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RESUMO

O estudo da protedlise, lipolise e perfil de volateis de queijo de coalho caprino ao qual
foram adicionadas bactérias probioticas durante o armazenamento. Os queijos foram
denominados de: QS, queijo de coalho controle elaborado com a cultura “starter” de
Lactococcus lactis subsp. lactis e Lactococcus lactis subsp. cremoris; QLA, queijo de
coalho com cultura de Lactobacillus acidophilus; QLP, queijo de coalho elaborado com
Lactobacillus paracasei; QB, queijo de coalho com Bifidobacterium lactis; e QC, queijo
de coalho com co-cultura, contendo os 3 micro-organismos em associado. Os queijos
foram analisados apés 1, 7, 14, 21 e 28 dias de armazenamento a 10 °C £+ 2 °C. A
contagem das células probiéticas nos queijos foi superior a 6,5 log UFC g™ de queijo no
1° dia de armazenamento e 7 log UFC g™ de queijo, no 28° dia. Com base nos estudos
comparativos realizados, ressalta-se que o uso das diferentes culturas laticas probidticas
afetou o perfil lipidico, proteico e aromatico do queijo de coalho caprino, durante o
armazenamento. Verificou-se que as culturas laticas, independente do tipo, quando
adicionadas aos queijos de coalho, apresentaram acdo lipolitica (p < 0,01) durante o
armazenamento, provocando a reducdo dos &cidos graxos de cadeia longa e aumento
dos acidos graxos de cadeia curta. Os acidos liberados influenciaram diretamente nos
compostos do aroma peculiar do produto, principalmente, o aroma caracteristico de
caprinos, com aumento dos acidos caprilico, caproico e caprico. Observou-se efeito
positivo da adicdo da cultura de Bifidobacterium lactis e da co-cultura de probioticos no
perfil de &cidos graxos, e uma maior producdo de volateis, que resultou em maiores
concentracdes durante o periodo de estocagem do CLA (0,74 e 0,54 g/100g de acidos
graxos), e 6timos valores das relacbes AGPI/AGS (0,23 e 0,065) e DFA (50,23 e
45,08), associados a reducdo dos indices de aterogenicidade (2,15 e 2,38) e
trombosidade (1,69 e 1,82). Vinte e cinco compostos volateis foram identificados no
queijo de coalho caprino: sendo seis alcodis, quatro hidrocarbonetos, quatro terpenos,
trés acidos, trés cetonas, trés aldeidos e dois ésteres. Nos cinco tipos de queijos de
coalho caprino avaliados, observou-se producdo de ésteres ao longo do armazenamento
e reducdo de aldeidos. O aroma frutado dos ésteres é almejavel, uma vez que suaviza
aromas indesejaveis e caracteristicos de alguns compostos como &cidos e aldeidos. A

utilizacdo da combinacdo das culturas probidticas (co-cultura) também influenciou (p <



0,01) a protedlise do queijo de coalho caprino, proporcionando maior teor de proteina
soluvel, maior indice proteolitico de profundidade e maior liberacdo de aminoacidos no
1° dia ap6s o processamento. Os queijos de coalho caprinos probidticos apresentaram
indice de protedlise em extensdo maxima apos sete dias de estocagem, sendo que suas
fracoes de as; e k-caseina foram as que obtiveram maior grau de hidrélise ao longo do
armazenamento. Dentre 0s queijos elaborados com bactérias probioticas isoladas,
enfatiza-se que a B. lactis exibiu acdo proteolitica mais intensa, proporcionando elevado
teor de proteina soluvel e maior degradagdo da fragdo de as, caseina ao longo do
armazenamento. Os queijos probitticos fabricados a partir de leite de cabra possuem
excelentes caracteristicas em relacdo aos atributos nutricionais e aromaticos, em

destaque os prodizidos adicionando Bifidobacterium lactis e a co-cultura de probidticos.

Palavras-chaves: queijo caprino, produtos lacteos, lipdlise, protedlise, volateis,

aminodcidos livres, otimizacdo, probidticos.



ABSTRACT

The study of proteolysis, lipolysis volatiles profile of caprine Coalho cheese to which
were added probiotic bacteria during storage. The cheeses were named: QS, control
sample of Coalho cheese prepared with a starter culture of Lactococcus lactis, subsp.
lactis, and Lactococcus lactis, subsp. cremoris; QLA, Coalho cheese with culture of
Lactobacillus acidophilus; QLP, Coalho cheese sample formulated with Lactobacillus
paracasei; QB, Coalho cheese with Bifidobacterium lactis; and QC, Coalho cheese with
co-culture containing the 3 microorganisms in associated. The cheeses were analyzed
after 1, 7, 14, 21 and 28 days of storage at the temperature of 10 °C £ 2 °C. The
probiotic cell counts in cheese was superior to 6.5 log CFU g™ of cheese in the first day
of storage, and surpassed 7 log CFU g™ of cheese in the 28" day of storage. Based on
comparative studies carried out, it must be highlighted that the use of the various
probiotic lactic cultures affects the lipid, protein, and aromatic profiles of caprine
Coalho cheese during storage. It was verified that, when they were added to the Coalho
cheese samples, the lactic cultures, regardless of type, presented lipolytic action (p <
0.01) during storage, causing a reduction in long chain fatty acids and an increase in
short chain fatty acids. The acids released have direct influence in particular compounds
of the aroma of the product, especially the characteristic caprine aroma, with an increase
in caprylic, caproic and capric acids. It was observed that the addition of the
Bifidobacterium lactis culture and the co-culture of probiotics had a positive effect on
the fatty acid profile, with a higher production of volatiles, resulting in more
concentrations during the CLA storage period (0.74 and 0.54 g/100 g of fatty acids),
optimal values for the PUFA/SFA relationships (0.23 and 0.065) and DFA (50.23 and
45.08), associated with a reduction in the atherogenicity index (2.15 and 2.38) and in
the trombosidade index (1.69 and 1.82). Twenty-five volatile compounds were
identified in caprine Coalho cheese: six alcohols, four hydrocarbons, four terpenes,
three acids, three ketones, three aldehydes and two esters. In the five types of cheese
samples analyzed, one was able to observe the production of esters during storage and
the reduction of aldehydes. The fruity aroma of esters is desirable, since it lessens
undesirable aromas which are found in some compounds such as acids and aldehydes.
The use of a combination of probiotic cultures (co-culture) also influenced (p < 0,01)
the proteolysis of caprine Coalho cheese, providing a higher percentage of soluble
protein, a higher proteolytic depth index and a greater release of fatty acids in the first
day after processing.The probiotic caprine Coalho cheese samples presented a
proteolysis rate which was at its highest after seven days of storage, and their fractions
of as, and k-casein were the ones with the highest degree of hydrolysis during storage.
Among the samples prepared using isolated probiotic bacteria, it must be emphasized
that B. lactis presented a more intense proteolytic action, showing a high percentage of
soluble protein and a greater degradation of the as, casein during storage. Probiotic
cheeses produced using goat milk have excellent characteristics in terms of nutritional
and aromatic attributes; highlighted the B. lactis and prodizidos adding the co-culture of
probiotics.

