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RESUMO

Tem-se aumentado nos últimos anos o interesse pelo desenvolvimento de alimentos que ofereçam ao consumidor além de efeitos nutricionais, também benefícios à saúde. Os alimentos probióticos, são produzidos a partir de microrganismos vivos que, quando consumidos, exercem efeitos benéficos à saúde, melhorando a microflora intestinal. Sabe-se que a quantidade consumida deve ser de no mínimo 107 UFC/g de bactérias probióticas viáveis no momento da compra para ser considerado um produto probiótico. As características físico-químicas e estabilidade no produto durante a estocagem são pré-requisitos para uso potencial de certas estirpes em produtos. Assim, este trabalho tem como objetivo analisar a viabilidade de bactérias probióticas (Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium lactis), em patê de ricota através de cultivo microbiológico, no período de 1, 7, 14 e 21 dias. Serão realizadas também análises físico-químicas, a fim de relacionar as possíveis implicações do meio na sobrevivência das bactérias probióticas presentes no produto. 
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1. INTRODUÇÃO
O interesse dos consumidores por alimentos saudáveis e que sejam capazes de proporcionar benefícios à saúde tem aumentado nos últimos anos. Os produtos com probióticos representam uma grande parte dos alimentos funcionais disponíveis no mercado, onde o destaque maior seria na aplicação em produtos lácteos. O emprego das bactérias probióticas em produtos lácteos tem sido amplamente estudado devido às dificuldades de manutenção destes microrganismos ao longo da estocagem refrigerada. 
O objetivo deste trabalho é caracterizar quanto aos parâmetros físico-químicos de pH, acidez, proteína, gordura, extrato seco total, atividade de água e acompanhar o efeito da adição de cultura probiótica, constituída de Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium lactis em patê de ricota probiótico  no período de armazenamento sob refrigeração a 5 °C após 1,  7, 14 e 21 dias.    
O patê de ricota probiótico será obtido a partir de soro de leite adquirido de laticínios do município de Sorriso – MT, o qual será submetido ao processo de acidificação para transformação em ricota que após o processo de obtenção servirá como matéria-prima principal para a elaboração do patê, sendo acrescentados em sua formulação outros ingredientes.  O produto será desenvolvido nos sabores orégano, queijo parmesão, calabresa e natural, conforme o projeto “Patê de Ricota Probiótico” aprovado no edital de Inovação Tecnológcia, edital 006/2015 NIT/DPI/PROPES/IFMT em que será elaborado o produto e avaliado sensorialmente.   
A caracterização e estudo do comportamento dos probióticos são parâmetros importantes no desenvolvimento de produtos lácteos contendo probióticos, visto que tais produtos devem atender a padrões de legislação, os quais estabelecem contagens mínimas de células viáveis que precisam ser determinadas. Sabe-se que fatores como acidez, tempo e temperatura de fermentação, métodos de inoculação, condições de estocagem, teor de lipídeos podem influenciar na sobrevivência da microbiota probiótica em produtos lácteos.
Por fim, tem-se que as análises realizadas neste projeto possibilitarão fornecer informações necessárias exigidas sobre o produto para que seja caracterizado como um alimento com propriedades funcionais, assegurando ao consumidor que seu consumo proporcionará benefícios a saúde. 
2. OBJETIVOS 
Acompanhar a viabilidade de microrganismos probióticos em patê de ricota ao longo da vida de prateleira do produto no período de 1, 7, 14 e 21 dias a 5 °C, bem como analisar as características físico-químicas, avaliando as implicações decorrentes da adição da cultura probiótica nas características sensoriais do produto. 
Determinar as variáveis físico-químicas de pH, acidez, teor de gordura, proteína, gordura, extrato seco total e atividade de água a fim de relacionar as possíveis implicações do meio na sobrevivência das bactérias probióticas presentes no produto.

Verificar se o produto elaborado apresenta contagem de probióticos suficiente para ser considerado um alimento com probióticos, para que assim quando consumido em quantidades e período ideal possa proporcionar efeitos benéficos à saúde do consumidor.
3. REVISÃO DE LITERATURA ou REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

3.1 Produção de Alimentos com Probióticos 

Nos últimos anos observa-se aumento de pesquisas com o objetivo de incorporar os probióticos na fabricação de alimentos. “Os probióticos são descritos como culturas de microrganimos de uma espécie ou de várias espécies que quando utilizadas pelo homem proporciona benefícios à saúde, melhorando a microflora intestinal natural” (CICHOSKI, 2008). Dentre os benefícios à saúde podemos citar: redução da intolerância à lactose; inibição de microrganismos patogênicos; redução dos níveis de colesterol e prevenção de câncer de cólon (SCHMID et al., 2006). 

