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RESUMO

O Lacticaseibacillus spp. apresenta potencial probidtico e estudos tém associagdo do seu
consumo, presente no queijo, a beneficios a satide. Porém, culturas probidticas apresentam
instabilidade em diferentes processamentos de alimentos. A marinacdo ¢ um processo que
envolve a imersdo de alimentos por um determinado tempo e/ou temperatura, pré-estabelecidos,
podendo alterar as caracteristicas do produto. Portanto, o projeto de pesquisa tem como objetivo
desenvolver um queijo caprino com o fermento autoctone contendo Lacticaseibacillus spp. e
marinado em vinho tinto seco. O queijo caprino, adicionado da cultura Lacticaseibacillus spp.
foi submetido ao processo de marinagao, sob refrigeragdo, em vinho tinto seco, por 7 dias; um
queijo controle foi processado apenas com adicionado da cepa probidtica. Ambos os
tratamentos foram submetidos a armazenamento, sob refrigera¢do, durante 28 dias. Analises
fisico-quimicas, microbiologicas e perfil de textura, fenolicos, capacidade antioxidante,
oxidacao lipidica e perfil de acidos graxos foram realizadas nos tempos 1, 7, 14, 21 e 28 dias
armazenamento sob refrigera¢do. A cultura indicou comportamento estavel no queijo caprino,
quando submetido ao processo de marinacdo em vinho tinto seco. O contetido mineral foi
determinado no tempo 1. O queijo QM apresentou redugdo do percentual da umidade, baixo
pH, elevada acidez comparado com o queijo QC. Elevadas concentracdes de minerais foram
encontradas no queijo QM. O queijo QM apresentou elevadas concentracdes de compostos
fendlicos, consequentemente alta capacidade antioxidante e baixa oxidagdo lipidica. A
tecnologia do processo de marina¢do em vinho tinto seco, torna-se viavel para queijo caprino

adicionado da cepa potencialmente probidtica (Lacticaseibacillus spp.).

Palavras-chave: Lacticaseibacillus spp., compostos fendlicos, antioxidante.



ABSTRACT

Lacticaseibacillus spp. has probiotic potential and studies have associated its consumption,
present in cheese, with health benefits. However, probiotic cultures instability in different
proposed food processors. The marina is a process that involves a forecast of time/or
temperature for a certain time, being able to change according to the characteristics of the
product. Therefore, the research project aims to develop a goat cheese with the autochthonous
yeast containing Lacticaseibacillus spp. and marinated in dry red wine. Goat cheese, added
from the culture Lacticaseibacillus spp. marinating process under 3 days, was added to the
marinating process, under the engine, in dry wine, for 7 days; a control cheese was processed
only with the addition of the probiotic strain. Both treatments were carried out under
refrigeration for 28 days. Analyses, microbiological, textures, antioxidants, chemical, chemical
and lipid profile, physical, chemical, chemical, and lipid profile, produced at 1, 7, 14, 21 and
28 days duration. The culture showed behavior in goat cheese, when stable to the dry dye
marinade process. Mineral content was determined without time 1 cheese. QM showed percent
reduction in moisture, pH, high QC cheese compared to higher QC cheese. High Q of cheese
was made by no. The cheese showed a hyperoxidation of phenolic compounds and a low lipid
response. The technology of the processing process in dry red wine becomes the addition of the

probiotic perceptive strain for cheese (Lacticaseibacillus spp.).

Keywords: Lacticaseibacillus spp., phenolic compounds, antioxidant.
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1. INTRODUCAO GERAL

A sociedade tem buscado cada vez mais alimentos saudéaveis, seguros e com alto valor
nutricional. Os queijos fabricados, com leite de cabra, atendem a esses requisitos € por iSso o
beneficiamento desse leite em varias regides do mundo vem aumentando. Do ponto de vista da
importancia nutricional, o leite de cabra se enquadra como alimento funcional, devido aos seus
componentes bioativos. Além de possuir boa digestibilidade e baixo potencial alergénico,
fornece ao consumidor beneficios para a satide. Os produtos lacteos caprinos atuam também na
protecdo intestinal e preservacdo da microbiota saudavel do organismo (DE SOUZA et al.,
2021)

O queijo de cabra é uma matriz alimentar que apresenta potencial de desenvolvimento
como alimento funcional, uma vez que ¢ fonte de macro e micronutrientes e peptideo bioativos
altamente benéfico para a saude (SANTOS, 2018). Pesquisadores relatam que produtos lacteos
(por exemplo, iogurte, bebidas e queijo) sdo veiculos adequados de probidticos que
proporcionam beneficios a saide do consumidor (KOMATSU et al., 2008).

Os queijos sdo particularmente interessantes nesse sentido devido a sua consisténcia
solida e alta capacidade de tampao, que ajudam a manter a viabilidade dos probiodticos nao
apenas ao longo da vida util do produto, mas também durante sua passagem pelo trato
gastrointestinal apds o consumo. Estudos tém relatado a eficiéncia destes queijos como um
veiculo para bactérias acido-lacticas potencialmente probidticas dos géneros Lactobacillus e
Bifidobacterium, dentre elas o Lacticaseibacillus spp. (RODRIGUEZ et al., 2018), atualmente
classificada como Lacticaseibacillus sp. Rolim et al. (2015), observaram em um estudo
realizado com queijo Coalho caprino, que a cepa de Lacticaseibacillus spp. poderia ser usada
como uma cultura protetora para retardar o crescimento de bactérias patogénicas,
particularmente S. aureus e L. monocytogenes. Além disso, Rodrigues et al. (2018) sugerem
que Lacticaseibacillus spp. sozinho ou adicionado ao queijo de cabra exerce um efeito
preventivo contra danos induzidos por acido acético e pode ser uma alternativa a doencas
inflamatoérias intestinal humano, indicando potencial probidtico.

As culturas probidticos podem apresentar comportamento instdvel em diferentes
condi¢cdes de processamento de alimentos. O fator mais importante que limita a producao de
queijo probidtico ¢ a incapacidade dos microrganismos de manter a estabilidade, ou seja, a

viabilidade no final do processo. O processamento de alimentos pode causar diferentes tipos de
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danos em bactérias benéficas, que finalmente levam a uma diminui¢do da viabilidade
(CASSINI et al., 2020).

A marinagao pode ser definida como um processo de difusdo ou osmose, onde o produto
¢ imergido em uma solu¢do (MORENO et. al., 2020). H4 diversas solugdes empregados nas
técnicas de marinados, como sucos de frutas citricas, vinagres e variadas bebidas alcodlicas,
sendo o vinho mais usual (ARAUJO, 2011). O uso de vinhos no processo de marinagio é uma
forma de melhorar as propriedades sensoriais (textura, sabor e cor) e conceder diferentes
caracteristicas fisico-quimicas ao alimento (YOSOP, 2011).

Considerando o exposto, a pesquisa tem como objetivo desenvolver um queijo caprino

com o fermento autdctone contendo Lacticaseibacillus spp. € marinado em vinho tinto seco.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1.QUEIJO CAPRINO

Nas ultimas décadas houve uma popularizagdo do consumo de leite de cabra e seus
produtos, especialmente os queijos, que sdo produzidos em todo o mundo, em fun¢do da
diversidade de localizagao, composicao do leite e técnicas de fabricagdo utilizadas. Diferengas
entre os queijos de leite de cabra sdo atribuidos principalmente a natureza das mudancas fisicas
e quimicas durante a armazenamento, que também sdo influenciados por substancias quimicas,
as culturas ou ingredientes adicionados durante o processamento, processos de moldagem e
prensagem, métodos de incorporagdo de sal, condi¢des e tempo de maturacao (COULIN et al.,
2004).

O queijo pode ser definido como um produto de coagulagdo da coalhada que se obtém
pela coagulacdo enzimatica ou 4cida do leite integral, parcialmente desnatado ou totalmente
desnatado, com ou sem adi¢ao de corante ou de sal, suficientemente libertado do soro (FOX,
2017).

Segundo o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de queijos (BRASIL,
1996):

“Entende-se por queijo o produto fresco ou maturado

que se obtém por separacao parcial do soro do leite ou
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leite reconstituido (integral, parcial ou totalmente
desnatado), ou de soros lacteos, coagulados pela acao
fisica do coalho, de enzimas especificas, de bactéria
especifica, de acido organico, isolado ou combinado,
todos de qualidade apta para uso alimentar, com ou sem
agregacao de substancias alimenticias e/ou especiarias
e/ou condimentos, aditivos especificamente indicados,

substancias aromatizantes e matérias corantes.”

No entanto, tal defini¢do ndo contempla os diversos métodos e ingredientes utilizados
na obtengdo de grande variedade de queijos dentre eles frescos ou maturados, de diferentes
formas e tamanhos, diferentes texturas, umidade, e condigdes de maturagdo, adicionados de
especiarias, submersos em azeite, bebidas alcodlicas, extratos de plantas, frutas secas, cinzas,
adicionados de culturas probidticas dentre diversos outros processos tecnoldgicos que
diferenciam os tipos de queijos fabricados (CHAMPAGNE et al., 2011). Para Ordoéfiez (2005)
uma defini¢do mais completa sobre o queijo seria uma coalhada que se forma com a coagulacao
do leite de alguns mamiferos pela adicdo de coalho ou enzimas coagulantes e/ou pelo acido
latico produzido pela atividade de determinados microrganismos presentes normalmente no
leite ou adicionados intencionalmente, dessorando-se a coalhada por corte, aquecimento,
prensagem, dando-lhe forma em moldes e submetendo-se a maturagdo por determinado tempo
e temperatura € em condi¢des de umidade relativas controladas.

A fabricacdo dos diversos tipos de queijos envolve a manutencdo de parametros
tecnologicos que estdo incluidos basicamente nas seguintes fases: coagulacao do leite, remogao
do soro (dessoragem), producao de acido, salga e cura (LEEG et al., 2017). Entre as etapas, ou
mesmo durante elas, pode haver variacdes relativas no tempo de descanso da massa, tempo de
mexeduras, diferencas de temperaturas, tempo de dessoragem e diferencas na condi¢do de
maturacdo. Esses fatores determinam a textura, aroma e sabor de cada queijo, influenciando as
suas diferencas e caracteristicas particulares (PHAN et al., 2008). Além disso, o queijo confere
protecdo as bactérias probiodticas contra a agao do oxigénio, ao baixo pH e sais biliares durante
a sua passagem pelo trato gastrointestinal. Caracteristicas como pH proximo ao neutro,
atividade de 4gua normalmente elevada (salvo o grau de maturagdo de alguns tipos e alto teor

de sal), matriz s6lida e concentracdo relativamente elevada de gordura, evidencia que o queijo
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seja um veiculo para probiodticos mais adequado do que leites fermentados e iogurtes (TERPOL
etal., 2019).

Diversos tipos de queijos tém sido elaborados com o uso de culturas probioticas de
lactobacilos e bifidobactérias, com resultados promissores destes produtos como veiculo para
os probioticos. A utilizacdo do queijo como produto potencialmente probidtico se deve ao fato
de suas caracteristicas fisicas e quimicas apresentarem vantagens em relagao a outros produtos
lacteos fermentados (RANADHEERA et al., 2019). Os grupos de microrganismos que estao
presentes, também caracterizam a identidade do produto. Sdo eles que determinam grande parte
das caracteristicas organolépticas de textura, sabor e aroma. Além da bioprote¢do que esses
microrganismos e suas bacteriocinas fornecem, protegendo os produtos de patdogenos e agentes
deterioradores, os produtos lacteos caprinos atuam também como probiotico e levam a protecao
intestinal e preservacao da microbiota saudavel do organismo. Essas caracteristicas podem estar
presentes nas fabricacdes em pequena escala e em escalas industriais (SAAD et al., 2006).

As bactérias probioticas utilizadas na produgao em escala industrial e de processamento
devem manter-se com boa viabilidade durante processamento e armazenamento. Esses pré-
requisitos representam desafios tecnoldgicos significantes, uma vez que muitas bactérias
probidticas sdo sensiveis a exposicdo a oxigénio, calor e acidos. Consequentemente, em
alimentos fermentados, o pH tende a ser bastante reduzido e o desempenho desses
microrganismos ¢ baixo. Por esse motivo, os produtos com menor vida de prateleira, como o
1ogurte e leites fermentados, sdo os mais comumente utilizados como veiculos de probioticos,
apesar de ja existirem produtos probidticos com maior vida de prateleira, como o queijo tipo
Cheddar (KOMATSU et al., 2008).

A adi¢do de culturas lacteas probiodticas na composicao dos queijos caprinos, vém se
destacando como uma vantagem relevante, apresentando potencial em colaborar para a
manuten¢do da qualidade microbiologica durante o armazenamento (MORALIS et al., 2017). A
elaboracdo de queijos de leite caprino com adi¢do de cepas do género Lacticaseibacillus spp.
com potencial probidtico, como agente fermentativo autoctone no processo tecnologico de
fabricacdo, esta atribuido a efeitos benéficos para saude do consumidor, proporcionando
transformagdes bioquimicas e alteragdes nos atributos sensoriais do produto (SANTOS et al.

2012; ROLIM et al., 2015).
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2.2.Lactoicaseibacillus spp.

A cepa Lacticaseibacillus spp. atualmente denominada como Lacticaseibacillus spp. €
uma cultura autdctone, pertencente ao grupo dos Lactobacillus casei, isolada do queijo Coalho
artesanal produzido a partir de leite bovino cru na regido de Jaguaribe, Ceara, Brasil. Estudos
realizados por Santos, et al. (2015), demonstraram que a cepa possui alta resisténcia a condigdes
que simulam a passagem pelo trato gastrointestinal, superior a 70%, além disso mostrou
capacidade de desconjugar todos os sais biliares testados.

De acordo com Kaushik et al. (2009), a caracteristica de resisténcia da cepa no trato
gastrointestinal ¢ considerada uma propriedade desejavel na selecdo de bactérias
potencialmente probidticas, uma vez que pode contribuir para a redugdo dos niveis de colesterol
sérico no hospedeiro. Sob sua caracteristica tecnoldgica, o Lacticaseibacillus spp. indicou
capacidade de crescimento e viabilidade em leite acidificado, conforme esperado, considerando
sua origem lactea. De acordo com Bourn et al. (2008), considerando o pH geralmente baixo
dos alimentos lacteos fermentados, a capacidade de sobreviver em leite acidificado pode ser
uma caracteristica interessante para candidatos a probioticos, relacionada ao armazenamento
refrigerado desses produtos.

Rolin et al. (2018), avaliaram a viabilidade de Lacticaseibacillus spp. incorporado em
queijo de cabra semiduro (Coalho) quando exposto a condi¢des gastrointestinais simuladas,
bem como os efeitos inibitorios desta cepa contra bactérias patogénicas durante o
armazenamento refrigerado do queijo. No estudo, os resultados indicam que o queijo de Coalho
de cabra tem efeito protetor sobre a viabilidade de Lacticaseibacillus spp. durante a digestdao
artificial. Além disso, a cepa pode ser usada como cultura protetora para retardar o crescimento
de bactérias patogénicas, particularmente S. aureus e L. monocytogenes.