Keywords: caprine cheese, dairy products, lipolysis, proteolysis, volatiles, free fatty
acids, optimization, probiotics.
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1 INTRODUCAO

O queijo de coalho é um produto muito apreciado gragas as suas caracteristicas
sensoriais, apresentando sabor levemente salgado e &acido, aroma suave, textura
compacta e macia. E um queijo tradicional, parcial ou totalmente cozido, que tem sido
produzido e consumido no Nordeste do Brasil por mais de 150 anos. Logo, o queijo de
coalho de caprinos destaca-se como um produto lacteo de valor comercial, por uma
série de razbes: o seu processo de producao é simples, com alto rendimento e baixo
custo, trata-se de um produto com excelente valor nutricional, que oferece baixo
potencial alergénico e alta digestibilidade (OLIVEIRA et al., 2012; QUEIROGA et al.,
2013; SILVA et al., 2012).

Devido as especificidades do leite de cabra, o queijo de coalho caprino apresenta
propriedades quimicas que o torna um produto apreciavel pelos consumidores. O perfil
proteico deste tipo de queijo exibe caracteristicas especificas, como a reducdo ou
auséncia da ag-caseina e diferencas estruturais da a-lactaloumina e B-lactalboumina, o
que o torna com baixo poder alergénico, permitindo assim o seu consumo por
individuos que possuem alergia a proteina de produtos lacteos (ALBENZIO;
SANTILLO, 2011).

O queijo de coalho caprino tem recebido atencdo especial de pesquisadores
devido ao seu reconhecimento como alimento com potencial funcional com base em
seus perfis peptidicos e antioxidantes (SILVA et al., 2012); como um potencial
“carreador” de bactérias acido lacticas (OLIVEIRA et al., 2012); como um “veiculo”
para 0s micro-organismos probioticos e de acidos graxos CLA (SANTOS et al., 2012);
como um potencial propulsor da caprinocultura da regido Nordeste do Brasil, quando
produzido com apelo probi6tico (QUEIROGA et al., 2013).

Os probioticos sdo considerados micro-organismos vivos capazes de melhorar o
equilibrio microbiano intestinal produzindo efeitos benéficos a saude do consumidor,
quando ingeridos. As bactérias laticas probidticas dos géneros Lactobacillus e
Bifidobacterium séo frequentemente adicionadas em queijos, devido a resisténcia desses
géneros frente a matriz lactea (GARCIA et al., 2012; SANTOS et al., 2012).

Estudos reportam a adicdo desses géneros de bactérias laticas probidticas em

queijos como: minas frescal adicionado de L. acidophilus, queijo de coalho elaborado
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com L. acidophilus, B. lactis e L. casei e queijo cremoso adicionado de L. plantarum, L.
paracasei (GOMES et al.,, 2011; RODRIGUES et al., 2011; BURNS et al., 2012;
COMAN et al., 2012). Segundo Prandini, Sigolo e Piva (2011), j& existe um potencial
associado a presenca de algumas bactérias laticas, como Bifidobactérias,
Propionibacteria, L. plantarum, L. rhamnosus e L. acidophilus com a producdo de
isdmeros do &cido linoleico (CLA). Dentre os acidos graxos poli-insaturados (PUFA) os
CLAs apresentam excelente potencialidade bioativa, demonstrando propriedades anti-
inflamatoria, anti-cancro, anti-cancerigena, anti-aterogéneica, anti-diabetogénica, dentre
outras (MARRONE et al., 2014).

Dentre as principais caracteristicas que tornam o queijo de coalho caprino uma
excelente alternativa para veicular para bactérias laticas probidticas. Destaca-se a sua
composicdo fisico-quimica que favorece a viabilidade destes micro-organismos, a
exemplo do pH e o alto teor de umidade (SANTOS et al., 2012; GARCIA et al., 2012).

Os ganhos nutricionais e sensoriais dos queijos probioticos resultam do fato de
que os probidticos possuem um amplo espectro de enzimas que provocam reacdes
bioguimicas durante o periodo de estocagem do queijo, resultando na producdo e
liberacdo de diferentes compostos que impactam na qualidade do produto final, com
efeito direto na textura e sabor. Dentre essas reagdes, destaca-se 0 conjunto de processos
que ocorrem com as proteinas (protedlise), os lipidios (lipdlise) e os aclcares (glicolise)
(RANDAZZO et al., 2010; ALBENZIO et al., 2013).

Nos queijos o sabor ou “flavour” constitui um dos critérios mais importantes
para a sua aceitacdo e o consumo. O sabor/”flavour” resulta de um conjunto complexo
de substancias volateis e ndo volateis provenientes das atividades microbiologicas e
bioquimicas, que ocorrem durante o processo de elaboracéo e maturacdo (GONZALEZ-
MARTIN et al., 2014). Logo, observa-se que todas as modificacdes ocasionadas pelas
acOes proteoliticas, lipoliticas e glicoliticas influenciam na aceitabilidade dos queijos.

O evento bioquimico mais importante encontrado no processo de maturacdo de
queijos € a protedlise, que envolve a acdo de enzimas presentes no leite e agente
coagulante; de enzimas microbianas, originadas pelas bactérias laticas adicionadas no
processo do produto. Este processo ocorre devido a degradacdo da caseina e liberacdo

de peptideos e aminoacidos, que sofrem um processo de catabolismo formando
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compostos volateis como aminas, acidos (isobutirico, isovalérico e valérico) e ésteres
(WOLF et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2012; STEELE; BROADBENT; KOK, 2013).

A lipolise € um processo bioquimico caracterizado pela hidrolise dos
triglicerideos, com a liberacdo de glicerol e &cidos graxos, devido a acdo enzimética. Os
acidos graxos de cadeia curta (C4-C12) que séo liberados por esta reacdo afetam
diretamente as caracteristicas aromaticas do queijo (BONTINIS et al., 2012;
MEDEIRQOS et al., 2014). Os &cidos graxos liberados podem reagir e produzir outros
compostos aromaticos como: metil cetonas, ésteres alifaticos e aromaticos, aldeidos,
lactonas e &lcoois; os quais conferem sabores caracteristicos e predominantes em
determinados queijos (DELGADO et al., 2010; KONDYLI et al.,, 2013). Além da
influéncia na producdo de compostos aromaticos, a acdo de bactérias com efeitos
probidticos a queijos, podem acarretar na liberacdo e sintese de acidos graxos poli-
insaturados (PUFA) que séo considerados promovedores da saude.

A glicolise conduz a degradacdo da molécula de lactose, a qual é rapidamente
convertida em &cido lactico pela acéo das bactérias laticas. Este &cido produzido servira
também como substrato para o desenvolvimento microbiano. O composto intermediario
formado durante a conversdo de lactose em acido latico é o piruvato e este composto
pode ser convertido em varias substancias aromaticas de cadeia curta, como: diacetil,
acetona, acetaldeido, etanol e acetato (ONG; SHAH, 2009; VOIGT et al., 2010).

