacao (MINAS GERAIS, 2008).

A Lei n° 19.492 foi criada em 13 de janeiro de 2011 e veio com o propésito de
alterar alguns dispositivos referentes a producao do queijo Minas artesanal conforme a Lei
n° 14.185, de 31 de janeiro de 2002, incluindo a rotulagem com demarcacao da regiéo,
conforme regulamento, dentre outros aspectos cadastrais (MINAS GERAIS, 2002; MINAS
GERAIS, 2011).

A legislacdo mais recente para queijos artesanais em Minas Gerais é a lei estadual
n® 23.157 de 18 de dezembro de 2018 (MINAS GERAIS, 2018), que dispde sobre a
producédo e a comercializacdo dos queijos artesanais de Minas Gerais, define o papel do
estado e a fiscalizagdo e ainda revoga a lei estadual n® 20.549 de 18 de dezembro de
2012.

Devido ao risco potencial que representava a comercializagdo do queijo artesanal
de leite cru, a legislacdo brasileira estabeleceu 60 dias de maturacédo para a garantia da
sua seguranca alimentar (BRASIL, 1996). Todavia, a partir da Instrucado Normativa n° 30,
do Ministério da Agricultura, a comercializacdo passou a ser permitida desde que fossem
cumpridas determinadas condicbes, como valores de umidade e contagens
microbioldgicas, ou ainda, se estudos técnicos cientificos comprovassem que a reducao
no periodo de maturacdo ndo comprometesse a qualidade e inocuidade do queijo
(BRASIL, 2013).

2.2. Queijo Minas artesanal do Serro

O municipio do Serro esta localizado numa regido montanhosa, na vertente oriental
da Serra do Espinhaco, entre os paralelos 18° e 19° de latitude Sul na regidao do Alto do
Jequitinhonha, no Estado de Minas Gerais. A microrregido do Serro pertencem os
seguintes municipios: Rio Vermelho, Serra Azul de Minas, Santo Antdnio do Itambé,
Serro, Materlandia, Paulistas, Sabinépolis, Alvorada de Minas, Dom Joaquim, Conceicao
do Mato Dentro e Coluna, reconhecidos pela Portaria n° 546 (IMA, 2002d), Portaria n® 591

(IMA, 2003) e Portaria n® 1152 (IMA, 2011). E uma regido composta por 1.050 produtores
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que colocam anualmente no mercado 3.100 toneladas do produto artesanal, sendo este o
principal produto da regido. Esta atividade gera 2.625 empregos diretos (EMATER, 2004).

O inicio da fabricacdo do queijo tipico da regidao do Serro remete ao periodo
colonial, quando os mineiros comecaram a colocar em pratica a heranca portuguesa.
Desde o século XVIII garimpeiros vindos de Portugal em busca do ouro, passaram a
fabricar o queijo com processamento adaptado aquele adotado pelo queijo da Serra da
Estrela, feito a partir de leite de ovelha, tendo como finalidade o consumo préprio. Porém,
devido a dificuldade de acesso, os produtores tinham que conservar o fermento
estabelecendo assim a pratica da utilizacdo do "pingo" (MUNDO DO LEITE, 2003).
Introduzida pelos colonizadores portugueses, esta tradicao se confunde com a histéria da
cidade.

Esse processo de fabricacdo dos queijos Minas artesanais € uma tradicao secular
que passa de geracdo em geracdo. E um processo manual e segue normas
regulamentadas que abrangem a producdo de queijos artesanais produzidos a partir de
leite cru, beneficiados nas queijarias das propriedades rurais, sem utilizacdo de técnicas
industriais (MINAS GERAIS, 2002).

O modo de se fazer o queijo artesanal envolve em, logo apés a ordenha, manual
ou mecanica, submeter o leite a filtracdo, por meio de filtro ou tecido sintético. Em
seguida, o leite é transferido para o tanque de fabricagdo por meio de um funil de
passagem, quando entdo é adicionado o “pingo” e o coalho (MINAS GERAIS, 2002;
MINAS GERAIS, 2013). Apds a coagulacao, a coalhada € deixada em repouso por cerca
de cinco minutos, seguido de agitacao lenta de, aproximadamente, meia hora, até a
obtencado da massa firme. A partir dai, é eliminada parte do soro e feita a compressao da
massa nas formas, com as maos. A salga é realizada primeira em um lado do queijo e,
apos duas horas, no outro lado. O "pingo" é coletado em recipiente higienizado, de um dia
para o outro, para ser usado na proxima fabricacdo. Os queijos sao tirados da forma no
dia posterior, maturados, e por fim, levados para o comércio (MINAS GERAIS, 2018).

O queijo do Serro possui caracteristicas semelhantes as do queijo Minas comum,
sendo classificado como uma de suas variedades. A utilizagdo do "pingo" € uma
caracteristica marcante, sendo este conhecido como o fermento resultante da
dessoragem dos queijos ja salgados, e coletados de um dia para o outro, sendo, portanto,

um soro fermentado com certa quantidade de sal, que pode agir como inibidor de algumas
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fermentagdes indesejaveis e confere ao queijo caracteristicas fisico-quimicas tipicas de
sua variedade (PINTO, 2004).

A “rala” por sua vez é um produto ralado, obtido a partir de um queijo ja maturado,
que quando utilizado origina um produto mais firme, com textura desejada para
comercializagao.

Fabricado ao redor da Serra do Espinhaco, o queijo Minas artesanal do Serro
apresenta consisténcia semidura, textura compacta, branco-amarelado, de sabor brando
ao ligeiramente acido. De formato cilindrico pesando até 1 kg, possui aproximadamente
14 cm de diametro e altura variando de 4 a 6 cm e passa por um processo de maturacao
de sete dias no minimo sem incidéncia de luz solar (BARROSO; GONCALVES;
BARBOSA, 2002). Essas medidas podem variar dependendo da unidade produtora. A
casca € esbranquicada quando fresca e amarelada, se maturado. A elasticidade da massa
e sua resisténcia variam com o grau de maturidade do queijo. E um queijo de massa
cega, com pequenas olhaduras mecanicas (PINTO, 2004).

O queijo Minas artesanal do Serro é aquele elaborado em queijarias individuais ou
coletivas, a partir de leite cru, inécuo, integral e recém-ordenhado, cujo funcionamento
seja limitado ao leite da propria fazenda e possuir cadastro no IMA (MINAS GERAIS,
2008).

2.3. Processo de maturacao dos queijos

O processo de fabricacdo de queijos envolve essencialmente a concentracdo de
gordura e caseina do leite através da coagulacdo da caseina por meio de enzimas,
induzindo a sinérese do coagulo a qual pode ser controlada pelo uso de varias
combinacdes de tempo, temperatura, pH, agitacao e pressao. Ao final do processamento
a massa € uma matriz de para-caseinato de calcio contendo proporcoes de lipideos cuja
concentragao varia de 35 — 50% (PINTO, 2004).

A maturagcao dos queijos ocorre sob a acao de enzimas lipoliticas e proteoliticas,
onde uma série de fatores de ordem biol6gica, quimica e bioquimicas acontece numa
sucessao complexa, modificando as propriedades quimicas e fisicas da massa do queijo,
influenciando a textura e consisténcia e formando compostos que serdo responsaveis
pelo desenvolvimento do sabor caracteristico de cada variedade (FOX; Mc SWEENEY,

1998).
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O que determina a extensdo com que tais eventos ocorrem sdo as condicdes
ambientais onde 0s queijos se encontram para maturacao, tais como a umidade relativa
do ar e a temperatura. A primeira controlara a secagem dos queijos e selecionara a
microbiota, e a segunda quando mais elevada proporcionara um amadurecimento mais
rapido do produto. Também os fatores intrinsecos ao queijo sao importantes no processo
de maturacdo. Fatores como pH, teor de sal e umidade na massa, bem como o tipo de
microrganismo(s) presente(s) de forma enddgena ou presentes no fermento latico usado
na fabricacdo, vao desempenhar um papel de destaque na formacéao do sabor e textura
dos queijos maturados (BANK, 1998). Ja em queijos frescos, 0 sabor surge a partir da
producao do acido latico e de compostos aromaticos volateis da fermentacao da lactose
por bactérias starters no processo de maturacao (ALAIS, 2003).

A maturacdo de queijos € um processo complexo que envolve a degradacdo
gradual de proteinas, carboidratos e lipideos. Consiste em uma série de eventos fisicos,
biogquimicos e microbioldgicos que ocorrem na massa do queijo sob a influéncia de fatores
ambientais e acidos organicos e enzimaticos produzidos principalmente pela microbiota
natural do leite. O processo de maturacdo necessita de um tempo especifico de
armazenamento apos a fabricacdo para que os atributos sensoriais tipicos do mesmo se
desenvolvam. O tempo de maturacdo pode variar de semanas a varios meses, em fungao
do tipo de queijo (UPADHYAY et al., 2004; DOLCI et al., 2010; SIHUFE et al., 2010).

Os principais eventos ocorridos durante o processo de maturacdo em queijos sao a
hidrélise das caseinas (protedlise) e da gordura (lipdlise), e, a fermentacao da lactose.
Estes sao dependentes da composi¢ao do leite, do processo de fabricacdo, do pH, do teor
de sal, da atividade de agua, da temperatura de armazenamento, e, principalmente, do
tipo de fermento presente no queijo (McSWEENEY, 2004; UPADHYAY et al., 2004). No
decorrer do processo, reacdes bioquimicas primarias e secundarias acontecem na massa.
A fermentacdo da lactose, a lipdlise e a protedlise fazem parte das reacbes primarias,
enquanto as secundarias sao as representadas pelo metabolismo das gorduras até acidos
graxos de baixo peso molecular e pelo metabolismo das caseinas até peptideos de baixo
peso molecular e aminoacidos (FOX; Mc SWEENEY, 1998).

Os principais grupos microbianos envolvidos na maturagcdo sdo o0s géneros
Lactococcus, Leuconostoc, Lactobacillus e as bactérias propidnicas nos queijos suigos. A

populacdo total ultrapassa 10°UFC/g que varia pouco durante a maturacido, entretanto o
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equilibrio entre os diferentes grupos microbianos, e, por conseguinte, a importancia
relativa das populagdes esta em constante evolucdo (ECK, 1987). Estes géneros de
microrganismos sao responsaveis pela producdo de acidos organicos e compostos
aromaticos que vao contribuir para as caracteristicas finais dos queijos, sendo também
responsaveis pelo sabor caracteristico e pela seguranca do produto (PINTO, 2004).

Estudos realizados por Martins et al. (2015), mostraram que o queijo Minas
artesanal fabricado na regido do Serro, com a maturacdo a temperatura ambiente
apresentou niveis aceitaveis na contagem de coliformes totais, Escherichia coli e
Staphylococcus aureus em ambos os periodos de fabricacdo, na estacdo seca e no
periodo chuvoso. Sob refrigeracéo, no entanto, o tempo minimo de maturacao foi de 33
dias na estacao seca e 63 dias na estacao chuvosa.

2.3.1. Principais fen6menos durante a maturacao de queijos

Segundo Ordoénez (2005) as principais reacdes bioquimicas que ocorrem no queijo
durante a maturacdo sao: glicélise, protedlise, lipdlise, que afetam a textura, sabor e
aroma finais do produto.

2.3.1.1. Glicdlise e fermentacao latica

O principal agucar dos queijos é a lactose, e sua degradacao por meio da
fermentacao latica, ocorre na maturacdo. Em torno de 98% da lactose é removida com o
soro e a lactose residual é degradada por bactérias do préprio leite ou da cultura latica,
produzindo acido latico. O metabolismo da lactose residual é essencial para a formacéao
de queijos de boa qualidade (FOX et al., 1997).

Assim, producado do queijo Minas Artesanal tem como etapa inicial a acidificacdo do
leite e da coalhada a partir da degradacdo da lactose, por cepas selecionadas de
bactérias laticas que transformam o carboidrato em &acido latico. A principal funcao das
bactérias laticas neste processo € a conversdo da lactose do leite em acido latico. A
producdo de acido latico contribuird para o rapido abaixamento do pH, afetando desta
forma significativamente o crescimento de patégenos e microrganismos deteriorantes
(ORDONEZ, 2005). Além disso, a acidificacdo favorece a retirada de soro da coalhada,
contribuindo assim para a preservacao do produto pela redugdo do teor de umidade
(ECK, 1987).
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O grau de acidificacdo da coalhada é um fator importante na determinacao do teor
de umidade, e também possui relevancia no nivel de protedlise que o queijo atingira
durante a maturagdo, uma vez que determina o grau de desmineralizagcdo da caseina,
fator este que incrementa o grau de suscetibilidade da coalhada as proteases e
estabelece a quantidade de enzima coagulante que seré retida (ORDONEZ, 2005).

O principal metabdlito das bactérias laticas homofermentativas é o acido latico,
sendo produzidas quatro moléculas de acido latico para cada molécula de lactose
metabolizada. J& as bactérias heterofermentativos, liberam 2 moléculas de &cido latico
para cada molécula de lactose metabolizada, além de produzir também dioxido de
carbono, &cido acético e etanol (ORDONEZ, 2005).

2.3.1.2. Protedlise

Dos trés principais eventos bioquimicos na maturacao de queijos, a protedlise é o
mais complexo e o0 que possui 0 maior grau de importancia. Ela é considerada a principal
reacdo de formacdo de peptideos e aminoacidos livres durante a maturagao (VISSER,
1993). A protedlise pode ser definida como a hidrélise das caseinas por meio da acao
proteolitica das enzimas presentes no coagulante residual retido na coalhada e das
proteinases naturais presentes no leite, o que resulta na producédo de grande quantidade
de peptideos de massa molecular elevada e média (primeira fase da protedlise). Estes
vao ser hidrolisados a peptideos pequenos e aminoacidos (Figura 1) pelas proteinases e
peptidases do fermento lacteo, das Non Starter Lactic Acid Bacteria (NSLAB) e de fontes
exogenas (McSWEENEY, 2004; UPADHYAY et al, 2004).

A protedlise € também a principal responsavel pela passagem de uma textura dura
e da consisténcia “borrachenta” presente na coalhada fresca a um corpo de massa
flexivel, liso, macio e com sabor caracteristico de um queijo curado (FOX; Mc SWEENEY,
1998).

A degradacao das caseinas no queijo se deve as proteases microbianas residuais,
provenientes do fermento, e de proteinas oriundas do leite como a plasmina (FOX; Mc
SWEENEY, 1998). Em todos os queijos, a K-caseina desaparece desde o inicio da
fabricacdo. Por exemplo, nos queijos maturados por mofos, a B-caseina é a que mais
rapidamente se degrada, enquanto nos queijos de pasta dura e semidura, a caseina que
mais rapidamente se degrada é as do tipo as (ALAIS, 2003).
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Figura 1 - Evolugao da protedlise em queijos.
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Fonte: McSweeney (2004).

Como resultado destas reacbes os aminoacidos podem reagir quimicamente com
carbonilas por meio da reacao de Maillard ou pela degradacéo Strecker, produzindo assim
diversos compostos que serao responsaveis pelo desenvolvimento do sabor. Sdo também
essas reacdes que poderdo produzir certas quantidades de peptideos hidrofébicos que
levardo ao desenvolvimento do sabor amargo que alguns consumidores vao rejeitar.
Porém, numa concentracdo adequada e balanceada com outros compostos, estes
peptideos amargos podem contribuir de forma positiva com o sabor do queijo (FOX; Mc
SWEENEY, 1998).

Na primeira etapa ocorre a quebra das caseinas em longas cadeias peptidicas por
acao das endopeptidases, que sdo as proteases, essa quebra afeta a consisténcia do
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queijo. A segunda etapa € marcada pela quebra dos peptideos menores pela acéo de
carboxipeptidases e aminopeptidases em aminoacidos livres que contribuirdo para o
sabor do queijo.

Na terceira etapa, a transformacdo dos aminodacidos livres ocorrem por meio de
uma série de enzimas catabdlicas que dependem da cultura latica secundaria e das
condicoes fisico-quimicas, principalmente do pH do queijo, formando compostos
aromaticos da degradacao destes aminoacidos em aminas, aldeidos, alcoois, lactonas e
cetonas, ésteres, compostos fendlicos e sulfurados (ALAIS, 2003).

As principais vias de degradagcdao de aminoacidos que acontecem em queijos por
enzimas microbianas sdo basicamente: descarboxilagdo, transaminacdo, desaminacao
oxidativa e degradacao, seguidas de processos comuns de oxidagcdo e reducao (FOX,
MCSWEENEY, 1998; ALAIS, 2003; PERRY, 2004), conforme esquema geral da Figura 2.

Nao existe uma correlacao direta entre 0 aroma dos queijos e a concentragdo dos
aminoacidos livres, mas sabe-se, que estes podem ser metabolizados por enzimas
bacterianas produzindo produtos menores, entre 0Ss quais 0S que apresentam
caracteristicas relacionadas ao sabor (PERRY, 2004).

Figura 2 - Principais vias de degradagao de aminoacidos pela agdo microbiana durante a maturagédo de
queijos.
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Alais (2003) apresenta uma explicacdo detalhada das quatro principais vias de
degradacao de aminoacidos: Descarboxilacao: Marcada pela liberacao de gas carbdnico
e producdo de uma amina. Esta atividade manifesta-se sobre tudo em aminoéacidos
portadores de um terceiro grupo polar, formando-se uma amina biogénica. Algumas destas
aminas sao substancias toéxicas, formam-se em alimentos muito hidrolisados como queijos
e pescados em estado avangado de fermentacéo.

1. Transaminacdo: E a transferéncia reversivel do grupo amina de aminoacidos
para um alfa cetoacido sem a liberagdo de NHs.

2. Desaminacao Oxidativa: Ocorre a producao de amdnia, acido cetdnico e
tirosina. Também pode ocorrer a desaminacgao redutora com a formacao de um acido
alifatico pela agao de bactérias anaerdbicas.

3. Degradacao de aminoacidos sulfurados (cisteina e metionina) levando a
producéo de sulfetos.

2.3.1.2.1. indice de extensio e profundidade de maturacdo

A protedlise, sendo o parametro mais utilizado como indicador de maturacao, pode
ser expressa por meio de indices de extensdo e profundidade de maturagdo. No entanto,
nao ha uma divisao precisa onde comeca um indice e termina o outro (NARIMATSU et al.,
2003).

Estes indices aumentam com o avanco da maturacdo e sao estimados pela
protedlise da caseina em peptideos e aminoacidos soluveis em filtrados acidos
preparados de queijo, através da avaliacdo da proporcdo entre nitrogénio total e
nitrogénio solluvel, assim denominado o nitrogénio oriundo de matéria organica (PERRY,
2004).

O indice da extensdo da maturacdo quantifica ou mensura os peptideos (soluveis)
de alta massa molecular, produto da acao proteolitica das enzimas do coalho sobre as
caseinas do queijo, sendo liberados para a fase aquosa deste (WOLFSCHOON-POMBO;
LIMA, 1989). A extensdo é um fator indicativo da protedlise primaria (BECH,1993).

A determinacdo analitica do indice de extensdo de maturagdo € baseada na
precipitacdo isoelétrica da caseina a pH 4,6 em uma amostra diluida de queijo e na
quantificagdo das substancias soluveis através do método de Kjeldahl. O indice de
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extensdo de maturagao é determinado pela seguinte formula (WOLFSCHOON- POMBO;
LIMA, 1989):
IEM = (% NS(gha,e) / % NT) x 100
Em que:
IEM = indice de extensao de maturacao;
NS = nitrogénio soluvel em pH 4,6;

NT= nitrogénio total.

O indice de extensao, que mede o desdobramento do nitrogénio total em nitrogénio
soluvel a pH 4,6, esta basicamente relacionado com as proteinases naturais do leite como
a plasmina e do agente coagulante, as quais degradam a proteina em peptideos de alto e
médio peso molecular (protedlise primaria) (MORENO et al., 2002; NARIMATSU et al.,
2003; FERREIRA, 2004). As diferencas no conteudo de nitrogénio soluvel a pH 4,6 nos
queijos devem-se a temperatura de cozimento da massa do queijo, ao pH do soro
drenado, ao conteudo de umidade e pH do queijo, e ao tempo e temperatura de
maturacdo (McSWEENEY, 2004).

O indice de profundidade da maturagdo quantifica ou mensura a formacao de
substancias de baixa massa molecular (aminoacidos, oligopeptideos e aminas)
acumuladas durante o periodo de maturacao, produto da acao proteolitica das enzimas
microbianas sobre compostos nitrogenados oriundos da degradacdo primaria das
caseinas (WOLFSCHOON-POMBO; LIMA, 1989).

Estes compostos sdo os peptideos resultantes da acao do coalho e da plasmina
sobre as caseinas (FOX, 1989). Esse indice estd relacionado principalmente com a
atividade das endo e exoenzimas da cultura latica empregada na fabricacdo do queijo e
de possiveis contaminantes, que degradam os peptideos de alto e médio peso molecular,
oriundos da degradacao da caseina, em peptideos de baixo peso molecular (Figura 3), os
quais em excesso, conferem o sabor amargo aos queijos e em substancias nitrogenadas
de baixo peso molecular, como aminoacidos, oligopeptideos, aminas, uréia e amonio
(OLIVEIRA, 2001; MORENO et al., 2002; NARIMATSU et al., 2003; FERREIRA, 2004;
PEROTTI et al., 2004).
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Figura 3 - Esquema da extensao e da profundidade de protedlise em queijos.

C ENZIMAS PROTEOLOTICAS j

CASEINA PEPTIDEOS AMINOACIDOS

4PROFUNDIDADE b

4————EXTENSAO——p

NITROGENIO TOTAL

Fonte: Wolfschoon-Pombo; Lima (1989).

A quantificacdo do indice de profundidade pode ser obtida pelo teor de nitrogénio
nao proteico (NNP), os quais sao sollveis em acido tricloroacético (TCA) a 12%, ou pela
determinacao direta do aminoacido produzido e expresso como percentual de proteina
soluvel total (OLIVEIRA, 2001; WOLFSCHOON-POMBO; LIMA, 1989).

IPM = (% NNP /% NT) x 100
Em que:
IPM = indice de profundidade de maturacao;
NNP = nitrogénio n&o protéico;

NT = nitrogénio total.
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Os indices proteoliticos podem ser avaliados através da utilizacdo de técnicas
objetivas, como precipitacdo fracionada com &cidos ou solventes, eletroforese,
cromatografia, espectrofotometria e métodos subjetivos como provas sensoriais
(VENEMA; HERSTEL; ELENBAAS, 1987).

2.3.1.3. Lipolise

Durante a maturacdo, ocorre a lipblise, que € uma reacdo de hidrolise dos
triglicerideos do queijo em &cidos graxos, devido a acado de lipases nativas, enddgenas e/
ou exdgenas (McSWEENEY; SOUSA, 2000; McSWEENEY, 2004; PERRY, 2004).

Os lipideos (triacilglicer6is — TAG) presentes no queijo constituem uma importante
fonte de sabor e aroma para o0 mesmo. Segundo Fox et al (2000), McSweeney e Souza
(2000), a lipdlise ocorre de trés maneiras:

1. Os TAGs podem sofrer degradacao oxidativa, levando a formacao de varios
aldeidos insaturados de aroma intenso, causando o defeito conhecido como rancgo
oxidativo. No entanto, a extensdo da oxidacao lipidica nao é significativa no queijo, visto
seu baixo potencial de reducgéo (-250 milivolts).

2. Podem funcionar como solventes de compostos aromaticos desagradaveis ao
sabor caracteristico do queijo, oriundos ndo somente deles, mas também da proteina e da
lactose.

3. A hidrélise enzimatica (lipolise) dos TAGs a acidos graxos e glicerol, mono ou
diglicerideos se trata de um importante evento bioquimico ocorrido durante o processo de
maturacdo do queijo que tem sido extensivamente estudado, sobretudo, em variedades
de queijos azuis e duros, nos quais € fundamental para a geragao do sabor caracteristico.
Os acidos graxos livres, especialmente os de cadeia curta, apresentam sabor intenso e
caracteristico. Estes sdo precursores de varios compostos de sabor e aroma, tais como
metilcetonas, lactonas, ésteres, alcanos e alcoois secundarios.

A lipGlise ocorre por acdo de enzimas lipoliticas, denominadas lipases. Estas
podem provir do leite, do coagulante, do fermento lacteo, das NSLAB, de micro-
organismos acompanhantes e de preparacbes de lipases exdgenas (FOX et al., 2000;
McSWEENEY; SOUZA, 2000).

No processo de maturagdo dos queijos a primeira alteracao sofrida pelo material

lipidico € a hidrdlise dos triglicerideos com liberacao e acumulo de acidos graxos no meio.
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Sao esses acidos graxos que contribuirdo com a formacao de sabor e aroma do produto;
ou que ainda poderao ser metabolizados em outras substancias igualmente aromaticas e
saborosas (COLLINS; McSWEENEY; WILKINSON, 2003; COLLINS; McSWEENEY;
WILKINSON, 2004; ORDONEZ et al., 2005).

Durante a estocagem dos queijos, lentamente a fracdo lipidica vai sendo
hidrolisada por enzimas lipoliticas naturais ou produzidas por bactérias e fungos,
contribuindo assim para sua rancificacao. Lipases extracelulares provenientes de alguns
tipos de microrganismos podem promover a rancificagcdo em manteiga, liberando acidos
graxos de cadeia curta, responsaveis por off-flavors. No entanto, em outros produtos
lacteos, como em queijos, certo nivel de lipdlise é desejavel, pois contribui com a
formacdo do sabor e odor desejavel (ARAUJO, 2011). Além disso, as alteragdes no
material lipidico durante o processo de maturacao de queijos nao tem influéncia sobre a
textura do produto, mas sim sobre o sabor e aroma (ORDONEZ et al., 2005).

Os fermentos naturais sdo aqueles tradicionalmente utilizados, principalmente na
fabricacdo artesanal de queijos, onde a microbiota enddégena presente no leite cru é
utilizada para promover a fermentacdo da lactose. No entanto, essa microbiota é
constituida por misturas de espécies e cepas cuja composicdo exata é indefinida,
modificando o grau de acidificacdo e, consequentemente, a qualidade do queijo (FOX;
MCSWEENEY, 1998; WALSTRA et. al., 1999; LOURENCO NETO, 2013).

A producao de queijos artesanais é baseada da utilizacao de leite cru e do "pingo".
Esse "pingo" se caracteriza pelo soro fermento salgado e coletado da fabricacdo anterior
para uso na fabricacdo do dia (MARTINS, 2006; BRANT; FONSECA; SILVA, 2007; IMA,
2011; LOURENCO NETO, 2013). E composto por bactérias laticas que exercem papel
fundamental nas caracteristicas deste queijo, crescendo em condicdes microaerdfilas ou
estritamente anaerdbicas (BRUNO; CARVALHO, 2009). Alguns produtores, porém,
utilizam em substituicdo ao "pingo", a “rala”, que é uma por¢ao do queijo que é ralada e
adicionada ao leite no momento da fabricacdo do queijo como cultura starter
(FIGUEIREDO, 2014).

A microbiota endbgena do “pingo” € a principal responsavel pelo grau de maturacao
do queijo, o que explica os valores mais elevados encontrados nos processos de
fabricacdo que utilizaram essa tecnologia. Esse coeficiente elevado se da devido a

variagdo observada na extensdao da protedlise (SILVA et al., 2011). As bactérias
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encontradas sdo do tipo homofermentativas, produtoras de acido latico como o principal
produto da fermentacdo da lactose e as heterofermentativas, que produzem além de
acido latico, substancias como diéxido de carbono, acido acético, etanol, aldeido e diacetil
que sao compostos flavorizantes, sendo classificadas de acordo com a temperatura de
crescimento em mesofilicas (30 °C) e termofilicas (+45 °C) (FOX et al., 2000).

No processo de maturacao, estas bactérias laticas que constituem a microbiota dos
diferentes tipos de queijos, se dividem em dois grupos de bactérias, um deles vai logo
agindo assim que entram em contato com o leite, estas bactérias sdo conhecidas como
bactérias starter, neste grupo encontram-se lactobacilos, lactococos e estreptococos que
possuem proteinases e peptidases ligadas a membrana celular e sdo responsaveis pelas
primeiras mudancgas da maturacdo de queijos. Algumas destas bactérias estdo presentes
naturalmente no leite cru (FOX; Mc SWEENEY, 1998; MORENO, 2013). Especificamente
esta microbiota inicial € composta por Lactococcus lactis, Streptococcus thermophilus,
Lactobacillus  helveticus, Lactobacillus delbrueckii, Leuconostoc e Enterococcus
(BERESFORD et al., 2001).

Num segundo momento, as enzimas provenientes de outro grupo de bactérias
(microbiota secundaria), non starter lactic acid bacteria (NSLAB), passam a dominar a
microbiota dos queijos até os ultimos estagios da maturacao. Este grupo é composto por
bactérias propidnicas, mofos e leveduras e algumas bactérias contaminantes que
sobreviveram ao processo de pasteurizacdo (FOX; Mc SWEENEY, 1998; MORENO,
2013).

Alguns microrganismos deste grupo sao proteoliticos, outros sao lipoliticos e tém
os produtores de gases, especificos para cada variedade ou grupo de queijos e que
segundo Chamba e Irlinger (2004), dentre estas BLNI temos como exemplo, leveduras
(Geotrichum candidume, Debaryomyces hansenii); mofos (Penicillium camemberti e
Penicillium roqueforti); bactérias (Corynebacterium, Staphylococcus, Micrococcus,
Propionibacterium spp. e lactobacilos heterofermentativos) envolvidos na maturacado de
queijos. Exceto propionibactéria e lactobacilos heterofermentativos, as culturas
secundarias crescem principalmente sobre a superficie de queijos (BERESFORD et al.,
2001).

Uma pesquisa desenvolvida com queijos Minas artesanal da Serra da Canastra

identificou variacdo em todos os atributos sensoriais dos queijos analisados, sendo o
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“pingo” indicado como o responsavel pela caracterizacao destes perfis sensoriais. O
percentual de acido latico, teor de cloretos e indice de protedlise apresentaram maior
coeficiente de variacdo. Isso se deve provavelmente devido a variagcdes no processo de
fabricacdo ou no processo de salga e devido a diferenca na utilizacdo do “pingo”, que
possui uma grande diversidade em sua microbiota. As tecnologias de fabricacdo de
queijos que utilizaram o “pingo” apresentaram médias mais elevadas no teor de acido
latico, em fungé@o da microbiota enddgena presente (SILVA et al., 2011).

2.4. Queijo Minas artesanal — aspectos microbioldogicos

Os derivados de leite, principalmente os queijos, sao alimentos altamente nutritivos,
ideais para o crescimento de microrganismos patogénicos como também os
microrganismos deteriorantes. Salmonella, Bacillus cereus, Brucella, Campylobacter,
Escherichia coli O157:H7, Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus sao alguns
exemplos de microrganismos patogénicos associados a surtos de toxinfeccdes
alimentares, nos quais leite e produtos lacteos foram envolvidos (HAJDENWURCEL,
2002).

Diversos estudos sobre a qualidade microbiolégica dos queijos artesanais (SENA,
2000; ORNELLAS, 2005; BORELLI, 2006; MARTINS, 2006) mostram que os produtos se
encontravam em condicoes higiénicas insatisfatorias (SANTOS, 2010). Entre os
microrganismos potencialmente capazes de contaminar esses queijos, destacam-se a E.
coli, os Estafilococos e suas toxinas, a Salmonela e a Listeria monocytogenes (JAY, 2005).
De acordo com Sena (2000), os queijos fabricados com leite cru e sem o devido controle
higiénico sanitario podem resultar em contaminacao microbiana, inclusive por e S. aureus
e E. coli, o que representa perigo a saude do consumidor.

A qualidade é constituida de varidaveis e atributos que podem ser medidos e
controlados. Suas caracteristicas devem atender as necessidades dos consumidores,
fornecendo uma relacdo de satisfagdo. No entanto, qualidade vai muito além do que é
possivel se verificar ao simplesmente olhar o produto, uma vez que tal conceito parte do
principio de que € necessario se ter um alimento seguro para seu consumo (CHAVES,
1993).

Segurancga alimentar abrange tanto os aspectos quantitativos, como qualitativos.

Os quantitativos estao relacionados com a disponibilidade de alimento, e o qualitativo,
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visa a saude do consumidor, principalmente envolvendo todos os elos da cadeia produtiva
de alimentos. Trata-se de um conjunto de normas de producdo, transporte e
armazenamento de alimentos visando determinadas caracteristicas fisico-quimicas,
microbioldgicas e sensoriais padronizadas, segundo as quais o0s alimentos se apresentem
adequados ao consumo (GONCALO, 2006). Assim, caracteriza-se como alimento seguro
aquele que nao oferece risco a salude do consumidor, pela presenca de perigos de acordo
com o sistema de analise de perigos e pontos criticos de controle — APPCC (ROBBS;
CAMPELO, 2002; RESENDE, 2014).

O leite utilizado na fabricacdo de queijos, em especial do queijo Minas artesanal,
deve ser de excelente qualidade e livre de quaisquer perigos sejam eles fisicos, quimicos
ou biologicos, visto que este é utilizado cru, ou seja, sem nenhum processo de
tratamento. Como varios trabalhos realizados em queijos artesanais mostraram que o0s
produtos apresentaram condi¢ées higiénicas insatisfatérias, é de suma importancia
atentar para a qualidade dessa matéria prima (ORNELLAS, 2005; BORELLI, 2006;
MARTINS, 2006).

No que diz respeito aos perigos biolégicos, os produtos que ndo sao fabricados
com os cuidados higiénico-sanitarios necessarios podem representar risco a saude dos
consumidores. Assim, além dos cuidados aplicados a fabricacdo, o fermento natural
enddgeno deve ser rico em bactérias laticas e microbiota endégena, o que eleva a
seguranca do produto final. Outros processos que ajudam no controle da microbiota
indesejavel sdo a maturacao e a adi¢ao de cloreto de sddio (DORES; FERREIRA, 2012).

O primeiro se faz necessario devido as modificacbes que ocorrem da periferia ao
interior do queijo, que sdao uma combinacao de fatores fisicos, quimicos e microbiol6gicos
e reduzem a alta contagem de microrganismos indesejaveis (MARTINS, 2006; DORES et
al., 2013; RESENDE, 2014). O segundo se faz importante por diminuir a atividade de
agua (Aw) liberando a agua livre da massa, formando a casca do queijo e aumentando a
vida de prateleira do produto. Ainda direciona o crescimento de microrganismos nos
alimentos, ja que ele desenvolve a microbiota enddégena do queijo e controla aqueles
deterioradores e patogenos (FRANCO; LANDGRAF, 2007; RESENDE, 2014).

De acordo com Dores et al. (2013) e Resende (2014), além destes, outros fatores
como pH, umidade, temperatura de maturacéo, potencial de oxirreducéo (Eh) e atividade

de agua (Aw) afetam o crescimento microbiano (Quadro 1).
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Quadro 1 - Par&metros que afetam o crescimento microbiano em queijo.

Fatores Efeito no crescimento microbiano
Umidade Umidade elevada aumenta susceptibilidade de esporulagéo
Teor de sal Inibe geralmente em concentragdes de 10 a 100g/kg
pH Crescimento étimo préximo da neutralidade. Inibido em pH<5

Temperatura de [Temperaturas 6timas para crescimento de mesofilos e terméfillos séo 30 e
Maturacao 42 °C, respectivamente

Eh Aerdbios estritos (500 a 300 mv); anaerdbios estritos (100 a - 300
mv); anaerébios facultativos (100 a - 110)

Nitrato Usado em queijos para prevenir o crescimento de Clostridium
tyrobutyricum.

