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GASPARIN, Katri. Desenvolvimento de queijo Minas Curado com adicdo de
Enterococcus faecium EF 1, Lactobacillus helveticus LH 13 e extrato de curcuma
(Curcuma longa L.). 2015. 79f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia de Alimentos) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2015.

RESUMO

Durante a maturacédo do queijo, ocorrem diversas reacdes de degradacao, ocasionadas
por enzimas provenientes do leite, do coalho e de culturas microbianas, que causam
mudancgas sensoriais essenciais. A aplicacdo de culturas proteoliticas selecionadas
pode fazer com que o processo de maturagdo seja acelerado e, assim, desenvolva mais
rapidamente as caracteristicas de sabor, aroma e textura. Os probidticos séo
microrganismos que quando consumidos numa concentragdo 108 UFC a 109 UFC na
porgdo diaria promovem beneficios ao organismo. A clircuma, por apresentar pigmentos
fendlicos responsaveis pela cor amarela, pode ser aplicada em alimentos com o intuito
de aumentar a atividade antioxidante do produto. Desse modo, visando a melhora
tecnoldgica, sensorial e nutricional, o presente trabalho teve como objetivo avaliar os
efeitos da adicdo de E. faecium, L. helveticus e extrato de curcuma em queijo Minas
Curado por até 60 dias. Foram realizados trés tratamentos: queijo com adicdo de
apenas cultura starter (Controle), queijo adicionado de E. faecium e L. helveticus (T1); e
gueijo adicionado de E. faecium, L. helveticus e extrato de curcuma (T2). Durante a
maturacdo, foram realizadas andlises da composicédo centesimal, pH, acidez titulavel,
contagens microbiologicas de células vidveis, teor de curcumina, fendlicos totais,
atividade antioxidante (DPPH-, ABTS+- e FRAP), indice de extenséo e de profundidade
de protedlise, separacao de polipeptideos por massa molecular utilizando SDS-PAGE e
analise sensorial. Os tratamentos ndo apresentaram diferencas estatisticas quanto ao
teor de sal e umidade (p>0,05). O teor de cinzas apresentou valor significativamente
menor no tratamento T2 (p<0,05). Os tratamentos apresentaram queda nos valores de
pH durante a maturacdo, atingindo 4,7 a 4,8 a partir de 14 dias. A acidez titulavel
apresentou aumento progressivo durante a maturacdo para o0s trés tratamentos,
alcancando até 1,3 g &cido latico.100 g-1 de queijo. Os queijos apresentaram contagens
de E. faecium entre 7 e 8 log UFC.g-1 durante todo o periodo de maturagéo, atendendo
a legislacdo. Em relacdo ao conteudo de fendlicos totais, os queijos T2 apresentaram
174,29 + 0,46 mg EAG.100 g-1, aumento significativo (p<0,05) quando comparado aos
outros tratamentos. O tratamento T2 apresentou um aumento no teor de curcumina
durante a maturacado, atingindo 0,01 + 0,00 g.100 g-1 a partir de 45 dias. Quanto a
atividade antioxidante, o tratamento T2 apresentou um aumento significativo (p<0,05) de
compostos fendlicos, influindo no aumento da atividade antioxidante. O indice de
extensdo de protedlise dos trés tratamentos foi de 12 % aos 60 dias. O indice de
profundidade apresentou valores de 7,78 % para o tratamento T1 e 6,78 % para 0s
tratamentos T1 e T2 aos 60 dias, ou seja, a adicdo de E. faecium e L. helveticus néo
promoveu aumento da taxa de protedlise dos queijos até o periodo estudado. Os perfis
eletroforéticos por SDS-PAGE dos trés tratamentos, apdés 30 dias, apresentaram
similaridades. Por fim, no teste de aceitacdo sensorial, os tratamentos Controle e T1
apresentaram notas de aceitacdo global entre 7 e 8, e o tratamento T2 entre 6 e 7.
Concluiu-se que os queijos probidticos adicionados de extrato de curcuma apresentaram
propriedades microbiolégicas e nutritivas adequadas, com boa aceitacdo sensorial.

Palavras-chave: Protedlise. Curcumina. Atividade antioxidante. Desempenho
sensorial. SDS-PAGE.



Gasparin, Katri. Development of Minas cheese ripened with the addition of
Enterococcus faecium EF 1, Lactobacillus helveticus LH 13 and turmeric
extract (Curcuma longa L.) . 2015. 79p. Dissertation (Master's Degree in Food
Science) - Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2015.

ABSTRACT

During cheese ripening, several hydrolisis reactions occur, caused by enzymes
originating from the milk, rennet and the bacterial cultures, which cause essential
sensory changes. The application of proteolytic selected cultures can cause the
acceleration of maturation process and thus develop more rapidly the characteristics
of flavor, aroma and texture. Probiotics are microorganisms that when consumed in a
concentration 108 CFU a 109 CFU on daily serving promote benefits to the body.
Turmeric, presenting phenolic pigments responsible for the yellow color may be
applied in foods with the purpose of increasing the antioxidant activity of the product.
Thus, aiming at technological, sensory and nutritional improvement, this study
evaluated the effects of the addition of E. faecium, L. helveticus and turmeric extract
in Minas cheese matured for 60 days. Three treatments were performed: cheese with
only addition of starter culture (Control), cheese added E. faecium and L. helveticus
(T1); cheese added E. faecium, L. helveticus and turmeric extract (T2). During
maturation, analyzes were conducted on the chemical composition, pH, titratable
acidity, microbiological counts of viable cells, curcumin content, total phenolics,
antioxidant activity (DPPHe, ABTS++ and FRAP), extension and depth of proteolysis,
polypeptides separation by molecular weight using SDS-PAGE and sensory analysis.
The treatments showed no statistical differences in salt and moisture content (p>
0.05). The ash content was significantly lower in the treatment T3 (p<0.05).
Treatments presented a decay in pH during maturation, average values of 4.7 to 4.8
after 14 days. The acidity was progressively increased during maturation for all three
treatments, reaching up to 1.3 g lactic acid .100 g-1 of cheese. The cheeses
presented E. faecium counts between 7 and 8 log CFU.g-1 of cheese during the
maturation period, in compliance with brazilian legislation. Regarding the content of
total phenolics, T2 cheese showed 174.29 + 0.46 mg EAG.100 g-1, a significant
increase (p<0.05) when compared to other treatments. T2 treatment showed an
increase in curcumin during maturation, reaching 0.01 £ 0.00 g.100 g-1 from 45 days.
As for antioxidant activity, the T2 treatment showed a significant (p<0.05) difference
of phenolic compounds, influencing the increased antioxidant activity. The proteolysis
extension rate of three treatments was 12 % after 60 days. Index of depth of
proteolysis index showed values of 7.78 % for the Control treatment and 6.78 % for
T1 and T2 at 60 days, showing that the addition of E. faecium and L. helveticus did
not promote increased proteolysis rate in cheese during the study period. The
electrophoretic profiles by SDS-PAGE of the three treatments, after 30 days, showed
similarities. Finally, in the sensory acceptance test, Control and T1 showed global
acceptability between 7 and 8, and T2 treatment between 6 and 7. It was concluded
that the cheeses made adding ground turmeric exhibited microbiological and
adequate nutritional properties, with good sensory acceptance.

Keywords: Proteolysis. Curcumin. Antioxidant activity. Sensory performance.
SDSPAGE.
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1 INTRODUCAO

A crescente demanda por alimentos saudaveis esta estimulando a
inovacao e o desenvolvimento de novos produtos na industria de alimentos em todo
o mundo. Um alimento pode ser considerado funcional se for demonstrado que o
mesmo podera afetar beneficamente uma ou mais fungdes fisioldgicas alvo, além de
possuir os adequados efeitos nutricionais, de maneira que seja tanto relevante para
0 bem-estar e a salde quanto para a reducdo do risco de uma doenca
(ROBERFROID, 2002).

O queijo € um concentrado protéico-gorduroso resultante da
coagulacao do leite, que por apresentar uma quantidade de gordura relativamente
alta, oferece uma protecéo para a bactéria probiética durante a passagem pelo trato
gastrointestinal. Alguns queijos apresentam alta atividade de agua, baixos teores de
sal e auséncia de agentes conservantes, oferecendo excelentes condicfes para a
sobrevivéncia e crescimento de linhagens probitticas (GARDINER et al., 1998).

A microbiota intestinal humana exerce um papel importante na
salude e a suplementacdo da dieta com probidticos pode assegurar o equilibrio
intestinal, impedindo que microrganismos potencialmente patogénicos, nela
presente, exercam efeitos negativos (ZIEMER, GIBSON, 1998; SAAD, 2006).
Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA, Resolu¢do da
Diretoria Colegiada — RDC n° 02 de janeiro de 2002, probidticos sdo microrganismos
vivos capazes de melhorar o equilibrio microbiano intestinal produzindo efeitos
benéficos a saude do individuo (BRASIL, 2002).

Os beneficios associados, uma vez consumidos regularmente, séo:
competicdo com patdgenos por nutrientes; adesdo e colonizacdo da superficie da
mucosa intestinal; reducdo de episodios de diarréia; alivio da constipacao;
estimulacdo do sistema imune; diminuicdo do risco de doenca cardiovascular;
reducdo dos niveis séricos de colesterol e efeitos anti-hipertensivos (AHN et al.,
2003; GUEIMONDE et al., 2006; SAZAWAL et al., 2006; ROSELINO et al., 2012;
CELIBERTO, 2014).

Os produtos probidticos comercializados geralmente contém
quantidades maiores ou iguais a 10° UFC por 100 g de produto (ROSELINO, 2012).

Charteris et al. (1998) sugerem que a contagem de probidticos deve alcancar
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10° a 10% UFC.100 g™ ou 100 mL de produto para que a quantidade no intestino do
consumidor atinja 10° a 10’ UFC.gl. A ANVISA, RDC n° 18 de julho de 2008
(BRASIL, 2008), recomenda que a quantidade minima vidvel deve ser de
10% a2 10° UFC, na recomendacdo diaria do produto pronto para 0 consumo,
conforme indicacdo do fabricante, sendo que valores menores podem ser aceitos,
desde que a empresa comprove sua eficacia.

Segundo a legislagdo (BRASIL, 2008), é permitido o uso da
alegacdo “O (indicar a espécie do microrganismo probidtico) contribui para o
equilibrio da flora intestinal. Seu consumo deve estar associado a uma dieta
equilibrada e habitos de vida saudaveis”, para produtos que contenham os
microrganismos Lactobacillus acidophilus, L. casei shirota, L. casei subsp.
rhamnosus, L. casei subsp. defensis, L. paracasei, Lactococcus Ilactis,
Bifidobacterium bifidum, B. animalis, B. lactis, B. longum e Enterococcus faecium.

Também muito utilizado como cultura starter e cultura adjunta na
producdo de queijos europeus tradicionais, E. faecium, através de sua atividade
proteolitica, contribui para a aceleracdo da maturacdo e na producdo de compostos
aromaticos, melhorando sensorialmente queijos maturados (FOULQUIE MORENO
et al., 2006).

Lactobacillus helveticus é um microrganismo proteolitico muito
utilizado na producdo de queijos maturados de longa duracdo, como o Parmesao
(FURTADO, 2011). O seu sistema proteolitico consiste em proteinases do envelope
celular (CEP), que degradam as proteinas a oligopeptideos, sendo
subsequentemente absorvidos pelas células através de sistemas de transporte
especificos para posterior degradacdo em peptideos menores ou aminoacidos, por
acao de varias peptidases intracelulares. Essa hidrolise da caseina em peptideos e
aminoacidos livres € importante no processo de cura de queijos, e L. helveticus tem
demonstrado contribuicdo na aceleracdo da maturacdo e na redugcdo do amargor de
gueijos maturados (SAHINGIL et al., 2014).

A curcuma (Curcuma longa L.), muito utilizada como corante e
condimento, contém pigmentos fendlicos responsaveis pela cor amarela, chamados
de pigmentos curcuminoides ou curcumina, que apresentam varias propriedades
benéficas, como atividade antioxidante, antiinflamatoéria, antimicrobiana, reguladora

das fungdes biliares e redutoras dos niveis de colesterol.
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Deste modo o presente trabalho prop6s desenvolver um queijo
Minas Curado por até 60 dias, adicionado de E. faecium, L. helveticus e extrato de
curcuma, e avaliar o desenvolvimento da protedlise, através do perfil molecular dos

polipeptideos presentes.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas, microbiolégicas e sensoriais
de queijo Minas Curado por até 60 dias adicionado de Enterococcus faecium EF 1,
Lactobacillus helveticus LH 13 e extrato de curcuma.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar os parametros fisico-quimicos dos queijos durante a

maturacédo, nos diferentes tratamentos;

e Avaliar a viabilidade de E. faecium durante o periodo de maturagédo dos

gueijos;

e Avaliar a atividade antioxidante e o teor de curcumina nos queijos

adicionados de extrato de clUrcuma;

e Analisar a evolucdo da protedlise, através da massa molecular de

polipeptideos produzidos;

e Avaliar o desempenho sensorial do produto final com adicdo de
E. faecium, L. helveticus e extrato de curcuma, comparado ao queijo

adicionado apenas de cultura starter.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 PROTEINAS DO LEITE

O leite contém entre 30 a 36 g/L de proteinas totais, as quais
pertencem a duas categorias principais que podem ser separadas com base na sua
solubilidade em pH 4,6 a 20 °C. As que precipitam nessas condi¢cdes sao conhecidas
como caseinas e as que se mantém sollveis sdo as proteinas do soro (FOX et al.,
2000; DAMODARAN, PARKIN, FENNEMA, 2010).

As caseinas séo designadas como asi, Osz, B € k-caseina, moléculas
pequenas com massa molecular variando entre 19 - 25 kDa e apresentam interagdes
especificas com ions e sais de calcio, devido as regiées com grupos fosfatos (FOX
et al., 2000; DAMODARAN, PARKIN, FENNEMA, 2010). A asz-caseina contém trés
regides com esses grupos e, devido a isso, é a mais sensivel ao célcio, precipitando
em meio com concentracdes de 2 mM Ca®*. As as;- e B-caseinas requerem 6 mM
Ca?" para a precipitacdo. A k-caseina, por se ligar fracamente ao Ca*", devido ao
seu unico residuo fosforilado, ndo é precipitada e se mantém estavel na presenca
deles (FARRELL et al., 2004; LUQUET, 1991).

Os residuos hidrofébicos e hidrofilicos (polares e carregados) ndo
sdo uniformemente distribuidos nas moléculas de caseinas, mas proporcionam
estruturas fortemente anfipaticas que as tornam altamente ativas na superficie e
insollveis em agua. Apesar disso, sdo relativamente hidrofébicos, o que explica o
porqué de seus peptideos hidrolisados terem uma alta propenséo ao amargor, o que
€ considerado um defeito em variedades de queijos (FOX et al., 2000; KRUIF et al.,
2012).