Os produtos com probióticos representam uma grande parte dos alimentos funcionais disponíveis no mercado, onde o destaque maior seria na aplicação de probióticos em produtos lácteos. Estudos sugerem que dentre os produtos lácteos que utilizam probióticos em sua composição, o queijo é considerado como veículo que melhor oferece condições de sobrevivência de certas espécies, mesmo os microrganismos sendo mais disponíveis e frequentemente encontrado em leites fermentados, isto devido ao queijo apresentar uma matriz alimentar sólida e maior potencial hidrogeniônico (pH) protegendo as bactérias com maior eficiência que o ambiente fluido do leite, durante o período de estocagem e trânsito intestinal (KASIMOGLU; GÖNCÜOGLU; AKGÜN, 2004; SONGISEPP et al., 2004; ZALAZAR et al., 2004 apud Cichoski, 2008).
3.2 Viabilidade de Probióticos

Para que o probiótico promova seu benefício deve estar viável quando consumido, permanecer vivo após contato com sugo gástrico e bile, aderir-se à mucosa intestinal e competir com microrganismos patogênicos, promovendo sua ação satisfatória na modulação de inflamação e imunidade (MORAIS, JACOB, 2006 apud NOGUEIRA e GONÇALVES, 2011).

A sobrevivência das bactérias probióticas no produto alimentício é fundamental, necessitando alcançar populações suficientemente elevadas para ser de importância fisiológica ao consumidor (JELEN; LUTZ, 1998). 

A sobrevivência e a viabilidade celular das bactérias probióticas são dependentes da espécie e da tecnologia de produção e por isso é comum a utilização de duas bactérias para a fermentação de um substrato; uma bactéria suporte e outra probiótica. A bactéria suporte tem a função de dar corpo ao produto pela síntese de exopolissacarídeos, e também a de promover o crescimento das bactérias probióticas, baixando o pH e estimulando seu crescimento. Porém, os mesmos autores relatam que alguns produtos elaborados somente com bactérias probióticas apresentam maior estabilidade microbiológica (NEVES, 2005). 
O consumo de quantidades adequadas dos microrganismos probióticos desejados nos bioprodutos deve ser suficiente para a manutenção das concentrações ativas fisiologicamente in vivo. Além do que, estes alimentos devem possuir algumas características desejáveis para serem considerados probióticos, como por exemplo, conter pelo menos 107 UFC/g de bactérias probióticas viáveis no momento da compra do produto (VINDEROLA; REINHEIMER, 2000 apud SAAD, 2006). 

Além da manutenção da viabilidade no trato gastrointestinal, certas propriedades tecnológicas, como: viabilidade durante o processo, estabilidade no produto durante a estocagem e boas propriedades sensoriais são pré-requisitos para uso potencial de certas estirpes como culturas probióticas em queijos. A adição de células probióticas foi testada em alguns queijos e a maioria destes trabalhos foi bem sucedida quanto à manutenção da viabilidade dos microrganismos bem como às propriedades tecnológicas adequadas do produto final. Queijos de várias origens têm sido comumente estudados como veículos para cepas probióticas: Cheddar, Gouda, Festivo, Queijos Frescos e Queijo Cottage (BLANCHETTE et al., 1996; GOMES et al., 1998; BURITI et al., 2005 apud BADARÓ et al., 2009).

3.3 Propriedades Físico-Químicas dos Alimentos e Viabilidade dos Probióticos
As propriedades físico-químicas dos alimentos têm influenciado a sobrevivência de estirpes probióticas durante o trânsito intestinal. A capacidade tamponante e o pH do meio carreador são fatores relevantes. Formulações de alimentos com pH entre 3,5 a 4,5, como iogurtes, queijos e leite fermentados têm alta capacidade tamponante e podem aumentar o pH do trato gástrico e, assim, aumentar a estabilidade da estirpe probiótica. O leite tem aumentado a viabilidade de estirpes de Lactobacillus e Bifidobacterium sensíveis a ácido em testes de simulação do trato gastrodigestório. O efeito protetor pode ser devido ao aumento do pH intestinal após a ingestão do leite (CHARTERIS et al., 1998 apud BADARÓ et. al., 2009).

4    METODOLOGIA ou MATERIAL E MÉTODOS
4.1  Elaboração do Patê de Ricota Probiótico

Para o preparo do patê de ricota probiótico será utilizado soro de leite obtido a partir do preparo de queijo, oriundo de Laticínios Monte Carlo e Sorriso da cidade de Sorriso, estado de Mato Grosso. As culturas de probióticos que serão utilizadas Bifidobacterium lactis e Lactobacillus acidophilus e os demais ingredientes serão adquiridos comercialmente. 