Segundo Rodrigues et al. (2018), o tratamento com a cultura isolada do
Lacticaseibacillus spp. adicionado em queijo de cabra em animais com colite induzida por
acido acético modularam a resposta inflamatdria suprimindo NF-«B p65 e supra-regulagao de
SOCs-1. Além disso, o probiotico foi eficaz na prote¢do ou restauragdo da citoarquitetura do
tecido coldnico. Por isso, Lacticaseibacillus spp. € um probidtico com potencial beneficio para
o tratamento de DII.

Segundo Rolin et al. (2021), o uso da cepa probidtica de Lacticaseibacillus spp, seja
como cultura pura ou adicionada a uma matriz de queijo, ¢ capaz de reduzir a colonizagdo de

Salmonella no limen intestinal e diminuir o dano. Além disso, o uso de queijo para a entrega
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de cepas probidticas (LrCh) foi associado a uma mudanga acentuada na composi¢do da
microbiota intestinal para o aumento de organismos benéficos como Blautia e Lactobacillus
uma reducao na expressao de NF-kB, sugerindo que os queijos podem ser explorados como

matrizes funcionais para a entrega eficaz de cepas probidticas aos consumidores.

2.3.PROCESSO DE MARINACAO

Segundo Xiong (2005), a marinagdo ¢ uma pratica culinaria tradicional milenar. Os
métodos utilizados para elaboracdo de produtos marinados sdo: imersdo, injecdo ou
massageamento. A imersao ¢ o método mais antigo e consiste na imersdao da matriz alimentar
na solugdo, permitindo que os ingredientes penetrem no alimento por difusdo com o passar do
tempo, sem a aplicagdo de nenhuma forga.

A tecnologia de marina¢do vem se desenvolvendo desde os anos 80, principalmente nos
Estados Unidos, mas também no reino Unido, Noruega, Suécia e Finlandia, onde ¢
regulamentada e resulta em produtos bem aceitos pelos consumidores que reconhecem o
incremento do sabor e da textura. No processo de marinagdo, varias solugdes base pode ser
utilizadas, tais como: vinho, vinagre, suco de limdo, molho de soja, salmoura, 6leos essenciais,
sais, amaciantes, ervas, especiarias ou acidos organicos. Essa técnica tem o objetivo de
melhorar a qualidade sensorial de forma natural, aumentando a seguranga e estendendo a vida
de prateleira do produto (ALVORADO, 2007; YOSOP, 2011).

Virios estudos foram realizados, com o objetivo de avaliar o efeito desta técnica em
diferentes matrizes alimentares, dentre eles: frango marinado em extrato de propolis (RAKESH
etal., 2022), carne suina marinada em solucao enriquecida de probidticos (GARGI et al., 2021),
carne bovina marinada em vinagre de frutas (MASSIMO et al., 2020), anchova marinada em
vinagre branco e vinagre de cidra (BABIKOVA et al., 2020), carne bovina marinada em vinho
(ARCANIJO et al., 2019), camarao marinado em vinho (JUNJIE et al., 2013), coxas de ra
marinada em vinho (FILHO et al., 2015), carne caprina marinada em salmoura condimentada
(FERREIRA, 2013), queijo semiduro tipo italiano marinado em vinho (INNOCENCE et al.,
2007), entretanto ainda ndo existem estudos que avaliam o efeito do processo de marinagdo em
vinho tinto seco no queijo caprino adicionado de fermento autdctone com potencial probidtico.

Dentre os ingredientes utilizados na marina¢do, o vinho ¢ considerado uma fonte de
compostos fendlicos, podendo atuar como antioxidantes, variando seu teor e composicao,

conforme o tipo de uva utilizada no processo tecnoldgico (MENG et al., 2012; KEKELIDZE
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et al., 2018). O vinho ¢ uma bebida alcoodlica, resultante da transformagdo bioldgica da uva, que
contém substancias fenolicas, como flavonoides, estilbenos (resveratrol), acidos fenolicos e

uma diversidade de taninos (BIASI et al., 2014; CUEVA et al., 2017).

2.4.VINHO

O vinho ¢ uma bebida obtida da fermentacdo alcoolica da uva madura ¢ fresca ou suco
de uva fresco; sua definicdo bioquimica ¢ caracterizada como bebida proveniente da
fermentagdo alcodlica dos agucares de suco de uva pelas leveduras e, em alguns casos, pelas
bactérias laticas (BRASIL, 1988; SWIEGERS et. al., 2008).

O consumo de vinho teve inicio aproximadamente ha 7.000 anos no Mediterraneo, com
sua comprovagao benéfica a saide em 1992, quando foi publicado o Paradoxo Francés. De
acordo com estudos realizados, foi observado que na Franga, apesar de o consumo elevado de
gorduras saturadas, havia menor incidéncia de doengas corondrias, fato atribuido ao alto
consumo de vinho (WURZ, 2019). Desde entdo vem despertando atengdo cientifica para os
compostos e seus efeitos benéficos a satide humana.

De acordo com a Portaria n® 229, de 25 de outubro de 1988, que estabelece o Padrao de
Identidade e Qualidade do Vinho, os vinhos sdo classificados quanto a classe (de mesa; leve;
fino; espumante; frisante; gaseificado; licoroso; composto), a cor (tinto; rosado, rosé ou clarete;
branco), e ao teor de a¢licar (nature; extra-brut; brut; seco, sec ou dry; meio doce, meio seco ou
demi-sec; suave; e doce). Define-se vinho seco o vinho que contiver até quatro gramas de
glicose por litro, meio-seco o que contiver entre quatro e vinte gramas de glicose por litro e
suave mais de vinte gramas de glicose por litro.

As principais substancias que constituem o vinho sdo: agucares, alcoois, acidos
organicos, sais de acidos minerais e organicos, compostos fenolicos, pigmentos, substancias
nitrogenadas, pectinas, gomas e mucilagens, compostos volateis e aromaticos (ésteres, aldeidos
e cetonas), vitaminas, sais e anidrido sulfuroso (BUTNARIU; BUTU, 2019).

O 4lcool etilico juntamente com a agua e o glicerol sdo os componentes mais
importantes no vinho. O dlcool etilico e o glicerol em proporcao de 5 a 10 g/l sdo provenientes
da fermentagao alcoolica. Além do alcool etilico e do glicerol, o butilenoglicol, e o inositol, que
possuem propriedades vitaminicas, estdo normalmente presentes no vinho (ALI et al., 2010).

Os principais 4cidos organicos encontrados sdo D-tartdrico, que na industria

farmacéutica ¢ utilizado como um laxante, L-mélico e L-citrico, provenientes da uva, e
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succinico, latico e acético, provenientes da fermentagdo. Alguns outros acidos sdo encontrados
em pequenas quantidades; a acidez fixa no vinho ¢ formada por alguns aldeidos como o
tartarico, malico, lactico, succinico e citrico. O acido acético € o principal componente para a
acidez volatil do vinho (RIBEREAU-GAYON et. al., 2006).

Os principais constituintes de sais do vinho sdo os anions minerais, sulfato, fosfato,
cloreto e sulfito, e os organicos, tartarato, malato e lactato, além de alguns cations como o K+,
Na+, Mg2+, Ca2+, Fe2+, Al12+ e Cu2+ (VOGT, 1986). Os sais de calcio e ferro sao utilizados
na medicina para o tratamento de descalcificagdo e anemia. A quantidade de extrato seco
determina o corpo do vinho. O vinho que apresentar menos que 2% de extrato seco ¢
considerado leve ou magro, sendo comparado gustativamente com outro vinho que apresenta
extrato seco acima de 3% (BUTNARIU; BUTU, 2019).

Os compostos fendlicos tém grande importancia no vinho, pois conferem a coloragao e
grande parte do sabor, além de proteger a uva contra fungos, bactérias, virus e radiacdo solar.
Os polifendis sdo encontrados principalmente na casca, semente e polpa da uva, apresentam
propriedade de coagular as proteinas do vinho e intervém na clarifica¢do por colagem. O sabor
de vinhos tintos e brancos ¢ diferenciado pela presenga dos compostos fenolicos, que
apresentam acao benéfica a saude principalmente em razdo das propriedades antioxidantes,
bactericidas e vitaminicas, auxiliando na prevengdo de doencas cardiovasculares

(ZOECKLEIN et al., 2013; VILLANO, 2017; BAIANO, 2020).

2.5. COMPOSTOS FENOLICOS

Os compostos fendlicos sdo originados do metabolismo secundario das plantas, sendo
essenciais para o seu crescimento e reproducao, além disso se formam em condi¢des de estresse
como infecgdes, ferimentos, radiagdes do tipo ultravioleta (UV), dentre outros (LATTANZIO,
2013).

Quimicamente, os fenolicos sdo definidos como substincias que possuem anel
aromatico com um ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo seus grupos funcionais.
Possuem estrutura variavel e com isso, sdo multifuncionais. Existem cerca de cinco mil fendis,
dentre eles, destacam-se os flavonoides, acidos fenolicos, fenois simples, cumarinas, taninos,
ligninas e tocoferdis.

E vasta a produgdo de compostos fenolicos por diversos vegetais (cerca de 8000

compostos ja foram detectados). Estes compostos sdo constituintes naturais que exercem agao
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antioxidante devido a sua estrutura quimica e podem propiciar diversos beneficios biologicos.
Assim, em virtude destes beneficios adicionais, o alimento portador de quantidades
significativas destes compostos pode vir a ser classificado como funcional (HEIM et al., 2002).

Dentre os compostos fendlicos que participam da constituicdo dos vinhos estdo os
polifenois, responsaveis por caracteristicas importantes nesta bebida. Os polifendis possuem
varias fungdes ligadas diretamente a saude humana, como a de anticancerigeno, anti-
inflamatério e acdo contra o aparecimento de doengas cardiovasculares (BUTNARIU, BUTU,
2019).

Entre os polifendis existentes, o resveratrol faz parte do grupo dos ndo flavonoides,
encontrado em grande quantidade em vinhos tintos. E oriundo das cascas de uvas e surge como
defesa as videiras contra micro-organismos. Acredita-se que ele desempenha um papel
fundamental na saide humana, agindo como antioxidante, evitando a doenga aterosclerose e
atuando contra patologias cardiacas (ALMEIDA, 2015; PASTOR et al., 2017).

Alguns polifendis possuem a capacidade de alterar positivamente, propriedades
funcionais do leite e de produtos lacteos, pois interagem com as proteinas do leite,
principalmente as proteinas ricas em prolina, como caseinas. Eles podem favorecer a
estabilidade microbiologica, capacidade de formar espuma, estabilidade oxidativa e
estabilidade ao calor (O’CONNELL; FOX, 2001).

A eficacia dos compostos fendlicos na prevencdo da oxidagdo lipidica ocorre pelo
sequestro de radicais livres e quelagdao de metais, com atuacdo na etapa de iniciagdo € na
propagacdo do processo oxidativo gerando produtos intermedidrios relativamente estaveis,
protegendo assim os tecidos da ac¢do dos radicais livres e da peroxidagdo lipidica. Ressalta-se
que a eficacia da atividade antioxidante depende do nivel de inclusdo e de sua estabilidade nas
condig¢des de processamento dos alimentos (BALASUNDRAM et al., 2006).

Estudos realizados por Han et al. (2011) mostraram que maior ¢ a capacidade de
sequestrar radicais e atividade antioxidante em queijos formulados com adi¢do de compostos
fenodlicos isolados (catequina, galato de epigalocatequina, acido tanico, dcido homovanilico,
hesperitina e flavonas) comparado ao queijo controle. Entre os queijos, aqueles formulados com
extrato de uva, apresentaram maior sequestro de radicais livres comparado aos demais.

Os compostos fenolicos possuem a capacidade, principalmente de modular, a
composicdo das comunidades microbianas intestinais inibindo as bactérias patogénicas e
favorecendo as bactérias benéficas, assim exercendo a fungdo prebidtica e aumentando a

populacdo de bactérias benéficas, sugerindo uma relagdo entre compostos fendlicos e
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probidticos (OZDAL et al., 2016; LLANO et al., 2017; SUCCI et al., 2017; SOUZA et al.,
2019).

Segundo Souza et al. (2018) matrizes alimentares que apresentam combinagdes de
compostos fendlicos e probidticos, em sua formulagao, surgem como produtos promissores para
a industria alimentar, uma vez que ja demonstraram beneficios de satde associados ao consumo

desses componentes bioativos e boa aceitagdo pelos consumidores.

2.6. RESVERATROL (3,4’,5-Tri-hidroxiestilbeno)

O resveratrol (3,4’,5-Tri-hidroxiestilbeno) foi identificado pela primeira vez em 1940,
a partir da raiz de uma planta medicinal venenosa: a White Hellebore (Veratum grandiflorum
O. Loes) e depois, em 1963, a partir das raizes de Polygonum cuspidatum, uma planta usada na
medicina tradicional chinesa e japonesa. Contudo, o interesse pelo composto aumentou em
1992, quando ele foi considerado para explicar alguns dos efeitos cardioprotetores do vinho
tinto e foi sugerido como um fator importante para compreender o ‘“Paradoxo francés”, um
termo utilizado para descrever a observagao de que a populagdo francesa tem uma incidéncia
muito baixa de doengas cardiovasculares, apesar de possuir uma dieta rica em gordura. O
cientista francé€s Renaud (1992) atribuiu esse paradoxo ao alto consumo de vinho tinto por essa
populagdo (BAU, 2005; XU, 2007).

O resveratrol ¢ um polifenol que pertence a classe dos estilbenos e tem sido estudado
como um antioxidante natural (HE et al., 2013). Seu ntcleo ¢ composto por dois anéis fendlicos
unidos por uma dupla ligacdo e sua biossintese ¢ induzida em resposta a condigdes
desfavoraveis de stress, infeccdes microbianas e exposi¢ao do vegetal a luz ultravioleta.

As principais fontes de resveratrol na dieta humana sdo uvas, vinho tinto, amendoim e
manteiga de amendoim. As concentragdes de resveratrol encontradas nos vinhos e sucos de
uvas variam de acordo com a origem e o tipo da uva, o processo de vinificagao ou extragao do
suco e a infec¢do flingica ocorrente na videira. A concentracao de resveratrol no vinho tinto ¢
maior que no vinho branco; isso se da devido ao seu processo de produ¢do, no qual sdao
maceradas as partes da uva em que a concentragao de resveratrol ¢ maior, a exemplo da pele e
sementes (COSME et al. 2018; KING et al., 2006).