Devido aos grupos fosfatos e a estrutura anfipatica, as caseinas
unem-se entre si e ao fosfato de calcio, formando um complexo esférico muito
hidratado, chamado de micela de caseina, com didmetro entre 90 a 300 nm,
composto de fosfato de célcio, Mg®* e citratos (DAMODARAN, PARKIN, FENNEMA,
2010). Além disso, acredita-se que as micelas sdo formadas por submicelas, com
diametros de 15 a 20 nm, unidas entre si por interacbes hidrofébicas (LUQUET,
1991).
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A estrutura da micela € composta por k-caseina na superficie e as
as- € B-caseinas no interior, devido a sensibilidade ao calcio. Porém a distribuicéo
ndo é exclusiva, pois as caseinas sensiveis ao célcio também sdo acessiveis na
superficie. As k-caseinas interagem com as as3-, Os>- € B-caseinas, estabilizando-as
na presenca de Ca®" e tornando a estrutura da micela anfipatica, com um dominio
polar inerte que n&o é precipitado pelo Ca®*. A regido N-terminal hidrofébica da k-
caseina € a que mais interage hidrofobicamente com as caseinas sensiveis ao
calcio. A extremidade C-terminal hidrofilica, que contém oligossacarideos (galactose,
galactosamina e acido N-acetilneuramico) que aumentam a hidrofilicidade, sobressai
na superficie, proporcionando um aspecto de fios a micela (FOX et al., 2000;
DAMODARAN, PARKIN, FENNEMA, 2010; GRIFFITHS, TELLEZ, 2013).

As proteinas do soro sdo designadas como [-lactoglobulinas e a-
lactoalbuminas. Possuem distribuicdo uniforme de residuos hidrofébicos, polares e
carregados, ao contrario do que acontece com as caseinas, e devido a isso, dobram-
se intramolecularmente, ocultando a maioria dos residuos hidrofébicos e evitando a
interacdo com outras proteinas (FARRELL et al., 2004; DAMODARAN, PARKIN,
FENNEMA, 2010).

As proteinas restantes, albumina sérica e imunoglobulinas sao
derivadas do sangue, e as y-caseinas e as proteose-peptonas séo resultantes da
protedlise limitada de [(-caseina, nas extremidades C-terminal e N-terminal,
respectivamente, ocasionada pela enzima plasmina, derivada do sangue e que esta
naturalmente presente em leite (FARRELL et al., 2004). Segundo Sousa, Ardo e
McSweeney (2001), as fragcdes y-caseinas (yi1, Y2 € y3) sado resultado da
pasteurizacdo que ativa o plasminogénio, levando a maior atividade da plasmina
sobre a extremidade C-terminal da B-caseina, nas ligacfes Lis28-Lis29, Lis105-
His106 e Lis107-Glu108, produzindo fragmentos designados como y;-caseina (f 29-
209), yo-caseina (f 106-209) e ys-caseinas (f 108-209).

3.2 ASPECTOS TECNOLOGICOS DA PRODUCAO DE QUEIJO

Segundo a Portaria n°® 146 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento - MAPA (BRASIL, 1996),
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Entende-se por queijo o produto fresco ou maturado obtido por
separacao parcial do soro do leite ou leite reconstituido (integral,
parcial ou totalmente desnatado), ou de soros lacteos, coagulados
pela acdo fisica do coalho, de enzimas especificas, de bactéria
especifica, de acidos organicos, isolados ou combinados, todos de
gqualidade 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. Queijo maturado é aquele que sofreu as trocas bioquimicas
e fisicas necessarias e caracteristicas da variedade do queijo.

Segundo a Associacdo Brasileira das Industrias de Queijo - ABIQ
(VALOR ECONOMICO, 2014), 11 bilhdes de litros de leite produzidos no Brasil s&o
destinados a fabricacdo de queijo, 0 que corresponde a 32 % do total produzido.
Segundo estimativas da ABIQ, o consumo per capita de queijos no Brasil (Figura 1),
gue em 2013 foi de 5,1 quilos, devera alcancar, em média, 11 quilos em 2030, em
torno de 116 % a mais comparado a 2013, justificado pelo aumento da renda
populacional e mudancas nos habitos alimentares. Apesar da estimativa, o Brasil
ainda esta muito atras de outros paises, como a vizinha Argentina, que em 2013
alcancou 11 quilos per capita, e a Europa 20 quilos per capita em média.

Em 2013, a producao total de queijos no Brasil atingiu 1.032 mil
toneladas e até 2020 devera alcancar 1,56 milhdes de toneladas de queijo (Figura 2)
(VALOR ECONOMICO, 2014). Segundo a Transparency Market Research
(MILKPOINT, 2014), a producédo s6 ndo sera maior devido a natureza perecivel do

produto e as rigidas regulamentacfes do governo.

Figura 1 - Consumo per capita de queijos no Brasil (em quilos)
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Figura 2 - Producdo total de queijos no Brasil (em mil toneladas)
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Segundo Furtado (2005), o queijo Minas Curado, também
denominado por Minas Padrdo ou Minas Prensado é, possivelmente, um dos
primeiros queijos produzidos industrialmente no pais. E um queijo maturado por no
minimo 20 dias; de massa crua; semi-dura; prensado; textura aberta; com
abundancia de olhaduras mecénicas; sem gas; cor branco amarelado; com sabor
ligeiramente acido e aroma suave; com vida util em torno de 2 a 3 meses; com riscos
de apresentar sabor amargo. Sua forma mais comum € a cilindrica achatada, com
didmetros de 12 a 14 cm e peso variando entre 0,5 e 1,2 kg. Contudo, suas
caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais ndo sao padronizadas, devido a auséncia
de regulamento técnico de identidade e qualidade do produto (MARQUES et al.,
2011).

A Tabela 1 demonstra a composicdo média de queijo Minas Curado

maturado no minimo 20 dias, segundo Furtado (2005).

Tabela 1 - Parametros fisico-quimicos de queijo Minas Curado maturado no minimo
20 dias

Parametros g.100 g™ de queijo
Umidade 46 - 49
Extrato Seco Total (EST) 51-54
Gordura 23-25
Gordura no Extrato Seco (GES) 43 - 49
Cloreto de s6dio 1,4-16
pH 50-5,1

Fonte: Quesos tipicos de Latinoamerica — Furtado (2005)
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Durante a maturacdo do queijo, ocorrem muitas transformacdes
bioquimicas, fisico-quimicas e microbiolégicas que conduzem a mudancas
fundamentais em sua estrutura. A protedlise modifica a consisténcia e a textura do
queijo, reduz o amargor e contribui para o flavour (KANAWJIA et al.,, 1995;
CANDIOTI et al.,, 2002; FURTADO, 2011). Muitas enzimas sao responsaveis pela
protedlise do queijo: a plasmina (provenientes do leite); os residuos de quimosina e
as enzimas endogenas e exégenas de microrganismos adicionados ou de possiveis
contaminantes.

Existem diversas enzimas naturalmente presentes no leite, no
entanto a atividade proteolitica enddgena principal € decorrente da acdo da
plasmina. Esta enzima possui atividade otima em pH 7,5 - 8,0 e temperatura de
37 °C, porém apresenta estabilidade em um intervalo de pH 4 a pH 9. Apresenta
resisténcia a pasteurizacdo devido as mdultiplas pontes dissulfeto. Possui um
precursor, o plasminogénio, dominante no leite, que pode ser ativado e convertido
em plasmina (FOX, 2000; DAMODARAN, PARKIN, FENNEMA, 2010).

Durante a producdo de queijos, a plasmina permanece com as
micelas de caseina, e assim contribui durante a maturagao para a protedlise da as,-
e B-caseinas (FOX, 2000). Segundo Damodaran, Parkin, Fennema (2010), a k-
caseina apresenta bastante resisténcia a acdo da plasmina.

O produto mais utilizado para a coagulacéo do leite na producao de
gueijos é o coalho, extraido do abomaso de bezerros alimentados com leite. Contém
duas enzimas, a quimosina, responsavel por 88 a 94 % da atividade de coagulacdo
do leite, e a pepsina bovina participando com 6 a 12 % (SOUSA; ARDO;
MCSWEENEY, 2001).

O papel principal de quimosina na fabricacdo de queijos € de
coagular o leite devido a hidrélise do dominio da k-caseina na ligacdo Fenjgs-Met;gg,
originando a extremidade N-terminal hidrofébica da molécula, chamada de para-k-
caseina (f 1-105), que permanece ligada a micela, e a extremidade C-terminal
hidrofilica, chamada de glicomacropeptideo (f 106-169), que € perdida no soro.
Acredita-se que essa regido € muito susceptivel a clivagem proteolitica pela
guimosina devido ao fato de que os residuos prolil, em ambos os lados da estrutura
da k-caseina, fazem com que se sobressaiam na superficie, aumentando a
flexibilidade da cadeia (DAMODARAN, PARKIN, FENNEMA, 2010). Essa hidrélise
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muda completamente as caracteristicas da superficie da micela de caseina. Com o
dominio polar da «k-caseina removido, ocorre a desestabilizacdo das micelas. A
para-k-casefna liga-se ao Ca**, formando o paracaseinato de célcio que precipita e
forma o queijo (FOX et al., 2000; SOUSA, ARDO, MCSWEENEY, 2001; FARRELL et
al., 2004).

A pepsina bovina, entretanto, € menos especifica e muito
proteolitica, causando hidrolise excessiva das caseinas, contribuindo com a
diminuicdo do rendimento e com o sabor amargo de queijos, além de causar
reducao na vida util (FOX, 1997).

No entanto, 0 aumento da producao de queijos, ligado a uma oferta
cada vez menor de coalho animal natural, é responsavel pelo aumento na demanda
por fontes de coagulantes alternativos, de origem microbiana ou vegetal
(GARCIiA etal.,, 2012). O gene da quimosina foi clonado e inserido em
microrganismos, tais como Rhizomucor miehei, Mucor pusillus, Endothia parasitica e
Aspergillus niger var. awamori, levando ao desenvolvimento de um coagulante
composto por 100 % de quimosina (NEELAKANTAN, MOHANTY, KAUSHIK, 1999;
SOUSA; ARDO; MCSWEENEY, 2001) e com isso diminuindo os problemas de sabor
amargo causados pela pepsina bovina (BARBANO; RASMUSSEN, 1992).

A evolucéo da protedlise ocorre inicialmente com a hidrélise da ;-
caseina por residuos de quimosina e, em menor grau, a B-caseina pela plasmina,
resultando na formacéo de peptideos de alta massa molecular (insoliveis em agua)
ou massa molecular intermediaria (soliveis em agua). Posteriormente, esses
peptideos sdo degradados pelas proteinases extracelulares do envelope celular de
culturas lacticas, que contribuem para a formacdo de peptideos de baixa massa
molecular. A producdo de aminoacidos livres a partir de peptideos pequenos é feita
por peptidases intracelulares, que séo liberadas com a lise celular (SOUSA, ARDO,
MCSWEENEY, 2001; FURTADO, 2011, p. 93).

Este esquema geral da protedlise, entretanto, pode mudar
substancialmente entre variedades de queijos de massa crua e cozida (SOUSA,
ARDO, MCSWEENEY, 2001). A atividade proteolitica das enzimas utilizadas na
producado do queijo € influenciada pela retencdo da enzima no coagulo, que esta por
outro lado estritamente relacionada com o pH, a umidade do queijo e a intensidade
de cozimento dos graos (HAYALOGLU, KARATEKIN, GURKAN, 2014). A elevada
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coccdo da coalhada também pode causar inativacdo dos inibidores da plasmina,
elevando a sua atividade em queijos de massa cozida. Ja a alta temperatura pode
desnaturar amplamente ou completamente o residuo de coagulante presente na
massa. Dessa forma, a contribuicdo da plasmina é maior em queijos Suicos
(SOUSA, ARDO, MCSWEENEY, 2001; DAMODARAN, PARKIN, FENNEMA, 2010).

Particularmente os fragmentos derivados da [3-caseina ou k-caseina
sdo susceptiveis de desempenhar um papel importante nos perfis gerais de sabor
em queijos (GOMEZ et al., 1997; PAUL et al., 2014). Porém a degradagédo da [3-
caseina é afetada negativamente pela alta concentracdo de sal e baixo pH
(MOATSOU et al., 2002). Uma vez que a B-caseina apresenta baixa sensibilidade a
guimosina, sua degradacdo depende principalmente da acdo de enzimas
microbianas (KIRMACI et al., 2014).

3.3 Lactobacillus helveticus

Uma vez que peptidases de bactérias lacticas podem reduzir o
amargor e melhorar o sabor de queijos, varios pesquisadores tém identificado
linhagens adequadas para utiliza-las como adjuntos de cultura na producédo de
queijos. As espécies utilizadas como coadjuvantes incluem linhagens de
Lactococcus lactis, Lactobacillus casei, L. helveticus, e L. delbrueckii subsp.
bulgaricus (RAY, BHUNIA, 2007).

L. helveticus sdo bactérias Gram-positivas e termofilicas, que
apresentam crescimento 6timo em temperaturas entre 42 °C e 45 °C e em pH entre
55 e 5,8. Sdo anaerbbios facultativos e homofermentativos, produtores de
compostos aromaticos e de uma alta quantidade de acido latico que faz com que o
ambiente fique acido e iniba o crescimento de bactérias nocivas (AXELSSON, 1998;
SLATTERY et al., 2010).

S&o encontrados em varios nichos ecolégicos, que vao desde
alimentos, solo, plantas, até do intestino delgado de humanos (SLATTERY et al.,
2010), sendo tradicionalmente usados na produc¢éo de queijos de longa maturacao,
como Emmental, Gruyere e Grana Padano (FURTADO, 2011). Em queijo, os fatores
principais que controlam o desenvolvimento deste microrganismo incluem a
atividade de agua e o pH (FOX et al., 2000).
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O seu sistema proteolitico, composto por proteinases e peptidases,
€ altamente eficiente quando comparado com outras bactérias acido lacticas (LAB)
(VALENCE et al.,, 2000). As proteinases sdo responsaveis pela hidrolise das
caseinas em oligopeptideos e as peptidases pela hidrélise dos peptideos em
aminoacidos essenciais (GRIFFITHS, TELLEZ, 2013).

As proteinases do envelope celular (Cell-Envelope Proteinase-CEP)
Sdo enzimas essenciais para o crescimento das LAB porque melhoram a eficiéncia
da absorcdo de nitrogénio (MIYAMOTO et al., 2015). De acordo com Sadat-
Mekmene et al. (2011b) a maioria de LAB possuem apenas uma CEP, tais como
Lactococcus lactis, Streptococcus thermophilus, L. rhamnosus e L. bulgaricus.
L. helveticus tem pelo menos duas CEP, como foi relatado na linhagem CNRZ32.

As CEP de L. helveticus sdo altamente especificas, uma vez que os
locais de hidrélise nas caseinas diferem de uma linhagem para outra, dependendo
do tipo de caseina (SADAT-MEKMENE et al., 2011a; JENSEN, VOGENSEN, ARDO,
2009). Sadat-Mekmene et al. (2011b) reportou que algumas CEP s&o capazes de
hidrolisar mais a as;-caseina (f 1-23), outras degradam predominantemente a (-
caseina e outras ainda capazes de hidrolisar, de forma semelhante, as;-, k- € B-
caseinas.

Diferentes estudos tém concordado que CEP de L. helveticus podem
hidrolisar as;- ou B-caseinas em diferentes sitios de ligacdo, ndo especificamente
relacionado a um tipo de aminoacido (GRIFFITHS, TELLEZ, 2013). Jensen,
Vogensen e Ardo (2009) avaliaram que linhagens de L. helveticus hidrolisavam
véarias ligacbes na extremidade C-terminal da cadeia polipeptidica da B-caseina,
enquanto outras linhagens hidrolisavam na extremidade N-terminal, sendo que a
hidrolise da ag;-caseina ocorre predominantemente nessa extremidade. Segundo
Griffiths e Tellez (2013), outras linhagens ja eram capazes de hidrolisar ambas as
extremidades. Ainda segundo esses autores, as CEP de L. helveticus também séo
capazes de hidrolisar k-caseina e as,-caseina, porém em menor grau.

