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Derivados lacteos compdem a maior parte dos alimentos funcionais disponiveis no mercado. Queijos
frescos sdo propicios a adicdo de probidticos por seu pH, acidez e umidade favordveis. O objetivo
deste estudo foi avaliar o potencial do cream cheese em atuar como condutor de probidticos, as
caracteristicas fisico-quimicas, microbioldgicas e sensoriais e o perfil lipidico do produto quando
adicionado de prebidtico e probidticos. As formulagdes de cream cheese foram elaboradas com adi¢do
de diferentes concentracdes de probidtico (Bifidobacterium animalis e Lactobacillus acidophilus) e de
prebidtico (inulina), em quantidades adotadas de acordo com o Delineamento Central Composto
Rotacional, totalizando 12 ensaios, sendo 4 fatoriais, 4 axiais, 3 repeticdes no ponto central e 1
tratamento-controle. As caracteristicas foram avaliadas durante o armazenamento do produto por 45
dias a 8°C. Niao foi observada mudanca significativa nas caracteristicas fisico-quimicas quanto a
gordura, proteina e cinzas em comparagdo a formulagdo-controle, enquanto o teor de umidade foi
alterado pela adicdo do prebidtico. A superficie de resposta foi elaborada para verificar a influéncia
das diferentes concentracdes de inulina e probidticos sobre o pH e acidez (expressa em 4cido lactico)
das formulacdes durante o armazenamento, tendo somente os termos linear e quadritico da
concentracdo de probidticos apresentado significancia (p<0,05). O pH e acidez titulavel das
formulagdes influenciaram a viabilidade das culturas, tendo a cultura starter (S.termophilus) alta
viabilidade durante todo o armazenamento. Bifidobacterium animalis apresentou contagens acima de
10° UFC/g durante todo o periodo, garantindo a potencialidade probidtica de todas as formulacdes. As
contagens de Lactobacillus acidophilus declinaram ao longo do armazenamento, provavelmente por
competicdo com a cultura starter. A avaliacdo dos atributos sensoriais (aparéncia global, cor, aroma,
textura, acidez e sabor) foi realizada através de teste com escala hedonica de 7 niveis e teste de
ordenagdo. Nao foi encontrada diferenga estatistica pelo Teste de Tukey (p>0,05) na avaliagdo por
escala hedonica, tampouco preferéncia significativa no teste de ordenagdo. Os termos linear,
quadratico e de interacdo da regress@o linear multipla ndo foram significativos (p>0,05) para nenhum
dos parametros sensoriais avaliados; somente o intercepto da equacdo de cada atributo apresentou
significancia estatistica (p<0,01). O perfil lipidico das formulagdes ndo foi significativamente alterado
pela adicdo de diferentes concentracdes de probidtico, sendo as quantidades de &cidos graxos
saturados, monoinsaturados, poliinsaturados e trans semelhantes aos do leite usado como matéria-
prima e a formulacdo-controle. As diferentes concentragdes de probidtico igualmente ndo alteraram a
concentracdo de 4cido linoléico conjugado (CLA) em relagdo ao controle, provavelmente pela
reduzida concentracdo de cultura usada, baixa viabilidade de Lactobacillus acidophilus durante ao
armazenamento e ao fato de cream cheese ter vida-de-prateleira breve, com curto espaco de tempo
para formacdo do CLA. Conclui-se que o cream cheese adicionado das concentragdes estudadas de
pre- e probidtico apresenta potencial funcional; entretanto, a quantidade de probidticos ndo aumentou
o teor de CLA em relacdo as quantidades do produto tradicional.

Palavras-chave: Bifidobacterium animalis, Lactobacillus acidophilus, inulina, acido linoléico
conjugado.
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Dairy products form the major part of functional foods available on market place. Fresh
cheeses are propitious to addition of probiotics due to their suitable pH, acidity and moisture.
The objective of this study was evaluate the potential of cream cheese as a vehicle of
probiotics, the physical-chemical, microbiological and sensory characteristics and the lipid
profile of this product when additioned of prebiotic and probiotics. Treatments of cream
cheeses were produced with addition of different levels of probiotics (Bifidobacterium
animalis and Lactobacillus acidophilus) and prebiotic (inulin) in amounts according to
Central Composite Design, totalizing 12 treatments, with 4 fatorials, 4 axial, 3 repetitions on
central point and 1 control. The characteristics were evaluated in all treatments during storage
for 45 days at 8°C. No significant changes were observed on physical-chemical characteristics
of fat, protein and ash in comparison with control, while moisture was altered by prebiotic
addition. The surface response was done to verify the influence of different levels of inulin
and probiotic on pH and tritable acidity during storage; only linear and quadratic terms of
probiotic level were significant (p<0,05). The pH and tritable acidity affect the viability of
cultures; starter culture (S. termophilus) exhibited high viability during storage.
Bifidobacterium animalis showed counts above 10° UFC g'1 during all period, assuring the
probiotic potential in all treatments. The counts of Lactobacillus acidophilus reduced along
storage, probably by competition with starter culture. Assessment of sensory attributes (global
appearance, color, aroma, texture, acidity and taste) was evaluated using test with hedonic
scale of 7 levels and ordering test. No significant difference was found by Tukey’s test
(p>0,05) on assessment using hedonic scale, neither on the ordering test. The linear, quadratic
and interaction terms of multiple linear regression were not significant (p>0,05) for any
sensory attribute; only the intercept of each equation was significant (p<0,01). Lipid profile
was not significantly changed by the different levels of probiotic, with amounts of saturated
fatty acids, monounsaturated, polyunsaturated and trans fatty acids similar to that of the milk
used on cheese manufacture and control. The different levels of probiotic no altered the
concentration of conjugated linoleic acid (CLA) in comparison with control, probably due to
the low addition of probiotic, the reduced viability of Lactobacillus acidophilus during
storage and the short shelf-life of cream cheese, with small time to produce CLA. In
conclusion, cream cheese with addition of prebiotic and probiotic on levels of this study
showed functional potential; nevertheless, the amount of probiotic used does not increase the
concentration of CLA compared to the traditional product.

Keywords: Bifidobacterium animalis, Lactobacillus acidophilus, inulin, conjugated linoleic
acid.
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1 INTRODUCAO

A estreita relagdo entre o consumo de alimentos funcionais e a manutencdo da boa
saide tem estimulado o desenvolvimento de novos produtos dotados de propriedades
terapéuticas. Os derivados do leite compdem a maior gama de produtos funcionais
industrializados atualmente disponiveis no mercado, com alegacdes funcionais principalmente

pela adicdo de bactérias probidticas (MATILLA-SANDHOLM & SAARELA, 2003).

Ao mesmo tempo, o leite e seus derivados sdo uma reconhecida fonte de gorduras na
dieta humana. Contudo, nas dltimas décadas a gordura dos alimentos tem sido associada ao
aumento da incidéncia de doencas cardiacas, sendo recomendada a diminuicdo do consumo de
produtos gordurosos e consequentemente os que t€m o leite como base. Este efeito negativo
estd relacionado ao alto contetido de gorduras saturadas de leite e derivados; no entanto, as
gorduras oriundas de laticinios também sdo importantes fontes de compostos com efeitos
benéficos a saide, como butirato, esfingolipideos, vitaminas lipossoliveis (A, D, Ee K) e o
recentemente descoberto 4cido linoléico conjugado (CLA) (SHORTT & O’BRIEN, 2004).
Diversos estudos comprovaram a potente atividade anticarcinogénica deste dcido graxo, além
de atuar como antioxidante, redutor do peso corporal e como agente anti-aterosclerose, entre

outras propriedades fisiolégicas (SIEBER et al., 2004; LUNA et al., 2007).

A formacgdo do CLA ocorre principalmente no estdmago de ruminantes por agdo da
bactéria anaerdbica Butyrivibrio fibrisolvens, de onde passa para a carne e o leite do animal
(BAUMAN et al., 2003) Todavia, € sabido que outras coldnias de bactérias possuem
capacidade de formar o CLA quando adicionadas a laticinios em condi¢Ges adequadas
(AKALIN et al., 2004). Pesquisas que visam estudar novas coldnias formadoras de acido
linoléico conjugado, bem como formular hipdteses para os mecanismos que levam a formacao

do CLA por estes micro-organismos vém sendo constantemente realizadas na tltima década.

Sabe-se que as bactérias bifidas (Bifidobacterium ssp.) e o género Lactobacillus sao
aptos a converter o 4cido linoléico em 4cido linoléico conjugado, tanto isoladamente quanto
associados a outros micro-organismos (AKALIN et al., 2004; COAKLEY et al., 2003) Aliado
a isso, possuem comprovada atividade probidtica, ou seja, produzem beneficios ao

hospedeiro, agregando valor nutricional ao produto em que sdo adicionadas.
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Da mesma forma, substincias prebidticas afetam beneficamente o organismo pelo
estimulo seletivo do crescimento e/ou atividade de apenas um ou mesmo de um nimero
limitado de bactérias (GIBSON & ROBERFROID, 1995). Dentre os prebidticos mais
conhecidos e estudados até o momento encontra-se a inulina, um frutoligossacarideo que
produz significativo incremento na viabilidade de probidticos, especialmente sobre
Bifidobacterium (OZER; AKIN & OZER, 2005). Sendo assim, espera-se que a adicdo de
Bifidobacterium animalis e Lactobacillus acidophilus conjuntamente com a adi¢do de inulina
em cream cheeses aumente o teor de CLA em relagdo aos teores atualmente encontrados para

este produto.
Neste ambito, o presente estudo foi realizado, tendo como objetivos:

e Desenvolver uma formulacdo de cream cheese contendo probioticos (Bifidobacterium
animalis e Lactobacillus acidophilus) e prebidtico (inulina) em baixas concentracdes,

mas sem perder a potencialidade funcional;
e Analisar as caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas das formulacdes;
e Avaliar a aceitacdo sensorial das formulagdes;

e Estudar o efeito da adicio de diferentes concentragdes das culturas probidticas
Bifidobacterium animalis e Lactobacillus acidophilus sobre o perfil lipidico de cream

cheese, enfocando especialmente no teor de acido linoléico conjugado (CLA).



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cream cheese

O surgimento do cream cheese data de 1927, quando o pesquisador norte-americano
Arthur C. Dahlberg publicou um trabalho histérico em que descrevia a fabricacdo de um
queijo tipo creme que viria a agradar grandemente os apreciadores de queijos de sabor mais
leve nos Estados Unidos (ALBUQUERQUE, 2002). Segundo outra versdo, hé indicios de que
o cream cheese ja teria sido fabricado pela primeira vez no século anterior, em 1872, quando
um leiteiro da cidade de Chester, em Nova York, EUA, teria desenvolvido um queijo feito a
partir de creme e leite integral. De acordo com esta versdo, este queijo chegou ao comércio
em 1880, pelas maos de A. L. Reynolds, distribuidor da drea queijeira de Nova York com o

nome comercial de Philadelphia Brand (PHILADELPHIA, 2009).

Na época, os produtos originados ou associados a esta cidade remetiam a uma
qualidade superior no que dizia respeito a inddstria alimenticia, referindo-se a tais produtos
como com “qualidade Philadelphia”. Esta denominacio se tornou praticamente um sindnimo
do cream cheese em todo o mundo, quando o conglomerado Kraft Foods passou a deter a
marca “Philadelphia Cream Cheese” para sua linha de cream cheeses, atendendo hoje a mais
de 50 paises que apreciam o produto sob o apelo comercial de ser “o pedago mais leve do

paraiso” (KRAFT FOODS, 2007).

O cream cheese caracteriza-se por ter uma consisténcia finifssima, untuosa, macia e um
flavor levemente 4cido (ALBUQUERQUE, 2002; SAINANI, VYAS & TONG, 2004).
Atualmente € fabricado através de processos avangados, inclusive ultrafiltragdo, mas a versao
tradicional de fabricagdo preconiza que primeiramente seu teor de gordura seja padronizado
com creme para 12%, passando-se a seguir para as fases de pasteurizagdo, homogeneizagao,
inoculacdo e fermentacdo. Apds obter-se a coalhada, esta € dessorada por cerca de 18 horas e
acrescida de sal e estabilizadores para ser bem homogeneizada e finalmente embalada

(FURTADO & NETO, 1994).

H4 uma grande variedade de cream cheeses, com diferentes teores de matéria-seca e
gordura. Pela legislagdo americana, deve conter no minimo 33% de gordura e no maximo

55% de umidade (FURTADO & NETO, 1994). Os padrdes canadenses exigem quase 0s
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mesmos valores, porém um minimo de 30% de gordura. Na Franca, € comum o consumo do
cream cheese “triplé créme”, cujo minimo de gordura é de 75% na matéria seca (SANCHEZ
et al.,, 1996). A legislacdo brasileira carece até o momento de padrdes de identidade e
qualidade especificos para cream cheese, facultando referéncias de fabricag@o para a industria
queijeira e impossibilitando comparacdes entre diferentes marcas comerciais que tenham

como base a legislacao.

Por ser rico em creme, o cream cheese permite adaptar-se a um grande nimero de
combinagdes e ocasides conforme a consisténcia e os hdbitos culindrios de cada pais. Nos
EUA ¢ consumido mais mole, proprio para espalhar em paes e sanduiches e compor molhos
de saladas (SANCHEZ et al., 1996). J4 em muitos paises da Europa € mais apreciado na
forma de queijo, com textura mais firme para ser servida em fatias; na Itdlia, é comum ser
cortado em grandes pedagos para incrementar saladas. No Japdo, é apreciado como um paté
para passar na casca do pao. Também € muito comum seu uso como ingrediente bédsico para o
bolo de queijo (cheese cake) nos EUA (KRAFT FOODS, 2007). No Brasil, apesar do
consumo ainda ser baixo quando comparado a outros paises, o cream cheese vem tendo
penetracdo crescente no mercado queijeiro; somente entre os anos 2000 e 2004 houve um

incremento de mais de 28% na sua produg¢d@o nacional (BRASIL, 2004).

2.2 Probiodticos

2.2.1 Conceitos e propriedades fisioldgicas

O trato gastrointestinal de um ser humano adulto é colonizado por aproximadamente
10'* células microbianas por grama (LUCKEY & FLOCH, 1972), cerca de dez vezes mais
que todos os tecidos do corpo humano juntos. Este imenso niumero sugere fortes efeitos
regulatorios nas fungdes corporais, especialmente no célon onde se encontra a maior
concentra¢io de micro-organismos, em torno de 5 x 10" células bacterianas por grama de
tecido. Com uma representacdo de mais de 400 espécies, estes micro-organismos nativos
incluem diversos gé€neros de bactérias, especialmente os gram-positivos anaerébicos
Bacteroides, Eubacterium e Bifidobacterium. Outros grupos minoritirios como Clostridium,

Peptostreptococcus, Streptococcus e Lactobacillus também se fazem presentes,
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desempenhando fung¢des importantes na manutengdo da flora intestinal (HOLZAPFEL &
SCHILLINGER, 2002).

De fato, as pesquisas realizadas nas ultimas décadas confirmam a importancia da
populacdo microbiana do trato gastrointestinal nas fungdes do organismo. Segundo Holzapfel
& Schillinger (2002), a associa¢do benéfica de micro-organismos com o hospedeiro humano
foi sugerida ha mais de 100 anos por Doderlein (1892) para bactérias vaginais; e mais adiante
para bactérias 4cido-lacticas do intestino em estudos conduzidos por Moro (1900), Beijerinck
(1901) e Cahan (1901). Posteriormente, Vergio (1954) introduziu o termo “probiético”, ao
comparar em seu manuscrito “Anti — und Probiotika” os efeitos deletérios dos antibidticos e
os benéficos produzidos por substancias favordveis a microflora intestinal, que denominou
“Probiotika”. Lilly e Stillwell (1965) elaboraram o primeiro conceito de probidticos, se
referindo como “micro-organismos que promovem o crescimento de outros”. Atualmente,
existem diversas defini¢des para o termo probidtico, mas de modo geral ha um consenso de
que sdo “micro-organismos vidveis que promovem ou favorecem o balango benéfico da
populacdo nativa do trato gastrointestinal” (HOLZAPFEL & SCHILLINGER, 2002). Tais
micro-organismos ndo necessitam ser habitantes constantes do intestino, mas devem
proporcionar efeito benéfico a saide do hospedeiro (FULLER, 1989). Diversas benesses estao
associadas aos probioticos, dentre as mais importantes estdo as compiladas por Holzapfel &
Schillinger (1998) e Matilla-Sandholm & Saarela (2003):

® Producido de vitaminas e disponibilizacdo de minerais e elementos-traco;

¢ Producdo de enzimas digestivas como a 3-galactosidase;

e Auxilio na restauracdo da flora intestinal apds diarréias infecciosas;

¢ Reducio do colesterol LDL;

e Estimulacdo do sistema imune;

* Aumento da motilidade do intestino, com conseqiiente reducio da constipagao;
® Aumento da resisténcia a colonizagdo de patdgenos no intestino;

e Manutencdo da integridade da mucosa;

¢ Protecdo contra alguns tumores cancerigenos;

® Protecdo adicional contra doengas corondrias.
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2.2.2 Bactérias probidticas em lacteos funcionais

A maioria das bactérias com propriedades probidticas pertencem aos géneros
Lactobacillus e Bifidobacterium, membros comuns mas nao dominantes da nossa flora
gastrointestinal (MATILLA-SANDHOLM & SAARELA, 2003). O potencial probidtico de
tais bactérias vem sendo discutido em intimeras revisdes, citando as propriedades adicionais
de reducgdo da intolerancia a lactose e a gastroenterites infantis, além dos efeitos supracitados
(SHORTT & O’BRIEN, 2004). Por sua comprovada atividade bioldgica, os géneros
Lactobacillus e Bifidobacterium sdo também os mais comumente adicionados em lacteos com
alegacdes funcionais (SHAH, 2000).

A maior gama dos produtos contendo probidticos é composta por leites fermentados
como o iogurte, concentrando-se no estudo da viabilidade das culturas microbianas durante o
armazenamento, nas propriedades fisico-quimicas e organolépticas de tais produtos e nos
possiveis mecanismos dos efeitos probidticos (YILMAZTEKIN, BARBAROS & ATASOY,
2004). No entanto, outros derivados lacteos enriquecidos com probidticos vém sendo
desenvolvidos, visando oferecer ao consumidor maior variedade de produtos funcionais.
Hekmat & McMahon (1992), Davidson et al. (2000) e Alamprese et al. (2002) testaram
culturas probidticas em sorvetes e frozen-yogurts, observando que apesar da estocagem a
baixas temperaturas afetar a viabilidade das culturas, a elaboracido de produtos atrativos pelo
sabor refrescante pode ser uma boa op¢do de fornecer probidticos a dieta. Leite em pd
contendo probidticos também constitui uma alternativa interessante, embora avaliado em
menor propor¢cdo. Estudos demonstram que a maioria das bactérias pode ser liofilizada com
10" UFC/g e posteriormente incorporadas ao leite em pé ou similares (SAXELIN et al.,
1999).

Contudo, dados da literatura indicam que os queijos sdo os lacteos ideais para a
condugdo de probidticos no trato gastrointestinal, por seu pH elevado em relacdo aos leites
fermentados e alto teor de umidade e gordura (VINDEROLA et al., 2000; YILMAZTEKIN,
BARBAROS & ATASOY, 2004). Neste contexto, os queijos frescos se destacam com
diversos estudos sobre a viabilidade das culturas e as mudangas nas caracteristicas fisico-
quimicas e sensoriais ocorridas pela adi¢cdo de probidticos. Buriti et al. (2007) testaram
Lactobacillus paracasei em cream cheese fresco, garantindo alta viabilidade do micro-
organismo por 21 dias de armazenamento a 4+1°C. Em outro trabalho, Buriti et al. (2005)
adicionaram 1% de Lactobacillus acidophilus em queijo Minas frescal, avaliando as

implica¢des da adi¢do do probidtico sobre as caracteristicas texturais e sensoriais do produto;
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os autores observaram maior firmeza no queijo contendo probidtico em relacdo ao controle,
mas o painel sensorial indicou que esta adi¢do melhorou os atributos sensoriais do queijo.
Outra cepa de Lactobacillus acidophilus foi usada no estudo de Kasimoglu, Gonciioglu &
Akgiin (2004) em queijo branco fresco, onde os autores relatam alta viabilidade do probidtico
durante armazenamento e melhoria da aceitabilidade sensorial quando o queijo foi acrescido
do micro-organismo. Sendo assim, o cream cheese parece ser uma alternativa interessante

como alimento condutor de probidticos.

Contudo, a viabilidade das culturas probidticas pode ser afetada por fatores presentes
nos queijos ao longo do armazenamento, como o baixo pH e a presenca de oxigénio e acidez
(LANKAPUTHRA et al., 1996). Alguns autores consideram arriscada a adicdo de bactérias
bifidas como probidticas, uma vez que sdo dificeis de serem isoladas e manipuladas por serem
anaerébicas. Quando isoladas, ndo toleram bem ambiente dcido, sendo, portanto, dificeis de
serem carreadas em alguns lacteos. Uma alternativa para o aumento de bactérias bifidas no
trato gastrointestinal € o emprego de substincias conhecidas como prebidticos (FERREIRA &
TESHIMA, 2000). A interagd@o entre o probidtico e prebidtico in vivo pode ser favorecida por
uma adaptagdo do probidtico através do consumo de prebidtico. Isto deve resultar em uma
vantagem competitiva para o probidtico se este for consumido juntamente com o prebidtico

(PUUPONEN-PIMIA et al., 2002), proposta esta sugerida no presente trabalho.