O potencial do queijo de coalho caprino como um alimento funcional,
especialmente como uma matriz alimentar com fonte de diferentes bactérias probioticas,
por exemplo, L. acidophilus, L. paracasei, B. lactis, foi reportado anteriormente
(OLIVEIRA et al., 2012; SILVA et al., 2012; SANTOS et al.,, 2012). No entanto,
estudos que cobrem as alteracdes proteoliticas, lipoliticas e glicoliticas que resultam da
adicdo de bactérias probidticas durante o processamento e armazenamento de queijos de
coalho caprino convencional e probidticos ainda ndo foram descritos. Neste contexto, na
presente pesquisa objetivo-se avaliar o efeito da adicdo de bactérias probidticas,
particularmente de bactérias laticas L. acidophilus, L. paracasei e B. lactis, na sua
forma isolada e combinada, sobre o perfil quimico de queijo de coalho caprino
probidtico em comparacdo com queijo caprino elaborado com cultura mesofila

convencional “starter”, composta por L. lactis subsp. lactis e L. lactis subsp. cremoris.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CAPRINOCULTURA LEITEIRA NO MUNDO E NO BRASIL

A producdo de leite caprino no mundo tem exibido um grande potencial
econémico devido a suas qualidades nutricionais, seu baixo poder alergénico e devido a
sua utilizacdo na fabricacdo de uma ampla variedade de produtos, como queijos,
iogurtes, sorvetes e bebidas lacteas (RIBEIRO; RIBEIRO, 2010).

Os paises que destacam-se na criacdo de caprinos sdo do Mediterraneo, Oriente
Médio, Europa Oriental e paises Sul Americanos. No Mediterraneo, a producgdo de leite
de cabra é considerada a mais tradicional e significativa do mundo, pois nesta regido,
em media 95 % do leite produzido é utilizado para consumo em sua forma in natura ou
processado originando derivados lacteos (ROHENKOHL et al., 2011).

As cabras possuem excelente adaptacdo climatica sendo predominantemente
encontradas em paises localizados em areas tropicais e subtropicais, em secas de baixo
potencial agricola e podendo ser adaptavel até mesmo em terras marginais, alem disso,
0 pequeno porte do animal permite que grandes rebanhos serem criados em pequenas
areas (BRAGA LOBO et al., 2010).

O Brasil é considerado o maior produtor de leite caprino da América do Sul,
onde a producdo ocorre principalmente nas Regides Nordeste, Sul e Sudeste. Dentre
estas regides, o Nordeste concentra o maior rebanho caprino do Pais, representando
mais de 75% da producdo nacional. A Paraiba e o Rio Grande do Norte destacam-se
entre os Estados brasileiros obtendo maiores producdes (SILVA; GUIMARAES;
OLIVEIRA, 2012; QUEIROGA et al., 2013).

Considerando as condigdes do semiarido brasileiro onde os indices
pluviométricos sdo baixos e de distribuicao irregular, a criacdo de caprinos no Nordeste
do Brasil apresenta excelente alternativa para o incentivo ao agronegocio. A
caprinocultura leiteira tem sido uma atividade cada vez mais promissora nessa regiao,
devido a incentivos governamentais, deixando de ser uma atividade de subsisténcia e
assumindo uma grande importancia socio-econdémica (BANDEIRA et al., 2007).

O estado da Paraiba tem uma producéo de 18.000 mil litros de leite por dia e nos

Gltimos anos ocorreu o incentivo através da compra da producdo de leite caprino pelo
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governo estadual e das agdes do “Pacto Novo Cariri”, que promoveu um sistema de
aquisicdo, industrializagéo e distribuicdo de leite, o “Programa do Leite”, que também
incluiu o Sertdo Paraibano. Diante deste incentivo a renda de muitas familias de
agricultores de base familiar, vem a cada dia melhorando, onde um total de 1.133
familias agricultoras depende desta atividade e estdo distribuidas em 37 associaces,
que possuem 11 pequenas usinas de beneficiamento (RIET-CORREA et al., 2013).

2.2 QUEIJO DE COALHO CAPRINO

Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA)
“queijo de coalho é o queijo que se obtém por coagulacdo do leite por meio do coalho
ou outras enzimas coagulantes apropriadas, complementada ou ndo pela acdo de
bactérias laticas selecionadas e comercializado normalmente com até 10 (dez) dias de
fabricagdo”. E um queijo semi rigido, com médio a alto teor de umidade produzido a
partir de leite de vaca cru ou pasteurizado ou de leite de cabra (BRASIL, 2001).

O queijo de coalho caprino € um produto cujo consumo vem crescendo, devido
ao aumento da demanda por produtos lacteos de cabra. Queijo de coalho é um queijo
tradicional, parcial ou totalmente cozido, produzido e consumido em todo o Nordeste do
Brasil por mais de 150 anos (QUEIROGA et al., 2013). E um produto de grande valor
comercial por uma série de razdes: 0 seu processo de producdo de baixo custo e simples,
o alto rendimento de processo, 0 seu baixo potencial alergénico, alta digestibilidade,
bem como o seu excelente valor nutricional e devido ao seu suave sabor salgado e acido
(SANTOS et al., 2012; SILVA et al., 2012).

O coalho é um dos principais ingredientes na fabricacdo de queijo de coalho, na
qual possui a funcdo de coagular a caseina presente no leite, conferindo as
caracteristicas préprias do produto. Entretanto, a coagulacdo da caseina também pode
ser obtida devido ao decréscimo do pH até ao seu ponto isoelétrico, que é
aproximadamente 4,6. Para este método de coagulacdo (acida) utiliza-se, normalmente,
a acdo de bactérias laticas selecionadas (MIER; IBANEZ; ORTIZ, 2008; OLIVEIRA et
al., 2012).

Para a obtencdo da coalhada, a partir da coagulacdo enzimatica, faz necessario

inicialmente adicionar bactérias laticas “starter”, a fim da producéo de &cido latico, que
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consequentemente ira reduzir o pH do meio. A reducdo do pH facilita a acdo do coalho
sobre a caseina, pois a acidez reduz sua carga elétrica, diminuindo a estabilidade da
micela. A selecdo do tipo de bactérias laticas “starter” a serem adicionadas € realizada
em funcéo do tipo de queijo pretendido. Dentre os géneros mais reportados na literatura
estdo Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus, Leuconostoc e Enterococcus (PERRY,
2004; MOREIRA, 2011).

Devido as especificidades do leite de cabra, o queijo de coalho caprino apresenta
propriedades quimicas que o torna um produto apreciavel pelos consumidores. O perfil
proteico deste tipo de queijo exibe caracteristicas especificas, como a reducdo ou
auséncia da ag-caseina e diferencas estruturais da a-lactalbumina e B-lactalbumina, o
que o torna com baixo poder alergénico, permitindo assim o seu consumo por
individuos que possuem alergia a proteina de produtos lacteos (ALBENZIO;
SANTILLO, 2011).

O perfil lipidico do queijo de coalho caprino também apresenta propriedade
interessante que estimula 0 consumo do mesmo. Produtos lacteos de ruminantes séo as
principais fontes de acidos linoleico conjugado (CLA), que € um grupo de isémeros de
acido linoleico que tém sido associados na promocao da saude e reducdo do risco de
doencas em seres humanos, por apresentar excelente potencialidade bioativa, originando
propriedades anti-inflamatdria, anti-cancro, anti-cancerigena, anti-aterogéneica e anti-
diabetogénica (O’SHEA et al., 2012; MARRONE et al., 2014).