Em estudos de adicdo de L. helveticus como cultura adjunta em
queijos Cheddar, Prato e Suico, foi observado que esse microrganismo coloniza o
queijo rapidamente, persistindo até o final da maturacdo. Além disso, ocorre um
aumento no grau de protedlise, com um aumento na concentracao de peptideos de

médio e de baixa massa molecular (<0,5 kDa), além de aminoacidos livres, em um
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periodo menor de maturagdo, a partir de 2 meses, o que indica que L. helveticus
pode ser usado para acelerar a maturacdo. Também melhoram a aceitabilidade de
diversos gqueijos, quando comparados aos adicionados somente de cultura starter,
adquirindo maiores notas nos atributos textura, flavor e impressao global (BARROS
et al, 2006; HANNON et al., 2007; SATO et al., 2012; GRIFFITHS, TELLEZ, 2013;
SADAT-MEKMENE et al., 2013; SAHINGIL et al., 2014; GUIDONE et al., 2015).

L. helveticus tém sido amplamente estudado devido a sua
capacidade de reduzir o amargor em queijos (SRIDHAR et al., 2005; SAHINGIL et
al., 2014). Os peptideos responsaveis pelo amargor sao hidrofobicos, derivados da
B-caseina (f 193-209) e as;-caseina (f 1-9) (FARRELL et al., 2004; GRIFFITHS;
TELLEZ, 2013). Segundo Damodaran, Parkin, Fennema (2010) as as;- € 3-caseinas
sdo as caseinas mais hidrofébicas e a as,-caseina a que possui mais dominios
polares.

Furtado (2011) recomenda que a temperatura ideal para a
maturacdo de um queijo adicionado de L. helveticus deva estar entre 16 e 18 °C,
porque dessa forma, o metabolismo bacteriano e as transformacdes bioquimicas no
gueijo serdo aceleradas.

Em relacdo aos beneficios a salde, tém sido atribuido a
L. helveticus varios efeitos benéficos, como producédo de peptideos bioativos com
acdo antimicrobiana, antiinflamatoria, antioxidante e antitrombética, diminuicdo da
pressdo arterial e melhoria nas funcdes cognitivas (Tabela 2) (TUOMILEHTO et al.,
2004; XU et al., 2008; KORHONEN, 2009; CHAVES-LOPEZ et al., 2014; CHEN et
al., 2014; CHUNG et al., 2014). Na China, Croécia, Coréia do Sul e india, o L.
helveticus é considerado e utilizado como probiético (BEGANOVIC et al., 2013; KIM
et al., 2015; SENAN et al., 2015; WANG et al., 2015).

L. helveticus é utilizado na producéo de bebidas fermentadas, como
Evolus (Valio®, Finlandia) e Calpis (Calpis®, Téquio, Japdo), que possuem
propriedades associadas com a regulacdo da pressao sanguinea. Isto € devido a
producdo de niveis significativos de dois tripeptideos bioativos (Val-Pro-Pro e lle-
Pro-Pro) que sé@o conhecidos por inibir a enzima conversora de angiotensina (ECA)
(GONZALEZ et al., 2014; WANG et al., 2015). Como a ECA converte a angiotensina

I em angiotensina ll, os inibidores dessa enzima reduzem a presséo sanguinea e a
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Tabela 2 - Identificagdo de peptideos biologicamente ativos e ocorréncia em diversos produtos laticos utilizando linhagens de L.
helveticus

Massa molecular

Sequéncia Origem . Comentarios’ Referéncia
teorica (Da)
VPP B-CN (f 84-86) 311,0 Inibidor da ECA Chen et al. (2014)
IPP B-CN (f 74-76) 325,0 Inibidor da ECA Chen et al. (2014)
LQSW B-CN (f 140-143) 533,2 Inibidor da ECA Maeno (1996)
HLPLP B-CN (f 149-153) 533,2 Inibidor da ECA Robert et al. (2004)
AVPYPQ B-CN (f 192-197) 674,3 Relacionado com ECA, antioxidante  Robert et al. (2004)
KVLPVPQ B-CN (f 169-175) 780,4 Inibidor da ECA Maeno (1996)
KAVPYPQE B-CN (f 176-182) 802,9 Relacionado com ECA, antioxidante  Robert et al. (2004)
NVPGEIVE B-CN (f 7-14) 856,4 Relacionado com ECA, Otte et al. (2011)
antitrombdtico
TESQSLTLT B-CN (f 120-128) 980,0 Relacionado com ECA Otte et al. (2011)
MKPWIQPK 0s2-CN (f 190-197) 1027,5 Inibidor da ECA Maeno (1996)
RPKHPIKHQ 0s1-CN (f 1-9) 1140,0 Inibidor da ECA Saito et al. (2000)
SLSQKVLPVPE B-CN (f 164-175) 1283,5 Relacionado com ECA Otte et al. (2011)
YPFPGPIPN B-CN (f 60—-68) 1351,0 Inibidor da ECA Saito et al. (2000)
Relacionado com ECA,
QQPVLGPVRGPFPIIV B-CN (f 194-209) 1718,1 antitrombotico Otte et al. (2011)
HKEMPFPKYPVQPF B-CN (f 106-119) 1745,1 Relacionado com ECA Otte et al. (2011)
YQEPVLGPVRGPFPIIV B-CN (f 208-224) 1881,7 Relacionado com ECA, Robert et al. (2004)
antitrombdtico, antioxidante
NIPPLTQTPVVVPPFLQPEVM B-CN (f 73-93) 2316,8 Relacionado com ECA Otte et al. (2011)
SLPQNIPPL...KYPVQPF B-CN (f 69-119) 5696,8 Relacionado com ECA Otte et al. (2011)

CN: caseina;

ECA: Enzima Conversora de Angiotensina;

"Segundo BIOPEP.
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produgdo do hormoénio aldosterona, ativando a agdo depressora do horménio
bradicinina (DAMODARAN, PARKIN, FENNEMA, 2010).

Desse modo, a aplicagdo de L. helveticus em queijos mostra-se
vantajosa, tanto para a melhoria de caracteristicas sensoriais, quanto por apresentar

efeitos positivos na promogéao da saude.
3.4 Enterococcus faecium

Enterococos sao bactérias lacticas na forma de cocos Gram
positivos, homofermentativos, catalase negativos, anaerdbios facultativos,
temperatura 6tima de crescimento de 37 °C, e com capacidade de crescer a 10 °C e
45°C e na presenca de 6,5 % de NaCl (MARTH, STEELE, 2001). O primeiro
isolamento de E. faecium foi de matéria fecal, mas as cepas desta espécie sao
frequentemente isoladas, ndo sé do trato gastrointestinal de animais (mamiferos,
aves e répteis), mas também a partir de leite cru e de produtos lacteos
(SARANTINOPOULOS, KALANTZOPOULOQOS, TSAKALIDOU, 2002).

Os efeitos benéficos de E. faecium foram demonstrados em ratos,
como por exemplo a diminuicdo do tempo de duragdo de diarréias, redugao dos
niveis de LDL e aumento do HDL (ROSSI et al., 2000; LIONG, 2011) e diminui¢cdo da
incidéncia de tumores no intestino (SIVIERI et al., 2008). Quando E. faecium CRL
183 é combinado com L. helveticus subsp jugurti 416, ha evidéncias da prevengao
da osteoporose (SIVIERI et al., 2008) e inibicdo parcial do cancer de mama
(KINOUCHI, 2006).

O queijo € um alimento versatil e atraente para muitos paladares e
oferece uma alternativa valiosa como veiculo de probidticos (RANADHEERA,
BAINES, ADAMS, 2010). Sarantinopoulos, Kalantzopoulos e Tsakalidou (2002)
avaliaram a viabilidade de E. faecium em queijo Feta, durante 60 dias de maturacao
e observaram que as contagens aumentaram durante o primeiro dia de maturagao,
atingindo numeros entre 5,8-6,6 log UFC.g" e, em seguida, mantiveram-se quase
constantes. Na avaliagdo sensorial os queijos adicionados de E. faecium foram mais
aceitos do que o queijo controle adicionado apenas de cultura starter. Dessa forma,

os autores concluiram que enterococos podem ter um papel desejavel na produgao
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de queijo, uma vez que produzem compostos de sabor caracteristico durante a
maturacao.

Kirmaci et al. (2014) observaram que queijo de leite de ovelha,
produzido com E. faecium ATCC19434 apresentou degradacdo de agi-caseina e
formacdo de peptideos menores com rapida mobilidade electroforética, quando
comparado ao queijo controle adicionado somente de cultura starter, indicando uma
aceleracao na protedlise.

Atualmente, enterococos s&o muito investigados como agentes
patogénicos que causam infecgcdes e/ou apresentam resisténcia e transferéncia de
genes que codificam resisténcia a antibidticos, levantado questbes sobre sua
seguranga para o uso como probidtico. Até o momento, ndo ha relatos de doengas
causadas por E. faecium EF1, o que € uma boa indicagdo de sua seguranga. Além
do mais, pesquisas tém demonstrado que essa linhagem, quando utilizada como
probiético, melhora a saude animal, a microbiota intestinal e o desempenho do
crescimento de animais (HUANG et al., 2012; LI et al., 2012).

Desse modo, a aplicagdo de E. faecium em queijos mostra-se
promissora, por ser apontado como bactéria probidtica eficaz e com efeitos positivos

na promogao da saude humana e na qualidade de queijos.

3.5 Curcuma longa L.

Originaria do sudeste da Asia, principal produtora mundial, a
curcuma (Curcuma longa L.), também conhecida como acafrdo-da-india, acafrao-da-
terra, e internacionalmente como turmeric, € uma planta herbacea da familia
Zingiberaceae, que apresenta de 60 a 100 cm de altura, folhas largas e compridas,
flores pequenas de cor branca-amarelada e rizomas que podem medir até 10 cm de
comprimento (Figura 3). Por vezes é confundida no Brasil com outra espécie, a
Crocus sativus L., também denominada de acgafrdo verdadeiro (MAIA et al., 1995;
FILHO et al.,, 2000; SCARTEZZINI, SPERONI, 2000; PEREIRA, SANTOS, 2013;
FILHO et al., 2015).

A partir do rizoma seco e moido é extraido o p6 amarelo-alaranjado,
com aroma forte e gosto picante, amplamente utilizado como corante natural e

condimento, dando cor e sabor ao curry, mostarda, molhos, caldo de galinha e sopas
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(ALVIS et al., 2012). Sob condigdes de luz e contato com o oxigénio, a sua cor
deteriora-se e, portanto € importante que a curcuma seja embalada e armazenada
em condi¢cdes adequadas (MARTINS, 1993).

O rizoma é constituido de 1,0 a 5,0 % de 6leo essencial; 25 a 50 %
de amido; 4 a 10 % de proteinas; 2 a 7 % de fibras e 3 a 7 % de cinzas. Ha em torno
de 1,8 a 5,4 % de pigmentos fendlicos responsaveis pela cor amarela, chamados de
pigmentos curcumindides, constituidos de curcumina, desmetoxicurcumina e
bisdesmetoxicurcumina, presentes nas concentracbes de 60 %, 22 % e 18 %,
respectivamente. A composicao varia em fungao do cultivar, local de plantio, praticas
agricolas, uso de fertilizantes e maturidade dos rizomas (GOVINDARAJAN, 1980;
MANGALAKUMARI, MATHEWS, 1988; GUTIERRES, 2011).

Figura 3 - Planta de Curcuma longa L. e rizoma moido

Fonte: Food and Agriculture Organization of the United Nations - FAO (2004)

A curcuma apresenta varias propriedades benéficas, como atividade
antioxidante (AKINOLA et al., 2014), antiinflamatéria (PRASAD, AGGARWAL, 2014),
antimicrobiana (MAJOLO et al., 2014), antifungica (NAGHETINI, 2006) e antiviral
(MAZUMDER et al., 1995), além de efeitos benéficos no tratamento de doencas
como diabetes (GUTIERRES, 2011); tumores (LIU et al., 2014), mal de Alzheimer
(SANT’ANNA, 2012), depressédo (BARANKEVICZ, 2015) e prisdo de ventre
(MICUCCI, 2013).

A adicao de outros ingredientes em queijos € uma forma de inovar o
produto, contribuindo para uma melhor qualidade nutricional e sensorial. Corantes,
especiarias e agentes de sabor e aroma tém sido adicionados. Em doses pequenas

a adigao de corantes em queijos confere um tom amarelo-palha a massa, como é
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tradicionalmente adicionado ao queijo Reino o corante vegetal annato ou urucum no
queijo Estepe e Cheddar (FURTADO, 2007). No caso do queijo italiano Piacentinu,
produzido na ltalia, € adicionado agafrdo ao leite antes da coagulagdo, dando uma
cor amarelo brilhante ao produto (HORNE et al., 2005; CARPINO et al., 2008).

Segundo a ANVISA, Resolugédo n° 04, de 24 de novembro de 1988
(BRASIL, 1988), referente a incorporagdo de Aditivos Intencionais, € permitida a
adicdo de curcuma em queijo, como corante natural, na quantidade suficiente para
obter o efeito desejado. Por outro lado, os compostos presentes na curcuma podem
ser toxicos se ingeridos em quantidades excessivas. Sendo assim, a FAO (1990)
destaca que a ingestdo maxima diaria aceitavel para a curcumina deve ser
de 0,0001 g/ kg de peso corporal.

Considerando os beneficios a saude e as caracteristicas sensoriais
do produto, o presente estudo propés adicionar extrato de curcuma a matéria prima
para a elaboracdo de queijo probidtico maturado visando a melhoria da qualidade

nutricional e sensorial do produto.
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4 MATERIAIS E METODOS
41 MATERIAIS

Para a elaboracdo dos queijos, foi utilizado leite pasteurizado e
resfriado tipo A, ndo homogeneizado, obtido do laticinio De Leite®, localizado na
regiao de Londrina/PR. Foi empregado o coagulante comercial liquido fungico
(Aspergillus niger var. awamori) da marca Estrella®, fornecido gentilmente pela
empresa CHR-Hansen (Valinhos/SP). O sal iodado da marca Cisne® e a clrcuma
em po6 da marca Kitano®, foram adquiridos em supermercado da regiao de
Londrina/PR.

As linhagens comerciais utilizadas eram puras e na forma liofilizada,
compostas de E. faecium EF 1, L. helveticus LH 13 e a cultura starter MW 031 R,
mesofila e homofermentativa, composta por Lactococcus lactis ssp. lactis,
Lactococcus lactis ssp. cremoris, Lactococcus lactis ssp. lactis biovar. diacetylactis e
Leuconostoc spp., todas foram fornecidas pela Sacco® (Campinas/SP e Italia).

O padrdo eletroforético Precision Plus Proteins™ (Bio-Rad®), foi
cedido gentilmente pela Profa. Dra. Louise Emy Kurozawa.