2.3 Prebioticos

O termo prebidtico € definido como um ingrediente alimentar ndo digerivel pela
maioria dos micro-organismos do intestino e que afeta beneficamente o hospedeiro pelo
estimulo seletivo do crescimento e/ou atividade de apenas um ou de um ndmero limitado de
bactérias no colon (GIBSON & ROBERFROID, 1995). Como exemplo de substincias
prebidticas pode-se citar alguns oligossacarideos como a lactulose, lactitol, lactosacarose,
rafinose, fruto-oligossacarideos (FOS), e polissacarideos como a inulina e o amido resistente
(CONWAY, 2001). Entre os oligossacarideos de ocorréncia natural, os fruto-oligossacarideos
(FOS) s@o os principais compostos reconhecidos e utilizados em alimentos aos quais se
atribuem propriedades prebidticas (NITSCHKE, 2002). Dependendo do comprimento da

cadeia, definida pelo nimero de unidades de monossacarideos, e também chamada grau de
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polimerizacdo (DP), os FOS podem ser chamados de oligofrutoses (DP < 10, DP média = 4,8)
ou inulina (DP 2 - 60, média = 12) (GIBSON & ROBERFROID, 1995).

A inulina € um dos materiais de reserva de vdrias plantas e é encontrado na raiz da
chicoria, na dalia e na alcachofra, além de outras plantas (NINESS, 1999). Quimicamente
consiste de uma longa cadeia de moléculas de frutose e uma molécula de glicose no final,
caracteristica esta que a faz poder se enquadrar dentre os fruto-oligossacarideos.
Industrialmente, € obtida a partir da raiz da chicéria por extrac@o a altas temperaturas, seguida
de um processo de exclusdo de fons. (HENELLY et al., 2006) Do ponto de vista fisioldgico,
por ndo sofrer hidrélise enzimatica no corpo humano, a inulina possui caracteristicas de fibra
alimentar, em especial da fracdo soldvel desta. A inulina vém sendo atribuidas propriedades
fisiologicas de reducdo de lipideos e colesterol na corrente sanguinea, bem como regulagdo do

transito gastrointestinal e aumento da absor¢do do cilcio (ROBERFROID, 1993).

No entanto, é na fungdo prebidtica que se vislumbra uma das maiores propriedades
funcionais da inulina. Fruto-oligossacarideos como a inulina tem sido testados em diversos
estudos para aumentar a sobrevivéncia e colonizacdo de bactérias probidticas em alimentos
que os contém em associacdo. Ozer, Akin & Ozer (2005) relatam que a adi¢o de 0,5% ou 1%
de inulina em iogurtes aumentou em grande extensdo o crescimento de Bifidobacterium
bifidum BB-02, embora nio tenha exercido o mesmo efeito em Lactobacillus acidophilus LA-
5. Akalin et al. (2007) elaboraram iogurtes probidticos com culturas de Lactobacillus
acidophilus e Bifidobacterium animalis isoladas e/ou com 2% de fruto-oligossacarideos,
aumentando o teor de CLA em 1,58 vezes quando testaram L. acidophilus e em 1,75 vezes ao
testar B. animalis, a0 comparar ambos com o iogurte controle (S. termophilus e L.
bulgaricus). Contudo, ao suplementar as formula¢des com o fruto-oligossacarideo, o aumento
do teor de CLA foi mais significativo: 2,71 vezes para tratamento com L. acidophilus + FOS
e em 2,90 vezes para B. animalis + FOS, concluindo que a adi¢do de culturas probidticas
aumentou o teor de CLA, todavia quando associadas a um prebidtico o incremento € ainda

mais expressivo.
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2.4 Acido linoléico conjugado (CLA)

2.4.1 Histoérico do CLA

Na década de 70, Pariza e colaboradores sugeriram que a carne bovina grelhada
possuia um componente carcinogénico, buscando desde entdo identificar este componente
(PARIZA et al., 1979). Em outro estudo, observaram que extratos de carne bovina possuiam
tanto componentes mutagénicos quanto compostos antimutagénicos e que este estava presente
independente do cozimento, ao contrario do que se acreditava anteriormente (PARIZA et al.,

1983).

Em 1985, Pariza & Hargraves demonstraram que este extrato de carne bovina era
capaz de inibir a progressdo de tumores em células epiteliais de camundongos (PARIZA &
HARGRAVES, 1985). Somente apds dois anos, Ha et al. (1987) isolaram e caracterizaram
este desconhecido componente antimutagénico da fracdo lipidica da carne, através de técnicas
de Cromatografia Liquida de Alta Pressio (HPLC), Cromatografia Gasosa acoplada ao
Espectrofotometro de Massas, Espectro Ultravioleta e Espectroscopia de Ressonincia
Magnética Nuclear. Neste trabalho, os autores descobriram que a fragdo isolada continha
quatro isomeros do acido linoléico, sendo que cada um continha um sistema de ligagdo

conjugada, portanto sendo designados 4cidos linoléicos conjugados (CLAsS).

Desde entdo, diversos estudos confirmaram a atividade anticarcinogénica do CLA,
fato este que os levaram a ser considerados pela National Academy of Sciences como os

unicos dcidos graxos que, indubitavelmente, sdo capazes de inibir a carcinogénese em animais

experimentais (HAYASHI, 2003).

2.4.2 Estrutura quimica e propriedades fisiologicas

O 4cido linoléico conjugado refere-se a uma mistura de isdmeros do 4cido
octadecadiendico, mais conhecido como dcido linoléico (18:2 n-6), em que as duplas ligacodes
sdo conjugadas em vez de existirem na configuracdo interrompida metilénica tipica.
(SANTOS et al., 2001; MOURAO et al., 2005). A conjugaciio ocorre no rimen de animais

pela enzima &cido-linoléico isomerase, proveniente da bactéria anaerébica ruminal
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Butyrivibrio fibrisolvens, durante a conversio do acido linoléico (18:2) em oléico (18:1) como
um primeiro intermedidrio da biohidrogenacio; ou através da conversdo enddgena do 4cido
vacénico (11-trans C18:1). A conjugacdo da ligacdo dupla € geralmente nas posigdes 9 e 11
ou 10 e 12, podendo originar até oito diferentes isdmeros nas configuracdes cis ou trans,
porém, € no isdmero 9-cis, 11-trans que se encontra a maior atividade bioldgica do CLA
(COLLOMB et al., 2006; SHORTT & O’BRIEN, 2004). A estrutura do acido linoléico e dois

de seus isdbmeros conjugados podem ser observados na Figura 1.

Figura 1. Estruturas dos isomeros do acido linoléico 1) isomero CLA (10-trans, 12-cis);
2) isomero CLA (9-cis, 11-trans); 3) acido linoléico (18:2; 9-cis, 12-cis). Adaptado de:
FUNK, BARRERA-ARELLANO & BLOCK, 2006.

Outras bactérias sdo capazes de produzir CLA mais eficientemente que a Butyrivibrio
fibrisolvens, especialmente as probidticas (OGAWA et al., 2005; SANTOS et al., 2001). A
producgdo de CLA também ocorre em humanos, por a¢do da enzima delta-9-dessaturase em 7-
trans 18:1 e 11-trans 18:1, embora em propor¢do infima quando comparada a ruminantes
(MEDEIROS, 2002). O CLA também pode ser sinteticamente produzido por diferentes
métodos, o que influencia diretamente na composi¢do dos isomeros produzidos. As
metodologias mais empregadas sdo a partir de desidratacdo de dleo de ricino, de tratamento
com dlcalis fortes de 6leo de girassol a altas pressdes e de 6leo de ciartamo com solugdo
concentrada de hidréxido de potdssio em propilenoglicol, tendo este ultimo a maior

concentracdo de CLA (90%) (MEDEIROS, 2002).

O CLA tem sido foco de estudos desde que foi comprovado ser responsavel por
diversas propriedades benéficas a satude. Entre elas, destaca-se sua potente atividade

anticarcinogénica. O CLA estd entre os compostos que atuam reduzindo tanto a incidéncia de
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tumor em modelos experimentais de carcinogénese em ratos, ou como agentes citotdoxicos
existentes nas células cancerigenas. Estes resultados foram também demonstrados em estudos
in vitro de células cancerigenas de melanoma, carcinoma de célon, carcinoma de prdstata,

leucemia, carcinoma de ovéario e tumor mamario (SHORTT & O’BRIEN, 2004).

Os tumores da glandula mamadria sdo particularmente sensiveis aos efeitos do CLA, o
que pode ser explicado, em parte, pela acumulacdo preferencial do CLA em lipidios neutros
de adipécitos, tipo de célula predominante no tecido mamadrio. Sua atividade
anticarcinogénica se daria por sua atuacdo como ‘“fator pardcrino” na regulacdo do
crescimento de células epiteliais. No caso da glandula mamaria, o mecanismo de agdo ainda
poderia ser a redugdo da diferenciagdo das células do estroma mamério e na reducdo da
capacidade do estroma mamdrio em formar redes microcapilares (angiogénese), além de
estimular a apoptose (HAYASHI, 2003; MEDEIROS, 2002). Além da propriedade
anticarcinogénica, vdrios estudos sugerem que o CLA apresenta propriedade
hipocolesterolémica e pode atuar como antioxidante, além de atividade na inibicdo da sintese
de nucleotideo, da propriedade proliferativa e da formagdo de DNA tumoral (SHORTT &
O’BRIEN, 2004).

O leite e seus derivados, bem como a carne bovina, sdo as principais fontes de CLA na
dieta humana, onde o 9-cis, 1l-trans 18:2 é o isOmero mais abundante, com uma
representatividade média de 80-90% do CLA. A concentragdo tipica de CLA na gordura do
leite é de 3 a 6 mg/g, porém, pode ocorrer grandes variacdes dependendo do rebanho leiteiro
(MAIA, BRANCO & MOURO, 2006) e do seu estado de lactacdo (VAN NIEUWENHOVE
et al., 2007). O contetido de CLA no leite e em alguns de seus derivados pode ser conferido na
Tabela 1.

2.4.3 Fatores que influenciam os teores de CLA

Diversos sdo os fatores que influenciam os niveis de CLA em laticinios, desde a
matéria-prima até a armazenagem, além das condi¢des de fabricacdo. Segundo Palmquist,
Beaulieu & Barbano (1993), o teor e a composi¢do da gordura do leite sdo mais afetados pela
quantidade e pelo tipo de gordura na dieta do animal do que por qualquer outro componente.
Jiang et al. (1996) verificaram variagdo de 2,5 a 17,7 mg de CLA/g de 4cidos graxos no leite e

sugeriram que este dcido graxo pode ser diretamente aumentado por meio da dieta. Baseando-
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se nesta afirmacfo, diversos autores buscaram em seus trabalhos incrementar a racdo de
rebanhos bovinos com suplementos de lipideos e dleo de soja, obtendo resultados satisfatérios

(MEDEIROS et al., 2002).

O CLA também pode ser produzido naturalmente por cepas de bactérias, com o
atrativo principal de produzir altas quantidades de 9-cis, 11-trans 18:2, o isdmero do CLA

com maior atividade bioldgica. O 4cido linoléico livre é téxico para muitos micro-organismos

Tabela 1- Conteiido de acido linoléico conjugado (CLA) em leite e derivados

Amostra mg CLA*/g lipideo mg CLA*/100g amostra**
Leites

Leite Integral (3,2%gordura) 4,49 14,2
Leite (1,9%gordura) 4,14 8,0
Fermentados

Togurte (1,9%gordura) 3,82 7,4
Gordura do Soro 4,14 76,1
Buttermilk 4,66 5,7
Queijos

Brie 4,75 1294
Cheddar médio 4,02 140,0
Cream 4,30 142,9
Cottage 4,80 19,6
Edam 5,38 141,7
Mozzarella 4,31 91,4
Queijo Processado (marca 1) 4,26 85,4
Queijo Processado (marca 2) 4,02 39,0
Queijo Processado Americano 3,64 91,1
Parmesao 4,00 89,9
Queijo Suico 5,45 160,9

*quantidades expressas em isomero 9-cis, 11-trans 18:2.
**com base na matéria seca.
Adaptado de LIN et al., 1995.

e sua conversdo em CLA parece funcionar como um mecanismo de detoxificacdo através da

acdo da enzima isomerase (DAS et al., 2005). Colonias starter com habilidade de converter o
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dcido linoléico em CLA t€m sido identificadas, a exemplo das propionibactérias, bactérias
dcido-lacticas e bifidobactérias (OGAWA et al., 2005). Entretanto, a contribuicdo das culturas
no aumento do conteido de CLA em laticinios parece ser menor do que o esperado ou ainda
apresenta resultados controversos. Em estudo recente de Das et al. (2005), foi mostrado que a
adicao de lipase e propionibactéria em queijos de massa lavada e salgados a seco nao foram
eficientes em aumentar o conteido de CLA, embora estivesse presente acido linoléico livre.
J4 estudos de Lin (2003) mostraram que o teor de CLA em iogurtes preparados com culturas
de Lactobacillus acidophilus foram significantemente majorados pela adi¢cdo de 4cido

linoléico (0,1%).

As reacdes oxidativas também t€m sido postuladas como responsaveis por aumentar as
concentragdes de CLA. O mecanismo para tal seria a formagao acelerada de radicais livres de
dcido linoléico e uma subseqiiente mudanga nas duplas ligacdes do sistema conjugado (HA,
GRIMM & PARIZA, 1989). Entretanto, alguns pesquisadores cogitam que as reagdes
oxidativas podem também causar a destruicio do sistema de duplas ligacdes,
consequentemente reduzindo o teor de CLA. Com isso, fatores que podem levar a
incorporagdo de ar em laticinios (como por exemplo, na fabrica¢do do sorvete), bem como a

exposicdo ao ar durante a estocagem, podem afetar os niveis de CLA (SHANTA et al., 1995).

O tempo de maturagdo dos queijos também é controverso quanto aos efeitos sobre o
CLA. Luna, Juirez & De la Fuente (2007) estudaram a influéncia do periodo de maturagio
sobre queijos espanhois, observando que apesar de os queijos com tempos de maturagio mais
prolongada (trés meses) apresentarem menores valores de CLA em relacdo aos queijos com
apenas dois dias de fabricacdo, a diferenca nao foi estatisticamente significante, sugerindo que
a maturagio nio afeta substancialmente o contetido de CLA. E levantada a hipétese de que a
atividade proteolitica da microflora do queijo tenha sido responsdvel pela diminui¢do do CLA
ao longo do tempo, uma vez que compostos protéicos de baixo peso molecular podem atuar
como doadores de hidrogénio em reacdes que convertem o CLA em 4dcidos monoendicos ou
saturados. O efeito do tempo na quantidade de CLA em queijos também foi estudado por
Zlatanos et al. (2002), onde os autores obtiveram resultados opostos aos encontrados por
Luna, Judrez & De la Fuente (2007), ou seja, os queijos com maior tempo de maturacio
apresentaram maiores valores de CLA em relacdo aos menos maturados. Dados semelhantes

foram obtidos por Lavillonniere et al. (1998) e por Chamba & Perreard (2002).
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2.4.3.1 Influéncia da composi¢do quimica e do processamento no teor de CLA

Existe uma correlacdo significante entre a composi¢do quimica do produto e o teor de
CLA. O conteudo de proteina estd diretamente relacionado ao CLA por atuar como doador de
prétons. Esta relagdo foi confirmada por Shanta & Decker (1992), que ao incrementarem

amostras de queijo processado com aditivos protéicos obtiveram elevados niveis de CLA.

Da mesma forma, os lipideos apresentam correlagio positiva com o contetido de CLA,
uma vez que sao precursores de dcido linoléico e do proprio CLA. Segundo Lin et al. (1999),
a acidez tituldvel e o contetido de umidade também apresentam relacio direta com CLA. E
proposto que um aumento na acidez tituldvel favoreca a doag@o de hidrogénio para os radicais
dienos; ja a d4gua exerceria sua influéncia por ser imprescindivel para as reacdes lipoliticas e

proteoliticas, as quais favorecem indiretamente a formacao do isdmero conjugado.

A influéncia das condicdes de fabricagdo no contetido de CLA em laticinios tem sido
explorada por muitos autores, sendo a temperatura de processamento um dos topicos mais
discutidos (COLLOMB et al., 2006). Os primeiros estudos indicavam que um aquecimento
moderado (<100 °C) poderia favorecer a formagdo do CLA durante os estdgios de fabricagio
de diferentes laticinios. Entretanto, estudos mais recentes apontam o oposto. A aplicacdo de
diferentes tratamentos térmicos durante a fabricacio de leite fermentado (LUNA et al., 2004)e
queijo processado (LUNA et al., 2005) ndo alterou o contetido de CLA no produto (LUNA et
al., 2004); o mesmo ocorreu para o estudo de Gnidig et al. (2004) onde o uso de diferentes
temperaturas de cozimento e moldagem de queijo Emmental ndo produziu nenhum efeito nos
teores de CLA. Cogita-se que somente em condi¢cdes mais severas, com altas temperaturas
(>200 °C), diferente das tradicionais aplicadas na fabricacdo de diversos tipos de queijos,

afetariam significantemente os niveis de CLA (LUNA, JUAREZ & DE LA FUENTE, 2007).
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3.1 Manuscrito 1
Manuscrito em fase final de revisao pelos autores para ser submetido a International

Journal of Food Microbiology

(Configuragao conforme as normas da Revista — Anexo B)

Desenvolvimento de cream cheeses elaborados com adi¢ao de probidticos e inulina

Larissa de Lima Alves®
“Departamento de Tecnologia e Ciéncia dos Alimentos, Universidade Federal de Santa

Maria, Av. Roraima, 1000, 97105-900, Santa Maria, RS, Brasil

Resumo

Queijos frescos sdo propicios a adi¢do de culturas probidticas por sua composicio
fisico-quimica favordvel. O objetivo deste estudo foi investigar a influéncia de diferentes
concentragdes de prebidtico (inulina) e de probidticos (Bifidobacterium animalis e
Lactobacillus acidophilus) sobre as caracteristicas fisico-quimicas e de viabilidade das
culturas starter (Streptococcus termophilus) e probidtica em cream cheeses armazenados por
45 dias a 4°C. O delineamento central composto rotacional foi adotado, totalizando doze
tratamentos. Apenas os termos linear e quadritico (p<0,05) da concentragdo de probidticos
influenciaram na acidez tituldvel e pH durante o armazenamento. S. fermophilus apresentou
alta viabilidade para todos os tratamentos (minimo 6,66 log UFC/g e mdximo 9,39 UFC/g). A
cultura probiética Bifidobacterium animalis variou de 6,12 UFC/g a 7,76 UFC/g, mantendo-se
acima de 106UFC/g em todas as formulag¢Ges durante o periodo avaliado. Lactobacillus

acidophilus apresentou variagdo de 3,20 UFC/g a 8,20 UFC/g, com acentuado declinio apds
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30 ou 45 dias de experimento. A viabilidade de B. animalis foi atribuida as caracteristicas de
umidade, gordura, acidez tituldvel e pH dos cream cheeses, além do efeito prebidtico da
inulina, mesmo em baixas concentracdes (0,3%). Assim sendo, demonstra-se que cream
cheeses elaborados nas condicdes deste estudo podem trazer beneficios ao organismo por sua
potencialidade funcional ainda que adicionado de baixas concentracdes de cultura probidtica

(0,5%).

Palavras-chave: queijo fresco, alimento funcional, Bifidobacterium animalis, Lactobacillus

acidophilus, superficie de resposta.

1. Introducao

Dentre os alimentos funcionais popularmente conhecidos, os laticinios compdem o
grupo com maior variedade de produtos atualmente disponiveis no mercado (Saxelin et al.,
2003). A adicdo de probidticos é o meio mais comum de tornar um lacteo funcional, pela
distinta capacidade destes alimentos em prover o ambiente ideal para crescimento e
sobrevivéncia destes micro-organismos (Yilmaztekin et al., 2004).

Os probidticos sdo conceituados como organismos vivos que quando administrados
em quantidades adequadas conferem beneficios a saide do hospedeiro pela reducdo da
intolerdncia a lactose, inibicdo de micro-organismos patogénicos, producdo de vitaminas e
prevengdo de alguns tumores (Shortt e O’Brien, 2004). Para ser considerado probidtico, o
micro-organismo deve incluir certas propriedades, como adesdo ao epitélio intestinal,
resisténcia ao 4dcido e a bile e producdo de bacteriocinas (Boylston et al., 2004). Por
possuirem tais caracteristicas, as espécies do género Bifidobacterium e Lactobacillus sdo as

mais empregadas pela inddstria de lacteos funcionais (Shortt e O’Brien, 2004). Entretanto,
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varios fatores afetam a sobrevivéncia destas culturas, como a presenga de oxigénio, peréxido
de hidrogénio e quantidade excessiva de acidos organicos (Akalin et al., 2004). Por outro
lado, oligossacarideos como a inulina t€m recebido atenc@o por sua atividade prebidtica, ou
seja, quando adicionados juntamente com probidticos sdo capazes de aumentar seu nimero
e/ou atividade, auxiliando na manutencdo da quantidade considerada ideal para obten¢do dos
beneficios desejados (10° UFC/g) (Uysal et al., 2003; Boylston et al., 2004).

Diversas pesquisas t€m se concentrado em desenvolver novos produtos contendo pre-
e probidticos. A idéia do uso de culturas probidticas em queijos ndo é nova; entretanto,
comparando-se com o nimero de estudos em leites fermentados, sua exploragdao pode ser
considerada escassa (Yilmaztekin et al., 2004). Alguns autores sugerem que os queijos sdo
promissores em termos de viabilidade de culturas probidticas e sua influéncia nas
caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais os tornam ideais para a adi¢do destas (Vinderola et
al., 2000; Kasimoglu et al., 2004). Em comparacéo aos leites fermentados, a estrutura coesa, o
pH e o teor de gordura dos queijos fazem com que estes sejam capazes de oferecer protecao
adicional ao probidtico durante sua passagem no trato gastro-intestinal (Stanton et al., 1998).
Daigle et al. (1999) relatam manutencdo de Bifidobacterium infantis em queijo Cheddar
embalado a vdcuo e mantido a 4°C por 84 dias a niveis acima de 10° UFC/g no fim do
periodo de estocagem. Do mesmo modo, Cardarelli et al. (2008) testaram Bifidobacterium
animalis e Lactobacillus acidophilus em queijo petit-suisse, com viabilidade dos micro-
organismos garantida durante 28 dias de armazenamento. Dados semelhantes foram obtidos
para queijo Crescenza (Gobbetti et al., 1998), Arzua-Ulloa (Menéndez et al., 2000) e Cottage
(Blanchette et al., 1996).