O produto será desenvolvido conforme descrito no projeto de Inovação Tecnológico aprovado no edital 006/2015.

As amostras do patê de ricota probiótico serão avaliadas sob refrigeração a 5 °C no período de 1, 7, 14 e 21 dias em relação as características físico-químicas e viabilidade de probióticos. 

4.2  Análises físico-químicas

Todas as amostras serão analisadas em triplicata pelos seguintes métodos:

4.2.1 pH
Será determinado por meio de método potenciométrico, utilizando pHmetro,  calibrado com soluções tampão 4 – 7. 

4.2.2 Acidez

A acidez será determinada por titulação com solução de hidróxido de sódio 0,1 N, segundo método nº 920.124 (AOAC, 2005). 

4.2.3 Proteína

O teor de proteínas será determinado pelo método de Micro-Kjedahl, multiplicando-se a porcentagem de nitrogênio pelo fator 6,38, método nº 939.02 (AOAC, 2005). 

4.2.4 Teor de gordura

O teor de gordura do patê de ricota será determinado utilizando-se lactobutirômetro de Gerber, conforme metodologia adaptada para queijos de nº 2000.18 (AOAC, 2005). 

4.2.5 Extrato seco total  
Mediante secagem em estufa a 105 ºC até obtenção de peso constante, método nº 990.19 (AOAC, 2005). 
4.2.6 Atividade de água

A atividade de água será determinada conforme método nº 978.18 (AOAC, 2005). 

4.3  Avaliação da viabilidade de probióticos
A quantificação dos microrganismos Bifidobacterium lactis e Lactobacillus acidophilus nos diferentes períodos (7, 14 e 21 dias) será feita partindo-se da amostra do patê de ricota probiótico. Serão utilizados meios seletivos e condições de incubação adequadas, com o objetivo de favorecer o crescimento dos microrganismos de interesse.
No interior da câmara asséptica, após a sanitização da bancada com álcool a 70% e lavagem e desinfecção das mãos, com auxílio de instrumentos esterilizados serão retiradas as unidades analíticas e pesadas em balança analítica. Para a quantificação das células viáveis dos microrganismos em questão será retirada 25 gramas da amostra e adicionado 225ml de Solução Salina Peptonada a 0,1% (SSP) em saco estéril para homogeneização.
Os microrganismos do gênero Bifidobacterium lactis e Lactobacillus acidophilus serão quantificados em ágar MRS modificado (antimicrobianos específicos para cada gênero de bactéria lática), adicionando alíquotas de 1 ml de cada diluição das amostras em placas de petri e 15-20 ml do meio de cultura. Após a homogeneização e solidificação do ágar as placas serão incubadas em estufa microbiológica com temperatura de 37º±1ºC por 72 horas em anaerobiose, conforme metodologia descrita por International Dairy Federation e Silva et al. (2010). Após este período, serão feitas as leituras e os resultados serão expressos em logaritmo decimal das unidades formadoras de colônia por grama (log UFC/g).
5    RESULTADOS ESPERADOS
Com os resultados, espera-se que a pesquisa possa indicar se houve um bom desenvolvimento das bactérias probióticas no produto e se demonstram viabilidade de formulação no Patê de Ricota Probiótico, produto desenvolvido no edital 006/2015. A pesquisa também poderá demonstrar se ocorreram possíveis alterações do produto considerando as análises físico-químicas realizadas nos intervalos de tempo indicados na pesquisa, que serão relevantes no estabelecimento da qualidade do produto. 
A pesquisa será importante para assegurar se o produto desenvolvido apresenta a quantidade de probióticos sugerida pela legislação para que quando consumido, possa proporcionar benefícios à saúde, podendo ser caracterizado como um alimento funcional. 

Quando se trata do desenvolvimento de um produto alimentício é necessário um rígido controle de qualidade, sendo desta forma necessário verificar as possíveis alterações que as bactérias probióticas possam causar ao meio onde estará presente.
	Atividades/Plano de Trabalho
	Anos / meses de Desenvolvimento do Projeto
	Executores das Atividades

	
	MÊS
	

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12
	

	1. Indicação de alunos bolsistas
	x
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	Coordenadora 

	2. Pesquisas bibliográficas e estudos
	x
	x
	x
	X
	x
	x
	
	
	
	
	
	
	Coordenadora, bolsistas e professores colaboradores.