Fonte: Franco; Landgraf (2007).

As doencas transmitidas por alimentos (DTA's) podem ser divididas em dois
grupos: as intoxicacdes alimentares e as infec¢cdes alimentares. As intoxicagdes sao
causadas pela ingestdo de alimentos contendo toxinas microbianas pré-formadas, que
sdo produzidas na fase log de desenvolvimento do microrganismo patogénico. Neste
grupo destacam-se o Staphylococcus aureus, Clostridium botulinum, Bacillus cereus e
alguns fungos produtores de micotoxinas. Ja as infecgdes alimentares sao caracterizadas
pela ingestdo de células viaveis do microrganismo patogénico que estao presentes no
alimento, ocorrendo a aderéncia deste a mucosa intestinal e consequente colonizacéo.
Esta bactéria pode entdo ter caracteristicas invasivas como é o caso da Salmonela,
Shighella, Escherichia coli enterocolitica ou ainda serem toxigénicas incluindo o Vibrio
cholerae, Escherichia coli enterotoxigénica entre outras (FRANCO; LANDGRAF, 2007;
RESENDE, 2014).

Para os queijos artesanais os padrdes microbiolégicos sao exigidos pela legislacdo
estadual, no Decreto n? 44.864, conforme Tabela 1 (MINAS GERAIS, 2002; MINAS
GERAIS, 2008).

O cumprimento dos parametros microbiolégicos para queijos artesanais é
importante para que estes ndo percam o0 espago na economia da regido, para manter a
seguranca do alimento, e para preservar todas as caracteristicas tradicionais deste tipo de
queijo (SILVA, 2007; RESENDE 2014).
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Tabela 1 - Parametros microbiol6gicos para queijos Minas artesanais.

Parédmetros microbiolégicos Padrao microbioldgico aceitavel
Coliformes a 30 °C n=5; c=2; m=1000; M=5000
Coliformes a 45 °C n=5; c=2; m=100; M=500

Estafilococos coagulase positivo n=5; c=2; m=100; M=1000
Listeria sp. n=5; c=0; m=0
Salmonella sp. n=5; c=0; m=0

Em que: n = é o numero de unidades a serem colhidas aleatoriamente de um mesmo lote e analisadas
individualmente; ¢ = € o nimero maximo aceitavel de unidades de amostras com contagens entre os limites
m e M; m = é o limite que separa o produto aceitavel do inaceitavel.

Fonte: Minas Gerais (2002); Minas Gerais (2008).

2.4.1. Coliformes a30°C e a 45 °C

Os coliformes sao grupos de bactérias indicadoras de contaminacdao e sao
formados pelos géneros Escherichia, Citrobacter, Enterobacter e Klebsiella. Tais bactérias
habitam o intestino de animais, como 0 homem, e sdo largamente utilizadas na avaliacao
da qualidade das aguas e alimentos, servindo de parametro microbioldgico basico as leis
de consumo criadas pelos governos e empresas fornecedoras que se utilizam desse
namero para garantir a qualidade do alimento para o consumo humano. Desta forma a
utilizacao de coliformes como indicadores de condi¢cdes higiénico—sanitarias em alimentos
€ uma pratica comumente estabelecida. As bactérias do grupo coliforme diferenciam-se
em totais (30°C) e termotolerantes (45°C) (FRANCO; LANDGRAF, 2007; SILVA et. al.,
2007).

O grupo dos coliformes a 30°C inclui todas as bactérias na forma de bastonetes
gram-negativos, ndo esporogénicos, aerobios ou anaerdbios facultativos, capazes de
fermentar a lactose com producdo de gas, em 24 a 48 horas a temperaturas mesofilicas
de 32 °C sendo encontrados em fezes, solos e vegetais (HITCHINS; HARTMAN; TODD,
1996; FRANCO; LANDGRAF, 2007). O indice de coliformes a 30°C é util para verificar as
condi¢cdes higiénicas empregadas durante o processamento ou ainda contaminacoes
provenientes da matéria prima. As espécies entéricas pertencentes a este género estao
Escherichia, Enterobacter, Citrobacter e Klebsiella, dentre as nao-entéricas estdo, por
exemplo, Serratia e Aeromonas (SILVA et al., 2011).

Os coliformes a 45°C sao bactérias gram-negativas, em forma de bacilos, oxidase-

negativas, caracterizadas pela atividade da enzima B-galactosidase. Podem crescer em
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meios contendo agentes tenso-ativos e fermentar a lactose nas temperaturas de 44° — 45
°C, com producao de acido, gas e aldeido. Além de estarem presentes em fezes humanas
e de animais homeotérmicos, ocorrem em solos, plantas ou outras matrizes ambientais
que nao tenham sido contaminados por material fecal. Neste grupo estdo a Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter aerogenes e Citrobacter freundii (BRASIL,
2005; SILVA et. al., 2007).

Escherichia coli € o melhor indicador de contaminacdo fecal conhecido até o
momento. No grupo das E. coli que sdao comprovadamente patogénicas e causam
gastroenterites agudas estdo cinco classes de cepas: EPEC (E. coli enteropatogénica
classica — responsavel por diarreia infantil aguda); EIEC (E.coli enteroinvasiva — invade as
mucosas, causando ulceracdo e inflamagdo do intestino grosso); ETEC (E. coli
enteroxigénica — € agente de diarreias infantis, doengas severas como a cdlera e a
diarreia dos viajantes); EHEC (E.coli entero-hemorragica) responsaveis por diarreias
sanguinolentas e colites) e EAgQgEC  (E.coli enteroagregativa — conforme o padrao de
aderéncia das células) (SILVA et. al., 2007; RESENDE, 2014).

2.4.2. Estafilococos coagulase positivo

Bactérias desse género podem ser caracterizadas como cocos Gram positivos em
grumos (cachos de uva), pertencentes a familia Micrococcaceae. Sao anaerdbias
facultativas, mesoéfilas com 6tima a 37 °C, halotolerantes (toleram concentragdes de NaCl
de 10 a 20%), e crescem na faixa de pH de 4 a 9,8, e Aa minima é de 0,83 (SILVA et. al.,
2007).

Entre as 32 espécies de estafilococos, cinco sdo capazes de produzir coagulase
livre: S. aureus, S. hyicus, S. intermedius, S. schleiferi sub. coagulans e S. delphini.
Destas cinco espécies, trés (S. aureus, S. intermedius e S. hyicus) foram descritas como
produtoras de enterotoxinas e associadas a surtos de intoxicacao alimentar. Além disto,
estas trés espécies apresentam outras semelhancas, como a capacidade de produzirem a
enzima termonuclease. Com relagdo as outras duas espécies coagulase positiva, ndo ha
relato de seu isolamento em alimentos nem de seu envolvimento em casos de intoxicacao
alimentar (KONEMAM et al., 2001).

O Staphylococcus aureus, espécie patogénica mais importante deste grupo, é

caracterizada por ser catalase, coagulase e DNAse termoestavel positivos e redutores de
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telurito, distinguindo-a das demais espécies de Staphylococcus. Esta espécie também é
responsavel pelas pré-formacao de enterotoxinas que nao alteram significativamente cor,
aroma e sabor de produtos. Enterotoxinas sao proteinas de baixa massa molecular onde
suas cadeias polipeptidicas sao ricas em lisina, acido aspartico, acido glutamico e tirosina.
Existem cerca de 18 tipos de enterotoxinas estafilococicas (EE) as quais podem ser
diferenciadas por meio de sorologia, e estas se mostraram termoestaveis, resistentes a
acao de enzimas proteoliticas do sistema digestivo e hidrossoluveis (OMOE et al., 2005;
FRANCO; LANDGRAF, 2007; RESENDE, 2014).

As enterotoxinas sdo pré-formadas de quatro a seis horas quando encontram
condicoes de temperatura (ndo sao produzidas abaixo de 10 °C), atividade de agua, pH e
oxigénio e quando presentes em populacdes maiores que 10° UFC/mL ou g (FRANCO;
LANDGRAF, 2007). Na Tabela 2 estdo presentes alguns fatores que podem afetar a

producéo de enterotoxina em alimentos.

Tabela 2 - Fatores que afetam a produgao de enterotoxina em alimentos.

Fatores Produgao de enterotoxina
Temperatura 10 °C a 45 °C (6timo a 37 °C)
pH 5,2a9,0 (6timo a 6,5 a 7,5)
Atividade de agua > 0,90 (6timo a 0,99)
Condig¢des atmosféricas Condic¢des aerdbicas e anaerdbicas

_ _ Geralmente sé ha produgao de enterotoxina
Microbiota concorrente .
quando a contaminacéo inicial for elevada

Fonte: Franco e Landgraf (2007).

Uma dose de toxina menor que 1,0 ug/kg em alimentos contaminados produzirao
sintomas de intoxicacao por estafilococos. O periodo de incubacéao varia de 30 minutos a
8 horas sendo os principais sintomas nauseas, vomitos, dores abdominais, diarreia e
sudorese. Quando ha choque, ocorre a desidratacao devido ao excesso de vomito sendo
necessaria a ingestao intravenosa de eletrélitos (OMOE et al., 2005; FRANCO;
LANDGRAF, 2007; RESENDE, 2014).

O ser humano e os animais sdo os principais reservatorios deste micro- organismo.

A cavidade nasal é o principal habitat sendo dali transferidos para outros locais por meio
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das maos, sendo estas importantes fontes de contaminagédo dos alimentos. Nos animais
podem estar associados a casos de mastite bovina e o controle desta se faz necessario
principalmente quando este é utilizado para a fabricagdo de produtos de leite cru
(RESENDE, 2014).

A capacidade de crescer em diferentes condicdes ambientais e nutricionais fazem
com que o S. aureus se desenvolva em varios alimentos, principalmente aqueles
submetidos a extensa manipulacdo e mantidos a temperatura ambiente por longos
periodos. O queijo Minas artesanal além do agravante de ser muito manipulado € feito
com leite cru o que propicia a presenca deste micro-organismo o que ja foi verificado por
varios estudos (PINTO et al., 2004; MARTINS, 2006; DORES, 2013).

2.4.3. Listeria sp.

Bactérias desse género podem ser caracterizadas bastonetes gram-positivo curto
com extremidades arredondadas e mével a temperatura entre 20 °C e 25 °C, anaerodbio
facultativo, psicrotréfica com temperatura 6tima de crescimento a 37 °C, suportando varios
congelamentos e descongelamentos, classificados assim como psicrotolerantes. Nao
esporulado e acapsulado, este microrganismo é capaz de tolerar alteracées de pH entre
4,3 a 9,6 e altas concentracoes de NaCl (até 30% dependendo da temperatura), atividade
de agua o6tima é de 0,97 contudo pode crescer a 0,92 ( FRANCO; LANDGRAF, 2007;
SILVAet. al., 2007; RESENDE, 2014).

O género Listeria compreende em seis espécies principais sendo elas: L.
monocytogenes, L. ivanovii, L. seeligeri, L. innocua, L.welshimerie L. grayi (ROCOURT;
BUCHRIESER, 2007). Das espécies de Listeria, L. monocytogenes € o principal patogeno
para o homem. A natureza ubiquitaria, psicréfila, microaerdéfila e grande resisténcia a
adversidades diferem esta espécie de muitos patégenos alimentares.

A listeriose caracteriza-se por um quadro de alta severidade (meningite, septicemia,
aborto) e natureza nao entérica, havendo predilecdo por individuos imunodeprimidos,
idosos, neonatos e gestantes. Possui periodo de incubacédo de 3 a 70 dias dificultando a
descoberta do agente causador da listeriose, contudo a mesma é sensivel aos
processamentos térmicos, como € o caso da pasteurizacao (ROCOURT et al, 2003).

Amplamente distribuida pelo ambiente, principalmente em solo e vegetais, e por

isso é facilmente encontrada em alimentos de origem vegetal e animal “in natura” como é
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o caso do queijo Minas artesanal. Para tanto, pela legislacdo brasileira a exigéncia é de

que a Listeria esteja ausente em 25g de amostra (RESENDE, 2014).

2.4.4. Salmonella sp.

Salmonella é caracterizada como pequenos bacilos gram negativos, néao
esporogénico, anaerobios facultativas, catalase positiva, oxidase negativa, e em geral sdo
méveis. O pH para crescimento pode ser entre 4 e 9 com étimo de crescimento proximo
da neutralidade enquanto a temperatura de crescimento 6tima € de 36 °C podendo
crescer de 7 °C a 47 °C e Aa minima de 0,94 (FRANCO; LANDGRAF, 2007; SILVA et. al.,
2011; RESENDE, 2014).

Dentre as principais doengas causadas pela Salmonella estdo a febre tifoide,
causada por Salmonella typhi, febre entérica, causada por Salmonella paratyphie, as
salmoneloses causadas pelas demais espécies desta bactéria. Diarreia, dores abdominais
e vomitos ap6s 12 a 36 horas de contato com o micro-organismo sdo 0s principais
sintomas relatados sendo que estes podem permanecer por até quatro dias (FRANCO;
LANDGRAF, 2007; SILVA et al., 2011; RESENDE, 2014). Para tanto, pela legislacao
brasileira a exigéncia € de que a Salmonela esteja ausente em 25 g de amostra (BRASIL,
2003).

2.5. Aspectos microbioldgicos x seguranca dos queijos Minas artesanais

Embora o queijo Minas artesanal seja um patriménio do Estado e tradicional em
varias regides, por ser um produto totalmente artesanal, a sua inocuidade nao pode ser
totalmente assegurada, sem antes atender a uma série de precaucgdes. A utilizacao do
leite cru para a producao sem o rigor sanitario € o principal fator que pode representar um
risco a saude publica. Desta forma, quando ha procedimentos que apresentam auséncia
das boas praticas, nas etapas do processamento do queijo artesanal esta sujeito a muitas
fontes de contaminacao, comprometendo diretamente a sua qualidade e afetando a saude
do consumidor (PINTO et al., 2009; RESENDE, 2014).

Dentre as fontes de contaminagdo podem-se citar a sanidade inadequada do
rebanho, visto que o leite pode conter varias espécies de bactérias sendo que muitas sao
patogénicas, o ordenhador, que pode ser portador assintomatico de algumas delas, os

equipamentos e utensilios de ordenha por serem passiveis de incrustacdes e formacao de
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biofilmes, e a agua utilizada que pode nao receber tratamento adequado. Além disso, na
maioria das vezes, o tempo de maturacao nao é respeitado pelo produtor, visto que esta é
a fonte de renda do mesmo e, como consequéncias, existe a possibilidade de ser
colocado no mercado um produto de qualidade insatisfatéria (PINTO et al., 2009;
RESENDE, 2014).

O curto periodo de maturacao pode oferecer risco ao consumidor devido a possivel
presenca de bactérias patogénicas que sao entdo dependentes de fatores como a
combinacdo tempo/temperatura, a umidade e o teor de sal dos queijos, para a
sobrevivéncia e multiplicacao dos patégenos (BACHMANN et al., 2011). A maturagdo em
temperatura ambiente leva a fermentacdo desejavel que ocorre pelas bactérias laticas.
Quando o queijo é resfriado antes da maturacédo ocorre inibicao das bactérias desejaveis,
propiciando 0 crescimento de micro-organismos deteriorantes e patogénicos,
possivelmente presentes no leite cru (MARTINS, 2006; DORES, 2013; RESENDE, 2014).

O periodo minimo necessario de maturacao do queijo Minas artesanal da Canastra
para atingir os limites previstos na legislacao e atingir a inocuidade foi definido em fungao
da maior resisténcia encontrada pelo S. aureus. Este patdgeno estava presente apds 64
dias de maturacgéo controlada a 10 °C e estimou-se que 84 dias seriam necessarios para
reducdo aos niveis aceitaveis (DORES, 2013). Resultados semelhantes foram
encontrados no Serro por Martins et al. (2015) que realizaram estudos em queijos Minas
artesanal fabricados nas regides do Serro, indicando que a maturacdo a temperatura
ambiente conseguia reduzir a niveis aceitaveis a contagem microbiolégica nos queijos,
em um tempo relativamente menor, € ao mesmo tempo manteve a aparéncia e
caracteristicas de sabor do queijo tradicional.

Nesse estudo ainda foi observado que 17 dias era o tempo minimo de cura a
temperatura ambiente para reduzir a limites de seguranca para coliformes totais,
Escherichia coli e Staphylococcus aureus em ambos os periodos de fabricacao (estacao
seca e periodo chuvoso). Sob refrigeracao, o tempo minimo de maturacao foi de 33 dias
na estacao seca e 63 dias na estacédo chuvosa.
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CAPiTULO 5 - PERSPECTIVAS DO DESENVOLVIMENTO DE
HAMBURGUERES MAIS SAUDAVEIS REDUZINDO SODIO E
ADICIONANDO AROMATIZANTES E LINHACA

Leticia Costa Amorim da Trindade
Frederico Souzalima Caldoncelli Franco
Augusto Aloisio Benevenuto Junior
Vanessa Riani Olmi Silva

1. INTRODUGCAO

Fatores relacionados ao estilo de vida e alimentacdo podem promover diversos
problemas de saude como as doengas cronicas nao transmissiveis, entre elas a
hipertensao e doencas cardiovasculares, que sao as principais causas de morte no Brasil
(BRASIL, 2012a). Mudancas na alimentagdo causadas pelo estilo de vida contemporaneo
tém sido o principal motivo da reducdao do consumo de frutas e hortalicas. Em
contrapartida, observa-se um aumento no consumo de alimentos de facil preparo e
consumo, normalmente ricos em sdédio (ARAUJO et al., 2013).

A Organizacao Mundial de Saude (OMS) recomenda o consumo maximo de 2g/dia
de sodio, pois sua ingestao excessiva € a principal causa do aumento da presséao arterial
(COXSON et al., 2013). Diante dessa situacao, o Plano de Combate as Doencas Crbnicas
Nao Transmissiveis (PCNCD) foi criado com o intuito de promover metas e acdes para a
melhoria da qualidade nutricional da populacdo, por meio da reducdo de sddio e
reformulacdo em produtos alimenticios processados (MALTA; NETO; JUNIOR, 2011;
BRASIL, 2013).

Produtos carneos estdo entre os alimentos processados mais consumidos e
geralmente sdo produtos ricos em sodio, como o0 caso dos hamburgueres, um alimento
apreciado por todas as classes sociais (LILIC et al., 2015), sendo entdo necessaria sua
alteragéo para o cumprimento do PCNCD e melhoria nutricional dos alimentos ofertados
aos consumidores. Assim a reducao de sodio se tornou um desafio para a industria, uma
vez que é um dos responsaveis pelas propriedades sensoriais e tecnolégicas dos
produtos carneos.

A reducao de sodio em produtos carneos pode afetar negativamente a aceitacao
sensorial por parte dos consumidores, sendo sugerida a adicdo de ingredientes que
reforcem a percepcdo do sabor salgado (BREWER, 2012; TOBIN et al., 2013). Os

aromatizantes sdo substancias que nao tem em si um sabor salgado, mas podem
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aumentar a percepcao da salinidade quando associados ao cloreto de sddio e compensar
a reducao de sal em produtos carneos (FELLENDORF; O'SULLIVAN; KERRY, 2016).

Visando a oferta de alimentos mais saudaveis, uma estratégia para o
desenvolvimento de produtos carneos mais saudaveis € a utilizagdo de outros
ingredientes, como a linhaga. Esta € uma alternativa para melhorar a qualidade
tecnoldgica e nutricional, uma vez que a linhaca é fonte de acidos graxos a-linolénico
(LNA) e linoléico (LA), precursores de outros acidos graxos das séries 6mega-3 (n-3) e
6mega-6 (n-6)(SCHMIELE et al., 2015; TALUKDER, 2015).

2. DESENVOLVIMENTO

2.1. Mudanca de habitos alimentares

A alimentacao faz parte do comportamento humano, e possui varios fatores que
consciente ou nao, influenciam a ingestao alimentar, interferindo nas escolhas e habitos
cotidianos. O comportamento alimentar pode ser, entdo, caracterizado pelas relacdes
entre as praticas alimentares de grupos humanos, de forma individual e coletiva (MALTA;
NETO; JUNIOR, 2011; UFMA, 2014).

A alimentacao se desenvolve em fungdo do consumo de alimento, considerando o
sabor, cor, forma, aroma e textura na abordagem nutricional. Os nutrientes dos alimentos
sado importantes, porém nao sao os uUnicos fatores que interferem no consumo alimentar.
O alimento pode oferecer significados culturais, comportamentais, afetivos e ser uma
fonte de prazer. Por outro lado, o estado nutricional e 0 consumo alimentar interagem em
conjunto podendo ocasionar ou n&o, fatores de risco para doengas crbnicas nao
transmissiveis. Uma boa alimentacao, portanto, depende do equilibrio entre a quantidade
e qualidade dos alimentos, onde cada nutriente possui sua fungédo no organismo, e que a
falta ou excesso de um nutriente podem causar transtornos (UFMA, 2014).

Alteragbes do comportamento alimentar sdo diretamente relacionadas ao estilo de
vida. Anteriormente, as refeicdes eram preparadas em casa com um perfil mais saudavel
e servida em horarios determinados, com toda a familia a mesa. Atualmente, estas
refeicoes tém sido substituidas por refeicbes rapidas, realizadas fora de casa e sem
regularidade nos horéarios (SAVAGE; FISHER, 2007). O consumo de frutas e hortalicas
diminuiu segundo o recomendado pelo Guia Alimentar para a Populagdo Brasileira,
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enquanto aumentou a ingestdo de alimentos processados e minimamente processados
(BRASIL, 2012b; ARAUJO et al., 2013).

Entre os alimentos processados mais consumidos estdo macarrdo instantaneo,
salsichas, hamburgueres e alimentos empanados. Isso se deve a facil acessibilidade,
rapida preparagado e ao sabor atraente para a maioria dos consumidores, sendo utilizados
em substituicdo ou junto com as refeicdes principais (RIBEIRO et al., 2013).

Alimentos processados possuem modificacées do seu estado original, por meio de
uma variedade de possiveis processamentos com diferentes finalidades. Além disso,
podem ser utilizadas substancias extraidas de alimentos (6leos, gordura, acucar,
proteinas), derivadas de constituintes de alimentos (gorduras hidrogenadas, amido
modificado, etc.) ou sintetizadas em laboratério com base em matéria organicas como:
corantes, aromatizantes, realcadores de sabor e outros aditivos usados para alterar
propriedades sensoriais (MOODIE et al., 2013; MOUBARAC et al., 2014).

Embora o alimento processado mantenha a identidade basica e a maioria dos
nutrientes do alimento ao qual é derivado, os ingredientes e o0s métodos de
processamento utilizados na fabricacdo podem alterar desfavoravelmente a composicao
nutricional. A adicdo de sal ou agucar e a perda de agua elevam a concentracao de
calorias e nutrientes do alimento original, em que o0 consumo excessivo tem sido
associado a doencas crbnicas nao transmissiveis, principalmente doencas cardiacas e
obesidade (BRASIL, 2014).

O aumento de doencas crbnicas esta diretamente relacionado ao acelerado
processo de urbanizacdo, ao aumento progressivo da expectativa de vida, do
sedentarismo e das mudancas no padrao alimentar da populacdo. Esses fatores além de
constituirem a principal causa de morte entre os adultos, representam a maior parte das
despesas com assisténcia ambulatorial e hospitalar no pais (BRASIL, 2012a).

A alimentacao inadequada é uma das principais causas da prevaléncia de doencas
crébnicas ndo transmissiveis nos ultimos anos, sendo a auséncia de habitos saudaveis a
justificativa para a prevaléncia de sobrepeso, obesidade e do aumento de risco para
doencas cronico-degenerativas (CORREA; DE ALMEIDA, 2017), devido ao consumo de
alimentos pobres em vitaminas, sais minerais, proteinas e fibras, substituidos por
alimentacgao rica em gorduras, acucares e sédio (MEDEIROS; GALENO, 2013).
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Coxson et al. (2013) demonstraram os efeitos benéficos da diminuicdo do consumo
de sbdio para a reducao dos niveis de mortalidade em decorréncia de hipertensao e
efeitos do consumo de gorduras saturadas. Dentre as doencgas provenientes de consumo
excessivo de alimentos com elevados teores de gorduras saturadas e sédio citam-se:
hipertensdo (aumento da presséo arterial), obesidade (excesso de peso) e dislipidemia
(anomalias nos niveis de lipideos sanguineos). A OMS também alertou que alimentos com
elevados contelidos de acidos graxos saturados, acidos graxos trans e sodio, quando
consumidos periodicamente podem contribuir para o surgimento de doencas (WHO,
2003).

2.2. Sédio na dieta

Segundo Nilson, Spaniol e Gongalves (2016), o sédio € o principal cation do fluido
extracelular e um dos principais minerais do plasma sanguineo. Entre suas fungdes no
organismo humano, a principal consiste na modulagdo e permuta de liquidos entre os
varios 6rgaos, permitindo uma troca constante e bem regulada dos nutrientes e dos
produtos de desgaste entre a célula e o seu meio externo. Esse é o motivo que torna o
s6dio essencial a manutengéo da pressao osmatica do sangue, plasma e fluidos. Todavia,
a inadequacao alimentar com consumo de altos teores de sodio tem sido associada a
principal causa do surgimento da hipertensao arterial, que é considerado um problema de
salide publica mundialmente (CRUZ et al., 2011; COXSON et al., 2013; IGNACIO et al.,
2013).

A hipertensao arterial é caracterizada por niveis pressoéricos elevados, sendo
diagnosticada com valores iguais ou superiores a 140/90 mmHg, identificados em duas ou
mais afericdbes (MOURA; NOGUEIRA, 2013; INGUGLIA et al., 2017). Estima-se que a
hipertensdo arterial atinge 20 a 25% da populagdo mundial e que no Brasil
aproximadamente 17 milhdes de individuos sejam portadores, constituindo um sério fator
de risco para o desenvolvimento de doengas cardiovasculares, cerebrovasculares e
renais, caracterizando-se como importante problema de saude publica (INGUGLIA et al.,
2017). Além do mais, a hipertensdo é causa de 40% das mortes por acidente vascular
encefélico (AVE) e 25% por doenca arterial coronariana no pais, sendo apontada como a
quinta causa de ébito no mundo (BRASIL, 2012a; LIMA et al., 2016).
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A literatura recente demonstra que o consumo de sal na maioria dos paises tem
variado entre 9 a 12g dia por pessoa. Contudo, a OMS recomenda uma ingestao diaria
para adultos ndo hipertensos de no maximo 5g de sal (equivalente a 2g de sédio) e 1g de
sal para aqueles acometidos de hipertensdo. Em criancas e adolescentes, a ingestao de
baixos teores de sédio é associada a melhoria da saude cardiaca na vida adulta
(COXSON et al., 2013).

O crescente consumo de alimentos processados associados a adicao de sal
durante o cozimento e a mesa sao as principais causas da ingestao excessiva de sodio
pela populagéo brasileira (SARNO et al., 2009; BRASIL, 2014). Entretanto, a ingestéo
excessiva de so6dio € mencionada acarretar diversos problemas de saude (COXSON et
al., 2013; INGUGLIA et al., 2017), pois o sbdio presente no sal de cozinha (NaCl),
convencionalmente adicionado aos alimentos tem grande importancia para o sabor dos
produtos industrializados, conferindo a salinidade, especialmente para os produtos

carneos (OLIVEIRA et al., 2013), e assim, ndo podendo ser eliminado em sua totalidade.

2.3. Reducao de sédio em alimentos

Os consumidores estdo cada vez mais atentos a composicdo dos alimentos
aumentando sua atencao a saude e quanto ao consumo de carnes processadas (TOBIN
et al., 2013). Esse fato pode ser explicado pelo aumento da divulgagado em diversos meios
de comunicacao dos efeitos negativos do consumo excessivo de alimentos ricos em
gordura e sal, para a saude do consumidor (BRITTON et al., 2013).

Em contrapartida, iniciativas de reducdo de sédio em alimentos parecer ser
promovida por diversos paises (DESMOND, 2006; COXSON et al., 2013), onde o principal
foco desta politica tem centrado nos produtos carneos. No Brasil, o Ministério da Saude
apresentou um Plano de Combate as Doencas Crbnicas Nao Transmissiveis, que inclui
acOes para promover dietas saudaveis e reduzir o consumo de sal de 12g para 5g até
2022 (MALTA; NETO; JUNIOR, 2011; BRASIL, 2013). Ao estabelecer metas bianuais,
esse plano propée uma reducao gradual e voluntaria dos teores de sédio, considerando
0s aspectos de desenvolvimento e as alteracbes de formulagdes, tecnologias e a
adaptacao sensorial dos consumidores as mudancas. As metas estabelecidas para a
reducdo de sédio em hamburgueres foram 780mg de s6dio/100g para ser alcancada até

2015 e 740mg de sodio até 2017 (BRASIL, 2013).
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Devido a adocao de habitos alimentares mais adequados pelos consumidores, a
demanda por produtos mais saudaveis e as metas estabelecidas, fazem com que as
industrias inovem, modifiquem ou desenvolvam produtos especiais, que promovam a
saude e satisfaca os anseios sensoriais do consumidor (GARMUS et al., 2016).

A maioria das inovagdes realizadas no processamento de carnes se concentram na
reformulacdo dos produtos por alimentos mais saudaveis, alterando a qualidade
nutricional e reduzindo os efeitos maléficos do seu consumo, uma vez que, a carne
processada pode contribuir de forma significativa para a ingestdo de sal e gordura. Essa
reducdo altera ndo somente a qualidade nutricional, mas pode trazer alteracdes nas
propriedades tecnoldgicas, como no perfil de textura e presenca de liquido exsudado,
além das alteragdes nas propriedades sensoriais (WEISS et al., 2010).

Neste contexto, o grande desafio da industria carnea é o desenvolvimento de
produtos que satisfacam sensorialmente a expectativa dos consumidores e que ao
mesmo tempo, possam ser ingeridos sem que causem prejuizos a saude (BOLGER;
LYNG; MONAHAH, 2017).

O sal possui grande importancia nos produtos carneos devido a propriedade
conservante, capacidade de alterar o sabor e capacidade funcional de solubilizacédo de
proteinas miofibrilares, que sao responsaveis pelo auxilio da adesdao e coesdo de
produtos carneos (RUUSUNEN; PUOLANNE, 2005). O sodio solubiliza as proteinas da
carne que possuem papel importante, aumentando a hidratacdo e a capacidade de
retencdo de agua, formacao de gel e a emulsificagdo, com consequente aumento do
rendimento ap6s o cozimento e suculéncia (DESMOND, 2006). Reduzindo o sal,
juntamente com a salinidade, havera mudancas na textura do produto e intensidade do
sabor, afetando a aceitacao sensorial (BREWER, 2012; TOBIN et al., 2013).

Diversas estratégias sdo usadas para reduzir sédio nos alimentos processados.
Um dos métodos € a reducdo realizada com base na avaliacao sensorial e na aceitacao
dos produtos, seja com substituicio completa ou parcial de NaCl (FELLENDOREF;
O'SULLIVAN; KERRY, 2016), podendo realizar a substituicdo com mistura de baixo teor
de sodio (PAULSEN et al., 2014) e utilizacdo aromatizantes (SANTOS et al., 2014; SILVA
et al., 2020). Silva et al. (2020) e Pires (2016) desenvolveram hamburgueres com reducao
de sbdio e adicdo de aromatizantes associados a substituicdo do NaCl por KCIl. Os

autores encontram boa aceitacdo sensorial para os novos produtos, bem como a
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manutencdo das caracteristicas fisicas e quimicas dos hamburgueres, sugerindo ser

viavel o desenvolvimento dessa linha de estudos.

2.4. Aromatizantes

Alguns estudos tém sido realizados para encontrar alternativas para a reducao do
NaCl nos alimentos e a diminuicdo dos impactos causados por essa modificacdo (TOBIN
et al., 2013; FELLENDORF; O'SULLIVAN; KERRY, 2016; INGUGLIA et al., 2017). Uma
das alternativas é a adicdo de aromas que contribuam com o aspecto sensorial do
produto (CAMPQOS; FONTES; CAETANO, 2015; SILVA et al., 2020).

De acordo com o fabricante Corbion PuraQ (PROSPECTOR®, 2019), o
aromatizante PuraQ® Arome NA4 é um ingrediente natural, que possui como propriedade
a semelhanca com o flavor da carne, contribuindo com o sabor picante e salgado. Além
disso, ele pode ser caracterizado como aromatizante natural, o que € um beneficio para o
mercado consumidor que busca produtos mais saudaveis e naturais.

Outro ingrediente que pode ser utilizado para reduzir os efeitos da redugao parcial
do NaCl dos alimentos € o Aroma de Carne fabricado pela International Flavors &
Fragrances (IFF), que contribui para a melhora do sabor e aroma do produto, por ser a
base do sal leve, composto de sal hipossédico, um aroma idéntico ao aroma natural da
carne, goma arabica e sais dissédicos (CAMPQOS; FONTES; CAETANO, 2015).

Pires (2016) utilizou aromatizantes no teste com maior redugdo de soédio em
hamburguer e observou uma melhora no atributo aroma para a adicdo de aromatizantes,
sugerindo ser uma estratégia viavel para o desenvolvimento de hamburgueres com

reducao de sodio.

2.5. Linhaca na nutricao

No desenvolvimento de produtos carneos mais saudaveis, além da utilizagdo da
reducdo dos teores de sbdio, novos ingredientes podem ser adicionados para agregar
valor nutricional ao produto. A substituicdo da gordura saturada por lipidios contendo
6leos ricos em acidos graxos poli-insaturados (PUFA) n-3 podem atender a demanda dos
consumidores por alimentos mais saudaveis (AYERZA e COATES, 2005). Sendo assim, a
linhaga sinaliza ser uma alternativa para melhorar a qualidade nutricional e tecnolégica

em produtos carneos, pois conforme Navas-Carretero et al. (2015), no contexto de uma
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dieta equilibrada, a adicdo de PUFA n-3 a produtos carneos melhora seu perfil nutricional,
sendo um 6tima estratégia para o controle de peso corporal dos individuos.

A linhaga (Linum usitatissimum L.), planta nativa do oeste Asiatico e Mediterraneo,
atua como antioxidante biolégico e possui aminoacidos que podem ser comparados a da
proteina de soja, uma das mais nutritivas do reino vegetal (CASTRO; LELIS, 2011). E um
grao que pode ser consumido in natura, inteiro ou moido, e acrescentado diretamente em
alimentos tais como frutas, leite ou iogurte. Também pode ser utilizado como ingrediente
na preparacao de bolos, paes, biscoitos, feijdao, barras de cereal e produtos carneos
(MARQUES, 2008).

Alinhaca é um alimento rico em fibras alimentares e tem sido adicionada a diversos
produtos carneos devido as suas propriedades funcionais e tecnoldgicas com a finalidade
de gerar alimentos acessiveis e saudaveis ao consumidor (WEISS et al.,, 2010;
SCHMIELE et al., 2015; TALUKDER, 2015). Além disso, essa adig&o de fibras alimentares
ajuda a modificar as caracteristicas tecnolégicas e sensoriais gerais, tais como
capacidade de retencdo de agua (CRA), capacidade de retencdo de gordura (CRO) e
perfil de textura (PETRACCI et al., 2013).