De acordo com Lima et al. (2014) o resveratrol possui capacidades bioldgicas dentre

elas: propriedade anti-inflamatoria, anticarcinogé€nica, antimicrobiana, antioxidante e
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termogénica. Em razdo desses beneficios, alcancou aplicagdes em produtos farmacéuticos e
alimenticios.

Segundo He et al. (2018), o resveratrol possui agdo antioxidante em produtos
alimenticios e sugerem sua utilizagdo como aditivo natural, substituindo os aditivos sintéticos.
No estudo, os autores utilizaram resveratrol e ésteres de resveratrol em carne suina moida e
compararam a oxidagdo lipidica das amostras a um grupo controle (sem aditivos) € a um
tratamento com BHT. Os resultados demonstraram que as amostras tratadas com 1 mL de
resveratrol e seus derivados diminuiram até 32% o valor de TBARS comparado ao grupo
controle e 25% comparado ao tratamento com BHT.

Na literatura, estudos descrevem que utilizaram a farinha do bagago de uva na
panificacdo, produtos carneos, laticinios e bebidas como uma fonte antioxidante e de fibras
(ZHU et al., 2015). Sporin et al. (2018) compararam a adi¢do da farinha do residuo de uvas
Merlot (vermelha) e Zelen (branca) em paes e concluiram que ambas causam impacto na
firmeza, cor, textura e propriedades antioxidantes da massa do pao (SPORIN et al., 2018).
Marchiani et al. (2016) desenvolveram iogurtes com residuos das uvas Chardonnay, Moscato e
Pinot Noir para aumentar as propriedades funcionais do fermentado lacteo com a adicao de
fibras e compostos fendlicos (MARCHIANI et al., 2016). Innocente et al. (2007), avaliaram o
queijo italiano semiduro, maturado e imerso em vinho, € observaram que a fragdo aromatica foi
fortemente influenciada pelo processo de migracdo do sistema de imersdo, para o queijo,

atribuindo notas aromaticas florais e frutadas.

3. METODOLOGIA GERAL

3.1. LOCAL DO EXPERIMENTO

O experimento foi realizado no Laboratério de Tecnologia de Graos e Cereais (LTGC)
e Laboratorio de Tecnologia de Leite e Derivados (LTLD), do Centro de Ciéncias e Tecnologia
Agroalimentar (CCTA), da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), Campus de
Pombal-PB, onde foi desenvolvido o queijo, as analises microbiologicas, fisico-quimicas,
quantificagdo de compostos bioativos, capacidade antioxidante e perfil de acidos graxos. Na
estacdo experimental do Instituto Nacional do Semiarido (INSA), foi realizada as analises do

perfil de textura, andlise elementar e minerais.
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O leite utilizado para reativacao da cultura e processamento do queijo, foi doado pela
Fazenda Carnatba localizada na regiao do Cariri Paraibano, proveniente de cabras de ragas
adaptadas ao clima do Semiarido nordestino e o vinho tinto seco, utilizado no processo

tecnologico de marinacdo, foi adquiro em comércio local da cidade de Pombal — PB.

3.2. PROCESSO DE PRODUCAO DO FERMENTO

A cultura lactea autdctone Lacticaseibacillus spp., foi fornecida pelo Banco de
Microrganismos da Embrapa Caprino e Ovinos e estd cadastrada no Sistema Nacional de
Gestao do Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado, através do projeto
intitulado “PROBIOLACT”/nimero de autorizacdo A925322.

A cepa liofilizada de Lacticaseibacillus spp. foi inoculada a concentracdo de 0,2%
(m/v), em leite caprino altoclavado, em seguida incubado em BOD a 37+1 °C /24 horas (1°
reativagdo). O fermento entdo foi preparado com um novo cultivo, com a transferéncia de 2%
(v/v) da cultura mae (1° reativagdo) para o leite caprino previamente esterilizado e em seguida
incubado em BOD a 37+1 °C /12 horas (2° reativagdo). Apds a incubagdo, foram retiradas
aliquotas para determinagdo da contagem de bactérias acido laticas conforme descrito por Silva
et al., (2017). A fermentagdo foi interrompida com o processo de refrigeragao (10 °C) do

fermento, permanecendo sob estas condi¢des até sua utilizagao.

3.3. PROCESSAMENTO DOS QUEIIOS E PROCESSO DE MARINACAO

O queijo foi elaborado seguindo os procedimentos adaptados, descritos na patente de
numero BR 10 2018 0764 5 (CAVALCANTI et al., 2018). O fluxograma do processamento do
queijo caprino esta descrito na Figura 1.

Com a finalidade de comparar os parametros do queijo caprino adicionado de fermento
autdctone, marinado em vinho tinto seco (tratamento QM) e avaliar a atividade antioxidante
dos queijos (in vitro), a sobrevivéncia (in vitro) e interagdo da cepa Lacticaseibacillus spp.
incorporados na matriz dos queijos, também foi elaborado queijo controle, denominado de
tratamento QC, adicionado apenas do fermento autdctone, sem o processo de marinacdo. O
experimento foi conduzido em dois lotes distintos.

O leite caprino foi submetido ao processo de pasteurizacdo lenta, seguido de

resfriamento até atingir temperatura de 37 °C, neste momento foi inoculado o fermento lacteo
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autdctone, composto pela cepa Lacticaseibacillus spp. ativada, na concentragdo de 2% (v/v),
seguido de homogeneizacao e repouso para o processo de fermentacao, durante 30 minutos.
Apos o repouso, foi adicionado o cloreto de calcio (200 ppm/100 L de leite), realizada a
homogeneizagdo, seguindo entdo para adicdo do coagulante liquido comercial (Enzima
Quimisina da marca HA-LA®), a quantidade adicionada foi de acordo as indicacdes do
fabricante (8-9 mL/10 L de leite), homogeneizagao e repouso durante o periodo de 40 minutos
até formacao da coalhada.

A coalhada foi submetida a cortes verticais e horizontais, seguido de mexedura lenta
durante 15 minutos e entdo realizada a dessoragem parcial (50%). O soro foi retirado, aquecido
a 80 °C e entdo adicionado a massa para seu cozimento, até atingir uma temperatura entre 40 e
55 °C. Apos esta etapa, foi realizada a dessoragem final, retirando cerca de 70% do soro,
seguido da salga (1% de sal/ volume de leite), enformagem utilizando forminhas de 250 g e
prensagem (24 h), sendo virados apds 30 minutos.

Ap6s a prensagem, metade da producdo seguiu para secagem (24 h) e viragem a cada
12 horas, sob refrigeragdo, em seguida os queijos foram embalados a vacuo e armazenados sob
a mesma temperatura de secagem. O queijo foi identificado como queijo controle (QC). Os
demais queijos foram submetidos ao processo de marinagdo e identificados como queijo
marinado (QM).

A definicdo do periodo (horas) e propor¢ao de queijo:vinho, foi determinado através de
testes prévios, que apontou 7 dias (168 h) de marinagdo do queijo de 250 g imerso em 500 mL
de vinho tinto, foi o suficiente para a obten¢ao de um produto visualmente uniforme.

Portando, a marinag¢ao foi realizada através da imersao total dos queijos em vinho tinto
seco, permanecendo em infusdo por um periodo de 7 dias, sob condi¢des de refrigeracdo. Nas
primeiras 12 horas de marinacao, o queijo foi virado e em seguida as viragens foram realizadas
a cada 24 horas com o objetivo de obter um produto uniforme. Apds o processo de marinagao,
os queijos foram retirados do vinho e por um periodo de 24 horas, permaneceram secando em

temperatura de refrigera¢do e em seguida foram embalados a vacuo e armazenados a 4-10 °C



Figura 1: Fluxograma de processo do queijo caprino.
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3.4. AMOSTRAGEM

Antecedendo as analises, uma peca de cada tratamento foi cortada por vez, triturada e
homogeneizada, para melhor amostragem e retiradas assepticamente amostras para a contagem
de micro-organismos, analises fisico-quimicas, oxidagdo lipidica e fenolicos totais. Para
determinag¢do do perfil de textura, foi utilizada o queijo inteiro.

A andlises foram realizadas no dia seguinte ao processamento (dia 1) e aos 7, 14, 21 e
28 dias de armazenamento sob refrigeragao (4 °C £+ 2 °C) e em triplicata. Exceto o perfil de

acidos graxos e minerais que foram analisados apenas no dia 1.

3.5. ANALISES FISICO-QUIMICAS

As amostras dos queijos (QC e QM) foram submetidas as andlises de teor de umidade,
gordura, gordura no extrato seco, obtido por diferenca com relacdo ao teor de umidade, teor de
cinzas, acidez em acido lactico e teor de nitrogénio total pelo método Kjeldahl (AOAC, 2016);
pH, em potencidmetro (modelo Digimed DM — 22); e Atividade de dgua a 25 °C (modelo Pre
AQUA LAB).

3.6. ANALISES MICROBIOLOGICAS

3.6.1. Viabilidade do fermento

A viabilidade do fermento liofilizado foi avaliada através da analise de bactérias laticas
totais. Foi retirada 25 g de fermento, homogeneizado em 4gua peptonada esterilizada em
seguida, retirado 1 mL, reconstituido em 9 mL de agua salina esterilizada, seguido de
homogeneiza¢do em vortex. Diluicdes decimais seriadas foram preparadas utilizando a 1°
diluicao do fermento, seguida de semeadura de 100 pL de indculo em superficie (pour plate)
em meio agar MRS (MRS, Oxoid, Basigstoke, Reino Unido) como recomendacdo do
International Dairy Federation (1995). As placas foram incubadas em jarra de aerobiose a 37
°C/48 h em BOD. Posteriormente foram realizadas as contagens totais das colonias em placas,
o resultado da contagem foi quantificado como Unidades Formadoras de Colonias por mL da

amostra (UFC/ mL).
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3.6.2. Determinagdo dos parametros sanitarios do queijo caprino

As andlises microbioldgicas realizadas foram de acordo com o preconizado pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), segundo a Resolugao RDC n° 60, de 23
de dezembro de 2019 (BRASIL, 2019), bem como pelo Ministério da Agricultura Pecudria e
Abastecimento (MAPA), Departamento de Inspe¢do de Produtos de Origem Animal (DIPOA),
através da Portaria n° 146, de 07 de marco de 1996 (BRASIL, 1996), sendo clas: coliformes
totais, coliformes termotolerantes, Salmonella sp., Staphylococcus aureus e psicrotroficos,

além disso fungos e leveduras conforme a metodologia adotada pelo Silva et al. 2017.

3.6.3. Viabilidade da cepa Lacticaseibacillus spp. no queijo caprino marinado

Ao longo dos dias de armazenamento (1, 7, 14, 21 e 28), por¢des de 25 g dos queijos
(QC e QM) foram retiradas, homogeneizadas com 225 mL de 4gua peptonada 0,1% (diluicao10"
1, utilizando-se um agitador de tubos, por 60 segundos. Dilui¢des decimais subsequentes foram
preparadas utilizando a 4gua salina como diluente.

Para avaliar a viabilidade das cepas de Lacticaseibacillus spp. no queijo, foram
realizadas diluicdes decimais dos queijos (107 a 10®) seguida de semeadura do inéculo em
superficie (pour plate) em é4gar MRS (MRS, Oxoid, Basigstoke, Reino Unido) como

recomendacao do International Dairy Federation (1995).

3.7. DETERMINACAO DE K, Mg E Na DO QUEIJO

A determinagdo potéassio, magnésio e sddio, cobre, ferro, zinco e manganés, foi realizada
de acordo com o método descrito por Ozbek e Akman (2016), utilizando um espectrometro de
emissdo atbmica com plasma induzido por micro-ondas (MP-AES 420, Agilent) espectrometria
de emissao atdmica por plasma de micro-ondas com método de operagdo pré-determinado.

As amostras foram liofilizadas, adicionadas de HNO3, em seguida submetidas ao
processo de pré-digestdo e por tltimo digestdo completa em um digestor de micro-ondas com
sistema fechado modelo MARS 6 (CEM, Mattheus, USA) e posterior determinacdo no

espectrometro de emissdo atomica.
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3.8. PERFIL DE TEXTURA (TPA) DO QUEIIO

A amostragem dos queijos foi realizada retirando cilindros com o auxilio de uma sonda
de 20 mm de didmetro interno, submetendo as amostras ao analisador de textura Brookfild CT3,
cujo software ¢ autoexplicativo. Na avaliacdo de textura foram analisados os seguintes

parametros: elasticidade, coesividade, mastigabilidade, gomosidade, adesividade e dureza.

3.9. FENOLICOS TOTAIS DOS QUEIIOS E VINHO

3.9.1. Preparo do extrato do queijo

No preparo do extrato foi pesado 1 g de queijo triturado, em tubos Falcon envolvidos
em papel aluminio, adicionando alcool metilico p. a. na proporcao de 1:10 (m/v), em seguida o
extrato foi agitado por 10 minutos e submetido a centrifugagao (3000 rpm) por 15 minutos. O

sobrenadante foi utilizado nas analises.

3.9.2. Determinac¢ao dos Fenolicos Totais

O teor dos compostos fenolicos totais foi mensurado nas amostras QC e QM através do
método de Folin-Ciocalteau (SINGLETON; ROSSI, 1965). Aliquotas de 150 puL de extrato
foram misturadas com 125 pL do reagente Folin-Ciocalteu (1:1 agua deionizada) e 2250 pL de
solucdo de carbonato de sodio (28 g/L). As amostras permaneceram ao abrigo da luz por 30
min. e entdo foi realizada a leitura em espectrofotometro a 725 nm. O acido galico foi utilizado
para a determinacdo da curva padrdo, os resultados das absorbancias foram expressos em

miligrama de equivalente acido galico (EAG) por grama de amostra.

3.10. DETERMINACAO DA CAPACIDADE E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DOS
QUEIOS E VINHO

A determinagdo da capacidade e atividade antioxidante dos queijos e do vinho, foram
realizadas pelas metodologias de ABTS e DPPH descritas nos itens 5.11.1 e 5.11.2.

Antecedendo as analises, o extrato dos queijos foi preparado de acordo com o item 5.10.
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3.10.1. Capacidade Antioxidante pelo método de ABTS

A atividade antioxidante total foi determinada através do ensaio com ABTS, obtido pela
reacdo de 5 mL de ABTS (7 mM) com 88 uM de persulfato de potassio 140 mM, conforme
descrito por Re et al. (1999). O sistema foi mantido em repouso, a temperatura ambiente por
um periodo de 12 a 16 horas em auséncia de luz. O ABTS foi diluido com alcool metilico até
obter valor de absorbancia de 0,7000 £+ 0,05 a 734 nm.

O percentual de decréscimo na absorbancia foi medido pela concentracdo, ¢ a
capacidade de capturar o ABTS, foi calculada com base no decréscimo da absorbancia
observada. Foi construida uma curva de calibracdo, representada graficamente com
porcentagem (%) de inibi¢do versus concentracao do Trolox. Os resultados da atividade da

amostra foram expressos em % de inibi¢cdo (RE et al., 1999).