2.3 BACTERIAS LATICAS PROBIOTICAS EM QUEIJO

Os probioticos sdo considerados micro-organismos vivos capazes de melhorar o
equilibrio microbiano intestinal produzindo efeitos benéficos a salde do consumidor,
quando ingeridos (OLIVEIRA et al., 2012). As primeiras associa¢fes da ingestdo de
probidticos com efeitos benéficos a salide ocorreram no inicio dos anos de 1900, onde a
acdo dos micro-organismos foi interligada a longevidade de camponeses bulgaros e a
protecdo contra bactérias prejudiciais a saude (TRIPATHI; GIRI, 2014).

Depois destas evidéncias diversos estudos foram realizados e comprovaram 0s
beneficios ocasionados pela acdo de probioticos na saide humana, sendo eficazes no

tratamento de distdrbios gastrointestinais, infec¢des respiratérias e sintomas alérgicos,
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reduz o colesterol no sangue, melhora a imunidade, auxilia aumentando a absorcdo de
minerais, proporcionam efeitos anti-mutagénicas, anti-cancerigenas, anti-hipertensivo,
dentre outros (GARCIA-RUIZ, 2014; RIBEIRO et al., 2014).

As bactérias laticas probidticas sdo Gram positivas, ndo formadoras de esporos,
catalase negativa e possuem principalmente, como resultante final de seu metabolismo o
acido latico. Essas culturas podem apresentar carater homofermentativo ou
heterofermentativo obrigatorio ou facultativo (SETTANNI; MOSCHETTI, 2010).

A homofermentacdo é caracterizada devido a conversdo das hexoses em quase
exclusivamente &cido latico (via de Embden-Meyerhor). J& na heterofermentacédo
obrigatéria, as hexoses sdo convertidas tanto em &cido latico, quanto em etanol e/ou
acido acético, gas carbbnico e ATP (via 6-fosfogluconato/fosfocetolase). Entretanto,
esta fermentacdo também pode ser realizada de forma facultativa, pois as hexoses
podem ser convertidas semelhantemente a homofermentacdo ou em alguns casos serem
convertidas em &cido latico, acético e/ou etanol, dependendo da estirpe utilizada
(GOMES; MALCATA, 1999; VASILJEVIC; SHAH, 2008) .

Para a selecdo da estirpe probidtica a ser adicionada nos alimentos, como o
queijo, deve-se considerar tanto os produtos resultantes de seu metabolismo, quanto a
sua viabilidade frente a matriz, pois para garantir esses efeitos positivos supracitados, o
alimento deve veicular uma quantidade minima de 10" ufc g™ ou mL™ até o momento
do consumo e o micro-organismo deve apresentar-se viavel, resistindo as condi¢coes
gastrointestinais. Portanto, diante disto o micro-organismo antes de ser considerado
probidtico, deve passar por diversos testes, como de viabilidade na matriz alimentar, in
vitro e in vivo (GARCIA et al., 2012).

Os géneros probidticos mais utilizados, devido a resisténcia em diferentes tipos
de queijos, sdo Lactobacillus e Bifidobacterium. Lactobacillus sdo bactérias acido
laticas apresentadas em forma de cocos ou bacilus, possuem temperatura 6tima de
desenvolvimento de 25 a 30 °C, sdo consideradas neutrofilas (pH 6timo de 5,5 a 6,0).
Podem exibir diferentes caracteristicas dependendo de sua espécie, apresentando
tolerancia ao oxigénio ou anaerdbias, homofermentativas ou heterofermentativas
obrigatdria ou facultativa (GOMES; MALCATA, 1999; DU TOIT et al., 2011).

Bifidobactérias exibem desenvolvimento em meio anaerdbico, sendo otimizado

em intervalo de temperatura de 36 a 43 °C e pH de 6,0 a 7,0, podendo ser tolerada em
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4,5 a 8,5 (CRONIN et al.,, 2011). Possuem diferentes formas, como hastes curtas,
curvadas e bifurcadas em formato de Y, que podem ser modificadas de acordo com a
espécie (GOMES; MALCATA, 1999). A caracteristica marcante desse género de
bactérias laticas € resultante do seu metabolismo, que age de forma especial produzindo
além do acido latico, o &cido acético, através da heterofermentacéo, em que dependendo
da espécie, como a B. lactis esta producdo € mais intensificada (BOYLSTON et al.,
2004; RODRIGUES et al., 2011).

Existem na literatura varios estudos incorporando esses géneros de bactérias
laticas em varios tipos de queijos, como em queijo minas frescal, adicionado de L.
acidophilus, queijo de coalho elaborado com L. acidophilus, B. lactis e L. casei, de
forma isolada e queijo cremoso adicionado de L. plantarum, L. paracasei, isoladamente,
queijo Scamorza adicionado de co-cultura de probioticos (Bifidobacterium longum,
Bifidobacterium lactis, Lactobacillus acidophilus) (GOMES et al., 2011; RODRIGUES
et al., 2011; BURNS et al., 2012; COMAN et al.,2012; ALBENZIO et al., 2013);
entretanto, em todos os estudos, ocorre a recomendacdo da utilizacdo dos probioticos
como alternativa para producdo de queijos, impactando no seu valor nutricional e
qualidade sensorial.

O queijo de coalho caprino apresenta-se como uma excelente alternativa de
veiculo para bactérias laticas probioticas, principalmente devido a sua composicdo
fisico-quimica que favorece a viabilidade destes micro-organismos, como o pH e o alto
teor de umidade (SANTOS et al., 2012; GARCIA et al., 2012).

A adicdo de bactérias laticas probidticas, ao queijo de coalho caprino, que ja
possui beneficios inerentes a sua composicdo fisico-quimica, apresenta-se como uma
alternativa para elevar a qualidade do produto, tornando-o um alimento funcional, além
de provocar alteracbes fisico-quimicas no produto final, que pode influenciar
positivamente a aceitabilidade do consumidor (OLIVEIRA et al., 2012; VO; KIM,
2013).

2.4 PRINCIPAIS VIAS BIOQUIMICAS EM QUEIIO

Durante o periodo de processamento e estocagem do queijo, diversos

metabolismos bioquimicos ocorrem e conferem alterac6es predominantes na textura e
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no desenvolvimento do flavour bésico do produto. Estas reacdes sdo provenientes da
acdo enzimatica de origem microbiana e animal presente no coalho e/ou no leite. Entre
as reacdes que ocorrem durante o processamento, destacam-se a protedlise, a lipolise e a
glicélise (RANDAZZO et al., 2010; STEELE; BROADBENT; KOK, 2013).

2.4.1 Protedlise

A proteo6lise constitui-se de um evento bioquimico muito importante encontrado
no processo de maturacdo de queijos, que consiste na degradacdo da proteina,
resultando em peptideos de médio e baixo peso molecular e aminoécidos livres. Esta
degradacédo envolve a acdo de enzimas, presentes no leite e no agente coagulante; e de
enzimas microbianas, originadas pelas bactérias laticas adicionadas no processo do
produto, na degradacdo de proteinas. Como resultado deste conjunto de acdo
proteolitica, originam-se compostos responsaveis pelo sabor e aroma especificos dos
queijos e modificacbes na textura do produto (WOLF et al., 2010; GARCIA et al.,
2012).