O cream cheese € um queijo que se caracteriza por possuir consisténcia fina e untuosa
e sabor levemente dcido (Albuquerque, 2002), com consumo em expansdo no Brasil. Por ser

rico em creme, permite adaptar-se a um grande niimero de combinagdes e ocasides conforme
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a consisténcia e os habitos culindrios de cada pais, sendo mais consumido em sanduiches,
como acompanhamento para saladas e como ingrediente principal do bolo de queijo (Sanches
et al., 1996). Em razdo da sua natureza de queijo fresco, a adi¢do de micro-organismos
probidticos e de inulina € atrativa, uma vez que as baixas temperaturas de fermentagéo, a alta
umidade e sua curta vida-de-prateleira beneficiam a sobrevivéncia das culturas (Vinderola et
al., 2000).

Sendo inexistentes pesquisas que avaliem a viabilidade de Bifidobacterium animalis e
Lactobacillus acidophilus em cream cheese, especialmente quando adicionadas em baixas
concentragdes, o objetivo deste trabalho foi estudar a viabilidade de tais culturas probidticas
em doze formulacdes de cream cheese acrescidas de inulina, e suas implicacdes nas

caracteristicas fisico-quimicas durante armazenamento a 4°C durante 45 dias.

2. Material e Métodos

2.1 Elaboragdo dos cream cheeses

Doze formulacdes de cream cheese foram preparadas (T1 a T12) em duplicata
adaptando-se procedimento descrito por Furtado e Neto (1994). Em tanque para queijos, duas
replicatas de 25 L de leite pasteurizado (UNI-UFSM, Santa Maria, RS) foram padronizados
para 8% de gordura com creme de leite pasteurizado (50% gordura) (UNI-UFSM, Santa
Maria, RS) e acrescidos de 2% (p/v) de cultura starter mesofilica DVS (mistura de
Lactococcus lactis subsp. lactis e Lactococcus lactis subsp. cremoris) (Chr. Hansen,
Dinamarca) e 0,25% (v/v) de coalho liquido comercial (Ha—La®, Chr. Hansen, Valinhos, SP).
A fermentacdo ocorreu durante cerca de 18h a 25°C. Ao atingir o pH de 4,60, o codgulo foi

cortado em cubos para facilitar a liberacdo do soro. Apds a lavagem da massa com 25% de



29

dgua a 25°C, a coalhada foi colocada em formas préprias com dessorador de algoddo
(capacidade 500g aproximadamente) e mantida em refrigerador a 4 +0,5°C por cerca de 15h.
Ap6s 20 horas, a massa de coalhada de cada replicata foi dividida em doze porcdes, as
quais compuseram os doze tratamentos (Tabela 1). Em seguida, foram misturados os demais
ingredientes: 1% (p/p) de sal de cozinha (Salsul®, Rio Grande, RS); 0,2% (p/p) de ervas finas
(mistura de salsa, cerefélio, estragdo, cebolinha verde e orégano desidratados); 0,1% (p/p) de
sorbato de potassio; 0,005% (p/p) de nisina (Chr. Hansen, Valinhos, SP), em concentragdes
iguais para todos os tratamentos. As concentracdes de inulina (Raftline®, Orafti, Bélgica) e de
culturas superconcentradas de Lactobacillus acidophilus La-5 / Bifidobacterium animalis Bb-
12 (BioRich®, Chr. Hansen, Dinamarca) foram adicionadas a cada tratamento de acordo com
a Tabela 1. Para preparo da cultura-mae dos micro-organismos probidticos, 5g da cultura
foram diluidos em 30 mL de leite UHT comercial (Elegé®, Eleva Alimentos S/A, Teutdnia,
RS). Os cream cheeses foram acondicionados em embalagens pléasticas de 150g e

armazenados em refrigerador a 4 +0,5°C durante todo o periodo de andlise (45 dias).

2.2 Andlises fisico-quimicas

Uma fracdo de cada tratamento foi analisada em triplicata quanto a sua composicio
fisico-quimica entre 1 e 5 dias de armazenamento. Para obtencdo da umidade, 5g de amostra
foram secos em estufa a 105°C até peso constante (AOAC, 2005). O teor de cinzas foi
determinado por gravimetria pelo aquecimento de 2g de amostra isenta de umidade em forno
de mufla a 550°C até completa incineracdo (AOAC, 2005). A proteina foi estimada pelo
método de Kjeldahl, utilizando fator de correcdo 6,38 (IAL,1985). Para obtencdo da fracdo
lipidica, foi utilizado o método de Bligh e Dyer (1959), com correcdo para o teor de umidade

de cada tratamento. O valor de pH foi medido utilizando-se pHmetro digital (Digimed DM-
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20, SPLabor, Presidente Prudente, SP, Brasil) (AOAC, 2005) previamente calibrado e a
acidez tituldvel (expressa em porcentagem de &cido lictico) foi obtida por titulagdo com
NaOH O0,IN (AOAC, 2005). As andlises de pH e acidez titulivel foram realizadas
quinzenalmente, para que pudesse ser feita uma comparagdo com a viabilidade das culturas

neste periodo.

2.3 Andlises microbiologicas

A viabilidade das culturas starter (Streptococcus termophilus) e probidtica
(Bifidobacterium animalis e Lactobacillus acidophilus) foram avaliadas quinzenalmente
durante 45 dias de estocagem. Para tal, 25g de amostra (em duplicata) foram misturados em
bag mixer com 225 ml de 4gua peptonada (Vetec Quimica, Rio de Janeiro, RJ, Brasil)
utilizando saco plastico estéril. Diluicdes subseqiientes foram preparadas e o nimero de
células vidveis determinado em uma aliquota de 1 ml pela técnica pour plate. S. termophilus
foi enumerado em meio M17 4gar (Fluka Biochemika, Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim,
Suica) com adicao de 5% de solugdo de lactose a 10%, seguida de incubacdo aerdbica a
37°C/48h (IDF, 1997). Para contagem das coldnias de B. animalis foi usado MRS-dgar
(Himedia Laboratories, Mumbai, India) com adi¢do de 100 ml de solugdo de glicose a 20%, 5
ml de solu¢do de dicloxacilina a 0,01%, 10 ml de solucéo de cloreto de litio a 11,11% e 5 ml
de solugdo de cloreto de cisteina a 10% para cada 1000 ml de meio de cultura; seguido de
incubacdo anaerdbica a 37°C/72h (Chr Hansen, 1999). L. acidophilus foi contado em MRS-
dgar (Himedia Laboratories, Mumbai, India) com 10% de solu¢do de maltose 20% (IDF,

1999); a maltose permite somente o crescimento deste micro-organismo.

2.4 Delineamento experimental e andlise estatistica
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O Delineamento Central Composto Rotacional (Box et al., 1978) foi adotado, sendo a
concentracdo de probidtico (X;) e de prebidtico (X,) os fatores independentes. As variaveis
dependentes (Y) foram acidez (% é&cido lactico) e pH, cujas superficies de resposta foram
geradas a partir das médias entre os dias de andlise (1, 15, 30 e 45 dias). Os ensaios foram
numerados de 1 a 12 (Tabela 1), sendo os tratamentos T9, T10 e T11 as repeti¢des do ponto
central (Rodrigues e lemma, 2005) e T12 o tratamento controle, isento de pre- e probidticos.
Os coeficientes de regressdo para os termos linear, quadritico e de interacdo foram
determinados pelo uso de regressdo linear multipla, sendo considerados significativos quando
p<0,05.

Os dados foram tratados por andlise de variancia (ANOVA) e as diferengas estatisticas
para os dados da composi¢do fisico-quimica obtidas pelo Teste de Tukey a 5% de
significncia. Todos os cdlculos e graficos foram gerados utilizando-se o pacote estatistico

Statistica 6.0 for Windows.

3. Resultados e Discussao

3.1 Composicdo quimica

As médias com o0s respectivos desvio-padrdes da composi¢do quimica sdo
apresentadas na Tabela 2. Conforme esperado, os tratamentos que continham maior teor de
inulina apresentaram umidade inferior, em fungdo de o prebidtico contribuir com os sélidos
totais. Resultados semelhantes foram relatados por Akalin et al. (2007) e Guggisberg et al.
(2009).

A fracdo lipidica foi estatisticamente igual para todos os tratamentos. Nao foi

encontrada relacdo entre a adi¢do de micro-organismos probidticos e o teor de gordura em
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queijo de leite de bufala (Van Nieuwenhove et al., 2007) e em leite fermentado indiano
(Yadav et al., 2007). Entretanto, Buriti et al. (2007) e Cardarelli et al. (2008) descrevem que o
acréscimo de inulina reduziu o teor de gordura em cream cheese e mousse de chocolate; por
outro lado, a quantidade do prebidtico adicionada foi superior a deste estudo (8% e 5%,
respectivamente).

O teor protéico dos cream cheeses variou de 7,05+£0,02% a 7,81£0,01%. De acordo
com Kasimoglu et al. (2004), a adi¢do de 1% de Lactobacillus acidophilus ndo alterou o valor
de proteina em queijo branco. O mesmo ¢é descrito por Yilmaztekin et al. (2004) para queijo
frescal, onde os autores acrescentaram 2,5% ou 5,0% dos mesmos probidticos adotados neste
estudo. Akalin et al. (2007) igualmente ndo encontraram influéncia da adi¢do de 2% de
prebidtico em iogurtes probidticos. As diferencas estatisticas para proteina encontradas neste
estudo podem ter ocorrido em razdo da variacdo na atividade proteolitica das culturas starter e
probidtica e do efeito de suas intera¢des na protedlise.

Segundo Buriti et al. (2007) e Cardarelli et al. (2008), a adi¢do de inulina reduziu a
quantidade de cinzas em cream cheese e mousse de chocolate, respectivamente. Esta
tendéncia foi observada neste estudo, onde o tratamento-controle apresentou o maior teor de
cinzas, embora esta diferenca ndo tenha sido significativa em relagdo aos demais tratamentos,
exceto T4. Resultados similares foram encontrados por Souza e Saad (2009) em queijo Minas

frescal com adicao de Lactobacillus acidophilus.

3.2 Avaliacdo da acidez tituldvel e pH durante estocagem

Com a média dos dados de acidez tituldvel e pH obtidos durante o armazenamento

foram elaboradas as superficies de resposta, representadas nas Figuras 1 e 2 para acidez

tituldvel e pH, respectivamente. Conforme pode ser observado na Tabela 3, apenas os termos



33

linear e quadritico da concentragdo de probidticos influenciaram na acidez titulavel e pH
(p<0,05). Guven et al. (2005) e Guggisberg et al. (2009) igualmente ndo encontraram efeito
da adicao de inulina em iogurtes sobre estes parametros.

Bergamini et al. (2005) apontam o género Lactobacillus como capaz de reduzir o pH
do meio, especialmente Lactobacillus acidophilus. Do mesmo modo, Ong et al. (2007)
afirmam que o género Bifidobacterium produz acidos acético e lactico via rota frutose 6-
fosfato. Deste modo, a adi¢do dos probidticos adotados neste estudo contribuiram para o

aumento da acidez tituldvel e consequente queda do pH.

3.3 Viabilidade das culturas starter e probidtica durante estocagem

A principal populacdo de micro-organismos € representada em todos os tratamentos
pela cultura starter S. termophilus (Tabela 4), com niveis elevados durante todo o periodo de
avaliag@o. A viabilidade deste micro-organismo € associada a sua capacidade de liberar acidos
para o meio pela degradagdo da lactose como parte de seu metabolismo (Shah, 1995; Martin-
Diana et al., 2003). Esta afirmagéo estd de acordo com as representagdes graficas para acidez
titulavel (Figura 1) e pH (Figura 2) durante a estocagem dos cream cheeses, onde os
tratamentos com maior acidez tituldvel e menor pH (T7, TS, T9, T10, T11) apresentaram
contagens elevadas para a cultura starter.

A contagem de Bifidobacterium animalis (Tabela 5) manteve-se a niveis acima de 10°
UFC/g para todos os tratamentos até o fim do periodo de estocagem, garantindo a quantidade
considerada minima para obtencdo dos beneficios proporcionados pelo consumo de
probidticos (Uysal et al., 2003; Boylston et al., 2004). A viabilidade de B. animalis ap6s 45
dias de armazenamento variou de 80,00% (T3) a 98,67% (T7), sendo que todas as

formulacdes do ponto central (T9, T10 e T11) mantiveram acima de 90,00% da concentracdo
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inicial do micro-organismo. Este resultado € interessante, uma vez que geralmente € utilizado
concentracdo de cultura superior a 1,5% para obter valores desta magnitude (Ekinci et al.,
2008; Magarifios et al., 2008).

Diversos autores apontam a presenga excessiva de dcidos e o baixo pH como fatores
decisivos na viabilidade dos probidticos, especialmente de Bifidobacterium (Dave e Shah,
1997; Shah, 2000; Kailasapathy, 2006). Kailasapathy et al. (2008) relatam que a manutencéo
do pH a niveis acima de 4,40 em iogurte confere maior sobrevivéncia a este micro-organismo.
Deste modo, a conservac¢do do pH acima deste valor (Figura 2) seguramente contribuiu para a
elevada taxa de sobrevivéncia de B. animalis neste estudo. Resultados similares sdo descritos
por Dinakar e Mistry (1994) para queijo Cheddar e por Vinderola et al. (2000) para queijo
fresco Argentino. Além disso, a adicdo de inulina, mesmo a baixos niveis, pode ter
contribuido para a manuten¢cdo do niimero de células vidveis de B. animalis pelo seu efeito
prebiotico, conforme Akin et al. (2007) e Oliveira et al. (2009).

No entanto, as contagens de Lactobacillus acidophilus apontam queda brusca na sua
viabilidade ao final do armazenamento (Tabela 6). Ishibashi ¢ Shimamura (1993) e Dave e
Shah (1997) descrevem que a cultura starter em elevada concentracio causa injurias as células
de L. acidophilus. Este fato pode ser observado comparando-se as contagens de .
termophilus e L. acidophilus, onde os tratamentos que continham maior nimero de células
vidveis da cultura starter (T7, T8, T9, T10, T11) consequentemente apresentaram menores
contagens do micro-organismo probidtico ao longo do periodo de andlise. Yilmaztekin et al.
(2004) relatam queda acentuada de L. acidophilus em queijo branco apés 30 dias de
estocagem em salmoura. Martin-Diana et al. (2003) observaram que o nimero de células
vidveis de L. acidophilus em leite fermentado de leite de cabra caiu a <10° UFC/g apé6s 21
dias de estocagem a frio. Shah et al. (1995) obtiveram resultado similar para iogurtes

comerciais.
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Com os resultados obtidos pode-se inferir que o cream cheese ¢ um alimento vidvel
em termos de potencialidade probidtica, uma vez que a concentra¢do de Bifidobacterium
animalis manteve-se acima de 10° UFC/g durante 45 dias de armazenamento,
independentemente da quantidade de indculo adicionada. Sendo assim, o consumo de
pequenas por¢des didrias de cream cheese, produzido nas condi¢des deste estudo, pode
desempenhar efeitos benéficos ao organismo por sua potencialidade funcional, mesmo quando
elaborado com baixos niveis de probidtico (0,5%). Este resultado € interessante do ponto de
vista da industria laticinista, que v€ na baixa adi¢@o de cultura probidtica uma alternativa para

reducdo de custos sem deixar de garantir o apelo funcional do produto.
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Tabela 1

Delineamento experimental para formulagdo de cream cheeses simbioticos
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Tratamento Varidveis codificadas Varidveis reais
X X X o

T1 -1 -1 0,7 0,5
T2 -1 1 0,7 L5
T3 1 -1 1,3 0,5
T4 1 1 1,3 L5
T5 1,414 0 1,5 1,0
T6 -1,414 0 0,5 1,0
T7 0 1,414 1,0 1,7
T8 0 -1,414 1,0 0,3
T9 0 0 1,0 1,0
T10 0 0 1,0 1,0
T11 0 0 1,0 1.0

T12%%* .. ...

Variaveis Niveis codificados

simbolos

-1,414 -1 0 1 1,414
independentes
X1 (%) 0,5 0,7 1 1,3 L5
X" (%) 0.3 0,5 1 15 1,7

X, = concentracdo de probidticos (Bifidobacterium animalis e Lactobacillus acidfophilus).

X, = concentracdo de prebidtico (inulina).

**#*T12= tratamento controle, isento de probidticos e prebidtico.
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Composicdo quimica de cream cheeses contendo probidticos (Bifidobacterium animalis e

Lactobacillus acidophilus) e inulina (ver Tabela 1).

X, X5 Umidade Gordura Proteina Cinzas
T1 0,7 0,5  6555+0,11° 2224011 7,380,047 1,51 +0,02™
T2 0,7 1,5  60,54+029°  25,16+0,03°  7,05+0,02°  149+0,01®
T3 1,3 0,5 = 66,56+021*  21,010,06" 7,3240,07°° 1,53 +0,22"
T4 1,3 1,5  60,86+0,30"  26,69+030" 7,15 +0,07% 1,45 +0,01°
T5 1,5 1,0 6558+049° 26,50 £0,49" 7,37 +0,19° 1,53 +0,12"
T6 0,5 1,0 6506+020°  21,74+024* 7,10 £0,06* 1,56 +0,17"
T7 1,0 1,7 60,84 +0,34°  26,40+0,55° 7,51 0,15 1,58 +0,02
T8 1,0 03 66,11 +027* 2127008  7,81+0,01* 1,62 +0,04"
T9 1,0 1,0 61,03+029°  2572+0,08"  7,33+0,03°°  1,55+0,06®
T10 1,0 1,0 61,07£0,07°  26,02+0,17° 7,50 0,04 1,61 +0,02*
TI11 1,0 1,0 61,140,13" 2627 £0,41° 7,25 +0,05°° 1,62 +0,03*
T12 66,49 £0,36" 21,11 £0,01° 7,74 0,18 1,64 +0,05"

Resultados expressos em g/100g de amostra. Valores sdo as médias + desvio padrao.

Letras iguais na mesma coluna nao diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p<0,05).

"X, = concentracdo de probidticos (%).

"X, = concentragdo de prebidtico (%).
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Tabela 3
Coeficientes de regressdo mdltipla dos modelos mateméticos® para as varidveis resposta de
acidez tituldvel e pH durante armazenamento de cream cheeses contendo probidticos

(Bifidobacterium animalis e Lactobacillus acidophilus) e inulina.

Coeficiente Acidez titulavel pH
Bo -0,02 4,84
Linear B 1,44% -0,49*
B2 0,07 -0,14
Quadratico Bii -0,75% 0,22%*
P22 -0,06 0,05
Interacdo Bi2 0,05 0,03
R? 0,981 0,977

Y= B()+ BIXI + B2X2+ B11X12 + B22X22 + B12X1X2 + €, onde Y = acidez titulavel ou pH, X, =
concentracdo de probidtico e X, = concentracio de prebidtico.

*=significativo a p<0,05.
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Contagens (log;o UFC/g) de Streptococcus termophilus em cream cheeses contendo

probidticos (Bifidobacterium animalis e Lactobacillus acidophilus) e inulina (ver

Tabela 1) durante armazenamento

T1

T2

T3

T4

T5

T6

T7

T8

T9

T10

T11

T12

X*
0,7
0,7
1.3
L3
L5
0,5
1,0
1,0
1,0
1,0

1,0

Xy*
0,5
L5
0,5
L5
1.0
1.0
1,7
0,3
1,0
1,0

1,0

1

Dias de estocagem

15

30

45

8,22+0,07"
8,20+0,05*
8,04+0,04"
8,53+0,05*
8,58+0,04*
8,64+0,02*
9,38+0,02°
9,10+0,03°
9,05+0,03*
9,09+0,04°
9,17+0,02°

9,25+0,03*

7,95+0,01°
8,04+0,02°
7,93+0,04°
7,83+0,01°
7,960,01°
7,87+0,02°
9,07+0,02¢
9,17+0,02°
9,11+0,01°
9,13+0,01°
9,25+0,01°

9,17+0,01°

7,47+0,02°
7,72+0,00°
7,54+0,04¢
7,59+0,02¢
7,59+0,01¢
7,72+0,05°¢
9,10%0,02¢
9,10+0,01¢
9,07+0,01°
9,02+0,03"
8,95+0,04°

8,98+0,02°

7,17+0,05°
7,13%0,05¢
7,08+0,03¢
7,04+0,04¢
6,90+0,05¢
6,6620,06
9,23+0,02"
9,24+0,02°
8,80%0,05"
8,91+0,01°
8,93+0,03"

9,28+0,01°

Letras iguais na mesma linha ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey

(p<0,05).

X = concentracdo de probidticos (%).

X, = concentracdo de prebidtico (%).
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Contagens (logig UFC/g) de Bifidobacterium animalis em cream cheeses contendo

probidticos e inulina (ver Tabela 1) durante armazenamento

T1

T2

T3

T4

T5

T6

T7

T8

T9

T10

T11

X*
0,7
0,7
1.3
1.3
L5
0,5
1.0
1,0
1,0
1,0

1,0

Xy*
0,5
1,5
0,5
1,5
1,0
1,0
1,7
0,3
1,0
1,0

1,0

Dias de estocagem

1 15 30 45
7,74+0,23*  7,27+0,02°  6,44+0,08° 6,49+0,03°
7,76£0,15°  7,19£0,01°  6,59+0,05°  6,48+0,01°
7,60£0,01°  7,45+0,04"  6,5240,07°  6,04+0,01
7,5440,28*  7,01£0,02"  6,48+0,04° 6,19+0,04°
7,70£0,20°  7,34+0,01"  6,7320,06°  6,51+0,04°
7,5240,07°  7,16+0,04"  6,49+0,06° 6,12+0,03¢
7,0240,06°  6,47+0,07°  6,90+0,03*  6,93+0,08
7,08+0,07°  6,47+0,08° 6,87+0,04° 6,88+0,01"
7,03+0,01*  6,4620,04'  6,85+0,02° 6,67+0,05°
7,2240,04*  7,18+0,02°  6,83+0,01°  6,8420,08"
7,50+0,01*  7,5740,05" 6,86+0,04" 6,75+0,01

Letras iguais na mesma linha ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey

(p<0,05).