Os reagentes utilizados para as analises fisico-quimicas foram de

pureza grau analitico (P.A.).
4.2 METODOS
4.2.1 Caracterizagao Fisico-Quimica e Microbioldgica do Leite Pasteurizado

As analises fisico-quimicas da matéria prima consistiram na
avaliagao do teor de gordura por butirdmetro de Gerber (433/1V), pH (017/1V), acidez
titulavel (017/1V), extrato seco total por secagem direta em estufa a 105 °C (429/1V),
teor de cinzas por incineragao a 550 °C (018/1V), segundo Adolfo Lutz (2008), teor
de proteinas (nitrogénio total pelo método de micro-Kjeldahl , AOAC, 1995 e fator de
conversao 6,38) e lactose por diferenga. Todas as analises ocorreram em triplicata.
Para a avaliacao da qualidade higiénico-sanitaria, foram realizadas determinagdes

de coliformes a 45°C e Salmonella sp. e, para complementar, contagens de
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bactérias lacticas totais, conforme métodos descritos em Laboratory Methods in
Food and Dairy Microbiology (HARRIGAN, 1976), como preconiza a Instrugéo
Normativa n° 62 de 29 de dezembro de 2011 do MAPA (BRASIL, 2011), que regula

a qualidade do leite tipo A cru refrigerado e pasteurizado.
4.2.2 Preparo dos Inoculos

Foram preparadas culturas estoque com as linhagens de E. faecium
e L. helveticus, a partir da cultura liofilizada, onde 0,1 % (m/v) destas foram
assepticamente adicionadas a um meio composto de leite em pd desnatado (Molico,
Nestlé®), reconstituido a 10 % (v/v) e adicionado de 15% (v/iv) de glicerol
(previamente esterilizado e resfriado a 37 °C) e mantidos a -20 °C até o momento
do uso.

As culturas foram ativadas pela transferéncia de 1,0 % (v/v) das
culturas estoque para leite em p6 desnatado, reconstituido a 10 % (v/v), previamente
esterilizado, e incubadas em estufa bacteriolégica a 37 °C por 22 a 24 horas. A
reativagdo das culturas ocorreu através de duas transferéncias. Apds a incubacgao,
foram retiradas aliquotas para a determinacdo da contagem de col6nias. O inéculo
em leite utilizado para o queijo foi constituido de 1,0 % (v/v) de cultivo de E. faecium
e 0,5 % (v/v) de L. helveticus. Para a cultura starter, foi utilizada a inoculagao direta
(Direct Vat Set) de 0,025 g.L™".

4.2.3 Producédo do Extrato de Curcuma

O extrato de curcuma foi preparado baseando-se na metodologia
descrita por Licén et al. (2012b). A concentragéo de 0,05 % (m/v) de curcuma moida
em po, determinada em testes preliminares, foi adicionada a um litro leite
pasteurizado e mantido sob agitagdo em banho a 50 °C por 10 minutos para a
extragao da cor. Antes da adicao para a produgao dos queijos, o extrato foi filtrado

em dessorador.
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4.2.4 Producao do Queijo Minas Curado

Os queijos foram elaborados no laboratério de laticinios da
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana - UTFPR, campus Londrina. Foram
realizados trés tratamentos distintos na elaboragdo dos queijos: queijo apenas com
adicdo de cultura starter (Controle) contendo Lactococcus lactis subsp. lactis,
Lactococcus lactis subsp. cremoris, Lac. lactis ssp. biovar. diacetylactis e
Leuconostoc spp.; queijo adicionado de E. faecium e L. helveticus (T1); e queijo

adicionado de E. faecium, L. helveticus e extrato de curcuma (T2) (Tabela 3).

Tabela 3 - Tratamentos distintos envolvendo a produgao de queijo Minas Curado

Enterococcus Lactobacillus Extrato de
Tratamento Cultura starter* . . .
faecium helveticus curcuma
Controle + - - -
T1 - + + -
T2 - + + +

*Lactococcus lactis ssp. lactis, Lac. lactis ssp. cremoris, Lac. lactis ssp. biovar. diacetylactis e
Leuconostoc spp.;
+ = adicao; - = sem adicao.

A Figura 4 consta o fluxograma de fabricacdo utilizado para o queijo
Minas Curado. Os queijos foram produzidos seguindo os procedimentos descritos
por Furtado (2005), com adaptagdes. O leite pasteurizado (72 °C / 15 segundos) foi
aquecido a temperatura de 35 °C, adicionada a solugdo de CaCl, 50 % (m/v), na
proporcao de 4 mL para cada 10 mil mL de leite e as culturas lacticas na proporcao
de 0,0025 % (m/v) para a cultura starter; 1,0 % (v/v) para E. faecium e 0,5 % (v/v) de
L. helveticus ambos em leite desnatado, posteriormente aguardada a maturagéo
inicial de 40 minutos. Foram adicionados 1,5 % (m/v) de sal, 1,0 litro de extrato de
curcuma para o tratamento T2, e o coagulante liquido, na proporgdo especificada
pelo fabricante. O tempo de coagulagao foi de 50 minutos e a coalhada cortada com
liras de aco inox, garantindo grdos de 0,8 cm de aresta. Apds o corte, a massa
repousou 5 minutos, e foi iniciada a mexedura até um tempo de 40 minutos. Logo

apos, foi efetuada a dessora e a massa pré-prensada por 15 minutos.
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Figura 4 - Fluxograma de producgéo do queijo Minas Curado

LEITE PASTEURIZADO

L]
AQUECIMENTO A35°C

CLORETO DE CALCIO 50 %

ﬁ[ CULTURA LACTICA ’
MATURACAO INICIAL (40 min)

¥
SALGA (1,5 %)

. EXTRATO DE CURCUMA ..—{ COAGULANTE LIQUIDO ’
COAGULACAO (50 min)
¥
CORTE (0,8 cm)

]

MEXEDURA (45 min)
¥
PRE-PRENSAGEM (15 min)
¥
ENFORMAGEM (500 g)

[]
PRENSAGEM
(10 x peso do queijo)

¥
SECAGEM
(12 dias a 10-12 °C)
¥

EMBALAGEM A VACUO

[]
MATURACAO
(16 °C até 60 dias)

Apos as demais etapas, os queijos foram acondicionados em formas
de queijo Minas Padrao, de 500 g, contendo dessoradores e prensados com peso
dez vezes o peso do queijo. Foram efetuadas duas viragens, com intervalos
variando de 30 minutos na primeira e uma hora na segunda. Apos a prensagem, 0s
queijos foram armazenados em B.O.D. por um periodo de 12 dias a 10 + 2 °C para a
secagem, sendo efetuadas viragens diarias durante os primeiros 10 dias, para que a
perda de umidade fosse uniforme e garantisse o desenvolvimento da cor e formagao
da casca. Apés esse periodo, os queijos foram embalados a vacuo em embalagens

de polietileno e maturados em B.O.D. até 60 dias a 16 °C.
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4.2.5 Preparo das amostras para analise

Antecedendo as anadlises, um queijo por vez foi cortado, retirado a
casca, triturado e homogeneizado, para melhor amostragem, e retiradas
assepticamente amostras para a contagem de microrganismos e determinagdo do
pH, acidez titulavel, umidade, proteina e extensdo e profundidade de protedlise.
Posteriormente, os queijos triturados foram colocados em frascos estéreis,

devidamente identificados, e congelados a -20 °C.

4.2.6 Avaliagao da Composigao Centesimal dos Queijos

A avaliagcdo da composigcao centesimal das amostras foi realizada
conforme metodologias descritas pelo Instituto Adolfo Lutz (2008) e AOAC (1995).

A avaliagao fisico-quimica consistiu na determinacdo do teor de
umidade por secagem direta em estufa a 105°C (012/1V), teor de cinzas por
incineracao a 550 °C (018/1V), teor de gordura utilizando butirdbmetro de Gerber para
queijo, gordura no extrato seco — GES (Equacéao 1) (465/1V) e sal (028/1V), seguindo
as metodologias descritas pelo Instituto Adolfo Lutz (2008). O teor de proteinas
(nitrogénio total pelo método de Kjeldahl e fator de conversao 6,38) segundo a

AOAC (1995). As analises foram realizadas em triplicatas.

% GES = % Gordura x 100 (Equacao 1)

% Extrato Seco Total

Para o calculo do rendimento, os queijos foram pesados apods o
periodo de dessora de 24 horas. O rendimento obtido foi calculado dividindo o
volume de leite pelo peso total de queijo. O rendimento previsto foi calculado a partir
de um modelo polinomial de 2° grau, proposto por Alves (1995), conforme a
Equacao 2. O modelo correlaciona o rendimento em L/kg com os teores de gordura
(G) e caseina (C) do leite (valor tedrico de 80 %) e umidade (U) do queijo. Os

resultados foram expressos em litros de leite por quilo de queijo.
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Rendimento = 26,59 — 3,80(G) + 0,33(G)? - 0,80(C) — 0,14(U) (Equacao 2)

O erro relativo médio foi calculado conforme a Equacgéo 3.

Erro relativo (%) = [Rendimento obtido - Rendimento previsto| x 100 (Equacéo 3)

Rendimento obtido
4.2.7 Analise Microbioldgica dos Queijos

Cerca de 10 g de queijo de cada tratamento, foram homogeneizados
em 90 mL de agua peptonada a 0,1 % (diluigdo 10™"), seguido de diluicdes seriadas
e, entdo semeadas em placas, em ftriplicata, pela técnica de pour-plate. As
contagens foram realizadas no dia seguinte a fabricagao (0 dia) do queijo e apos 7,
14, 30, 45 e 60 dias de maturacéo e expressas em log UFC.g™" de queijo.

Para a contagem de bactérias lacticas totais, que inclui o L.
helveticus e bactérias lacticas nédo starters, foi utilizado o agar Man Rogosa and
Sharp - MRS, adicionado de acido acético P.A. até pH 5,4; e incubados sob
anaerobiose, utilizando jarra e gerador de anaerobiose (Probac®), de acordo com o
método descrito por Thierry et al. (1998), com modificacbes. A contagem de E.
faecium foi realizada segundo International Dairy Federation — IDF (1991), utilizando
meio seletivo agar KF Streptococcus, suplementado com cloreto de
trifeniltetrazolio (TTC) a 1,0 % (m/v) na quantidade de 10 mL/L, e incubados em
aerobiose. Para a contagem de bactérias lacticas totais na amostra Controle,
adicionada de cultura starter, foi utilizado o agar M17 e incubagdo em aerobiose,
segundo descrito por Licon et al. (2012a). Todas as placas foram incubadas
invertidas por 48 a 72 horas a 37 °C.

4.2.8 Determinacgéo do pH e Acidez Titulavel

A determinacéo do pH foi conduzida em potenciémetro, previamente
calibrado com solugdes-tampdes comerciais de pH 4 e 7, conforme o método 017/IV
do Instituto Adolfo Lutz (2008). A acidez titulavel foi determinada por titulagao da

amostra com hidréoxido de sédio - NaOH 0,1 M, conforme o método 016/IV do
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Instituto Adolfo Lutz (2008). O resultado foi expresso em g de &cido latico.100 g™ de

queijo.
4.2.9 Determinagéo do teor de curcumina por método colorimétrico

O teor de curcumina na curcuma moida e nos queijos foi avaliado
por método colorimétrico, utilizando espectrofotdmetro UV/VIS (107/1V), segundo
metodologia do Instituto Adolfo Lutz (2008, p. 220), com modificagdes. Foi pesado
cerca de 0,1 g de amostra, adicionado 30 mL de alcool etilico absoluto (99,5 %) e
mantido em banho a 50 °C com agitagdo por duas horas e meia. Em seguida, foi
filtrado em papel filtro, diluido em baldo volumétrico de 100 mL e completado com
alcool. Posteriormente, 20 mL deste extrato foram pipetados para outro baldo
volumétrico de 250 mL, completado o volume e realizada a leitura a 425 nm em
espectrofotdmetro UV-visivel (modelo Libra S22, Biochrom®, Reino Unido), utilizando
alcool e cubetas de 1 cm. Para o célculo do teor de curcumina foi utilizado o valor de
absortividade Eqom'” = 1607. O resultado foi expresso em gramas de curcumina por

100 gramas de amostra em base seca (g curcumina.100 g™ amostra).

4210 Cor

A medida de cor foi feita com colorimetro digital Minolta CR-400
(Minolta, Tékio, Japao) utilizando o sistema CIELab (L* a* e b*), onde L* representa
a luminosidade e varia de 0 a 100, entre preto e branco, a* representa a posi¢cao da
cor entre o vermelho e o verde, e b* representa a posi¢cao da cor entre o amarelo e
azul, com iluminante D65. A calibracao foi feita utilizando uma placa de referéncia
Minolta 17133035 com Y = 85,9, x = 0,3186, e y = 0,3362, em que Y = luminancia e
X e y representam as coordenadas da cor cromatica no diagrama de cromaticidade
da CIE 1931. A medida foi feita diretamente na superficie transversal do queijo,
imediatamente apds o corte em metades de 3 cm de aresta. Trés medidas foram

obtidas para cada pedacgo de queijo.
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4.2.11 Determinacdo de Fendlicos Totais

A extragao ocorreu de acordo com o método descrito por Hung et al.
(2009), onde 1,0 g de amostra liofilizada foi misturada em etanol 80 % (1:10, m/v) e
mantida sob agitacdo por 20 minutos a 200 rpm . Posteriormente, foi centrifugado a
2500 g por 20 minutos e o sobrenadante coletado e submetido a extragado por mais
duas vezes, nas mesmas condi¢cdes. Por fim, o extrato foi concentrado em rota
evaporador (MARCONI MA 120, Sao Paulo, Brasil) a 50 °C, até atingir um volume
final de 10 mL e armazenado a -20 °C, em frasco ambar, até o momento da analise.

Os fendlicos totais foram determinados conforme o método de Folin-
Ciocalteau descrito por Swain e Hills (1959). Cerca de 0,5mL do extrato foi
homogeneizado com 2,5 mL do reagente de Folin-Ciocalteau a 10 % (v/v) e
incubado a 50 °C por 5 minutos, para a reacdo colorimétrica. Logo depois, foi
adicionado 2,0 mL de carbonato de sédio a 7,5 % (m/v). A leitura foi realizada em
espectrofotdmetro UV-visivel (modelo Libra S22, Biochrom®, Reino Unido) a 760 nm.
A quantificacao foi realizada usando uma curva padrao de acido galico (0,1-0,5 mM)
(Sigma, Alemanha) e os resultados expressos em mg equivalentes de acido galico

por 100 g de amostra em base seca (mg EAG.100 g™).

4.2.12 Capacidade Antioxidante: Capacidade de Sequestrar Radicais DPPH-

A avaliacdo da capacidade antioxidante dos extratos em capturar o
radical DPPH- (2,2-difenil-1-picrilhidrazil, Sigma, Alemanha), foi avaliada seguindo o
método descrito por Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995). Foram misturados
50 uL do extrato obtido (item 4.2.11); 1,0 mL de tampao acetato 100 mM (pH 5,5);
1,0 mL de etanol absoluto e 0,5 mL de solugdo de DPPH 350 uM, e foi mantido no
escuro por 30 minutos para reagir. A leitura foi realizada em espectrofotobmetro UV-
visivel (modelo Libra S22, Biochrom®, Reino Unido) a 517nm. Como um controle, foi
utilizado 0,5 mL etanol 80 % (v/v).

A quantificagado da atividade antioxidante foi realizada utilizando uma
curva padrao de Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-acido carboxilico,
Sigma, Alemanha), 100-1000 pM, e os resultados foram expressos em pmol de

Trolox por g de amostra em base seca (umol Trolox.g™).
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4.2 .13 Capacidade Antioxidante: Capacidade de Sequestrar Radicais ABTS™

A metodologia descrita por Sanches-Gonzales, Jiménez-Escrig e
Saura-Calixto (2005) foi utilizada para a avaliagdo da capacidade antioxidante pelo
sequestro do cation radical ABTS™ (2,2-azinobis [3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfénico], Sigma, Alemanha). Cerca de 5,0 mL de solugdo de ABTS 7 mM foi
misturado com 88 pL de persulfato de potassio 140 mM e deixado reagir em
ambiente escuro por 15 horas. Posteriormente, a solugdo obtida foi diluida com
etanol absoluto até absorbancia 700 a 734 nm. A analise consistiu na mistura de
30 uL do extrato (item 2.2.10) com 3,0 mL da solugdo diluida de ABTS e, apos
6 minutos de reagéo, foi realizada a leitura em espectrofotdmetro UV-visivel (modelo
Libra S22, Biochrom®, Reino Unido) a 734 nm.