As enzimas que atuam no processo de protedlise sdo as endoproteinases, que
hidrolisam nas ligacOes peptidicas especificas do interior da cadeia polipeptidica e as
exopeptidases, que hidrolisam um aminoéacido de cada vez, em ambas as extremidades
N-terminal (aminopeptidases) e C-terminal (carboxipeptidases) (HAYALOGLU et al.,
2013; STEELE; BROADBENT; KOK, 2013).

A atividade proteolitica é executada em duas fases sequenciais: uma no inicio da
maturacdo, que é denominada como protedlise primaria ou em extensdo, realizada
principalmente pela acdo das enzimas resultantes do agente coagulante (coalho) ou
enddgenas do leite; e outra iniciada durante a maturacdo. Esta segunda etapa de
proteolise, é denominada como proteolise secundaria ou o grau de profundidade, em que
se realiza principalmente pela acdo das enzimas originadas pelas bactérias laticas
adicionadas na elaboracdo do produto. A proteolise primaria resulta principalmente na
degradacdo da caseina e liberacdo de polipeptideos e a secundaria na degradacdo dos
polipeptideos a peptideos de baixo peso molecular e aminoacidos (BONTINIS et al.,
2012).


http://www-sciencedirect-com.ez15.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0958166912002108
http://www-sciencedirect-com.ez15.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0958166912002108
http://www-sciencedirect-com.ez15.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0958166912002108
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Devido a protedlise secundéria ser resultante da acdo de enzimas originadas
pelas bactérias laticas, a adicdo de culturas probidticas em queijo podera influenciar nas
caracteristicas finais do produto, pois os probi6ticos possuem um amplo espectro de
enzimas que poderdo proporcionar diante do seu metabolismo, diferentes agdes
proteoliticas (RANDAZZO et al., 2010; ALBENZIO et al., 2013).

2.4.2 Lipolise

A lipdlise é processo bioquimico responsavel pela hidrdlise dos lipidios
resultando na liberacdo de acidos graxos de cadeia média e curta. A liberacdo desses
acidos graxos de baixo peso molecular, por acéo lipolitica desempenha um papel crucial
no desenvolvimento do aroma e sabor do queijo (SANTOS et al., 2012; RANDAZZO et
al., 2010). A lipolise pode ser influenciada pelo sistema metabdlico de bactérias &cido
laticas “‘starter” e propiOnicas, leveduras ou bolores presentes no queijo
(MCSWEENEY; SOUSA, 2000).

Este evento bioguimico também pode proporcionar alteragdes quanto ao aspecto
nutricional, porque além de aumentar a liberacdo de acidos graxos de cadeias poli-
insaturadas, e provocar a reducdo de triglicerideos hepaticos (O’SHEA et al., 2012).

Com a liberacdo de &cido linoleico, também pode ocorrer agdo de isomerases e
producdo de isbmeros de acido linoleico (CLA- acido linoleico conjugado). Os CLAs
apresentam excelente potencialidade bioativa, originando propriedades anti-
inflamatdria, anti-cancro, anti-cancerigena, anti-aterogéneica e anti-diabetogénica
(MARRONE et al., 2014). Segundo Prandini, Sigolo e Piva (2011), ja existe um
potencial associado a presenca de algumas bactérias laticas, como Bifidobactérias,
Propionibacteria, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus rhamnosus e Lactobacillus

acidophilus, com a producao de ismeros do acido linoeico (CLA).

2.4.3 Glicélise

O processo metabdlico glicolitico conduz através de vérias reacdes a

degradacdo da molécula de lactose, a qual é rapidamente convertida em &cido lactico
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pela acdo das bactérias laticas. O acido latico produzido servira também como substrato
para o desenvolvimento microbiano. O composto intermedidrio formado durante a
conversdo de lactose em &cido latico € o piruvato e este composto também pode ser
convertido em vérias substancias aromaticas de cadeia curta, tais como: diacetil,
acetona, acetaldeido, etanol e acetato (VOIGT et al., 2010; MOREIRA, 2011).

A producdo de acido latico é muito importante em queijos, pois acarreta na
reducdo do pH do produto, influenciando a solubilidade e consequentemente na textura
do mesmo. Além do acido latico a via glicolitica pode resultar na producgdo de outros
acidos organicos que proporcionara caracteristicas especificas ao perfil aromatico do
produto final, principalmente em queijos fresco (ONG; SHAH, 2009; SOUZA et al.,
2014).

2.5 VOLATEIS EM QUEIO

O perfil aromético constitui um dos critérios mais importantes da qualidade do
queijo para a aceitacdo do consumidor. Estes compostos compdem o aroma do produto
que juntamente com o gosto basico formard o sabor caracteristico do mesmo
(GONZALEZ-MARTIN et al., 2014).

Segundo Delgado et al. (2011), o desenvolvimento do flavour basico do queijo é
formado pelo equilibrio complexo entre um conjunto de substancias volateis e nao
volateis, provenientes das atividades microbioldgicas e bioquimicas, que sdo sucedidas
desde a matéria prima em que a compde e durante todo o processo de elaboracéo e
maturacao.

Dentre as reacfes que ocorrem durante 0 processamento e maturacao do queijo,
destacam-se a glicolise, a proteodlise e a lipdlise. Estas reacdes ocasionam a liberacdo de
substancias de baixo peso molecular, volateis, responsaveis ou precursores do aroma
peculiar do produto (RANDAZZO et al., 2010). Na glicolise, o piruvato é formando
através da conversao de lactose em acido latico e este composto é precursor da origem
de vérias substancias volateis como, diacetil, acetona, acetaldeido, etanol, acetato e
acido acético (VOIGT et al., 2010; MOREIRA, 2011).

Ja os compostos liberados pela protedlise também influenciam o aroma

especifico do produto. Os peptideos hidrofobicos e de baixo peso molecular, resultante
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da acdo proteolitica sdo responsaveis pelo sabor amargo em queijos e outros compostos
da degradacéo proteica que passam por um processo de catabolismo formam compostos
volateis como aminas, acidos (isobutirico, isovalérico e valérico), tidis e ésteres
(STEELE; BROADBENT; KOK, 2013).

Entretanto, os acidos graxos de cadeia curta (C4 - C12) que sdo liberados pela
acdo lipolitica, por serem volateis, afetam também as caracteristicas do aroma do queijo.
Estes podem reagir e produzir outros compostos aromaticos como: metil cetonas,
ésteres alifaticos e aromaticos, aldeidos, lactonas, alcoois, dentre outros
(SANGALETTI et al., 2009).