A fibra é um ingrediente alimentar ndo digerivel que inclui polissacarideos néo
amilaceos, oligossacarideos ou lignina, apresentando um bom desempenho no aumento
do rendimento de produto cozido e na capacidade de retencdo da agua, resultando na
reducao do custo de producdo (KACZMARCZYK; MILLER; FREUND, 2012). Diante disto,
a aplicacao de fibras alimentares em produtos carneos tem sido estudada por ser uma
alternativa de ingrediente mais saudavel, além de beneficios tecnoldgicos. Chaves et al.
(2018) utilizaram farinha mista de aveia, chia e linhaca na elaboracdo de hamburgueres e
encontraram resultados favoraveis para sabor, textura e rendimento quando comparado
aos resultados da formulagéo controle.

A linhaca também exibe propriedades interessantes em seu perfil lipidico,
principalmente em razdo de sua diversidade de cultivares. Barroso et al. (2014)
observaram que o 6leo de linhaca marrom apresentou melhor qualidade do que o 6leo de
linhaca dourada, por verificar que a linhaca marrom possui maiores teores de &cido
estearico (C18:0) e tocoferdis, maior capacidade antioxidante e estabilidade oxidativa em
relacao a linhaga dourada. Segundo Novello e Pollonio (2013), a utilizacao de linhaga em

produtos carneos é uma alternativa tecnologicamente viavel, pois em seus estudos
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identificaram caracteristicas fisico-quimicas aceitaveis, perfil de &cidos graxos n-3
modificados, aumentando a razdo PUFA/acidos graxos saturados (SFA) e reduzindo a
razado n-6/n-3, resultando em valores mais préximos das recomendacdes. No entanto,
ainda existem poucos estudos que relatam o desenvolvimento de produtos a base de
carne enriquecidos com &cidos graxos n-3 (DELGADO-PANDO et al., 2012).

Apesar do beneficio da adicio de PUFA a produtos carneos, a maior
suscetibilidade de seus lipideos a oxidagao influencia o tempo de vida util dos produtos
(TRIKI et al., 2013). Além do mais, essa adicao pode alterar as propriedades sensoriais, ja
que a reducado de gordura pode modificar os atributos sabor, textura e suculéncia do
alimento (JUAREZ et al., 2012), o que merece mais investigacoes.

Os produtos carneos processados oferecem excelentes estratégias na ingestao de
ingredientes funcionais, como a linhaga, por ser comumente consumidos e pouco alterar
os habitos alimentares (NOVELLO; POLLONIO, 2014). Nesta perspectiva, Novello (2011)
concluiu em pesquisa sobre a utilizacdo de linhaca em produto carneo bovino
reestruturado, que tanto o 6leo, como a farinha ou semente de linhaca dourada tornam-se
potenciais ingredientes funcionais para a adicdo em produtos carneos, principalmente os
hamburgueres, podendo ser oferecidos aos consumidores com altas expectativas de
aceitacao de mercado.

2.6. Hamburguer

Os produtos carneos representam uma fatia relevante do mercado de alimentos
proteicos, exibindo vasto portifdlio de produtos, no qual o hamblrguer apresenta
caracteristica de praticidade e rapidez em seu preparo, tendo uma expressiva presenca
nas refeicbes e lanche de muitas pessoas, independente da classe socioeconémica
(OLIVEIRA et al., 2013; SEGANFREDO et al., 2016).

Conforme a Instrucao Normativa n® 20 (IN 20), que regulamenta a identidade e
qualidade de produtos carneos tipo hamburguer, hambuirguer é o produto carneo
industrializado obtido da carne moida dos animais de agougue, adicionado ou nao de
tecido adiposo e ingredientes, moldado e submetido a processo tecnoldgico adequado,

podendo ser um produto cru, semi-frito, cozido, frito, congelado ou resfriado, sendo
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permitida a adicdo de no maximo 4,0% de proteina ndo carnea na forma agregada
(BRASIL, 2000).

Ainda de acordo com a IN 20, os requisitos das caracteristicas sensoriais do
hamburguer envolvem textura, cor, sabor e odor préprios. Também, devem atender as
seguintes caracteristicas fisico-quimicas: maximo de 23% de gordura; minimo de 15% de
proteina; 3% de carboidratos totais; teor de célcio (maximo base seca) 0,1% em
hamburguer cru e 0,45% em hamburguer cozido. O acondicionamento prevé embalagem
com materiais adequados as condicbes de armazenamento e que confiram protecao
apropriada ao hamburguer, bem como na exposicao a venda, devem ser mantidos sob
congelamento.

Por ser um alimento bastante apreciado e consumido por individuos de diversas
idades em virtude de suas caracteristicas sensoriais (NILSON; SPANIOL; GONCALVES,
2016), o consumo de hamburguer elevou devido a alteracdao no estilo de vida dos
individuos com crescente processo de urbanizagdo, industrializagdo e diminuicdo do
tempo disponivel para o preparo de alimentos (OLIVEIRA et al., 2013; NILSON; SPANIOL;
GONCALVES, 2016). Por outro lado, sua ingestao exagerada pode elevar o peso corporal
e aumentar os riscos de saude, pois pode contribuir para o desenvolvimento da
hipertensdo, obesidade, diabetes mellitus e dislipidemia, em razdo de um hamburguer
possuir um teor de sodio de até 34% do valor recomendado pela OMS (OLIVEIRA et al.,
2013; CARVALHO et al., 2015; LILIC et al., 2015).

Para o desenvolvimento de novos produtos, é fundamental analisar a reducédo dos
teores de sddio em hamburguer para alcancar um produto que atenda as metas do
governo na reducdo de soOdio, como ainda permanecer com as caracteristicas
tecnoldgicas e sensoriais similares ao produto original. Oliveira et al. (2014) constataram
que o hamburguer adicionado de farinha de linhaca e com teor reduzido de sodio,
apresentou caracteristicas nutricionais e sensoriais satisfatorias, podendo ser considerada
uma estratégia promissora para o desenvolvimento de um hamburguer com melhor

qualidade nutricional.

3. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Na busca por uma melhor qualidade de vida, consumidores procuram alimentos

mais saudaveis que possam agregar valor nutricional em suas dietas. A ingestao
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excessiva de sal tem mostrado elevar os riscos de uma série de patologias, assim,
instituicbes governamentais propuseram uma meta de reducdo de sal em alimentos
industrializados. Produtos carneos sao o0s principais alimentos a serem modificados,
principalmente os hamburgueres que sdao consumidos em larga escala pela maioria da
populacéo.

Novos ingredientes tém sido adicionados aos produtos carneos para minimizar a
percepcao sensorial da reducéo do sal. Entre eles pode-se sinalizar que a linhaca, por ser
rica em lipideos poli-insaturados, apresente 6timas perspectivas de resultados positivos.
Por outro lado, a adicdo de aromatizantes que estimulam a percep¢ao do sabor, poderiam
elevar a percepc¢ao salina nestes produtos com menor teor de sal.

Neste contexto, o grande desafio da industria alimenticia € desenvolver produtos
que agradem os consumidores sensorialmente, apresentando um valor nutricional

satisfatorio e que sejam seguros a populacao.
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CAPITULO 6 - REDUGCAO DE SAL EM PRODUTOS ELABORADOS COM
CARNE PSE: MAIS UM DESAFIO PARA A INDUSTRIA BRASILEIRA

Mariana Pacheco Neves
Marielle Maria de Oliveira Paula
Eduardo Mendes Ramos

1. INTRODUGCAO

O consumo excessivo de sbédio (Na) nos alimentos tem sido considerado um
grande problema de saude publica, devido a sua associagcdo com quadros de hipertensao
e doencas cardiovasculares. No Brasil, o Ministério da Saude (MS) e a Associacao
Brasileira das Industrias de Alimentos (ABIA) firmou acordos para a redu¢édo do consumo
desse mineral pela populacdo. A expectativa € que até o ano de 2020 as industrias do
setor promovam a retirada voluntaria de 28,5 toneladas de sbédio dos produtos
comercializados no mercado brasileiro

A maior quantidade do sédio ingerido na alimentagdo humana vem dos alimentos
processados, especialmente do sal (cloreto de sédio; NaCl) adicionado na formulacao
desses produtos. Assim, a reducao de sédio em alimentos é obtida a partir da reducéao
e/ou substituicdo do sal. Entretanto, nos produtos carneos, além de contribuir com a
conservacao e conferir o gosto salgado, o sal desempenha um importante papel
tecnoldgico ao solubilizar as proteinas da carne, contribuindo com a sua capacidade de
retencdo de agua e emulsificacdo das gorduras. Dessa forma, tendo em vista que induz
perdas no processo e afetar diretamente o rendimento e a qualidade do produto, sdo
necessarias pesquisas para avaliar os melhores substitutos do sal na formulagdo de
produtos carneos. A substituicdo do NaCl por outros sais tem sido sugerida para garantir a
forga ibnica necessaria para solubilizar as proteinas carneas, sendo o cloreto de potassio
(KCI) o substituto mais estudado e com bons resultados tecnoldgicos e sensoriais.

Outro fator relevante no processamento de produtos carneos com baixo teor de sal
esta relacionado a qualidade da matéria-prima, principalmente aquela associada a
anomalia PSE (do inglés pale, soft and exudative): carnes palidas, de textura flacida e
bastante exsudativa. Devido a suas caracteristicas, a utilizacdo da carne PSE no
processamento acarreta perdas associadas ao rendimento, coloragdo e textura do
produto. A incidéncia desta anomalia é alta na obtencao de carne suina, especialmente no
Brasil, de forma que as carnes PSE sdo comumente utilizadas pela inddstria no
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processamento de produtos carneos. Neste cenario, a reducdo de sddio em produtos
carneos é ainda mais desafiadora para industria brasileira, uma vez que a presenca da
carne PSE na formulacao contribui com os mesmos problemas da reducéo de sal.

2. SAL EM PRODUTOS CARNEOS

Sal é um nome genérico para uma familia de substancias com caracteristicas
quimicas comuns, sendo que a mais importante para o ser humano é o cloreto de sédio
(NaCl) ou “sal de cozinha”. Esse, do ponto de vista nutricional, é fundamental para a
saude humana nao apenas por ser utilizado de maneira universal no preparo € no
processo de industrializacdo dos alimentos, mas também por ser consumido regularmente
nas principais refeicdes do brasileiro (FORTES et al., 2012).

O principal uso do sal esta direcionado a funcao de salgar e realcar o sabor ou,
ainda, de conservar os alimentos, além de desempenhar vérias fungdes envolvidas nos
processamentos alimenticios (PANOUILLE et al., 2011). No entanto, o sal contribui com
significativa parcela do sédio presente em alimentos industrializados. A ingestao
excessiva de sédio tem sido associada com a hipertensdo que pode levar a um aumento
do risco de acidentes vasculares cerebrais e doengas vasculares fatais (HE;
MACGREGOR, 2010). Além disso, tem sido associada com outros problemas de saude,
como cancer de estbmago e doencgas renais (SLOAN, 2010).

O teor de sédio em produtos carneos pode superar facilmente concentracbes de
1% e 2% (DESMOND, 2006). No Brasil, o consumo médio de sédio excede em mais de
duas vezes a ingestdo maxima (dois gramas por dia) recomendada pela Organizacao
Mundial da Saude (OMS) (SARNO et al., 2013) e, por este motivo, os érgaos de saude e
industria tém buscado sua reducdo nos alimentos industrializados, cuja participacdo na
alimentacao da populagéo brasileira tem aumentado. Algumas agdes para a redugao do
consumo de sédio estado incluidas no Plano de acdes estratégicas para o enfrentamento
das doencas crbénicas nao transmissiveis, incluindo a redugédo voluntaria de s6dio em
alimentos processados, o aumento da oferta de alimentos saudaveis, a rotulagem e
informacao ao consumidor e a educacéao e sensibilizacao para consumidores, industria e
profissionais de saude (IDEC, 2014).

Acordos voluntarios vém sendo firmados entre a industria de alimentos e o governo

federal brasileiro, desde 2011, a fim de reduzir o teor de sbédio nos alimentos
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processados. Em abril de 2011, o primeiro termo de compromisso, nome oficial dos
acordos voluntarios, foi assinado entre o Ministério da Saude (MS) e a industria. No total,
cinco termos de compromisso relativos a reducao dos teores de sédio foram assinados
entre abril de 2011 e novembro de 2013; dos cinco acordos realizados, quatro referem-se
a metas de reducao de teor de sodio por categorias de alimento, e apenas um acordo diz
respeito a pactuacado para o monitoramento dessas metas. O acordo para reducao de
s6dio em produtos carneos encontra-se no quinto termo e foram firmados (pelo lado do
setor privado) como a Associacao Brasileira das Industrias de Alimentos (ABIA) e outras
associacdes diretamente ligadas as categorias de alimentos, como a Associacao
Brasileira da Industria Produtora e Exportadora de Carne Suica (ABIPECS), o Sindicato
da Industria de Carnes e Derivados no Estado de Sao Paulo (SINDICARNES) e a Uniao
Brasileira de Avicultura (UBABEF). Em junho de 2017, um novo acordo foi firmado, valido
para os quatro anos seguintes, o qual a meta é a retirada de 28,5 toneladas de sédio da
alimentacao dos brasileiros (PAULA, 2018).

2.1. Influéncia do sal nas propriedades sensoriais

A capacidade de propiciar gosto salgado aos alimentos tornou-se a aplicacédo
tecnoldégica mais conhecida do NaCl. A percepcao do salgado é possivel devido a
presenca de canais idnicos especificos para os ions sédio (Na*) presentes na membrana
apical de células receptoras situadas na lingua. Quando permeados por esses cations,
tais receptores transmitem sinais para o cérebro promovendo a percepcao do salgado.
Outros ions, como o potassio (K*), por ndo se adequarem a esses canais nao propiciam
pelo mesmo mecanismo a percepcao do gosto salgado pelos individuos (RUUSUNEN;
PUOLANNE, 2005).

A identificagdo do gosto salgado também sofre influéncia da rotina dos niveis de
NaCl comumente presentes na dieta dependendo da frequéncia e quantidade de
consumo. A reducao de sua concentragao durante algum tempo é acompanhada de novo
patamar de percepcao pelos consumidores sem que ocorram prejuizos significativos a
aceitacao do produto (VANDENDRIESSCHE, 2008). No entanto, a reducdo do sal na
dieta deve ser gradativa (ao longo de meses) para que a aceitabilidade dos alimentos néao
seja comprometida (DESMOND, 2006).
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2.2. Influéncia do sal nas propriedades tecnoldgicas

Uma das principais fungdes do NaCl em produtos carneos processados é a
solubilizagdo das proteinas miofibrilares actina e miosina. Estas proteinas sao
dependentes da forga iGnica (concentracao total de eletrélitos em solugéo) do meio, sendo
insolUveis em baixas concentracdes de sal, entretanto tornam-se totalmente sollveis em
altas concentracdes de sal (MATTEWS; STRONG, 2005).

O efeito do sal sobre as proteinas da carne é causado, provavelmente, pelo fato de
o ion cloro (Cl-) ser mais fortemente ligado as proteinas que o ion sodio (Na+), o que
provoca um aumento nas cargas negativas das mesmas (RUUSUNEN; PUOLANNE,
2005). A solubilidade em agua depende da distribuicdo de grupos polares e nao polares
na lateral da cadeia do aminoacido e das espécies idnicas presentes em solucoes
(CURTIS; LUE, 2006). O aumento da forga ibnica com a adicdo de sal aumenta a
solubilidade das proteinas miofibrilares, pois os ions salinos tendem a se associar as
proteinas, contribuindo para sua maior hidratacdo e repulsdo (entre as proteinas
miofibrilares). Em baixas concentracées de sal (abaixo de 4%), ha uma reducao das
interacoes eletrostaticas entre os dominios hidrofilicos da proteina, o que permite nova
solubilizacdo pelo aumento da carga de proteina e maior repulsdo eletrostatica entre
proteina-proteina. Este fenbmeno é denominado salting in e gera um efeito combinado
que aprisiona camadas de moléculas de &agua entre os miofilamentos dentro do
sarcOmero. Entretanto em elevada concentracao de sal (acima de 4%) ocorre o fenbmeno
de salting out, em que a solubilidade da proteina € reduzida com o aumento da forga
ibnica. Neste caso, os ions salinos formam sua prépria capa de hidratagdo, competindo
com a proteina pela agua e ocasionando perda de agua de hidratacao pelas moléculas
proteicas. Isto também resulta no aumento da interacéo proteina-proteina, o que contribui
para a reducao do espaco intramiofibrilar e, consequentemente, maiores perda de agua e
das propriedades funcionais das proteinas (RUUSUNEN; PUOLANNE, 2005).

A maioria dos produtos carneos depende da solubilizacdo das proteinas
miofibrilares e sua extragdo, seja para aumentar o rendimento pela retencdo de agua,
emulsificar gordura ou para melhorar a liga entre pecas carneas, gerando caracteristicas
de textura (MATTEWS; STRONG, 2005). Com a solubilizacdo e extracao das proteinas
miofibrilares pelo sal, ocorre um aumento na capacidade de retencao de agua (CRA), e
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esse fendbmeno influencia as caracteristicas de liga e textura do produto. O NaCl também
melhora as propriedades de ligacdo de gordura (capacidade emulsionante; CE) nos
produtos carneos resultando na formagao de uma textura de gel desejavel no cozimento.
Aumentando a CRA e CE, as perdas durante o cozimento sdo diminuidas conferindo
suculéncia e maciez ao produto (DESMOND, 2006).

O sal também tem acgéao inibidora contra muitos microrganismos deterioradores e
patogénicos em carne, devido a sua capacidade de reduzir a atividade de agua do
alimento e, consequentemente, alterar a sua pressdo osmética, o que € uma condicao
adversa para a maioria das bactérias contaminantes. Ao se basear na protecdo do
alimento atras do conceito de “tecnologia de barreiras” em que cada ator conservante
exerce um papel importante na vida util final do produto, pode-se inferir que uma reducao
dos niveis de NaCl sem outras medidas conservantes adicionais resulte na reducao da
vida 0til e da seguranca do produto (SOFOS, 1986).

2.3. Reducao do sédio em produtos carneos

Assim como para maioria dos produtos alimenticios industrializados, a reducéao de
s6dio em produtos carneos implica na redugédo da quantidade do sal NaCl na formulacéo.
Isto € um grande problema, pois, conforme descrito anteriormente, diminuir o teor de sal
em produtos carneos tem muitas implicacdes tecnolégicas negativas, incluindo mudancas
de textura, diferencas de sabor e da aparéncia, reducao da seguranca microbiolédgica e
diminui¢cdo do rendimento no processamento.

Diversas pesquisas tém sido conduzidas para contornar os problemas tecnolégicos
associados a reducao de sal em produtos carneos. As tendéncias atuais do uso de NaCl
em industrias de alimentos indicam uma substituicdo, ou uma reducao do sal com base na
avaliacdo sensorial, fazendo uso de realcadores de sabor e ingredientes como ervas e
especiarias, bem como a otimizacao da forma fisica do sal e aplicacao de novas técnicas
de processamento ou modificacbes do processo, como ultrassom e alta pressao
hidrostatica (ALBARRACIN et al., 2011; KANG et al., 2014; CHOI et al., 2014; PAULA,
2018). Em hamburgueres desenvolvidos no IF Sudeste MG, Pires (2016) concluiu que é
possivel a reducdo do teor de sal com a adicdo de realcadores de sabor comerciais,
obtendo-se produtos com caracteristicas fisico-quimicas, microbiolégicas e sensoriais

semelhantes ao produto sem nenhuma reducgéo.
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Entretanto, em produtos com caracteristicas tecnolégicas mais especificas, como
em curados e emulsionados, a forma mais simples de reducédo do sal seria por meio da
sua substituicado parcial por outro sal de cloreto, como o de potassio (KCI), de calcio
(CaCly) e de magnésio (MgCly), ou mesmo por sais de fosfatos (MARCHETTI et al.,
2015). Nao esta referenciado). Do ponto de vista tecnoldgico, esses sais tém sido
utilizados para garantir a forga ibnica necessaria para aprimorar a extracdo e a
solubilidade das proteinas. O KCI fornece uma das substituicdes mais diretas devido a
sua similaridade na composi¢do molecular com NaCl, mantendo a extragdo das proteinas
miofibrilares (NEVES et al., 2020).

Apesar de amplamente estudado como substituto do NaCl, a adicdo de KCI em
concentragdes superiores a 30-40% tem resultado em um sabor metélico, afetando as
propriedades sensoriais do produto (GELEIUNSE; KOK; GROBBEE, 2003).

Em trabalho desenvolvido no IF Sudeste MG, NEVES et al. (2017) observaram que
a percepcao de gosto salgado em apresuntados reduziu com a reducdo de NaCl.
Entretanto, as amostras com reducdes de 50 e 60% de sal (que corresponde a 27 e 33%
na reducao de soédio, respectivamente) e com substituicdo de 40% do NaCl por KCI
(reducao de 33% de sodio) tiveram niveis de percepgcdo de gosto salgado similares.
Porém, propor¢cées maiores que 40% de substituicdo por KCI implicaram em amostras
com menor percepcao de salgado e ligeiro aumento da percepgao de gosto amargo.

Greiff et al. (2015), ao avaliarem a reducao gradual do sédio em presuntos cozidos,
ndao obtiveram diferenca significativa para as propriedades de CRA, pH, umidade e
atributos sensoriais ao substituir 25% de NaCl por KCI. Porém, uma substituicao na base
molar do sal em 60% e 80% resultou em perda da CRA. Em relacao aos atributos
sensoriais, a reducao de até 40% (que corresponde a 2,04% de sal) nao influenciou
significativamente o sabor salgado.

Yotsuyanagi et al. (2016), ao avaliarem as propriedades tecnoldgicas, sensoriais,
microbiolégicas e seus impactos na reducdo de sal em salsichas Frankfurt, concluiram
que a reducao de 25% de NaCl, com a reducao de 18% de sédio, e adicao de 0,25% de
fosfato e 0,85% de KCI nao afetou os atributos sensoriais nem o rendimento, a perda de
agua e a qualidade microbiologica durante o armazenamento.

Em um trabalho realizado por Horita et al. (2014) que visou avaliar a reducao de

sodio de salsichas Frankfurts utilizando misturas de substitutos de sal contendo KClI,
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CaCl, e NaCl, foi observado que a presenca de CaCl, como substituto parcial dos sais na
mistura contribuiu negativamente para as propriedades funcionais dos produtos,
proporcionando menor estabilidade de emulsdo, enquanto o KCI apresentou melhor
comportamento nessas propriedades, sendo o mais indicado para a substituicdo em
salsichas, apresentando ainda melhor desempenho sensorial, quando comparado a
amostra controle.

O uso de ingredientes de substituicdo e seu impacto no gosto do produto, depende,
ndo apenas do tipo de substituicdo utilizado, mas também do tipo do produto, da carne e
da sua formulagdo (FELLENDORF et al.,, 2016). Paulsen et al. (2014), ao avaliarem
diferentes substitutos (KCI, Na-lactato, K-lactato, Na-diacetato e minerais do leite) para o
NaCl em embutidos carneos, observaram diferencas na percepcao do gosto salgado no
embutido, com reduzido teor de s6dio em comparacdo com a amostra controle.

Dos Santos et al. (2014), produziram salames substituindo 50% e 75% de NaCl por
KCI. A substituicao de 50% e 75% de NaCl por KCI depreciou a qualidade sensorial dos
produtos, ja que os salames reformulados contendo glutamato monossodico, combinados
com lisina, taurina, inosinato dissédico e guanilato dissédico, mascararam os atributos
sensoriais indesejaveis associados a reposicao de 50% e 75% de NaCl com KCI, sendo
suficiente para remover os defeitos causados por 75% de substituicao de NaCl com KCI.

3. QUALIDADE DA CARNE SUINA

Diferentes enfoques por parte das industrias e dos consumidores sao utilizados
para determinar a qualidade da carne suina (DALLA COSTA et al., 2010). As industrias
utilizam como parametros de qualidade: o percentual de carne magra, rendimento de
cortes, necessidade minima de acabamento, aparéncia atrativa e alta estabilidade durante
a estocagem a frio; e os consumidores, além do aspecto nutricional, percebem como
relevantes os aspectos sensoriais, que sao responsaveis pela continuidade da aquisicao
do produto.

O pH é um dos melhores preditores das qualidades tecnolégicas e sensoriais da
carne, sendo por isso um dos mais utilizados. O controle de pH é importante, pois esta
relacionado a cor, a maciez, a textura e CRA da carne (GOMIDE; RAMOS; FONTES,
2013).
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A qualidade da carne suina esta principalmente associada ao manejo, pré-abate
dos animais e ao fator genético (WARNER; KAUFFMANM; GREASER, 1997; MOURA et
al., 2015). Apés o abate, o musculo sofre uma série de alteragdes bioquimicas e fisicas,
em um processo no qual este é transformado em carne. Neste processo, o glicogénio
presente nas fibras musculares € metabolizado a lactato, por meio da glicolise
anaerdbica, reduzindo gradativamente o pH muscular. Entretanto, em situacdes
especificas, o pH pode diminuir a uma taxa muito alta, influenciando as caracteristicas
tecnoldgicas finais, como maciez, cor e CRA, gerando carnes anb6malas. O tempo
necessario para a carne atingir o pH final varia de acordo com a espécie animal, a
temperatura e velocidade de resfriamento e as condicbes pré-abate, mas, em condi¢coes
normais, a acidose muscular cessa em um periodo de 24 h (DALLA COSTA et al., 2010;
GOMIDE; RAMOS; FONTES, 2013; MOURA et al., 2015).

Varias curvas de queda de pH foram propostas para explicar as anomalias durante
as transformacbes musculares post mortem, mas a qualidade da carne pode ser avaliada
em funcao de trés condicdes comumente conhecidas: carne normal (RFN); carne DFD; e
carne PSE. A carne normal, representada pela sigla RFN (do inglés red, firm and normal),
€ aquela considerada adequada, apresentando uma cor rosa avermelhada, textura firme e
pouco exsudativa (exsudacdo normal). A carne de corte escuro, representada pela sigla
DFD (do inglés dark, firm and dry), apresenta caracteristicas anormais devido a seu
aspecto escuro, textura firme e aparéncia seca (nao-exsudativa), e a carne PSE (do inglés
palide, soft and exsudative) que possui uma cor palida, textura flacida e elevado grau de
exsudacao. Outras condigcdes anbdmalas, que possuem caracteristicas intermediarias
entre os extremos DFD e PSE, sado descritas na literatura, como a carne rosa-
avermelhada, de textura flacida e exsudativa (RSE) e a carne palida, de textura firme e
pouco exsudativa (PFN) (WARNER; KAUFFMANM; GREASER, 1997; RAMOS; GOMIDE,
2007).

3.1. Critérios de classificacao da qualidade da carne

A previsdo da qualidade da carne suina é decisiva para o sucesso da industria, pois a
deteccao eficaz de carnes de baixa qualidade € importante para a sua destinagdo. Varios

critérios sdo propostos para classificar a carne suina quanto a qualidade, mas nao ha um
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consenso internacional sobre o melhor critério a ser usado (CAZEDEY et al., 2016). A
capacidade de classificacdo destes métodos depende dos atributos de qualidade e seus
valores de parametros utilizados na caracterizacdo da carne suina, o que pode explicar
grande variacao na incidéncia de PSE relatada na literatura (JOO et al., 2000).

A maioria dos critérios propostos na literatura para classificar a carne suina é por
meio das andlises de pH final (24 h post mortem), luminosidade (L*) e perda por
gotejamento (WARNER; KAUFFMANM; GREASER, 1997). Estes importantes atributos de
qualidade estao correlacionados com a apreciacdo sensorial da carne suina por
consumidores (HUFF-LONERGAN et al., 2002; VAN OECKEL; WARNANTS; BOUCQUE,
2003). Torres Filho et al. (2018) avaliaram a capacidade de classificacdo de qualidade da
carne suina por analise hierarquica de grupos em relacdo aos critérios de referéncia
propostos na literatura, propuseram valores de parametros que podem ser usados para
distinguir entre as cinco categorias, baseadas apenas em valor de luminosidade (L% e
perda por gotejamento (PPG), ficando da seguinte forma:

PSE: L* > 52 e PPG > 6%;

RSE: L* entre 44 € 52 e PPG > 6%;

PEN: L* > 52 e PPG entre 2 e 6%;

RFN: L* entre 44 e 52 e PPG entre 2 € 6%; e
DFD: L* < 44 e PPG < 2%.

3.2. Carne PSE

A carne PSE tem sido uma preocupacgao continua para a industria da carne suina,
devido a sua qualidade tecnolégica inferior e sua menor aceitacao pelo consumidor, gerando
grandes perdas econémicas na industria frigorifica e de produtos carneos (O'NEILL et al.,
2003) A principal causa do desenvolvimento desta anomalia estd associada a uma
decomposicao acelerada do glicogénio muscular apds o abate, induzindo baixos valores de
pH (< 5,8) na primeira hora post mortem enquanto a temperatura do musculo ainda esta
proxima do estado fisiol6gico (>38°C). Isto acarreta um processo de desnaturacao proteica,
comprometendo as propriedades funcionais e tecnoldgicas da carne (GOMIDE; RAMOS;
FONTES, 2013).
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Em consequéncia da desnaturagao ocorrida, as proteinas perdem sua funcionalidade,
afetando a capacidade de retencéo de agua, de ligacdo e de emulsificacdo das carnes. A
extensao dos filamentos de miosina é reduzida em cerca de 8-10% durante o processo de
desnaturacéo, o que diminui a capacidade da carne em reter a 4gua presente nos tecidos, o
que explica algumas caracteristicas tecnoldgicas como aspecto “molhado”, perda de peso por
gotejamento e um baixo rendimento. Ocorre também, a alteragéo da estrutura tridimensional,
o que leva a uma menor firmeza da estrutura global, afetando a textura. A coloracdo palida
destas carnes é explicada pelo baixo volume miofibrilar do tecido muscular, o que lhes
confere uma grande capacidade de dispersao de luz. A mioglobina nao consegue absorver a
luz, que acaba por ndo penetrar na carne e se dispersa pela sua superficie (RAMOS;
GOMIDE, 2017).

Vilagca (2016) observou uma incidéncia de carne PSE de 26,6% no do Setor de
Industria e Beneficiamento de Carnes do IF Sudeste MG, Campus Barbacena. No
entanto, apesar de pesquisas brasileiras relatarem uma incidéncia entre 10 e 46% nas
industrias de carne suina, Cazedey et al. (2016) observaram que, em virtude dos
diferentes critérios utilizados na literatura, a incidéncia de PSE pode variar de 3 a 68%.

O menor pH encontrado na carne PSE contribui para a sua conservagdo do ponto
de vista microbiol6gico, mas torna essa carne mais suscetivel a oxidacao lipidica
(O'NEILL et al., 2003). Do ponto de vista sensorial, a carne PSE pode contribuir com um
sabor mais acentuado, o que se deve a grande concentracado de inosina-5'-monofosfato
(IMP) nestas carnes, um realcador de sabor e importante precursor nao volatil do aroma
de carne (PAULA, 2018).

O fendbmeno PSE é prejudicial, especialmente no lombo e pernil suino, devido ao
valor comercial e possibilidade de utilizagcado destes cortes no processamento. A utilizacao
de carnes PSE na fabricacdo de produtos carneos ndo apresenta nenhuma vantagem do
ponto de vista tecnoldgico, pois a falta de proteina funcional provoca baixa capacidade de
liga (rachaduras), fatiabilidade e de retencao de agua, bem como ma formacao da cor
curada (HADDAD et al.,, 2018). Existem alguns aditivos utilizados pela industria
alimenticia que permitem corrigir, até certo ponto, as insuficiéncias e eventuais defeitos da
matéria-prima, porém, nao existe qualquer substancia que permita recuperar a

funcionalidade das proteinas da carne apés desnaturacao (O'NEILL et al., 2003).
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Vilaga (2016) ao avaliar apresuntados elaborados com carne PSE observaram que
os produtos apresentaram maiores perdas de massa na sinérese, por exsudacao e por
reaquecimento do que apresuntados elaborados com carne RFN. A cor dos apresuntados
nao foi afetada pela elaboragédo com carne PSE, mas menores valores nos parametros de
textura, dureza e mastigabilidade foram observados.

Motzer et al. (1998) avaliaram o efeito do amido modificado, proteina de soja e
carragena para fabricacao de presuntos com diferentes teores de carne PSE. Concluiram
assim, que a utilizacdo de misturas de carne normal juntamente com PSE (50/50), quando
utilizado amido modificado na formulacao, rendeu um produto com aparéncia normal. Os
resultados ainda sugeriram a possibilidade de aumentar a funcionalidade de carne PSE,
retendo agua, especialmente com a utilizagdo de amido modificado.

Schilling et al. (2004) determinaram os efeitos do concentrado de proteina de soja,
caseinato de sédio e amido modificado, na CRA e na cor de presuntos elaborados com
combinacdes de carne PSE e normais (RFN). Os autores concluiram que a adicao de 2%
proteina de soja e 1,5% amido modificado possui potencial para melhorar a CRA e cor
cozida em carne PSE, bem como RFN. Além disso, este estudo também demonstrou que
presunto com até 25% de carne PSE tem alta qualidade.

Kissel et al. (2009) avaliaram as propriedades funcionais de mortadelas formuladas
com carne PSE e concluiram que ingredientes emulsionantes como a proteina de soja,
amido de mandioca e tripolifosfato de sédio sdo capazes de aumentar a capacidade de
retencédo de agua, capacidade de emulsao e ainda melhorar as propriedades texturais de
dureza e mastigabilidade no produto.

4. REDUCAO DE SAL EM PRODUTOS ELABORADOS COM CARNE PSE

Muito tem se estudado sobre a reducao de sédio e sobre 0 uso de carne PSE em
produtos carneos. Porém, poucos estudos avaliaram ambos os fatores em conjunto.
Neste sentido, as principais pesquisas encontradas foram realizadas na Universidade
Federal de Lavras (UFLA) e no Instituto Federal do Sudeste de Minas Gerais (IF Sudeste
MG).

Haddad et al. (2018) relacionaram a utilizacao de carne PSE juntamente com a
reducdo de sal na elaboracdo de lombos tipo canadense. Os produtos foram fabricados
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com diferentes teores de carne PSE e sal, mas contendo em sua formulagdo 0,5% de
carragena, 2% de concentrado proteico de soro e 0,5% de maltodextrina. Os autores
relataram que a adicdo de quantidades de sal maiores ou iguais a 1% permitiu a
elaboragdo de produtos semelhantes aos comerciais, mantendo as caracteristicas dos
lombos tipo canadense, e que em uma maior reducao de sal, o seu efeito foi maior do que
os da adicao de carne PSE no produto. Com o auxilio dos extensores utilizados na
formulagéo do produto e a adicado minima de 1% de sal, o uso de carne PSE influenciou
apenas a perda de peso por reaquecimento, indicando que, quando o produto nao for
destinado a elaboracao e pratos prontos, o uso de carne PSE néo é prejudicial. Porém,
produtos sem adicao de sal e com 50% de carne PSE, e produtos com 1% de sal e
elaborados apenas com carne PSE, foram menos aceitos. Além disso, para a
manutencao da qualidade tecnoldgica do produto, seria necessaria uma adicdo minima de
1% sal, quando se utiliza carne PSE na formulagao.

Paula et al. (2019) avaliaram a qualidade tecnoldgica e sensorial de apresuntados
elaborados com carne PSE e normal (RFN) com diferentes concentragdes de sal (0,8%,
1,2%, 1,6%, 2,0% e 2,4%). Estes autores observaram que o sal apresentou um efeito
maior nas perdas de peso dos produtos e na sua dureza, enquanto que a carne PSE
interferiu em alguns parametros de textura como a flexibilidade e tonalidade dos
apresuntados. Sensorialmente, os produtos elaborados com carne PSE apresentaram um
aumento da percepgdo do gosto salgado dos apresuntados, quando esta carne foi
utilizada, além disso, os provadores preferiram as amostras elaboradas com carne PSE
quando utilizadas as menores concentragdes de sal. Os autores concluiram que a
concentracao de sal de 1,2% foi satisfatéria para a manutengdo das caracteristicas
tecnoldgicas e sensoriais dos produtos.