3.10.2. Atividade Antioxidante total pelo método de DPPH

A atividade antioxidante in vitro foi determinada através do teste DPPH com leitura em
espectrofotometro UV-Visivel a 515 nm. A capacidade antioxidante equivalente de Trolox
(TEAC) — a captura de radicais de 2,2 — azino-bis foi determinada de acordo com o método
descrito por Re et. al. (1999), medida em espectrofotometro UV- Visivel a 734 nm, plotada

como a porcentagem (%) de inibi¢do versus concentracao de Trolox.

3.11. OXIDACAO LIPIDICA DOS QUEIJOS

A determinagdo da oxidagdo lipidica dos queijos seguiu a metodologia descrita por Lee
et. al (2015) e Hoyland et. al (1991).

Foram pesados 2 g de amostra de queijo triturados em tubo de Falcon, envolvidos com
papel aluminio, adicionadas de 10 mL de TCA (7,5%) e agitadas por 10 minutos. Em seguida
a mistura foi filtrada em papel filtro, € 5 mL do filtrado foi colocado em tubos de ensaio,
adicionado de 5 mL de TBA (0,02M) e levados ao banho-maria (100 °C) por 45 minutos. O
branco foi composto por 5 mL de TBA + 5 mL de TCA, levado ao banho-maria por 45 minutos.
Apos resfriados em banho de gelo, os tubos apresentaram coloragdo rosa, procedendo-se a
leitura em espectrofotometro com absorbancia de 539 nm. O resultado foi expresso em

MDA/kg.
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3.12. PERFIL DE ACIDO GRAXOS DOS QUEIJOS PELO METODO DE
CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADO A ESPECTROMETRIA DE MASSA
(GC-MS)

3.12.1. Transesterificacao das amostras

A transesterificagdo das amostras foi realizada de acordo com a metodologia descrita
por Molkentim e Precht (2000), adaptada.

Foram pesados 0,5 g dos queijos triturados (QC e QM) em tubo falcon, adicionado de
0,5 mL da solugdo de KOH 2M preparada em Alcool metilico P.A. grau HPLC (Dinamica®,
Sao Paulo/SP), e 1 mL de hexano grau HPLC P.A (Dinamica®, Sao Paulo/SP) , agitado em
vortex por 3 minutos e em seguida levado ao banho-maria (Sevenlabor®, Piracicaba, SP)a 50
°C, permanecendo ali durante 30 minutos. Apos resfriados, foi adicionado 2 mL de HCI 1,25
M em metanol, agitado em vortex por 10 segundos e levados novamente ao banho-maria (50
°C) durante 10 minutos. Apos resfriados, foi adicionado 1 mL de dgua ultrapura e 1 mL de
hexano, agitado em vortex durante 1 minuto e centrifugado (2500 rpm) por 5 minutos.

A fase organica superior foi transferida para um tubo, adicionado de 0,5 g de sulfato de
sodio anidro e entdo centrifugado (2500 rpm) durante 5 minutos. Foi retira a fase n-hexano com
o auxilio de micropipeta e transferida para o vial de GC.

O vial foi lacrado com o auxilio de lacrador manual, para que ndo ocorresse a
evaporacao dos acidos graxos de cadeia curta, e armazenado em temperatura de refrigeragao

até o momento da inje¢do no cromatdgrafo gasoso.

3.12.2. Identificagdo dos ésteres de acidos graxos

Os 4acidos graxos foram identificados sob a forma de éster metilicos analisados por CG-
MS (Agilent®, modelo 7890B), equipado pela coluna HP5-MS com 30 m de comprimento,
0,250 mm de didmetro interno e 0,25 wm de espessura do filme. As amostras foram injetadas
com injetor automatico e o volume de inje¢ao foi 1 mL.

A temperatura inicial do forno foi de 50 °C, tendo-se mantido nessa temperatura durante
3 minutos. Em seguida a temperatura foi programada até¢ 60 °C a uma taxa de aquecimento de
5 °C/min., seguida de aumento para 280 °C a uma taxa de 15 °C/min. A temperatura de interface

foi de 270 °C e a temperatura da fonte i6nica de 250 °C.
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As areas cromatograficas dos ésteres metilicos foram avaliadas e a sua concentragao
individual foi calculada em termos relativos de porcentagem da area cromatografica total. A
identificacao de cada éster metilico individual foi efetuada por analise do seu espectro de massa,

na ordem de elui¢do e por comparagao dos espectros de massa da biblioteca de espetros (NIST).

3.13. ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram analisados em Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC).
Nos resultados referentes ao armazenamento dos queijos foi aplicado esquema fatorial 5 % 2,
sendo 5 tempos de armazenamento e 2 tipos de queijos, considerando 2 lotes. Os dados foram
tratados com o auxilio do software Assistat versao 7.7 beta (SILVA; AZEVEDO, 2016), através
da Andlise de Variancia (ANOVA), comparando-se as médias pelo teste de Tukey em nivel de

5% de significancia (p<0,05).
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CAPITULO I

IMPACTO DA MARINACAO EM VINHO TINTO SECO SOB OS PARAMETROS
FISICO-QUIMICOS E DE TEXTURA DO QUEIJIO CAPRINO ADICIONADO DE
CULTURA POTENCIALMENTE PROBIOTICA
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Impacto da marinagdo em vinho tinto seco sob os parametros fisico-quimicos e de textura

do queijo caprino adicionado de cultura potencialmente probidtica

Resumo

Os queijos caprinos se destacam do ponto de vista nutricional, apresentando potencial, como
matriz alimentar, sob a viabilidade de microrganismos probioticos. A cepa Lacticaseibacillus
spp., possui potencial probiodtico e devido a isso, estudos tém relatado a associacdo do seu
consumo, quando a adicionada em queijo, a beneficios a satide. Entretanto, culturas probioticas
apresentam comportamento instavel, em diferentes processamentos de alimentos. A marinagao
€ um processo que envolve a imersao de alimentos por um determinado tempo e/ou temperatura,
pré-estabelecidos, podendo alterar as caracteristicas do produto. Por isto, neste estudo,
objetivou-se avaliar o queijo caprino adicionado do Lacticaseibacillus spp., marinado em vinho
tinto seco e caracterizar o produto desenvolvido quanto aos atributos fisico-quimicos, textura e
viabilidade da cultura. O queijo caprino, adicionado da cultura Lacticaseibacillus spp. foi
submetido ao processo de marinagao, sob refrigeragdo, em vinho tinto seco, por 7 dias; outro
queijo também foi processado, denominado como queijo controle, ndo foi submetido ao
processo de marinacao e foi apenas adicionado da cultura Lacticaseibacillus spp. Ambos os
tratamentos foram submetidos ao armazenamento, sob refrigeracdo, durante 28 dias. Analises
fisico-quimicas, microbioldgicas e perfil de textura foram realizadas nos tempos 1, 7, 14, 21 ¢
28 dias. A cultura apresentou estabilidade no queijo caprino, quando submetido ao processo de
marinagdo em vinho tinto seco. O queijo QM apresentou redug¢do do percentual da umidade,
baixo pH e elevada acidez quando comparado ao queijo QC. Elevadas concentracdes de
minerais foram encontradas no queijo QM, entretanto, encontram-se dentro dos limites de
ingestdo didria, estabelecido pelo Ministério da Satde. A tecnologia do processo de marinagao
em vinho tinto seco, torna-se viavel para queijo caprino adicionado da cepa potencialmente

probidtica Lacticaseibacillus spp.

Palavras chaves: Lacticaseibacillus spp, armazenamento, refrigeragao
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1. INTRODUCAO

A sociedade tem buscado cada vez mais alimentos saudaveis, seguros e com alto valor
nutricional. Os queijos fabricados, com leite de cabra, atendem a esses requisitos € por isso a
transformagao desse leite em varias regides do mundo vem aumentando. Do ponto de vista da
importancia nutricional, o leite de cabra se enquadra como alimento funcional, devido aos seus
componentes bioativos. Além de possuir boa digestibilidade e baixo potencial alergénico, leva
ao consumidor beneficios para a saude. Os produtos lacteos caprinos atuam também na prote¢ao
intestinal e preservacdo da microbiota saudavel do organismo (DE SOUZA et al., 2021)

O queijo de cabra é uma matriz alimentar que apresenta potencial de desenvolvimento
como alimento funcional, uma vez que ¢ fonte de macro e micronutrientes e peptideos bioativos
altamente benéficos para a satide (SANTOS, 2018). Pesquisadores relatam que produtos lacteos
(por exemplo, iogurte, bebidas e queijos) sdo veiculos adequados de probiodticos que
proporcionam beneficios a saude do consumidor (KOMATSU et al., 2008).

Os queijos sdo particularmente interessantes nesse sentido devido a sua consisténcia
solida e alta capacidade de tampao, que ajudam a manter a viabilidade dos probioticos ndo
apenas ao longo da vida util do produto, mas também durante sua passagem pelo trato
gastrointestinal apos o consumo. Estudos tém relatado a eficiéncia destes queijos como um
veiculo para bactérias acido-lacticas potencialmente probidticas dos géneros Lactobacillus e
Bifidobacterium, dentre elas o Lacticaseibacillus spp. (RODRIGUEZ et al., 2018).

Rolim et al. (2015), observaram em um estudo realizado com queijo Coalho caprino,
armazenado sob refrigeragdo que a cepa Lacticaseibacillus spp. adicionada poderia ser usada
como uma cultura protetora para retardar o crescimento de bactérias patogénicas,
particularmente S. aureus e L. monocytogenes. Além disso, Rodrigues et al. (2018) sugerem
que o Lacticaseibacillus spp. sozinho ou adicionado ao queijo de cabra exerce um efeito
preventivo contra danos induzidos por acido acético, indicando potencial probidtico.

As culturas probidticos podem apresentar comportamento instdvel em diferentes
condi¢cdes de processamento de alimentos. O fator mais importante que limita a producao de
queijo probidtico ¢ a incapacidade dos microrganismos de manter a estabilidade, ou seja, a
viabilidade no final do processo. O processamento de alimentos pode causar diferentes tipos de
danos em bactérias benéficas, que finalmente levam a uma diminuicdo da viabilidade

(CASSINI et al., 2020).
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A marina¢do ¢ um processo tecnologico feito por imersdo do produto na salmoura,
quando os ingredientes penetram gradativamente por difusdo, sem aplicagao de forga externa.
O uso de vinhos no processo de marinacao ¢ uma forma de melhorar as propriedades sensoriais
(textura, sabor e cor) e conceder diferentes caracteristicas fisico-quimicas ao alimento (YOSOP,
2011).

Portanto, os objetivos deste estudo foram avaliar o queijo caprino portador do
microrganismo probidtico Lacticaseibacillus spp. marinado em vinho tinto seco e caracterizar

o produto desenvolvido quanto aos parametros fisico-quimicos, textura e viabilidade da cultura.

2.  MATERIAIS E METODOS

2.1. FABRICACAO DO QUEINIO

O processo de fabricacdo do queijo seguiu a metodologia adotada por Laguna et al.,
(2017) com algumas modificacdes. O leite de cabra foi aquecido a 90 °C durante 15 minutos e
resfriado até temperatura de 37 °C. A cultura probiotica Lacticaseibacillus spp, foi incorporada
ao leite de caprino, na concentracdo de 2 % (v/v).

O leite permaneceu fermentando por 30 minutos, em seguida foi adicionado cloreto de
calcio (200 ppm/100 L de leite) de grau alimentar e a enzima quimosina como coagulante
liquido (poder coagulante 1:3000, Coalho HA-LA® liquido, Chrintian Hansen Industria e
Comércio Ltda), o leite foi mantido em repouso durante 40 minutos até formacao da coalhada.
A coalhada foi cortada em cubos e deu-se inicio a mexedora lenta, durante 15 minutos seguido
da dessoragem parcial. O soro coletado, foi aquecido a 80 °C e adicionado novamente a massa
até o cozimento, atingindo temperatura entre 40 e 55 °C, o soro entdo foi totalmente drenado.
Em seguida o sal (2 %) foi adicionado, a massa homogeneizada e adicionada em formas de 250
g, com dessoradores para queijo. O queijo foi prensado por 24 horas a temperatura ambiente,
em seguida seco em refrigerador sob temperatura de refrigeragdo, durante 24 horas, um queijo
controle (QC) foi embalado a vacuo e submetido as mesmas condigdes de tempo e temperatura
de armazenamento do queijo marinado.

A marinacao foi realizada por imersao total dos queijos em vinho tinto seco (Galiotto®,
Vinicola Galiotto, Flores da Cunha, Rio Grande do Sul, BR), permanecendo em infusdo por um
periodo de sete dias, sob condi¢des de refrigeracdo. Nas primeiras 12 horas de marinacao, o

queijo foi virado e em seguida as viragens foram realizadas a cada 24 horas com o objetivo de
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obter um produto final uniforme. Apds o processo de marinagdo, os queijos foram retirados do
vinho e por um periodo de 24 horas, permaneceram secando (12 °C) em temperatura de
refrigeragdo ¢ em seguida embalados a vacuo e armazenados a 4-10 °C, estes queijos foram

denominados como queijo marinado (QM).

2.2. AMOSTRAGEM

Antecedendo as andlises, uma pega de cada tratamento, controle (QC) e marinado (QM),
foi cortada, triturada e homogeneizada em condi¢des assépticas, para a contagem de
microrganismos e analises fisico-quimicas. Para a determinacdo do perfil de textura, foi
realizada a amostragem a partir do queijo inteiro.

As analises microbiologicas, fisico-quimicas e o perfil de textura foram realizadas no
dia seguinte ao processamento (dia 1) e aos 7, 14, 21 e 28 dias de armazenamento sob

temperatura de refrigeragdo (4 °C + 2 °C) e em triplicata.

2.3. ANALISE DOS QUELIOS

2.3.1.Viabilidade do Lacticaseibacillus spp.

A estabilidade do microrganismo probidtico em matriz de queijo caprino marinado, foi
estimada na condig¢do refrigerada pelo método spread plate, nos tempos 1, 7, 14, 21 e 28 dias
de armazenamento sob refrigeracao.

A contagem probidtica foi determinada usando um processo de contagem de células
vidveis fornecido por Silva et al. (2017). Cerca de 25 g da amostra de queijo foram
assepticamente misturadas em 225 mL de solugdo salina (0,85% NaCl) e a mistura foi diluida
em série (107-10®). A estimativa do microrganismo probiético foi feita em meio MRS, onde
as placas foram incubadas em jarra de anaerobiose a 37 °C por 48 h. O resultado foi expresso

como log das unidades formadoras de colonias (UFC) por grama de queijo.
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2.3.2. Parametros microbioldgicos sanitarios

A pesquisa de coliformes totais, coliformes termotolerantes, Sa/monella sp., contagem
de Staphylococcus aureus, psicrotroficos, aerdbios mesofilos e bolores e leveduras, foi

realizado de acordo com Silva et al. (2017).