Para a realizacdo da analise de compostos volateis em queijo utiliza-se a
cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massa (GC - MS). Esta técnica
permite a separacdo dos analitos a ser estudado, sua identificacdo e quantificacdo a uma
sensibilidade muito alta, possibilitando a detecgéo de tracos residuais (MOREIRA et al.,
2013). Entretanto, varias técnicas de extragdo dos compostos volateis foram estudadas e
reportadas na literatura (LIKENS; NICKERSON, 1964; MADRUGA et al., 2009;
LORENZO, 2014), como:
> Extracdo liquido-liquido - E uma técnica que utiliza grande quantidade de solvente
organico e que se emprega a aplicacdo de calor a amostra podendo acarretar na
formacdo de artefatos e degradacdo de compostos;

» Extracdo em fase solida - Apresenta limitagdes como a saturacdo dos poros do
polimero pelos componentes da amostra e utiliza solventes organicos para a eluigéo;

» Destilacdo-extracdo simultdnea - Realiza em uma Unica etapa a extracdo e a
concentracdo dos compostos volateis, porém necessita-se da aplicacdo de temperatura
elevada;

> Headspace dindmico - E uma técnica que necessita de um sistema especifico e muito
bem controlado, devido a extracdo que é realizada a vacuo, por uma captura numa
armadilha que é formada por um material poroso;

» Microextracdo em fase solida (SPME) que consiste de uma fibra de silica fundida, de
didmetro muito pequeno, podendo ser revestida com diferentes fases estacionarias.
Devido a ndo utilizacdo de solventes e o facil manuseio a técnica de SPME é a mais

empregada nos estudos recentes.


http://www-sciencedirect-com.ez15.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0958166912002108
http://www-sciencedirect-com.ez15.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0958166912002108
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A extracdo por SPME é realizada utilizando uma fibra que se encontra no
interior de uma agulha, que com o auxilio de um holder pode ser exposta ou n&o.
Existem vérios tipos de recobrimento da fibra, como o polidimetilsiloxano (PDMS),
poliacrilato (PA), polidimetilsoloxiano / divilbenzeno (PDMS-DVB), carboxen /
polidimetilsiloxiano (CAR-PDMS), carbowax / divinilbenzeno (CW-DVB) e
Polidimetilsiloxano / divilbenzeno / Carboxen (PDMS-DVB-CAR). O PDMS e o0 PA
extraem analitos baseado no processo de absor¢do e os demais revestimentos no
processo de adsorcdo (CALDAS et al., 2011).

Para que ocorra a captura dos compostos volateis pela fibra a amostra analisada
é alocada em frasco de vidro hermeticamente fechado e submetido a uma determinada
temperatura até que ocorra a formacdo do headspace, durante o tempo de equilibrio.
Depois a fibra € exposta ao headspace para que ocorra a dessorcéo, durante certo tempo
de extracdo (DELGADO et al., 2011).

Esses parametros, tempo de equilibrio, tempo de extracdo e temperatura de
extracdo devem ser testados de tal forma a se obter as condicdes ideais de extracdo para
que possibilite a captura de uma maior quantidade de compostos volateis. Esses fatores
sdo importantes porque influenciam diretamente na captura dos compostos, pois com o
aumento da temperatura, tanto o coeficiente de difusdo do analito aumenta, quanto o
mesmo pode degradar, ou pode ocorrer a formacdo de compostos que nao s&o
especificos do composto analisado e o tempo de equilibrio e de extracéo é significativo
para que ocorra 0 aumento da massa extraida (PEREZ-PALACIOS et al., 2012).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 LOCAL DE EXECUCAO

A elaboracdo dos queijos de coalho caprino convencional e adicionados de
bactérias laticas probidticas ocorreu no Laboratorio de Técnica Dietética, pertencente ao
Departamento de Nutri¢do, do Centro de Ciéncias da Salde, da Universidade Federal da
Paraiba. As diversas andlises quimicas foram realizadas no Laboratério de Flavour,
pertencente ao Departamento de Engenharia de Alimentos, do Centro de Tecnologia, da
Universidade Federal da Paraiba, no Laboratdrio de Bioquimica Genética e Radiologia,
pertencente ao Departamento de Biologia Molecular, do Centro de Ciéncias Exatas e da
Natureza da Universidade Federal da Paraiba e no Instituto de Tecnologia de Alimentos
(ITAL-SP).

3.2 CULTURAS E REAGENTES

Os queijos de coalho caprino foram elaborados utilizando-se culturas liofilizadas
comerciais (Chr. Hansen, Valinhos, Sdo Paulo, Brasil). Foram adicionadas culturas de
Lactococcus lactis subsp. lactis e Lactococcus lactis subsp. cremoris (R704, lote
3128520) (cultura “starter”); Lactobacillus acidophilus (LA-5, lote 3139352);
Lactobacillus paracasei (L. casei-01, lote 3089189); e Bifidobacterium lactis (BB 12,
lote 3100870).

Os reagentes e produtos quimicos utilizados para as analises deste estudo foram
adquiridos por fornecedores laboratoriais (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,

Germany).

3.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os queijos de coalho caprino foram processados em trés bateladas, sendo que em

cada ensaio foram processadas cinco formulagdes (Figura 1), denominadas por:
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* QS - queijo de coalho caprino convencional, contendo a cultura mesofila
convencional (100 mg / Litro de leite) “starter” composta por L. lactis subsp. lactis e L.
lactis subsp. cremoris;
* QLA - queijo de coalho caprino probiético, contendo a cultura latica de L.
acidophilus (100 mg / Litro de leite);
* QLP - queijo de coalho caprino probi6tico, contendo a cultura latica de L. paracasei
(100 mg / Litro de leite);
* QB - queijo de coalho caprino probiotico, contendo a cultura latica B. lactis (100 mg /
Litro de leite);
* QC - queijo de coalho caprino probiético, contendo uma co-cultura latica com os trés
micro-organismos probidticos (L. acidophilus, L. paracasei e B. lactis), na proporcéo de
1:1: 1 - emum total de 100 mg / Litro de leite).

Para a avaliacdo do perfil aromatico, lipidico e proteico, 0s queijos de coalho
caprino foram armazenados a 10 °C + 2 °C, durante 28 dias. As analises quimicas foram
efetuadas em cinco intervalos de 7 dias intercalados (1, 7, 14, 21 e 28 dias). Todas as

analises propostas neste estudo foram realizadas em triplicata.

[ Queijo de coalho caprino }

3 repeti¢bes do processamento

[ 5 tratamentos — tipos de queijos ]
Qs QLA QLP 0B ocC
(cultura (Lactobacillus Lactobacillus (Bifidobacterium (co-cultura)
“starter”) acidophilus) paracasei) lactis)

Avaliagdo do perfil aromatico, lipidico e proteico.
(1,7, 14, 21 e 28 dias)

Figura 1 - Delineamento experimental.
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3.4 PROCESSAMENTO DOS QUEINOS DE COALHO CAPRINO

Os queijos de coalho caprino foram produzidos de acordo com a metodologia
proposta por Laguna e Landim, (2003), modificado por Oliveira et al. (2012) e Garcia et
al. (2012). A elaboracédo do queijo de coalho caprino seguiu as etapas representadas no
Fluxograma (Figura 2).

Para a elaboracdo de cada tratamento de queijo foram utilizados 10 L de leite de
cabra refrigerado e pasteurizado (65 °C por 15 minutos), proveniente de racas nativas,
pertencentes a Cooperativa de Produtores Rurais de Monteiro, Paraiba (CAPRIBOM).
Inicialmente, o leite foi aquecido a 45 £ 1 °C, e em seguida foi realizada acidificagédo
direta com 4cido lactico (0,85 mL 100 mL™) numa quantidade de 0,25 mL L™. As
culturas de bactérias laticas foram adicionadas a uma concentragdo de 100 mg L™,
sendo estas inoculadas diretamente na cuba. O cloreto de clcio (0,5 mL L™) e o agente
coagulante comercial (0,9 mL L™) também foram adicionados a cuba.