X, = concentracdo de probidticos (%).

X, = concentracdo de prebidtico (%).
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Contagens (logio UFC/g) de Lactobacillus acidophilus em cream cheeses contendo

probidticos e inulina (ver Tabela 1) durante armazenamento

T1

T2

T3

T4

T5

T6

T7

T8

T9

T10

T11

Xy*
0,7
0,7
1.3
1.3
L5
0,5
1.0
1,0
1,0
1,0

1,0

Xy*
0,5
1,5
0,5
1,5
1,0
1,0
1,7
0,3
1,0
1,0

1,0

1

Dias de estocagem

15

30

45

8,00+0,04*
8,20+0,05*
7,89+0,11°
7,85+0,14°
7,93+0,08"
7,87+0,11°
6,84+0,02°
6,73+0,02*
6,86+0,01*
6,67+0,01*

6,97+0,01*

7,18+0,04°
7,15+0,03"
7,31+0,10°
7,05+0,01°
7,5420,01°
7,44+0,07°
4,52+0,07°
5,09+0,08"
5,18+0,09"
5,14+0,06°

5,06+0,06°

6,26+0,01°
6,23+0,01°
6,50+0,07°
6,47+0,03°
6,57+0,03°
6,54+0,04°
4,42+0,10
5,09+0,02"
4,16%0,02°
4,16%0,04°

4,12+0,02°

4,56+0,08°
5,400,12¢
4,050,13¢
4,12+0,07¢
4,03+0,14¢
3,97+0,12°
3,20+0,17°
3,26+0,24°¢
3,26+0,24°
3,10+0,17¢

3,20+0,17¢

Letras iguais na mesma linha ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey

(p<0,05).

"X, = concentracdo de probidticos (%).

X, = concentracgdo de prebidtico (%).
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Figura 1

Superficie de resposta para acidez tituldvel (mg/g acido lactico) de cream cheeses
contendo probidticos (Bifidobacterium animalis e Lactobacillus acidophilus) e inulina.

A figura € relativa a média entre os dias de armazenamento (1, 15, 30 e 45 dias).
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Figura 2

Superficie de resposta para pH de cream cheeses contendo probidticos (Bifidobacterium

animalis e Lactobacillus acidophilus) e inulina. A figura € relativa a média entre os dias

de armazenamento (1, 15, 30 e 45 dias).
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3.2 Artigo 1

Artigo aceito para publicac@o na revista Alimentos & Nutri¢do

(Configuragdo conforme as normas da Revista — Anexo C)

AVALIACAO SENSORIAL DE CREAM CHEESES POTENCIALMENTE
SIMBIOTICOS UTILIZANDO A METODOLOGIA DE SUPERFICIE DE
RESPOSTA*

Larissa de Lima ALVES"

RESUMO: Os queijos frescos sdo propicios a adi¢do de pre- e probidticos por seu pH,
umidade e temperatura de fermentacdo caracteristicos. Doze formulagdes de cream
cheese  simbidticos foram elaboradas com concentracdes de probidticos
(Bifidobacterium animalis Bb-12 e Lactobacillus acidophilus La-5) e prebidtico
(inulina) adotadas conforme delineamento central composto rotacional. A avaliacdo
sensorial foi realizada por 80 painelistas ndo treinados através de teste com escala
hedonica (7 niveis) e de ordenag@o quanto aos parametros sensoriais de aparéncia geral,
cor, aroma, textura, acidez e sabor. Com os mesmos dados foram obtidas as superficies
de resposta para os mesmos parametros. Nao foi detectada diferenca estatistica pelo
teste de Tukey (p<0,05) na avaliagdo por escala hedonica, exceto para aroma; tampouco
foi verificada preferéncia estatisticamente significante entre as formulacdes no teste de
ordenagdo. Contudo, as superficies de resposta apontam diferentes regides com
tendéncia a melhor aceitagdo, variando cada regido conforme o atributo analisado.
Demonstra-se a viabilidade da elabora¢do de cream cheese simbidtico, sendo que a

concentracdo de pre- e probidticos aos niveis estudados neste trabalho ndo afetaram

“Parte da Dissertagdo de Mestrado do primeiro autor (Bolsista CAPES-Brasil).
“*Programa de Pés-graduagio em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos (Mestrado), Universidade Federal de Santa Maria - UFSM-
Av. Roraima, n°1000, CEP 97105-900 - Santa Maria — RS - Brasil. Email para correspondéncia: larissafarm @yahoo.com.br
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PALAVRAS-CHAVE: Bifidobacterium animalis; Lactobacillus acidophilus; inulina;

escala hedonica.

INTRODUCAO

A crescente preocupacdo na melhora da qualidade de vida tem estimulado o
desenvolvimento de novos alimentos funcionais. Paralelamente, a industria de laticinios
vem se adaptando a esta tendéncia em um mercado competitivo e exigente, buscando
oferecer ao consumidor alternativas alimentares que possuam propriedades funcionais,

mas sem perderem a aparéncia, o sabor e a textura caracteristicos.

Um dos métodos mais explorados de tornar um lacteo funcional é a adi¢do de
probidticos, definidos como micro-organismos vidveis que beneficiam a saide de quem
os consome por manter e/ou melhorar o balango microbiano intestinal'®**, além de
aumentar a defesa do organismo contra patdgenos, aliviar a intolerdncia a lactose,
estimular o sistema imune e reduzir a propensdo a certos carcinomas.’>* Dentre os
diversos micro-organismos probidticos ja estudados, os géneros Lactobacillus e
Bifidobacterium figuram como os mais comumente adotados pela industria laticinista
em uma adi¢do de pelo menos 10° UFC/g de produto, quantidade considerada como

L. e . . 22,28
minima satisfatdria para obter os efeitos desejados.”™

Outro procedimento bem sucedido de tornar um alimento funcional é o
acréscimo de prebidticos concomitantemente a adi¢do de probidticos. Os prebidticos sdo
conceituados como ingredientes ndo digeriveis seletivamente fermentados que permitem
mudangas especificas na composi¢cdo e/ou atividade da microbiota gastrointestinal e,
desta forma, trazem beneficios a satde.'” Um dos prebidticos mais estudados € a inulina,

polimero que ocorre como material de reserva em plantas e que possui atividade
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prebidtica especialmente quando associada a Lactobacillus e Bifidobacterium.*' O
termo simbidtico € usado quando existe a associag@o de prebidticos e probidticos em um
mesmo produt03; deste modo, um alimento que contenha inulina e Bifidobacterium e/ou
Lactobacillus nas concentracdes adequadas atende a esta defini¢ao.

Devido a caracteristicas especificas, como uso de baixas temperaturas de
fermentacdo e pH e atividade de 4dgua , os queijos frescos sdo propicios a adi¢do de pre-
e probidticos, uma vez que tais caracteristicas favorecem a viabilidade dos micro-
organismos, seja durante a elaboracdo do produto ou estocagem.3 * Buriti et al."
adicionaram Lactobacillus acidophilus em queijo tipo Minas Frescal, obtendo excelente
aceitacdo sensorial e viabilidade garantida do probidtico durante o armazenamento. Da
mesma forma, Aragon-Alegro et al.® obtiveram boa aceitacdo sensorial de mousse de
chocolate acrescido de inulina e/ou Lactobacillus paracasei subesp. paracasei.
Resultados semelhantes foram obtidos por Vinderola et al.*? ao testar diferentes espécies
de Bifidobacterium e Lactobacillus em queijo fresco Argentino.

O cream cheese € um queijo fresco de textura suave, levemente acidificado e de

consisténcia cremosa'

que tem obtido espaco crescente no mercado queijeiro
brasileiro, chegando a um incremento de mais de 28% na produgdo nacional somente
entre os anos 2000 e 2004.® Neste contexto, é de especial interesse que a elaboragéo de
cream cheese potencialmente simbidtico seja explorada. Uma vez que a opinido de
consumidores ¢ de suma importancia no desenvolvimento de produtos, este trabalho
visou avaliar sensorialmente formulagdes de cream cheese contendo diferentes
concentragdes de inulina como prebidtico e Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium

animalis como probidticos. Para tal, foram adotados testes com escala hedonica e de

ordenagdo, além da metodologia de superficie de resposta, um método matemaético e
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estatistico efetivamente utilizado para desenvolver, melhorar e otimizar processos em

~ 4,25
que se busca a formulag¢do de novos produtos.™

MATERIAIS E METODOS

Elaboracao dos cream cheeses

Foram preparadas 12 formulagdes de cream cheese (T1 a T12), com diferentes
concentragdes de pre- e probidtico (Tabela 1). A formulacdo-base seguiu a tecnologia
descrita por Furtado & Neto'’, com alteracdo na padronizacio da gordura do leite (de
12% para 8%). Os queijos foram elaborados em quatro blocos (um bloco para cada
sessdo sensorial, conforme descrito posteriormente), em dias consecutivos e nas
mesmas condicoes, a fim de garantir que os painelistas avaliassem as formulacdes
sempre apOs 24h da elabora¢do. Em cada bloco, 20 litros de leite pasteurizado integral
(3% gordura) (UNI-UFSM, Santa Maria, RS) foram padronizados para 8% de gordura
com creme de leite pasteurizado (50% gordura) (UNI-UFSM, Santa Maria, RS) em
tanque para queijos; em seguida foram adicionados 2% (p/v) cultura starter mesofilica
DVS (mistura de Lactococcus lactis subsp. lactis e Lactococcus lactis subsp. cremoris)
(Chr. Hansen, Dinamarca) e 0,25% (v/v) de coalho liquido comercial (Ha—La®, Chr.
Hansen, Valinhos, SP). O tanque foi coberto com tampa de inox e a fermentacdo
ocorreu a 25°C durante cerca de 18h. Apds atingir pH de 4,60, o codgulo foi cortado em
cubos de 1,5 cm de aresta para facilitar a liberagdo do soro; foram entdo adicionados
25% de agua (em relacdo ao volume inicial de leite) a 25°C para lavagem da massa,
sendo posteriormente colocada em formas prdprias com dessorador (pano de coton

esterilizado) e mantida em refrigerador a 8+0,5°C durante cerca de 15h.
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Ap6s a pesagem da coalhada, o volume total foi divido em quatro por¢des de
peso igual (1000g cada), sendo destinada uma por¢do para cada tratamento do bloco.
Em seguida, foram misturados os demais ingredientes: 1% (p/p) de sal de cozinha
(Salsu1®, Rio Grande, RS); 0,2% (p/p) de ervas finas (mistura de salsa, cerefdlio,
estragdo, cebolinha verde e orégano desidratados); 0,1% (p/p) de sorbato de potdssio;
0,005% (p/p) de nisina (Chr. Hansen, Valinhos, SP), em concentracdes iguais para todos
os tratamentos. As concentra¢des de inulina (Raftline®, Orafti, Bélgica) e de culturas
superconcentradas de Lactobacillus acidophilus La-5 / Bifidobacterium Bb-12
(BioRich®, Chr. Hansen, Dinamarca) foram adicionadas a cada tratamento de acordo
com a Tabela 1. Para preparo da cultura-mée dos micro-organismos probidticos, 5g da
cultura foram diluidos em 30 mL de leite UHT comercial (Elegé®, Eleva Alimentos
S/A, Teutdnia, RS). Os cream cheeses foram acondicionados em embalagens plésticas
de 300g, selados com folha de aluminio e mantidos sob refrigeracdo a 5 +0,5°C até o
dia seguinte (cerca de 24h), quando foram avaliados. Os queijos foram elaborados de
acordo com as boas praticas de fabricacdo, havendo amplo controle da higiene dos
utensilios empregados e da manipulacio das matérias-primas e das formulacdes durante

todo o processamento.

Composicao fisico-quimica

O teor de extrato seco total foi determinando segundo metodologia descrita pela
AOAC? para queijos de alta umidade. Para determinacdo da gordura, o método proposto
por Bligh & Dyer6 foi adotado, com correcio para o teor de umidade de cada
tratamento. A fracdo protéica foi estimada pelo método de Kjehdahl*', com fator de

correcao 6,38. O teor de cinzas foi obtido por incineracdo de 5g de amostra isenta de
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umidade em forno de mufla a 550°C.> O valor de pH foi obtido em pHmetro digital
(Digimed DM-20, SPLabor, Presidente Prudente, SP, Brasil) previamente calibrado.

Todas as andlises foram realizadas em triplicata.

Avaliacao sensorial

Devido ao grande nimero de tratamentos, os cream cheeses foram divididos em
trés sessOes sensoriais de quatro tratamentos, sempre contendo uma formula¢do do
ponto central. Desta forma, na 1* sessdo constavam T1, T2, T3 e T9; na 2* sessdao T4,
TS, T6 e T10; e na 3* T7, T8, T11 e T12. Os cream cheeses foram servidos em potes
brancos de cerdmica contendo em torno de 50g, acompanhados de bolacha 4dgua e sal e
dgua. A ficha sensorial foi composta pelos pardmetros aparéncia global, cor, aroma,
textura, acidez e sabor, avaliados através de teste com escala heddnica de 7 niveis (1-
desgostei muitissimo, 4-indiferente, 7- gostei muitissimo) e teste de ordenagﬁo.14 Do
teste de ordenagdo foram obtidas as formula¢des “preferidas™ de cada sessdo conforme a
Tabela de Newell & Mac Farlane', sendo estas trés submetidas a uma quarta sessao
sensorial para que fosse encontrada a melhor formulacdo dentre as doze. Cada sessdo
contou com 80 painelistas ndo treinados (consumidores), escolhidos conforme

disponibilidade.

Delineamento experimental e analise estatistica

As concentracdes de pre- e probidticos foram adicionadas de acordo com o

Delineamento Central Composto Rotacional* com dois fatores independentes

(concentragdo de pre- e probidticos). Os ensaios foram numerados de 1 a 12 (Tabela 1),
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sendo os tratamentos T9, T10 e T11 as repeti¢cdes do ponto central*! e T12 o tratamento
controle, isento de pre- e probidticos. Os dados da avaliagdo sensorial por escala
hedonica foram analisados pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de significincia e
regressdo multipla. As superficies de resposta foram obtidas utilizando o pacote
estatistico Statistica® 6.0 for Windows, excluindo-se o tratamento-controle por

concentragdes nulas de varidveis reais ndo estarem inclusas no delineamento adotado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Composicao fisico-quimica

A legislagdo brasileira atual ndo dispde de padrdes de identidade e qualidade
especificos para cream cheese. Entretanto, os dados obtidos para a composicao fisico-
quimica de todos os tratamentos (Tabela 2) encontram-se semelhantes aos relatados por
outros autores para este produto. Os valores de extrato seco total encontrados (variando
de 33,44+0,21% a 39,46+0,29%) sao similares aos de cream cheeses comercializados
no Brasil.' O teor de gordura variou de 21,01+0,06% a 26,69+0,30%, enquanto a
composicdo média de gordura relatada por Furtado & Neto'’ para este produto € de 27 a
29%. Entretanto, tais autores recomendam padronizacdo do teor de gordura do leite em
12% para ser utilizado como matéria-prima na elaboracio do cream cheese; em nosso
estudo este valor foi de 8% a fim de reduzir o aspecto gorduroso do queijo e, deste
modo, evitar alguma rejeicao pelos painelistas no momento da avaliagdo sensorial.

O teor protéico variou de 7,05+£0,02% a 7,81£0,01% e encontram-se superiores
aos encontrados para cream cheeses comerciais (4,32% a 8,47%).1 Para cinzas, a

variagdo foi de 1,45+0,01% a 1,64+0,05%, valores semelhantes aos relatados por
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Sainani et al.*® para o mesmo produto. Os pHs de todos os tratamentos estdo de acordo

com Furtado & Neto'”, que relatam variagdo de pH em 4,40 a 4,60 para cream cheese.

Avaliacao sensorial por escala hedonica

Embora a concentragdo de pre- e probidtico fosse distinta entre os tratamentos,
ndo foi detectada diferenca estatistica pelo Teste de Tukey (p<0,05) para a maioria dos
parametros avaliados, exceto aroma (Tabela 3). Resultados semelhantes foram
encontrados por Gardiner et al.'"® e Stanton et al.’® para queijos Cheddar contendo
culturas de Lactobacillus, onde a avaliagdo do flavor e textura dos queijos contendo o
probidtico foram semelhantes aos do tratamento-controle. Da mesma forma, Aragon-
Alegro et al.’ relatam que a adicdo do micro-organismo probidtico Lactobacillus
paracasei subesp. paracasei e inulina ndo interferiram na preferéncia sensorial de
mousse de chocolate simbidtico. Além disso, a falta do hdbito de consumo de cream
cheese e/ou produtos suplementados com pre- e probidticos pode ter contribuido para a

falta de disting@o entre os tratamentos.

Avaliacao sensorial por teste de ordenacao

As formulagdes preferidas nas trés primeiras sessdes sensoriais (Tabela 3) foram
T2, T10 e T8, respectivamente, conforme menor escore de pontuacdo (1° lugar = 1
ponto; 4° lugar = 4 pontos).15 No entanto, as diferencas entre os somatérios dos
tratamentos dentro de cada sessdo sensorial ndo foram significativas pela Tabela de
Newell & Mac Farlane (p>0,01)." Ainda assim, os tratamentos que alcan¢aram

menores escores de pontuacdo em cada sessdo sensorial (T2, T10 e T8) foram



57

novamente preparados e submetidos aos testes sensoriais. Esta quarta sessdo igualmente
ndo detectou diferenca estatistica (p>0,05) entre os tratamentos; contudo, T2 foi

considerado como preferido em relacdo a T8 e T10.

Superficies de resposta

Apesar de nao ter sido detectada diferenga estatistica entre os diferentes niveis
de pre- e probidtico através do Teste de Tukey (p<0,05) e de ordenacdo (p<0,01), ao
plotar o grafico de superficie de resposta para os mesmos dados (Figura 1) é possivel
detectar diferentes interacdes entre os fatores e os parametros sensoriais. A Tabela 4
apresenta os coeficientes dos modelos de regressdo para cada varidvel resposta, obtidos
a partir dos resultados experimentais.

De acordo com a Tabela 4, na avaliacdo da aparéncia apenas o intercepto foi
significativo (p<0,01), indicando que a concentracdo de pre- e probidtico pouco
influenciaram na avaliacdo deste parametro. Buriti et al.'?, ao comparar a preferéncia
entre queijo fresco cremoso probidtico (Lactobacillus paracasei), simbidtico
(Lactobacillus paracasei e inulina) e controle, observaram que este atributo pouco
contribuiu para a escolha dos painelistas. Semelhante resultado pode ser observado na
Figura 1a, onde se percebe que as notas mais elevadas estio relacionadas a uma ampla
faixa de variag@o tanto de pre- quanto de probidticos.

Na avaliacdo da cor das formulagGes, igualmente apenas o intercepto foi
significativo (p<0,01) (Tabela 4). Entretanto, observa-se uma tendéncia de melhor
aceitacdo quando sdo utilizadas concentracdes de prebidtico de 0,3% e de probidticos
em torno de 1% (Figura 1b). Silva® observou que a concentrac¢io de 1% dos mesmos

probidticos utilizados neste trabalho em iogurte apresentou valores de aceitabilidade



58

estatisticamente superiores aos obtidos quando a concentracdo era de 0,5% ou 1,5%. O
atributo de cor dificilmente € levado em consideracdo na avaliacdo sensorial de lacteos
funcionais, com dados escassos na literatura.

O pardmetro aroma do mesmo modo apresentou apenas o intercepto
significativo (p<0,01) (Tabela 4). O diagrama de superficie (Figura 1c) aponta que as
maiores notas concentram-se ao redor de 0,3% de inulina e 1,5% de probidticos. E
esperado que o incremento de culturas probidticas melhore o aroma do produto, uma
vez que os Lactobacillus sdo considerados micro-organismos proteoh’ticos.24 A
protedlise € um processo bioquimico que representa um importante papel nas
caracteristicas sensoriais dos queijos, especialmente aroma, sabor e textura. Diversos
trabalhos descrevem que as bactérias dcido-lacticas e os Lactobacillus possuem um
complexo sistema de proteinases e peptidades que liberam aminoécidos livres, aminas e
peptideos, influenciando as caracteristicas de flavour de diferentes variedades de
queijos.5 Brearty et al.? afirma que o género Bifidobacterium também contribui para o
aroma de queijos, relatando que a adi¢do destes probidticos melhorou o aroma de
queijos Cheddar em relacdo ao controle.

O modelo de regressdo para textura (Tabela 4) indica que, além do intercepto, o
coeficiente linear (p<0,10) e quadratico (p<0,05) da concentracdo de probidtico foram
significativos na avaliacdo deste parametro. Ong, Henriksson & Shah® afirmam que a
hidrélise da caseina, especialmente da fracdo agj, € responsdvel pelo abrandamento da
textura de queijos Cheddar, dando caracteristicas de maciez e suavidade ao queijo.
Sendo assim, a adi¢do de probidticos proteoliticos como o Lactobacillus acidophilus
pode ter melhorado a textura dos cream cheeses. Além disso, a superficie de resposta
da textura (Figura 1d) indica que as concentra¢des mais elevadas de inulina tenderam a

melhor aceitacdo. Resultado similar foi observado por Térrega & Costell’’, onde a
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adicdo de inulina em concentragdes crescentes melhorou proporcionalmente a
cremosidade de sobremesas licteas. Buriti et al.'* também relatam que o acréscimo de
inulina conferiu caracteristicas mais suaves, cremosas e de espalhabilidade em queijo
fresco cremoso simbidtico.