2.3.3. Analises fisico-quimicas

A influéncia da marinacdo e armazenamento refrigerado no periodo de 1, 7, 14, 21 e 28
dias, foi avaliada por meio das andlises de acidez (em 4acido latico), umidade, gordura, cinzas,
teores de proteolise através do indice de protedlise em extensdo ((Nitrogénio Soluvel (NS) a
pH 4,6)/ %NT (nitrogénio total)*100) e indice de protedlise em profundidade (NS em TCA
12%)/ %NT*100) utilizando o método de Kjeldahl, seguindo metodologias da AOAC (2016);
pH pelo método potenciométrico (Digimed DM20, Digicron Aica Ltd, Santo Amaro, SP,
Brasil) e atividade de 4gua (aw) com o auxilio do AQUA LAB (Decagon Devices Inc.®,
Washington, USA). As determinagdes dos A determinagdo de potassio, magnésio e sddio,
cobre, ferro, zinco, manganés e célcio foi realizada de acordo com o método descrito por Ozbek
e Akman (2016), utilizando um espectrometro de emissdo atomica por plasma induzido por

micro-ondas com método de operagdo pré-determinado (MP-AES 420, Agilent).

2.3.4. Cor

Durante o armazenamento, nos tempos 0, 7, 14, 21 e 28 dias, as amostras foram analisadas
quanto a colorimetria, através de leitura direta em colorimetro com escala de cor CIELAB,
iluminante D65 e angulo de observagdo de 10° (Hunter Lab®, modelo Colorquest XE). Os
parametros colorimétricos avaliados foram: L* - luminosidade; a* - coloragdo na regido do
vermelho (+a) ao verde (-a); b* - coloracdo no intervalo do amarelo (+b) ao azul (-b); croma ou

saturacdo da cor (C*) e o angulo de tonalidade (h°).

2.3.5. Perfil de textura instrumental

As amostras de queijos armazenados sob refrigeracao, com 1, 7, 14, 21 e 28 dias, foram

analisadas quanto ao perfil de textura usando o Analisador de Textura Brookfield CT V1.3
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Build 15, equipado com uma sonda cilindrica de 20 mm e uma célula de carga de 50 kg. Para
ambos os tratamentos as amostras foram cortadas em cilindros de 1.5 c¢m, retirada a casca e
mantidas a temperatura ambiente para a analise. Todas as andlises foram conduzidas em
triplicata para QC e QM.

A velocidade do teste e de retorno foi de 0,5 mm/ s. Foram coletados e analisados 4
cilindros por peca de queijo de cada tratamento. Os parametros medidos foram dureza (N),
mastigabilidade (N), elasticidade e coesividade. Os parametros foram calculados a partir da
curva forga-tempo, assim obtidos para cada amostra plotando a for¢a no eixo Y e tempo no eixo

X do grafico (GIRI et al., 2014).

2.4. ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram analisados em Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC).
Nos resultados referentes ao armazenamento dos queijos foi aplicado esquema fatorial 5 % 2,
sendo 5 tempos de armazenamento e 2 tipos de queijos, considerando 2 lotes. Os dados foram
tratados com o auxilio do software Assistat versdo 7.7 beta (SILVA; AZEVEDO, 2016), através
da Andlise de Variancia (ANOVA), comparando-se as médias pelo teste de Tukey em nivel de

5% de significancia (p<0,05).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. VIABILIDADE DA CULTURA Lacticaseibacillus spp. DURANTE O PERIODO DE
ARMAZENAMENTO DOS QUEIJOS.

Em relagdo a viabilidade do Lacticaseibacillus spp., ndo houve interacao (p<0,05) entre
o processo de marinacdo em vinho tinto seco e o tempo de armazenamento sob refrigeracao

(Figura 1).
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Figura 1 - Curva de sobrevivéncia da populagdo de Lacticaseibacillus spp. nos queijos QC e

QM durante 28 dias de armazenamento sob refrigeracao.
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Ao longo do armazenamento refrigerado, a populacdo do Lacticaseibacillus spp,
permaneceu estavel em ambos os queijos, decrescendo apenas 0,02 e 0,01 (QM e QC) ciclos
logaritmos, considerados iguais estatisticamente (p<0,05). O queijo QM, submetido ao
processo de marinagdo em vinho tinto apresentou no tempo 1, contagem de 7,69 log UFC/g, e
o queijo QC, 7,54 log UFC/g, nenhuma mudanga significativa (p<0,05) na contagem de células
foi observada em relagcdo ao processo de marina¢do em vinho tinto, submetido ao queijo de
cabra adicionado da cepa Lacticaseibacillus spp. e armazenado sob refrigeragao, durante 28
dias. O comportamento foi semelhante ao encontrado por Rolim et al. (2015) em queijo Coalho
caprino adicionado de Lacticaseibacillus spp., armazenado sob refrigera¢do durante 21 dias.

Os resultados obtidos estdo em consonancia com os padrdes internacionais para
produtos probidticos, uma vez que esses alimentos devem possuir uma contagem minima do
microrganismo probidtico no produto pronto > 10° UFC (Unidades Formadoras de Col6nias)
por por¢do (OLIVERIA et al., 2018). Os autores mencionam que entre 10° ¢ 102 UFC/g de
células viaveis do probiodtico devem alcangar o colon intestinal para que o alimento exerga efeito
terapéutico.

Segundo Garcia et al., (2011), ndo existe um consenso da quantidade minima do
probiotico a ser ingerida para comprovar sua funcionalidade. Ja no Brasil ¢ recomendado pela
legislagdo quantidade minima de 8,0 a 9,0 log de UFC na porc¢do diaria do alimento pronto para
consumo, no caso dos queijos, ¢ de 30 g, sendo obrigatoria a comprovacao da eficacia através
de laudo de analise da quantidade minima viavel do microrganismo até o prazo final de validade

e teste de resisténcia da cultura utilizada a acidez géstrica e aos sais biliares (BRASIL, 2008).
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Desta forma, com base na literatura consultada, o queijo caprino, marinado em vinho
tinto seco pode ser considerado veiculo promissor de bactérias probioticas, uma vez que quando
adicionada da cepa Lacticaseibacillus spp., manteve a estabilidade do microrganismo, até 28
dias de armazenamento refrigerado, com populagdo vidvel acima de 7,0 log UFC por grama do
produto. Entretanto, ndo atente atende a legislacdo brasileira quanto a contagem minima (8,0 a

9,0 log de UFC por porg¢ao) de probioticos (BRASIL, 2008).

3.2. QUALIDADE HIGIENICO-SANITARIA

A legislacao brasileira ndo estabelece padrao microbiologico para queijo classificado
com alta umidade (46 < umidade < 55) para psicrotroficos, aerobios mesofilos, e bolores e
leveduras (BRASIL, 1996), mas estabelece auséncia de Salmonella sp. na por¢ao de 25 g de
queijo, como também limite méaximo de 1 x 10*para coliformes totais, 5 x 103 para coliformes
termotolerantes e 1 x 10° para Staphylococcus aureus (BRASIL, 1996). Os queijos estdo de
acordo com os padrdes microbiologicos preconizados pela legislagdo vigente, Brasil (1996),
apresentando auséncia de contaminacao (< 1 Log UFC/g).

A Figura 2, apresenta o resultado em Log da contagem dos bolores e leveduras nos

queijos (QC e QM) analisados.

Figura 2 - Curva de crescimento de bolores e leveduras nos queijos QC e QM durante 28 dias

de armazenamento sob refrigeracao.
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O queijo QM apresentou contagens de bolores e leveduras, que variaram entre 1 e 3,6
log UFC/g durante o periodo de armazenamento, diferindo estatisticamente (p>0,05) do queijo
QC, diversos fatores podem ter influenciado o crescimento e declinio deste microrganismo,
dentre eles o vinho; bebida utilizada no processo de marinagdo do queijo, que por sua vez
apresenta em sua microbiota uma vasta gama de espécies de leveduras que contribuem na
qualidade do produto final (MALFEITO-FERREIRA, 2008); percentual elevado da umidade,
durante o periodo de marinac¢ao, favorecendo o crescimento de bolores e leveduras.

A presenca de bolores e leveduras em queijos sdo, na maioria dos casos, indesejaveis.
Sabe-se que estes microrganismos possuem capacidade de adaptacdo sob condigdes
extremamente varidveis como umidade e temperatura, possuindo uma faixa de intervalo 6timos
entre 25 °C a 30 °C, mas muitas espécies se desenvolvem em temperatura de refrigeragao,
outros fatores que podem interferir, s3o o pH (capazes de se desenvolver em alimentos com
faixa entre 2,0 e 8,5, embora a faixa 6tima se situe entre 4,5 a 5,0), taxa de oxigenagao, periodo

de armazenamento, grau de contaminagao, entre outros.

3.3. COMPOSICAO QUIMICA DO QUENJO

A composicao quimica dos queijos durante o periodo de armazenamento refrigerado
esta apresentada na Tabela 1. Os resultados revelaram que a umidade em ambos os tratamentos,
sofreu uma reducdo significativa durante o periodo de armazenamento refrigerado. O queijo
QM variou entre 45,39 e 51,90 %, o classificando com 28 dias de armazenamento, como queijo
de média umidade. Apos 28 dias, a umidade do queijo QM foi significativamente menor que o
queijo QC (p<0,05).

A reducdo da umidade durante o armazenamento ¢ associada a evaporagao da agua livre
(CHEN et al., 2018), que pode ser confirmada com a liberacdo de goticulas, observada na
embalagem a vacuo dos tratamentos. Segundo Verruck et al. (2019) isto se deve devido a maior
capacidade de reten¢do de agua, consequéncia do processo de protedlise durante a
armazenamento dos queijos.

O queijo com alto teor de agua apresenta maior quantidade de agua livre para ser
utilizada por bactérias, sejam elas benéficas (starter) ou contaminantes ambientais. Queijos
com alto teor de dgua ndo sdo favordveis porque a dgua enfraquece a estrutura do tecido de

caseina, portanto, o queijo produzido ¢ menos solido (RAYNAL, 2008; PARK, 2007).
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Tabela 1 - Propriedades fisico-quimicas de queijo caprino adicionado Lacticaseibacillus spp.,

e marinado em vinho tinto seco.

Proteina total

Dias Amostra  Umidade (%) EST (%) Cinzas*(%) Gordura* (%) %) Aw*

. QC 52,284 +0,56 47,72°4+£0,56 3,62+0,07 17,10£0,35 16,76°*+0,05 0,978 + 0,001
oM 51,904 +£0,39 49,71°8+£0,55 3,79+0,09 17,13£0,13  17,054+0,05 0,994 + 0,006

; QC 50,29"4+£0,55 51,46*B+0,24 3,73+0,08 17,47+0,43 17,10°®+0,03 0,976 + 0,002
oM 48,08"B£0,32  52,00*®+0,86 3,81+0,09 17,96+0,73  18,13*4£0,01 0,998 + 0,004

» QC 48,544+ 0,24 52,14%8+£0,20 3,81+0,10 1835+0,52 17,488+0,03 0,974 +0,002
oM 47,59°8 0,81 47,72°A+0,56 3,84+0,02 1842+043 18,132+ 0,05 0,987 +0,003

” QC 48,004+ 0,86 49,71°B+0,55 3,83+0,01 1842+0,10 17,50°®+0,04 0,974 +0,002
oM 47,08°8+0,56 51,46+0,24 3,85+0,03 18,82+0,28 18,8934+ 0,05 0,987 0,001

58 QC 47,864+ 0,20 52,008+£0,86 3,89+0,12 18,62+0,37 17,64*8+£0,05 0,972 +0,003
oM 4539 +0,18 52,14 +0,20 3,92+0,10 19,13£0,13  18,89%+0,05 0,986 + 0,001

*Nao foi aplicado o teste de comparagdo de médias porque o F de interagdo ndo foi significativo. Média = desvio-padrdo. Letras
maiusculas (tratamento) diferentes na mesma linha ou mintsculas (tempo de armazenamento) diferentes na mesma coluna
diferem significativamente entre si (p<0,05). QC = queijo controle; QM = queijo marinado.

Os valores de proteina total (TN) das amostras de queijo ndo foram significativamente
afetados pela marinagao em vinho tinto seco, entretanto foram pelo periodo de armazenamento
refrigerado (p<0,05). Os valores de TN (%) diminuiram significativamente em todas as
amostras de queijo durante o armazenamento (Tabela 1).

O aumento da porcentagem de cinzas, gordura e proteina da amostra QM, durante
processo de armazenamento, pode ser explicado pela maior diminui¢do da umidade durante o
processo quando comparado com o queijo QC. De acordo com Mukhiddinov et. al. (2021) o
teor de agua do queijo diminui durante o periodo de armazenamento devido ao processo de
sinérese dentro do queijo.

O processo de marinagdo em vinho tinto alterou de forma significativa (p<0,05) o pH
do queijo QM. O acompanhamento do pH do queijo, durante o processo de marinacao (Figura
3), demonstrou que o vinho, bebida considerada acida (pH 3,42), modificou de forma
significativa o pH inicial (1 dia de armazenamento) do queijo QM. De acordo com Terpou et.
al. (2019), o pH e acidez possuem um papel importante na qualidade sensorial do produto, além

disso pode comprometer a sobrevivéncia das bactérias probidticas adicionadas.
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Figura 3 - Comportamento do pH durante o periodo de marinagdo do queijo caprino.
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Os valores de pH e acidez (em acido latico), ao longo do periodo de armazenamento
encontram-se a Figura 4. Pode ser observado a tendéncia da reducgdo gradual do pH dos queijos

e, como esperado o aumento da acidez.

Figura 4 - Comportamento do pH e acidez durante o periodo de armazenamento dos queijos

QC (a) e QM (b) sob refrigeracao.
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De acordo com Pereira et al. (2020), embora os teores de gordura e de proteina dos
queijos, o baixo potencial de oOxido-reducdo, favorecer a manutencdo da viabilidade de
microrganismos probioticos, queijos que apresentam pH baixo (pH<4,5) sdo considerados
matriz alimentar que possuem fator de risco para sobrevivéncia de probidticos. Apesar de nao
ter sido observado este fator, o pH de ambos os queijos (QM e QC) durante a armazenamento
sofreu decréscimo, o queijo QM se destacou com pH considerado base (5,46) no inicio (1 dia)
e tendendo a acido (5,04) no final (28 dias) do processo de armazenamento.