Uma curva padrao de Trolox (Sigma, Alemanha), 100-2000 uM, foi
utilizada para a quantificacdo da atividade antioxidante, e os resultados expressos

em umol de Trolox por g de amostra em base seca (Ppmol Trolox g'1).
4.2.14 Determinacgao do poder redutor: Capacidade de Reducgéao do Ferro - FRAP

O poder de reducédo dos extratos, pelo método de FRAP (Ferric
Reducing Antioxidant Power), foi avaliado de acordo com método de Rufino et al.
(2006). Este método baseia-se na habilidade do extrato em reduzir, em meio acido
(pH 3,6), o complexo férrico-tripiridiltriazina (Fe**-TPTZ), para formar Fe?*, de
intensa cor azul.

No momento do uso, foi preparado o reagente de FRAP, utilizando
tampao acetato 300 mM (pH 3,6), TPTZ 10mM em HCI 40 mM e cloreto férrico
20 mM, na proporgao de 10:1:1. Para a avaliagao da atividade antioxidante, 90 uL do
extrato foi misturado com 270 uL de agua destilada e 2700 yL do reagente FRAP. As
amostras foram incubadas a 37 °C por 30 minutos e a leitura realizada a 595 nm em
espectrofotdmetro UV-visivel (modelo Libra S22, Biochrom®, Reino Unido).

Através de uma curva de calibragdo de sulfato ferroso (Sigma,
Alemanha), 500-1500 pM, foi utilizada para a quantificagdo da atividade antioxidante
e os resultados foram expressos em ymol de sulfato ferroso por g de amostra em

base seca (umol sulfato ferroso.g™).
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4.2.15 indice de Extens3o e de Profundidade da Protedlise

Os indices de extensdo e de profundidade foram avaliados pelo
método de precipitagdo, utilizando acido cloridrico 1,41 mol/L (v/v) e acido
tricloroacético (TCA) 12 % (m/v), respectivamente, e o nitrogénio determinado pelo
método de Kjeldahl, segundo descrito pela AOAC (1995).

O indice de extensao da protedlise foi calculado pela razédo entre a
porcentagem de nitrogénio soluvel em pH 4,6 e nitrogénio total, multiplicado por 100
(WOLFSCHOON-POMBO, 1983), como apresentado na Equagao 4.

Extensdo da protedlise = % Nitrogénio soluvel em pH 4,6 x 100 (Equacgao 4)

% Nitrogénio Total
O indice de profundidade da protedlise foi calculado pela razao
entre a porcentagem de nitrogénio soluvel em TCA 12 % e nitrogénio total,

multiplicado por 100 (WOLFSCHOON-POMBO, 1983), conforme a Equacéo 5.

Profundidade da protedlise = % Nitrogénio soliuvel em TCA 12 % x 100  (Equagéo 5)

% Nitrogénio Total

4.2.16 Perfil de massa molecular de peptideos pelo método eletroforético SDS-
PAGE

A técnica de SDS-PAGE foi realizada mediante géis de
poliacrilamida-dodecil sulfato de sédio, contendo 20 % de acrilamida, descrito por
Laemmli (LAEMMLI, 1970), com modificacdes. Amostras de queijo foram diluidas em
agua destilada, submetidas ao sonicador por 10 minutos e agitagdo constante por
24 horas a 18 °C. Em seguida, foram diluidas em tampao Laemmli contendo 12,5 %
de tampao Tris-HCI (Bio—Rad®) e 5 % de B-mercaptoetanol, pH 6,8 e submetido a
fervura por 5 minutos antes da aplicagdo. O padrao Precision Plus Proteins™ (Bio-
Rad®) de 250 kDa a 10 kDa foi utilizado. Foram usadas placas de vidro 0,75 mm e
pente com 12 pogos. O gel correu a 200 V, 10 mA, por 90 minutos e depois foi

corado com Azul de Comassie Brilhante G-250 (Vetec®). Apos a coloragdo durante a
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noite, os géis foram descorados e Vvisualizados usando o equipamento
Transiluminator L-PIX-HE com sistema de captura de imagem (Loccus®

biotecnologia) e software L-PIX Image.
4.2.17 Analise das Condi¢des Higiénico-Sanitarias

Previamente a analise sensorial, as amostras foram avaliadas
microbiologicamente, conforme o padrdo microbiolégico sanitario exigido pela
Resolugcdo RDC n° 12, de 02 de janeiro de 2001, da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (BRASIL, 2001a), para queijos com umidade entre 46 a 55 %, com
bactérias lacticas abundantes e viaveis.

Foram realizadas analises de Staphylococcus aureus, coliformes
totais, coliformes termotolerantes e Salmonella sp., conforme métodos descritos no
Laboratory Methods in Food and Dairy Microbiology (HARRIGAN, 1976).

4.2.18 Analise Sensorial

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa
Envolvendo Seres Humanos da Universidade Estadual de Londrina (UEL), parecer
numero 1.036.296 (Anexo A). O questionario para a coleta de dados do provador e 0
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido estdo nos anexos B e C,

respectivamente.

4.2.18.1 Condicdes do teste e preparo das amostras

O teste foi realizado no Laboratério de Andlise Sensorial do
Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos do Centro de Ciéncias Agrarias
da UEL e no Laboratério de Analise Sensorial da Universidade Tecnoldgica Federal
do Parana - UTFPR, campus Londrina, Parana, Brasil. Os julgadores realizaram o
teste em cabines individuais com luz branca, a temperatura ambiente.

Para a avaliagao sensorial, os queijos foram cortados em cubos de
1,5 cm de aresta. As amostras (= 10 °C) foram servidas em pratos plasticos brancos
descartaveis codificados com numeros de trés digitos aleatorios.
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4.2.18.2 Teste de aceitacio de atributos

Os queijos com 20 dias de maturagao foram avaliados, em ordem
aleattria, em uma sessdo com as trés amostras (Controle, T1 e T2). As amostras
codificadas foram apresentadas monadicamente aos julgadores que avaliaram os
atributos aparéncia, aroma, sabor, textura e avaliagdo global, utilizando a escala
hedbdnica de 9 pontos (9 = gostei muitissimo; 1 = desgostei muitissimo), de acordo
com a Ficha de avaliacédo (Anexo D). A equipe de julgadores foi formada por 98
individuos n&o treinados (57 % do sexo masculino e 43 % do sexo feminino), sendo
83 % alunos de graduacado. Cerca de 50 % dos participantes consomem queijos
frequentemente (um a trés vezes por semana), sendo que 69 % consumiam queijos
maturados. Aproximadamente 43 % afirmaram consumir produtos contendo
probiéticos numa frequéncia moderada e 90 % afirmaram nunca ter consumido

curcuma.

4.2.19 Analise Estatistica

O experimento foi conduzido em triplicata e todos os resultados
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e ao teste de comparacgao entre
meédias de Tukey (p<0,05), utilizando o software Statistica 10.0 (STATSOFT, INC.
2011).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA E MICROBIOLOGICA DO LEITE
PASTEURIZADO

Segundo o MAPA (BRASIL, 2011), o leite tipo A deve ter no minimo
3 9.100 mL™" de gordura, acidez de 14 a 18 °Dornic, extrato seco desengordurado de
no minimo 8,4 g.100 mL™" e proteina de no minimo 2,9 g.100 mL™. Observando a
Tabela 4, verifica-se que esses parametros estdo dentro do estabelecido pela
legislagdo. As mateérias primas também n&o apresentaram contagens de bactérias
lacticas totais e coliformes a 45 °C, e auséncia de Salmonella sp., como preconiza a

legislacao.

Tabela 4 - Média e desvio-padrao dos parametros fisico-quimicos e microbiolégicos
do leite pasteurizado tipo A utilizado para a produgao dos queijos Controle (Lote 1) e

do leite utilizado para a produgao dos queijos T1 e T2 (Lote 2)

Leite pasteurizado tipo A

Parametros 1 >

pH 6,63 + 0,05 6,61 + 0,07°
Acidez titulavel (°Dornic) 15,25 + 0,25" 16,46 + 0,51°
Extrato Seco Desengordurado (g.100 mL™) 9,11 +0,18° 8,47 + 0,05°
Gordura (g.100 mL™) 3,63 + 0,06° 4,13 + 0,25°
Proteina (g.100 mL™) 3,91 + 0,20° 3,19+0,11°
Lactose (g.100 mL™) 4,56 + 0,12° 4,51 +0,23°
Bactérias lacticas totais (log UFC.mL™") Auséncia Auséncia
Salmonella sp. 25.mL" Auséncia Auséncia
Coliformes a 45 °C (NMP.mL™) Auséncia Auséncia

Média + desvio padrdo (n=3) seguidas de letras diferentes na mesma linha indicam diferenca
significativa (teste de Tukey, p<0,05);

Lote 1: leite utilizado para a producéo do queijo Controle; Lote 2: leite utilizado para a produgcéo dos
queijos T1 e T2.
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51 COMPOSICAO CENTESIMAL DOS QUEIJOS

Os rendimentos dos queijos produzidos foram maiores do que o
esperado. O Controle e os tratamentos T1 e T2, apresentaram, respectivamente,
rendimento de 6,40; 6,03 e 5,99 litros de leite / kg de queijo. Segundo Furtado
(2005), o rendimento médio do queijo Minas Padrao € de 7,5 a 8,5 litros de leite por
kg de queijo maturado por no minimo 20 dias e com umidade entre 46-49 %,
podendo variar dentre outros com a composicdo do leite e o teor de umidade do
queijo. Apesar do leite utilizado no Controle conter maior quantidade de proteinas,
observou-se que o rendimento do Controle e do tratamento T1 foram maiores. Isso
pode ter ocorrido devido a maior quantidade de gordura contida no leite utilizado
para a producao desses tratamentos.

Na Tabela 5, sdo apresentados os valores do rendimento previsto a
partir do modelo polinomial de segunda ordem e erro relativo médio. O rendimento
previsto para o leite Lote 1 foi de 7,75 + 0,21 L de leite / kg de queijo e para o Lote 2
de 7,37 + 0,34 L/kg, e o erro relativo de 21,06 % e 22,57 %, respectivamente, ndo

apresentando diferengas relevantes.

Tabela 5 — Valores do rendimento previsto, a partir do modelo polinomial do 2° grau

proposto e calculo do erro relativo médio

Lote  Gordurano Caseina no Umidade do Rendlmento Rendlmento Errp
previsto obtido relativo

(leite) leite (%) leite (%)* queijo (%) (L/kg) (L/kg) (%)

1 3,63+0,06 3,13+0,16 4922+0,99 7,75+0,21 6,40+ 0,00 21,06
2 413+0,25 255+0,09 5083+0,79* 7,37+0,34 6,01+0,00 22,57

*Valor tedrico de 80 % de caseina em proteinas totais (FENNEMA, 2010);
**Média dos queijos T1 e T2 apds 24 horas de produgao (tempo 0)

O presente estudo utilizou um modelo polinomial formulado para
queijo Prato devido a falta de modelos aplicados a queijo Minas. Apesar dos
modelos empiricos representarem uma aproximagao, apresenta-se como um bom
fator de controle na fabricacdo, uma vez que a previsdo de rendimento constitui uma
base para o célculo da rentabilidade (ALVES, 1995).
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Os resultados médios da composicdo centesimal dos queijos
Controle, T1 e T2, durante o periodo de maturagao de 0 (dia apds a producéo), 7,
14, 30, 45 e 60 dias, sdo apresentados na Tabela 6.

As caracteristicas apresentadas pelo queijo Minas Curado
classificam-no como sendo queijo gordo (45,0 a 59,9 % de gordura no extrato seco)
e queijo de alta umidade (46,0 e 54,9 % de umidade) e média umidade (36,0 e
45,9% umidade) ao final da maturagéo (BRASIL, 1996).

O teor de proteinas somente ndo apresentou diferengas (p>0,05)
entre os tratamentos no 14° dia de maturagdo. Martins (2014) determinou valores
medios de proteina em queijo tipo Minas Padrdo curado por 45 dias de
22,50 £ 1,43 %, proximo aos valores encontrados nesse estudo. De acordo com
Perry (2004) um queijo com 48 % de gordura no extrato seco (GES) contém entre
23 % e 25 % de proteina.

O parametro umidade, ndao apresentou diferenca significativa até 7
dias de maturacédo para os trés tratamentos estudados. Diminuiu com o tempo de
maturagdo, permanecendo em torno de 44 e 47 % de umidade, como o esperado.
Segundo Furtado (2005), o queijo Minas Curado maturado no minimo 20 dias deve
apresentar entre 46 e 49 % de umidade. Rocha (2004) determinou 44,8 % de
umidade em queijo Minas Padrdo de 21 dias de maturacdo e Martins (2014),
49,61 % de umidade em 45 dias de maturagéo.