Para a acidez, apenas o intercepto apresentou-se como significativo (p<0,05). A
superficie de resposta (Figura le), entretanto, distingue duas dreas com tendéncia de
melhor aceita¢do, uma com niveis de prebiédtico a 0,3% e probidtico na faixa de 1,3% a
1,5%; e outra na combinag@o de prebidtico a 1,7% e probidtico em torno de 0,5%. A
adicdo de micro-organismos probidticos geralmente afeta negativamente a acidez de
queijos, por tornd-los demasiadamente 4cidos.” Contudo, a primeira regido citada indica
que a adi¢do destes micro-organismos a niveis mais elevados melhorou a acidez do
produto, oposto ao relatado por Bergamini et al.” para queijo fresco Argentino com
Lactobacillus acidophilus ou Lactobacillus paracasei subesp. paracasei e por Buriti et
al.'? para queijo fresco cremoso com Lactobacillus paracasei subesp. paracasei. Ja a
segunda regido encontrada estd de acordo com tais autores, bem como com Cardarelli et
al."®, que considera a suplementacdo com inulina em queijo petit-suisse como capaz de
interferir na percepcao da acidez.

A avaliacdo do sabor também apresentou somente o intercepto significativo
(p<0,05). Duas regides com tendéncia a maiores notas para este parametro podem ser
distinguidas na Figura 1f, uma com niveis baixos de probidtico (0,5%) e outra a niveis
mais elevados (1,5%), ambas com a menor concentragdo de inulina (0,3%). Bergamini
et al.” descrevem que a adi¢do de Lactobacillus acidophilus interferiu negativamente na
avaliacdo do sabor de queijo fresco Argentino. Ong, Henriksson & Shah®* observaram
que a adi¢do de Lactobacillus elou Bifidobacterium de diferentes espécies em queijo

Cheddar causaram sabores mais amargos, dcidos e de vinagre em comparagdo ao queijo
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controle. Entretanto, alguns autores relatam que a adi¢do destes micro-organismos pode

o« gope ~ . 15.27
melhorar o sabor, por promover uma acidificacio reduzida do produto. ™

CONCLUSAO

A adicdo de diferentes concentracdes de pre- e probidtico de modo geral ndo
influenciou na percepcdo sensorial dos painelistas, sendo as médias das notas
intermedidrias entre os termos hedOnicos ‘“gostei” e ‘“gostei muito” para todos os
parametros e estatisticamente iguais ao tratamento-controle. Entretanto, nos graficos de
superficie de resposta foram distinguidas regides de interacdo entre as varidveis que
apontam tendéncias de maior aceitagdo, sendo diferentes para cada pardmetro sensorial
avaliado. Deste modo, demonstra-se a viabilidade da elaboragio de cream cheese
simbidtico, podendo variar a concentragio de pre- e probidticos aos niveis estudados

neste trabalho, sem que esta adi¢d@o afete a aceitabilidade do consumidor pelo produto.
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ALVES, L.L.; MATTANNA, P.; BECKER, L.V.; RICHARDS, N.S.P.S.; ANDRADE,
D.F. Sensory evaluation of potentially symbiotic cream cheese using the surface

response methodology.

ABSTRACT

Fresh cheeses are propitious to addition of pre- and probiotics by suitable pH,
moisture and fermentation temperature. Twelve treatments of cream cheese were
elaborated with prebiotic (inulin) and probiotics (Bifidobacterium animalis Bb-12 and
Lactobacillus acidophilus La-5) concentration according to central composite design.
The sensory analysis was performed by 80 untrained panelists using an ordering test and
a hedonic scale (7 levels) as to global appearance, color, aroma, texture, acidity and
taste. The surface plots of the same sensory parameters were obtained with the same
data. No statistical difference was detected by Tukey’s test (p>0,05) in the hedonic scale
test; except for aroma; nor was found statistically significant preference among
treatments in the ordering test. However, the surface plots suggest different areas with
tendency to better acceptance, varying according to the sensory attribute. It was shown
the feasibility of developing of symbiotic cream cheese, in as much as pre- and
probiotic concentration on the levels included in this study did not affect the consumer’s

product acceptability.

KEYWORDS: Bifidobacterium animalis; Lactobacillus acidophilus; inulin; hedonic

scale.
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Tabela 1 - Delineamento experimental para formulagdo de cream cheeses

potencialmente simbidticos

Tratamento Varidveis codificadas Varidveis reais
X7 X" X X"
T1 -1 -1 0,7 0,5
T2 -1 1 0,7 L5
T3 1 -1 1,3 0,5
T4 1 1 1,3 1,5
TS5 1,414 0 1,5 1,0
T6 -1,414 0 0,5 1,0
T7 0 1,414 1,0 1,7
T8 0 -1,414 1,0 0,3
T9 0 0 1,0 1,0
T10 0 0 1,0 1,0
T11 0 0 1,0 1,0
T12 e e e e
Varidveis Niveis codificados
simbolos
independentes hald ! 0 : bl
X1 (%) 0,5 0,7 1 1,3 L5
X>" (%) 0,3 0,5 1 1,5 1,7

"X, = Concentracio de probidticos

"X, = Concentragio de prebidtico.



Tabela 2 — Composi¢do fisico-quimica de cream cheeses potencialmente simbidticos

Extrato Gordura* Proteina* Cinzas* pH
Seco Total*
T1 33,52+0,36 22,24+0,11 7,38+x0,04 1,51+£0,02 4,59+0,04
T2 39,46+0,29 25,16+0,03 7,05+0,02 1,49+£0,01 4,58+0,03
T3 33,44+0,21 21,01+£0,06 7,32+0,07 1,53+£0,22 4,56+0,03
T4 39,14 +0,30 26,69+0,30 7,15+0,07 1,45+£0,01 4,57+0,03
TS 34,42+049 2650+049 7,37+0,19 1,53+x0,12 4,57+0,04
T6 34,94+0,20 21,74+£0,24 7,10x0,06 1,56+0,17 4,56+0,05
T7 39,16 0,34 26,40+0,55 7,51+0,15 1,58+0,02 4,52+0,04
T8 33,80+0,27 21,27+0,08 7,81+0,01 1,62+£0,04 4,54+0,03
T9 38,97+0,29 25,72+0,08 7,33+£0,03 1,55+£0,06 4,53+0,05
T10 38,93 +0,07 26,02+0,17 7,50+0,04 1,61+0,02 4,51 +0,05
T11 38,86+0,13 26,27+0,41 7,25+0,05 1,62+0,03 4,52+0,05
T12 3445+0,11 21,11+0,01 7,74+0,18 1,64+0,05 4,54 0,05

Resultados sdo as médias + desvio padrio.

* expressos em g/100g de amostra.
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Tabela 3 — Média das notas da avaliacdo sensorial por escala hedonica.

68

Tratamento  Sessido ParAmetros Sensoriais
Sensorial

Aparéncia Cor Aroma Textura Acidez Sabor

Global
Tl 1 5,47 553" 545 523 527° 5,80
2" 1 5,33 548 552ab 522*°  542° 582
T3 1 5,60° 557 561°  530° 543  570°
T4 2 5,58 555 533" 562 5200 5,67
T5 2 5,38 547 537" 5100 5220 5,65
T6 2 5,30° 545 527" 5100 522° 5,60
T7 3 5,48 543 528% 537 537°  550°
8" 3 5,48 558 535% 528 552" 575
T9 1 5,45° 5,58 547" 538 523 577
T10™ 2 5,45° 555° 538" 5500 532 5,60°
TI11 3 5,57 543 517" 528 543 5,60°
TI2 3 5,45° 550° 5,05 525* 527°  550°
DP 0,8439  0,9084 0,9152 0,8953 10,9580 0,9529

" Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica pelo Teste de Tukey (p<0,05).

- - . . ~
Formulagdes escolhidas nas diferentes sessdes.

EXES . -
Desvio padrio.
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Tabela 4 — Coeficientes de regressdo dos modelos mateméticos” das varidveis resposta

para avaliacdo sensorial

Coeficiente Parametros Sensoriais
Aparéncia Cor Aroma  Textura Acidez Sabor
Global
Bo 5,06 541 5,14 4,59" 4,500 5,84
Linear i 1,04 0,23 0,26 1,707 1,63 -0,08
B, -0,31 0,01 0,19 -0,36 0,09  -0,10
Quadritico B -0,51 -0,12 0,10 1,05  -0,51 0,05
B 0,05 -0,04 0,10 -0,04 020 0,04
Interacio B, 0,17 0,03 -0,44 0,55 0,58  -0,08
R’ 0,0078  0,0006  0,0030 000174  0,0095 0,0023

Y= By + BiXi + BoXo + B X1 + BuXo + B 12Xi Xz + &, onde Y= parimetro sensorial,

X;= probidticos e X, = prebidtico.

, , =significativos a p<0,01, p<0,05 e p<0,10, respectivamente.
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FIGURA 1 — Diagramas de superficie de resposta para avaliagdo sensorial de cream
cheeses potencialmente simbidticos. (a) aparéncia geral; (b) cor; (c) aroma.
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FIGURA 1 — Diagramas de superficie de resposta para avaliacdo sensorial de cream
cheeses potencialmente simbidticos: (d) textura; (e) acidez; (f) sabor (Continuacao).
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3.3 Manuscrito 2

Manuscrito em fase final de revisdo pelos autores para ser submetido a International Dairy

Journal

(Configuragdo conforme as normas da Revista — Anexo D)

Efeito da concentracio de probiéticos e inulina sobre o perfil de acidos graxos e acido

linoléico conjugado em cream cheese: uso da superficie de resposta

Larissa de Lima Alves*
Departamento de Tecnologia e Ciéncia dos Alimentos, Universidade Federal de Santa Maria,

Av. Roraima, 1000, 97105-900, Santa Maria, RS, Brasil

Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar as mudangas no perfil lipidico, especialmente de
cido linoléico conjugado (CLA), em doze formulacdes de cream cheese armazenados por 45
dias (andlise: 1, 15, 30 e 45 dias) contendo diferentes concentracdes de prebidtico (inulina) e
probidtico (Bifidobacterium animalis e Lactobacillus acidophilus) em quantidades adotadas
de acordo com o Delineamento Central Composto Rotacional. A superficie de resposta foi
elaborada para verificar o efeito da concentracdo de pre- e probidticos sobre o teor de CLA
(mg/g de gordura). Os coeficientes linear, quadritico e de interagdo da regressdo linear
multipla ndo foram significativos (p>0,05) tanto para pre- quanto para probiodticos. Nao foi
verificada mudanga significativa no perfil lipidico tampouco no teor de CLA nos diferentes
tratamentos, apresentando concentracdes de dcidos graxos e CLA semelhantes ao leite usado
na elaboracdo do cream cheese e ao tratamento controle. As concentragdes de probidticos

usadas neste estudo ndo foram capazes de aumentar o teor de CLA em cream cheese.
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1. Introducao

Acido linoléico conjugado (CLA) é um termo coletivo que se refere aos isdmeros
geométricos e posicionais do d4cido octadecadiendico (C18:2) contendo insaturagdes
conjugadas (Luna et al., 2007). O CLA ¢é produzido predominantemente durante o
metabolismo de animais ruminantes como primeiro intermediario da biohidrogenagdo do
acido linoléico ou através da conversdo enddgena do acido vacénico (11-trans C18:1) pela
enzima A’-dessaturase (Bauman et al., 2003).

Nas duas ultimas décadas, o CLA tem atraido grande interesse da comunidade
cientifica por seus isdmeros apresentarem comprovada funcionalidade fisioldgica (Sieber et
al., 2004). Os principais beneficios incluem capacidade de redug¢do ao risco de tumores
cancerigenos, do colesterol plasmdtico e da gordura corporal. Outros efeitos discutidos em
menor propor¢do sdo a normalizacdo da glicemia, a diminui¢do da disposi¢do a agregacdo
plaquetdria e a melhora do sistema imune (Bauman et al., 2003, Sieber et al., 2004). Dois
isdbmeros sdo distinguidos pela atividade biolédgica, 9-cis, 11-trans C18:2 e 10-trans, 12-cis
C18:2 (Luna et al., 2007).

O leite e a carne de ruminantes sdo apontados como as maiores fontes de CLA na dieta
humana (Luna et al., 2007). Dentre os derivados lacteos o queijo € reconhecido como o
principal representante (Van Nieuwenhove et al., 2007), com concentracdo dependente da
quantidade original de CLA no leite (Kelly et al., 1998), das condicdes de processamento (Lin
et al., 1998, Shanta et al., 1992) e das culturas bacterianas usadas no processo fermentativo
(Kim & Liu, 2002, Lin, 2000).

Diversos estudos tém demonstrado que bactérias lacticas e probidticas sdo capazes de
produzir CLA. Lin et al. (1999) encontraram que seis culturas (Lactobacillus acidophilus,

Lactobacillus delbrueckii subesp. bulgaricus, Lactobacillus delbrueckii subesp.. lactis,
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Lactococcus lactis subesp. cremoris, Lactococcus lactis subesp. lactis e Streptococcus
termophilus) aumentaram o conteido de CLA em até quatro vezes usando um sistema modelo
contendo leite desnatado esterilizado e acido linoléico livre. Bactérias probidticas, incluindo
Lactobacillus rhamnosus e trés subespécies de Propionibacterium freudenreichii, foram
habeis em produzir CLA em um sistema modelo com leite contendo 1% de dleo de soja
hidrolisado e esterificado (Xu et al., 2004). Oliveira et al. (2009) relatam que a adi¢do de
Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium lactis aumentaram o teor de CLA em leite
fermentado quando usados como co-cultura com Streptococcus termophilus. Similarmente,
Akalin et al. (2007) obtiveram maior quantidade de CLA em iogurtes contendo probidticos
em comparagao ao controle.

Entretanto, para surtir tais efeitos, é preciso garantir a viabilidade das culturas
probidticas, sensiveis ao oxigé€nio, baixo pH e acidez encontrados em derivados lacteos
(Lankaputhra & Shah, 1996). Neste sentido, tem-se adotado a adi¢do concomitante de
substancias ndo digeriveis ao intestino humano, mas passiveis de metabolizacdo por culturas
probidticas, conhecidas como prebidticos (Gibson, 1999). Um dos prebidticos mais utilizados
¢ a inulina, uma mistura de fruto-oligosacarideos presente como material de reserva em
plantas como banana, cebola, alho, alcachofra e chicéria (Niness, 1999). Este polimero é
reconhecido como capaz de manter a viabilidade de culturas probidticas, especialmente
Bifidobacterium e Lactobacillus (Ozer, 2005).

A maioria dos estudos sobre producdo de CLA usando micro-organismos probioticos
€ realizada em leites fermentados, iogurtes ou queijos com periodos de maturagdo longos. Sao
escassos os dados a respeito da quantidade de CLA em queijos ndo maturados adicionados de
culturas probidticas. Sendo assim, este trabalho foi realizado com o objetivo de verificar a

producdo de CLA em cream cheese, um queijo fresco em expansdao de consumo no Brasil,
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adicionado de diferentes concentracdes de uma mistura de probidticos (Bifidobacterium

animalis e Lactobacillus acidophilus) e inulina como prebidtico.

2. Materiais e Métodos

2.1 Elaboragdo dos cream cheeses

Doze formulacdes de cream cheese foram preparadas (T1 a T12) em duplicata
adaptando-se procedimento descrito por Furtado e Neto (1994). Em tanque para queijos, duas
replicatas de 25 L de leite pasteurizado (UNI-UFSM, Santa Maria, RS) foram padronizados
para 8% de gordura com creme de leite pasteurizado (50% gordura) (UNI-UFSM, Santa
Maria, RS) e acrescidos de 2% (p/v) de cultura starter mesofilica DVS (mistura de
Lactococcus lactis subsp. lactis e Lactococcus lactis subsp. cremoris) (Chr. Hansen,
Dinamarca) e 0,25% (v/v) de coalho liquido comercial (Ha—La®, Chr. Hansen, Valinhos, SP).
A fermentacdo ocorreu durante cerca de 18h a 25°C. Ao atingir o pH de 4,60, o codgulo foi
cortado em cubos de 1,5cm de aresta para facilitar a liberacdo do soro. Apds a lavagem da
massa com 6,5 L de dgua a 25°C, a coalhada foi colocada em formas préprias com dessorador
de céton (capacidade 500g aproximadamente) e mantida em refrigerador a 8 £0,5°C.

Ap6s 15 horas, a massa de coalhada de cada replicata foi dividida em doze porcdes, as
quais compuseram os doze tratamentos (Tabela 1). Em seguida, foram misturados os demais
ingredientes: 1% (p/p) de sal de cozinha (Salsul®, Rio Grande, RS); 0,2% (p/p) de ervas finas
(mistura de salsa, cerefélio, estragdo, cebolinha verde e orégano desidratados); 0,1% (p/p) de
sorbato de potassio; 0,005% (p/p) de nisina (Chr. Hansen, Valinhos, SP), em concentracdes
iguais para todos os tratamentos. As concentracdes de inulina (Raftline®, Orafti, Bélgica) e de

culturas superconcentradas de Lactobacillus acidophilus La-5 / Bifidobacterium animalis Bb-
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12 (BioRich®, Chr. Hansen, Dinamarca) foram adicionadas a cada tratamento de acordo com
a Tabela 1. Para preparo da cultura-mae dos micro-organismos probidticos, 5g da cultura
foram diluidos em 30 mL de leite UHT comercial (Elegé®, Eleva Alimentos S/A, TeutOnia,
RS). Os cream cheeses foram acondicionados em embalagens pldsticas de 150g e

armazenados em refrigerador a 8 +0,5°C durante todo o periodo de andlise (45 dias).

2.2 Extragdo e esterificagcdo da gordura

A gordura dos cream cheeses foi extraida pelo método de Bligh e Dyer (1959),
corrigindo a propor¢do de 4dgua conforme a umidade de cada tratamento. Metil-ésteres de
dcidos graxos foram preparados com NaOH/metanol (1,5 mL, 0,5N) em banho-maria a 100°C
durante 5 min. Apds o resfriamento a temperatura ambiente, foram adicionados 2 mL de BF;,
seguido de incubacdo a 100°C/30 min. Depois de frio, foram realizadas duas extracdes com
isoctano (2x 1mL), passando a fase superior para outro tubo. O isoctano foi entdo evaporado
em nitrogénio gasoso e hexano grau cromatogrifico (ImL) foi adicionado a gordura

esterificada como solvente.

2.4 Andlises por cromatografia gasosa

Os metil-ésteres de acidos graxos foram separados por cromatografia gasosa (CG)
usando aparelho Shimadzu 2010 (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japao) equipado com coluna
CP-Sil 88 (Chromopack CP7489, nimero de série 318802252, Middleburg, Holanda) de silica
fundida (100m de comprimento X 0,25 mm didmetro interno X 0,20 pum de espessura de
membrana) e detector por ioniza¢do de chama (FID). A coluna foi aquecida a 120°C com

tempo de equilibrio de 3 min; apds injecdo permaneceu a 120°C por 5 min, subindo para
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208°C a 4°C/min; ao atingir esta temperatura subiu para 210°C a 1°C/min onde permaneceu
por 5 min; em seguida passou para 220°C a 1°C/min permanecendo nesta temperatura por 6
minutos. Hidrogé€nio foi usado como gas de arraste a 20 cm/s e nitrogénio como gas make-up
a 30 mL/min. O volume de amostra injetada (modo split) foi de 1uL, com temperatura do
injetor de 250°C. A temperatura usada para o detector (FID) foi de 260°C. Os acidos graxos
foram identificados por comparagdo com os tempos de retencdo de padrdes de referéncia
(Supelco 37 FAME Mix, Sigma, Bellefonte, EUA). Os tempos de retencio e as dreas foram
computados automaticamente pelo software GC Solution (vers@o 2.30, Shimadzu). A
identificacio do CLA foi obtida pela comparacdo com o tempo de retencdo de padrio
composto por uma mistura de isomeros (9-cis, 11-trans e 10-trans, 12-cis) de metil-éster do
dcido octadecadiendico (C18:2) (Céd 0O-5632, Lote 22k1186, Sigma-Aldrich, Steinheim,
Alemanha), onde a drea dos dois picos de isomeros foram consideradas e expressas como
CLA total. A area dos picos foi calculada em mg/g de gordura usando o dcido nonadecandico
(C19:0) como padrio interno.

Os seguintes dcidos graxos saturados foram identificados no leite usado como matéria-
prima e nos queijos: C8:0, C10:0, C11:0, C12:0, C13:0, C14:0, C15:0, C16:0, C17:0, C18:0,
C22:0 e C24:0; monoinsaturados: C14:1n-9, C15:1, C16:1n-7, C17:1n-7, C18:1n-9, C20:1n-9
e C22:1n-9; poliinsaturados: C18:2n-6, C18:3n-6, C18:3n-3, C20:2n-6, C20:3n-6, C20:3n-3,

C20:4n-6 e C22:2; e os isdmeros trans C18:1n-9t e C18:2n-6t.

2.5 Delineamento experimental e andlise estatistica

Diferentes preparacdes de cream cheese foram elaboradas com variacdo na

concentracdo de probidticos (X;) e prebidtico (X;), adicionados a formulacdo-base de cream

cheese de acordo com o Delineamento Central Composto Rotacional (Box et al., 1978). O
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total de formulacgdes foi 12 (T1 a T12), onde T9, T10 e T11 representam as formula¢des do
ponto central (Rodrigues & Iemma, 2005) e T12 o tratamento controle, isento de pre- e
probidticos. A varidvel resposta (Y) foi a média da concentracdo de CLA (mg/g de gordura)
entre o 1°, 15°, 30° e 45° dia de armazenamento. A Regressdo Linear Miiltipla (RLM) foi
usada para obter os termos linear, quadratico e de interacdo do modelo matematico abaixo:
Y=8,+BX +BX,+BX +BX,"+B,X X, (Equagio 1),

onde somente os termos com significincia acima de 95% foram considerados significativos.
A superficie de resposta foi elaborada para ilustrar os efeitos de interacdo entre a
concentragdo de probidticos (X)) e prebidtico (X;) sobre o teor de CLA (Y). Os dados de
perfil lipidico foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as diferencas estatisticas
entre os dias de andlise para cada tratamento calculadas pelo Teste de Tukey (p<0,05). Para
obtencdo dos cdlculos estatisticos, graficos e ilustragcdes o pacote Statistica® 6.0 for Windows

foi usado.