O conteudo mineral encontrado nas amostras de queijo QC e QM, estdo descritas na
Tabela 2. O teor de Calcio (Ca) foi encontrado em grandes quantidades. A quantidade atende
as necessidades indicadas (= 800 mg/100 g) pelo Ministério da Satide do Brasil, que sugere o
consumo didrio de trés por¢des de leite e/ou derivados (BRASIL, 2014). O célcio, esta presente
em maior quantidade (p<0,05) no queijo QM (952,01 mg/100 g) quando comparado com o
queijo QC (921,17 mg/100 g). Este mineral possui efeitos benéficos no combate a hipertensao,
osteoporose e problemas dentarios, além disso, ¢ importante destacar que, juntamente com o
calcio, outros elementos, tais como peptideos bioativos sdo atribuidos a possiveis propriedades
anticancerigenas aos queijos (WALTER et al., 2008).

O queijo QM apresentou maiores (p<0,05) concentragdes de potassio (K), com 257,01
mg/100 g, e magnésio (Mg) com 197,92 mg/100 g, podendo ser considerado fonte deste
mineral, pois a recomendac¢ao diaria (IDR) de magnésio ¢ de 260 mg por dia, segundo o Institute
of Medicine (2000).

O valor encontrado para sodio (Na) no queijo QM (129,02 mg/ 100g) ¢ considerado
menor (p<0,05) que o encontrado no queijo QC (253,12 mg/ 100g). Segundo Sales et al., (2004)
o cloreto de célcio promove a expulsdo do soro do queijo e auxilia na formagdo de casca na
superficie, caracteristica que foi observada no queijo QM. A autoridade sanitdria recomenda
que o consumo de so6dio ndo deva exceder 2000 mg por dia, o que corresponde a 2 g de consumo
de sal segundo a Organiza¢do Mundial de Satide (OMS, 2011). O teor de s6dio em ambos 0s
queijos (QC e QM), apesar da diferenga estatistica, estdo dentro do consumo recomendado pela
OMS (2011).

O vinho, bebida utilizada no processo de marinagdo, apresenta elementos minerais em
concentragdes que variam de 1,5 a3 g L™!. Os compostos minerais majoritarios, sdo encontrados
em concentragdes de 10 mg L' até 1g L', e incluem sodio (Na), potassio (K), magnésio (Mg)

e calcio (Ca). Na marinagdo por imersao, as substancias do meio (vinho tinto) mais concentrado
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migram para o menos concentrado (queijo) o que justifica as concentragdes do conteudo

mineral encontradas no queijo (QM).

Tabela 2 — Contetido mineral de queijo caprino adicionado Lacticaseibacillus spp., € marinado

em vinho tinto seco.

Minerais Majoritarios

Minerais Tragos

Queijo (mg/100 g) (mg/100 g)
Ca K Mg Na Zn Cu Fe Mn
QC 921,174 252,17* 187,122 253,122 7,032 0,15% 0,62¢ 0,032
+ 0,05 +0,10 + 0,08 + 0,01 + 0,04 +0,11 + 0,03 +0,01
M 952,01°  257,01° 197,92° 129,02° 7,052 0,16* 0,64° 0,02*
Q +0,03 +0,04 +0,06 +0,01 +0,06 +0,08 +0,05 +0,01

Meédia + desvio-padréo. Letras minusculas diferentes na mesma coluna diferem significativamente entre si (p<0,05). QC =

queijo controle; QM = queijo marinado.

A protedlise € um evento bioquimico que ocorre durante a armazenamento de queijos,

influenciando principalmente o desenvolvimento de atributos sensoriais e aspectos fisicos do

produto lacteo.

Na Figura 5 pode ser observado o avango da protedlise em extensdo (a) e profundidade

(b) ao longo dos 28 dias de armazenamento sob refrigeragao.

Figura 5 — Influéncia no indice de profundidade (a) e indice de extensdo (b) do queijo caprino

adicionado Lacticaseibacillus spp., € marinado em vinho tinto seco.
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Observa-se na Figura 5, um aumento significativo da protedlise em extensdo ao longo
dos 28 dias de armazenamento refrigerado, independente do processo de marinagao.

A extensao do indice de protedlise (NNC) deve-se, principalmente, a agdo proteolitica
do coalho sobre as caseinas do queijo produzindo peptideos de alto peso molecular, constituindo
a fracdo soluvel em pH 4,6. Maiores valores médios (p<0,05), para a extensdo do indice de
protedlise, quando comparado com o queijo QC, foram encontrados no queijo QM apos 7 dias
de armazenamento (3,17 %) sob refrigeragdo, atingindo seu valor mdximo com 28 dias (4,07
%). O processo de marinagdo em vinho tinto seco, combinado com o Lacticaseibacillus spp. €
armazenamento sob refrigeracdo, contribuiu para acelerar o processo da hidrolise da caseina,
proporcionando alteragdes fisicas, e quimicas no queijo (MILORADOVIC et al., 2018).

O indice de profundidade da proteodlise se refere principalmente a acdo de proteinases e
peptidases provindas de bactérias acido laticas, produzindo peptideos de baixo peso molecular
e que constituem a fragdo soltivel em acido tricloroacético a 12% (DIAS et al., 2019). Os valores
médios da profundidade do indice de protedlise ndo apresentaram diferenca (p < 0,05) entre os
queijos (QC e QM). A combinacdo do processo de marinagdo em vinho tinto seco e o
Lacticaseibacillus spp. no queijo QM, nio exerceu influéncia na profundidade do indice de

proteolise.

3.4. COR

A cor dos queijos normalmente ¢ um parametro, relacionado a preferéncia do
consumidor, portanto indicativo de qualidade, ¢ definido pelas variaveis L, a*, b*, onde L indica
a luminosidade variando em uma escala de 0 a 100, a coordenada a* refere-se a cor variando
de verde(-)/vermelho(+), enquanto a coordenada b* a cor variando de azul(-) /amarelo(+)
(ANDRADE ET AL., 2007; WADHWANI & MCMAHON, 2012).

Os resultados do acompanhamento da cor durante o periodo de armazenamento dos

queijos QC e QM, sob refrigeracdo, sao apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 — Comportamento do parametro de cor da casca, durante o periodo de armazenamento

dos queijos QC e QM, sob refrigeracao.

Armazenamento (d) Amostra L* A B
QC 86,154 £ 0,75 -3,38%8+ 0,01 9,33+ 0,49
oM 22,608 + 0,38 9,404+ 0,26 -1,34+ 0,18

1
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. QC 85,49%A + 0,84 -3,11%8+ 0,03 10,98+ 0,21
QM 22,03%8 + 0,44 8,504+ 0,25 -0.96+ 0,19
" QC 85,24 + 0,81 -3,03 3B+ 0,02 11,33+ 0,87
QM 21,438+ 0,53 8,024+ 0,12 -0,93+ 0,31
51 QC 84,234 + 0,76 -2,65%8 + 0,04 11,20+ 0,75
QM 21,098+ 0,07 7,88 A+ 0,29 -0,95+ 0,06
’8 QC 82,8894 £ 0,58 -1,69 B+ 0,03 11,83+ 0,96
QM 20,758+ 0,78 7,409+ 0,23 -0,87+ 0,04

Letras maiusculas (tratamentos) diferentes na mesma linha ou mindsculas (tempo de armazenamento)
diferentes na mesma coluna diferem significativamente entre si (p<0,05). QC = queijo controle; QM =
queijo marinado.

Analisando o efeito do tempo de armazenamento sob refrigeracdo sobre a coordenada
a*, observou-se que o queijo QC apresentou tendéncia significativa para a coloragdo verde, em
média de -3,11+0,03, entretanto aos 28 dias de armazenamento constatou-se uma reducao para
-1,69+0,0. O queijo QM indicou tendéncia significativa para colora¢ao vermelha, apresentando
média 8,50+0,23 aos 7 dias de armazenamento. O vinho utilizado no processo de marinagao
possui coloracdo vermelha, o que justifica a cor do queijo QM. No decorrer do tempo foi
verificada uma reducdo significativa (p < 0,05) para 7,40+0,23. Segundo Roncantti, (2016)
alteragdes quimicas ocorridas durante a armazenamento, podem ser atribuidas a este
comportamento, tendo em vista que o queijo € um produto bioldgico e bioquimicamente ativo.

O periodo de armazenamento dos queijos afetou o pardmetro de cor b*, onde os valores
encontrados no periodo para o queijo QC foram de 9,33+0,49 aos 7 dias, ocorrendo aumento
significativo (p<0,05) para 11,83+0,96 aos 28 dias, indicando a predominancia para a colora¢do
amarela. O processo de marinacdo afetou significativamente a coordenada b* (p<0,05), com o
queijo QM indicando tendéncia para cor azul com média inicial de -1,34+0,18, aumentando no
decorrer dos dias de armazenamento (-0,87+0,04).

O queijo QM apresentou menores valores para o L, além disso foi possivel observar a
redu¢do da luminosidade ao longo dos 28 dias de armazenamento sob refrigeragdo nos dois
queijos (QC e QM) analisados, constatando-se que o queijo QM apresentou maior tendéncia
significativa para coloragdo escura (20,75+0,78) quando comparado ao queijo QC (82,88+0,58)
em 28 dias de armazenamento sob refrigeracao. A reducao da luminosidade verificada pode ser
atribuida ao processo de marinacdo em vinho tinto, além das mudancas que ocorrem durante o

armazenamento sob refrigeragao.
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Segundo Garcia & Penna (2010), a mudanca na opacidade de queijos pode estar
relacionada ao grau de agregagdo interna da matriz proteica do queijo, sendo que quanto mais

hidratada a matriz, menor o nimero de centros que permitem que a luz se espalhe.

3.5. PERFIL DE TEXTURA INSTRUMENTAL

Os resultados do perfil de textura instrumental dos queijos, estdo apresentados na Tabela
4. Os queijos QC e QM apresentaram valores de dureza compreendidos entre 119,54 N a 137,02
N no dia 1 de armazenamento refrigerado. Segundo Fox et. al. (2017) a dureza ¢ o valor
referente a forca necessaria para comprimir o alimento entre os dentes molares, desta forma,
quanto maior o valor mais firme serd o queijo, por sua vez, baixos valores de dureza referem-
se a queijos mais macios.

No dia 1 de armazenamento refrigerado, foi observado que o queijo QM apresentou
maior dureza que pode estar correlacionada com a menor umidade, o que pode ser atribuido ao
processo de marina¢do em vinho tinto. A dureza das amostras de queijo (QC e QM) mostraram

uma tendéncia geral de crescimento com o aumento do armazenamento refrigerado.

Tabela 4 - Perfil de textura instrumental (TPA) durante o armazenamento refrigerado dos

queijos caprino controle e marinado em vinho tinto.

Parimetros Armazenamento Queijos
(dias) QC QM
1 119,54°B £ 0,040 137,024 + 0,032
7 124,409 £ 0,011 156,039+ 0,034
Dureza (N.m) 14 158,43°B £ 0,014 181,404+ 0,013
21 179,30°B £ 0,030 185,01°4+ 0,003
28 181,438 + 0,012 201,01%4+ 0,013
1 43,21°B £ 0,020 54,29 ¢4+ 0,023
7 57,33 910,010 67,91 %4+ 0,010
Mastigabilidade (N) 14 62,12 B+ 0,023 85,37 “A+ 0,033
21 78,27 PB £ 0,050 89,35 ®A1 0,003
28 82,38 310,021 98,32 2+ 0,015
1 0,76 * £ 0,032 0,63 8+ 0,023
7 0,76 #A £ 0,014 0,63 #B+ 0,008
Coesividade 14 0,71°4+0,014 0,54 Bb+ 0,010
21 0,71°4+0,014 0,50+ 0,001
28 0,65+ 0,013 0,49 A+ 0,019
Elasticidade 1 1,304+ 0,023 1,05%B+ 0,025

1,30%+ 0,008

1,02%B+ 0,032
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14 1,192+ 0,023 0,99+ 0,010
21 1,21%4 £ 0,023 0,89 “B1 0,024
28 0,90°A+ 0,025 0,78 4B+ 0,016

Meédia + desvio-padrdo. Letras maitsculas (tratamentos) diferentes na mesma linha ou mintsculas (tempo de
armazenamento) diferentes na mesma coluna diferem significativamente entre si (p< 0,05). QC = queijo controle;
QM = queijo marinado.

Os valores referentes a mastigabilidade variaram entre 43,21 N e 54,29 N (QC e QM)
no dia 1 de armazenamento refrigerado. De acordo com Oliveira et al. (2018) mastigabilidade
refere-se a energia necessaria para desintegrar o alimento durante a mastigagdao. A
mastigabilidade correlaciona-se com a dureza, uma vez que, quanto maior a dureza do queijo
maior a energia necessaria para desintegra-lo.

A mastigabilidade apresentou tendéncia semelhante a dureza, comportamento similar
ao encontrado por Rong et al. (2021), onde a mastigabilidade foi uma caracteristica secundaria
correlacionada positivamente com a dureza em queijo caprino semiduro adicionado de cultura
autdctone. Aos 28 dias de armazenamento sob refrigeracdo, o queijo QM apresentou maior
mastigabilidade, diferindo significativamente do queijo QC (p<0,05).

Os resultados para coesividade dos queijos (QC e QM) variaram de 0,63 a 0,76 com 1
dia de armazenamento refrigerado. Assim como a coesividade, a elasticidade ao longo do tempo
de armazenamento diminuiu, apresentando diferencas (p<0,05) entre os queijos QM e QC.
Durante o processo de armazenamento a proteina ¢ quebrada com a hidrdlise da caseina em
peptideos de cadeia longa, que e seguida se decompdem em aminodcidos e substancias volateis.
A gordura ¢ dispersa em pequenos globulos de gordura, e os grandes globulos sao subdivididos
em acetonas e aldeidos, que se decompdem em substancias volateis e acidos graxos livres
(FOGACA et. al; 2014). A hidrdlise da proteina e gordura dos queijos (QC e QM) fez com que

a coesividade diminuisse gradualmente durante o processo de armazenamento.