Em outro trabalho, Paula et al. (2020) avaliaram os efeitos da utilizacdo de
diferentes concentracdes de sal (1,2%, 1,6% e 2,0%) e utilizacdo de carne PSE no perfil
sensorial de apresuntados, utilizando os testes de aceitagédo, check-all-that-apply (CATA)
e de dominancia temporal das sensacdes (TDS). A utilizacao destas técnicas resultou em
informacdes relevantes sobre o perfil sensorial dos apresuntados, demonstrando que o
uso de carne PSE na elaboracédo de produtos curados cozidos foi capaz de aumentar a
percepcao sensorial associada ao gosto e sabor caracteristico dominante. Os

apresuntados elaborados com PSE e menores concentracdes de sal foram os mais
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aceitos. Os autores concluiram que a aceitacdo sensorial ndo é um empecilho para se
alcangar as metas de reduzir o teor de sal em produtos carneos elaborados com carne
PSE.

Recentemente, em estudo realizado no IF Sudeste MG, Neves et al. (2020)
avaliaram os efeitos na qualidade tecnoldgica e sensorial de apresuntados elaborados
com diferentes proporcdes de carne PSE (0, 50 e 100%) e com substituicao de 40% do
NaCl por KCI. A substituicao do NaCl por KCI permitiu uma reducdo estimada de 24% do
teor de NaCL, afetando apenas os atributos de textura e mastigabilidade, sem nenhum
efeito detectdvel nas caracteristicas sensoriais. O uso de carne PSE reduziu a
fatiabilidade do produto, mas aumentou a aceitagdo de todos os atributos sensoriais
analisados, além de permitir maior percepcao do sabor salgado. Assim, considerando a
necessidade de reducao de sbdio e o uso de carne de PSE em produtos a base de carne,
os autores concluiram que a substituicao de 40% NaCl por KCI foi eficaz para manter a

qualidade tecnolégica e sensorial dos produtos.

5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O consumo excessivo de sbédio nos alimentos tem sido considerado um grande
problema de saude publica. Com a atual necessidade de reducdo de sédio e a grande
incidéncia de carne PSE no Brasil, a industria brasileira precisa buscar alternativas com o
intuito de reduzir o impacto destas novas exigéncias na qualidade de seus produtos.
Pesquisas recentes apontam para o fato de que a percepgao sensorial sera o menor dos
problemas, pois tem sido relatado que a aceitagdo de produtos carneos curados de sabor
e aroma bem caracteristicos, como apresuntados, é bem adequada quando elaborados
com carne PSE e teor reduzido de sal.

No entanto, misturas de carnes normais com carnes PSE, assim como o uso de
aditivos e ingredientes com potencial de melhorar a capacidade de liga e de retencéo de
agua, tém sido sugeridas a fim de suprir os possiveis defeitos gerados pelo
processamento da carne PSE, auxiliando na manutencdo da qualidade do produto A
substituicdo de 40% do sal NaCl por KCI € uma das alternativas viaveis para se alcangar
este objetivo.
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CAPITULO 7 - COLONIZACAO INTESTINAL E CARACTERISTICAS
NUTRICIONAIS DO KEFIR ADICIONADO DE MEL
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Roselir Ribeiro da Silva

Welliton Fagner da Cruz

Aurélia Dornelas de Oliveira Martins

1. INTRODUGAO

Quefir ou kefir € um produto origindrio da Russia, mais especificamente das
montanhas do Caucaso (SANTOS et al., 2012; LEITE et al., 2013). Caracteriza-se por ser
uma bebida fermentada, apresentando diversos efeitos benéficos a saude (MOREIRA et
al., 2008). Seus grdaos sdo constituidos por leveduras fermentadoras de lactose
(Kluyveromyces marxianus), leveduras nao fermentadoras de lactose (Saccharomyces
cerevisae e Saccharomyces exiguus), Lactobacillus casei, Bifidobacterium sp. e
Streptococcus salivarius subsp. thermophilus (BRASIL, 2007).

A presenca de uma microbiota diversificada torna-se a principal caracteristica do
kefir. Os lactobacilos, lactococos, bactérias do acido acético e leveduras presentes nos
graos sao mantidos unidos pela matriz de polissacarideos, proteinas e gorduras. As
leveduras proporcionam caracteristicas singulares ao produto tanto pelo aroma como pela
sintese de vitaminas do complexo B e ainda pela producgéo de etanol e CO,, mesmo apds
refrigeracao (COSTA; ROSA, 2016).

Segundo Leite et al. (2013), varios estudos in vitro e com animais, associam o
consumo de kefir com beneficios a saude como, melhora da intolerancia a lactose,
imunomodulacdo, inibicdo de microrganismos patogénicos e regulacdo da microbiota
intestinal.

O cultivo do kefir pode ocorrer em diferentes substratos, como leite, suco de frutas
ou agucar mascavo (MOREIRA et al., 2008), além de outros alimentos como por exemplo
o mel.

O mel é um oligossacarideo, que exerce efeito prebidtico, estimulando o
crescimento seletivo de bactérias desejaveis no intestino (MACEDO et al., 2008). Os
oligossacarideos, os fruto-oligossacarideos, a inulina e oligofrutose apresentam grande
relevancia nutricional e tecnol6gica, propiciando aumento no teor de fibras dos produtos, e

exercendo atividade bifidogénica quando inseridos no alimento (COSTA et al., 2013).
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Dentre os beneficios do mel, podem ser citados o efeito na regulagdo do transito
intestinal, regulacéo da pressao arterial, reducéo do risco de cancer e também reducao
dos niveis de colesterol (MACEDO et al., 2008). Outra funcionalidade do mel é o de
agregar sabor, devido as caracteristicas de dogura e sabor peculiares.

Tendo em vista os beneficios que o kefir e o mel podem promover a saude, ha
necessidade de estudos que tornem viavel a combinacdo desses alimentos, além de
estudar a viabilidade dos microrganismos presentes no kefir combinado com mel e a

resisténcia destes a passagem pelo trato gastrointestinal.

2. BACTERIAS PROBIOTICAS E COLONIZAGAO INTESTINAL

O termo probidtico, que significa para vida, designa bactérias que apresentam
efeitos benéficos tanto para seres humanos como para animais. As primeiras observacdes
acerca dos beneficios intestinais dos probidticos, foram atribuidos ao russo Eli
Metchnikoff, com trabalhos realizados no Instituto Pasteur em 1907, que sugeriu a
possibilidade de adocdo de medidas capazes de substituir microrganismos intestinais
nocivos por benéficos (FAO/WHO, 2001).

A definicao de probidticos mais aceita internacionalmente é a adotada pela Food
and Agriculture Organization of the United Nations (FAO) e pela World Health
Organization (WHQO) as quais os definem como microrganismos vivos que, administrados
em quantidades adequadas, conferem beneficios a saude do hospedeiro (FAO/WHO,
2002).

A legislacao brasileira define que as bactérias aprovadas para utilizagdo como
probidticos sdo: Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei shirota, Lactobacillus
rhamnosus, Lactobacillus defensis, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus lactis,
Bifidobacterium animallis, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium longum, Enterococcus
faecium (BRASIL, 2008), portanto o kefir contém alguns microrganismos considerados
probidticos.

Alguns critérios deverao ser seguidos para a selecao de bactérias probidticas como
género; origem (devera ser humana); estabilidade em relacao a passagem pelo ambiente
acido do estdbmago e ao contato com sais biliares; capacidade de adesdao a mucosa
intestinal; capacidade de colonizacao do intestino, mesmo que esta seja passageira;

inibicdo de patégenos (RAIZEL et al., 2011) e ainda apresentar atividade metabdlica,
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como sintese de acidos graxos de cadeia curta, producdo de vitaminas e substratos
energéticos (PEREZ; MENEZES; D’ACAMPORA, 2014).

A utilizacao de culturas bacterianas probioticas reforca os mecanismos naturais de
defesa do hospedeiro, uma vez que elas estimulam a multiplicacao de bactérias benéficas
em detrimento das potencialmente prejudiciais, além de inibirem a multiplicacdo de
patégenos (MACEDO et al., 2008).

Aos probiéticos sao atribuidos trés possiveis mecanismos de atuacao. O primeiro
diz respeito a supressao de células viaveis por meio de producdo de compostos que
apresentam atividade antimicrobiana, competicao pelos nutrientes e também por sitios de
adesdo. O segundo mecanismo trata de uma possivel alteracdo do metabolismo
microbiano, por intermédio do aumento ou diminui¢cdo da atividade enzimatica. O terceiro
mecanismo de acao seria o estimulo da imunidade do hospedeiro, por meio do aumento
dos niveis de anticorpos e aumento da atividade dos macréfagos (SAAD, 2006).

Em relacdo a resposta imune, os efeitos dos probidticos ocorrem por meio da
mediacao de macréfagos, por elevacao nos niveis de citocinas, aumento da atividade das
células natural killer (NK) e/ou aumento nos niveis de imunoglobulinas. E importante
ressaltar que todos estes beneficios dos probidticos perante o sistema imunolégico
ocorrem sem que haja desencadeamento de uma resposta inflamatéria prejudicial
(OLIVEIRA, 2009).

Como exemplo dos principais mecanismos de acao atribuidos aos probiéticos
encontram-se: 1 — Atividade antimicrobiana por meio da diminuicdo do pH luminal,
secrecdo de substancias antimicrobianas e bloqueio da adesao bacteriana as células
epiteliais; 2 — Funcédo de barreira por meio do aumento na producdo de muco, o que
melhora a integridade da barreira; 3 — Imunomodulagédo através do efeito nas células
epiteliais, nas células dentriticas, nos mondcitos e macréfagos e nos linfécitos (COSTA et
al., 2013).

Efeitos benéficos tém sido atribuidos aos probibticos, sobretudo a capacidade de
adesdo a superficie de mucosas e as células epiteliais, prevenindo a instalacao de
microrganismos potencialmente patogénicos (MAKINO et al., 2014).

O trato gastrointestinal (TGI) humano € densamente povoado por micro-
organismos comensais e simbioticos, na maioria bactérias, mas também sdo encontrados

fungos, archaea e virus. Abriga dez vezes mais bactérias que o niumero de células que
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formam nosso organismo. A composicao bacteriana dos individuos € distinta, tendo
influéncia genética bem como caracteristicas individuais e ambientais, como: tipo de
nascimento (parto normal ou cesariana), idade e habitos alimentares. O tipo de
alimentacdo pds—natal apresenta grande impacto na composi¢cao da microbiota intestinal
dos individuos. Os lactentes apresentam maior variabilidade da composigdo microbiana
quando comparado a microbiota intestinal adulta, abrigando menos espécies com menor
estabilidade. Por volta do 2° e 32 ano de idade, a microbiota passa a ser estavel, podendo
ser comparavel a de um adulto. Ao longo da vida, a microbiota intestinal passara por
varias mudancas, decorrentes do meio ambiente, estilo de vida e alimentacéo, patologias
e envelhecimento (MORAES et al., 2014; PEREZ; MENEZES; D’ACAMPORA, 2014).

A multiplicacdo das espécies bacterianas ao longo do TGl é heterogénea, sendo
menor no estdbmago e intestino delgado devido a acéo bactericida do suco gastrico, da
bile, secrecao do pancreas e peristaltismo intenso do intestino. No célon, concentra-se a
maior parte da microbiota, fato que se deve a auséncia de secre¢do enzimatica e oferta
de nutrientes aliados ao baixo peristaltismo. A capacidade de adesao aos receptores da
mucosa intestinal € o fator predominante para a colonizacdo das bactérias no trato
gastrointestinal. E possivel que microrganismos pioneiros exercam um papel fundamental
na selegcdo da microbiota, impedindo o crescimento de outros microrganismos. Apds a
adesdo a mucosa intestinal, os microrganismos estabelecem colbnias permanentes,
constituindo a microbiota autéctone que, torna-se cada vez mais estavel a partir do
amadurecimento da relacao simbidtica com o hospedeiro. Microrganismos introduzidos
posteriormente podem associar-se a mucosa, porém sem adesao a receptores,
constituindo a microbiota aléctone (LEITE et al., 2014).

Apenas espécies bacterianas dominantes (entre 10° e 10" UFC/g) e
subdominantes (10° e 10® UFC/g) estdo presentes em quantidades suficientes para
desempenharem uma funcdo no hospedeiro. Os principais beneficios da microbiota
podem ser divididos em trés niveis: 1- escudo bioldgico: funcado de barreira ativa contra
patégenos; 2 -atividade trofica: estimulo a angiogénese, ao sistema imune local e
sistémico; 3 -metabdlicas: fermentacdo de alimentos que ndo foram absorvidos, matéria
organica advinda do proprio hospedeiro, como por exemplo, células descamadas de
epitélios e secrecoes, e metabdlitos produzidos pela microbiota, ocasionando a producao

de acidos graxos de cadeia curta, vitaminas (K, B12, folato, biotina, riboflavina) e
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carotenoides, substratos energéticos como acido butirico, propiénico e acético para o
consumo de colondcitos, hepatédcitos e tecidos periféricos, respectivamente (PEREZ;
MENEZES; D’ACAMPORA, 2014).

O intestino humano é colonizado por inUmeras estirpes de bactérias, a maioria
anaerobias estritas. A microbiota intestinal influencia as reagdes bioquimicas que ocorrem
no hospedeiro. Se a microbiota encontra-se integra e em equilibrio, impede a agao de
microrganismos patogénicos, porém, 0s mesmos exercerdo patogenicidade com
consequente infeccdo caso haja desequilibrio na microbiota.

Embora a auséncia ou a presenca de uma matriz alimentar possa determinar o
perfil de pH ao qual a estirpe probidtica esta sujeita e apesar das condicoes de acidez
inicial serem menos rigorosas, devido ao efeito protetor inicial de pH conferido pelos
alimentos, uma digestdo mais demorada no estbmago pode expor o probidtico a um
ambiente mais acido por um periodo mais longo. A presenca dos sais biliares induz a
propriedades que afetam as membranas dos microrganismos, em decorréncia da sua
natureza antifilica (VANDENPLAS; HUYS; DAUBE, 2015).

Comumente no intestino humano sao encontrados microrganismos dos géneros
Lactobacillus e Bifidobacterium, sendo encontrados também em produtos lacteos
fermentados e suplementos alimentares (OLIVEIRA, 2009).

As bifidobactérias sdao microrganismos Gram positivos e nao formadores de
esporos. Neste género estdo incluidas 30 espécies, sendo 10 de origem humana,
encontrada nas fezes, caries dentarias e vagina. As de origem animal contabilizam 17,
duas tém sua origem em aguas residuais e uma origina-se do leite fermentado. Ao
contrario do que ocorre com a maior parte das bactérias deste género, a que tem origem
no leite fermentado apresenta boa tolerancia ao oxigénio. As bifidobactérias sao
microrganismos que sintetizam &cido acético e acido latico na proporcao de 3:2, a partir
de dois moles de hexose, ndao havendo producdo de CO,. Todas as bifidobactérias de
origem humana sdo capazes de utilizar, além da glicose, a galactose, lactose e a frutose
como fontes de carbono. A temperatura 6tima de crescimento esta entre 37 e 41°C, com
pH ideal entre 6 e 7 (RAIZEL et al., 2011).

Os microrganismos pertencentes ao género Lactobacillus, sao caracterizados como

Gram positivos, ndo formadores de esporos, sem flagelos, apresentando-se na forma de
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bastonetes ou cocobacilos. Podem ser anaerdbios ou aerotolerantes (SANTOS;
BARBOSA; BARBOSA, 2011).

As bactérias deste género sdo amplamente distribuidas, sendo encontradas por
todo sistema gastrointestinal e geniturinario, tendo grande relevancia na microbiota de
homens e animais. Sua distribuicdo pode sofrer interferéncia por varios fatores
ambientais, tais como: pH, disponibilidade de oxigénio, concentracdo do substrato
especifico, presenca de secrecdes e interagdes bacterianas. L. acidophillus apresenta
baixa tolerancia a salinidade do meio, e € um microrganismo microaerofilico, sendo que o
crescimento em meios sélidos é favorecido pela auséncia de oxigénio (anaerobiose), ou
pressao reduzida de oxigénio. Sao capazes de degradar amidalina, celobiose, frutose,
galactose, lactose, glicose, maltose e manose. A partir da degradacéo de glicose, produz
quase que exclusivamente acido latico e uma pequena quantidade de acetaldeido. A
temperatura 6tima de crescimento esta em torno de 35 e 40°C. Em relagdo a acidez do
meio, sua tolerancia varia entre 0,3 e 1,9% (v/v) de acido latico (RAIZEL et al., 2011).

E essencial a manutengdo da microbiota intestinal, seja por suplementagdo de
probidticos, prebidticos ou simbidticos, tendo em vista que o desempenho normal das
funcdes fisioldgicas do hospedeiro € possivel gracas ao microecossistema que compde o
trato gastrointestinal (OLIVEIRA, 2009). Além disso, Vandenplas, Huys e Daube (2015)
reportaram que os probidticos apresentam a importancia nao apenas em relagao ao trato
gastrointestinal, mas também a outros 6rgaos como boca, pele e trato urogenital,
prevencao de infec¢des do trato reprodutivo e urinario.

Leédo et al. (2015) avaliaram a influéncia de L. rhamnosus na expressao de fatores
de viruléncia de Candidaalbicans in vitro e observaram significativa reducdo no
crescimento dessa levedura apos 24, 48 ou 72 horas na presenca de lactobacilos em
comparagcdo ao crescimento na auséncia desses microrganismos, verificado em
condigbes tanto de anaerobiose como de microaerofilia. Tais resultados promoveram uma
dificuldade de recuperacdo de Candida para os ensaios subsequentes da investigacao
dos fatores de viruléncia. Ressalta-se ter sido realizado estudo in vitro, sendo que
condigdes in vivo sdo mais dinamicas havendo interferéncia de outras espécies e também
do sistema imune do hospedeiro.

Os probidticos também apresentam eficacia na prevencao da diarreia causada por

bactérias patogénicas e por virus. Os efeitos benéficos foram comprovados utilizando-se
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L. rhamnosus GG e Bifidobacteriumlactis BB-12 para a prevencao e tratamento da
diarreia aguda em criancas, causada principalmente, por rotavirus (FAO/WHO, 2001).

E importante ressaltar também que a administracdo de probiéticos ndo se limita
apenas na forma de alimentos ou suplementos farmacéuticos. Pomadas especificas e
sprays nasais tém sido desenvolvidos, o que demonstra a importancia de ampliacao do
controle das alegagcdes, ndo se restringindo apenas aos alimentos (VANDENPLAS;
HUYS; DAUBE, 2015).

3. KEFIR: DEFINICAO, COMPOSICAO E CARACTERISTICAS
FUNCIONAIS

Kefir constitui-se de um agregado de microrganismos simbidticos, dentre eles,
bactérias acidéfilas e leveduras, que podem promover diversos beneficios a saude
(SANTOS; BASSO, 2013). Dertli e Con (2017) ao avaliarem quatro amostras de kefir,
constataram que bactérias do género Lactobacillus foram as predominantes. As bactérias
acido laticas (BAL) desempenham um papel importante na conversao do leite em
produtos lacteos fermentados. Nesse sentido suas propriedades mais importantes sao a
de acidificar o leite, gerando sabor e textura -caracteristicos (WIDYASTUTI;
ROHMATUSSOLIHAT; FEBRISIANTOSA, 2014). Em relacdo as leveduras,
Kluyveromyces marxianus contribui para as principais caracteristicas do kefir tais como a
sua estabilidade microbiana, propriedades quimicas, sensoriais e estruturais dos graos de
kefir (CHO et al., 2018).

Foi comprovado que K. marxianus e Saccharomyces cerevisae isolados de kefir
sao capazes de resistir as condi¢coes acidas e aos sais biliares do trato gastrointestinal
(simuladas in vitro), apresentando taxa de sobrevivéncia de 50 e 90%, respectivamente
(CHO et al., 2018).

A Instrucao Normativa n? 46 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA), menciona que os gréos de kefir compdem-se por leveduras fermentadoras de
lactose e também pelas nao fermentadoras, respectivamente Kluyveromyces marxianus e
Saccharomyces omnisporus, Saccharomyces cerevisae, Saccharomyces exiguus.
Também fazem parte da constituicdo dos graos, Lactobacillus casei, Bifidobacterium sp. e
Streptococcus salivarius subsp. thermophilus (BRASIL, 2007).

O numero total de microrganismos do kefir e sua composicdo € variavel,
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dependendo da origem, dos métodos de cultura e do substrato utilizado (MOREIRA et al.,
2008; WESCHHENFELDER et al., 2011). A microbiota dos graos de kefir ndo € distribuida
uniformemente, sendo que no seu interior ha uma maior diversidade de microrganismos
quando comparado com o exterior (HAMET et al., 2013).

Uma caracteristica que difere o kefir de outros produtos lacteos fermentados é a
possibilidade de recuperacao dos graos apds a fermentacdo com um leve acréscimo no
bioma dos graos (SATIR; ZEYNEP B.; GUZEL-SEYDIM, 2016).

No Brasil, kefir é utilizado como um produto da medicina popular, devido aos efeitos
benéficos conferidos ao produto obtido a partir da sua fermentacao. Os meios de cultivo
do kefir podem variar, podendo a cultura ser realizada no leite, agicar mascavo ou suco
de fruta. A coloracao dos graos obtera tonalidades diferentes, de acordo com o meio onde
se deu o cultivo. Quando os graos forem cultivados no leite, apresentardo tonalidade
amarela, ocres e pardos se cultivados no agucar mascavo e ainda coloragdo purpura
quando cultivados no suco de uva (MOREIRA et al., 2008).

O produto obtido a partir da fermentacdo do kefir constitui-se de uma solugao
acida, contendo etanol, gas carbdnico e compostos aromaticos (DINIZ et al., 2003; LEITE
et al.,, 2013). Sao constituintes também da bebida produzida a partir dos graos, acidos
latico, férmico, succinico e propidnico, aldeidos, tragos de alcool isoamilico e acetona.
Sao encontrados ainda, uma variedade de folatos (SANTOS; BASSO, 2013).

Os graos de kefir encontram-se encapsulados por uma matriz de polissacarideos,
0s quais sao secretados pelas bactérias acido-laticas (DINIZ et al., 2003). Esses
polissacarideos sdo conhecidos como quefirano, ou fator de crescimento kefir — KGF. Este
composto é parcialmente soliuvel em &agua. Fazem parte de sua composicdo 0s
monossacarideos galactose e glicose (MOREIRA et al.,, 2008). O quefirano apresenta
quantidades iguais de glicose e galactose (DAILIN et al., 2016), além de apresentar varios
efeitos benéficos a saude.

Estudo realizado por Jeong et al. (2017) isolou estirpes de bactérias do acido latico,
das quais, oito estirpes eram de Lactobacillus kefiranofaciens, duas estirpes eram de
Lactobacillus kefiri, sete estirpes eram de Lactococcus lactis e cinco estirpes de
Leuconostoc mesenteroides, com 0 objetivo de avaliar qual estirpe produzia a maior
quantidade de exopolissacarideo (EPS) kefirano. Além disso, os autores objetivaram

isola-lo e avaliar sua atividade antimicrobiana contra dois importantes patégenos, Listeria
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monocytogenes e Salmonella enteritidis. A partir do DNA das bactérias isoladas,
sequéncias parciais do RNA ribossdmico 16S foram amplificadas. Para avaliar a producao
de EPS pelas estirpes isoladas, tomaram como base a caracteristica das col6nias;
formacao de capsulas dependentes de fontes de carbono e rendimento de EPS em caldo
MRS. Eles concluiram que Lactobacillus kefiranofaciens DN1 era a estirpe com maior
producdo de EPS (EPS_DN1) e que a uma concentracao de 1%, houve efeito bactericida
contra Listeria monocytogenes e Salmonella enteritidis. Concluiram ainda que o
EPS_DN1 nao é kefirano, sugerindo entdo, que se trata de um novo composto bioativo
presente no kefir.

Hamet et al. (2013) relataram ainda que o quefirano apresenta atividade
imunomoduladora de protecao das células epiteliais da acao de Bacillus cereus. Outras
propriedades terapéuticas sdo atribuidas ao kefir, como diminuicdo dos efeitos da
intolerancia a lactose, imunomodulacdo, efeitos antimicrobianos, atividade
anticarcinogénica e também regeneracao hepatica (SANTOS et al., 2012).

Em estudo realizado com ratos, com hipertensdo induzida, observou-se a
supressao do aumento da pressao sanguinea apés 30 dias de tratamento com quefirano.
Verificou-se atividade sobre a producdo de B-interferon, cortisol e noradrenalina, o que
possibilitou a reducédo do estresse, atividade antitumoral e antimicrobiana (MOREIRA et
al., 2008).

Diniz et al. (2003) realizaram estudo in vivo para avaliar a possivel atividade anti-
inflamatéria do kefir por meio de inducdo de tecido granulomatoso e contor¢oes
abdominais induzidas por &acido acético. Foram utilizados ratos da raca Wistar e
camundongos albinos, ambos machos. Por meio do método de indugdo de tecido
granulomatoso foi possivel avaliar se haveria atividade anti-inflamatéria sobre processos
cronicos. Para o cultivo do kefir utilizou-se como substrato agiucar mascavo diluido em
agua mineral. Constatou-se que a administracdo de 1mL de kefir diariamente, durante
seis dias, foi capaz de inibir a formacao de tecido granulomatoso em 42% em comparacao
ao grupo controle. A inibicdo por dexametasona de aplicacao tépica foi de 51%. A inducao
de contor¢des abdominais por acido acético, resulta na producdo de prostaglandinas,
principalmente PGE, a e PGF, a, as quais sdo mediadores essenciais no processo
inflamatério. Acredita-se que a inibicado destas contor¢coes possa estar envolvida com a

inibicio da formacdo das prostaglandinas, tendo atividade sobre o0s processos
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inflamatérios. O grupo de ratos e camundongos que recebeu o kefir como parte do
tratamento apresentou inibicdo de 28% e a inibicao relativa a indometacina representou
36% quando comparado ao controle. Com base nesses resultados, os autores sugeriram
que o kefir possui atividade anti-inflamatéria.

Kim et al. (2017), a fim de avaliarem os efeitos do kefir sobre a obesidade e
esteatose hepatica em ratos alimentados com dieta rica em lipideos (60% do total de
calorias), verificaram que o grupo que recebeu a dieta hiperlipidica associada ao consumo
de kefir (0,2 mL duas vezes ao dia) teve um ganho de peso menor quando comparado ao
grupo controle, o qual recebeu a dieta hiperlipidica e leite (0,2 mL duas vezes ao dia). Em
relacdo ao colesterol total e ao LDLc, verificaram que o grupo que recebeu kefir
apresentou niveis plasmaticos mais baixos comparando-se ao controle. Os autores nao
encontraram difrencas significativas entre os dois grupos nas concentragdes plasmaticas
de citocinas proé-inflamatérias, IL-18 e TNF-a. Porém em relacao a IL-6, o grupo do kefir
apresentou niveis plasmaticos mais baixos, sugerindo uma melhora da inflamacao
sistémica promovida pela dieta hiperlipidica.

Ja Fernandes et al. (2017) avaliaram os teores de isoflavonas e compostos
fendlicos presentes no leite de soja fermentado com kefir apés armazenamento e
simulacao das condi¢des gastrointestinais in vitro. Para obtencdo do extrato, 2509 de soja
foram maceradas em 300 mL de agua, ficando sob armazenamento a 5 °C durante 15
horas. Kefir liofilizado foi inoculado no extrato de soja a 25 °C, fermentando durante 15
horas, sendo em seguida mantido sob refrigeracdo a 4 °C, em frascos estéreis, durante
quatro dias. Os autores verificaram que a fermentacdo proporcionou aumento das
bactérias acido laticas e que as leveduras permaneceram viaveis durante todo o periodo
de armazenamento. No entanto, ap6s simulagéo in vitro das condi¢des gastrointestinais, a
contagem padrdao em placas de microrganismos foi inferior a 6 log UFC/g. Quanto as
isoflavonas a aos compostos fendlicos, verificaram que os mesmos aumentaram, mesmo
apos o teste in vitro.

Fiorda et al. (2016) avaliaram diferentes tipos de substratos funcionais com o
objetivo de desenvolver bebidas probidticas utilizando kefir como cultura inicial. Os
substratos analisados foram a soja, o colostro (bovino) e o mel. Da soja, foi obtido o
extrato. Ja o mel foi diluido em agua estéril até que fosse obtido um mosto de 40°Brix e o

colostro foi coletado nas primeiras 12 horas pés-parto. Foram utilizados kefir tibetano
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(cultivados em leite) e kefirmexicano (cultivados em acucar). Kefir tibetano foi inoculado
no extrato de soja e colostro, e kefir mexicano foi inoculado no mel, deixando-se fermentar
por 24 horas a 30°C. Foram analisadas as caracteristicas fisico-quimicas, caracteristicas
funcionais e sensorias das bebidas. ApGs analises, foi constatado que o kefir melhorou a
qualidade funcional de todos os substratos avaliados. No entanto, a bebida a base de mel
apresentou maior poder antioxidante, apresentando protecdo aos danos do DNA. Em
relacdo a anadlise sensorial, a bebida a base de mel apresentou melhor aceitacdo
comparando-se ao cultivo tradicional no agucar mascavo. Os autores concluiram que o
mel seria o0 substrato ideal para producdo de bebida fermentada, com alto poder
antioxidante, baixos teores de lactose e boa composicao de microrganismos probibticos.

Estudo realizado por Weschenfelder et al. (2011) avaliou caracteristicas fisico-
quimicas e composicao centesimal (Tabela 1) do kefir.

Tabela 1. Caracteristicas fisico-quimicas e composicéo centesimal de kefir.

Componentes Valores
pH 3,60
Acidez (°D) 141,95
Umidade (%) 79,39
Proteina (%) 9,23
Gordura (%) 8,29
Cinzas (%) 0,89
Calcio (%) 0,11
Lactose (%) auséncia

Fonte: Weschenfelder et al. (2011).

3.1. Caracteristicas nutricionais de kefir

O valor nutricional de um leite fermentado depende da disponibilidade e da
digestibilidade de nutrientes e das alteracées decorrentes da fermentacao e crescimento
microbiano. Geralmente, o valor energético do leite fermentado é similar ao do leite em
que foi preparado (KHEDKAR; KALYANKAR; DEOSARKAR, 2016).

Dentre as caracteristicas nutricionais encontradas no kefir, € importante salientar

que este apresenta boa digestibilidade e é considerado a melhor fonte natural de
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probiodticos (SATIR; ZEYNEP; GUZEL-SEYDIM, 2016). Recentes descobertas
confirmaram que kefir foi capaz de digerir B e a- caseina, porém nao hidrolisou a B-
lactoglobulina, mesmo com tempo prolongado de fermentacédo. A maior digestibilidade no
kefir poderia melhorar a saude intestinal por limitar a produgcdo de metabdlitos
inflamatérios por bactérias putrefativas no célon (DALLAS et al., 2016).

Kefir contém aminoéacidos essenciais, vitaminas (B1, B2, B5, C, A, K e carotenos) e
minerais. E importante destacar que a composicdo vitaminica de kefir é influenciada pelo
tipo de leite e também pela microbiota dos graos (ARSLAN, 2015).

Satir, Zeynep e Guzel-Seydim (2016) afirmaram que o tipo de manejo nutricional ao
qual a espécie animal (bovina ou caprina) é submetida também exerce influéncia nas
caracteristicas nutricionais do kefir. Eles destacaram que kefir produzido do leite de
animais mantidos sob o sistema de alimentagdo extensiva apresentaram parametros
nutricionais melhores quando comparados com kefir produzido a partir do leite de animais
mantidos sob o sistema de alimentagcdo intensiva. Componentes nutricionalmente
benéficos estavam presentes em niveis significativamente superiores em kefir produzidos
de leite de animais mantidos sob manejo a pasto em comparacdo a um sistema de
alimentacgao intensivo.

O perfil aminoacidico de kefir (Tabela 2) sofre alteracdes durante a fermentagéao do
leite, sendo maiores 0s niveis de treonina, lisina, serina e alanina (ARSLAN, 2015). Dallas
et al. (2016) demonstraram que peptideos funcionais sao liberados pela hidrélise de
proteinas pelos microrganismos de kefir, podendo melhorar a funcionalidade do produto.

Tabela 2. Perfil de aminoacidos essenciais presentes no kefir.

Aminoécidos Quantidade no kefir (mg/100 g)
Valina 220
Isoleucina 262
Metionina 137
Lisina 376
Treonina 183
Fenilalanina 231
Triptofano 70

Fonte: Arslan (2015).
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Além de macroelementos, microelementos sdo encontrados nos graos de kefir.
Este também é uma boa fonte de célcio, magnésio e fosforo (Tabela 3). O fosforo é o
segundo mineral em maior quantidade no corpo humano. Suas funcées no organismo sao
auxiliar na utilizacdo de carboidratos, proteinas e gorduras para o crescimento celular,

manutencao e energia.

Tabela 3. Macro e micro elementos presentes nos graos de Kefir.

Macro elementos Valores encontrados Micro elementos Valores encontrados
(%) (mg/kg)

Potassio 1,65 Cobre 7,32
Calcio 0,86 Zinco 92,7
Fosforo 1,45 Ferro 20,3
Magnésio 0,3 Manganés 13,0
Cobalto 0,16
Molibdénio 0,33

Fonte: Arslan, (2015).

Estudo conduzido por Satir, Zeynep B. e Guzel-Seydim (2016) avaliaram como a
fermentacdo do kefir poderia afetar a composicdo do produto e correlacionaram os
valores de algumas vitaminas e minerais encontrados no kefir produzido a partir de leite
de cabra com os valores da recommended dietary allowances (RDA). Os autores
verificaram que o consumo de 1 copo de 200 mL de kefir supriria, em relacdo ao
percentual da RDA, os seguintes valores de recomendacgéo: 15% de vitamina A; 30% de

vitamina B2; 23% de calcio; 33% de fosforo e 14% de zinco.

4. PREBIOTICOS

Prebidticos sao definidos como componentes alimentares nao digeriveis, capazes
de estimular seletivamente a multiplicacdo ou atividade das bactérias desejaveis no
intestino (MACEDO et al.,, 2008; MONA et al., 2015) conferindo efeitos benéficos ao
hospedeiro, devido a sua capacidade em estimular o crescimento e a atividade de um
numero limitado de bactérias, usualmente lactobacilos e bifidobactérias (MONA et al.,
2015).
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A maior frequéncia de atuacdo dos prebidticos é no intestino grosso, embora
possam apresentar certo impacto sobre o0s microrganismos encontrados no intestino
delgado (OLIVEIRA, 2009). Para que um alimento possa ser classificado como prebidtico,
precisa ser carboidrato e atender aos seguintes critérios: nao sofrer hidrélise ou ser
absorvido no trato intestinal e que sua fermentacdo se dé por um numero limitado de
microrganismos, como pelas bifidobactérias e pelos lactobacilos (COSTA et al., 2013).
Sao considerados prebiodticos: inulina (frutanos), frutooligossacarideos (FOS),
galactooligossacarideos (GOS) e também a lactulose, alcoois de agucar, amido resistente
e polissacarideos complexos, como por exemplo a goma de acacia. Muitos substratos néo
digeriveis, especialmente os carboidratos, sdo fermentados no intestino grosso (SCHOLZ-
AHRENS et al., 2016).