3. Resultados e Discussao

3.1 Viabilidade dos micro-organismos

A cultura starter S. fermophilus apresentou alta viabilidade durante todo o periodo de
avaliagdo, variando sua concentracio de 6,66+0,06 log UFC/g a 9,38+0,02 log UFC/g (dados
ndo mostrados). O probiético Bifidobacterium animalis manteve-se acima de 6,00 log UFC/g
durante todo o periodo avaliado (dado nio mostrado). E recomendado que o consumo de
probidticos seja de 7,00 a 8,00 log UFC/dia (Uysal et al., 2003; Boylston et al., 2004); deste
modo, a ingestdo de pelo menos 10g didrios de cream cheese elaborado nas condigdes deste

estudo auxilia na garantia dos efeitos proporcionados pelo consumo destes micro-organismos.
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Em contrapartida, o probiético Lactobacillus acidophilus teve sua viabilidade reduzida ao
longo do armazenamento, apresentando variacdo de 6,67+0,01 a 8,20+0,05 log UFC no dia 1

e 3,10+0,17 a 5,40+0,12 log UFC/g no 45° dia (dados ndo mostrados).

3.2 Perfil de dcidos graxos saturados, insaturados e trans

Conforme pode ser observado na Tabela 2 e Tabela 3, a maior parte dos dcidos graxos
é representada em todos os tratamentos pela sua porcao saturada (AGS) (minimo 226,74+0,39
mg/g de gordura e maximo 411,17+20,79 mg/g de gordura). Os valores encontrados sdo
semelhantes aos relatados por Lucas et al. (2008) para queijos frescos. Yadav et al. (2007)
descrevem que a adi¢c@o de probidticos em leite fermentado indiano dahi aumentou sua porcao
saturada em comparagdo ao controle isento de probidticos; os teores de 4cidos graxos
saturados encontrados por estes autores mantiveram-se estaveis até o fim do armazenamento;
entretanto, o periodo considerado (10 dias) € inferior ao do presente estudo.

A quantidade de 4cidos graxos insaturados (monoinsaturados e poliinsaturados, AGMI
e AGPI, respectivamente) variou de 102,62+4,32 a 189,90+7,87 mg/g de gordura para AGMI,
enquanto a variacdo de AGPI foi de 10,20+0,12 a 17,44+0,59 mg/g de gordura. De modo
geral, a concentracdo dos acidos graxos insaturados foram inferiores ao leite usado como
matéria-prima, mas similares ao tratamento-controle isento de probidticos. Ekinci et al. (2008)
ndo observaram influéncia de diferentes culturas probidticas em cremes de leite no teor de
acido oléico (C18:1), principal representante dos acidos graxos monoinsaturados em queijos.
Van Nieuwhenhove et al. (2007) relatam que o uso de culturas probidticas (Lactobacillus
casei, Lactobacillus rhamnosus, Bifidobacterium bifidum e Streptococcus termophilus) nao
afetou significativamente o teor de dcidos graxos mono e poliinsaturados em queijo de leite de

biifala durante o armazenamento. No presente estudo, alguns tratamentos tenderam a reduzir
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AGMI e AGPI durante a estocagem. A oxidagdo lipidica em derivados lacteos é apontada
como o fator que mais afeta sua qualidade no armazenamento, principalmente em produtos
com alto teor de umidade e gordura (Kristensen & Skibsted, 1999; Pettersen et al., 2005). Tais
condicdes sdo encontradas no cream cheese, o que pode ter favorecido a oxidacdo das duplas
ligacdes e consequente reducdo dos 4cidos graxos insaturados durante o armazenamento.
Entretanto, como a oxidacdo lipidica ndo foi medida neste trabalho, mais estudos sdo
necessarios para confirmar esta hipotese.

Os valores encontrados para gordura trans (variacdo de 8,47+0,01 a 16,28+0,68mg/g
de gordura) foram na sua maioria semelhantes ao leite usado na elaboracdo dos cream
cheeses, bem como com os valores encontrados para o tratamento-controle. Dados similares
sao relatados por Lucas et al. (2008) para queijo fresco, embora estes autores tenham
encontrado nimero maior de isomeros trans que este trabalho. A adicdo de 0,5% de diferentes
micro-organismos probidticos em queijo de leite de bufala ndo alterou a produgdo de 4cido

graxo trans em comparacio ao teor encontrado no leite cru (Van Nieuwhenhove et al., 2007).

3.3 Acido Linoléico Conjugado

As Tabelas 2 e 3 mostram a quantidade de CLA nos diferentes tratamentos durante a
estocagem por 45 dias. Conforme pode ser observado na Tabela 4, os coeficientes lineares,
quadréticos e de interag@o para pre- e probidticos ndo foram significativos (p>0,05), ou seja, a
adicdo de inulina e probidticos ndo afetou significativamente o teor de CLA dos queijos. Esta
afirmacdo pode ser verificada ao comparar o teor de CLA dos tratamentos T1 a T11 (contendo
probidticos) com o tratamento controle, onde os valores encontrados sdo semelhantes ao
longo da estocagem, sendo que o tratamento-controle apresentou quantidade de CLA similar a

de cream cheese comercial (Lin et al., 1995). Lin (2003) e Akalin et al. (2007) relatam que a
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adi¢do de prebidtico influenciou apenas em pequena extensdo o teor de CLA em iogurte,
exercendo maior efeito sobre o crescimento do micro-organismo produtor de CLA.

A transformacéo do leite em queijo igualmente ndo alterou a quantidade de CLA. Lin
et al. (1995) e Boylston & Beitz (2002) também ndo encontraram diferenga significativa na
quantidade de CLA entre iogurte e sua matéria-prima. Xu et al. (2005) ndo observaram efeito
sobre CLA ao adicionar Lactobacillus rhamnosus em co-cultura com Streptococcus
termophilus e Lactobacillus bulgaricus em leite fermentado, sendo que os isdmeros de CLA
permaneceram praticamente em quantidades iguais durante o armazenamento. Em outro
trabalho (Xu et al., 2006), os mesmos autores adicionaram diferentes niveis de probidticos
(10%, 107 ¢ 10° UFC/g) em leite fermentado, sem observar alteracdo na produgdo de CLA pela
crescente quantidade de inéculo e durante o armazenamento.

Entretanto, a maioria dos trabalhos indica que a adicdo de probidticos incrementa a
quantidade de CLA em lacteos (Akalin et al., 2007; Ekinci et al., 2008; Oliveira et al., 2009;
Van Nieuwenhove et al., 2007; Yadav et al., 2007). Embora os coeficientes da regressao
multipla (Tabela 4) ndo tenham sido significativos (p>0,05), observa-se na superficie de
resposta (Figura 1) que existe uma tendéncia em aumentar o teor de CLA conforme o nivel de
probidtico aumenta, sugerindo que niveis maiores de probidtico poderiam produzir maior
quantidade de CLA.

Diversos fatores podem ter contribuido para os baixos teores de CLA encontrados
neste trabalho. Alguns autores propdem que 0s micro-organismos probidticos necessitam de
acido linoléico exdgeno para produzir CLA. Lin et al. (1999) adicionaram 0, 1000 e 5000
pg/mL de 4cido linoléico em meio de cultura contendo leite em p6 desnatado, onde foi testada
a capacidade de producdo de CLA de seis micro-organismos; os autores verificaram que no
meio isento de 4cido linoléico exdgeno a producido de CLA foi minima, enquanto a adigdo de

1000 pg/mL de 4cido linoléico aumentou em 3 ou 4 vezes a quantidade de CLA. Van
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Nieuwenhove et al. (2007) também descrevem que a adi¢do de dleo de girassol com 66% de
dcido linoléico aumentou o teor de CLA em queijos de leite de bufala, em comparagdo ao
queijo isento do 6leo.

Neste trabalho nenhuma fonte exdgena de acido linoléico foi adicionada porque o
género Lactobacillus usado neste estudo € reconhecido por sua alta capacidade lipolitica,
produzindo CLA pela isomerizacdo do 4cido linoléico liberado durante a lipdlise natural da
gordura do leite (Menéndez et al., 2000; Yadav et al., 2007). Entretanto, este micro-organismo
apresentou brusco declinio durante a estocagem, reduzindo a liberacdo de &cido linoléico e
consequentemente de CLA. O género Bifidobacterium também possui capacidade de produzir
CLA (Akalin et al, 2007; Ekinci et al., 2008). Contudo, Coakley et al. (2003) observaram que
a formacdo do principal isomero do CLA (cis-9, trans-11) cessou quando a cultura de
Bifidobacterium entrou na fase estaciondria; situacdo semelhante foi obtida neste trabalho,
onde onde os niveis de Bifidobacterium animalis permaneceram praticamente constantes com
30 dias de armazenamento (dado ndo mostrado).

Aliado a isso, alguns autores sugerem que a producdo de CLA s6 aumente
significativamente apds meses de maturagdo. (Lavillonniere et al., 1998; Chamba & Perreard.,
2002; Zlatanos et al., 2002). Deste modo, os queijos frescos como o cream cheese sdo
desfavorecidos como fonte de CLA em relacdo aos demais queijos maturados por seu curto

periodo de validade.

4. Conclusoes

Nas condi¢gdes deste estudo, a adicdo de diferentes concentra¢des de inulina e/ou

probidticos nado afetou o perfil lipidico, tampouco a quantidade de 4cido linoléico conjugado

(CLA) em comparacdo ao teor encontrado no leite usado como matéria-prima e ao tratamento
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controle. Sendo assim, sugerem-se novos estudos onde concentragdes mais elevadas de
probidtico e/ou fontes exdgenas de dcido linoléico sejam utilizadas a fim de garantir que o

cream cheese ndo seja apenas um alimento fornecedor de probidticos, mas também de CLA.
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Tabela 1

Delineamento experimental para formulacdo de cream cheeses contendo prebidtico e

probidticos
Tratamento Varidveis codificadas Varidveis reais

X, 5" X 5"

T1 -1 -1 0,7 0,5
T2 -1 1 0,7 1,5
T3 1 -1 1,3 0,5
T4 1 1 1,3 1,5
T5 1,414 0 1,5 1,0
T6 -1,414 0 0,5 1,0
T7 0 1,414 1,0 1,7
T8 0 -1,414 1,0 0,3
T9 0 0 1,0 1,0
T10 0 0 1,0 1,0
T11 0 0 1,0 1,0
T12%%* . .l
Varidveis Niveis codificados
simbolos
independentes hald ! 0 : LAt
X, (%) 0,5 0,7 1 1,3 1,5
X, (%) 0,3 0,5 1 1,5 1,7

X, = concentracdo de probidticos (Bifidobacterium animalis e Lactobacillus acidfophilus).

"X, = concentragdo de prebidtico (inulina).

*#%*T12 = tratamento-controle (isento de prebidtico e probidticos).



Tabela 2

Perfil de 4cidos graxos e CLA (expressos em mg/g gordura) em cream cheeses contendo

- . ab
inulina e probiéticos durante o armazenamento™ (Parte I)

AGS AGMI AGPI Trans CLA
Leite 359.38+13,10  183,28+15,90 19,07+1,78  12,70+1,51  4,57+0,15
T1 1d  333,5043591*° 143,07+13,13* 15,64+1,73* 13,19+1,31*  4,05+0,16
15d  303,23+7,73%  133,4622,35°° 14,20+0,24°° 14,20+0,18* 3,98+0,03"
30d  254,12+21,93%°  117,8949.26™ 13,61+1,16° 13,61+0,90° 3,17+0,19°
45d  230,03£6,39°  102,62+4.32° 10,6240,46° 9,37+0,02b 3,280,012
T2 1d  411,18+20,79° 189,90+7,87* 15,80+1,02* 16,28+0,68* 5.91+0,02°
15d  296,59+2,91°  129,67+0,25° 13,49+0,20°° 11,93+0,31° 3,86+0,01™
30d  274,95+2,14°  124.81+6,76° 13,85+1,05° 10,82+0,28° 3,57+0,13¢
45d  290,29+0,61°  121,56+1,99° 12,72+0,08° 11,36+0,06° 4,06+0,07°
T3 1d  347,99+1027° 148,90+10,27*° 10,94+0,04° 13,860,18* 4,83+0,10°
15d  346,06+12,91* 152,65+0,57*° 16,09+0,14* 13,88+0,01* 4,59+0,01°
30d  272,37£14,29°  120,87+4,76°  13,24+0,67° 10,76+£0,60°  3,60+0,03¢
45d  321,1442,11*  143,3043,78*  15,01£0,42* 12,39+0,06° 4,60+0,04
T4 1d  386,54+5,39° 168,91+7,81° 13,84+0,6° 15,08+0,58* 5,59+0,12°
15d  322,71+24.81° 143,33+£11,22° 14,88+1,28* 12,10+0,70° 4,28+0,14°
30d  229,42+8,13°  103,43+1,31°  11,3240,21°  9,45+0,49°  3,24+0,05°
45d  239,99+6,29°  107,63+0,74° 12,01£0,36°  9,80+0,28°  3,3620,08°
T5 1d 250,776,579  111,2245.10° 11,36+0.20° 10,64+0,16° 3,63+0,14°
15d  322,2042,65°  14523+0,44* 15,22+0,44° 12,27+0,12*°  4,42+0,09°
30d  388,03+8,15°  140,02+4,01°  16,77+0,44* 10,33+0,34°  5,04+0,08°
45d  276,68+2,10°  120,7542,37° 12,87+0,19° 10,78+0,05° 3,8620,03¢
T6 1d 386,20+1540° 135,45+593* 10,20+0,12° 13,59+0,39* 4,50+0,01°
15d 304,54433.45%  121,94+4,30° 13,25+1,02* 12,07+1,26® 3.61+0,17°
30d 295,82+11,84° 131,74+6,28° 14,10+0,47° 11,99+0,59° 4,03+0,17°
45d  25531+19,19° 115.17+9,47*° 11,80+0,04% 10,17+0,13° 3,57+0,19

*Os valores sdo as médias+DP. Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo Teste de
Tukey (p<0,05) para os dias de estocagem em um mesmo tratamento. ®Abreviaturas:
AGS=Xicidos graxos saturados; AGMI=X4cidos graxos monoinsaturados; AGPI=Zacidos

graxos poliinsaturados; CLA= 4cido linoléico conjugado.
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Perfil de 4cidos graxos e CLA (expressos em mg/g gordura) em cream cheeses contendo

. . o« e a,b . ~
inulina e probidticos durante o armazenamento™ (Continuagio)

T7 1d
15d
30d
45d

T8 1d
15d
30d
45d

T9 1d
15d
30d
45d

T10 1d
15d
30d
45d

T11 1d
15d
30d
45d

T12 1d
15d
30d
45d

AGS AGMI AGPI Trans CLA
300,96+32,31*  147,95+11,07° 13,02+0,28° 10,80+1,85* 4,57+0,20°
318,46+0,64*  160,03+4,06° 15,47+0,35* 11,64+0,10* 4,88+0,19°
226,74+0,39°  103,68+0,04° 11,13£0,21°  8,47+0,01°  2,78+0,01°
272,624523*  137.59+1.61° 13.86+0,22° 9.46+0,42*° 3,77+0,13%
331,89+8,90°  169,64+6,35° 13,08+1,33 12,1840,50* 5,09+0,10°
339,61+1,09°  167,07+0,43*  16,54+0,62° 12,13£0,28* 4,85+0,16°
240,2849,90°  121,34+1,22° 12,45+1,14° 9.06+0,41°  2,62+0,06°
265,46+3,68°  131,82+2.14° 13.23+0,01° 9.41+0,20°  3,72+0,04°
317,537,776  159,81+5,65° 16,24+0,51* 11,47+0.28*  3,57+0,05°
33,93+12,06°  150,75+4,52° 14,66+0,44% 11,28+0,28*  4,49+0,06
227.77£1,03°  116,30£0,30°  12,68+0,33°  9,02+0,18°  2,70+0,02°
283,01£3,19°  140,70£6,31*  13,74+0,65°  9,48+0,08°  3,70+0,02°
313,15+39,03*  165,71+12,83* 12,34+0,28° 11,97+2,07* 4,14+0,03°
327174446  165,61+0,87° 15,90+0,14*° 11,86+0,51* 4,99+0,01°
265,90+6,65°  135,21+0,15* 14,77+0,19* 10,25+0,28*  3,000,12°
272,11£11,62°  136,01+1,14*  12,84+0,84° 9,47+0.21*  3,61+0,16°
354,58+32,49* 177,26+10,88* 14,71+1,68* 12,74+0,83*  5,10+0,20°
292,97+7,73®  150,11£0,51® 15,59+0,08° 10,27+0,20° 3,7320,10°
247,88+1,12°  12627+1,27° 13,84+0,08° 9,76+0,07°  2,85+0,05°
208.45+4.57°  163,36+0,61° 15,83+£0,77*° 9,71+0,09°  4,09+0,02%°
287,50+19,67° 143,37+12,67° 13.48+1,36° 11,23+1,16* 4,36+0,15
339,47435,16° 182,5348,16*  17,4420,59* 11,90+0,08*  3,93+0,09°
236,81+4,98°  120,53+2,12° 12,86+0.21° 9.22+40.25* 2.74+0.11°
288,13+5,32%°  146,49+0,77° 14,23+0,17° 10,15+0,69° 3,89+0,18"

*Os valores sdo as médias+DP. Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo Teste de

Tukey (p<0,05) para os dias de estocagem em um mesmo tratamento.

b Abreviaturas: AGS=Z4cidos graxos saturados; AGMI=X4cidos graxos monoinsaturados;

AGPI=X4cidos graxos poliinsaturados; CLA= 4cido linoléico conjugado.
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Tabela 4

Coeficientes do modelo® de regressdo linear mdltipla

Coeficientes Constante p
Intercepto Bo 3,097 0,165
Linear B1 0,165 0,959
B2 0,942 0,637
Quadratico Bii 0,952 0,514
B2z 0,420 0,558
Interacgdo B12 -1,696 0,218

R’ 0,073

Y= Bo+ BiXi + PaXo+ BriXi2 + BaXo2 + B12Xi Xz + &£, onde Y = CLA (mg/g gordura), X =

concentragdo de probidtico e X, = concentracio de prebidtico.
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Figura 1

Superficie de resposta mostrando o efeito da interacdo de prebidtico (inulina) e probidticos
(Bifidobacterium animalis e Lactobacillus acidophilus) sobre o teor de acido linoléico

conjugado (CLA) (mg/g gordura) em cream cheese.



4 DISCUSSAO GERAL

A preocupagdo com a melhora na qualidade de vida da populacdo tem despertado
interesse cientifico e comercial nas ultimas décadas. O conceito de alimento funcional tem
evoluido com o surgimento constante de novos alimentos com alegacdes de propriedades
benéficas ao organismo. Dentre os alimentos funcionais atualmente disponiveis no mercado,
os derivados do leite figuram como os mais conhecidos e consumidos. Estes produtos incluem
principalmente leites fermentados e queijos, com alegagdes funcionais principalmente pela

adi¢do de bactérias benéficas, conhecidas como probidticas.

Sendo de grande interesse da populagdo o desenvolvimento de novos produtos com
propriedades funcionais, foi desenvolvido o presente trabalho buscando estudar o efeito da
adi¢do de bactérias probidticas (Bifidobacterium animalis e Lactobacillus acidophilus) e de
prebidtico (inulina) sobre cream cheese. Além de analisar as modificagdes fisico-quimicas e
sensoriais ocorridas pela adicdo dos pre- e probidticos em diferentes concentracdes, foi
verificado o quanto esta adi¢do afetou o perfil lipidico das formulagdes, enfocando
especialmente no teor de dcido linoléico conjugado (CLA), um conjunto de isdmeros do acido

linoléico capaz de proporcionar efeitos benéficos ao organismo.

O Manuscrito 1 mostrou que diferentes concentracdes de pre- e probidtico pouco
influenciaram nas caracteristicas fisico-quimicas dos queijos, apresentando composi¢des
semelhantes ao tratamento-controle. A viabilidade dos micro-organismos foi garantida para a
cultura starter (Streptococcus termophilus) e para a cultura probidtica Bifidobacterium
animalis em todos os tratamentos; 0 mesmo ndo ocorreu para Lactobacillus acidophilus, que
teve seu nimero de células vidveis reduzido ao longo do armazenamento. Ainda assim, o fato
de a cultura bifida permanecer a niveis acima de 10° UFC/g durante os 45 dias de
armazenamento € interessante, j4 que o produto atende a quantidade minima satisfatdria para
obter os efeitos desejados mesmo nos tratamentos com baixas concentracdes de probidticos.
Deste modo, atende-se tanto a necessidade do consumidor em ingerir um produto dotado de
potencial probidtico quanto aos anseios da indudstria, que v€ na adicdo de baixas

concentragdes de cultura uma alternativa de redugéo de custos.

Do mesmo modo, as diferentes concentracdes de inulina e de cultura probidtica nio

afetaram a qualidade sensorial das formula¢des, como pode ser visto no Artigo 1. A média das
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notas obtidas para os paradmetros sensoriais na avaliagdo por escala heddnica foram
estatisticamente iguais as da formulag@o-controle; tampouco foi encontrada diferenga
estatistica no teste de ordenagdo. Superficies de resposta foram elaboradas para verificar a
interac@o entre os diferentes niveis de pre- e probidticos adotados e os pardmetros sensoriais
analisados, verificando que, apesar dos termos lineares, quadréticos e de interacdo ndo terem
sido significativos (p>0,05) (excetuando textura), os graficos apontam regides com tendéncia

de maior aceita¢io sensorial, diferentes para cada pardmetro analisado.