As cubas foram mantidas a 36 °C até a obtencdo de uma coalhada firme
(aproximadamente 40 minutos). O gel obtido foi suavemente cortado em cubos (1,5 a
2,0 cm) e a metade do soro foi retirado para a elaboracéo da salmoura (12 g L*NaCl). A
salmora foi adicionada a massa carta e em seguida e homogeneizada e logo apos
realizou-se a drenagem e acondicionamento em formas retangulares perfuradas
(capacidade aproximada de 250 g), as quais foram mantidas a 36 °C sob pressao por 4

horas e em seguida 0s queijos foram embalados a vacuo e armazenados a 10 °C.

4 A
x P Aguecimento 90 °C/min Adicdo de acido latico 85%
Obtencéo da matéria prima |::> [ . ]::} [ o ]
° e de culturas lticas
L ) Resfriamento 37 °C
Corte d ) (" ) 4 )
h orte da mazzsa 310 . 3| Homogeneizagdo (37°C)  |¢Za|  Adigao de cloreto de célcio
L omogeneizacéo (20 a 40 min) ) Coagulagio da massa ) L 250 % e do coalho
e p e a ( )
Drenagem e aguecimento Adicéo do soro a massa =) Drenagem do soro e
(55 °C) do soro = | Homogeneizacio (5 a 10 min) L preparo da salmoura )
) 4
4 ) 4 A
Embalagem e azmazenamento & Drenagem e prensagem & Adicio da salmoura
L (10 °C) ) L (4 horas) ) Homogeneizagdo

Figura 2 - Fluxograma de obtencdo de queijo de coalho caprino.



29

3.5 VIABILIDADE DAS BACTERIAS LATICAS

Consistiu no monitoramento das contagens das culturas laticas: L. lactis subsp.
lactis e L. lactis subsp. cremoris; L. acidophilus; L. paracasei; B. lactis e a co-cultura,
nos queijos de coalho caprino. Inicialmente, 25 g de queijo foi adicioando e
homogeneizado em 225 mL de 4gua peptonada (1 g L™) e submetido a uma série de
diluicBes (10" - 107°). Aliquotas de 0,1 mL de cada diluicdo das amostras foram
transferidas para placas contendo agar DeMan-Rogosa-Sharpe (MRS), adicinado de
cisteina a 5% e incubadas a 37 °C por 48 horas, sob anaerobiose (Anaerobic System
Anaerogen, Oxoid). A contagem foi expressa em nimero de unidades formadoras de

coldnias por grama de queijo (log CFU g ) (FDA, 1992).

3.6 AVALIACAO QUIMICA DOS QUEIJOS DE COALHO CAPRINO

3.6.1 Perfil aromatico

Otimizacao de extracdo

Os compostos volateis das amostras de queijo de coalho caprino foram extraidos
pela técnica de HS-SPME, a qual foi otimizada através de um planejamento
experimental. A finalidade da realizacdo da otimizacao foi determinar a condicéo 6tima
de extracdo, na qual fosse alcancada a captura de uma maior quantidade de compostos
aromaticos do queijo de coalho caprino. Os parametros da etapa de extracdo (Tabela 1)
dos compostos volateis de queijo de coalho caprino foram testados utilizando valores
descritos na literatura (DELGADO et al., 2010; HAYALOGLU et al., 2013; KONDYLI
et al., 2013).

Para a realizacdo da otimizacdo foi utilizado um planejamento experimental
fatorial (Delineamento Composto Central Rotacional) 2° com trés variaveis

independentes (tempo de equilibrio, temperatura e tempo de extracdo), totalizando 8
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experimentos + 3 repeti¢do do ponto central + configuragéo estrela (2x3), resultando em
17 experimentos finais (Tabela 2).

Tabela 1. Variaveis independentes e niveis do planejamento DCCR, para extracdo de
compostos volateis em queijo de coalho caprino.

Fatores ® -a -1 0 +1 +a
Tempo de equilibrio (minuto) 4 10 20 30 36
Tempo de extragdo (minuto) 6 20 40 60 74
Temperatura de extracdo (°C) 21 30 45 60 69

®Variaveis independentes

Tabela 2. Planejamento experimental 2° + 3 repeticéo do ponto central + configuracio
estrela (2x3).

Ensaios Tempo de Tempo de Temperatura de NUmero

equilibrio (min)*  extracdo (min)® extracdo (°C)? de picos”
1 - (10) -(20) -(30) -
2 +(30) -(20) -(30) -
3 - (10) +(60) -(30) -
4 +(30) +(60) -(30) -
5 -(10) -(20) +(60) -
6 +(30) -(20) +(60) -
7 -(10) +(60) +(60) -
8 +(30) +(60) +(60) -
9 -a(4) 0(40) 0(45) -
10 +0(36) 0(40) 0(45) -
11 0(20) -a(6) 0(45) -
12 0(20) +0(74) 0(45) -
13 0(20) 0(40) ~a(21) -
14 0(20) 0(40) +0/(69) -
15 0(20) 0(40) 0(45) -
16 0(20) 0(40) 0(45) -
17 0(20) 0(40) 0(45) -

# Valores codificados e reais das variaveis independentes;
b Variavel dependente.

Extracdo dos compostos volateis

Apos obtencdo dos paramétros étimos da extracdo, foi realizada a extracdo dos

volateis dos queijos de coalho caprino probidticos e convencional, nas cinco
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formulagdes (QS, QLA, QLP, QB e QC) durante os cinco tempos de estudo (1, 7, 14, 21
e 28 dias) de armazenamento.

Vinte gramas de queijo previamente triturado foram transferidas para frasco de
vidro de 80 mL, fechado com tampa de rosca contendo um orificio central de 3 mm de
raio. O sistema foi submetido a aquecimento de 45 °C em banho-maria por 20 minutos
antes da exposicdo da fibra. Apds esse periodo de aquecimento, a fibra de SPME
(DVB/CAR/PDMS 75 pum, Supelco, Bellofonte, PA, EUA) foi exposta ao headspace,
fase gasosa acima da amostra, por 40 minutos a 45 °C. Em seguida, a fibra foi retraida
para dentro da agulha. Depois do processo concluido, a fibra foi inserida no injetor do
cromatdgrafo gasoso a 270 °C, durante 10 minutos em modo splitless, onde ocorreu a

dessorcdo dos compostos.

Separacao e identificacdo

Os compostos volateis das amostras de queijo de coalho caprino foram
separados e identificados utilizando um cromatografo a gas Varian Saturn 2000R 3800
acoplado a um detector de massas Varian Saturn 2000R 2000 e uma coluna apolar low
bleeding DB5 (60 m x 0,25 mm x 0,25 um).

A programacdo da temperatura do forno do cromatédgrafo gasoso foi iniciada a
40 °C por 10 minutos, seguida de rampa de 5 °C /minuto até atingir 240 °C, mantendo-se
nesta temperatura por 11 minutos, concluindo em tempo de corrida equivalente a 61
minutos. A temperatura do injetor foi mantida a 250 °C e o gas hélio foi utilizado como
gas de arraste a uma vazao constante de 1,0 mL / minuto.