Foram observados, para o Controle, teores de sal
consideravelmente menores no tempo 0, contudo a partir de 7 dias de secagem, o
Controle apresentou valores similares estatisticamente (p>0,05) aos demais.
Segundo Furtado (2011), o teor de sal naturalmente aumenta durante a maturagéo
devido a desidratacdo dos queijos, sendo que o esperado em queijo Minas Padrao
maturado no minimo 20 dias, segundo Furtado (2005), é de 1,4 % a 1,6 % (m/m).
Neste estudo, o teor de sal para o Controle, T1 e T2, com 30 dias de maturagao, foi
de 1,13 + 0,05; 1,28 + 0,26 ¢ 1,14 + 0,09 g.100 g'1, respectivamente.
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Tabela 6 - Médias e desvio-padrdo dos parédmetros fisico-quimicos, determinados nas amostras Controle, T1 e T2 de queijos Minas
Curado, no periodo de maturagao de 0 (dia ap6s a produgéao), 7, 14, 30, 45 e 60 dias

Parametros

(g

.100g™)

Tempo de Maturagao (dias)

0

7

14

30

45

60

Proteina C

T1
T2

Umidade C

Sal

T1
T2

C
T1
T2

Gordura C

GE

T1
T2

S C
T1
T2

Cinzas C

T1
T2

25,15 + 1,26™
22,73 + 1,37"82
21,88 + 1,195

49,22 + 0,99
51,25 + 0,39™
50,41 + 0,93

0,75 + 0,03%°
1,05 + 0,02*°
1,12 + 0,05

21,17 + 0,29%°
24,50 + 0,00"°
24,50 + 0,00™°

41,68 + 0,57%
50,26 + 0,00"°
49,40 + 0,00°°

2,60 + 0,02
2,49 +0,17"°
2,44 + 0,03

25,28 + 1,13
21,95 + 0,672
21,78 + 1,14%2

49,80 + 0,12"
49,07 + 0,65
49,87 + 0,077

0,99 + 0,06
1,05 + 0,04"°
1,05 + 0,077°

21,83 + 0,295°
24,53 + 0,06"°
24,50 + 0,00"°

43,49 + 0,585
48,17 + 0,11
48,87 + 0,00"°

2,79 + 0,02*
2,57 + 0,03
2,50 + 0,02°%

24,27 + 2,04™
22,18 + 2,13
21,98 + 1,85

48,42 + 0,118
48,74 + 0,115
50,00 + 0,70"

1,10 + 0,08
1,26 + 0,10™
1,28 + 0,02"

24,00 + 1,00"°
25,33 + 0,58"°
24,10 + 0,17*°

46,53 + 1,945
49,05 + 1,12"8°
50,20 + 0,35"*°

2,91 + 0,02°%°
2,89 + 0,05
2,70 + 0,065

24,36 + 0,23
21,49 + 0,182
21,50 + 1,1452

47,64 +0,16"°
46,04 + 1,407F°
45,08 + 0,60%°

1,13 + 0,05
1,28 + 0,26™°
1,14 + 0,09%%

24,33 + 0,58%°
29,00 + 0,00"°
30,00 + 1,73

46,47 + 1,10
53,74 + 0,00
54,63 + 3,15

3,03 + 0,06™%°
2,90 + 0,05
2,62 + 0,015

23,84 + 0,68
21,49 + 0,17%2
21,28 + 1,452

47,25 + 1,117
44,70 + 0,84"°
44,55 + 1,72"°

1,16 + 0,08"%2
1,36 + 0,13
1,06 + 0,02°°

25,17 + 0,295
30,00 + 1,00"%°
31,50 + 0,87*°

47,71 + 0,555
54,25 + 1,81"°
56,81 + 1,56

3,08 + 0,08
2,90 + 0,04"°
2,60 + 0,0552°

23,71+ 0,81
21,49 + 0,182
21,51 + 1,82°2

46,72 + 0,83"°
43,86 + 0,98%°
45,39 + 1,03

1,13 + 1,00
1,31 + 0,16™
1,13 + 0,08

26,67 + 0,5852
31,00 + 1,00"
30,33 + 1,15™

50,05 + 1,085
55,22 + 1,78
55,54 + 2,11"2

2,81 + 0,038
2,87 + 0,05
2,67 +0,09%

Média + desvio padréo (n=3);
A, B — letras maiusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (teste de Tukey, p<0,05);

a, b — letras minusculas diferentes na mesma linha indicam diferencga significativa (teste de Tukey, p<0,05);

*GES — Gordura no Extrato Seco; C: queijo com cultura starter MW 031 R; T1: queijo com culturas de L. helveticus e E. faecium; T2: queijo com

culturas de L. helveticus e E. faecium e extrato de curcuma.
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O tratamento T1 apresentou teor de GES significativamente menor
(p<0,05) que os outros tratamentos em todo o periodo de maturagdo. No parametro
gordura foi observado que o Controle s6 ndo apresentou diferengas significativas
com relagcdo a outros tratamentos no tempo 14 dias. Isso ocorreu devido, a
composic¢ao do leite utilizado para a produgao dos queijos Controle, que apresentou
teores de nitrogénio total maior e de gordura menor que o leite utilizado para a
producdo dos queijos T1 e T2. Furtado (2005) menciona que o teor de GES
esperado em queijo Minas Padréao esta entre 43 a 49 % e gordura entre 23 a 25 %.

O teor de cinzas apresentou um aumento constante durante o
periodo de maturacdo, com valores proximos aos encontrados por Martins (2014),
que obteve 2,91 + 0,02 % cinzas (m/m). Entretanto, a partir de 7 dias de maturacéo,
o tratamento T2 apresentou valores significativamente menores (p<0,05) do que os
outros tratamentos.

Segundo Hayaloglu, Karatekin e Gurkan (2014), o tipo ou
concentragédo de coagulante ndo influencia nos teores de solidos totais e de gordura
em queijo Malatya (queijo tradicional do Oriente Médio), enquanto teores de proteina
e sal foram afetados. Também acrescentaram que alguns pesquisadores néao

obtiveram diferengas nas composi¢coes quimicas de diferentes queijos.

5.2 CONTAGEM DE CELULAS VIAVEIS, pH E ACIDEZ TITULAVEL

Contagem de bactérias laticas totais dos queijos Controle, contagens
de células viaveis E. faecium e bactérias lacticas totais em amostras de T1 e T2
com 0 (dia apds a produgao), 7, 14, 30, 45 e 60 dias de maturagdo séao
apresentadas na Figura 5.

As contagens iniciais dos queijos Controle foram de 8,57 £ 0,01 log
UFC.g", e durante a maturagdo houve um decréscimo da contagem, permanecendo
em torno de 7,5 log UFC.g™". Porém, com o término do periodo de maturagdo, houve
crescimento, alcangando contagens de 8,95 + 0,04 log UFC.g™".

Os ind6culos, constituidos de 1,0 % (v/v) de cultivo de E. faecium,
apresentaram contagens em torno de 8 log UFC.mL™" de leite. Quando foram
adicionados ao leite para a producao dos queijos, houve um efeito de diluicao, e as
contagens iniciais dos tratamentos diminuiram aproximadamente 1 ciclo log, no

tempo O (dia apdés a producédo), para 7,30 + 0,23 log UFC.g‘1 no tratamento T1
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e 7,00 + 0,07 log UFC.g'1 no tratamento T2, ndo havendo diferengas estatisticas

entre as contagens (p>0,05).

Figura 5 - Contagem de bactérias laticas totais dos queijos Controle, contagens de
células viaveis E. faecium e bactérias lacticas totais em amostras de T1 e T2 com

0 (dia apés a produgéo), 7, 14, 30, 45 e 60 dias de maturagao.

10.0 -

9.0 -
& 80 - —e— Controle
O
L —=—T1-EF
8 7.0 - —a—T2-EF

—*—T1-LH
6.0 1 —e—T2-LH
5.0
0 7 14 30 45 60
Tempo (dias)

Média + desvio padréo (n=3); Controle: queijo com cultura starter MW 031 R; T1: queijo com culturas
de L. helveticus e E. faecium; T2: queijo com culturas de L. helveticus e E. faecium e extrato de
curcuma; Controle: Contagem de bactérias lacticas totais capazes de desenvolvimento em agar M17
dos queijos Controle; EF: Contagem de células viaveis de E. faecium, em agar KF Streptococcus, dos
queijos T1 e T2; LH: Contagem de bactérias lacticas totais em agar MRS acidificado, que inclui
L. helveticus e bactérias lacticas nao starters, dos queijos T1 e T2.

Durante a maturacdo, a contagem de E. faecium do tratamento T1
permaneceu constante até 30 dias de maturagao, apresentando valores entre 7,0 a
7,5 log UFC.g". A partir de 30 dias, houve um aumento na contagem, atingindo
7,96 + 0,05 log UFC.g™" com 60 dias de maturacdo. O tratamento T2 apresentou um
aumento constante nas contagens até 14 dias, atingindo valores entre 7,2 e 7,5 log
UFC.g' e a partir disso, as contagens diminuiram significativamente para
6,86 + 0,05 log UFC.g™". Entretanto, com 60 dias de maturagdo, houve novamente
um aumento na contagem, atingindo 7,76 + 0,07 log UFC.g™.

Em média, o abaixamento de umidade e aumento do sal em solucéo
nos queijos pode ter favorecido o aumento das contagens de E. faecium. Segundo

Tzanetakis, Vafopoulou-Mastrojiannaki e Litopoulou-Tzanetaki (1995), durante a



48

maturagao de queijo Feta, devido ao aumento da concentragao de sal, a microbiota
lactica naturalmente predominante (culturas starters) € gradualmente substituida por
lactobacilos (L. plantarum) e enterococos (E. faecium e E. durans), que sao mais
resistentes ao sal.

Durante a maturagéao a 16 °C houve uma diminui¢do nas contagens
de E. faecium, para os dois tratamentos (T1-EF e T2-EF), em torno dos 30 dias de
maturacdo. Contudo apos 60 dias de maturacdo, as contagens atingiram 7,96 + 0,05
e 7,76 = 0,07 log UFC.g™", para os tratamentos T1 e T2 respectivamente, nao
apresentando diferengas significativas entre si (p>0,05). Em média, o abaixamento
de umidade e aumento do sal em solugao nos queijos pode ter favorecido o aumento
das contagens de E. faecium.

Para que produtos contendo probidticos possam atuar in vivo, é
essencial que o alimento contenha no minimo 10% a 10° UFC por porcéo do produto
pronto para consumo (BRASIL, 2008). Nesta pesquisa, as contagens de E. faecium
viaveis se mantiveram na faixa de 10’ a 10® UFC.g™" ao longo do periodo de
maturacdo. Considerando-se a por¢do meédia de queijo de 30 gramas (BRASIL,
2001b), as contagens de E. faecium deveriam estar entre 3,0 x 10% e 3,0 x 10° UFC
por porgcao de queijo, 0 que indica que as contagens foram atingidas e atenderam a
legislagdo, pois ambos os queijos, T1 e T2, apresentaram, respectivamente, 2,7x 10°
e 1,7x 10° UFC na porcéo, apds 60 dias de maturagao.

Os indculos, constituidos de 0,5% (v/iv) de L. helveticus,
apresentaram contagens acima de 9 log UFC.mL™ de leite. Quando adicionados ao
leite a produgdo dos queijos, apresentou o0 mesmo efeito de diluigdo observado nas
contagens de E. faecium, com diminuigdo de mais de 1 ciclo log. Com isso, a
contagem inicial do tratamento T1 foi de 7,81 + 0,15 log UFC.g™" e do tratamento T2
de 7,65 + 0,05 log UFC.g™, sem diferencas significativas (p>0,05).

Aos 14 dias de maturagdo, os tratamentos (T1-LH e T2-LH)
aumentaram aproximadamente 1 ciclo log cada. Com 30 dias de maturagédo, foi
observada uma diminui¢do na contagem do tratamento T2, cerca de 0,7 ciclos log,
contudo, logo retornou a se multiplicar e, em 60 dias de maturagdo, apresentou
contagens finais de 8,49 + 0,02 log UFC.g™" de queijo. Também foi observado um
declinio na contagem do tratamento T1, de 0,5 ciclos log, e em seguida um aumento

para 8,92 + 0,06 log UFC.g™"' em 60 dias de maturac&o.
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Apesar de nao ter sido observada diferenca nas contagens iniciais
de bactérias lacticas totais e E. faecium, ao longo da maturagéo foi constatada que o
tratamento T2, que contém extrato de curcuma, apresentou contagens menores
comparado ao queijo sem extrato de curcuma (T1), o que pode ser um indicio de
uma inibigao por parte da curcuma.

Na Tabela 7 sdo apresentados os valores de pH e acidez titulavel do
Controle e dos tratamentos T1 e T2, com 0 (dia apos a produgao), 14, 30, 45 e 60
dias de maturagao.

Houve um decréscimo de pH, nos trés tratamentos, durante todo o
periodo de maturagcédo, apresentando valores meédios de 4,73 a 4,82 a partir de
14 dias. Furtado (2005) menciona que o queijo Minas Padrdo maturado no minimo
20 dias deve apresentar o pH entre 5,0 e 5,1 para uma umidade entre 46 a 49 %.
Candioti et al. (2002), encontrou valores entre 5,15 a 5,17 em queijos sem
embalagem adicionados de L. helveticus, com umidade de 35 a 36 %, aos 180 dias
de maturacgao.

A acidez titulavel inicial estava entre 0,27 a 0,39 g acido latico.100 g’
' valores proximos aquele encontrado por Machado et al. (2004), de
0,28 + 0,08 g acido latico.100 g™'. Durante o periodo de maturacéo, a acidez dos trés
tratamentos apresentou um aumento significativo em relagdo aos valores iniciais,
alcancando em torno de 1,3 g acido latico.100 g™, com 30 dias, e apresentando uma
diminuicao a partir de 45 dias, se estabilizando em torno de 1,0 g acido latico.100 g
', Esses valores sdo maiores do que os encontrados por Martins (2014), que foram
de 0,45 a 0,50 g acido latico.100 g'1, e pode explicar as quedas nas contagens com

30 dias de maturacgao.



Tabela 7 - Valores de pH e acidez titulavel do Controle e dos tratamentos T1 e T2, com 0 (dia apds a produgédo), 14, 30, 45 e 60

dias de maturagao

Tempo de Maturagao (dias)

Parametro Tratamentos
0 7 14 30 45 60
pH C 477 +0,08% 486 +0,04%% 473+0,04™ 4,73+0,04"® 4,64+0,20% 4,65+0,22%
T1 5,05+ 0,08  510+0,01" 4,82+0,06" 482+0,06" 463+0,19"° 4,67 +0,22"
T2 472 +0,15°%  500+0,08" 4,79+0,06™ 4,79+0,06"™ 464+021% 4,72+0,19"
Acideztitulavel — — C 0,39 +0,00° 0,85+025" 0,90+0,07"° 1,29+0,09" 1,06+0,12"® 0,94 +0,10""
(g &cido latico.100g™) 14 027 +001°  0,83+0,01" 008+0,06™ 128+0,14" 0,99 +0,18"° 0,96 + 0,01
T2 0,31+0,01" 0,81+0,08° 117+0,11" 127+0,05° 1,10+0,13"* 0,95+ 0,07**°

Média + desvio padrao (n=3);
A, B — letras maiusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa (teste de Tukey, p<0,05);
a, b — letras minusculas diferentes na mesma linha indicam diferencga significativa (teste de Tukey, p<0,05);

C: queijo com cultura starter MW 031 R; T1: queijo com culturas de L. helveticus e E. faecium; T2: queijo com culturas de L. helveticus e E. faecium e extrato

de curcuma.
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5.3 TEOR DE CURCUMINA POR METODO COLORIMETRICO

As concentragdes de curcumina na curcuma e no tratamento T2,

durante o periodo de maturacéo, estdo apresentadas na Tabela 8.

Tabela 8 - Concentracdo de curcumina na curcuma moida comercial e no tratamento

T2 com 0 (dia apds a produgao), 14, 30 e 60 dias de maturagao

Tratamentos A Curcumina*
(g.100 g amostra em base seca)
Curcuma moida 2,999 + 0,033
T20 0,005 + 0,000°
T2 14 0,005 + 0,000°
T2 30 0,010 + 0,000°
T2 60 0,010 + 0,000°

Média + desvio padrdo (n=4) seguidas de letras diferentes na mesma coluna
indicam diferenca significativa (teste de Tukey, p<0,05);

*Pigmentos curcuminodides expressos como curcumina, em base seca;

T2: queijo com culturas de L. helveticus e E. faecium e extrato de curcuma.

A média de concentragcdo de curcumina na curcuma moida
comercial (2,99 + 0,03 g.100 g™') foi mais baixa do que a encontrada por Souza e
Gléria (1998), que avaliaram rizomas cultivados em varias regides de Minas Gerais,
e encontraram um valor médio de 4,41 + 1,17 g.100 g'1 de amostra. Cultivares da
india, segundo a FAO (2004), apresentam concentracdes entre 4,0 27,9 g.100 g™

As amostras de queijo apresentaram teor de 0,005 + 0,000 g.100 g™’
amostra, em base seca, apés um dia de fabricacdo, e com 60 dias de maturacao
apresentaram teor ligeiramente maior (p<0,05), com 0,01 + 0,00 g.100 g"'. Esse
resultado ja era o esperado, porque quando ocorre a diminuigdo da umidade do
produto, consequentemente ha uma concentracdo dos componentes. Esse efeito do
aumento do teor de curcumina, também pode ser observado na intensificacdo da cor
amarela no produto, na Tabela 9, como sera discutindo posteriormente.