4. CONCLUSAO

O Lacticaseibacillus spp. permaneceu estavel até o final do processo. A marinacao em
vinho tinto atribuiu coloragdo vermelha a casca do queijo caprino, promoveu o aumento na
concentra¢cdo de minerais e modificou a textura do queijo torando-o mais duro e menos elastico
quando comparado ao queijo ndo marinado. A tecnologia do processo de marina¢do em vinho
tinto seco, torna-se viavel para queijo caprino adicionado da cepa Lacticaseibacillus spp.,

tornando-o um queijo caprino marinado em vinho tinto seco com potencial probiotico.
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CAPITULO II

EFEITO DO PROCESSO DE MARINACAO EM VINHO TINTO SECO, SOBRE OS
COMPOSTOS BIOATIVOS, OXIDACAO LIPIDICA E PERFIL DE ACIDOS GRAXOS
NO QUEIJO CAPRINO ADICIONADO DE CULTURA POTENCIALMENTE
PROBIOTICA
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Efeito do processo de marinacido em vinho tinto seco, sobre os compostos bioativos,
oxidacao lipidica e perfil de acidos graxos no queijo caprino adicionado de cultura

potencialmente probiotica

Resumo

O queijo ¢ rico em componentes nutricionais dentre eles os dcidos que sao os mais suscetiveis
a oxidag¢do. Medidas podem ser adotadas para limitar o processo de oxidagao no processamento
e armazenamento dos produtos como por exemplo o uso de ingredientes com capacidade
antioxidante. Os antioxidantes naturais dentre eles os compostos fenolicos, que estdo presentes
no vinho, apresentam comportamento antioxidante além de o seu consumo estar associado a
benéficos a satide. A marinacao ¢ um processo realizado através da imersao da matriz alimentar
em uma solu¢do como o vinho. Entretanto, ainda ¢ desconhecido os efeitos da marinagdo em
vinho tinto, no queijo caprino adicionado de cultura probidtica. Portanto, o trabalho tem como
objetivo investigar o impacto da marina¢do em vinho tinto, sob as caracteristicas bioldgicas do
queijo caprino adicionado de fermento autdctone. O queijo marinado (QM) foi elaborado e
submetido ao processo de marinag¢do durante 7 dias. Outro queijo, denominado como controle
(QC), foi processado, mas ndo foi submetido ao processo de marinagdo. Os queijos produzidos
foram analisados nos tempos 1, 7, 14, 21 e 28 dias de armazenamento refrigerado, com relacao
aos compostos fenolicos totais (TPC), capacidade antioxidante pelos métodos de DPPH e
ABTS, oxidagao lipidica e perfil de 4cidos graxos. O queijo QM apresentou maior concentragao
de TCP, consequentemente maior capacidade antioxidante, menor oxidacgdo lipidica e maior

concentrac¢do de 4cidos graxos.

Palavras chaves: estabilidade oxidativa, compostos fenolicos; Lacticaseibacillus sp.
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1. INTRODUCAO

O queijo, definido como o produto fresco ou maturado obtido a partir da coagulagao do
leite, ¢ de facil digestdo e rico em componentes nutricionais, constituindo-se assim uma
importante fonte de proteinas, 4cidos graxos, vitaminas e minerais. E, portanto, uma importante
fonte de uma ampla variedade de substincias biologicamente ativas. O queijo pode ser
classificado com base no tipo de leite utilizado, processo de fabricagdo, teor de gordura, tipo de
fermentagao e sua microbiota (MAYO et al., 2021).

Dentre os componentes dos alimentos, os acidos graxos insaturados presentes nos
lipideos sdo os mais suscetiveis a oxidagao em fun¢o da instabilidade de suas liga¢des duplas.
O processo de oxidagao ¢ um dos principais fatores de deteriora¢ao dos alimentos, provocando
perdas com alteragdes significativas na qualidade nutricional e sensorial dos alimentos, e ainda
geram produtos oxidados, como os radicais livres, que podem levar a varias reacdes quimicas
indesejaveis e a formagdo de compostos potencialmente toéxicos (WANG et al., 2020).

A preocupacao constante de fornecer aos consumidores produtos de alta qualidade levou
a utilizagdo de medidas que viabilizem limitar o fenomeno de oxidagdo durante as fases de
processamento e armazenamento dos produtos (e.x. escolha de processos que limitem as
operagdes de e o tratamento térmico; utilizacdo de matérias-primas refinadas, com baixos
teores de 4gua e isentas de pro-oxidantes; armazenamento a baixas temperaturas e em atmosfera
inerte; adicdo de compostos antioxidantes; utilizacdo de embalagens que fazem barreira com o
ambiente externo. (AMARAL et al, 2018).

Dentre o conjunto de medidas para minimizar os processos oxidativos, o uso de
compostos antioxidantes ¢, sem davida, uma pratica corrente, razdo que justifica o atual
interesse pela pesquisa de novos compostos com capacidade antioxidante. Os antioxidantes
naturais consistem tipicamente em compostos fendlicos, com varias espécies desses compostos
como acidos hidroxicinamicos (acido p-cumarico, acido cafeico e acido fertlico), acidos
hidroxibenzoicos (acido galico, acido salicilico e 4cido gentistico), catequinas, flavonoides
(miricetina, quercetina e malvidin-3-glucosido) e trans-estilbenos hidroxilados (resveratrol),
estdo presentes nos vinhos (LIMA, et. al. 2018). Os fenolicos do vinho ndo tém apenas uma
influéncia direta nas caracteristicas sensoriais do vinho. Alguns fenolicos naturalmente
presentes no vinho tinto foram encontrados e atribui-se acdo contra doengas cardiovasculares,
obesidade, cancer e envelhecimento (AIRES et al., 2021; ANJO et al., 2020). Além disso,

evidéncias cientificas relatam que os polifendis do vinho exercem seus efeitos benéficos por
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meio de interagdes com a microbiota intestinal, uma vez que possuem o comportamento de
modular a biologia desses microrganismos €, a0 mesmo tempo, sao metabolizados pelas
bactérias intestinais em metabolitos biodisponiveis especificos (ROCHA et al., 2008; VALCO
et al., 2007).

O processo de marinacdo utilizando vinho ¢ uma pratica tradicional, que possui o
objetivo de melhorar as propriedades sensoriais da matriz alimentar e diversificar o nicho de
alimentos. O conhecimento cientifico sobre o efeito de determinados componentes do vinho
na qualidade do queijo caprino como matriz alimentar ¢ escasso. Os mecanismos dos tais
efeitos ainda sdo desconhecidos, bem como o efeito da marinacdo em vinho na oxidacao dos
acidos graxos e proteinas e as consequéncias relevantes destes (GARGI et al., 2021). De
particular interesse sdo as possiveis interagdes moleculares entre os componentes do vinho
(polifenodis) e os componentes da matriz alimentar.

Outros componentes do vinho, como agucares redutores e acidos organicos, também
podem influenciar a deterioracao microbiana, o estado oxidativo e as propriedades sensoriais
da matriz alimentar marinada no vinho. Portanto, mais investigacdes sdo necessarias para
estabelecer um conhecimento fundamental s6lido sobre os diversos efeitos de compostos
bioativos especificos do vinho na oxidacao de produtos lacteos. Deste modo, o trabalho tem
como objetivo investigar o impacto da marinagdo em vinho tinto, sob as caracteristicas

biologicas do queijo caprino adicionado de fermento autdctone.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. PROCESSO TECNOLOGICO DO QUEIJO CAPRINO

O processo de fabricacdo do queijo seguiu a metodologia adotada por Laguna et. al.,
(2017) com modificagdes. O leite de cabra foi pasteurizado, a cultura probiotica
Lacticaseibacillus spp. foi incorporada no leite, na concentragao de 2 % (v/v). Ap6s 30 minutos
de fermentacao, o cloreto de célcio (200 ppm) de grau alimentar e a enzima quimosina (Coalho
HA-LA® liquido, poder coagulante 1:3000, Chrintian Hansen Industria e Comércio Ltda) foi
adicionado, apos formacdo da coalhada (40 min.), a mesma foi cortada em cubos, seguida de
mexedora lenta e dessoragem parcial. O soro foi aquecido (80 °C) e reintroduzido para

cozimento da massa, entre 40 °C a 55 °C. Apos a etapa de cozimento da massa ocorreu a
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dessoragem total, salga (2 %) e moldagem. O queijo foi prensado (24 h) em temperatura
ambiente em seguida seco (12 horas) sob refrigeracao.

Uma batelada denominada queijo controle (QC), foi embalada a vacuo e armazenado
sob refrigeracdo. Outra batelada, apds secagem, foi submetida a marinagdo em vinho tinto seco,
por 7 dias, sob refrigeracdo. Durante a marinacao foi realizada a viragem do queijo a cada 24
h, com o objetivo de obter um produto uniforme. Apds o processo de marina¢do, 0s queijos
foram retirados do vinho e por um periodo de 24 h, permaneceram secando em temperatura de
refrigeragdo, em seguida foram embalados a vacuo e armazenados sob refrigeracao, o produto

deste processo foi denominado de queijo marinado (QM).

2.2. AMOSTRAGEM E PREPARO DO EXTRATO ALCOOLICO

A amostragem foi realizada pela trituragdo dos queijos (QC e QM). O extrato alcoolico
foi preparado seguindo a metodologia adotada por Ribas et. al, (2017), com adaptagdes. A
amostra foi pesada (1 g de queijo triturado), em tubo de Falcon envolvido em papel aluminio,
adicionado de alcool metilico p. a. na propor¢do de 1:10 (m/v), agitado durante 10 minutos e
submetido a centrifugacdo (3000 rpm) por 15 minutos.

Todo o procedimento foi preparado sob temperatura ambiente e em condigdes de pouca
luminosidade. O sobrenadante foi utilizado nas analises para fenolicos totais, DPPH e ABTS.
As andlises foram realizadas no dia seguinte ao processamento (dia 1) e aos 7, 14, 21 e 28 dias

de armazenamento refrigerado e em triplicata.

2.3. DETERMINACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS E ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE IN VITRO

Os compostos fenolicos foram quantificados seguindo a metodologia de Folin-
Ciocalteau (SINGLETON; ROSSI, 1965), 125 pL do reagente Folin-Ciocalteu (1:1 agua
deionizada) e 2250 mL de carbonato de sodio (28 g/L), para os extratos foram adicionados de
aliquotas com 700 pL de extratoe para o vinho tinto seco diluido (5 mL vinho diluido em 100
mL de 4gua destilada) aliquota de 50 pL, permanecendo ao abrigo de luz durante 30 min.
seguido de leitura em espectrofotometro a 725 nm. Uma curva de calibragdo foi preparada
usando acido galico (GA) como padrao com concentragdes de 0,005-0,12 mg/mL. O GA ¢

convencionalmente usado como referéncia padrdo, pois € um composto de baixo custo
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disponivel na forma altamente purificada e dotado de reatividade média. A equagdo da reta
utilizada foi y = 0,021x + 0,1934, com um R? = 0,9881, os resultados das absorbancias foram
expressos em miligrama de equivalente acido galico (EAG) por 100 grama de queijo.

A capacidade antioxidante também foi determinada usando o método 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil, DPPH (BRANDWILLIAMS et al., 1995). Uma curva de calibragdo foi preparada
usando acido ascorbico em concentragdes de 2,20-39,62 mg EAA/mL. A equacdo da reta
utilizada foi y = 1,86x + 11,419, com um R? = 0,9875. Os valores foram relatados em mg
EAA/L para leite e mg EAA/Kg para queijo.

Além disso, também foi aplicado o ensaio com ABTS, obtido pela reacdo de 5 mL de
ABTS (7 mM) com 88 uM de persulfato de potassio a 140 mM, conforme descrito por Re et
al. (1999). O sistema foi mantido em repouso, a temperatura ambiente por um periodo de 12 a
16 horas em auséncia de luz. O ABTS foi diluido com alcool metilico até obter valor de
absorbancia de 0,7000 + 0,05 a 734 nm. O percentual de decréscimo na absorbancia foi medido
pela concentracao, e a capacidade de capturar o ABTS, foi calculada com base no decréscimo
da absorbancia observada. Foi construida uma curva de calibragdo, representada graficamente
com porcentagem (%) de inibicdo versus concentracao do Trolox. Os resultados da atividade

da amostra foram expressos em % de inibi¢cdo (RE et al., 1999).

2.4. OXIDACAO LIPIDICA

A oxidagdo lipidica dos queijos foi determinada pela quantificacdo de malonaldeido
segundo a metodologia descrita por Lee et. al (2015) e Hoyland et. al (1991).

Foram pesadas 2 g de amostra de queijo trituradas, em tubo de Falcon envolvidos com
papel aluminio, adicionadas de 10 mL de &cido tricloroacético (7,5%) e agitadas por 10
minutos. Em seguida a mistura foi filtrada em papel filtro qualitativo (125 mm, 80g), e 5 mL
do filtrado foi coletado e colocado em tubos de ensaio, adicionado de 5 mL de acido
tiobarbitarico (0,02M) e levados ao banho-maria (100 °C) por 45 minutos. O branco foi
composto por 5 mL de TBA + 5 mL de TCA, levados ao banho-maria por 45 minutos. Apds
resfriados em banho de gelo, os tubos apresentaram coloracao rosa, procedendo-se a leitura em
espectrofotometro com absorbancia de 539 nm. O resultado foi expresso na quantificacao de

malonaldeido (MDA)/kg.
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2.5. PERFIL DE ACIDO GRAXOS DOS QUEIJOS PELO METODO DE CG-MS

2.5.1. Transesterificacao das amostras

A transesterificagdo das amostras foi realizada de acordo com a metodologia descrita
por Molkentim e Precht (2000), com adaptagdes.

Foi realizada a pesagem de 0,5 g dos queijos triturados (QC e QM) em tubo Falcon,
adicionado de 0,5 mL da solu¢do de KOH 2M preparado em metanol e 1 mL de hexano, agitado
em vortex por 3 minutos ¢ em seguida levado ao banho-maria (50 °C), permanecendo ali
durante 30 minutos. Apo6s resfriados, foi adicionado 2 mL de HCI 1,25 M em metanol, agitado
em vortex por 10 segundos e levados novamente ao banho-maria (50 °C) durante 10 minutos.
Ap6s resfriados, foi adiconado 1 mL de agua ultra pura e 1 mL de hexano, agitado em vortex
durante 1 minuto e centrifugado (2500 rpm) por 5 minutos.

A fase organica superior foi transferida para um tubo de centrifuga, adicionado de 0,5 g
de sulfato de s6dio anidro e entdo centrifugado a 2500 rpm durante 5 minutos. Foi retirada a
fase n-hexano com o auxilio de micropipeta e transferida para o vial de cromatégrafo. O vial
foi lacrado com o auxilio de lacrador manualpara que nao ocorresse a evaporagdao dos acidos
graxos de cadeia curta, e armazenado em temperatura de refrigeracdo até o momento da injecao

no cromatografo gasoso.

2.5.2.1dentificagdo dos ésteres de acidos graxos

Os 4acidos graxos foram identificados sob a forma de ésteres metilicos analisados por
cromatografia gasosa acoplado a espectrometria de massa (Agilent® modelo 7890B) equipado
pela coluna HP5-MS com 30 m de comprimento, 0,250 mm de didmetro interno e 0,25 pm de
espessura do filme. As amostras foram injetadas com injetor automatico e o volume de injecao
foi 1 ml.