A associacao entre probidtico e prebidtico origina os produtos denominados
simbioticos. A interacao in vivo entre probibtico e prebidtico pode ser favorecida através
de uma adaptacdo, anterior ao consumo, do probidtico ao substrato prebibtico. Tal
adaptacao pode resultar em vantagem competitiva para o probidtico, caso este seja
consumido juntamente com o prebidtico. Esse efeito simbidtico pode ser,
alternativamente, direcionado ao intestino delgado e grosso, regides alvo do trato
gastrointestinal. O estimulo de estirpes probidticas conhecidas, propicia a escolha dos
pares simbibticos substrato—microrganismo ideais. Portanto, o consumo de pro e
prebibticos selecionados apropriadamente, pode aumentar os efeitos benéficos de cada
um deles (OLIVEIRA, 2009). A combinacao entre um prebiético especifico e um probiético,
exerce um efeito benéfico que vai além do seu efeito individual, 0 que se presume ocorrer
através da otimizagdo da sobrevivéncia e atividade de microrganismos benéficos no trato
gastrointestinal (SCHOLZ-AHRENS et al., 2016). No entanto, Vandenplas, Huys e Daube
(2015) relataram que ap6s um tratamento com probidticos e prebidticos, simultaneamente,
por meio de uma mistura de quatro estirpes e galactoligossacarideos, realizado com
gestantes por duas a quatro semanas prée-parto e aos neonatos durante seis meses, nao
obteve efeito, comparado ao placebo, sobre a incidéncia acumulada de doencas alérgicas
aos dois anos. Todavia, mostrou uma tendéncia na diminuicao das doencas relacionadas
a IgE (atdpica), por ter sido observada uma diminuicao significativa do eczema (atépico).

Estudos mostram que a administracdo de prebidticos aumenta a microbiota

intestinal benéfica do individuo, em particular, as bifidobactérias. Além de contribuir para
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elevagéo dos niveis de citocinas anti-inflamatérias e diminuigcdo nos niveis das citocinas
pré-inflamatérias, o que resulta em diminuicao da inflamacgao intestinal em idosos (PATEL
et al., 2014).

A inulina, um frutooligossacarideo nao digerivel, comumente extraida da raiz de
chicoria, € considerada um prebidtico por ter a capacidade de elevar o nimero de
probiéticos no célon (MAESTRI et al., 2014). Os FOS podem ser extraidos de vegetais
como alcachofra, raiz da chicéria, délia, alho, cebola, dente de ledo, banana, dentre
outros. Embora a quantidade existente nestes alimentos seja pequena e, em
contrapartida, a quantidade exigida para se obter efeito funcional seja elevada, os FOS
podem ser extraidos e concentrados (THAMER; PENNA, 2005).

Ha um consenso de que os FOS alteram o habitat intestinal, promovendo aumento
no bolo fecal e em consequéncia a normalizacdo da frequéncia fecal. Seus efeitos
prebidticos sdo percebidos com o aumento no numero e atividade de bifidobactérias e
bactérias acido lacticas no intestino humano. Em funcdo disso, os FOS assumem
importancia tecnoldgica por serem utilizados na fabricagcdo de uma grande variedade de
alimentos como, por exemplo, iogurte, queijo, leite, extrato de soja, cereais, dentre outros
(THAMER; PENNA, 2005).

Tem sido demonstrado que prebidticos e simbidticos podem aumentar a absorcao
de minerais, especialmente de célcio e magnésio. Os mecanismos relacionados sao:
maior solubilidade dos minerais, decorrente do aumento da producao de acidos graxos de
cadeia curta pelas bactérias, devido a maior oferta de substrato; alargamento da
superficie de absorcdo em razdo da multiplicagdo de enterdcitos, mediados pelos
produtos da fermentagcédo bacteriana, em especial, lactato e butirato; maior expressao das
proteinas de ligacao de calcio; melhoria das condicdes intestinais; degradacao de mineral
complexante de acido fitico; estabilizacdo da microbiota intestinal (PATEL et al., 2014).

O metabolismo e composicao dos prebidticos sdo diferentes embora possuam
mecanismos de atuagdo em comum, especialmente no que diz respeito a modulacao da
microbiota enddgena. Enquanto nao sofrem fermentacdo, os prebibdticos exercem um
efeito osmético no trato gastrointestinal, como todo carboidrato nao digerivel.

A inulina e a oligofrutose apresentam resisténcia a digestdo na parte superior do
trato intestinal, sofrendo fermentacao ao chegarem no célon. A fermentagdo promove um

aumento na biomassa microbiana, em conseqiéncia, aumento de volume, promovendo
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um aumento na frequéncia das evacuacoes. Tais efeitos justificam sua classificacdo como
fibras dietéticas (SAAD, 2006).

4.1. Mel: composicao e propriedades funcionais

A Instrucdo Normativa n? 11, de 20 de outubro de 2000, do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), define mel como produto alimenticio
produzido por abelhas meliferas, obtido do néctar das flores ou de secregbes
provenientes de partes vivas das plantas ou de excrecbes de insetos sugadores de
plantas que ficam sobre partes vivas de plantas, as quais séo recolhidas pelas abelhas,
que transformam, combinam com substancias especificas proprias, armazenam e deixam
maturar nos favos da colmeia (BRASIL, 2000).

O mel é considerado um alimento funcional por exerecer fungao prebibtica, tendo
como efeitos a regulacao do transito intestinal, controle da pressao arterial, diminuicao do
risco de cancer e reducdo da colesterolemia (MACEDO et al., 2008). Por apresentar
docura e sabor caracteristico, o mel agrega sabor a bebida quando adicionado, tendo em
vista que € composto de uma solugdo concentrada de acucares, predominantemente
glicose e frutose. Contém ainda uma mistura complexa de outros carboidratos, enzimas,
aminoacidos, acidos organicos, minerais, substancias aromaticas e graos de pélen, e
pode conter cera de abelhas proveniente do processo de extracdo. A producao de acido €
favorecida na presenca do mel, por conter alto teor de carboidratos fermentaveis (GOIS et
al., 2013).

Além de ser utilizado como prebiético, o mel possui outros beneficios. Em estudos
realizados por Silva et al. (2014), foi verificado e comprovado o efeito antioxidante do mel,
por meio da andlise do perfil de compostos fendlicos e também da atividade
sequestradora de radical livre do mel. Foram identificadas e quantificadas as substancias
4-quinolona, acido (2E, 4E)-abscisico e acido (2Z, 4E)-abscisico.

O mel contém tipos e niveis minimos de microrganismos. A eles s&o atribuidas as
propriedades naturais e também o controle realizado pela industria, geralmente
relacionado a fatores fisicos e quimicos, tais como osmolaridade e concentracdo de
peroxido de hidrogénio e volateis, respectivamente. Compostos fendlicos e a enzima

glicose oxidase presentes no mel proporcionam uma barreira ao desenvolvimento de
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microrganismos em razao da forte caracteristica oxidante destes compostos. A quantidade
de bactérias presentes no mel pode variar de acordo com os seguintes fatores: tipo de
mel; idade; tempo de colheita e a técnica de andlise empregada (GOIS et al., 2013).

Mercés et al. (2013) avaliaram a atividade antimicrobiana do mel produzido por
diferentes espécies de abelhas e verificaram que todos os tipos de mel avaliados
apresentaram acao antibacteriana contra Staphylococcus aureus. O método de analise
utilizado foi o teste de difusdo em poco. O estudo sugere que o efeito de inibicao de
crescimento bacteriano n&o esté relacionado somente ao efeito osmaotico, visto que o mel
foi mais efetivo contra as bactérias do que uma solucao de acucar.

Além disso, Santos et al. (2012) avaliaram a eficacia do mel na cicatrizacao de
feridas em ratos da raca Abissinia. Com o estudo, os pesquisadores puderam comprovar
que o mel apresenta acao cicatrizante, estimulando a formacéao de tecido de granulacao e
reepitelizacao.

Algumas caracteristicas apresentadas pelo mel o tornam eficaz contra alguns
microrganismos, como por exemplo alta pressdo osmoética (85-95% de acucar), baixa
atividade de agua, pH baixo devido a presenca de acidos organicos, especialmente acido
glucénico, presenca de perdxido de hidrogénio (acdo da enzima glicose oxidase), baixo
teor de proteinas, baixo potencial redox (presenca de agucares redutores), presenca de
agentes quimicos, tais como, lisozima, acidos fendlicos, pinocembrina, terpenos, alcool
benzilico e substancias volateis (SILVA et al., 2017). O baixo pH do mel exerce um papel
importante durante a armazenagem por influenciar sua estabilidade (SILVA et al., 2014).

As abelhas transformam o néctar em mel com o auxilio de algumas enzimas e,
durante a producgao, alguns microrganismos também sao incorporados ao mel. A bactéria
Gluconobacter oxydans foi isolada do mel mantendo-se viva no pH de 5,0 e no pH de 2,0
durante trés horas, obteve-se uma taxa de sobrevivéncia de 50%. Também se mostrou
resistente a acao dos sais biliares. Desta forma, Gluconobacter oxydans é capaz de
sobreviver ao ambiente hostil do trato digestivo superior, chegando ao intestino em
condigbes de colonizagao (SILVA et al., 2017).

5. CONSIDERAGOES FINAIS

Deve-se verificar a qualidade microbiolégica do kefir, pois condicdes inadequadas

de manipulacao afetaram a matéria-prima e o produto final.
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A combinagcdo kefir e mel é promissora pois o0 kefir contém microrganismos
probiéticos e o mel é considerado um alimento funcional por exerecer fungao prebidtica. O
kefir acarreta beneficios a saude como, melhora da intolerancia a lactose,
imunomodulacdo, inibicdo de microrganismos patogénicos e regulacdo da microbiota
intestinal e o mel melhora a regulagao do transito intestinal, controla da pressao arterial e
reduz a colesterolemia.

Alguns estudos indicam que o kefir € capaz de colonizar o intestino humano,
conferindo os efeitos benéfico esperados, no entatanto, faz-se necessario outras
pesquisas com Kkefir, especificamente sobre seu comportamento no trato digestivo
humano, ja& que ndo existem muitos estudos nesse sentido. Além disso, o Kefir € uma
bebida de baixo custo, sendo uma alternativa saudavel e eficaz para complementar a

alimentacao diaria da populacéo.
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CAPITULO 8 - EFEITO ANTIMICROBIANO DO KEFIR

Sebastido Moreira Junior

Wharley Camargo Dias

Maria Paula Jensen Rodrigues
Aurélia Dornelas de Oliveira Martins

1. INTRODUGAO

A legislacdo brasileira define kefir como um leite fermentado resultante da
fermentacdo de leite pasteurizado ou esterilizado realizado com cultivos acido laticos
elaborados com graos de kefir, Lactobacillus kefir, espécies dos géneros Leuconostoc,
Lactococcus e Acetobacter, com producao de acido latico, etanol e didxido de carbono.
Os graos de kefir apresentam em sua constituicdo uma simbiose microbiana composta
por varias bactérias e leveduras, essenciais no desenvolvimento do fermentado
(MACHADO et al., 2014). Dentre as leveduras, encontram-se as fermentadoras de lactose
(Kluyveromyces marxianus) e leveduras nao fermentadoras de lactose (Saccharomyces
omnisporus, Saccharomyces cerevisiae e Saccharomyces exiguus, Lactobacillus casei,
Bifidobacterium sp. e Streptococcus salivarius subsp. Thermophilus) (BRASIL, 2007).
Portanto, tanto os graos de kefir quanto o leite fermentado pelos mesmos séo
denominados kefir.

Segundo Arslan (2015), o kefir € utilizado devido aos seus beneficios conferidos a
saude humana, é boa fonte de fosforo e seus grdos apresentam em sua estrutura
amino&cidos essenciais, além possuirem vitaminas B1, B2, B5, C, A, K e carotenos,
sendo que sua composicao vitaminica € influenciada pelo tipo de leite e também pela
microbiota presente nos graos.

Autores afirmam que microrganismos presentes nos graos de kefir formam uma
barreira no intestino impedindo a multiplicagdo de patégenos, devido a producado de
bacteriocinas, que sdo substancias com propriedades antimicrobianas, que podem inibir
tanto bactérias Gram-positivas quanto bactérias Gram-negativas (CAETANO;
MONTANHINI, 2014; DIAS et al., 2012a).

O kefir vem sendo estudado pelo seu grande potencial no desenvolvimento de
novos produtos, diante do exposto, o presente estudo tem como objetivo trazer uma
revisdo relatando a origem e a forma de cultivo do kefir, bem como seus beneficios e seu

efeito antagdnico frente a microrganismos patogénicos.
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2. KEFIR: DEFINICAO, ORIGEM E CULTIVO

Kefir € um leite fermentado, acido, levemente alcodlico, formado pela acao de uma
associacao de bactérias e leveduras, as quais sdo encapsuladas em uma matriz
polissacaridica chamada “kefiran”, formando os graos de kefir. Apresenta em sua
composicao agua, lipideos, proteinas, carboidratos e minerais, seus graos possuem forma
irregular, coloragcdo amarelada e esbranquicada, aparéncia semelhante a couve-flor, com
diametro que varia de 0,3 a 3,5 cm (YOVANOUDI et al., 2013; MACHADO et al., 2014). E
um mix complexo de bactérias e leveduras que se encontram em uma associacao
simbiética, produzindo &lcool ou acido durante a fermentacao (BAU et al., 2014).

Segundo Caetano e Montanhini (2014), o kefir € um produto caseiro, fermentado
em temperatura ambiente, de dificil controle da temperatura, dificultando assim a
padronizacao do produto. O produto obtido em temperaturas elevadas apresenta maior
acidez do que o obtido em temperaturas mais baixas. O pH baixo representa um fator
intrinseco inibitério para muitos microrganismos patogénicos. No entanto, produtos com
um alto valor de acidez tendem a nao atrair o paladar dos consumidores. Sua composicao
microbiana varia conforme a regiao de origem, o tempo de utilizagdo, o substrato utilizado
para proliferacdo dos gréos e as técnicas usadas em sua manipulacdo (MAGALHAES et
al., 2011).

Segundo Miguel et al. (2010), ndo se sabe ao certo a origem do kefir, podendo ter
emergido de diferentes regides, resultando em populacdes microbianas especificas e
diferenciadas, que produzem bebidas com atributos microbiolégicos e sensoriais
discrepantes. Porém, Santos et al. (2012) relatam que o kefir € um produto originario da
Russia, mais especificamente das montanhas do Caucaso.

A presenga de uma microbiota diversificada torna-se a principal caracteristica do
kefir, unida pela matriz de polissacarideos, proteinas e gorduras. As leveduras
proporcionam caracteristicas singulares ao produto tanto pelo aroma como pela sintese
de vitaminas do complexo B e ainda pela producdo de etanol e CO,, mesmo apos
refrigeracao (COSTA; ROSA, 2016).

O kefir ndao é comercializado no Brasil, sua produgdo é artesanal, em regides
especificas do pais, para consumo préprio das familias. Uma grande preocupacao com o
kefir € a sua origem de obtencdo e a forma de manejo, ndo havendo um padrao de
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qualidade para esse produto (JANUARIO, 20186).

Dois tipos de kefir sdo mais popularmente utilizados, o que sao cultivados em agua
com sacarose como substrato e 0os que sao cultivados no leite. Os graos que utilizam o
leite como substrato sdo compostos por um complexo heteropolissacarideo, denominado
kefirano, enquanto aqueles cultivados em agua com agucar mascavo sao compostos por
um complexo diferente, denominado dextrano (HSIEH et al., 2012). Como resultado do
cultivo do kefir, tem-se um aumento da biomassa em uma faixa de 5% a 7% por dia. O
aumento dos graos é proveniente do crescimento dos microrganismos por meio da
biossintese dos componentes, sendo sua estrutura considerada um biofilme por
apresentar diversificados microrganismos (MACHADO et al., 2014).

Em um estudo realizado por Zanirati (2012), foram identificadas as caracteristicas
das bactérias presentes no kefirano, por reagédo de cadeia da polimerase (PCR-ARDRA)
de graos de kefir de diferentes regides do pais. Tendo-se como resultados os seguintes
microrganismos: Lactobacillus casei, Lactobacillus kefir, Lactobacillus diolivorans,
Lactobacillus perolens, Lactobacillus mali, Lactobacillus satsumensis e Lactobacillus
parafarraginis. Além disso, o DNA total extraido dos grédos de kefir foram submetidos a
reacdo de PCR do gene 16S rRNA e foram identificadas as seguintes espécies:
Lactobacillus kefiranofaciens, Lactobacillus kefir, Lactobacillus satsumensis, Lactobacillus
hilgardii, Lactobacillus mali, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus nagelii, Lactobacillus
casei, Oenococcus kitaharae, Oenococcus oeni, Enterobacter ludwigii e Klebsiella

pneumoniae, sendo também identificados dois microrganismos nao cultivaveis.

3. PROPRIEDADES BENEFICAS DO KEFIR

O kefir é rico em acido latico, acido acético, acido glicélico, alcool etilico, vitamina
B12 e polissacarideos, que contribuem para suas caracteristicas sensoriais (PIETTA;
PIETTA; PALEZI, 2015). E um leite fermentado que pode promover diversos beneficios &
saude, como reparagcao da mucosa intestinal, reducdo dos sintomas de intolerancia a
lactose, estimulacdo do sistema imunolégico, reducdo do colesterol e de propriedades
tumorais e na dieta apresenta efeitos antibacterianos (MENESTRINA; GRISALES;
CASTELL, 2016).
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Em razdo de suas propriedades funcionais, o kefir € um alimento que deve ser
indicado para todos os individuos. Fiorda et al. (2016) relataram que o0 consumo da bebida
kefir é limitado para os consumidores intolerantes a lactose, sendo substratos de origem
nao lactea, um modo alternativo para a ingestao desse produto.

Sao escassos os trabalhos que estudaram propriedades funcionais do kefir em
seres humanos. Sabe-se que o mesmo pode equilibrar a microbiota intestinal nos
individuos que os ingerem, ja que essa € uma bebida funcional probiética. Tendo em vista
os beneficios que o kefir pode proporcionar a saude e que este é cultivado e utilizado em
ambiente doméstico, torna-se uma grande opcado a busca e desenvolvimento de novas
tecnologias que possam viabilizar a comercializagdo desse produto no mercado
(SANTOS; BASSO, 2016).

Likotrafiti et al. (2015) demonstraram que o kefir tem potencial como probiético,
uma vez que as bactérias laticas presentes sejam resistentes aos acidos biliares do trato
gastrointestinal, além de possuir atividade antagonistica frente a microrganismos
patogénicos. Entretanto, segundo os autores, seus microrganismos sao menos
resistentes aos acidos do que o ideal para um produto probiético, sendo que essa
resisténcia pode ser aumentada por meio da utilizacdo de tecnologia de encapsulamento
ou formulagdo cuidadosa do veiculo alimentar. Os microrganismos presentes no kefir
crescem bem aliados a uma gama de prebio6ticos, o que facilita o desenvolvimento de
combinacdes de simbibticos.

Além disso, processo fermentativo gera uma série de compostos que conferem
sabor e aroma caracteristicos ao kefir, além de substancias bioativas, responsaveis por
propriedades nutracéuticas. A utilizacdo de microrganismos com propriedades
antimicrobianas como conservantes naturais € uma alternativa que tem como vantagem a
inibicdo do desenvolvimento de bactérias deteriorantes e patogénicas sem o uso de
substancias quimicas (DIAS et al., 2012b).

Diniz et al. (2003) avaliaram a atividade antiinflamatoria in vivo do kefir sobre
modelo de indugao de tecido granulomatoso e contor¢cées abdominais induzidas por acido
acético. Os resultados obtidos mostraram que o produto inibiu a formacédo do tecido
granulomatoso, bem como o numero de contor¢des abdominais causadas por &cido
acético, quando comparado ao grupo controle. Dessa forma, pode-se sugerir uma

possivel acdo antiinflamatoria.
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Romanin et al. (2010) avaliaram a atividade antiflamatéria de 21 leveduras,
isoladas do kefir e constataram que todos isolados apresentaram um valor de 100 % de
eficiéncia para a inibicdo da inflamagao no epitélio intestinal, dando énfase em se estudar
mais sobre as leveduras que fazem parte da microbiota do kefir.

Em uma avaliacdo do uso de kefir em dieta hospitalar Martins et al. (2012),
concluiram que este produto tem um grande potencial para ser introduzido na dieta dos
pacientes internados, uma vez que o incremento do kefir na dieta proporcionou inimeros
beneficios aos pacientes como estimulagdo do sistema imune, controle glicémico,
hipercolesterolémico entre outros.

Dados de um teste in vivo demonstraram que as leveduras presentes no kefir de
leite integral sdo mais resistentes as condicdes prevalecentes no trato gastrointestinal do
que as bactérias do acido latico. Quanto a atividade anticarcinogénica do kefir, identificou-
se que o tratamento com o kefir foi capaz de reduzir em 36,7 % a incidéncia dos focos de
criptas aberrantes no célon dos animais tratados em comparacado ao controle. Ainda, o
kefir elevou a atividade da enzima antioxidante catalase no célon e a concentracdo dos
acidos graxos de cadeia curta nas fezes do ceco, além de abaixar a razao
lactulose/manitol, ao final da fase de p6s-indugédo do cancer. Com isso, o estudo mostrou
que a atividade anticarcinogénica do kefir de leite integral se deve a reducdo da
permeabilidade intestinal, ao aumento da atividade antioxidante, e ao aumento da
producao dos acidos graxos de cadeia curta (REIS, 2015).

Rosa et al. (2017) relataram diversos beneficios de saude do kefir, além de ser um
alimento seguro e barato, facilmente produzido em casa. Os autores afirmaram que
consumo regular de kefir foi associado a uma melhor digestdo e tolerancia a lactose,
efeito antibacteriano, efeito hipocolesterolémico, controle da glicose plasmatica, efeito
anti-hipertensivo, efeito anti-inflamatoério, atividade antioxidante, atividade anti-
carcinogénica, atividade antialergénica e de cicatrizacao. Sottoriva et al. (2018) apontaram
que esses beneficios sdo devidos o principal polissacarideo encontrado nos graos de kefir
que é o kefirano, um heteropolissacarideo composto por proporcdes idénticas a de glicose
e galactose e que possui propriedades antitumorais, antifungicas, antibacteriana, anti-

inflamatéria e antioxidante.
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3.1. Efeito antagonico do Kefir frente a patégenos

O kefir é produtor de substancias que inibem o crescimento de microrganismos
patogénicos, frequentemente associadas a doencas de origem alimentar, entre elas o
peréxido de hidrogénios e as bacteriocinas e até mesmo o pH da bebida, devido o
processo de fermentacao. O perdxido de hidrogénio é produzido por varias espécies de
bactérias produtoras de acidos latico e contribui para o efeito antagbnico nos
microrganismos patogénicos e, portanto, auxilia na preservacdo dos alimentos, a
atividade antibactericida € atribuida devido seu efeito altamente oxidante através da
peroxidagdo das membranas lipidicas e da destruicdo da estrutura molecular basica das
proteinas celulares (MAGALHAES et al., 2010).

As bacteriocinas sdo compostos proteicos, que possuem atividade letal em relacéao
a outras bactérias (SANTOS et al., 2013). Os lactobacilos, amplamente presentes no kefir,
podem atuar na degradacdo de proteinas produtoras de peptideos devido sua acao
bactericida, o que pode constituir um importante mecanismo na atividade antagbnica aos
microrganismos patogénicos (TAS; EKINCI; GUZEL-SEYDIM, 2012).

Dias et al. (2016) estudaram a atividade antimicrobiana de 60 microrganismos
isolados de graos de kefir por meio do teste do antagonismo e do teste de inibicdo com
sobrenadantes contra Salmonella enteritidis, Salmonella typhimurium, E. coli,
Staphyloccocus aureus e L. monocytogenes. O pH dos sobrenadantes foi verificado antes
de testar a atividade antimicrobiana e o teste foi repetido apds o tratamento com hidroxido
de sodio (substancia neutralizante) a fim de excluir a acdo dos acidos organicos. Alguns
isolados apresentaram atividade antimicrobiana, demonstrando que a acidificacao nao é o
Unico fator envolvido na inibicdo dos patégenos. Outros estudos relatam a atividade
antimicrobiana do kefir frente a diferentes patdogenos (Quadro 1).

O kefir, por meio dos microrganismos de sua estrutura e das substancias bioativas
produzidas com sua fermentagao, torna-se uma alternativa viavel na busca de substitutos

para os antimicrobianos convencionais (DIAS et al., 2012a).
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Quadro 1- Estudos que relatam a agdo antag6nica do Kefir frente a patégenos

Agente de acao Patogeno Referéncia
antagénica
Kefir Salmonella sp e Shigella sp Murashova et al. (1997)

Isolados de kefir

Salmonella typhimurium

Tussolini et al. (2009);
Raimundo (2013)

Isolados de kefir

Salmonella typhimurium e
Salmonella enteritidis

Dias et al. (2012a); Dias,
Silva; Timm (2018)

Soro de leite fermentado
com graos de kefir

Salmonella spp.e Escherichia coli

Costa; Moura (2016)

Leite de ovelha por graos
de kefir

Salmonella typhimurium

Lima (2018)

cepas isoladas de kefir

Escherichia coli

Tussolini et al. (2009)

Kefir e o soro do produto

Escherichia coli

Weschenfelder et al. (2009)

Lactobacillus sp. isolados
de gréos de kefir

Escherichia coli O157:H7

Dias; Silva; Timm (2018)

Kefir Escherichia coli Chamon (2018);
Weschenfelder et al. (2018)
Kefir Staphylococcus aureus Ulusoy et al. (2007);

Weschenfelder et al. (2018)

Cepas isoladas do grao de
kefir

Staphylococcus aureus

Tussolini et al. (2009), Dias,

Silva; Timm (2018)

Kefir

Listeria monocytogenes

Santos (2008)

Cepas de Enterococcus
durans isolados de graos
de kefir

Salmonella enterica,
Pseudomonas aeruginosa,
Shigella flexneri, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis e Listeria
monocytogenes.

Carasi et al. (2014)

Cepas isoladas de kefir

Listeria monocytogenes

Auad (2014)

Kefir

Staphylococcus aureus
(ATCC 6538), Escherichia coli
(ATCC 11229), Salmonella
Typhimurium (ATCC 6539),
Listeria monocytogenes (ATCC
15313) e Bacillus cereus (RIBO
1222-173-S4)

Santos (2008)

Gréaos de kefir

Bacilus cereus e Clostridium
perfringes

Anselmo et al. (2010)

Kefir

Bacillus cereus

Santos et al. (2013)

Fonte: dos autores.

3.1.1. Acao antagodnica frente a salmonela

O kefir pode ser utilizado no tratamento p6s-operatério de pacientes com doencas
gastrintestinais. Estudos observaram que criancas com infeccdo intestinal grave ao

ingerirem kefir apresentaram rapida inibicdo de Salmonella sp e Shigella sp., no intervalo
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de sete a onze dias da doenca e a microbiota voltou ao normal. O grupo de criancas que
nao recebeu a bebida demorou um periodo maior para voltar a seu estado de normalidade
(MURASHOVA et al., 1997).

Tussolini et al. (2009) avaliaram 20 isolados de kefir e destes, 85% apresentaram
acao antimicrobiana frente a Salmonella typhimurium. Dentre estas cepas, a que
apresentou maior atividade foi capaz de formar um halo de 1,92 mm.

Resultados semelhantes de inibicdo de Salmonella typhimurium por cepas de
bactérias laticas isoladas de kefir também foram relatados por Dias et al. (2012a) que
avaliaram se o kefir produzido de forma artesanal seria capaz de inibir o desenvolvimento
de bactérias patogénicas causadoras de doencas transmitidas por alimentos veiculadas
pelo leite. O estudo apontou que 0s microrganismos presentes nos graos de kefir ao
fermentar a matriz lactea resultaram em um ambiente inadequado para o desenvolvimento
dos patégenos testados. Salmonella typhimurium e Salmonella enteritidis foram alguns
dos microrganismos que apos 24 horas de fermentagao testaram negativo quanto a sua
presenca no alimento. Também testaram a sobrevivéncia destes mesmos patégenos
frente a 60 microrganismos isolados dos graos kefir, e observou dentro de um periodo de
6 a 8 horas de incubacédo e realizado a leitura de densidade ética, teve-se como dados
estatisticamente diferentes dos controles, que indicam atividade inibitéria dos isolados.

A fermentacao latica causada pelos graos de kefir € capaz de gerar uma série de
metabdlitos que conferem caracteristicas especificas a bebida e também substancias que
apresentam efeitos antagonisticos (DIAS et al., 2016). Estudos realizados por Raimundo
(2013) utilizando 10 isolados bacterianos e 3 isolados de leveduras de kefir que foram
identificados por PCR-ARDRA, mostram que quase todos os isolados de lactobacilos
demonstraram producdo de substancias antagonistas em testes in vitro e ao tratar
camundongos com kefir por via oral, pdde-se observar a redugdo dos niveis de
Salmonella typhimurium quando comparados aos que nao foram tratados com kefir.

Um estudo realizado por Costa e Moura (2016) teve como proposta verificar se a
acidez produzida pelo soro de leite fermentado com graos de Kefir é suficiente para inibir
cepas de Salmonella spp., Escherichia coli e Klebsiella spp. Os inéculos foram
submetidos a processo de incubacao em estufa bacteriolégica pelo periodo de 24, 48 e 72
horas, os resultados alcancados demonstraram que a elevagdo do pH obtido pela

fermentagcdo de 24 horas nao foi capaz de inibir 0 desenvolvimento bacteriano, a
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fermentacao de 48 horas teve efeito antagénico frente Salmonella spp. e Escherichia coli.
Entretanto, ndo apresentou qualquer acdo de bloqueio sobre a Klebsiella spp. A
fermentacdo de 72 horas inibiu totalmente o crescimento de todas as bactérias
analisadas, confirmando que a acidez instituida pelos microrganismos presentes no kefir
apresentou impacto no crescimento microbiano dos patégenos avaliados.

Lima (2018) observou a acdo antimicrobiana de peptideos com atividades
biolégicas resultante da fermentacao de leite de ovelha por graos de kefir contra
patégenos. E relatado neste estudo que fracdes peptidicas menores que 3kDa,
resultantes da fermentacdo pelos graos, durante a digestdo gastrointestinal in vitro na
concentracao de 5 mg/ mL, apresentou resultados de atividade antimicrobiana. Observou-
se uma alta atividade da fracao antes da digestdo (SMK) contra S. typhimurium atingindo
valores de inibicao de 75,89%, apo6s digestao gastrica (DG) de 90,06% e disgestéao
pancreatica (PD) de 40,87.

3.1.2. Acao antagénica frente a Escherichia coli

Em um estudo realizado por Tussolini et al. (2009), foi verificado que 95% das
cepas isoladas de kefir apresentaram atividade antimicrobiana frente a Escherichia col.
O maior halo de inibicao formado foi de 1,67 mm.

Estudos realizados por Weschenfelder et al. (2009) demonstraram que tanto o kefir
como o0 soro do produto, na concentracdo testada (50%), apresentaram efeito
antimicrobiano e inativagédo de um inéculo de 108 UFC/mL de Escherichia coli.

Dias et al. (2012a) também encontraram resultados positivos para presenca de
Escherichia coli apés fermentacao artesanal de até 72 horas de kefir, o que conferiu
variagdo no microbioma dos graos.

Lactobacillus sp. isolados de grdos de kefir apresentam atividade antimicrobiana
contra cepas de Escherichia coli O157:H7, em que 59 dos 60 isolados apresentaram
antagonismo frente ao patégeno com médias de halos com 1 mm ou mais (DIAS; SILVA;
TIMM, 2018).

Chamon (2018) testou o efeito antagdnico de 3 amostras de kefir frente Escherichia
coli, e em seu estudo constatou-se que apenas uma das amostras apresentou efeito
antimicrobiano com formacao de halo, que demonstrou a formacdo de substancias
antagonisticas pela fermentacdo pelos grdos. Este estudo apontou que a diferenca
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microbiolégica dos graos pbde afetar sua capacidade de antagonizar patégenos, uma vez
que duas das amostras avaliadas nao apresentaram efeitos contra E. coli.

Weschenfelder et al. (2018) comprovaram que duas amostras de kefir
apresentaram efeito antagonistico frente a Escherichia coli (ATCC 11229), apds 24 horas
de exposicdo ao fermentado, com reducdo da densidade populacional de 4,47 x 10®
UFC.g" (tempo 0) para 2,13 x 108 UFC.g™ (tempo 24).

3.1.3. Acao antagébnica frente a Staphylococcus aureus

Ulusoy et al. (2007) verificaram que o kefir possuiu efeito antagdnico in vitro frente
a Staphylococcus aureus, sendo os tempos 24 e 48 horas de fermentagdo os que
apresentaram os melhores efeitos.

Tussolini et al. (2009), também relataram efeito antag6nico de 20 cepas isoladas do
grao de kefir e 90% destas foram efetivas com acao antimicrobiana, e apresentaram
diferentes intensidades contra S. aureus. Uma das cepas recebeu destaque por formar
um halo maior que 1,95 mm.

Dias, Silva e Timm (2018), determinaram por meio de seus estudos a atividade
antimicrobiana dos isolados de kefir contra Staphylococcus aureus. Dos microrganismos
isolados dos graos, 56 apresentaram formacéao de halos de 1 mm ou mais, e a leitura de
densidade o6tica foi diferente dos controles apés 6 e/ou 8 horas de incubacéao, no teste de
sobrenadante, que aponta efeito antagdnico das cepas isoladas.

Weschenfelder et al. (2018) em seus estudos demonstraram que as formulagdes
de kefir utilizadas no trabalho apresentaram efeitos antimicrobianos significativo contra S.
aureus (ATCC 25923).

3.1.4. Acao antagonica frente a Listeria monocytogenes

Santos (2008) em seu estudo encontrou uma faixa de inibicdo de Listeria
monocytogenes de 44,99% a 73,05% de trés amostras de kefir recolhidas em cidades
diferentes.

Ao utilizarem cepas de Enterococcus durans isolados de grdos de kefir e de
diferentes fermentados de kefir em testes de atividade antimicrobiana direto, Carasi et al.
(2014) verificaram a acdo das mesmas frente a varios patégenos como Salmonella
enterica, Pseudomonas aeruginosa, Shigella flexneri, Escherichia coli, Staphylococcus
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aureus, Enterococcus faecalis e Listeria monocytogenes. Os autores concluiram neste
estudo que pelo menos duas cepas das treze que foram isoladas apresentaram efeito
antimicrobiano frente a todos os patégenos, sendo que destes isolados cada um foi capaz
de inibir pelo menos duas bactérias patogénicas diferentes e seis inibiram, de alguma
forma, L. monocytogenes.

Auad (2014) isolou cepas de kefir e verificou os isolados quanto a capacidade
inibitéria frente as cepas de Listeria monocytogenes, utilizando-se teste de placas de
micro titulacdo. Foi verificada a inibicao do crescimento de Listeria monocytogenes por até
30 horas de incubacao e o autor concluiu que as cepas isoladas de kefir sdo produtoras
de substancias inibitorias de Listeria monocytogenes.