Levando em consideragao a ingestdo maxima diaria aceitavel para a
curcumina (0,0001 g.kg”" peso corporal), logo, uma pessoa de 50 kg poderia
consumir até 90,9 g desse queijo por dia e estaria ingerindo 0,005 g, ou seja, fica
evidente que o queijo com curcuma, consumido até essa quantidade, n&o se torna
téxico a quem o ingerir.

Gutierres et al. (2011) adicionou curcumina ao iogurte e testou em

ratos diabéticos, por 31 dias, nas concentracdes entre 0,015 a 0,09 g.kg‘1 peso
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corporal/dia, e concluiu que quanto maior a concentracdo de curcumina, melhor é a

acao anti-diabética.

54 COR

Os valores de L* a* e b* até 60 dias de maturagdo, sao
apresentados na Tabela 9. Para o parametro L* (0 = preto e 100 = branco), as
amostras mantiveram-se entre 85,0 e 89,0 durante 60 dias de maturagéo.
Normalmente, em queijos maturados sem embalagem, ocorre redugao nos valores
de L* ocasionada pela constante secagem até formagcdo da casca
(TOLENTINO, 2013). Nessa pesquisa, os queijos foram embalados a vacuo logo

apo6s 12 dias de secagem, mantendo alta luminosidade e sem formagao de casca.

Tabela 9 - Componentes L* a* e b* para o Controle, T1 e T2, com 0 (dia apds a

producao), 14, 30 e 60 dias de maturagao

Tratamentos L* a* b*

Co 89,10 + 0,45 -2,03 + 0,05° 15,41 + 0,54"
C 14 85,54 + 0,53 -2,09 + 0,08° 19,59 + 0,26°"
C 30 84,93 + 1,53° -1,63 + 0,20°% 16,84 + 0,63""
C 45 85,75 + 1,40 -1,75 £ 0,19°% 17,26 + 0,86°"
C 60 88,37 + 0,20°° -1,89 £ 0,07% 16,83 + 1,07™"
T10 86,14 + 0,11>® -1,09+0,17%° 12,86 + 0,17’
T114 86,23 + 0,91° -1,29 £ 0,17%° 16,53 + 0,04%"
T130 89,85 + 0,252 -0,98 + 0,052 19,19 + 0,45°0
T145 88,35 £ 1,75° -1,44 + 0,08% 20,04 + 1,38°
T160 88,33 2,27 -1,43 + 0,06 19,97 + 1,07°
T20 85,88 + 0,22 -6,64 +0,12' 26,33 + 0,46°
T2 14 86,52 + 0,56°°* -7,69 + 0,23° 32,20 + 0,14°
T2 30 89,16 + 0,22% -7,74 £ 0,40° 44,10 + 0,682
T2 45 85,26 + 0,30 -7,72+0,13° 40,38 + 1,15°
T2 60 88,66 + 2,29°° -7,87 +0,34° 42,98 + 2,24

Média + desvio padrdo (n=3) seguidas de letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca
significativa (teste de Tukey, p<0,05);
L* (0 = preto e 100 = branco); a* (vermelho (+) e (-) verde); b* (amarelo (+) e (-) azul);

C: queijo com cultura starter MW 031 R; T1: queijo com culturas de L. helveticus e E. faecium; T2:

queijo com culturas de L. helveticus e E. faecium e extrato de curcuma.
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O Controle e o tratamento T1 nao apresentaram variagdo nos
valores do componente a* (vermelho (+) e (-) verde), no periodo de 60 dias de
maturacdo. Ja no tratamento T2, a curcuma promoveu um aumento da cor verde,
com valores significativamente menores (p<0,05).

Para o componente b* (amarelo (+) e (-) azul), a partir de 14 dias, a
amostra Controle ndo apresentou variagao (p>0,05), o contrario do observado para
T1, onde houve variacdo a partir do mesmo periodo. Contudo, para a amostra com
curcuma (T2), pode-se observar que houve uma intensificagdo na cor amarela
durante a maturacgao, significativamente diferente comparada ao tempo 0 (dia apds a

producao), o que também foi observado por Licon et al. (2012a).

5.5 COMPOSTOS FENOLICOS E CAPACIDADE ANTIOXIDANTE

A curcuma moida apresentou um conteudo de compostos fendlicos
de 1861,36 mg equivalentes de acido galico (EAG).100 g™ (base seca) (Tabela 10).
Para os queijos T2, o teor de fendlicos foi superior aos outros queijos, porém inferior
a curcuma moida. Isso é justificado pela quantidade de curcuma adicionada ao leite
e pela perda que ocorre no soro durante a produgéao do queijo.

A atividade antioxidante da curcuma por sequestro dos radicais
DPPH* foi de 42,48 ymol Trolox.g', por sequestro de radicais ABTS™ de
38,69 umol Troon.g'1 e o0 poder de reducdo pelo método de FRAP de 44,78 uM
Sulfato Ferroso.g™.

Para os queijos do tratamento T2, os valores obtidos para a
atividade antioxidante passaram a ser significativamente diferentes apenas com 60
dias de maturacdo (0,94 + 0,01 pmol Trolox.g™"). Para o método de ABTS", foi
observada diferenca a partir de 30 dias, com valor maximo obtido de
4,18 + 0,04 umol E Trolox.g™. Ja para o método de FRAP n&o ocorreram diferencas
significativas entre as amostras com e sem curcuma, em todo o periodo. Essas
diferengas entre os métodos, segundo Zhang et al. (2012), sdo devidas aos

diferentes mecanismos quimicos, que nao tem correlacao entre si.
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Tabela 10 - Valores para compostos fendlicos e capacidade antioxidante por DPPH",
ABTS™ e FRAP, da curcuma moida e do Controle, T1 e T2 com 0 (dia apos a
producao), 14, 30, 45 e 60 dias de maturagéo

Tratamentos Fendlicos . DPPH" (pToI ABTS™ (pToI FRAP (UM S:Ifato
(mg EAG.100g™) Trolox.g™) Trolox.g™') Ferroso.g™)
Carcumamoida  1861,36 + 107,96 42,48+ 0,21* 38,69 + 0,43? 44,78 + 1,09
Cco 54,16 + 1,29% 0,09 +0,00° 1,23+0,14" 0,58 + 0,05°
C 14 38,54 + 1,07 0,08+ 0,01 1,70 + 0,07 0,51 +0,02°
C 30 35,21 + 1,50% 0,08 +0,01° 1,92+ 0,04* 0,52 + 0,03°
C 45 34,68 + 1,50% 0,09 + 0,03° 1,92 + 0,03 0,53 £ 0,04°
C60 45,59 + 1,50% 0,10 £0,03° 2,05+ 0,00° 0,61 +0,04°
T10 39,07 + 1,82% 0,09 +0,01° 1,22 +0,04" 0,51 +0,02°
T114 28,34 +1,13% 0,14 £0,02° 1,41 £0,02%" 0,60 +0,07°
T130 26,26 + 1,39° 0,12 +0,02° 1,59 +0,02"" 0,64 + 0,06°
T145 31,53 + 1,02% 0,13+0,01° 1,66+ 0,05 0,77 £0,13°
T160 41,27 +1,29% 0,12+0,03° 1,90 £ 0,09% 0,61+0,02°
T20 77,29 + 0,96°° 0,31+£0,03*  3,03+0,11¢ 0,93 £ 0,02°
T2 14 108,93 + 1,39 0,38 +0,01* 3,14 +0,12¢ 1,05 + 0,03°
T2 30 127,88 £ 0,63 0,36+ 0,06 3,71+ 0,26° 1,18 £ 0,05°
T2 45 168,52 + 0,76" 0,60+ 0,33° 4,05+0,01™ 1,20 + 0,06°
T2 60 174,29 + 0,46° 0,94 +0,01° 4,18 +0,04° 1,11 + 0,03°

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (teste de Tukey, p<0,05);

EAG: Equivalente de 4cido galico; C: queijo com cultura starter MW 031 R; T1: queijo com culturas de
L. helveticus e E. faecium; T2: queijo com culturas de L. helveticus e E. faecium e extrato de curcuma.

5.6 EVOLUGCAO DA PROTEOLISE

5.6.1 indice de Extens3o e Profundidade da Protedlise

A variagdo de extensao de protedlise dos queijos com 0, 7, 14, 30,
45 e 60 dias de maturacao esta representada na Figura 6. O indice de extensao
mede o nitrogénio soluvel em pH 4,6, o que inclui peptideos de alta, média e baixa
massa molecular e aminoacidos livres, obtidos pela protedlise primaria conduzida
por residuos de quimosina e plasmina (MACEDO, MALCATA, 1997; FURTADO,
2011).
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Figura 6 - Variagao do indice de extensao da protedlise de queijo Minas Curado com

até 60 dias de maturacao do Controle e dos tratamentos T1 e T2
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Média + desvio padrao (n=3) seguidas de letras diferentes entre os tratamentos, para cada tempo,
indicam diferenca significativa (teste de Tukey, p<0,05);

Controle: queijo com cultura starter MW 031 R; T1: queijo com culturas de L. helveticus e E. faecium;
T2: queijo com culturas de L. helveticus e E. faecium e extrato de curcuma.

Observa-se que o conteudo de nitrogénio soluvel em pH 4,6 dos
tratamentos T1 e T2 nao diferiu (p>0,05) do Controle durante os 30 dias de
maturagcao. Entretanto, aos 45 dias de maturacdo, o Controle apresentou diferenca
significativa em relagdo aos queijos T1 e T2. Aos 60 dias de maturagéo, entretanto,
os trés tratamentos ndo apresentaram diferengas estatisticas ao nivel de 5 %
(p>0,05). Martins (2014), utilizando coagulante liquido microbiano (Aspergillus niger
var. awamori), obteve em torno de 14 % de extensao de protedlise em queijo tipo
Minas Padrao maturado por 45 dias, valores estes superiores ao encontrados neste
estudo.

Na Figura 7 esta apresentada a variacdo da profundidade de
protedlise durante o periodo de maturacdo. A profundidade de maturacao, avaliada
pela relagdo de nitrogénio soluvel em TCA 12 % / NT, é mais influenciada pela
atividade das endoenzimas e exoenzimas das culturas lacticas empregadas na

fabricacdo do queijo e de possiveis contaminantes. Sao computados peptideos com
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comprimento de cadeia entre 2 e 20 residuos de aminoacidos e aminoacidos livres,
obtidos da protedlise secundaria (FURTADO, 2008; FURTADO, 2011).

Figura 7 - Variagado do indice de profundidade da protedlise de queijo Minas Curado

até 60 dias de maturacao dos tratamentos Controle, T1 e T2
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Média + desvio padréo (n=3) seguidas de letras diferentes entre os tratamentos, para cada tempo,
indicam diferenca significativa (teste de Tukey, p<0,05);

Controle: queijo com cultura starter MW 031 R; T1: queijo com culturas de L. helveticus e E. faecium;
T2: queijo com culturas de L. helveticus e E. faecium e extrato de curcuma.

Nao houve diferenca significativa entre os queijos com até 45 dias
de maturacgao, entretanto com 60 dias, o Controle diferiu entre as amostras (p<0,05).
Em queijo de massa cozida, maturado por 90 dias, Milesi et al., (2011) observaram
uma profundidade da protedlise em torno de 6,5 % para duas cepas de L. helveticus
utilizadas.

Embora diversas linhagens de L. helveticus tém demonstrado
possuir um sistema proteolitico altamente eficiente quando comparado a outras
bactérias acido lacticas (VALENCE et al., 2000; GRIFFITHS, TELLEZ, 2013;
SAHINGIL et al., 2014), nao foi observada essa distingdo na linhagem em estudo. O
comportamento nao diferenciado ao final da maturacdo pode ter sido ocasionado
pela queda da contagem de bactérias lacticas totais em MRS, depois de 14 dias,

como observado na Figura 50wunbka! UCTOYHUK CCbINIKW He HauaeH., maior
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percentagem de sal nesses queijos e/ou pelos baixos valores de pH, fazendo com
que as proteases do leite e microbianas apresentassem baixa atividade (OLARTE et
al., 2000). Além disso, essa distingao varia muito de uma linhagem para outra
(MILESI et al., 2011) e essa espécie € comumente empregada em queijos de massa
cozida.

L. helveticus diferenciam-se nao apenas na intensidade da sua
atividade caseinolitica, mas também na especificidade de suas endopeptidases
(JENSEN et al., 2009), como foi observado por Matar et al. (1997), que verificou que
leite fermentado com L. helveticus R389 produziu peptideos bioativos, enquanto que

a cepa L89 nao apresentou tal capacidade proteolitica.
5.5.2 Perfil eletroforético por SDS-PAGE

O perfil eletroforético do Controle e dos tratamentos T1 e T2, durante

a maturagao esta representado na Figura 8.

Figura 8 - Perfil eletroforético (SDS-PAGE) do Controle (C) e dos tratamentos T1 e

T2, com 0 (dia apds a producgéao), 14, 30 e 60 dias de maturagao
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P: padrao de 250 kDa a 10 kDa;

C: queijo com cultura starter MW 031 R; T1: queijo com culturas de L. helveticus e E. faecium;
T2: queijo com culturas de L. helveticus e E. faecium e extrato de curcuma;

CN: caseina; Lg: lactoglobulina.
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A banda de alta intensidade em torno de 25 kDa representa as as- e
B-caseinas. Bandas entre 20-18 kDa podem indicar a presenga de e ys-caseina, K-
caseina e B-Lactoglobulina, e entre 11-12 kDa podem indicar presencga de y,- € ys-
caseinas. Como nao houve presenca de bandas de 14 kDa, parece ter havido
auséncia de a-lactoalbumina (FOX et al., 2000; DAMODARAN, PARKIN, FENNEMA,
2010; FALEIRO, 2013; PAUL et al., 2014; MIYAMOTO et al., 2015).

Bandas em torno de 16 kDa estdo relacionadas a para-k-caseina
(FALEIRO, 2013; PAUL et al., 2014; MIYAMOTO et al., 2015). Segundo Damodaran,
Parkin, Fennema et al. (2010), a para-k-caseina é decorrente da hidrolise da k-
caseina, na ligacdo Fen105-Met106, pela acdo da quimosina, ndo sendo hidrolisada
durante a maturacdo (SOUSA, ARDO, MCSWEENEY, 2001).

Qualquer banda na faixa de 30 a 60 kDa sdo assumidas como de
microrganismos, uma vez que o perfil eletroforético do leite ndo contém proteinas
nessa faixa (VALENCE et al., 2000). O restante das bandas é assumido como
produtos de degradacao.

No tempo O (dia apdés a produgdo), foi observado que n&o houve
nenhuma banda aparente para os trés tratamentos. Como o tempo era insuficiente
para ocorrer protedlise, as proteinas ainda n&o se apresentavam soluveis em agua.

A partir de 14 dias, foi observado que houve hidrélise das proteinas,
permitindo a solubilizacdo destas e aparecimento no gel. Houve uma diferenciagao
na intensidade das bandas entre os tratamentos, em 14 dias, tendo o tratamento T1
apresentado maior quantidade e intensidade de bandas, indicando maior protedlise.

A partir de 30 dias de maturacéo, os trés tratamentos apresentaram
acentuagdo e progressdo na protedlise, com bandas de alta intensidade entre
23 a 31 kDa, como foi observado por Kirmaci et al. (2014), e formagao de bandas de
baixa massa molecular, entre 10 e 15 kDa, que correspondem a produtos de
degradagao (PAUL et al., 2014).