Assim como o potencial funcional de um alimento, a quantidade de gorduras
saturadas, insaturadas e trans também interessam ao consumidor preocupado com o bem-estar
e saude. O perfil lipidico das formulag¢des foi verificado no Manuscrito 2, com interesse
especial sobre a quantidade de 4cido linoléico conjugado (CLA). Inimeros estudos atestam as
propriedades fisioldgicas deste 4cido graxo, incluindo prevengdo a certos carcinomas,
melhora do sistema imune, reducdo do risco de doengas corondrias e diminuicdo da gordura
corporal. Apesar do CLA existir naturalmente no leite e seus derivados, a adi¢do probidticos
tem sido indicada para aumentar os niveis deste adcido graxo em lacteos, uma vez que estas

bactérias possuem enzima capaz de isomerizar o dcido linoléico.

Dado o exposto acima, esperava-se que a adicdo de Bifidobacterium animalis e
Lactobacillus  acidophilus incrementasse os niveis de CLA das formulagdes,
proporcionalmente a quantidade de in6culo. Entretanto, os diferentes niveis de probidtico nao
afetaram significativamente a quantidade de CLA, apresentando coeficientes linear,
quadrético e de interagdo insignificantes (p>0,05) na regressdo linear mdltipla. Os teores de
CLA encontrados em todas as formulagdes acrescidas de probidticos, assim como a
quantidade de 4cidos graxos saturados, monoinsaturados, poliinsaturados e trans, foram de
modo geral similares a composi¢do lipidica do leite usado na elaboracdo dos queijos e a
formulag@o-controle. Ainda assim, a superficie de resposta elaborada com os diferentes niveis
de pre- e probidticos indicam que quanto maior o nivel de probidtico adicionado, maior
tendéncia a produ¢do de CLA, sugerindo novos estudos em que concentragdes superiores de
probidtico sejam avaliadas. Contudo, deve-se levar em consideracdo aspectos como a
capacidade lipolitica e proteolitica das culturas a serem usadas, uma vez que lip6lise e/ou

protedlise excessiva podem alterar os atributos sensoriais do produto e comprometer sua

qualidade como um todo e o custo do produto.



5. CONCLUSOES

® Cream cheese € um bom carreador de probiéticos mesmo quando adicionado
de baixas concentracdes de cultura, uma vez que garantiu por até 45 dias a quantidade minima
considerada ideal para obten¢do dos beneficios proporcionados pela ingestdo de probidticos

em todos os tratamentos.

® A adicdo de diferentes concentragdes de cultura probidtica Bifidobacterium
animalis e Lactobacillus acidophilus e do prebidtico inulina ndo alteraram significativamente

as caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais das formulacdes de cream cheese.

® As diferentes quantidades de probidtico adotadas neste estudo ndo alteraram o
perfil lipidico de cream cheese, tampouco foram capazes de aumentar o teor de &4cido
linoléico conjugado (CLA), sugerindo novos estudos em que concentracdes superiores de
cultura probidtica sejam avaliadas e/ou fontes exdgenas de 4cido linoléico sejam adotadas

para tornar o cream cheese um alimento fornecedor ndo apenas de probidticos, mas também

de CLA.
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ANEXO A - Ficha de Avaliacio Sensorial

(Exemplo de uma ficha sensorial de um bloco)

ANALISE SENSORIAL DE CREAM CHEESE

110

Vocé estd recebendo 4 amostras de cream cheese. Por favor, assinale uma nota (nimero) para cada

parametro conforme a legenda abaixo:

Pardmetro/Amostra 286 453

714

352

Aparéncia Global

Cor

Aroma

Textura

Acidez

Sabor

Legenda:

1 — Desgostei muitissimo 4 — Indiferente
2 — Desgostei muito 5 - Gostei
3 — Desgostei 6 — Gostei muito

7 — Gostei muitissimo

Agora ordene as amostras conforme sua preferéncia:

1° lugar (mais gostei): 3° lugar:

2° lugar: 4° lugar (menos gostei):
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below).

* Reviews are papers which provide an analysis of a scientific or applied field, which include
all important findings and bring together reports from a number of sources. Manuscripts
should not exceed 12,000 words (excluding references). Review articles may be invited by the
Editor or the Editorial Board. Alternatively, potential authors considering the preparation of a
Review article should contact the Editor to suggest the topic and its scope, providing an
outline in the form of major headings and a summary statement. In any case, such articles are
subject to the normal processes of peer review and revision.

Manuscript Preparation

General: Most wordprocessing formats are accepted, but Microsoft Word, WordPerfect or
LaTeX are preferred. Ensure that any security code/password protection that may have been
incorporated into the document is removed. Always keep a backup copy of the electronic file
for reference and safety. Save your files using the default extension of the program used.
Manuscripts must be typewritten, double-spaced with wide margins. A font size of 12 or 10 pt
is required. The corresponding author should be identified (an E-mail address is mandatory -
if there is a change to this e-mail contact, the author must notify the publisher as soon as
possible). Full postal addresses must be given for all co-authors. Authors should consult a
recent issue of the journal for style - sample copies of the journal can be obtained from the
journal website =+http://www.elsevier.com/locate/ijfoodmicro. The Editors reserve the right to
adjust style to certain standards of uniformity. Authors should retain a copy of their
manuscript since we cannot accept responsibility for damage or loss of papers.

Abstract: Each manuscript should be provided with an Abstract of no more than 400 words,
stating concisely the purpose of the research, the principal results and major conclusions. An
abstract is often presented separate from the article, so it must be able to stand alone.
References should therefore be avoided, but if essential, they must be cited in full, without
reference to the reference list. Non-standard or uncommon abbreviations should be avoided,
but if essential they must be defined at their first mention in the abstract itself.

Preparation of Text Files: Follow this order when typing manuscripts:

Full length papers: abstract, keywords, introduction, materials and methods, results,
discussion, acknowledgments, references, tables and figures;

Short communications: abstract, introduction, materials and methods, results and discussion,
acknowledgments, references, tables and figures.Do not import the Figures or Tables into
your text. Other than the cover page, every page of the manuscript, including the title page,
references, tables etc. should be numbered; however, in the text no reference should be made
to page numbers. Lines must be numbered consecutively throughout the manuscript. The
corresponding author should be identified with an asterisk and footnote. All other footnotes
(except for table footnotes) should be identified with superscript Arabic numbers.

Title: The title of the paper should unambiguously reflect its contents. Where the title exceeds
70 characters a suggestion for an abbreviated running title should be given.
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Equations and variables: All equations should be centered and sequentially numbered. All
variables used in the manuscript should be fully defined in a nomenclature section at the start
of the paper only.

Units: The SI system should be used for all scientific and laboratory data; if, in certain
instances, it is necessary to quote other units, these should be added in parentheses.
Temperatures should be given in degrees Celsius. The unit 'billion’ ( 10° in America, 10'* in
Europe) is ambiguous and should not be used. Units must be indicated as g/ and not gL-1.
References: Responsibility for the accuracy of bibliographic citations lies entirely with the
Authors. Please ensure that every reference cited within the text is also present in the
reference list (and vice versa). Unpublished results and personal communications are not
recommended in the reference list, but may be mentioned in the text. If these references are
included in the reference list, they should follow the standard reference style and should
include a substitution of the publication date with either "unpublished results" or "personal
communication". Citation of a reference as "in press" implies that the item has been accepted
for publication. All publications cited in the text should be presented in a list of references
following the text of the manuscript.

All citations in the text should refer to:

* Single author: the author's name (without initials, unless there is ambiguity) and the year of
publication;

* Two authors: both authors' names and the year of publication;® Three or more authors: first
author's name followed by 'et al.' and the year of publication.

Citations may be made directly (or parenthetically). Groups of references should be listed first
alphabetically, then chronologically. Examples: "as demonstrated (Allan, 1996a, 1996b, 1999;
Allan and Jones, 1995). Kramer et al. (2000) have recently shown ...."The list of references
should be arranged alphabetically by authors' names and should be as full as possible, listing
all authors, the full title of articles and journals, publisher and year. Note that journal names
are not to be abbreviated. The manuscript should be carefully checked to ensure that the
spelling of authors' names and dates are exactly the same in the text as in the reference list.
References should be given in the following form:

Ono, K., Yamamoto, K., 1999. Contamination of meat with Campylobacter jejuni in Saitama,
Japan. International Journal of Food Microbiology 47, 211-219.

Kramer, J.M., Gilbert, R.J., 1989. Bacillus cereus. In: Doyle, M.P. (Ed.), Foodborne Bacterial
Pathogens. Marcel Dekker, New York, pp. 22-70

Caddick, M.X., 1994. Nitrogen metabolite repression. In: S.D. Martinelli, S.D., Kinghorn, J.P.
(Eds.), Aspergillus: 50 Years on Progress in Industrial Microbiology, vol. 29. Elsevier
Science, Amsterdam, 323-353.

Citing and listing of web references. As a minimum, the full URL should be given. Any
further information, if known (author names, dates, reference to a source publication, etc.),
should also be given.

Hlustrations: Photographs, charts and diagrams are all to be referred to as "Figure(s)" and
should be numbered consecutively in the order to which they are referred. They should
accompany the manuscript, but should not be included within the text. All illustrations should
be clearly marked with the figure number and the author's name. All figures are to have a
caption. Captions should be supplied on a separate sheet.

If, together with your accepted article, you submit usable colour figures then Elsevier will
ensure, at no additional charge, that these figures will appear in colour on the web (e.g.,
ScienceDirect and other sites) regardless of whether or not these illustrations are reproduced
in colour in the printed version. For colour reproduction in print, you will receive information
regarding the costs from Elsevier after receipt of your accepted article. Please note: Because
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of technical complications which can arise by converting colour figures to 'grey scale' (for the
printed version should you not opt for colour in print) please submit in addition usable black
and white prints corresponding to all the colour illustrations.Preparation of electronic
illustrations

General pointe Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.e Save
text in illustrations as "graphics" or enclose the font.e Only use the following fonts in your
illustrations: Arial, Courier, Helvetica, Times, Symbol. ¢ Number the illustrations according
to their sequence in the text.e Use a logical naming convention for your artwork files.e
Provide all illustrations as separate files.e Provide captions to illustrations separately.e
Produce images near to the desired size of the printed version. A detailed guide on electronic
artwork is available on our website: mshttp://www.elsevier.com/artworkinstructions. You are
urged to visit this site. Tables: Tables should be numbered consecutively and given a suitable
caption and each table typed on a separate sheet. Footnotes to tables should be typed below
the table and should be referred to by superscript lowercase letters. No vertical rules should be
used. Tables should not duplicate results presented elsewhere in the manuscript (e.g. in

graphs).

Preparation of Supplementary Data

Elsevier now accepts electronic supplementary material (e-components) to support and
enhance your scientific research. Supplementary files offer the Author additional possibilities
to publish supporting applications, movies, animation sequences, high-resolution images,
background datasets, sound clips and more. Supplementary files supplied will be published
online alongside the electronic version of your article in Elsevier Web products, including
ScienceDirect: m+http://www.sciencedirect.com. In order to ensure that your submitted
material is directly usable, please ensure that data is provided in one of our recommended file
formats. Authors should submit the material in electronic format together with the final
version of the article and supply a concise and descriptive caption for each file. For more
detailed  instructions  please visit ~ our  artwork  instruction  pages at
http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Proofs

When your manuscript is received at the Publisher it is considered to be in its final form.
Proofs are not to be regarded as 'drafts'. One set of page proofs in PDF format will be sent by
e-mail to the corresponding author, to be checked for typesetting/editing. No changes in, or
additions to, the accepted (and subsequently edited) manuscript will be allowed at this stage.
Proofreading is solely your responsibility. A form with queries from the copy editor may
accompany your proofs. Please answer all queries and make any corrections or additions
required. The Publisher reserves the right to proceed with publication if corrections are not
communicated. Return corrections within two working days of receipt of the proofs. Should
there be no corrections, please confirm this. Elsevier will do everything possible to get your
article corrected and published as quickly and accurately as possible. In order to do this we
need your help. When you receive the (PDF) proof of your article for correction, it is
important to ensure that all of your corrections are sent back to us in one communication.
Subsequent corrections will not be possible, so please ensure your first sending is complete.
Note that this does not mean you have any less time to make your corrections, just that only
one set of corrections will be accepted. Proofs are to be e-mailed to the Log-in Department at
proofcorrections @elsevier.com.
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Offprints

The corresponding author, at no cost, will be provided with a PDF file of the article via e-
mail. The PDF file is a watermarked version of the published article and includes a cover
sheet with the journal cover image and a disclaimer outlining the terms and conditions of use.
Additional offprints and copies of the issue can be ordered at a specially reduced rate using
the order form sent to the corresponding author after the manuscript has been accepted.
Orders for reprints will incur a 50% surcharge.

Copyright

Upon acceptance of an article, authors will be asked to transfer copyright (for more
information on copyright see m+http://www.elsevier.com/locate/authorsrights). This transfer
will ensure the widest possible dissemination of information. A letter will be sent to the
corresponding author confirming receipt of the manuscript. A form facilitating transfer of
copyright will be provided. If excerpts from other copyrighted works are included, the
author(s) must obtain written permission from the copyright owners and credit the source(s)
in the article. Elsevier has preprinted forms for use by authors in these cases: contact Elsevier
Ltd., Global Rights Department, The Boulevard, Langford Lane, Oxford, OX5 1GB, UK;
phone: (+44) 1865 843830, fax: (+44) 1865 853333, e-mail: permissions @elsevier.com

Author Enquiries Authors can keep a track on the progress of their accepted article, and set
up e-mail alerts informing them of changes to their manuscript's status, by using the "Track a
Paper" feature of Elsevier's m+http://www.elsevier.com/authors. Other questions or queries
will also be dealt with via the website m+http://www.elsevier.com/authors. Contact details for
questions arising after acceptance of an article, especially those relating to proofs, are
provided when an article is accepted for publication.
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ANEXO C —Normas para publicacio do periédico Alimentos & Nutricio

Informacoes gerais e escopo

A revista ALIMENTOS E NUTRICAO/BRAZILIAN JOURNAL OF FOOD AND
NUTRITION € um periddico trimestral, especializado e arbitrado, aberto a comunidade
cientifica nacional e internacional, que publica artigos originais, notas prévias e trabalhos de
revisdo relativos as dreas de Alimentos (ciéncia e tecnologia) e Nutricdo. Os manuscritos
podem ser encaminhados em portugués, inglés ou espanhol e serdo aceitos mediante
aprovacdo de revisores. Os trabalhos de revisdo devem representar uma andlise critica de
assunto atual e relevante baseando-se, inclusive, em artigos do(s) préprio(s) autore(s) e
estardo condicionados a disponibilidade de publicacdo considerando que em cada fasciculo
sdo publicados, no maximo, dois trabalhos dessa natureza.

E vedada a reproducio dos trabalhos em outras publicagdes ou sua traducio para outro
idioma sem a autorizacdo da Comissao Editorial. Os originais deverdo ser acompanhados de
documento de transferéncia de direitos autorais, contendo a assinatura do(s) autor(es) e,
também, de documento contendo os dados completos dos autores (nome, endereco, telefone,
e-mail, drea de atuacdo, titulacdo atual, local de trabalho, cargo ocupado). Lembrando que,
toda mudanca de endereco deverd ser comunicada imediatamente a revista.

Preparacao dos originais

Apresentacio.

Os trabalhos devem ser digitados em uma sé face, fonte Times New Roman 12, em
folha de papel branco, formato A4 (210x297mm), mantendo margens laterais de 3 cm e
espaco duplo em todo o texto, empregando editor de texto MS Word versdo 6.0 ou superior.
Todas as pédginas devem ser numeradas a partir da pagina de identificacdo. Cada trabalho
devera ser enviado, via correio, em 1 via impressa e uma em disquete ou CD, ou em uma
cOpia eletronica via e-mail.

Estrutura do trabalho.

Os trabalhos devem obedecer a seguinte seqii€éncia: Titulo; Autor(es) (por extenso e
apenas o sobrenome em maidsculo); Filiacdo cientifica do(s) autor(es) (indicar em nota de
rodapé: Departamento, Instituto ou Faculdade, Universidade-sigla, CEP, Cidade, Estado,
Pais); Resumo (escrito no idioma do artigo, com maximo de 200 palavras); Palavras-chave
(com até 7 palavras retiradas de Thesaurus da area, quando houver); Texto
(INTRODUCAO, MATERIAL E METODO(S), RESULTADO(S), DISCUSSAO,
CONCLUSAO); Agradecimentos; Abstract (precedido da Referéncia Bibliografica do préprio
artigo, sendo o titulo em inglés) e Keywords; Referéncias bibliogréficas (trabalhos citados no
texto). Obs. Trabalhos escritos em inglés deverdo ser acompanhados de resumo e palavras-
chave em portugués, também precedidos da referéncia bibliografica do préprio artigo e com o
titulo em portugués, apresentados apds os agradecimentos.

Referéncias bibliograficas.

Devem ser dispostas em ordem alfabética pelo sobrenome do primeiro autor e
numeradas consecutivamente; seguir a NBR 6023 (agosto 2002) da ABNT. Os autores sao
responsaveis pela exatidao das referéncias bibliograficas.
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TR

= Livros e outras monografias (até 3 autores colocar todos os nomes separados por *;”,
quando tiver mais que 3 colocar o nome do 1° e usar et al.)

CERVO, A. L.; BERVIAN, P. A.; SILVA, A. S. Metodologia cientifica: para uso dos

estudantes universitarios. 2.ed. Sao Paulo: McGraw-Hill do Brasil, 1978. 144p.

= Capitulos de livros

BENAVIDES, H. et al. An exceptional bloom of Alexandrium catenella in the Beagle
Channel, Argentina. In: LASSUS, P. et al. (Ed.) Harmful marine algal blooms. 2™ ed. Paris:
Lavoisier tercept, 1995. p.113-119.

= Entidades

ASSOCIATION OF ANALYTICAL COMMUNITIES. Official metohods of analysis:
method 959.08 paralytic shellfish poison — biological method. Washington, DC, 2000. cap.
49, p.49-51.

= Meio eletronico

CERVO, A. L.; BERVIAN, P. A.; SILVA, A. S. Metodologia cientifica: para uso dos
estudantes universitarios. 2.ed. Sdo Paulo: McGraw-Hill do Brasil, 1978. Disponivel em:
http:www.cerbrasil.com.br. Acesso em: 22 ago. 2007.

= Dissertagdes e teses

VEIGA NETO, E. R. Aspectos anatomicos da glindula lacrimal e de sua inervacido no
macaco-prego (Cebus apella), (Linnaeus, 1758). 1988. 63f. Dissertacio (Mestrado em
Ciéncias Bioldgicas) — Instituto de Biociéncias, Universidade Estadual Paulista, Botucatu,
1988.

= Artigos de periddicos

Abreviaturas.

Os titulos de periddicos deverdo ser abreviados conforme o Biological Abstracts,
Chemical Abstracts, Index Medicus, Current Contents. DELGADO, M.C. Potassium in
hypertension. Curr. Hypertens. Rep., v.6, p.31-35, 2004.

= Trabalho de congresso ou similar (publicado)

TRAINA JfJNIOR, C. GEO: um sistema de gerenciamento de base de dados orientado a
objeto: estado atual de desenvolvimento e implementacdo. In: SIMPOSIO BRASILEIRO DE
BANCOS DE DADOS, 6, 1991, Manaus. Anais... Manaus: Imprensa Universitaria da FUA,
1991. p.193-207.

= Legislacdo

BRASIL. Medida proviséria n° 1.569-9, de 11 de dezembro de 1997. Estabelece multa em
operacdes de importagdo, e dd outras providéncias. Diario Oficial [da] Republica
Federativa do Brasil, Poder Executivo, Brasilia, DF, 14 dez. 1997. Seccdo 1, p. 29514.

Citacao no texto.

Utilizar sistema numérico. A citagdo de um autor no texto (quando necessaria) devera
ser pelo sobrenome e o nimero da referéncia sobrescrito. Ex: ...entendido por Silva.? No caso
de dois autores, os sobrenomes devem ser separados por &. Ex: ... entendido por Silva &
Rocha.’> Mais de dois autores, indicar apenas o sobrenome do primeiro seguido de et al. Ex:
...entendido por Silva et al.,3, ou ainda, apenas pelo nimero de referéncia sobrescrito. Ex:
...entendido pelos autores. >
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Notas
Devem ser reduzidas ao minimo e colocadas no pé de pagina. As remissdes para o
rodapé devem ser feitas por asteriscos, na entrelinha superior.

Anexos e/ou Apéndices
Serdo incluidos somente quando imprescindiveis a compreensido do texto.

Tabelas
Devem ser numeradas consecutivamente com algarismos ardbicos e encabegadas pelo
titulo.

Figuras

Desenhos, graficos, mapas, esquemas, férmulas, modelos (em papel vegetal e tinta
nanquim, ou computador); fotografias (em papel brilhante); radiografias e cromos (em forma
de fotografia). As figuras e suas legendas devem ser claramente legiveis apds sua reducéo no
texto impresso de 10x17 cm. Devem-se indicar, a ldpis, no verso: autor, titulo abreviado e
sentido da figura. Legenda das ilustragdes nos locais em que aparecerdo as figuras, numeradas
consecutivamente em algarismos arabicos e iniciadas pelo termo FIGURA.

Unidades de medida e simbolos

Devem restringir-se apenas aqueles usados convencionalmente ou sancionados pelo
uso. Unidades ndo-usuais devem ser claramente definidas no texto. Nomes comerciais de
drogas citados entre parénteses, utilizando-se no texto o nome genérico das mesmas.
Férmulas e equacdes escritas em linha, por exemplo,

a
Z’ escreva a/b, +ex , escreva ex/2.

Os dados e conceitos emitidos nos trabalhos, bem como a exatiddo das referéncias
bibliograficas, sdo de inteira responsabilidade dos autores. Os trabalhos que ndo se
enquadrarem nessas normas serdo devolvidos aos autores, ou serdo solicitadas adaptacodes,
indicadas em carta pessoal.
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ANEXO D — Normas para publicacdo no periédico International Dairy Journal

Guide for Authors

Functional Dairy Foods 2009 will be held in Melbourne, Australia from 24-25 February
2009. For further information and registration, visit the website =+http://www.diaa.asn.au.