Morais (2015) avaliou o efeito de isolados de grédos de kefir para inibir Listeria
monocytogenes em produto carneo, e em seu experimento é afirmado que Leuconostoc
mesenteroides isolado do grdo, tem potencial promissor por apresentar efeito
antagonistico frente a cepas do patégeno em questao, devido ser capaz de produzir

substancias similares a bacteriocinas.

3.1.5. Acao antagoénica frente a Bacillus cereus

Amostras de kefir foram capazes de inibir o desenvolvimento de patdégenos como
Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Escherichia coli (ATCC 11229), Salmonella
Typhimurium (ATCC 6539), Listeria monocytogenes (ATCC 15313) e Bacillus cereus
(RIBO 1222-173-S4) que variaram em média de 48,08 % a 76,69 % entre os
microrgranismos patogénicos (SANTOS, 2008).

Estudo avaliou a atividade antimicrobiana de gréos de kefir de origem italiana frente
a cepas de Bacilus cereus e Clostridium perfringes inoculadas (10° UFC / g), mantidas a 4
° C por 30 dias. Nas condicoes desse experimento, foram necessarios um minimo de 12
dias para a reducao total da carga microbiana, sendo o Clostridium perfringes o mais
sensivel. O pH dos leites fermentados permaneceu entre 3,6 e 4,1, mostrando que as
bactérias patogénicas podem sobreviver por um tempo significativo a um pH baixo e a
temperaturas refrigeradas (ANSELMO et al., 2010).

Santos et al. (2013) testaram a capacidade antagbnica do kefir a partir de trés
preparacoes artesanais de grdaos e encontraram efeito antagbdnico frente a Bacillus
cereus. Além disso, foi relatado no experimento que o pH nao foi responsavel pela

171



Contribuicdes para a Area de Alimentos: Experiéncias do Mestrado Profissional em
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Campus Rio Pomba

inibicao, e € sugerido pelos autores que outras substancias presentes no leite fermentado,
como peroxido de hidrogénio e bacteriocinas, possam estar associadas a capacidade

antagénica.

4. CONSIDERAGCOES FINAIS

O kefir é considerado um alimento potencialmente probidtico, que acarreta diversos
beneficios ao consumidor e possui sabor atrativo. Além disso, apresenta efeito antagénico
frente a diferentes microrganismos patogénicos devido as substancias produzidas pelas
bactérias laticas, devidos aos lactobacilos presentes nos graos.

Novos estudos devem ser realizados a fim de comprovar quais substancias
possuem efeito de inibicao frente aos patégenos e deterioradores avaliados. Além disso, é
importante verificar quais isolados podem ser utilizados em outros alimentos atuando
como antimicrobiano. Diante dos estudos relatados verifica-se que o kefir apresenta
potencial de uso na elaboracdo de novos produtos, agregando ao mercado um alimento

potencialmente saudavel.
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CAPITULO 9 - POTENCIAL PROTEOLITICO DE BACTERIAS
PSICROTROFICAS ISOLADAS DE LEITE CRU REFRIGERADO E SEU
EFEITO DETERIORANTE NAS CASEINAS

Patricia Rodrigues Condé

Scarlet Ohana Da Silva Gandra
Claudia Lucia de Oliveira Pinto
Larissa Mattos Trevizano

Aurélia Dornelas de Oliveira Martins
Maurilio Lopes Martins

1. INTRODUGAO

O leite, alimento de alto valor nutricional, possui grande relevancia na alimentagao
humana, sendo rico em lactose, proteina, gordura e em outros constituintes essenciais,
como vitaminas e minerais. Sua composicdo pode variar em funcado de varios fatores,
incluindo a raca e espécie do animal, fase de lactacao, época do ano, fatores zootécnicos,
dentre outros (RODRIGUES et al., 2013).

A melhoria das condicbes de producdo, obtencdo, estocagem, transporte e
acondicionamento nas industrias sdo etapas fundamentais para garantir a qualidade do
leite e de seus derivados. A estocagem do leite cru refrigerado na fonte de producao
iniciou-se no Brasil na década de 1990, sendo regulamentada pelo Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) por meio da Instrugdo Normativa n.? 51
(BRASIL, 2002), retificada, posteriormente, pela Instrucdo Normativa n.? 62 (BRASIL,
2011) e pelas Instrugdes Normativas n.? 76 (BRASIL, 2018a) e n.? 77 (BRASIL, 2018b).

A pratica da refrigeracdo do leite cru na fonte de producdo reduz as perdas
econOmicas e de rendimento, causadas pela atividade acidificante de bactérias mesdfilas,
mas permite a selecdo de bactérias psicrotréficas, que sdo aquelas capazes de se
multiplicarem a 7 °C ou menos, independente de sua temperatura étima de crescimento e
sdo relacionadas a problemas tecnolégicos e econbmicos na industria de laticinios
(PINTO, 2004; BARBOSA et al., 2009; BRANDAO et al., 2010; PINTO et al., 2016).

Muitas espécies de bactérias psicrotréficas que compdem a microbiota do leite cru
multiplicam-se em temperaturas baixas, impostas pelo armazenamento, e produzem
enzimas extracelulares termorresistentes, como proteases e lipases, que deterioram o
leite sob refrigeracdo, bem como apds o processamento devido a atividade enzimatica
residual (PINTO, 2004; TOPCU; NUMANOGLU; SALDAMLI, 2006; MARCHAND et al.,
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2008; MARTINS et al., 2015). A ocorréncia dessas bactérias em leite cru é estudada em
muitos paises, considerando a dificuldade de controlar a sua multiplicagdo durante o
armazenamento do leite sob refrigeracdo (JAY, 2005; MARTINS et al., 2005; PINTO;
MARTINS; VANETT, 2006; MENEZES et al., 2014; CONDE et al., 2020).

Portanto, o desenvolvimento de métodos que possam contribuir para a prevencao
de perdas de rendimento dos produtos lacteos e a destinacao adequada do leite cru ao
processamento mais apropriado é relevante (COSTA, 2014). Assim, conhecer a atividade
proteolitica e comparar o potencial de hidrdlise de bactérias psicrotréficas contaminantes,
isoladas de leite cru refrigerado granelizado, nas caseinas do leite pela técnica de

eletroforese em gel de poliacrilamida é relevante.

2. GRANELIZACAO DO LEITE CRU NO BRASIL

Os primeiros relatos sobre a organizacao da producéao leiteira no Brasil ocorreram
em 29 de marcgo de 1952 com o Decreto 30.691, que aprovou o Regulamento de Inspecao
Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal (RIISPOA), aplicado nos
estabelecimentos que realizavam comércio interestadual ou internacional, tornando
obrigatéria a pasteurizagdo, bem como a inspecédo e o carimbo do Servico de Inspecao
Federal (SIF) nos rétulos dos produtos lacteos (VILELA, 2017).

Esse decreto delimitou a busca pela melhoria da qualidade da producgéo de leite e
permaneceu em vigor até o fim da década de 1990, quando a Portaria n.? 56 do Ministério
da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA), que regulamentava a qualidade do leite
e dava outras orientacoes, criou o Programa Nacional de Melhoria da Qualidade do Leite -
PNQL. O programa foi alicercado em trés pilares. Dentre eles, os parametros regulatérios
da qualidade do leite nacional, base da Instrucdo Normativa n.? 51, vigente de 2002 até
2011 (BRASIL, 2002) e substituida pela Instrugdo Normativa n.® 62 (BRASIL, 2011),
quando os leites tipos B e C passaram a ser identificados apenas como leite cru
refrigerado. Assim, os padrdes nacionais de qualidade eram alinhados aos internacionais.
Posteriormente, essa legislacao foi atualizada pela Instru¢do Normativa n.® 76, que traz o
regulamento técnico do leite cru refrigerado (BRASIL, 2018a) e pela Instrugdo Normativa
n.. 77, que regulamenta a inspecao sanitaria da obtencao, acondicionamento e transporte
do leite cru até a recepcao em estabelecimento registrado no servico de inspecéao federal

(BRASIL, 2018b).
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A coleta de leite cru refrigerado a granel consiste em recolher o produto em
veiculos, com tanques isotérmicos construidos com aco inoxidavel, diretamente do tanque
de resfriamento por expansao direta. Uma caracteristica importante da coleta a granel é a
necessidade de que o tempo transcorrido entre a ordenha inicial e seu recebimento na
usina de beneficiamento seja de no maximo 48 horas, demandando um planejamento
para a coleta, que respeite essa restricdo, de forma que o tempo total entre o
armazenamento na propriedade e no veiculo de transporte nao ultrapasse dois dias
(MALACARNE, 2017).

Conforme Miguel, Teodoro e Ahashiro (2007), o resfriamento adequado do leite cru
na propriedade rural pode proporcionar beneficios importantes como: manutencdo da
qualidade da matéria-prima, redugao da deterioragdo do leite por bactéria mesofilicas e
aumento da eficiéncia produtiva do produtor e da industria. Reche et al. (2015)
demonstraram que o0 uso correto dos tanques resfriadores possibilita a manutencao da
qualidade microbiolégica do leite em relacdo a contagem bacteriana total. O tempo de
resfriamento na propriedade também se apresentou como um fator coadjuvante na
qualidade do leite cru, ressaltando a importancia do tempo adequado de refrigeracao
estabelecido pela legislagédo vigente.

O resfriamento é um fator importante na contencao do crescimento bacteriano,
porém se um controle efetivo da contaminacdo inicial ndo for realizado, mesmo nas
temperaturas de refrigeracdo propostas pela legislacdo vigente para a conservacado do
leite, pode ocorrer perda de qualidade da matéria-prima associada a multiplicacdo da
microbiota psicrotréfica (MALACARNE, 2017). Portanto, o uso apenas da refrigeracdo néao
garante a qualidade do produto. E fundamental que o leite cru seja obtido em condicdes
higiénico-sanitarias adequadas para conter a contaminacao inicial e manter as contagens
bacterianas em niveis baixos (PINTO et al., 2014; CONDE, 2018).

3. BACTERIAS PSICROTROFICAS CONTAMINANTES COMUMENTE
ISOLADAS DE LEITE CRU

Bactérias psicrotréficas ao multiplicarem-se no leite armazenado sob refrigeracao
ocasionam a sua deterioracdo com consequentes perdas de qualidade e de rendimento
dos derivados lacteos (ARCURI et al., 2008; ANGELO et al., 2014; PINTO et al., 2014).
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Embora a granelizacao tenha possibilitado a redugcéo de perdas por acidificacao do
leite cru recebido pela industria associada a minimizacdo da multiplicacdo de bactérias
mesofilicas acidificantes, deve-se considerar a possibilidade de multiplicacdo da
microbiota psicrotréfica produtora de enzimas extracelulares deterioradoras e
termorresistentes mesmo a temperaturas baixas, como 2 °C (ANGELO et al., 2014;
PINTO et al., 2014; CONDE et al., 2020).

Dentre as bactérias psicrotréficas contaminantes, comumente isoladas de leite cru
de baixa qualidade microbiol6gica, incluem-se bastonetes, cocos e vibrides, esporuladas
ou nao, Gram-negativos ou positivos, aerdbios ou anaerdbios (SGRHAUG; STEPANIAK,
1997). A microbiota psicrotréfica Gram-negativa € predominante, e composta
principalmente, por espécies dos géneros Achromobacter, Aeromonas, Serratia,
Alcaligenes, Burkholderia, Chromobacterium, Flavobacterium e Pseudomonas. A
microbiota Gram-positiva € composta, principalmente, por espécies dos géneros Bacillus,
Clostridium, Corynebacterium, Streptococcus, Lactococcus, Leuconostoc, Lactobacillus e
Microbacterium spp. (PINTO; MARTINS; VANETTI, 2006; PEREIRA, 2016; CONDE,
2018).

Bactérias psicrotréficas isoladas do leite, como Pseudomonas, sao encontradas
com maior frequéncia por apresentarem baixo tempo de geracdo nas temperaturas de
refrigeracao adotadas na cadeia produtiva do leite (PINTO; MARTINS; VANETTI, 2006;
ARCURI et al., 2008; MOREIRA, 2010). Essas bactérias possuem mecanismos de
adaptacao ao frio, sendo esta dependente das modificacdes que ocorrem nos lipideos e
nas proteinas. Segundo Russel (1990), as alteracbes nos lipideos sdo importantes no
mecanismo de regulacao da fluidez e permeabilidade da membrana celular. De acordo
com o autor, alteragdes nas proteinas sao de natureza genotipica e sao relacionadas as
propriedades das enzimas e ao sistema de traducao.

Em diversos estudos encontram-se relatos da predominancia de Pseudomonas
fluorescens em leite cru de baixa qualidade em relacao as demais espécies do género,
que esta especialmente, associada a intensa protedlise e lipdlise do leite, tornando-se,
muitas vezes, a microbiota dominante durante o armazenamento do leite cru refrigerado
(MU; DU; BAI, 2009).

Adams, Barach e Speck (1976) constataram que, entre 70% a 90% dentre as

bactérias psicrotréficas isoladas do leite por uma semana, eram Pseudomonas. Eneroth et
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al. (1998) observaram maior frequéncia de isolamento de espécies de Pseudomonas
(72% a 77%) em amostras de leite cru, de leite pasteurizado e de amostras ambientais de
industrias de laticinios. A predominancia desse género pode ser explicada pelo fato de
Pseudomonas sp. apresentar um tempo de geracao curto, entre 0 °C e 7 °C (SURHAUG;
STEPANIAK, 1997).

Outro fator comprovado por pesquisadores € a capacidade de formacdo de
biofilmes por espécies de Pseudomonas, associada a sintese de exopolissacarideos. A
presenca de fimbrias e de flagelos nessas espécies também propicia a adesédo e a
formacao de biofilme em superficies de ago inoxidavel o que dificulta o processo de
higienizagao e propicia a resisténcia a agentes sanificantes (SJRHAUG; STEPANIAK,
1997; PINTO; MARTINS; VANETTI, 2006).

Como j4 citado, as bactérias psicrotroficas contaminantes do leite, em sua maioria,
produzem enzimas proteoliticas, lipoliticas e lecitinases termorresistentes que estédo
associadas a ocorréncia de problemas tecnoldgicos (PINTO; MARTINS; VANETT, 2006;
CEMPIRKOVA; MIKULOVA, 2009; BRANDAO et al., 2010; PEREIRA, 2016; PINTO et al.,
2019).

As proteinas do leite incluem duas fracGes principais: caseinas, que sdo uma
mistura das fosfoproteinas a, B, e k que se apresentam, principalmente, no estado de
particulas coloidais (micelas) e proteinas do soro, que estdo em solucdo. As proteases
possuem atividade hidrolitica em varias fracbes da caseina, sendo essa proteina
facilmente hidrolisada, devido a sua estrutura ndo helicoidal. Ressalta-se que a atividade
proteolitica no leite associada a acao de espécies bacterianas nao é correlacionada com a
contagem de bactérias psicrotroficas e sim com o potencial proteolitico da espécie
bacteriana (PINTO; MARTINS; VANETT, 2006; CEMPIRKOVA; MIKULOVA, 2009;
COSTA, 2014; BATISTA, 2015).

4. POTENCIAL DETERIORANTE DA MICROBIOTA PSI,CROTRC')FICA
CONTAMINANTE EM LEITE CRU E PROBLEMAS TECNOLOGICOS PARA
A INDUSTRIA DE LATICINIOS

Os microrganismos deterioradores apresentam grande potencial de causar
problemas tecnoldgicos no processamento de leite e seus derivados como: instabilidade
do leite ao calor, geleificacao do leite UHT, alteracbes nas caracteristicas sensoriais dos
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derivados lacteos, viscosidade alterada em leites fermentados, perda de rendimento na
producao de queijos, dentre outros (BARBOSA et al., 2009; PINTO et al., 2013).

As enzimas proteoliticas existentes no leite e seus derivados podem ser de origem
enddgena ou microbiana. As proteases produzidas por microrganismos, principalmente,
por psicrotréficos, causam a protedlise das caseinas com consequente modificacdo das
caracteristicas fisico-quimicas do leite durante a sua vida de prateleira. As enzimas
proteoliticas de natureza bacteriana agem, em sua maioria, sobre a k-caseina, resultando
na desestabilizacdo das micelas e na coagulacdo do leite, de forma analoga a da
quimosina (RECIO et al., 2000; BATISTA, 2015).

Ha uma grande variabilidade na atividade proteolitica entre os microrganismos, em
especial, os psicrotréficos. Algumas estirpes apresentaram alta atividade proteolitica e
outras apresentaram atividade muito baixa, tornando-se claro que diferentes estirpes de
uma mesma espécie podem apresentar comportamentos variados, sendo que algumas
apresentam maior atividade proteolitica em uma determinada temperatura, enquanto que
outras parecem nao sofrer influéncia dessa variacdo de temperatura na producdo de
enzimas proteoliticas (NORNBERG; TONDO; BRANDELLI, 2009),

Nornberg et al. (2010) isolaram alguns microrganismos psicrotréficos fortemente
proteoliticos. As culturas foram inoculadas e incubadas em meio de cultura enriquecido
com leite. A medida dos halos de clarificacdo foi avaliada a partir da evolucdo da
protedlise no meio. Posteriormente, foi avaliada sua atividade proteolitica pelo método da
azocaseina como substrato e o resultado expresso como Unidade Enziméatica Proteolitica
(UEP). Os autores constataram que a maioria das amostras inoculadas com diferentes
estirpes apresentou atividade proteolitica inferior a 10 UEP/h, porém algumas
apresentaram valores superiores a 20 UEP/h, sendo estas pertencentes as espécies de
Burkholderia cepacia 1A4, Klebsiella oxytoca 8B3, B. cepacia 2A7, Aeromonas sp. 10B7 e
K. oxytoca 1AS5.

Segundo Zhang et al. (2015), a industria de laticinios pode se beneficiar ao
controlar a contaminagéo do leite com P. fluorescens. Esse monitoramento permite inferir
a existéncia de proteases ativas nos produtos lacteos e maximizar a eficiéncia do
processamento. O desenvolvimento de métodos envolvendo a avaliagdo da atividade
proteolitica, indicativa do potencial de hidrélise das proteases no leite, tem grande

importancia na obtencao de produtos de boa qualidade.
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Muitas bactérias psicrotréficas também produzem lipases extracelulares, sendo
estas, responsaveis pela deterioracao do leite e produtos lacteos (WALSTRA; WOUTERS;
GEURTS, 2006; TEBALDI et al., 2008). As lipases sao resistentes a pasteurizacao, assim
como a esterilizacdo comercial (COUSIN, 1982; SORHAUG; STEPANIAK, 1997). A
producdo dessas enzimas esta relacionada com a temperatura, fase de crescimento do
microrganismo, composicdo do meio e disponibilidade de oxigénio em que ele se
encontra. Sua atividade é dependente do pH do meio, concentragcdo de substrato e
temperatura (NUNEZ; NUNEZ, 1983). Em geral, sua sintese é maior em temperaturas
inferiores a temperatura étima de crescimento do microrganismo (PEREIRA, 2016).

As lipases hidrolisam os triglicerideos presentes no leite, causando a formacao de
acidos graxos livres, mono e digliceridios, resultando em altas concentracdes de acido
butirico e capréico livres, compostos estes que conferem ao produto sabor de ranco
(HANTSIS-ZACHAROV; HALPERN, 2007).

Pinto, Martins e Vanett (2006) e Arcuri et al. (2008) isolaram, quantificaram e
caracterizaram bactérias psicrotroficas contaminantes isoladas de leite cru refrigerado.
Foram observadas contagens microbianas que variaram nas amostras entre 10% e 10’
UFC/mL, com predominancia de bactérias psicrotréficas Gram-negativas e dentre estas,
P. fluorescens foi a espécie predominante com alto potencial de degradacao de proteinas
e lipideos do leite a temperaturas de armazenamento a 4 °C, 7 °C, 10 °C e 21 °C, sendo
observado alto percentual de estirpes com capacidade de deterioracdo da caseina. Os
autores demonstraram a alta capacidade deteriorante da maioria dos isolados bacterianos
considerando que apresentaram atividade lipolitica e/ou proteolitica em temperaturas de
refrigeracdo, o que indica o potencial de deterioracdo do leite e de produtos lacteos
derivados.

Espécies de Pseudomonas produzem proteases com clivagens de peptideos
inespecificas. Recio et al. (2000) analisaram a fracdo peptidica produzida a partir da
degradacao de proteinas do leite, mais especificamente da k-caseina, associada a acao
da quimosina ou a agao de proteases produzidas por P. fluorencens B52. A identificacao e
fracionamento das moléculas foram determinados por metodologia aplicada com
cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa (RP-HPLC), acoplada a
espectrometria de massa. Os autores constataram fracées peptidicas idénticas as

encontradas no leite UHT armazenado por longo periodo e deduziram que as proteases
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produzidas por microrganismos psicrotroficos também clivam a caseina na ligagédo 105-
106, embora apresentam menor especificidade quando comparado com a quimosina, o
que sugere que a presenca de caseinomacropeptideo (CMP) ndao é um indicador
exclusivo de fraude em leite com soro de queijo.

Por outro lado, uma importante lipase produzida por bactérias psicrotréficas é a
lecitinase, uma enzima que rompe a membrana do glébulo de gordura do leite e expde a
hidrélise os triglicerideos, resultando no rango hidrolitico do leite (SYRHAUG;
STEPANIAK, 1997; SANTOS; BERGMANN, 2003).

Kumaresan, Annalvilli e Sivakumar (2007) avaliaram a deteriora¢do do leite cru por
bactérias psicrotréficas em temperaturas de armazenamento de 2 °C, 4 °C e 7 °C, além
das atividades lipolitica e proteolitica desses microrganismos ao longo de 14 dias, com o
objetivo de detectar a temperatura adequada para seu armazenamento. A 2 °C, houve
menor crescimento bacteriano e, consequentemente, menor atividade lipolitica e
proteolitica de psicrotroficos. Além disso, observou-se melhor qualidade sensorial do leite
comparado as outras temperaturas, visto que, 50% dos provadores foram capazes de
identificar o sabor de ranco causado pela lipdlise quando as concentracées de acidos
graxos livres estavam entre 0,18 e 0,20 mEg/kg. Quando as concentracées de acidos
graxos estavam na faixa de 0,25 mEqg/kg, todos os entrevistados detectaram a rancidez.
No estudo, o limiar sensorial de 0,25 mEqg/kg nao foi atingido até 14 dias, quando o leite
foi armazenado a temperatura de 2 °C. Assim, os autores concluiram que o leite cru
conservado a 2 °C, antes do processamento, mantém suas qualidades nutricional e

sensorial, dando origem a produtos com maior valor agregado.

5. DETECCAO DE PROTEOLISE DO LEITE

As proteinas do leite representam, aproximadamente, 3% dos sélidos do leite
bovino. A caseina € a principal proteina desse alimento e constitui cerca de 80% das
proteinas lacteas totais. Embora seja extremamente termorresistente, é uma fosfoproteina
sensivel a acidez, com ponto isoelétrico no valor de pH igual 4,6, precipitando-se em
grandes micelas. A caseina é uma molécula complexa e, exclusivamente lactea
(ARAUJO, 2016).

A micela de caseina, por possuir uma caracteristica anfotera, pode combinar-se

com bases e com acidos resultando na formacao de caseinatos e de sais. Quase toda a
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caseina apresenta-se na forma de micelas e, inclui quatro tipos de cadeias polipeptidicas:
asq, asz, B e k (ROMAN; SGARBIERI, 2005; ARAUJO, 2016). Além disso, alguns
derivados da caseina sao formados por protedlise.

Do ponto de vista econémico, as caseinas sdo muito relevantes pelo seu alto valor
nutricional e pelas suas caracteristicas fisico-quimicas que influenciam, diretamente, na
fabricacao de diversos derivados lacteos (REIS et al., 2012).

Uma das alternativas para a deteccao do potencial deteriorador das proteases é a
determinacdo da atividade enzimatica de proteases presentes no leite sobre substratos
especificos que, quando hidrolisados, liberam produtos coloridos, os quais podem ser
quantificados por densidade o6tica (MACHADO, 2006). A azocaseina € um derivado da
caseina que quando hidrolisada por acdo de peptidases libera componentes coloridos
solluveis na presenca de acido tricloroacético (GONCALVES, 2013). Assim, essa molécula
tem sido usada para determinacdo de atividade proteolitica ocasionada por bactérias
deterioradoras do leite (PINTO, 2004).

A hidrélise da caseina e de outras proteinas também pode ser verificada por meio
da técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida (MACHADO, 2006; PINTO et al.,
2014; CONDE, 2018; CONDE et al., 2020). A eletroforese é uma técnica que permite a
separacao de diferentes proteinas em um suporte que, normalmente, pode ser acetato de
celulose, gel de agarose ou em gel de poliacrilamida. Para Sgarbieri (1996), a eletroforese
em gel de poliacrilamida (PAGE) pode ser conduzida com a proteina em sua forma nativa
(eletroforese nao desnaturante) ou com a proteina desnaturada pela acao de Dodecil
Sulfato de Sédio (SDS), tal técnica é também conhecida como SDS-PAGE.

Assim, a composicdo proteica do leite pode ser determinada por diferentes
técnicas, dentre elas a eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato
(SDS-PAGE), a qual € uma técnica bioquimica versatil, relativamente simples e de grande
poder informativo. Essa técnica consiste na migracdo de moléculas ionizadas na mesma
direcao, possibilitando, assim, a separacao em varias fracoes (BRAMMER, 2001).

A eletroforese em gel de poliacrilamida atua por dois principios: exclusao molecular,
em funcdo da porosidade caracteristica do gel e migracdo no campo elétrico devido a
diferenca na densidade de cargas de cada proteina. Em meio alcalino, grande parte das
proteinas apresentam cargas negativas e, quando aplicado um campo elétrico, ocorre a

migracdo das mesmas para o polo positivo em diferentes velocidades, dependendo
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também de suas propriedades fisicas, densidade de cargas e tamanho molecular, de
modo que se torna possivel a separacdo da amostra em diferentes fracées proteicas
(SGARBIERI, 1996).

Segundo Silva-Junior (2001), o estudo sobre a eletroforese em gel é uma das
principais ferramentas para a separacao e caracterizacdo de macromoléculas, com base
no fato de que as moléculas como as proteinas possuem carga e, portanto, sdo capazes
de mover-se quando submetidas a um campo elétrico. O autor complementa ainda, que a
velocidade de deslocamento da molécula torna-se proporcional ao campo elétrico e a
carga liquida da molécula, e torna-se inversamente proporcional ao seu raio, a distancia
entre os dois eletrodos e a viscosidade do meio.

A determinacdo das fracdes proteicas por eletroforese pode ser realizada com leite
integral ou desnatado (KAMMOUN; BEJAR; ELLOUZ, 2006). A técnica pode ser usada
para purificar as proteinas, ou seja, extrai-las a partir de uma mistura complexa, sendo
fundamental conhecer a quantidade da proteina pesquisada em relacdo as outras
proteinas e dispor de um método que permita dosar todas as proteinas do meio.

Estudos relacionam essa metodologia a analise das caseinas em amostras de leite
ou de caseina precipitada em pH 4,6. Pinto et al. (2014) avaliaram a taxa de crescimento
e a atividade proteolitica de estirpes de P. fluorescens isoladas a partir de leite cru, apos
incubacao a 2, 4, 7 e 10 °C. Os autores constataram, por meio da técnica de eletroforese
em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), o alto potencial das estirpes em degradar a
caseina durante o armazenamento do leite a baixas temperaturas, recomendadas na
legislagcdo para conservagado do leite cru. A hidrdlise da caseina resultou na perda da
estabilidade térmica do leite e na formacao de fragmentos de baixa e média massa molar.
Mesmo a baixas temperaturas, como 2 °C houve hidrélise proteica e, em consequéncia,
perda da qualidade do leite cru. Os autores ressaltaram a importancia da implementacao
de medidas preventivas de contaminacao na cadeia do leite.

Condé et al. (2020) constataram que isolados bacterianos proteoliticos
apresentaram perfis diferentes de hidrélise das caseinas do leite, resultado indicativo da
diferenca de potencial de deterioragdo da caseina.

As amostras inoculadas com P. fluorencens, por 2 e 4 dias (Figura 1A e B, canaleta
6) apresentaram evidente hidrélise das fragdes proteicas (GANDRA, 2018). Apds 4 dias

de incubacédo a 7 °C, constatou-se hidrélise mais intensa das fracdes de caseina por P,
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fluorencens, Stenotrophomonas maltophilia, Pseudomonas luteola e B. cepacia (Figura
2B, canaletas 6, 8, 9 e 12, respectivamente). Acinetobacter junii e Aeromonas
hidrophyla/caviae causaram uma menor hidrolise das fragcdes de caseinas (Figura 1B,
canaletas 10 e 11, respectivamente).

Por meio dos géis (Figura 1) péde-se demostrar um alto arraste de proteinas, o que
ocorre em fungao da hidrélise das caseinas do leite com liberacao de peptideos de menor
massa molecular. Pinto et al. (2014) também observaram o alto potencial de bactérias
psicrotréficas, como P. fluorescens, em hidrolisar, as caseinas, em especial a k-caseina a
4,7e10°C.

1 2 3= e 78§ 9 40111213 1 234 5 6718 81011 12 %3
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Figura 1. SDS-PAGE (15%) das caseinas provenientes de amostras do leite controle e de amostras de leite
inoculadas, intencionalmente, e incubadas 7,0 °C, por 2 dias (A) e por 4 dias (B) e coradas com Coomassie
R brilhant blue. Canaletas: 1- Padrao de a-caseina, 2- Padrdo de B-caseina, 3- Padrdo de k-caseina, 4-
Controle tempo zero, 5- Controle tempo 2 dias (A), Controle tempo 4 dias (B), 6- P. fluorencens, 7- A.
baumannii, 8- S. maltophilia, 9- P. luteola, 10- A. junii/johnsonii, 11- A. hidrophyla/caviae 12- B. cepacia, 13-
Marcador de Peso Molecular (kDa).

Fonte: Gandra (2018).

6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O potencial de degradagcao das proteinas de leite por bactérias psicrotroficas é
variavel com o género e a espécie, sendo que o grau de hidrélise ou deterioracéo
aumenta com o tempo de armazenamento. P. fluorescens destaca-se em relagéo ao seu
potencial proteolitico associado a caracteristicas intrinsecas da espécie.

Portanto, o controle da microbiota contaminante do leite cru durante as diferentes
etapas de obtencao do leite a fim de minimizar contamina¢des microbianas em especial o
acesso de bactérias psicrotréficas Gram-negativas, incluindo espécies de Pseudomonas
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ao leite, se faz muito importante. Outros fatores a serem considerados incluem o tempo e
temperatura de armazenamento em tanques de expansdo. Essas medidas séao
imprescindiveis para minimizar a deterioracdo de componentes do leite como proteinas,
lipideos e lactose pelo acumulo de enzimas deterioradoras termorresistentes, a exemplo
das proteases produzidas microbiota psicrotréfica, que atuam de forma inespecifica sobre
as caseinas do leite e acarretam uma série de problemas tecnolégicos e
consequentemente, econémicos na industria de laticinios.

O perfil de hidrolise das caseinas é varidvel com a espécie bacteriana e com o seu
potencial proteolitico. A demonstracao do perfil de hidrélise proteica, pelo método de
eletroforese, permite visualizar e demonstrar o efeito deletério de bactérias psicrotroficas
nas caseinas, o que implica na perda de estabilidade térmica, de qualidade e de
rendimento de produtos lacteos. Dessa forma, a prevencdo de contaminacées
microbianas no leite € um fator imprescindivel para garantir condicbes adequadas de
processamento, aumento da vida Gtil dos produtos lacteos e obtencao de produtos de
acordo com os padrdes de identidade e qualidade.
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CAPITULO 10 - IMPORTANCIA DO FERMENTO ENDOGENO E DAS
CONDICOES DE MATURACAO PARA O QUEIJO MINAS ARTESANAL DO
SERRO

Rosana Campos do Vale

Samya Petrina Pessoa Oliveira

Cristina Henriques Nogueira

Wellingta Cristina Almeida do Nascimento Benevenuto
Maurilio Lopes Martins

José Manoel Martins

1. INTRODUGAO

O queijo Minas artesanal (QMA) do Serro é um produto de extrema importancia
nao sé para o estado de Minas Gerais, mas também para o Brasil, tanto pela geracao de
renda e ocupacdo, quanto por sua conotacao sociocultural, sendo produzido quase que
exclusivamente pela agricultura familiar (BRANT; FONSECA; SILVA, 2007). Esses queijos
sao considerados patriménio imaterial do estado de Minas Gerais e possuem certificado
de indicagédo geografica (FIGUEIREDO, 2014), o que dao a eles uma boa notoriedade a
nivel nacional.

No processo de producdao do QMA do Serro sao utilizados leite cru e fermento
latico natural, popularmente designado por “pingo”. Nos ultimos anos, alguns produtores
de queijo artesanal da regido, tem utilizado como fermento latico o préprio queijo
artesanal, com 3 a 5 dias de fabricacdo, que é ralado e adicionado ao leite, sendo
denominado pelos produtores como “rala” (FIGUEIREDO, 2014).

Nao existe ainda uma regulamentacdo para a utilizagdo da “rala” na producao de
queijos artesanais. Faltam estudos cientificos que indiquem quais os efeitos desse tipo de
fermento nas caracteristicas fisico-quimicas e microbiolégicas dos queijos artesanais,
uma vez que alguns produtores e consumidores afirmam, empiricamente, que ha
diferenca entre os tipos de fermento (“pingo” e “rala”).

Além do tipo de fermento, outro fator que pode afetar as caracteristicas dos queijos
€ a condicdo de maturacdo a que sao submetidos. Esta, por sua vez, é influenciada por
dois elementos fundamentais: temperatura e umidade relativa do ar (URA), que podem
interferir tanto no crescimento microbiano, quanto na composi¢ao do queijo (LOURENCO
NETO, 2013).
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Em Minas Gerais, foram criados dois Centros de Qualidade do QMA, nas cidades
de Medeiros (regiao da Serra da Canastra) e Rio Paranaiba (regidao do Cerrado), visando
maior padronizacdo do processo de maturacdo e fortalecimento das Associacdes de
Produtores para a venda coletiva dos queijos (EMATER/MG, 2013).

Estes centros permitem, por meio de um acordo entre o Ministério da Agricultura e
0 servico de inspecao sanitaria de Minas Gerais, que 0s queijos sejam comercializados
para as demais unidades da Federacao, num processo equivalente ao Sistema Brasileiro
de Inspecao (SISBI). A Portaria n® 1.305, de 30 de abril de 2013, permite que o produto
saia dos Centros de Qualidade diretamente para a mesa do consumidor brasileiro (MINAS
GERAIS, 2013).

O QMA, embora em sua maior parte seja consumido fresco, tradicionalmente foi
reconhecido pela seguranca e sabor diferenciado promovido pelo tempo de maturacéo
(MARTINS et al., 2015). Para os queijos do Serro, este tempo estabelecido pela Portaria
n® 1.305 (MINAS GERAIS, 2013) é de 17 dias, para queijarias integrantes do Sistema
Brasileiro de Inspecao de Produtos de Origem Animal (SISBI/POA), baseado em Martins
(2006), que estudou queijos artesanais desta regido num periodo em que nenhuma
queijaria ainda havia se cadastrado junto ao Instituto Mineiro de Agropecuaria (IMA).
Atualmente, mais de 100 produtores do Serro ja possuem o cadastro do IMA para a
producao de QMA, o que pode, em razdo das exigéncias da inspecao, contribuir para a
reducdo do seu tempo de maturacao.