	3. Aquisição de matéria-prima para elaboração do patê de ricota
	
	
	
	
	
	
	x
	
	
	
	
	
	Coordenadora 

	4. Aquisição de materiais e    equipamentos para realização das análises
	
	
	
	
	x
	
	
	
	
	
	
	
	Coordenadora 

	5. Elaboração do patê de ricota
	
	
	
	
	
	
	x
	
	
	
	
	
	Coordenadora, bolsistas e professores colaboradores.

	6. Análises Físico-químicas 
	
	
	
	
	
	
	x
	x
	
	
	
	
	Coordenadora, bolsistas e professores colaboradores.

	7. Análises Microbiológicas
	
	
	
	
	
	
	x
	x
	
	
	
	
	Coordenadora, bolsistas e professores colaboradores.

	8. Análise de resultados
	
	
	
	
	
	
	
	
	x
	
	
	
	Coordenadora, bolsistas e professores colaboradores.

	9. Elaboração de resumo para apresentação em congresso
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	x
	
	
	Coordenadora, bolsistas e professores colaboradores.

	10. Elaboração do relatório final e prestação de contas
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	x
	x
	Coordenadora, bolsistas e professores colaboradores.
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8    PLANILHA DE CUSTOS
8.1 Itens Financiáveis pela PROPES
8.1.1 Itens de Custeio 
	ITENS DE CUSTEIO – FINANCIÁVEIS PELA PROPES

	Nº.
	Descrição do Item
	Unidade
	Quantidade
	Valor Unitário

(R$)
	Valor Total

(R$)

	01
	Fermento lático
	Embalagem (200 Ml)
	02
	6,00
	12,00

	02
	Orégano
	Embalagem (500 g)
	01
	10,00
	10,00

	03
	Queijo parmesão
	Embalagem (100 g)
	01
	7,00
	7,00

	04
	Aromatizante sabor queijo parmesão
	Embalagem (1 kg)
	01
	37,00
	37,00

	05
	Aromatizante sabor calabresa
	Embalagem (1 kg)
	01
	38,50
	38,50

	06
	Probiótico
	Embalagem (60 g)
	01
	130,00
	130,00

	07
	Hidróxido de sódio
	Embalagem (1 kg)
	01
	25,00
	25,00

	08
	Ácido sulfúrico
	Embalagem (1 L)
	01
	100,00
	100,00

	09
	Ácido clorídrico
	Embalagem (1 L)
	01
	55,00
	55,00

	10
	Vermelho de metila
	Embalagem (25 g)
	01
	80,00
	80,00

	11
	Ácido bórico
	Embalagem (1 kg)
	01
	40,00
	40,00

	12
	Peptona Bacteriológica
	Embalagem (500g)
	01
	328,27
	328,27

	13
	Cloreto de Sódio PA
	Embalagem (500g)
	01
	10,50
	10,50

	14
	Agar MRS
	Embalagem (500g)
	01
	407,43
	407,43

	15
	Placas de petri 90x15 mm esterilizada, lisa, sem divisão
	Sacos com 10 unidades
	30
	3,99
	119,97

	16
	Luva descartável esterilizada
	Caixa com 100 unidades
	02
	24,99
	49,99

	17
	Gorro descartável
	Saco com 100 unidades
	01
	9,99
	9,99

	18
	Máscara descartável
	Caixa com 100 unidades
	01
	9,99
	9,99

	19
	Álcool 70 %
	Litro
	05
	7,00
	35,00

	20
	Butirômetro
	unidade
	06
	49,00
	294,00

	
	TOTAL
	
	
	
	1799,64


8.1.2 Itens de Capital 
	ITENS DE CAPITAL – FINANCIÁVEIS PELA PROPES 

	Nº.
	Descrição do Item
	Unidade
	Quantidade
	Valor Unitário (R$)
	Valor Total  (R$)

	01
	Bico de Bunsen 30 mm cromado
	unitário
	01
	67,80
	67,80

	02
	Contador de colônias
	unitário
	01
	560,00
	560,00

	
	TOTAL
	
	
	
	627,80


8.2  Contrapartida financeira e não financeira de outras fontes (campus, pesquisador, parceiros, etc)

	CONTRAPARTIDA FINANCEIRA E NÃO FINANCEIRA DE OUTRAS FONTES

	Nº.
	Descrição do Item
	Unidade
	Quantidade
	Valor Unitário (R$)
	Valor Total  (R$)

	01
	Bloco digestor
	
	
	
	

	02
	Vidrarias de laboratório
	
	
	
	

	03
	pHmetro
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