Aims and Scope

International Dairy Journal publishes original, refereed research papers and critical reviews
that advance scientific knowledge of all aspects of dairy science and technology. Within this
scope, the journal pays particular attention to applied research and to the interface of the dairy
and food industries.The journal provides a platform for the communication of research in
dairy science that is of broad relevance to the international community, including the research
and development of dairy and allied products from milk of bovine and non-bovine species.

The journal's coverage includes:® Biosynthesis, chemistry and physico-chemical properties of
milk constituente Microbiology, enzymology, biotechnology and bioengineering ¢ Dairy
engineering and new developments in processing ® Relevant emulsion science, food structure
and texture * Raw material quality and effect on relevant products ¢ Flavour and off-flavour
developmente Product development and usage of dairy ingredients in other foodse Relevant
sensory science/consumer studiese Analytical, health and environmental aspects./nternational
Dairy Journal does not publish papers related to milk production, feeding, cow health and
other aspects of on-farm milk production, unless there is a clear relationship to dairy
technology, human health or final product quality.

Submission of Papers

As of 19 September 2007, submission of all types of manuscripts to International Dairy
Journal proceeds totally online. Via the Elsevier Editorial System (EES) website for this
journal (=+ http://ees.elsevier.com/inda) you will be guided step-by-step through the creation
and uploading of the various files. The system automatically converts source files to a single
Adobe Acrobat PDF version of the article, which is used in the peer review process. Please
note that even though manuscript source files are converted to PDF at submission for the
review process, these source files are needed for further processing after acceptance. All
correspondence, including notification of the Editor's decision and requests for revision, takes
place by e-mail generated by EES and via the author's homepage on EES, removing the need
for a hard copy paper trail. Authors must submit revisions via EES. All manuscripts must be
addressed to the submissions office, c/o the Editor-in-Chief. Any manuscript sent as an email
attachment to the Editor-in-Chief will not be processed. The Editor-in-Chief reviews all
manuscripts and, after prescreening, makes a decision whether to assign them to handling
Editors to initiate peer review. The authors may be contacted by the Editor-in-Chief or the
handling Editor for any required changes before a manuscript is sent to reviewers. Authors
may send queries concerning the submission process, manuscript status or journal procedures
to support@elsevier.com.

Questions regarding content of a proposed submission can be directed to the Editor-in-
Chief:International Dairy Journalc/o Professor P. Jelen, Editor-in-Chief University of
AlbertaAlberta, CanadaE-mail: idj.jelen @interbaun.com

Authors are also requested to provide the names and e-mail addresses of at least three
potential referees who are expert in the field. It is the journal's policy to keep the peer review
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process anonymous. The name of a reviewer will only be revealed with the approval of the
reviewer. When submitting a manuscript, authors may indicate names of experts who are not
suitable/appropriate for reviewing the paper. It is the author's responsibility to ensure that
papers are written in clear and comprehensible English. Authors whose native language is not
English are strongly advised to have their manuscripts checked by a colleague with fluency in
technical writing in English prior to submission. English language help service: Upon request,
Elsevier will direct authors to an agent who can check and improve the language of their
paper (before submission). Please contact support@elsevier.com for further information.
Authors are strongly advised that papers not conforming to the required standards will
be rejected without review. Plagiarism and Ethical Concerns Submission of a paper
implies that the work described has not been published previously (except in the form of an
abstract or as part of a published lecture or thesis), that it is not under consideration for
publication elsewhere, that its publication is approved by all authors and tacitly or explicitly
by the responsible authorities where the work was carried out and that, if accepted, it will not
be published elsewhere in the same form, in English or in any other language, without the
written consent of the publisher. By submitting this manuscript, the authors agree that text,
equations, or figures from previously published articles or books have been clearly identified
in full and their origin clearly explained in the adjacent text, with appropriate references given
at the end of the paper. Duplication of text is rarely justified, even with diligent referencing.
Exceptions may be made for descriptions of standard experimental techniques, or other
standard methods used by the author in the investigation; but an appropriate citation is
preferable. Authors who duplicate material from their own published work in a new article,
without clearly identifying the repeated material and its source as outlined above, are self-
plagiarising.

Submission of Revised Papers Revised papers received more than three months after
reviewers' comments were sent may be treated as new submissions, at the discretion of the
Editor. If the author has not replied to reminders/enquiries about revisions within 6 months,
the paper will be considered to have lapsed, and any subsequent submission will be treated as
a new submission and must be submitted to the journal using the above process, addressed to
the Editor-in-Chief, with an explanation that it had previously been submitted to the journal.

Submission Checklist

It is hoped that this list will be useful during the final checking of an article prior to
submitting it to the journal for review. Please consult these Instructions for Authors for
further details of any item.Ensure that the following items are present:® One author designated
as corresponding author, with E-mail address, full postal address, telephone and fax numberse
All necessary files have been uploadede All figure captions (on a separate page) * All tables
(including title, description, footnotes)> Manuscript has been "spellchecked" and units and
abbreviations checkede References are in the correct format for this journale All references
mentioned in the reference list are cited in the text, and vice versae Permission has been
obtained for use of copyrighted material from other sources (including the Web)e Colour
figures are clearly marked as being intended for colour reproduction on the Web (free of
charge) and in print (charges will apply) or to be reproduced in colour on the Web (free of
charge) and in black-and-white in print.e If only colour on the Web is required, black and
white versions of the figures are also supplied for printing purposes.For any further
information please contact the Author Support Department at authorsupport@elsevier.com
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Types of Contribution Original full-length research papers should contain material that has
not been previously published elsewhere, except in a preliminary form. These papers should
not exceed 6000-8000 words (text and references) or about 25 manuscript pages.

Review papers will be accepted in areas of topical interest and will normally emphasise
literature published over the previous five years.

Short Communications are research papers constituting a concise but complete description of
a limited investigation, which will not be included in a later paper. Short Communications
should be as completely documented, both by reference to literature, and description of the
experimental procedures employed, as a regular paper. They should not occupy more than
2,000 words or about 8 manuscript pages, including figures, tables and references. They will
be reviewed in the same way as research papers.

Letters to the Editor are published from time to time on subjects of topical interest.

Book reviews are commissioned by the Editors as warranted. Unsolicited book reviews are
generally not considered.

Manuscript Preparation General: Manuscripts must be typewritten with a font size of 12
pt, with wide margins and double-spaced throughout, i.e. including the abstract, footnotes and
references. Lines should be numbered consecutively throughout the manuscript. Authors
should consult a recent issue of the journal for style. The Editors reserve the right to adjust
style to certain standards of uniformity. Manuscripts can be written in either British or
American English, but language and spellings must be consistent.Authors should retain a
copy of their manuscript for their records.Every page of the manuscript, including the title
page, references, tables, etc. must be numbered. However, in the text no reference should be
made to page numbers; if necessary, one may refer to sections. Each line must also be
numbered. In typing the manuscript, titles and subtitles should not be run within the text.
They should be typed on a separate line, without indentation. Use lower-case letter type. The
corresponding author should be identified with an asterisk and footnote. All other footnotes
(except for table footnotes) should be identified with superscript Arabic numbers. Underline
words that should be in italics, and do not underline any other words. The usage of italics
should be limited to microbiological terms. Use the computer automatic return at the end of
lines; use double returns after the end of paragraphs only. Manuscripts in general should be
organized in the following order: ¢ Title (should be clear, concise, and should unambiguously
reflect the paper's contents) ¢ Name(s) of author(s) ¢ Complete postal address(es) of
affiliations

* Full telephone number, fax number and e-mail address of the corresponding author ¢ Present
address(es) of author(s) if applicable « Complete correspondence address to which the proofs
should be sent ¢ Abstract - each paper must be submitted with an Abstract not exceeding 150
words, reporting concisely on the major findings. Many abstracting services use abstracts
without modification, so this section should be comprehensible in its own right. References
should not be cited. Abbreviations should be avoided; if absolutely necessary they must be
defined.

* Introduction - briefly review important prior publications and state the reasons for the
investigation being reported. * Materials and methods - description of methods, equipment
and techniques (including statistical treatments used in the research)e Results ¢ Discussion
(may be combined with the results section) ® Conclusions (must not reiterate any discussion or
introductory comments, they must be genuine conclusions drawn from the results of the
study).e Acknowledgements and any additional information concerning research grants, etc.e
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Appendix (e.g. list of abbreviations used) ° References ¢ Tables ¢ Figure captions e
[lustrations/figures.

Note: Keywords are no longer required for submissions to International Dairy Journal

Following the Introduction, authors are free to structure papers as appropriate. However, for
the sake of clarity and uniformity, the above or similar section headings are recommended. If
necessary, each section may be divided into further subsections, but do not use more than two
levels for subtitles.

The Materials and Methods section must provide enough detail that a competent worker can
repeat the experiments. However, detailed descriptions of well-known methods should be
avoided in the experimental section. References to the relevant literature are sufficient. The
Results section should present clearly and succinctly the most important research results
including statistical significance of the data being reported. The Discussion should not be a
compilation of current literature, but a consideration of the significance and consequences of
the authors' present findings. Each paper should contain a paragraph of Conclusions
summarising the main aspects of the research being reported.

Units and Abbreviations System International (SI) units must be used. You may wish to
consult the website of the Bureau International des Poids et Mesures for guidance, =+
http://www]1.bipm.org/en/si.

Abbreviations for units should follow British Standards Institute standard SI wunits and
recommendations for the use of their multiples and of certain other units (BS 1SO 1000:1992,
supersedes BS 5555). Further information is available on the BSI website =+http://www.bsi-
global.com. The unit 'litre' must be abbreviated as 'L' (also mL, pL, etc.). Use the negative
index system for all combinations of unit abbreviations (e.g. g mL™, not g/mL). However, the
solidus can be used in cases of % w/w or % w/v. The unit billion ( 10° in America, 10" in
Europe) must not be used as it is ambiguous. In general, the journal follows the conventions
of the CBE Style Manual (Council of Biology Editors, Bethesda, MD, 1983, 5th edn). Follow
Chemical Abstracts and its indexes for chemical names. Enzyme nomenclature should follow
the [IUBMB Enzyme Commission recommendations (http://www.chem.gmul.ac.uk/enzyme/)
(relevant EC numbers should be given). Standard abbreviations of units of measurement
should be used to identify the data. Please ensure that all figures have axes labelled properly,
and the quantities on the axes specify the units used (use the negative index system, e.g. g mL’
', not g/mL). Tables should not duplicate results presented in the manuscript as a different
form (e.g. in graphs). Abbreviations should be defined in brackets after their first mention in
the text. Standard units of measurements and chemical symbols of elements may be used
without definition in the body of the paper.

Tables Tables should be numbered consecutively and given a suitable caption. Each table
should be typed on a separate sheet. Do not include the Figures or Tables in the body of
the manuscript. Tables and their footnotes should be typed using a readable uniform font of
the same size as that used in the text. Do not use bold letters, or italics (except for
microbiological terms or gene nomenclature). Each table should have a brief and self-
explanatory title. The text should include reference to all tables. Footnotes to tables should be
typed below the table and should be referred to by superscript lowercase letters. No vertical
rules should be used; leave extra space between the columns instead. Column headings should
be brief, but sufficiently explanatory.
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Formulae and Equations * Formulae must be typewritten, each on a separate line. Leave
ample space around the formulae.e Subscripts and superscripts should be clear.e All symbols
used in the formulae should be explained in the margin where they are first used. Take special
care to show clearly the difference between zero (0) and the letter O, and between one (1) and
the letter 1. Give the meaning of all symbols immediately after the equation in which they are
first used.» For simple fractions use the solidus (/) instead of a horizontal line.» All equations
should be numbered serially at the right-hand side in parentheses.e The use of fractional
powers instead of root signs is recommended. Also powers of e are often more conveniently
denoted by exp.e Levels of statistical significance which can be mentioned without further
explanation are P< 0.05, P< 0.01 and P< 0.001.¢ In chemical formulae, valence of ions must
be given as e.g. Ca®* and CO™ 3, not as Ca**or CO; "¢ Isotope numbers should precede the
symbols, e.g. '%0.¢ The repeated writing of complicated chemical formulae in the text is to be
avoided where reasonably possible; instead, the name of the compound followed by its
abbreviation (ethylene-diamine-tetra-acetic acid, EDTA) should be given in full. The
abbreviation is to be used in the case of a very long name or in the case of a compound being
described as the end product of a gravimetric determination (e.g. phosphate as P,Os).

Footnotes

Footnotes should be avoided unless absolutely essential. In most cases it should be possible to
incorporate the information in normal text. If used, they should be numbered in the text,
indicated by superscript numbers, and kept as short as possible.

References

Please note: Requirements for citations in text and listing of authors names in references
have been changed, and will take effect for all papers submitted after 1 September 2007.

Responsibility for the accuracy of bibliographic citations lies entirely with the authors. The
manuscript should be carefully checked to ensure that the spelling of authors' names and dates
are exactly the same in the text as in the reference list.Please ensure that every reference cited
in the text is also present in the reference list at the end of the manuscript (and vice versa).All
citations in the text should refer to:

1. Single author: the author's name (without initials, unless there is ambiguity) and the year of
publication;

2. Two authors: both authors' names and the year of publication;
3. Three or more authors: first author's name followed by et al. and the year of publication.
Citations may be made directly or parenthetically. Groups of references should be listed first

alphabetically, then chronologically. Examples: "as demonstrated (Allan, 1996a, b, 1999;
Allan and Jones, 1995). Kramer et al. (2000) have recently shown..."

The list of references must be arranged alphabetically on authors' names, and should be as full
as possible, listing all authors, the full title of articles and full title of journals, publisher and
year.
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Titles of periodicals mentioned in the list of references must be spelled out in full. In the case
of publications in any language other than English, the original title is to be retained.
However, the titles of publications in non-Latin alphabets should be transliterated, and a
notation such as "(in Russian)" or "(in Greek, with English abstract)" should be added.
References concerning unpublished data and "personal communications" must not be cited in
the reference list but may be mentioned in the text, giving the full details (name and affiliation
of the contact). References included in the reference list as "in press" should follow the
standard reference style of the journal and should include a substitution of the publication data
with "in press". Citation of a reference as "in press" implies that the item has been accepted
for publication. In the final publication, material referenced as "submitted" is not acceptable -
if it cannot be referenced as "in press" then the text needs to be revised to state "unpublished
results" and the reference deleted from the reference list.

Citing and listing of web references. As a minimum, the full website address (URL) should be
given. Any further information, if known (author names, dates, reference to a source
publication, etc.), should also be given. Web references can be listed separately (e.g., after the
reference list) under a different heading if desired, or can be included in the reference list. Use
of web references should be minimised and limited to verifiable, credible sources only. The
following are examples of reference layouts. Please use a hanging indent (second and
subsequent lines indented).

Reference to a chapter in a monograph:

Maubois, J.-L., & Olivier, G. (1992). Milk protein fractionation. In New applications of
membrane processing (pp. 112-120). Brussels, Belgium: International Dairy Federation.

Reference to a chapter in a book

De Kruif, C. G., & Holt, C. (2003). Casein micelle structure, functions and interactions. In P.
F. Fox, & P. L. H. McSweeney (Eds.), Advanced dairy chemistry, Vol. 1: Proteins (3rd ed)
(pp.233-276). New York, NY, USA: Kluwer Academic/Plenum Publishers.

Reference to an article in a journal:

Lane, C. N., & Fox, P. F. (1997). Role of starter enzymes during ripening of Cheddar cheese
made from pasteurized milk under controlled microbiological conditions. International Dairy
Journal, 7, 55-63.

Note: If necessary, cite issue number if page numbering is not continuous.

Reference to a book:
Marsh, D. (1990). CRC handbook of lipid bilayers. Boston, MA, USA: CRC Press.
Reference to a published standard:

IDF (1982). Cheese and processed cheese-determination of total solids content. IDF Standard
4a. Brussels, Belgium: International Dairy Federation.

Reference to a paper in published conference proceedings:
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Maubois, J. L. (1998). Fractionation of milk proteins. In Proceedings of the 25th International
Dairy Congress (Vol. 11, pp. 74786). Dairy Science and Technology: Aarhus, Denmark.

Reference to a thesis:

Alting, A. C. (2003). Cold gelation of globular proteins. PhD Thesis, Wageningen University,
The Netherlands.

Note: The thesis should be publicly available.
Reference to an article in an internet-only source:

Bryant, P. (1999). Biodiversity and Conservation. Retrieved October 4, 1999, from =+
darwin.bio.uci.edu/~sustain/bio65/Titlpage.htm

Illustrations

Photographs, charts and diagrams are all to be referred to as "Figure(s)" and should be
numbered consecutively in the order to which they are referred. They should accompany the
manuscript, but should not be included within the text. All illustrations should be clearly
marked with the figure number. All figures are to have a caption. Captions should be supplied
on a separate sheet. If, together with your accepted article, you submit usable colour figures
then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will appear in colour on
the web (e.g., ScienceDirect and other sites) regardless of whether or not these illustrations
are reproduced in colour in the printed version. For colour reproduction in print, you will
receive information regarding the costs from Elsevier after receipt of your accepted article.
Please note: Because of technical complications which can arise by converting colour figures
to 'grey scale' (for the printed version should you not opt for colour in print) please submit in
addition usable black and white prints corresponding to all the colour illustrations.
Preparation of electronic illustrations General pointse Make sure you use uniform lettering
and sizing of your original artwork.e Save text in illustrations as "graphics" or enclose the
font.e Only use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Helvetica, Times,
Symbol.e Number the illustrations according to their sequence in the text.e Use a logical
naming convention for your artwork files. Provide all illustrations as separate files.e Provide
captions to illustrations separately.e Produce images near to the desired size of the printed
version.

A detailed guide on electronic artwork is available on our website:
http://www.elsevier.com/artworkinstructions You are urged to visit this site.

Preparation of Supplementary Data

Elsevier now accepts electronic supplementary material (e-components) to support and
enhance your scientific research. Supplementary files offer the Author additional possibilities
to publish supporting applications, movies, animation sequences, high-resolution images,
background datasets, sound clips and more. Supplementary files supplied will be published
online alongside the electronic version of your article in Elsevier Web products, including
ScienceDirect: m+http://www.sciencedirect.com. In order to ensure that your submitted
material is directly usable, please ensure that data is provided in one of our recommended file
formats. Authors should submit the material in electronic format together with the final
version of the article and supply a concise and descriptive caption for each file. For more
detailed  instructions  please  visit ~our  artwork  instruction  pages  at
http://www.elsevier.com/artworkinstructions.
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Copyright

All authors must sign the "Transfer of Copyright' agreement before the article can be
published. (for more information on copyright see
http://www.elsevier.com/locate/authorsrights). This transfer agreement enables Elsevier Ltd
to protect the copyrighted material for the authors, but does not relinquish the author's
proprietary rights. The copyright transfer covers the exclusive rights to reproduce and
distribute the article, including reprints, photographic reproductions, microfilm or any other
reproductions of similar nature and translations. It includes the right to adapt the article for
use in conjunction with computer systems and programs, including the reproduction or
publication in machine-readable form and incorporation in retrieval systems. An author, when
quoting from someone else's work or when considering reproducing an illustration or table
from a book or journal article, should make sure that copyright is not being infringed. Authors
are responsible for obtaining from the copyright holder permission to reproduce and figures
for which copyright exists. Although in general an author may quote from other published
works, permission from the holder of the copyright should be obtained if substantial extracts
are taken or tables, plates, or other illustrations are reproduced. If the copyright-holder is not
the author of the quoted or reproduced material, it is recommended that the permission of the
author should also be sought. Material in unpublished letters and manuscripts is also protected
and must not be published unless permission has been obtained. A suitable acknowledgement
of any borrowed material must always be made. Elsevier has preprinted forms for use by
Authors: contact Elsevier's Rights Department, Oxford, UK: phone (+44) 1865 843830, fax
(+44) 1865 853333, e-mail permissions@elsevier.com. Requests may also be completed on-
line via the Elsevier homepage (http://www.elsevier.com/locate/permissions).

Proofs

One set of page proofs in PDF format will be sent by e-mail to the corresponding author (if
we do not have an e-mail address then paper proofs will be sent by post). Elsevier now sends
PDF proofs which can be annotated; for this you will need to download Adobe Reader
version 7 (or higher) available free from
http://www.adobe.com/products/acrobat/readstep2.html. Instructions on how to annotate PDF
files will accompany the proofs. The exact system requirements are given at the Adobe site:
http://www.adobe.com/products/acrobat/acrrsystemreqs.html#70win. If you do not wish to
use the PDF annotations function, you may list the corrections (including replies to the Query
Form) and return to Elsevier in an e-mail. Please list your corrections quoting line number. If,
for any reason, this is not possible, then mark the corrections and any other comments
(including replies to the Query Form) on a printout of your proof and return by fax, or scan
the pages and e-mail, or by post. Please use this proof only for checking the typesetting,
editing, completeness and correctness of the text, tables and figures. Significant changes to
the article as accepted for publication will only be considered at this stage with permission
from the Editor. We will do everything possible to get your article published quickly and
accurately. Therefore, it is important to ensure that all of your corrections are sent back to us
in one communication: please check carefully before replying, as inclusion of any subsequent
corrections cannot be guaranteed. Proofreading is solely your responsibility. Note that
Elsevier may proceed with the publication of your article if no response is received.

Offprints

The corresponding author, at no cost, will be provided with a PDF file of the article via e-
mail. The PDF file is a watermarked version of the published article and includes a cover
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sheet with the journal cover image and a disclaimer outlining the terms and conditions of use.
Additional paper offprints can be ordered by the authors. An order form with prices will be
sent to the corresponding author.

Author Enquiries

Authors can keep a track on the progress of their accepted article, and set up e-mail alerts
informing them of changes to their manuscript's status, by using the "Track a Paper" feature
m=ehttp://www.elsevier.com/trackarticle. Other questions or queries will also be dealt with via
the website mshttp://authors.elsevier.com. Contact details for questions arising after
acceptance of an article, especially those relating to proofs, are provided when an article is
accepted for publication.