Ainda ndo se sabe qual a influéncia da maturacdo dos QMA em condi¢des
controladas (temperatura e URA) e nem o tempo de maturacdo que podem levar para que
0s mesmos sejam colocados no mercado atendendo a legislacdo (MINAS GERAIS,
2013), além da influéncia dos tipos de fermentos na qualidade dos produtos.

Desta forma, verifica-se a necessidade de estudos cientificos que permitam avaliar
os efeitos da maturacdo nas caracteristicas e na qualidade de queijos artesanais, em

condicdes de temperatura e URA controladas.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Queijo Minas artesanal (QMA)

No Brasil existe uma producéo significativa de queijos artesanais fabricados a partir

de leite cru, cujos processos produtivos tradicionalmente tém sido passados de geracao
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em geracao. Representam uma forma de subsisténcia de inimeras familias no meio rural,
além da bagagem cultural das regides produtoras (COSTA JUNIOR et al., 2014).

O QMA sobreviveu as pressoes da modernizacado dos processos de producao, nao
s6 pelo apego as tradigdes, mas também pelo isolamento das propriedades produtoras,
espalhadas pelo Estado, o que contribuiu para a preservacdo de produtos com
caracteristicas préprias e de grande valor cultural e econémico (EMATER/MG, 2013).

A pratica queijeira artesanal em Minas Gerais retrata valores e sentimentos vividos,
tornando-se uma das mais significativas e importantes manifestacées, do ponto de vista
econOmico e cultural, fortemente enraizadas no universo do dia a dia dos agricultores que
caracterizam os territorios queijeiros (MENEZES, 2011a).

Estudos historicos, agrogeolégicos e de condicdes de solo e clima foram realizados
para identificar e definir as regides tradicionalmente produtoras do QMA, feitos a partir de
leite cru (BRASIL, 2011). Atualmente, existem sete microrregides reconhecidas e
oficializadas como produtoras do QMA: Serro, Serra da Canastra, Cerrado (antigo Alto
Paranaiba), Araxa, Campo das Vertentes, Triangulo Mineiro e Serra do Salitre. As regides
de Alagoa (queijo tipo Parmesao), Vale do Jequitinhonha (queijo Cabacinha) e Vale do
Suacui (queijo tipo Parmesao) também sdo importantes na producdo de queijos
artesanais em Minas (Figura 1). As sete primeiras regides, produtoras do QMA, possuem
juntas mais de 9 mil produtores, com uma producdo estimada de 50 mil toneladas de
queijo por ano (EMATER/MG, 2017).

A producdo artesanal, apesar da precariedade que muitas vezes apresenta,
propicia vantagens competitivas e € capaz de originar processos dinamicos, como a
capacidade de gerar postos de trabalho e proporcionar renda aos agricultores e, por
consequéncia, reduzir em determinados territérios, as taxas de emigracao rural. A
discussao que envolve a producédo de queijos artesanais no Brasil esta intrinsecamente
relacionada a preservacao de um alimento como identidade, a sua contribuicdo na
reproducao social do agricultor familiar e a contradi¢cao a respeito da informalidade e dos
entraves, ou seja, a problematica higiénico-sanitaria no processo de producdo e da
legalizagdo (MENEZES, 2011a).

Embora, desde 2008, o modo de fazer seja protegido pelo Instituto do Patrimdnio
Histérico e Artistico Nacional (IPHAN) como patrimdnio imaterial, 0 QMA ainda nao possui

uma legislacdo adequada as suas caracteristicas, estando subordinado a exigéncias e
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padrées da industria. Assim, as dificuldades crescentes a producado e comercializacao
fazem com que estes pequenos produtores continuem na ilegalidade, com a
comercializacao destes queijos tradicionalmente brasileiros no mercado informal (DORES;
FERREIRA, 2012).
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Figura 1 — Mapa das regides produtoras de queijos artesanais do estado de Minas Gerais.
Fonte: EMATER/MG (2015).

A comercializacdo do QMA, realizada informalmente, ndo inspecionada, dificultava
o seu controle de qualidade. A tradicdo secular do queijo produzido com leite cru se
confrontava com a exigéncia da pasteurizagdo. Os produtores argumentavam que a
inexisténcia dos chamados fermentos naturais modificava o sabor do produto. Com isso,
as associacoes se uniram a favor da qualidade do produto e numa luta contra a legislacao

restritiva (MENEZES, 2011a).
197



Contribuicdes para a Area de Alimentos: Experiéncias do Mestrado Profissional em
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Campus Rio Pomba

Dessa forma, todo o processo de luta pela defesa da tradicdo e conquista do
reconhecimento, pautaram-se nas relacées entre os produtores do QMA, politicos e
consumidores que se uniram na luta pelo seguimento da pratica artesanal e o
reconhecimento desse queijo como um Patrimbénio Cultural. Os representantes dos
queijeiros e o governo mineiro chegaram a um acordo, adotando padrdes sanitarios tanto
para a criacdo do rebanho, quanto para a higiene da producdo do queijo artesanal e
aprovaram uma Lei Estadual n® 14.185 em 31/01/2002, que possibilitou a continuidade da
producdo artesanal (MENEZES, 2011b).

Neste contexto, segundo Costa Junior et al. (2014), a forma de padronizacao da
producdo de queijos artesanais, assim como todas as caracteristicas de composicao,
ainda necessita de muita contribuicdo dos 6rgaos de pesquisa e inspecao sanitaria.
Também é necessario o0 apoio do governo para que a producao de varias regides possa
atingir os niveis de organizacdo de outras regides, como Serro e Canastra, que ja se
encontram mais estruturadas com associacdes e cooperativas de produtores, requisitando
até a denominacao de origem controlada (DOC), como acontece de forma crescente na
Europa com produtos da mesma natureza.

2.1.1. Queijo Minas artesanal do Serro

A regido do Serro é composta pelos municipios de Rio Vermelho, Serra Azul de
Minas, Santo Antonio do ltambé, Serro, Materlandia, Paulistas, Guanhaes, Virgindpolis,
Sabinépolis, Alvorada de Minas, Dom Joaquim, Conceicdo do Mato Dentro e Coluna
(EMATER/MG, 2015).

A cidade do Serro é caracterizada por ricas tradicbes e valores culturais e é
considerada historica participante do Circuito Estrada Real (NUNES; MELLO, 2013). Com
a populacao estimada em 20.940 habitantes (IBGE, 2020) é rodeado por serras € morros,
banhados por rios e cachoeiras e apresenta-se como destino para apreciadores do
turismo ecoldgico. E também uma referéncia importante do Caminho dos Diamantes que
atraiu os Bandeirantes paulistas e nordestinos no século XVIlII (SERRO, 2009). Essa
regiao reune condicdes geomorfoldgicas, edaficas e microclimaticas que propiciaram o
surgimento de pastagens naturais, onde predominam o capim gordura e capins tipicos de
campos de altitude (MENESES, 2006).
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Um dos produtos que mais traduzem a tradi¢cao e valor cultural do Serro é o QMA.
Tradicdo esta, nos modos de fazer do queijo, que foi introduzida pelos colonizadores
portugueses no passado (NUNES; MELLO, 2013).

Uma das caracteristicas do QMA do Serro é ser produzido com leite cru,
preservando histéria e sabor, registrado como 12 Patriménio Cultural Imaterial de Minas
Gerais (IEPHA, 2002).

Em 2008 foi reconhecido como Patriménio Cultural do Brasil, pelo modo artesanal
de fazer queijo de Minas. Esse bem imaterial constitui um conhecimento tradicional e um
traco marcante da identidade cultural da regido. A producéo artesanal do queijo de leite
cru representa uma alternativa bem-sucedida de conservacdo e aproveitamento da
producéao leiteira regional, em areas cuja geografia limita 0 escoamento dessa producao
(IPHAN, 2008).

No Serro desde 1985, ocorre o concurso de qualidade do QMA, com a finalidade
de aperfeicoamento e valorizacdo do produto, envolvendo a participacédo de queijeiros da
regiao e, hoje, devidamente cadastrados no Instituto Mineiro de Agropecuaria (IMA). O
tombamento da receita € considerado um fator para valorizacdo da qualidade do produto,
que inclui um plano de desenvolvimento regional para a inclusdo da comunidade, assim
como o registro de Indicacdo Geografica (NUNES; MELLO, 2013).

Segundo Meneses (2007), em Minas Gerais, os produtores de queijos artesanais
buscaram se associar, na tentativa de organizar, definir padrdes e melhorar a qualidade
microbioldgica do produto, através do gerenciamento da producao e da comercializacao,
bem como de praticas sanitarias controladas para o rebanho e producéo higiénicas. As
organizagbes de produtores passaram a utilizar os sistemas das cooperativas regionais
de produtores rurais, sobretudo no processo de padronizacdo e comercializagdo do
produto, considerando ainda a seguranga alimentar com o apoio de instituicdes publicas,
privadas e organiza¢des ndo governamentais.

Sendo assim, o cooperativismo pode ser traduzido como um modelo
socioecondmico que tem como pilares promover a melhoria econémica de seus parceiros
e o bem social, através de uma distribuicdo mais igualitaria dos rendimentos do negécio
(VIEIRA; MAGALHAES; FERREIRA, 2017).
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2.1.1.1. Processo de fabricacao do queijo Minas artesanal do Serro

O QMA deve ser elaborado na propriedade leiteira, a partir do leite cru, integral,
recém-ordenhado de vaca, obtido de um rebanho sadio e que atenda aos padrboes de
qualidade exigidos pela legislagdo estadual vigente. Sao utilizadas, em sua producao,
técnicas tradicionais, sendo proibida a utilizacdo de técnicas industriais, como
ultrafiltracdo do leite, prensagem mecanica, emprego de leite concentrado ou em pé e
proteinas laticas. O queijo deve ainda ser elaborado no interior de queijarias artesanais
localizados em propriedade rural, destinadas exclusivamente a producao deste (MINAS
GERAIS, 2012).

Além disso, as queijarias devem possuir areas para recepg¢ao e armazenagem do
leite, area de fabricacdo, de maturacao e de embalagem e expedicao e disporem de agua
para limpeza e higienizacdo de suas instalacées. Devem ainda estar localizadas, distante
de pocilgas e galinheiros, possuirem barreiras de impedimento, por meio de cerca, do
acesso de animais e de pessoas estranhas a producao e serem construidas em alvenaria,
segundo normas técnicas estabelecidas em regulamento especifico. Quando instalada
junto ao estabulo ou local de ordenha, as queijarias devem possuir instalacbes, como
torneiras higiénicas, separadas das usadas nos animais (MINAS GERAIS, 2012).

O fluxograma de fabricacdo do QMA do Serro pode ser visualizado na Figura 2, de
acordo com informacdes dos produtores da regido e adaptado de Martins (2006).

A producédo do QMA deve ser iniciada, no maximo, noventa minutos apds o comego
da ordenha e é desenvolvida com a observancia das seguintes fases: filtracao do leite,
adicdo de cultura lactica e coalho, coagulacdo, corte da coalhada, mexedura,
dessoragem, enformagem, prensagem manual, salga seca e maturacdao (MINAS GERAIS,
2012).
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Leite cru integral (filtrado)

Adicdo de "pingo” ou "rala”
|

Adicéo do coalho

Coagulacéo do leite (40 a 60 minutos)

Quebra da massa

Mexedura lenta

Dessoragem

Enformagem

Prensagem manual

Salga seca (2 etapas) | Coleta (pingo)
I |
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Coleta (rala) Transporte
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Refrigeracao Comercializacéo
l
Transporte

Comercializacéo

Figura 2 - Fluxograma do processo de fabricacao do queijo Minas artesanal do Serro.
Fonte: Adaptado de Martins (2006).

Ap6s o processo da coleta do leite cru (recém-obtido por ordenha mecénica ou
manual), este é filirado e encaminhado para o interior da sala de processamento da
queijaria, onde, entdo, sera acondicionado em tanques para o inicio da produgédo. O
coalho e fermento endégeno serdo adicionados ao leite e, apds sua coagulacédo, que
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acontece em cerca de 40 a 60 minutos, inicia-se, o corte da coalhada com o auxilio de
uma pa, régua ou lira rastica (MINAS GERAIS, 2012). De acordo com Pires (2003), a
proporcao adicionada de coalho, “pingo” e leite é importante para obtencdo de uma
coagulacdao adequada, em tempo certo, sem perda de elementos da massa e
consequente interferéncia no teor de lipidios. A mexedura da massa deve ser de forma
cuidadosa, por pouco tempo, seguida do processo de dessoragem. Esta massa é, entao,
colocada em formas plasticas de 13 a 15 cm de didmetro, sendo o0 processo de
espremedura e prensagem, manual. Este pode ser feito apenas com o uso das maos
(como na regidao do Serro) ou com a ajuda de um pano (como se faz na Serra da
Canastra, na Serra do Salitre e no Cerrado), para eliminacdo do soro residual e
modelacdo da forma final do queijo. Em seguida, a massa, ainda enformada, recebe a
primeira salga, de sal fino ou grosso, em uma das superficies. O queijo, ap6s cerca de 6 a
8 horas, € virado e a outra superficie recebe uma camada de sal. Durante esse periodo, o
“pingo” é coletado, para ser utilizado na producao posterior. Com 24 horas, o0 queijo é
retirado da forma, o excesso de sal é descartado, e o produto segue para as prateleiras,
em sala anexa, onde deve permanecer para o processo de maturacdo. O tempo de
maturacao ou cura varia de regido para regido, sendo necessarios 17 dias para o QMA do
Serro e 21 dias para o queijo da Canastra (IPHAN, 2008).

Durante o processo de maturagdo quando os queijos estdo firmes, estes sao
colocados numa banca propria para o acabamento ou também chamado de “ralagao”, o
que se faz com auxilio de ralos de tampas de latas com orificios feitos de pregos finos, de
caco de telha ou de sabugo de milho queimado. Com a ralacao obtém-se a rala, que é
usada em pratos tipicos da cozinha serrana como 6timo ingrediente de quitandas —
biscoitos, pao de queijo e outros (PIRES, 2003). Por sua vez, a “rala", usada como
fermento endbgeno, é obtida pela ralacao do queijo com 3 a 5 dias de fabricacédo, sendo
utilizada em substituicdo ao “pingo”.

2.1.2. Fermento endégeno usado na fabricacao do queijo Minas artesanal do Serro

A producado de queijos industriais diferencia-se da artesanal pelo fato de usarem
processos mecanizados de producao e pasteurizacao do leite. Ja a producgao artesanal
possui a obrigatoriedade da utilizagdo do "pingo” (IMA, 2011).

202



Contribuicdes para a Area de Alimentos: Experiéncias do Mestrado Profissional em
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Campus Rio Pomba

O “pingo” € o soro fermento salgado que da as caracteristicas especificas aos
queijos artesanais, € composto por um grupo de bactérias lacto fermentativas tipicas de
cada regiao. Ele é obtido com o soro que escorre dos queijos manufaturados durante a
tarde e a noite do primeiro dia de maturacao, sendo coletado da fabricagdo anterior para
uso na fabricagdo do dia seguinte. E um acervo bacteriano préprio do leite, condicionado
pelo clima, tipo de solo e pastagens de cada regido, responsavel pelo padrdao de
consisténcia, cor e sabor especifico dos queijos (IPHAN, 2008; IMA, 2011).

O soro fermento “pingo” também denominado de fermento enddégeno, composto
por diversos grupos microbianos, selecionados de maneira aleatéria e néo intencional.
Essa mistura de bactérias acido laticas e de fungos filamentosos e leveduras resulta em
um queijo com caracteristicas microbiolégicas, fisico-quimicas e aromaticas distintas. Um
dos principais objetivos do seu uso em queijos artesanais esta ligado a protecao do
produto final contra a presenca de microrganismos indesejaveis. Agem desta maneira
através da producao de acido ou de substdncias capazes de inibir a multiplicacdo de
patégenos ou deteriorantes (MARINO; MAIFRENI; RONDININI, 2003; ARAUJO, 2008).
Entretanto ainda ndo ha, na legislacdo vigente, padrdes de qualidade para o “pingo”
(OLIVEIRA, 2014).

Esses queijos tradicionais, por serem produzidos com a utilizacdo do “pingo”, que
varia de acordo com a caracteristica da regido, variam em suas caracteristicas. Além
disso, € comum nao se adequarem aos parametros legais. Para que esses queijos
tradicionais ndo percam seu espaco no mercado, € necessario que apresentem uma
qualidade uniforme, sem que, contudo, se descaracterizem em relagdo ao produto
tradicional (MACHADO; FERREIRA; FONSECA, 2004).

Em periodos mais frios, segundo Sobral et al. (2017), a temperatura do leite
durante o processo de coagulacdo é mais baixa, devido a troca de calor com o0 ambiente.
Sendo assim, muitos produtores utilizam uma dose maior de “pingo” nessas épocas, para
que ocorra aumento na acidez titulavel, permitindo melhores condi¢cdes de coagulagao e
dessoragem da massa, compensando a temperatura mais baixa. Esse aumento na dose
de “pingo” proporciona um aumento no numero de bactérias enddgenas, contribuindo,
assim, com a fermentagéo.

A producao do QMA sempre se fez em formas e bancas queijeiras confeccionadas

com madeiras nobres da regidao, ndo mais usadas ha muitos anos, sendo substituidas por
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formas plasticas, de higienizacdo mais facil. Produtores apoiados em pesquisas afirmam
que a banca de madeira propicia uma troca microbiana imprescindivel a maturagédo e
seguranca dos queijos artesanais de leite cru. Por imposicdo da legislacao sanitaria de
2002, as bancas de madeira tém sido substituidas por bancas de arddsia, granito ou aco
inox. Segundo os produtores da regido do Serro, essas inovacdes tém causado
alteragdes no “pingo” (IPHAN, 2008).

Além disso, os produtores relataram também que essas alteragdes tém contribuido
para a descaracterizacdo do produto e falhas no processo, principalmente na etapa de
dessoragem, resultando um produto com textura muito macia (BRUMANO, 2016).

Diante disso, alguns produtores de queijo artesanal da regido do Serro, utilizam
como fermento latico o préprio queijo artesanal, sendo ralado e adicionado ao leite,
substituindo o “pingo”, sendo denominado pelos produtores como “rala” (FIGUEIREDO,
2014).

Esses produtores da regido do Serro passaram a utilizar a “rala” na tentativa de
eliminar o problema da diminuigcdo da sinérese dos queijos, acreditando que a mesma
possibilita maior dessoragem do queijo, deixando-o mais seco logo apds a fabricacao.
Esta “rala” consiste em um queijo maturado (3 a 5 dias), produzido em um lote anterior,
ralado, substituindo entdo o “pingo”, resultando em um queijo com dessoramento mais
adequado e textura mais firme (COOPSERRO, 2017).

Embora a utilizacdo da “rala” tenha solucionado o problema tecnolégico durante a
fabricacdo desses queijos, a utilizacdo desse fermento ainda nao estudado e que nao faz
parte do “saber e fazer” tradicional dos QMA da regido pode levar a alteragcbes em suas
caracteristicas (BRUMANO, 2016).

A legislacao brasileira exige o cadastramento das unidades produtoras ao Instituto
Mineiro de Agropecuaria (IMA) e a implementagéao das boas praticas de fabricacdo (BPF)
e boas praticas agropecuarias (BPA), para permitir a comercializacao desses queijos de
“pingo” de forma legal com 17 dias de maturacéo para a regiao do Serro. Com o cadastro
realizado, o produtor passa a ser certificado e deve produzir seus queijos de acordo com
as normas da legislagédo vigente, de forma a garantir a permanéncia das caracteristicas
tradicionais e os padrdes higiénicos sanitarios necessarios para producao de um produto
seguro (BRUMANO, 2016).
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2.2. Maturacao de queijos

A fabricacdo de queijos consiste de uma série de operacdes que vai desde a
obtencao do leite até o ultimo dia de maturacao e expedicdo para o mercado. A qualidade
do queijo depende diretamente da qualidade do leite, sendo necesséario um controle rigido
de qualidade durante todas as etapas de processamento. Por isso, é importante observar
algumas propriedades do leite cru para o processamento do queijo, como: a composi¢ao
do leite, mudancas do leite apds sua producao (rancificacdo, oxidacao, producao de
acido, desenvolvimento de off-flavor), leite anormal (mamite), contaminacdes, presenca de
residuos (antibidticos, desinfetantes, metais), para se obter um produto final de qualidade
(TEIXEIRA et al., 2014).

A maturacao € um fen6meno complexo que envolve processos fisicos, bioquimicos
e microbioldgicos que ocorrem na massa do queijo sob a influéncia de fatores ambientais
e acidos organicos e enzimaticos produzidos principalmente pela microbiota natural do
leite (DOLCI et al., 2010; SIHUFE et al., 2010a).

Esse fenbmeno modifica as propriedades quimicas e fisicas da massa do queijo,
influenciando a textura e consisténcia e formando compostos que serdo responsaveis
pelo desenvolvimento do flavor caracteristico de cada variedade de queijo (FOX;
McSWEENEY, 1998).

Na maturacdo de queijos as enzimas convertem a lactose em &cido latico e a
caseina em coalhada, transformando as proteinas e o0s acgucares, componentes
responsaveis pelo aroma, sabor e textura do queijo maturado (TEIXEIRA et al., 2014).

A estrutura e a composicao do queijo sdo determinadas pelo leite e pelo processo
de fabricacdo, mas durante a maturacao sao definidas as caracteristicas especificas de
cada tipo de queijo. Além disso, outros fatores também contribuem nesta determinacao,
como a microbiota presente, principalmente oriunda do leite, do fermento e/ou pelos
cultivos secundarios. A intensidade e o produto da transformacédo dos constituintes da
massa do queijo variam em funcado de cada tipo de queijo, além dos compostos que
possam ser formados pelas enzimas presentes no queijo, sejam elas do préprio leite, do
fermento e/ou do coalho. Dessa forma, controlando o processo de maturacao podem-se
desenvolver importantes caracteristicas no queijo. Algumas destas caracteristicas levam
tempo para serem adquiridas, dependendo do tipo de queijo, 0 que torna o processo de

maturacdo um gargalo econdmico para muitas industrias. A formacdo do sabor e da
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textura esta fortemente relacionado com pH, composicéo do leite e do queijo, da salga, da
temperatura e umidade de maturagéo (TAMIME, 2006).

O acompanhamento do processo de maturacao em queijos artesanais € importante
e necessario, pois o QMA, embora seja muitas vezes consumido fresco, tradicionalmente
é fabricado para ser consumido maturado, inclusive, em atendimento a legislacao
(BRASIL, 2013).

2.2.1. Protedlise em queijos

No aspecto bioquimico e sensorial, para a maioria dos queijos, a protedlise das
caseinas é uma das principais alteracbes que acontece durante a maturacdo, pois
contribui a reducao da firmeza. Além disto, promove reducdo na atividade de agua na
matriz dos queijos decorrente da ligacao entre a agua livre e os grupos amino formados
pela protedlise (McSWEENWY, 2004).

No leite bovino encontram-se varios tipos de proteases, sendo algumas originadas
do desenvolvimento de microrganismos e outras derivadas do sangue do animal, em
consequéncia da alimentacdo, do estagio de lactacdo e de doencas como a mastite
(FONSECA; SANTOS, 2000).

As principais proteases sdao a plasmina, plasminogénio, ativadores de
plasminogénio, trombina, catepsina D, proteases acidas do leite, aminopeptidases e
proteases derivadas de leucdcitos (células soméaticas). Algumas proteases sao secretadas
na forma de um precursor inativo. Sob condigdes fisiologicas, esses precursores sao
convertidos nas formas ativas por autolise (autoativacéo) ou por uma limitada protedlise
por outra protease. Por exemplo, a plasmina é a forma ativa que é produzida a partir do
zimo6geno denominado plasminogénio. A conversdo do plasminogénio em plasmina ocorre
pela acao especifica de ativadores do plasminogénio, os quais sao também proteases. O
resultado da atividade da plasmina é a quebra de cadeias de algumas proteinas lacteas
especialmente a caseina (SILVA, 2004).

As peptidases e proteases que participam do processo de protedlise dos queijos
podem estar presentes no leite cru, podem ser incorporadas pelo uso do coagulante e
pelo desenvolvimento e proliferacdo de microrganismos (contaminantes ou do fermento),
como bactérias laticas iniciadoras, bactérias laticas nado iniciadoras e outros
microrganismos Gram positivos. A atividade e quantidade destas enzimas, portanto,
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podem variar e dependem das condicbes de processamento e de maturacdo, que se
diferenciam pelo tempo, umidade relativa da camara, atividade coagulante residual e da
formacao da microbiota (McCSWEENEY, 2004; LIMA; PENNA, 2012). Algumas proteases
sdo mais fortes, como a pepsina presente em coalho bovino ou originadas de bactérias
psicrotréficas e, de sua quebra, podem originar peptideos que formardao compostos
amargos (LIMA; PENNA, 2012).

A maior parte da reagao de proteodlise ocorre devido a acao do coalho na maioria
das variedades de queijo, sendo que a degradacado das caseinas se deve as proteases
microbianas residuais, provenientes do fermento, e de proteinas nativas do leite como a
plasmina (ALAIS, 2003; FOX; McSWEENEY, 1998). Durante as reacdes, peptideos
hidrofébicos podem ser produzidos, originando o gosto amargo, que consequentemente
acabam sendo rejeitados por parte dos consumidores. Contudo, esses peptideos e
aminoacidos numa concentragdo adequada e balanceada com outros compostos, podem
contribuir de forma positiva com a formacdo do flavor tipico do queijo (FIGUEIREDO,
2014).

A protedlise é a quebra da proteina durante a maturacao do queijo, que deve ser
um processo controlado para resultar em compostos de sabor e odor desejaveis,
ocorrendo em etapas. Na primeira etapa da protedlise ocorre a quebra das proteinas
(caseinas) na fracdo a-S1 em peptideos maiores, 0s quais serdo posteriormente
degradados em peptideos menores, sendo que alguns podem ser amargos. A hidrélise da
B-caseina e posteriormente hidrélise do peptideo a peptideos menores e aminoacidos,
ocorre, principalmente, devido a atividade proteolitica da plasmina, da quimosina e
enzimas bacterianas do fermento latico. Posteriormente, havendo uma quebra desses
peptideos menores, o sabor amargo desaparece e ha liberacdo de aminoacidos que
contribuem para o sabor do queijo, mas pouco influencia no aroma (HANSEN, 2006;
ORDONEZ, 2005).

2.2.2. Lipodlise em queijos
A lipdlise é considerada um evento bioquimico que ocorre durante o processo de
maturacdo que pode contribuir com sabores desejaveis ou indesejaveis nos queijos
(COLLINS; McSWEENEY; WILKINSON, 2003). A primeira alteracao sofrida pelo contetdo
lipidico é a hidrolise dos triglicerideos, com a liberagcdo e acumulo de acidos graxos no
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meio. Estes acidos graxos contribuem com a formacao de sabor e aroma do produto
(ORDONEZ, 2005).

Diante disso, queijos com maior teor de gordura apresentam um sabor melhor e
mais rico, devido a presenca de gordura latica. Além disso, a gordura interfere
significativamente na textura do queijo, tornando-o mais macio. Durante o processo de
maturacdo, parte da gordura €& quebrada pelas lipases (enzimas originadas dos
microrganismos do fermento ou adicionadas) e liberam compostos extremamente
aromaticos, como os acidos graxos. Em alguns casos, como em leite que contém alta
contagem de psicrotroficos ou soro fermento com alta contagem de leveduras, ocorre uma
lipdlise intensa, levando a um sabor picante também intenso, podendo originar gosto de
sabdo. A lipase pode ser originaria do proprio do leite, adicionadas durante a fabricacao
do queijo, provenientes do coalho em pasta, do fermento, das culturas adjuntas, ou das
bactérias nao originadas do fermento (NSLAB), gerando como principais produtos os
acidos graxos volateis de cadeia curta, incluindo o butirico, caprilico e caprico (LIMA;
PENNA, 2012; CRUZ et al., 2017).

Quando a lipdlise proporciona sabores indesejaveis, é popularmente chamada de
rancidez. A degradacao da gordura durante a fabricacdo de queijos, que causa defeitos de
sabor, pode ocorrer por meio da rancidez hidrolitica ou rancidez oxidativa (COLLINS;
McSWEENEY; WILKINSON, 2003). Lipases extracelulares provenientes de alguns tipos
de microrganismos podem promover a rancificacdo em manteiga, liberando acidos graxos
de cadeia curta, responsaveis por off-flavors. No entanto, em outros produtos lacteos,
como em queijos, certo nivel de lipdlise € desejavel, pois contribui com a formacgao de
sabor e odor desejavel (ARAUJO, 2008).

O ranco hidrolitico ocorre frenquentemente na formacao de sabores indesejaveis
no queijo. Este defeito acontece devido a acédo das lipases (provenientes do leite ou de
microrganismos) na gordura do queijo, com liberacdo de acidos graxos livres de cadeia
curta, como o butirico, caproico, caprilico e caprico (COLLINS; McSWEENEY;
WILKINSON, 2003).

Os éacidos graxos livres liberados durante a lipdlise afetam diretamente o sabor do
queijo, sendo metabolizados em outros compostos altamente aromatizados, incluindo
metilcetonas e lactonas. A lipdlise de glicerideos do leite para acidos gordurosos livres é

essencial para o desenvolvimento de sabor no queijo. Os principais agentes lipoliticos no
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queijo incluem a lipase a partir de leite cru, esterase pré-gastrica em queijos feitos com
pasta de coalho e enzimas da microbiota iniciante e ndo iniciante. As bactérias do acido
latico sao fracamente lipoliticas, mas em queijos maturados por longos periodos, liberam
alguns poucos acidos graxos, devido a atuacao de suas lipases e esterases intracelulares
(CRUZ et al., 2017; THIERRY et al., 2017).

2.2.3. Fatores que afetam a maturacao de queijos

A extensdo do processo de maturacdo dos queijos é determinada por fatores
extrinsecos impostos pelas condicoes do ambiente onde os queijos se encontram para
maturacdo como, a temperatura (temperaturas mais elevadas implicam numa taxa do
amadurecimento mais acelerada), umidade relativa do ar (que controla a secagem dos
queijos e seleciona a microbiota) e fatores intrinsecos ao queijo como pH, teor de sal e
umidade na massa, assim também como o tipo de microrganismo(s) presente(s) de forma
enddgena ou presentes no fermento latico usado na fabricacado, que vao desempenhar
um papel importante na formacdo do sabor e textura dos queijos maturados (BANK,
1998).

Do ponto de vista técnico, a elevagdo da temperatura é considerada como o
método mais simples para a aceleragao do processo de maturacdo. No entanto, padroes
estritos de higiene devem ser observados na fabricacdo de queijos com processo de
maturacao acelerado (SIHUFE et al., 2010a).

Deve-se salientar que a maturacao deve ocorrer em temperatura ambiente e nao
sob refrigeracdo. Estudo comparando ambos os ambientes para maturacdo determinou
que temperaturas abaixo de 8 °C nado sdo suficientes para reducdo das contagens de
microrganismos patogénicos, além de contribuir negativamente para a formagédo de
compostos aromaticos no queijo (DORES; NOBREGA; FERREIRA, 2013).

A influéncia do periodo de maturagdo nas caracteristicas microbiol6gicas em
queijos mantidos em temperatura ambiente pode determinar a microbiota, com
diminuicbes nas contagens de coliformes e bactérias dos géneros Staphylococcus,
Salmonella e Listeria(DORES; NOBREGA; FERREIRA, 2013).

Em pesquisa com QMA da regido da Serra da Canastra, queijos maturados em
temperatura ambiente apresentaram baixas contagens de microrganismos indesejaveis,
enquanto que aqueles maturados sob refrigeracdo permaneceram com contagens
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elevadas (DORES et al., 2013). Segundo Brumano (2016), o QMA somente deve ser
submetido a temperatura de refrigeracéo ap6s ter sido maturado.

Pachlova et al. (2012), ao analisarem o efeito da temperatura elevada (16 °C) na
maturacao do queijo do tipo holandés em caves, observou que o aumento de temperatura
em 6 °C pode reduzir o tempo de maturacao pela metade.

Ceruti, Zorrillam e Sihufe (2012), ao analisarem queijo Reggianito, observaram que
o aumento da temperatura e do tempo de maturacdo resultaram em aumento dos
produtos de protedlise, notadamente niveis mais elevados observado em queijos
experimentais inicialmente armazenados a 20 °C durante 4 semanas.

A producao e qualidade de queijos artesanais também podem ser influenciados
pelo periodo do ano, temperaturas e umidade relativa do ar, além da alimentacado dos
animais, determinando o produto final (OLIVEIRA, 2014).

No periodo da seca, em que as temperaturas encontram-se mais baixas quando
em comparagdo ao periodo das chuvas, tal fator € desfavoravel ao crescimento de
microrganismos no queijo. Resultados confirmando menores contagens em maturagao no
periodo da seca foram vistos em QMA do Serro (MARTINS, 2006).

Al-Attar, Abou-Ghorrah e Haddal (2015), ao analisarem o efeito de altas
temperaturas na aceleracdo da maturagédo de queijo kachcaval, observou que o uso de
temperaturas elevadas levou a reducdo no teor de umidade, acelerou o processo de
protedlise e reduziu o periodo de maturacao.

Nos Estados Unidos, o queijo que é fabricado a partir de leite cru, precisa ser
deixado maturando por pelo menos 60 dias a uma temperatura superior a 35 °C
(BROOKS et al., 2012).

Martins et al. (2015) realizaram estudos em QMA de “pingo” fabricados nas regides
do Serro, os quais indicaram que a maturacao a temperatura ambiente reduziram a
contagem microbiana nos queijos, em 1/3 do tempo que os mesmos eram maturados sob
refrigeracao (8 °C), realgando, ao mesmo tempo, as suas caracteristicas de sabor. Nesse
estudo ainda foi observado que 17 dias foi o tempo minimo de cura, a temperatura
ambiente, para reduzir a limites de seguranca as contagens dos queijos em ambos o0s
periodos de fabricacdo (estacao seca e periodo chuvoso). Sob refrigeracao de 8 °C e UR
de 75%, o tempo minimo de maturacao foi de 33 dias na estacdo seca e 63 dias na

estacao chuvosa.
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O mundo todo tem buscado encontrar solucbes para acelerar o periodo de
maturacdo de queijo usando diferentes meios e métodos, para reduzir o custo de
producao e acelerar o ciclo de capital (AL-ATTAR; ABOU-GHORRAH; HADDAL, 2015).
Portanto, diferentes reacdes relacionadas com a maturacdo de queijos devem ser
avaliadas (SIHUFE et al., 2010Db).

Figueiredo (2014) avaliou as caracteristicas do QMA do Serro produzidos em
diferentes meses, e constatou-se que houve variacdo, ao longo dos meses, para pH,
acidez, gordura, massa seca e atividade de agua. Os resultados sugeriram que o teor de
umidade, massa seca e gordura dos queijos sdo suscetiveis a umidade relativa do ar e
variagoes nestes parametros influenciaram a firmeza, adesividade, atividade de agua e
cor. Nos queijos foram observadas maiores contagens de coliformes termotolerantes e de
Staphylococcus sp. em janeiro e novembro, meses que apresentaram maior indice

pluviométrico e temperatura mais alta.

2.3. Queijos: aspectos microbioldgicos e de seguranca alimentar

Os queijos sdo na maioria das vezes, produtos muito manipulados e, por isso, sao
passiveis de contaminacao, especialmente de origem microbiana. Estas condi¢cdes podem
ser agravadas, quando nao se observam o tempo minimo de maturacdo ou quando os
queijos sao processados com leite cru, sem o emprego das boas praticas e tecnologia
adequada (PINTO et al., 2009).