Aos 60 dias, as amostras apresentaram perfis peptidicos similares
as amostras no tempo 30 dias, porém com intensidade acentuada e maior
quantidade de bandas para o tratamento T1, contendo L. helveticus. Apesar de
fragmentos de peptideos menores do que 10 kDa poderem estar presentes, a

técnica utilizada nesse estudo nao permitiu detecta-los.
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Bandas entre 75 a 150 kDa, aparentes a partir de 14 dias de
maturacdo, nao apresentaram hidroélise ao fim de 60 dias, indicando que n&o houve
acao enzimatica sobre essas proteinas.

Moatsou et al. (2002) observaram em queijo Feta, por método
eletroforético na presenga de uréia (UREIA-PAGE), que a banda de [-caseina
mantinha-se constante durante o periodo de maturagdo e, em alguns casos,
aumentava, provavelmente devido a acumulacdo de produtos de hidrdlise nesta
area. Também observaram que a area de y-caseinas nao foi notavelmente alterada,
aparentemente devido ao pH do queijo desfavoravel a atividade da plasmina.

Segundo autores, a maioria dos peptideos produzidos soluveis em
agua é originada a partir da as-caseina, devido a agdo de coalho que avanca
rapidamente durante o periodo de maturagdo (MOATSOU et al., 2002; KIRMACI et
al., 2014). Segundo Sihufe et al. (2010), este comportamento € comum na maioria
dos queijos, onde a atividade do coagulante residual € mais importante do que a

atividade da plasmina.

5.7 CONDICOES HIGIENICO-SANITARIAS E ANALISE SENSORIAL

Os resultados das analises microbiolégicas dos queijos atenderam
aos padrdes exigidos pela Resolugdo RDC n° 12 de 2001 da ANVISA (BRASIL,
2001a) nao oferecendo riscos aos provadores.

Levando em consideragdao que o queijo Minas Curado é aquele
maturado por no minimo 20 dias (FURTADO, 2005), o teste de analise sensorial foi
aplicado nesse periodo, pois o objetivo era verificar se haveriam diferengas
significativas nos atributos sensoriais dos queijos probidticos adicionados de extrato
de curcuma com os nao adicionados, e ndo avaliar os atributos que proporciona a
maturacdo com L. helveticus cujos efeitos podem afetar a percepcao por parte de
julgadores nao treinados.

Os escores de avaliacdo sensorial dos trés tratamentos (Controle,
T1 e T2), com 20 dias de maturagcdo, constam na Tabela 11Tabela 11. As notas
hedbnicas dos atributos situaram-se em torno de 6 (gostei ligeiramente) e 7 (gostei),
indicando que os trés tratamentos foram aceitos. Ndo houveram diferengas de

aceitagao (p>0,05) entre o Controle e T1 quanto aos atributos avaliados. O queijo
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adicionado de extrato de curcuma (T2) foi o menos apreciado em relagdo a
aparéncia, aroma e sabor, o que refletiu na aceitagao global, contudo, ainda assim

apresentou uma boa aceitagao.

Tabela 11 - Escores de avaliagcao sensorial do Controle e dos tratamentos T1 e T2,
para os atributos aparéncia, aroma, sabor, textura e aceitagdo global, com 20 dias

de maturagao

Tratamentos  Aparéncia Aroma Sabor Textura Aciq?(l)tsglao
Controle 7,57 +115% 716+1,312 7,55+1,322 723+1532 751+1,13°
T1 763+1,19% 6,98+1412 758+129% 727+149% 748+1,122
T2 591+192° 6,34+1,64° 6,28+2,09° 6,90+ 1,672 6,44 +1,64°

Escala heddnica de 9 pontos (9 = gostei muitissimo; 1 = desgostei muitissimo);

Média de 98 julgadores;

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencga significativa (teste de Tukey, p<0,05);

Controle: queijo com cultura starter MW 031 R; T1: queijo com culturas de L. helveticus e E. faecium;
T2: queijo com culturas de L. helveticus e E. faecium e extrato de curcuma.

Segundo Faria et al. (2006), Dender (2008) e Fortin et al. (2011), um
queijo probidtico deve apresentar as mesmas qualidades sensoriais de um queijo
convencional, ou seja, a adigao de culturas probidticas nao deve causar qualquer
perda de qualidade. Gardiner et al. (1999), que avaliaram a adicdo do E. faecium em
queijo Cheddar e concluiram que a linhagem nao afetou a aparéncia, o aroma e nem
a textura do produto, ndo apresentando diferengas significativas quando comparado
ao queijo controle adicionado somente de cultura starter, como foi observado nesse
estudo, entdo, dessa forma, os atributos do tratamento T2 foram menos apreciados
devido a adicao de extrato de curcuma.

Os atributos do tratamento T2, principalmente a aparéncia,
possivelmente foram menos apreciados porque a populagédo brasileira ndo tem o
habito de consumir curcuma, assim como queijos com forte intensidade da cor
amarela. Uma alternativa para tentar mascarar a cor seria maturar os queijos sem
embalagens, porque dessa forma obter-se-ia queijos mais secos e com casca, com
coloragcao amarelo palha tipico de queijos maturados. Outra opcao seria acrescentar
especiarias a massa do queijo ou até mesmo recobrir a superficie dos queijos com
condimentos (TOLENTINO, 2013).

Avaliando-se pela porcentagem de julgadores para aceitagdo do

tratamento T2 (Figura 9), o atributo textura obteve maior média, 6,90 + 1,67, onde
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82,66 % dos julgadores atribuiram notas entre 6 (gostei ligeiramente) a 9 (gostei
muitissimo). Para o atributo aparéncia (5,91 £1,92), somente 40,81 % dos
julgadores atribuiram notas entre 7 (gostei) a 9 (gostei muitissimo) e 26,53 % notas
entre 1 (desgostei muitissimo) a 4 (desgostei ligeiramente). Apesar disso, uma
grande parte dos julgadores (73,47 %) atribuiram notas entre 6 a 9 para o atributo

aceitagao global. No requisito indiferenga, o aspecto mais proeminente foi o aroma,
com 24,49 %.

Figura 9 - Porcentagem de julgadores para aceitacdo de queijo adicionado de E.
faecium e L. helveticus adicionado de extrato de curcuma (T2), por meio de teste

sensorial de aceitacido com escala hedbnica de 9 pontos
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Escala heddnica de 9 pontos (9 = gostei muitissimo; 1 = desgostei muitissimo);
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6 CONCLUSAO

A adicéo de extrato de curcuma ao queijo ndo alterou a composigao
centesimal e nédo prejudicou a viabilidade celular do E. faecium, contribuiu no
aumento do teor de compostos fendlicos do produto e o queijo obteve uma nota
média satisfatoria no teste de aceitagdo sensorial. Portanto, o queijo adicionado de
E. faecium, L. helveticus e extrato de curcuma apresentou propriedades nutritivas e
microbioldgicas satisfatorias e aumento na atividade antioxidante com potencial para

promogao da saude.
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ANEXOS

ANEXO A — Parecer Consubstanciado do Comité de Etica em Pesquisa — UEL.

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE
SHELS LONDRINA - UEL HOSPITAL “QREram o
REGIONAL DO NORTE DO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliacdo de gqueijo Minas Curado com adicdo de "Enterococcus faecium" EF 1,
"Lactobacillus helveticus" LH 13 e carcuma.

Pesquisador: Sandra Garcia

Area Tematica:

Versido: 4

CAAE: 21516213.6.0000.5231

Instituigao Proponente: Programa de Pés-graduacdo em Ciéncia de Alimentos

Patrocinador Principal: Financiamento Préprio
DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.036.296
Data da Relatoria: 27/04/2015

Apresentagio do Projeto:

Trata-se de uma emenda do projeto: Identificacdo de peptideos bioativos anti-hipertensivos em Queijo Minas
curado adicionado de "Enterococcus faecium” e "Lactobacillus helveticus". Aprovado pelo CEP em
16/09/2013. Esta emenda refere-se ao desenvolvimento de um queijo Minas Curado por 60 dias adicionado
curcuma moida, "E. faecium"” e "L. helveticus", e avaliar o desenvolvimento da protedlise, atraves do peso

molecular dos polipeptidios, utilizando o método SDS-PAGE.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario: Avaliar o perfil eletroforético de polipeptidios de queijo Minas Curado por 60 dias
adicionado de "Enterococcus faecium” EF 1, "Lactobacillus helveticus" LH 13 e curcuma durante o periodo
de maturacdo.

Objetiva Secundario: Avaliar a viabilidade do "E. faecium"” e "L. helveticus" durante o periodo de maturacao
do queijo; Determinar os parametros fisico-quimicos das formulagc&es durante sua maturacdo; Analisar o
peso molecular de polipeptidios hidrolisados durante o periodo de maturacéo, utilizando o método
SDSPAGE; Avaliar o desempenho sensorial do produto final com adic&o de "E. faecium”, "L. helveticus" e
curcuma, comparado ao queijo

adicionado apenas de cultura "starter”.

Enderego: PROPPG - LABESC - Sala 3

Bairro: Campus Universitario CEP: 86.057-970
UF: FR Municipio: LONDRINA
Telefone: (43)3371-5455 E-mail: cep268@uel.br
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Continuacdo do Parecer: 1.0356.296

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Risco: Aumento da velocidade do transito intestinal.

Beneficios: Através do consumo continuado do produto espera-se a prevencdo da constipacao intestinal,
manutenc¢do do nivel de colesterol sérico, prevencdo de doencas crdnico degenerativas.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Trata-se de uma pesquisa relevante para area uma vez que se propdes estudar os efeitos a
promocao da sadde, manutencdo do nivel de colesterol sérico e a prevengdo de doencgas crénico

degenerativas.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatdria:
(s termos de apresentacio obrigatdria estdo ok.

Recomendagoes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagodes:

O pesquisador respondeu as pendéncias solicitadas, portanto o projeto esta aprovado.

Situagio do Parecer:

Aprovado
Necessita Apreciagiao da CONEP:
Nio

Consideragoes Finais a critério do CEP:

LONDRINA, 27 de Abril de 2015

Assinado por:
Paula Mariza Zedu Alliprandini

(Coordenador)
Enderego: PROPPG - LABESC - Sala 3
Bairro: Campus Universitario CEP: 86.057-970
UF: PR Municipio: LONDRINA
Telefone: (43)3371-5455 E-mail: cep268@uel.br
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ANEXO B - Modelo de ficha para a coleta de dados do provador.

COLETA DE DADOS DO PROVADOR

Dados Pessoais:
Nome:

E-mail:

. Ocupacao:

aluno: () graduagao () pos-graduacao
funcionario

professor

outro

2
()
()
()
()

3. Gosta/consome queijo maturado? () Sim () Nao

. Frequéncia de consumo de queijos:

4
( ) Frequentemente - vezes por semana

( ) Moderadamente - vezes por més

( ) Ocasionalmente - vezes por ano

() Nunca

5. Frequéncia de consumo de produtos contendo probidticos:
( ) Frequentemente - vezes por semana

( ) Moderadamente - vezes por més

( ) Ocasionalmente - vezes por ano

() Nunca

6. Produtos que costuma consumir (4 e 5):

7. Ja consumiu curcuma em algum produto/alimento? () Sim ( ) Nao

8. Se sim, em qual?
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ANEXO C - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido na forma de convite para
produto funcional na analise de aceitagao.

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Titulo da pesquisa:

“Queijo Minas Curado Funcional Adicionado de Curcuma”

Prezado(a) Senhor(a):

Gostariamos de convida-lo(a) a participar da pesquisa “Queijo Minas Curado
Funcional Adicionado de Curcuma”, realizada no Laboratério de Analise Sensorial da
Universidade Tecnologica Federal do Parana - UTFPR, Londrina-PR. O objetivo da
pesquisa € desenvolver um queijo Minas Curado, adicionado de cultura probidtica
(Enterococcus faecium), cultura proteolitica (Lactobacillus helveticus) e de curcuma
em po comercial. A sua participacdo € muito importante e ira requerer cerca de
quinze minutos. Vocé participara como provador e ira consumir o produto, sendo
solicitado a dar sua opinido se gostou ou ndo do produto. Sera realizada uma
sessao e vocé podera participar no horario em que tiver maior disponibilidade.
Gostariamos de esclarecer que sua participacdo é totalmente voluntaria, podendo
vOocé: recusar-se a participar ou mesmo desistir a qualquer momento, sem que isto
acarrete qualquer 6nus ou prejuizo a sua pessoa. Informamos ainda que as
informacgdes serao utilizadas somente para os fins desta pesquisa e serao tratadas
com o mais absoluto sigilo e confidencialidade, de modo a preservar a sua
identidade. Entre os beneficios esperados, esta incluida a diminuicdo do tempo de
transito intestinal, atividade antioxidante. A sua ingestdo n&o traz riscos a saude,
entretanto, raramente, podem ocorrer desconfortos abdominais como dores,
flatuléncia ou transito intestinal aumentado, que deverdo cessar algumas horas apos
0 consumo do produto. Informamos que ndo havera pagamento, nem remuneragao
por sua participagdo. Caso vocé tenha duvidas ou necessite de maiores
esclarecimentos pode nos contactar (Prof?. Dr?. Sandra Garcia ou Katri Gasparin,
Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos-UEL) no telefone (43) 3371-
5966, no e-mail sgarcia@uel.br / katri.gasparin@hotmail.com ou procurar o Comité

de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Universidade Estadual de
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Londrina, na Rodovia Celso Garcia Cid, Km 380 (PR 445) Campus Universitario — ao
lado do banco Itau — Londrina PR, CEP: 86057-970, ou no telefone (43) 3371-5455.
Este termo devera ser preenchido e assinado em duas vias de igual teor, sendo uma

delas entregue a vocé.

Londrina, de de 2015.

Pesquisador Responsavel

Profé. Dr2. Sandra Garcia

Mestranda

Katri Gasparin

(nome por extenso do sujeito de

pesquisa), tendo sido devidamente esclarecido sobre os procedimentos da pesquisa,

concordo em participar voluntariamente da pesquisa descrita acima.

Assinatura (ou impressao dactiloscopica):

Data:
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ANEXO D - Modelo de ficha para o teste de aceitacdo dos atributos sensoriais
estruturados em escala heddnica de 9 pontos.

TESTE DE ESCALA HEDONICA

Nome: Data:

Vocé esta recebendo uma amostra de queijo Minas Curado funcional adicionado ou
nao de curcuma. Por favor, avalie a amostra, da esquerda para direita, com relagao
aos atributos sabor, textura, aroma, aparéncia e aceitagao global, utilizando a escala
abaixo para dizer o quanto gostou ou desgostou do produto e, se desejado, faga
comentarios sobre ele.

(1) Desgostei muitissimo

( 2 ) Desgostei muito

( 3 ) Desgostei

( 4 ) Desgostei ligeiramente

( 5 ) Nao gostei, nem desgostei
( 6 ) Gostei ligeiramente

(7 ) Gostei

( 8 ) Gostei muito

(9 ) Gostei muitissimo

ACEITACAO

AMOSTRAS | APARENCIA | AROMA SABOR TEXTURA GLOBAL

Comentarios:
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ANEXO E - Pagina de acesso do Curriculum lattes dos pesquisadores envolvidos na
pesquisa.

Orientadora: Prof?. Drd. Sandra Garcia
Endereco de acesso: <http://lattes.cnpq.br/6040080684084312>

Orientada em nivel de Mestrado: Katri Gasparin
Endereco de acesso: <http://lattes.cnpq.br/8747193982689001>


http://lattes.cnpq.br/6040080684084312
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