A temperatura inicial do forno foi de 50 °C, tendo-se mantido nessa temperatura durante
3 minutos. Em seguida a temperatura foi programada até 60 °C a uma taxa de aquecimento de
5 °C/min., seguida de aumento para 280 °C a uma taxa de 15 °C/min. A temperatura de interface

foi de 270 °C e a temperatura da fonte i6nica de 250 °C.
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As areas cromatograficas dos ésteres metilicos foram avaliadas e a sua concentragao
individual foi calculada em termos relativos de porcentagem da area cromatografica total. A
identificacao de cada éster metilico individual foi efetuada por analise do seu espectro de massa,

na ordem de elui¢do e por comparagao dos espectros de massa da biblioteca de espetros (NIST).

2.6. ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram analisados em Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC).
Nos resultados referentes ao armazenamento dos queijos foi aplicado esquema fatorial 5 % 2,
sendo 5 tempos de armazenamento e 2 tipos de queijos, considerando 2 lotes. Os dados foram
tratados com o auxilio do software Assistat versdo 7.7 beta (SILVA; AZEVEDO, 2016), através
da Andlise de Variancia (ANOVA), comparando-se as médias pelo teste de Tukey em nivel de

5% de significancia (p<0,05).

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1. COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DOS
QUEINOS E VINHO

Os compostos fenolicos do queijo controle (QC) e queijo marinado (QM) ao longo do
periodo de armazenamento de 28 dias sob refrigeragdo ¢ apresentado na Tabela 1 assim como
a capacidade sequestrante por DPPH e ABTS. O queijo QC apresentou uma quantidade
consideravel de compostos fendlicos considerados endogenos pelo fato de que possivelmente
derivam do leite utilizado, sendo provenientes da alimentagdo do animal, do catabolismo de
aminodacidos ou atividade microbiana no raimen (O’CONNELL & FOX, 2001).

O vinho, em especial o vinho tinto, ¢ uma fonte rica de compostos fenolicos,
apresentando alta concentragao (287,43 mg EAG/mL) e muitos desses compostos sao relatados
por suas varias atividades biologicas (LUCENA et al., 2011). O processo de marinagdo em
vinho tinto, influenciou na concentracdo de compostos fendlicos totais do queijo QM,
apresentando valor superior (p<0,05) de 19,41 mg EAG/100 g, quando comparado com queijo
QC com 7,19 mg EAG/100 g no 1 dia de armazenamento sob refrigeragao.
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Tabela 1: Polifenois totais e atividade antioxidante dos queijos controle (QC) e marinado

(QM).

Armazenamento (dias)
Amostra | 7 14 21 28
Compostos fenolicos totais (mg EAG/100 g)
QC 7,198+ 0,02 7,128+ 0,03 7,068 +£0,03 7,03*B+0,01 6,10bB + 0,02
QM 19,42+ 0,01 19,30*+0,01 19,214 +0,04 18,90**+0,03 17,90°* +0,01
Vinho 287,43 £ 0,67
Capacidade de sequestro do DPPH
QC 13,9588+ 0,07 13,758 £ 0,08 13,04°2+0,09 13,00°®+£0,12 13,04bB + 0,10
QM 30,52*A+ 0,08 30,40+ 0,10 30,15**+0,07 30,10°* + 0,06 29,30bA + 0,09
Vinho 45,07 £ 0,02
Capacidade de sequestro do ABTS*
QC 9,20+ 0,12 9,14 £ 0,20 9,14+ 0,12 9,13+0,12 9,02+0,11
QM 19,10+ 0,14 19,75+ 0,15 19,20+ 0,07 18,53 £0,08 18,19 +£ 0,08
Vinho 44,86 = 0,03
Média + desvio-padrdo. Letras maitsculas diferentes na mesma linha ou mintsculas diferentes na mesma coluna
diferem significativamente entre si (p<0,05). *Os queijos QC e QM nao diferiram estatisticamente. QC = queijo

controle e QM = queijo marinado.

Ao longo do processo de armazenamento sob refrigeragdo, o queijo QM indicou
estabilidade significativa (p < 0,05) do TPC, alcancando menor valor (17,90 mg EAG/100 g)
com 28 dias de armazenamento, porém ainda superior (p < 0,05) ao queijo QC (6,10 mg
EAG/100 g). O mesmo comportamento foi observado para atividade antioxidante.

Segundo Sousa et al., (2009), existe uma forte correlacdo entre o teor de fenolicos totais
e atividade antioxidante, sugerindo que o perfil de compostos fendlicos influencia na atividade
antioxidante, tanto em termos quantitativos como qualitativos. A capacidade antioxidante dos
compostos fendlicos estd diretamente ligada a sua estrutura quimica, a qual pode estabilizar os
radicais livres. O queijo QM apresentou maior capacidade de sequestro em DPPH e ABTS
quando comparado com o queijo QC, imediatamente (1 dia) apds a fabricacdo do queijo e ao
longo do periodo de armazenamento por 28 dias (Tabela 1).

Para Barbosa et al., (2010), a presenga de agentes antioxidantes desempenha papel
importante na inibicdo da oxidagdo lipidica. Além disso, oferece protecao contra a agao dos
radicais livres e a peroxidacdo dos lipideos, que ocorre tanto em seres vivos quanto nos
alimentos, essa capacidade retarda os processos oxidativos e a formagdo de radicais livres
associadas ao poder de doar elétrons, o que inativa os radicais por meio da finalizagdo da reagao

em cadeia ou, simplesmente, impedindo a sua formagao (BARREIROS et al., 2006).



70

Aos 28 dias de armazenamento, os queijos QC e QM apresentaram redug¢do na
capacidade de sequestro de DPPH e ABTS. A redugdo da atividade antioxidante foi devida,
provavelmente, a instabilidade dos polifendis e outras substancias com poder antioxidante, que
passam por numerosas reagdes enzimaticas e quimicas durante tempo de armazenamento

(HALA et al., 2010).

3.2. OXIDACAO LIPIDICA DOS QUEIJOS

A oxidacao lipidica ¢ uma das principais reagdes deteriorativas que ocorrem durante o
processamento, distribuicdo, armazenamento e preparo final, ameagando a qualidade sensorial
e seguranca dos alimentos (ESTEVEZ E XIONG, 2019). A Figura 1 apresenta o efeito da
marina¢do em vinho tinto sobre os valores de TBARS em queijos caprinos armazenado sob
refrigeragdo, durante 28 dias.

No queijo QC foi verificado as maiores concentragdes significativas (p < 0,05) de
TBARS (0,305 a 0,368 mg de MDA/ Kg) durante o periodo de armazenamento. O aumento de
TBARS no queijo QC ao longo do tempo de armazenamento reflete intensa degradacdo de
lipidios promovida pela liberacdo de compostos secundarios do processo oxidativo (BEKHIT

etal., 2013).

Figura 1: Efeito da marinagdo em vinho tinto sob a concentragdo de TBARS no queijo caprino.
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Um elevado efeito inibitorio contra a oxidagao lipidica foi observado no queijo QM em
comparagdo ao QC. As amostras de queijo QM apresentaram valores de TBARS
significativamente (p < 0,05) mais baixos (0,089 a 0,109 mg de MDA/ Kg) ao longo do
armazenamento (28 dias).

A presenca e estabilidade dos compostos fendlicos do queijo QM (Tabela 1), resultante
do processo de marinagdo, demonstrou eficacia na prevencao da oxidagao lipidica, que segundo
Shahidi, Janitha & Wanasundara, (1992) ocorre pelo sequestro de radicais livres e quelagao de
metais com atuacdo na etapa de iniciagdo e na propagacdo do processo oxidativo gerando
produtos intermedidrios relativamente estaveis, protegendo assim os tecidos da acdo dos
radicais livres e da peroxidacao lipidica. Amarowicz, Pegg, Rahimi-Moghaddam, Barl, & Weil,
(2004) ressaltam que a agao efetiva da atividade antioxidante depende do nivel de inclusdo e de
sua estabilidade nas condi¢des de processamento dos alimentos.

Segundo Osawa et al., (2005) os odores de rango podem ser detectados em
concentragdes de TBARS na faixa de 0,5 a 1,0 e 0,6 a 2,0 mg de malonaldeido/kg amostra,
respectivamente. Nos tratamentos os valores de TBARS encontrados foram inferiores aos

citados pelo referido autor.

3.3. PERFIL DE ACIDOS GRAXOS

O perfil de acidos graxos estd apresentado de acordo com a metodologia de
representacdo dos resultados, através do percentual de picos do cromatograma, adotada por
Innocence et al. (2007). Na Tabela 2 encontra-se a média percentual total dos acidos graxos, no
final do processo de armazenamento (28 dias) dos queijos marinado (QM) e controle (QC).
Foram identificados 17 compostos, dentre estes, 10 saturados, 3 monossaturados e 3
polinsaturados, apresentando ntimeros de carbono entre 6 e 24, com predominancia dos 4cidos

com 6, 8, 10, 12, 14, 16, 17, 18 ¢ 24 carbonos.

Tabela 2: Acidos graxos totais identificados nas amostras de queijo caprino controle (QC) e
queijo caprino marinado em vinho tinto seco (QM).

ACIDO GRAXO

QM (%) QC (%)

Nomenclatura comum Simbologia

SATURADOS
Acido caproéico C6:0 3,71 3,70
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Acido caprilico C8:0 3,8 2,30
Acido caprico C10:0 6,6 5,12
Acido laurico C12:0 2,05 2,75
Acido miristico C14:0 2,4 0,73
Acido pentadecilico C15:0 1,2 1,10
Acido palmitico C16:0 254 15,20
Acido behénico C22:0 1,0 0,25
Acido tricosilico C23:0 1,2 1,14
Acido lignocerico C24:0 1,2 0,18
MONOINSATURADOS
Acido palmitoleico C16:1 -7 cis 10,1 8,83
cis-heptadecanoico Cl17:1 o-7 cis 1,5 1,00
Acido oleico C18:1 14,2 12,70
POLINSATURADOS
Acido linoleico C18:2 5,0 3,32
Acido di-homo-y-linolenico C20:3 1,0 0,72
Acido nervonico C24:1, ®-9 cis 3,30 0,65

O valor médio da area total dos picos cromatograficos, como mostra na Figura 2, variou

entre 1157,09 e 1550,41 em base de 107, considerando os cinco periodos de armazenamento e

os dois tipos de queijos. O queijo QM (1556,5 a 1530,4) apresentou maior média (p < 0,05) dos

picos em base 107, nos cincos periodos avaliados em compara¢io ao queijo QC (1520,3 a

1437,6).

Figura 2: Média da 4rea absoluta /107 dos picos de 4cidos graxos identificados nos queijos QC

e QM no decorrer do armazenamento sob refrigeragao.
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No decorrer do processo de armazenamento, o queijo QM apresentou redugdo
significativa (p < 0,05) na média das somas das areas dos picos de acidos graxos, partindo de
1556,5 no tempo 1, alcangando 1510,4 em base 107 no tempo 28. Os periodos analisados (1, 7,
14, 21 e 28 dias) mostraram diferenca estatistica (p < 0,05) no decorrer do tempo de
armazenamento, entretanto nos periodos de 7, 14 e 21 dias os valores permaneceram estaveis,
ndo diferindo estatisticamente.

Os acidos graxos sao liberados através da lipdlise pela hidrolise dos triglicerideos,
contribuindo para o aroma e sabor dos queijos em especial através dos acidos graxos de cadeias
curtas e intermediarias, também sdo percursores de compostos volateis essenciais ao sabor dos

queijos (COLLINS, MCSWEENEY & WILKINSON, 2003).

Figura 3: Média da 4rea absoluta /107 dos picos de 4cidos graxos caprdico (a), caprilico (b) e

caprico (c) identificados nos queijos QC e QM.
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Segundo Poveda e Cabezas (2006), Sanz Sampelaya et al. (2007) e Medeiros et al.
(2014), o sabor caracteristico do queijo de cabra, por exemplo, € particularmente afetado pelo
teor de 4cidos graxos de cadeia curta e média. Neste estudo, foi encontrada uma ligeira
diminui¢do de C6:0, C:8 e C10:0. Embora uma alta propor¢do de 4cidos graxos de cadeia curta
na gordura do leite de cabra favorega as propriedades de facil digestdo dos produtos lacteos de
cabra, um sabor intenso de “cabra” ¢ um dos fatores para recusa (Medeiros et al., 2014) de
produtos lacteos por alguns consumidores (Silva et al., 2020).

Nao foi identificado pico representativo para o acido graxo butirico (C4) em ambas os
queijos (QC e QM), entretanto como mostra na Figura 3, o 4cido caproico (a) foi identificado
apresentando médias de area total dos picos, no decorrer do armazenamento do queijo QM (8,7,
a 8,4) que ndo diferiram (p < 0,05) quando comparado ao queijo QC (8,8 a 8,4) em base 7,
entretanto indicou reducao significativa da média a partir dos 7 dias de armazenamento. O 4cido
caprilico (b) e céaprico (c) em ambos os queijos (QC e QM) apresentaram diferencas
significativas (p < 0,05) no decorrer dos 28 dias de armazenamento, com o queijo QM se

destacando com valores superiores (p < 0,05).
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Figura 4: Média da 4rea absoluta /107 dos picos de 4cidos graxos laurico (a), miristico (b),

palmitico (c), palmitoleico (d), oleico (e) e linoleico (f) identificados nos queijos QC e QM.
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As maiores concentragdes encontrados no perfil dos 4cidos graxos monoinsaturados,
podem ser visualizadas na Figura 4 (C16:1 (d) e C18:1 (e)) e foram principalmente no queijo
QM, sendo significativamente superior, ao queijo QC (p < 0,05). O é4cido graxo poli-insaturado
C18:2 (f) apresentou maior concentragdo, no queijo QM, quando comparado ao QC (p <0,01).
E importante destacar que os 4cidos graxos poli-insaturados, incluindo o linoleico conjugado
(C18:2), possui potencial anticancerigeno (RODRIGUES et al., 2010), na preven¢ao ¢ melhora
de doencas cardiovasculares (LU et. al., 2011), inflamag¢do (FIGUERAS et al., 2011) e
envelhecimento (DYALL et al., 2010). O mercado consumidor de produtos lacteos, tem
direcionado a busca por alimentos com menores teores de gordura e com perfil de acidos graxos
que os caracterize como alimentos funcional.

Os acidos graxos apresentaram reducdo significativa ao longo do periodo de
armazenamento de 28 dias, em ambos os queijos (QC e QM), este comportamento corrobora

com os dados da oxidagao lipidica encontrados no estudo.

4. CONCLUSAO

Este estudo evidenciou que a tecnologia de marinagao em vinho tinto conferiu ao queijo
concentracoes elevadas de fendlicos, ampliando significativamente sua capacidade
antioxidante. Como resultado, observou-se uma redu¢do na oxidacdo lipidica, além de
alteragdes no perfil lipidico do queijo. Esses achados destacam o potencial da marinagcdo em
vinho tinto como uma estratégia promissora para melhorar ndo apenas a qualidade sensorial,

mas também o valor nutricional e funcional dos produtos lacteos.
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