O QMA é feito a partir do leite cru, 0 que aumenta o risco de multiplicacao de
microrganismos patogénicos. Diante disso, sdo requeridos muitos cuidados para que nao
ocorram contaminacdes que coloquem em risco a saude humana (SOUZA et al., 2014). O
QMA produzido na regido do Serro, em Minas Gerais, € elaborado a partir de leite cru,
sendo, portanto, um meio favoravel ao crescimento de bactérias patogénicas
(CARVALHO; VIOTTO; KUAYE, 2007).

Dentre os principais microrganismos contaminantes de queijos e leites destacam-se
os coliformes totais, termotolerantes, Staphylococcus sp., fungos filamentosos e
leveduras, Salmonella sp. e Listeria monocytogenes. As bactérias do grupo coliforme séo
consideradas como 0s principais agentes causadores de contaminacdo associados a
deterioracdo de queijos, causando fermentacbes anormais e estufamento precoce dos

produtos (OLIVEIRA et al., 1998; ALMEIDA; FRANCO, 2003).
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Os coliformes sao divididos em dois grupos, os coliformes totais e coliformes
termotolerantes. O grupo dos coliformes totais € composto por enterobactérias que
fermentam a lactose com producdo de gas, em 24 a 48 horas a 35 °C. O grupo dos
coliformes termotolerantes é um subgrupo dos coliformes totais e os microrganismos
representantes desse grupo fermentam a lactose em 24 a 48 horas a 44,5 — 45,5 °C, com
producao de gas. Estes grupos de microrganismos nao sao indicadores de segurancga de
alimentos, mas podem indicar as condicdes de higiene dos processos de fabricagao, ja
gue sao facilmente inativados pelos sanitizantes (SILVA et al., 2010).

Staphylococcus aureus € uma bactéria patogénica, que pode causar intoxicacao,
provocada pela ingestdo de toxinas pré-formadas nos alimentos, quando ocorre a
multiplicacdo das células (SILVA et al., 2010). A intoxicagao por Staphylococcus aureus €
a terceira causa mais comum de intoxicagdo alimentar no mundo (ACCO et al., 2003)
sendo, também, uma importante fonte de contaminacédo de queijos artesanais (CARMO et
al., 2002).

A contaminacéo inicial por Staphylococcus aureus pode ocorrer no leite produzido
por animais com mastite. A manipulacdo excessiva durante a elaboragao e processo de
maturacado do queijo também podem ser responsaveis pelas altas contagens encontradas
nesse alimento (VIANA et al., 2009).

O estudo deste grupo de microrganismos em alimentos pode ser realizado com o
objetivo de investigar seu envolvimento em surtos de intoxicagao alimentar e para estimar
a qualidade higiénico-sanitaria dos processos de produgcdo de alimentos, condicdo em
que é utilizado como indicador de contaminacdo poés-processo ou das condicdes de
sanitizagdo das superficies que entram em contato com alimentos (SILVA et al., 1997).

Fungos filamentosos e leveduras representam um grande grupo de
microrganismos, pertencentes ao reino Fungi e, a maior parte deles, sdo originadas do
solo ou do ar. Muitas espécies de fungos conseguem assimilar qualquer fonte de carbono
derivada de alimentos, enquanto que as leveduras sdo mais exigentes, o que, de certa
forma, limita os tipos de alimentos susceptiveis a deterioracdo por estas. Estes
microrganismos sdo também bastante resistentes as condi¢cdes adversas como pH &cido
e atividade de agua baixa. A faixa de temperatura étima pra crescimento é de 25 a 28 °C.
Devido ao fato de necessitarem de oxigénio para o seu crescimento, os fungos

deterioradores de alimentos podem ser considerados aerébios estritos, enquanto que as
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leveduras sdo capazes de crescer na completa auséncia de O, e em diferentes
concentracdes de CO» (SILVA et al., 2010).

A contagem padrao de aerébios mesoéfilos em placas pode ser utilizado para se
obter informacdes gerais sobre a qualidade de produtos, praticas de manufatura,
matérias-primas utilizadas, condicbes de processamento, manipulacdo e vida de
prateleira. Em algumas situacdes, pode ser usado para avaliar a qualidade, ja que
populacdes elevadas indicam deficiéncia na sanitizacao ou falha no controle do processo
ou dos ingredientes (SILVA et al., 2010).

Por outro lado as bactérias laticas tém como principal caracteristica a fermentacao
de carboidratos com producdo de acido lactico. Todas sdo Gram positivas, nao
esporogénicas, anaerobias facultativas, catalase e oxidase negativas. O metabolismo de
carboidratos pode ser homofermentativo, resultando primordialmente em acido lactico, ou
heterofermentativo, resultando em &cido lactico, CO, e outros produtos de fermentacao
(SILVA et al., 2010). Algumas bactérias laticas possuem atividade proteolitica, a qual é de
grande importancia no processo de maturagao de queijos (PERRY, 2004).

Caracterizar a microbiota latica presente na agua, no leite cru, no soro fermento e
nos queijos elaborados, contribui para o conhecimento a respeito dos microrganismos
desejaveis ao processo de elaboracdo do QMA, ao mesmo tempo em que auxilia na

consolidagao e preservacéao de sua identidade (CASTRO, 2015).

2.4. Queijos e seus aspectos fisico-quimicos

Durante a maturagéo dos queijos, ha uma reducao da atividade de agua, devido a
perda de agua que também concentra o sal adquirido durante a salga, além de formacao
de acido latico pelas bactérias o que contribui para a preservacao do produto. Por outro
lado, tem-se a reducdo do potencial de éxido reducédo e a presenca de bacteriocinas
produzidas pelas bactérias iniciadoras que restringem ou inibem o crescimento de
microrganismos nao starters (FOX et al., 2004).

A umidade é um dos parametros que indica o nivel de maturacdo dos queijos,
evidenciando neste caso que o tempo de maturacdo necessario para que a umidade
alcance os niveis determinados pela legislacdo ndo esteja sendo respeitado pelos
produtores (FERNANDES et al., 2011).
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Segundo Ide e Benedet (2001), o teor de umidade de um alimento influencia
diretamente na sua qualidade e as variacbes deste parametro em queijos podem estar
ligado ao processo de producao, a quantidade e ao tipo de salga, bem como a pressao
exercida no momento da prensagem. Para os autores, o tempo de maturagao é outro fator
que esta diretamente ligado com o teor de umidade. O teor de umidade dos queijos pode
influenciar na textura e no sabor do produto, sendo dificil de controlar quando se trata de
fabricacédo artesanal.

A diminuicao do teor de umidade contribui para a formacao de casca no queijo. Em
URA mais elevada, a casca formada no queijo serd menos espessa, sendo este processo
aplicado a queijos de casca lavada (LOURENCO NETO, 2013).

Dos componentes do leite, o teor de gordura é o que mais varia em funcao da
alimentacédo e também por outros fatores como a raga e genética (COELHO et al., 2010).
Em relacdo ao teor de gordura, a legislagéo brasileira (BRASIL, 1996) classifica os queijos
pelo seu teor de gordura no extrato seco (GES), podendo ser desnatados (< 10,0%),
magros (10 a 24,9%), semigordos (25,0 a 44,9%), gordos (45,0 a 59,9%) e extragordos ou
duplo creme (= 60,0%).

Conforme Lavasani et al. (2011), a relacao entre nitrogénio soluvel em acido
tricloroacético (TCA) e nitrogénio total é indicativo do teor de peptideos de cadeia curta e
de aminoéacidos. Entende-se, portanto, que quanto maior esta relacdo maior a intensidade
da protedlise ao longo da maturagdo (GALAN; CABEZAS; SALGUERO, 2012).

A acidez também é um importante parametro por influenciar o crescimento de
microrganismos e a atividade enzimatica ao longo da maturacdo (LAVASANI et al., 2011).
Durante a maturacao também se observa aumento da acidez titulavel, reducao do pH,
reducdo no teor de lactose, dada a sua fermentacdo, com consequente producao de acido
latico (LAVASANI et al., 2011; GALAN; CABEZAS; SALGUERO, 2012).

Outro importante parametro que caracteriza o queijo artesanal € a cor. De acordo
com Perry (2004), a cor dos queijos esta intimamente ligada a gordura do leite e, por esse
motivo, pode sofrer variacdes sazonais. Costa Junior et al. (2009), ao estudarem as
variagbes do QMA da Canastra durante as estacées do ano, verificaram que a
sazonalidade influencia nos constituintes do queijo, sendo que apenas a gordura corrigida

para matéria seca € mais constante e varia pouco percentualmente. Alguns fatores
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utilizados para classificar os queijos sao 0 método empregado na sua fabricagao, tipo de

leite utilizado, o tempo de maturacao e a textura (FREITAS, 2015).
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CAPiTQLO 11 - LARVA DE Tenebrio molitor COMO FONTE DE
PROTEINA NA ALIMENTACAO HUMANA: POSSIBILIDADES E
PERSPECTIVAS

Maria Aparecida Senra Rezende
Cleuber Antbnio de Sa Silva
André Narvaes da Rocha Campos

1. INTRODUGCAO

A entomofagia é um fendmeno historicamente antigo e geograficamente
disseminado. Existem relatos de que o povo Asteca conhecia e consumia mais de 91
espécies de insetos, preparando-os de diversas formas ou utilizando-os como condimento
(RAMOS-ELORDUY; PINO, 1996). Estima-se que mais de dois e meio bilhdes de
pessoas em todo o mundo consomem insetos (COSTA-NETO, 2003).

Insetos apresentam importancia nutricional e econdémica em varios paises
(ILLGNER, 2000). Neste contexto, existe grande diversidade de espécies com relatos de
entomofagia nos diferentes continentes: 524 espécies na Africa, 349 na Asia, 679 nas
Américas, 41 na Europa e 152 espécies na Australia (RAMOS-ELORDUY, 2005). O
México tem o maior niumero de espécies registrado, seguido pela Tailandia, Congo e
Zaire, india, Australia, China e Zambia (CERRITOS, 2009).

Em regides subdesenvolvidas a subnutricdo € um problema enfrentado por um
grande numero de pessoas, especialmente a desnutricdo proteico-energética (PEM).
Desta forma, estudos sobre fontes alternativas de alimentos de maior valor nutricional
agregado sao relevantes para superar este problema. As comunidades rurais da
Tailandia, onde habita mais da metade da populagdo deste pais, tém uma longa histéria
cultural ligada ao consumo de insetos. Nestas regides, as limitagdes sécio culturais e
econOmicas, muitas vezes prejudicam a utilizacdo das fontes de proteinas mais comuns
para os ocidentais, como carne de porco, carne bovina, aves, leite e ovos (YHOUNG-
AREE; PUWASTIEN; ATTIG, 1997).

Embora haja uma relutancia dos ocidentais para comer insetos (VAN HUIS et el.,
2013), muitas culturas no mundo os consomem regularmente e 0os mesmos contribuem
com montantes significativos do seu consumo total de proteina (DEFOLIART,1999).

O Brasil é reconhecido mundialmente por sua biosociodiversidade, considerando

sua biodiversidade (MYERS et al., 2000), e sua rica diversidade cultural, com varios
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grupos étnicos como comunidades indigenas, ribeirinhos da Amazénia e quilombolas.
Neste contexto, pode-se inferir que a antropoentomofagia é subestimada, considerando a
disponibilidade de insetos potencialmente comestiveis e a diversidade de culturas pouco
conhecidas (COSTA-NETO; RAMOS-ELORDUY, 2006).

Foram documentados no Brasil a existéncia de 135 espécies de insetos
comestiveis, pertencentes a 9 ordens e 23 familias em 14 dos 26 estados da Federacao.
Destes, 95 foram identificados para o nivel de espécie e 18 para o género, enquanto
outros sdo conhecidos apenas por seus homes nativos. As ordens mais consumidas sao
Hymenoptera (63 por cento), Coleoptera (16 por cento) e Orthoptera (7 por cento)
(COSTA-NETO; RAMOS-ELORDUY, 2006).

O mercado de insetos comestiveis esta atualmente em expansao no Brasil, tanto
para alimentacdo humana, como também para alimentacao animal (TUNES, 2020). A falta
de cultura de entomofagia reflete-se na legislacdo da area de alimentos, tendo em vista
que hoje nao ha uma legislacao vigente para regulamentar a producao e a avaliagdo dos
parametros de qualidade deste tipo de alimento.

2. CARACTERISTICAS NUTRICIONAIS DOS INSETOS COMO
ALIMENTOS

Dentre as caracteristicas nutricionais dos insetos, destaca-se a concentracao de
proteinas, pois a mesma €& comparavel a proteina da carne de vertebrados
(RAUBENHEIMER et al., 2014). Além disso, a qualidade da proteina de insetos €, muitas
vezes, proxima a da carne, com composicdo de aminoacidos essenciais que pode
fornecer de 46 a 96% das necessidades diarias do ser humano (FINKE, 2013), como
observa-se na Tabela 1.

Tenebrio molitor ja é criado em escala industrial (VAN HUIS et al., 2013). A China
0s vende em tamanhos comum e gigante, vivos, secos, enlatados e como pd para gado,
peixes e animais de estimagdo (VELDKAMP et al. 2012), sendo também muito utilizado
para consumo humano (TANG; DAI; LIU, 2010). Insetos sdo vendidos também na
Holanda para animais de jardim zoolégico e de pets shops, tais como aves, répteis,

mamiferos e anfibios. No entanto, estes métodos sao demasiadamente caros e
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economicamente inviaveis para a alimentacdo em larga escala de aves e suinos
(VELDKAMP et al. 2012).

Tabela 1. Teores de aminoacidos essenciais de insetos comestiveis tailandeses (mg/100 g de peso seco) e
as necessidades didrias para os seres humanos (mg/Kg de peso corporal por dia)

Inseto Aminoacido essencial
lle Leu Lys Met+ Phe+ Thr Trp Val Escore
Cys Tyr
Grilo 29,8 60,9 46,0 30,9 624 29,0 344 344 68,7
Bicho-da-seda 46,1 706 772 36,3 122,0 453 522 522 100,0
Gafanhoto 32,7 59,5 357 209 600 223 356 356 558
Lagarta do Bambu 339 60,0 56,0 418 1008 349 388 388 77,5
Besouro junho 32,1 51,8 188 446 493 26,9 29,3 293 34,2
Necessidades diarias para seres humanos (OMS / FAO)*

Pré-Escolares 28 66 58 25 63 34 11 35 -
Adultos 13 19 16 17 19 9 5 13 -

Fonte: Adaptado de SIRIAMORNPUN; THAMMAPAT, 2008. lle: isoleucina, Leu: Leucina, Lys: Lisina, Met:
Metionina, Cys: cisteina, Phe: Fenilalanina, Tyr: Tirosina, Thr: treonina, Trp: triptofano e Val: Valina. * Padrao
FAO 1985.

Com relacao ao sabor dos insetos, gafanhotos ja foram comparados a “camardes-
do-mato” e adquirem o sabor de qualquer tempero usado durante o preparo (CARRERA,
1992). Na Tailandia pratos finos sado preparados com varios tipos de insetos como

apresentados no Quadro 1.

3. ASPECTOS AMBIENTAIS RELACIONADOS A ENTOMOFAGIA

A criacdo de insetos, quando otimizada, pode levar a menor emissdo de gases de
efeito estufa, quando comparada a criagdo de porcos ou gado. Além disso, a criacao de
insetos apresenta maior eficiéncia na transformacdo de alimentos em proteina. Estas
criacoes, ainda apresentam a vantagem de serem de baixa tecnologia e requererem baixo
investimento de capital para sua implementacao (VAN HUIS et al., 2013).

Oonincx e de Boer (2012) quantificaram a producdo de gases de efeito estufa
(GEE) e uso de energia em toda a cadeia de producao de larvas de T. molitor. Neste
estudo, constatou-se que o uso de energia para a producao de 1 kg de proteina por larvas
de farinha foi menor do que a energia necessaria para a producao da mesma quantidade
de carne bovina; foi comparavel com carne de porco; € um pouco maior do que para

frango e leite.
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Quadro 1. Caracteristicas do preparo de larvas de insetos na Tailandia.

Inseto

Modo de Preparo

Cigarra

Besouro

Barata d*agua gigante
Grilo

Besouro de junho
Percevejo

Gafanhoto

Cupim

Besouro d*agua verdadeiro
Besouro d*agua necréfago
Salada de formiga tecela

Picado cozido
Curry, pasta de pimentao, frito
Pasta do pimentao, assado
Cozidos, curry, frito, assado
Assado, frito, cozido no vapor, ao curry com legumes
Assado, curry, pasta de pimentao
Vapor, frito, assado
Assado (com sal), frito
Assado, levemente ao curry, frito
Levemente ao curry, frito
Levemente ao curry com legumes

Bicho da seda (pupas) Frito, cozido no vapor, com pasta de pimentao, curry

Lagarta do bambu Frito, pasta de pimentao, ao curry com legumes

Rainha casta Cozidos com pasta de caril, salada tailandesa picante

Fonte: Modificado de SIRIAMORNPUN; THAMMAPAT (2008).

Ja com relacdo a emissao de GEE, a producao de larvas de Tenebrio foi muito
menor que para produgao de outros animais. Comparativamente, para cada 1 ha de terra
necessaria para produzir proteinas das larvas seriam necessarios 2,5 ha para produzir
uma quantidade semelhante de proteina do leite, 2 a 3,5 para produzir uma quantidade
similar de proteina de porco ou frango e 10 ha para produzir uma quantidade similar de
proteina de carne bovina. Portanto, as larvas de Tenebrio molitor s&o uma fonte de
proteina com menor custo ambiental, quando comparado ao leite, frango, porco e carne
bovina (VAN HUIS et al., 2013).

Outro aspecto é a possibilidade de utilizagcdo de insetos para destinacdo de
compostos resistentes a biodegradagdo na natureza. Yang et al. (2015) realizaram
experimentos com o poliestireno (PS), que geralmente é duravel e resistente a
biodegradacao, utilizando larvas de Tenebrio molitor que apds comer o isopor, foi
degradado no intestino das mesmas dentro de um tempo de retencdo de menos de 24
horas. Alimentados com isopor como a Unica dieta, as larvas sobreviveram como aquelas

alimentadas com uma dieta normal (farelo) ao longo de um periodo de 1 més. A analise
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das excretas a partir da alimentagdo com isopor, comprovou a clivagem/despolimerizacéo
de moléculas de cadeia longa e houve formacado de metabdlitos despolimerizados no
intestino das larvas. Dentro de um periodo de teste de 16 dias, 47,7% do carbono ingerido
no isopor foi convertido em CO, e o residuo (cerca de 49,2%) foi excretado como fécula
com uma fracdo limitada constituida em biomassa. A descoberta da rapida biodegradacao
do poliestireno no intestino das larvas revela uma nova possibilidade de destinacéo para
os residuos de plastico no meio ambiente. Este resultado € interessante pois demonstra a
capacidade de T. molitor em transformar materiais de descarte em proteina de qualidade
nutricional.

Segundo a FAO, insetos para alimentacdo humana e animal nao foram testados o
suficiente para determinar o risco de transmitir doencas, porém como Ssao
taxonomicamente muito mais distantes dos humanos do que os animais como o gado,
espera-se que o risco de infec¢des desta natureza seja baixo (VAN HUIS et al., 2013).

A preocupagao sanitaria € uma questdo que levanta muitas davidas quanto ao
consumo de insetos. No entanto, é relatado que muitos insetos apresentam defesas
naturais contra fungos e bactérias o que € um indicio importante de que estes tém baixa
propensdo em transmitir zoonoses. A fim de sobreviver aos microrganismos patogénicos,
os insetos dependem tanto das barreiras fisicas quanto das condi¢cdes locais, sistémicas e
respostas imunes (JACOBS et al., 2016).

Recentemente foi demonstrado que a infeccdo de Tenebrio molitor por Beauveria
bassiana ativou a expressao de alguns peptideos antimicrobianos que levou a diminuicao
da sobrevivéncia deste fungo (YANG et al., 2017), um entomopatdgeno que infecta uma
ampla gama de hospedeiros (FERRON, 1978; HAJEK; MEYLING, 2018). Em um estudo
realizado com ovos de Tenebrio, estes quando inoculados com Escherichia coli e
Micrococcus Iluteus, sao capazes de uma resposta imune enddgena tanto quanto no
besouro adulto, e indicam que tais respostas de inducdo em ovos sdo provavelmente
comuns em insetos (JACOBS et al., 2016).

4. RESTRICOES AO CONSUMO DE INSETOS

Pessoas que apresentam reagdes alérgicas a crustaceos, como camarao, lagosta e
caranguejo, apresentam restricdes ao consumo de insetos (VAN HUIS et al., 2013). Os

alérgenos sensibilizantes podem ser comuns entre estes organismos, tais como a
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tropomiosina de crustaceos ou a arginina quinase de artrépodes, ndo descartando a
existéncia de alérgenos especificos de insetos (BELLUCO et al., 2013). Insetos de modo
geral, podem causar reagdes alérgicas, como eczema, rinite, conjuntivite, angioedema e
asma brénquica, porém as reagdes alérgicas mais familiares aos insetos sdo causadas
por picadas como as abelhas ou vespas (EFSA, 2015).

Além das reacbes alérgicas, que muitas vezes sao determinadas por
caracteristicas intrinsecas do consumidor, € necessario cuidado para distinguir os insetos
que sao comestiveis das espécies téxicas, o que demanda conhecimento para evitar
danos sérios para a saude dos consumidores. Neste contexto, temos os criptotoxicos que
causam intoxicacao quando sao ingeridos e os farenotéxicos que possuem aparelho
inoculador de peconha (COSTA-NETO, 2003).

As restricoes alimentares a insetos também podem ser atribuidas a presenca
material contaminante, como por exemplo metais pesados. No entanto, as concentracdes
de metais pesados e de arsénio em insetos depende das caracteristicas dos elementos e
suas concentracdes nos substratos utilizados para criacdo, das espécies de insetos e sua
trajetoria de crescimento (EFSA, 2015), portanto o cuidado com a alimentacao dos insetos

é de fundamental importancia para evitar contaminacdo com estes elementos.

5. Tenebrio molitor: ASPECTOS GERAIS

Tenebrio molitor é um inseto pertencente a ordem Coleoptera e familia
Tenebrionidae, € um besouro que tem ciclo de vida curto (LI; ZHAO; LIU, 2012) e com alto
numero de descendentes (VAN HUIS et al., 2013). Apresenta metamorfose completa
dividido em 4 fases: embrido (ovos), larva, pupa e imago (adulta) (SPANG, 2013). A
Figura 1 mostra o ciclo do besouro Tenebrio molitor.

A larva do Tenebrio molitor alimenta-se de farelo de trigo, cenoura, cana-de-agucar
e de embalagens de celulose. Baek et al. (2015) observou que as larvas de Tenebrio
molitor também podem se alimentar de vegetais com altos teores de umidade em
laboratério. Ha muitos estudos que investigaram Tenebrio molitor como alimento, uma vez
que é uma espécie comumente criada em todo o mundo (MLCEK et al, 2014) e varios
estudos tém mostrado que a composi¢cdo do mesmo é adequada para uso como alimento
(Yl etal, 2013; YOO et al., 2013).
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Figura 1: Ciclo do besouro Tenebrio molitor.
Fonte: A, B, C, D, E, F. propria da autora, G — Ovos (JACOBS et al., 2016).

‘“ C" Ecdise

5.1. Aspectos nutricionais e funcionais

Um dos aspectos importantes de Tenebrio molitor como alimento é seu teor alto de
proteinas, que apresenta em média 58%. O suprimento de proteinas é de fundamental
importancia para o desenvolvimento humano, pois a deficiéncia de proteinas pode levar a
alterac6es como doencas 6sseas e nanismo (FAO, 2007). Pesquisadores mexicanos o
utiizam em pd que, adicionado a farinha de milho, permite fazer tortilhas nutritivas,
enriguecidas de proteinas e bem aceitas pelos consumidores (AGUILAR-MIRANDA et al.,
2002).

O teor de fibra existente nos insetos deve-se as proteinas da cuticula e a quitina
que se encontra em uma matriz com as proteinas cuticulares, lipideos e outros
componentes, que formam a endo- e exocuticula dos insetos (FINKE, 2007). Na quitina
do Tenebrio molitor adulto encontra-se alta concentracao de glicina, enquanto que na fase
larva e pupa encontra-se alanina (ANDERSEN et al., 1973). Porém, seu consumo na
forma adulta ndo é aconselhavel pela presenca de quinonas, potencialmente
cancerigenas e mutagénicas (SUPERIOR HEALTH COUNCIL, 2014). As proteinas da
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quitina das larvas e pupas de Tenebrio molitor ttm muitos aspectos semelhantes as
proteinas da quitina de gafanhotos adultos (ANDERSEN et al., 1973).

Segundo Han et al. (2016) Tenebrio molitor apresenta altas concentracbes de
magneésio, fésforo e potédssio, contribuindo para o metabolismo de aminoacidos que
depende de um estado nutricional adequado para estes nutrientes (JACKSON, 1999).
Tradicionalmente, na China, essas larvas sdo usadas como suplementos, pois sao ricas
em vitaminas, minerais, acido linolénico, entre outros (TANG; DAI; ZHOU, 2012). No
entanto, deve-se ponderar que quantidades inadequadas de vitaminas do complexo B ou
zinco poderao influenciar o valor biolégico de uma proteina. Por exemplo, o excesso de
zinco induz a sintese de metalotioneina, que pode aumentar a demanda por aminoacidos
sulfurados, enquanto a sintese de ferritina em resposta ao excesso de ferro pode desviar
aminoacidos de outras fungdes, como o crescimento (FAO, 2007). Deste forma, Tenebrio
molitor deve ser bem avaliado nutricionalmente por fornecer proteinas e outros nutrientes
para seus consumidores.

Considerando suas caracteristicas nutricionais, Tenebrio molitor vem sendo cada
vez mais pesquisado como fonte de proteinas para cultivo no espaco com o objetivo de
alimentar astronautas. Em sistemas de suporte a vida biorregenerativa, os membros da
tripulacdo precisam de animais para sua ingestdo de proteinas a fim de atender as
necessidades nutricionais e cujo cultivo traga menos transtornos para a sobrevivéncia
durante longos periodos (LI; ZHAO; LIU, 2012; LI et al., 2016).

Tenebrio molitor pode apresentar uso terapéutico para tratamento de cancer e
efeito imunomodulatério positivo. Como uso terapéutico temos como exemplo os efeitos
citotdéxicos de extrato de larva de Tenebrio molitor contra carcinoma hepatocelular. Lee et
al. (2015) observaram que a forma larvaria contém substancias citotéxicas que afetam a
viabilidade das células do cancer (tumorogénese ou carcinogénese). A tumorogénese
esta associada com varios eventos pelo qual uma célula normal transforma-se em uma
célula cancerigena por aumento da taxa de proliferacdo. Os oncogenes e genes
supressores de tumores estdo diretamente envolvidas no ciclo celular, incluindo a
diferenciacao e a apoptose. Uma perda de controle na fase G1 do ciclo celular conduz a
proliferacado descontrolada de células (FLORES; SOBREVIA, 2000).

Evitar a etapa morte do ciclo celular e a capacidade para burlar o sistema

imunolégico sao caracteristicas das células cancerigenas. Estas sao alvo de drogas com
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mecanismos de acao diversos. Em estudo recente Lee et al. (2015) realizaram analises in
vitro e in vivo do extrato da larva de Tenebrio molitor. A atividade anticancerigena in vivo
da fracdo de hexano contendo o extrato da larva foi avaliada em relacdo a medicao do
volume do tumor. As células SK-HEP-1 foram implantadas por via subcutdnea em ratos
novos. Quando o tamanho do tumor atingiu cerca de 180 mm?®, 1 g/kg de fracdo de
veiculo com extrato da larva foi administrado por via intraperitoneal. No final do
experimento, constatou-se a reducao do volume do tumor (LEE et al., 2015). Ap6s 15 dias
de tratamento com a fragdo hexano, o peso corporal médio dos ratos foi também
comparado, ndo havendo perda de peso significativa. Concluiu-se que os extratos de
larvas de Tenebrio molitor contém substancias citotéxicas, que podem ser enriquecidas
por protocolos adequados de fracionamento, e posterior separacéo e purificagdo levando
a identificacao de novas moléculas para o tratamento de cancer em seres humanos (LEE
et al., 2015).

Ha um interesse crescente na identificacdo e caracterizacdo de insetos com
atividade imunomoduladora. Larvas de Tenebrio molitor tém sido amplamente utilizadas
como medicamentos tradicionais dos chineses e suplemento alimentar de humanos e
animais (TANG; DAI; LIU, 2010). Neste estudo, verificou-se que a ingestao de insetos ndo
s6 era segura para os ratos, mas também era eficaz contra fadiga, retardava o
envelhecimento, diminuia o nivel de colesterol total e a taxa de microcitose em eritrcitos
policromaticos (TANG; DAI; LIU, 2010).

5.2. Avaliacao da toxidez em dietas baseadas em insetos

O objetivo principal dos estudos toxicoldgicos é a predicao dos possiveis efeitos
adversos que podem ser manifestados quando da exposicdo humana a determinada
substancia quimica (STOKES, 2002; MEYER, 2003). Embora nao exista uma legislacéo
especifica que preconize estudo de toxicidade para alimentos compostos por insetos, o
GUIDELINES FOR THE TESTING OF CHEMICALS 407 (OECD, 2008), fornece um
roteiro geral para estudos de neurotoxicidade e imunotoxicidade de agentes quimicos. No
Brasil a ANVISA preconiza para analises de toxicidade de fitoterapicos em animais de
acordo com a Resolucéao 90/2004.

Neste contexto, o estudo com cobaias fornece uma visdo ampla dos potenciais

efeitos de um dado produto nos organismos vivos. Neste contexto, os efeitos dos
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compostos sao avaliados por meio da necropsia e analise dos parametros fisiolégicos,
bioquimicos, hematoldgicos, imunolégicos e histopatoldgicos. As analises bioquimicas
tém a finalidade de avaliar as fungdes metabodlicas desempenhadas pelos 6rgaos e
tecidos, bem como identificar patologias ocultas (FELDMAN; ZINKL; JAIN, 2000).

Os exames bioquimicos disponiveis na pratica clinica avaliam as func¢des renal,
hepatica, cardiaca e pancreatica, bem como evidenciam alteracées no equilibrio hidrico,
eletrolitico e de minerais, determinam ainda alteragdes no metabolismo enddécrino e da
atividade muscular (BERGONSO, 2007). A avaliacdo renal € determinada pela
mensuracao de uréia e creatinina. A uréia é um produto do catabolismo de aminoacidos e
proteinas. Gerada no figado, é a principal fonte de excrecao do nitrogénio do organismo,
principalmente pela urina, sendo juntamente com a creatinina utilizada para avaliar
funcdes renais (BURTIS; ASHWOOD; BRUNS, 2008).

O aumento da taxa de creatinina no sangue ocorre em todas as patologias renais
em que ha diminuigao da filtracao glomerular. A dosagem de creatinina deve ser realizada
em paralelo com a de ureia para uma melhor avaliagdo. A creatinina sérica nado é
marcadamente influenciada pela dieta ou por hemorragias intestinais, mas uma severa
perda muscular podera reduzir sua quantidade (BERGONSO, 2007).

Dentre os testes utilizados para esta avaliacdo hepatica pode-se incluir as
dosagens de alanina aminotransferase (ALT/TGP), aspartato aminotransferase
(AST/TGO), fosfatase alcalina (FA) e proteinas totais (PT). A ALT/TGP é encontrada
abundantemente no figado, em quantidades moderadas no rim e em pequenas
quantidades no coracdo e na musculatura esquelética. Sua origem é predominantemente
plasmatica, fazendo com que se eleve rapidamente apos a lesdo hepatica (SCHUMANN
et al., 2002). A AST/TGO é encontrada em diversos 6rgaos e tecidos, incluindo coracéo,
figado, musculo esquelético e eritrécitos, estando presente no citoplasma e mitocéndrias,
portanto sua elevacgao indica um comprometimento celular mais profundo (SCHUMANN et
al., 2002).

A fosfatase alcalina € composta por um grupo de isoenzimas associadas a
membrana, localizada em varios tecidos, mas somente dois sdo importantes para o
diagnéstico, o tecido 6sseo e hepatobiliar. Com excecao dos animais em crescimento ou

pacientes com doenca 0ssea, a atividade sérica elevada de fosfatase alcalina tem origem
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hepatobiliar, principalmente devido a colestase e necrose por obstrucao biliar intra-
hepatica (FELDMAN; ZINKL; JAIN, 2000).

As proteinas totais sdo encontradas em todos os componentes das células, uma
vez que sdo fundamentais na estrutura e fung¢des celulares (RAVEL, 1995). Elas sofrem
alterac6es de importancia clinica, principalmente nos processos inflamatérios (bacterianos
e imunoldgicos), parasitarios e metabdlicos (BASTOS, 2011; SILVEIRA, 1988).

A albumina faz parte da funcao hepatica, porém também pode estar
comprometida em casos de problemas renais cronicos; € uma proteina negativamente
carregada, soluvel em agua e sintetizada pelo figado. A expressdo de albumina é
bloqgueada em estados inflamatérios. A inflamacao pode contribuir para a reducdao da
concentragdo de albumina sérica através da supressdao da sintese, aumento do
catabolismo e permeabilidade vascular para a albumina, ou a combinagéo de todos esses
fatores (BASTOS, 2011).

Na histologia, entre outros, pode ser observado infiltrado inflamatério,
degeneracao hidrépica, esteatose e necrose. Brasileiro Filho (2016) descreve muito bem
todas estas alteracdes. Degeneracao hidropica é a lesao celular reversivel caracterizada
pelo acimulo de agua e eletrdlitos no interior de células, tornando-as tumefeitas,
aumentadas de volume; trata-se da lesdo nao letal mais comum diante dos mais variados
tipos de agressao, independente da natureza do agente agressor, seja quimica, fisica ou
biol6gica (BRASILEIRO FILHO, 2016).

Ainda segundo Brasileiro Filho (2016) a esteatose € o acumulo de gorduras
neutras (mono, di ou triglicerideos) no citoplasma de células que normalmente nao as
armazenam. Quando ocorre € mais comum no figado, epitélio tubular renal e no
miocardio, mas pode ser encontrada também em musculos esqueléticos € no pancreas.
Pode ser provocada por agressdes muito diversas e a lesdo aparece todas as vezes que
um agente interfere no metabolismo de acidos graxos da célula, aumentando sua
captacado ou sintese ou dificultando sua utilizagdo, seu transporte ou excrecao. Pode ser

causada por agentes toxicos, hipdxia, alteragdes na dieta e disturbios metabdlicos.

6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O consumo de insetos é pouco preconizado na alimentacdo humana no Brasil,

embora existam relatos de seu potencial como fonte de proteinas de alto valor nutritivo.
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Uma das espécies com maior potencial de utilizacdo é o T. molitor, especialmente sua
farinha. Desta forma, estudos sdo necessarios para avaliar se as larvas produzidas
mantém as propriedades nutricionais apds seu processamento para produgao de farinha e
se as proteinas desta farinha apresentam digestibilidade adequada. Também, é
necessario avaliar a segurancga de se incorporar este suplemento na alimentacao humana
por meio de estudos bioquimicos, hematoldgicos e histopatolégicos. A resposta a estas
questbes sao importantes para definicdo e proposicdo de politicas relacionadas ao

consumo destes alimentos no Brasil.
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