O espectrometro de massa foi operado por impacto de elétrons com uma
temperatura da fonte de 200 °C, e com energia de ionizacdo de 70 V, variacdo de scan
de m/z 29 a m/z 400 a 3.33 scans/s.

Para a identificacdo dos compostos volateis, uma solucdo padrdo de n-alcanos
homdblogos (C7 - C30) foi analisada antes da injecdo da amostra, para a obtencdo do
calculo posterior do Indice de Retencdo Linear (IRL) dos volateis. Utilizou-se também
para a identificacdo dos compostos o banco de espectros da prépria biblioteca do
GC/MS, NIST/EPA/NIH Mass Spectral Database (Version 1.7), comparando-se 0s

espectros e os valores dos IRL dos volateis dos extratos do queijo de coalho caprino
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com os publicados na literatura (ATASOY et al., 2013; HAYALOGLU et al., 2013;
MADRUGA et al, 2013). A quantificacdo dos volateis foi obtida através da
normalizagdo das areas dos compostos e expressos em percentual de area (%).

3.5.2 Perfil de acidos graxos

A metilacdo dos &cidos graxos presentes nos extratos lipidicos, obtidos a partir
do método descrito por Folch, Less e Stanley (1957) foi realizada seguindo a
metodologia descrita por Hartman e Lago (1973). A identificacdo e quantificacdo dos
ésteres de &cidos graxos foi realizada por cromatografia gasosa (Varian 430 - GC,
California, EUA), acoplado com detector de ionizacdo de chama (DIC), coluna capilar
de silica fundida (CP WAX 52 CB, VARIAN, Califérnia, EUA) com dimensdes de 60
m X 0,25 mm e 0,25 um de espessura do filme. Foi utilizado o hélio como gas de arraste
(vazédo de 1 mL / minuto). As condi¢des do CG foram: Temperatura do injetor 250 °C; a
temperatura inicial do forno foi de 40 °C por 2 minutos, aumentando-se 10 °C min™ até
atingir 180 °C, permanecendo-se por 30 minutos, em seguida aumentou-se novamente
10 °C min e atingindo-se 240 °C e fixou-se por 34 minutos, com um tempo total de
corrida de 86 minutos; a temperatura do detector foi de 260 °C. Aliquotas de 1,0 uL do
extrato esterificado foram injetadas em injetor tipo Split/Splitless. Os cromatogramas
foram registrados em software tipo Galaxie Chromatography Data System. Os acidos
graxos foram identificados por comparacdo dos tempos de retencdo dos esteres
metilicos das amostras com padrdes Supelco ME19 - Kit (Fatty Acid Methyl Esters C4 -
C24).

3.5.3 Perfil proteico

Determinacéo de proteina soluvel

A dosagem de proteina soluvel foi determinada seguindo o método do reagente
de Folin, como descrito por Lowry et al. (1951), utilizando albumina de soro bovino

como padréo.
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Analise de protedlise

As determinagdes dos teores de nitrogénio total (NT) (991.20) e nitrogénio
solivel (NS) em &cido tricloroacético (TCA) (991.21) foram realizadas utilizando o
método de Kjeldahl, seguindo a metodologia da AOAC (2000). O teor de nitrogénio
solivel (NS) em pH 4,6 foi determinado segundo Andreatta et al. (2007). A protedlise
foi avaliada com o indice de protedlise em extensdo (IPE) e indice protedlise em
profundidade (IPP), utilizando as equagdes: IPE = (NS a pH 4,6) / NT (nitrogénio total)
x 100; e IPP =(NSem TCA) / NT x 100 (Andreatta et al., 2007).

Analise do Perfil Eletroforético

Este experimento foi realizado utilizando-se a técnica descrita por Laemmli
(1970). O gel de aplicacdo (stacking gel) foi preparado na concentracdo de 3,5% de
poliacrilamida em tampéo Tris - HCI1 0,5 M, pH 6,8 e SDS a 1%, enquanto que o gel de
separacdo foi montado formando um gradiente de 7,5 a 17,5% de poliacrilamida em
tampao Tris - HCI 3 M, pH 8,8 e SDS a 1%. As amostras oriundas dos extratos
proteicos, foram preparadas seguindo a metodologia descrita por Egito et al. (2002). A
corrida foi realizada sob amperagem constante (25 mA) e ao final da corrida, o gel foi
retirado da placa e fixado em TCA 12,5% por uma hora, sendo entdo corado com
Coomassie brilliant blue R - 250 a 0,005%. A remocdo do excesso de corante foi
realizada com o auxilio de uma solucdo descorante de metanol, acido acético e agua
(1:3,5:8 v/viv). Os pesos moleculares das fracGes proteicas do queijo, foram
comparadas mediante a utilizacdo de marcador de peso molecular de 12 a 225 kDA (GE

Healthcare Life Sciences, Piscataway, NJ, USA).

Analise de hidrofobicidade de peptideos

A separacdo dos peptideos por hidrofobicidade foi realizada utilizando coluna
Nova - Pak C18 (4,6 m x 250 mm, 4 um de tamanho de particula, cartridge, Waters,
Irlanda), conectada a um HPLC (Varian, Waters 2690, Califérnia, EUA). O volume de

injecdo do extrato solavel (0,2 g/mL) foi 20 puL e a fase mdvel foi constituida em:
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Eluente A (&gua ultra-pura a 1% de &cido trifluoroacético) e Eluente B (acetonitrila a
1% de &cido trifluoroacético). Um gradiente linear do eluente (A) e eluente (B) foi
aplicado durante 60 minutos em fluxo de 1 mL / minuto e a detecgdo foi realizada a 218

nm.

Analise do Perfil de amino&cidos livres

Os aminodcidos livres dos queijos avaliados foram extraidos mediante a agitacéo
orbital por 60 minutos, com &cido cloridrico a 0,1 M, seguida de derivacdo em pre-
coluna com fenilisotiocianato (PITC), de acordo com White, Hart e Fry (1986) e Hagen,
Frost e Augustin (1989). A separacdo dos derivativos foi realizada em cromatografo
liguido de alta resolucdo (Shimadzu Corporation, Tokyo, Japan) em coluna de fase
reversa C18 - Luna - Phenomenex (250 mm x 4,6 mm, 5 pm; Phenomenex Inc.,
Torrence, CA, USA). As fases moveis empregadas consistiram de um tampé&o acetato de
pH 6,4 e uma solucdo de acetonitrila a 40%. A injecdo da amostra foi efetuada
automaticamente (50 L) e a deteccdo ocorreu a 254 nm. A separacdo cromatografica
foi realizada a um fluxo constante de 1 mL / minuto, a temperatura de 35 °C. O tempo
de corrida cromatografica foi de 45 minutos e os resultados foram expressos em mg de
aminodacido por 100 g de amostra, onde a quantificacdo foi realizada mediante a adi¢éo

do padrio interno acido a-aminobutirico.

3.6 ANALISES ESTATISTICAS

A otimizacdo foi conduzida utilizando o Software Statistica, versdo 5.0 (Statsoft
Inc., Tulsa, OK, EUA). As respostas foram avaliadas através da Anélise de Variancia
(ANOVA) a 5% de significancia. A interpretacdo estatistica dos demais dados do
presente estudo foi realizada utilizando Analise Variancia (ANOVA), seguindo de
andlise fatorial até um nivel de significancia de 1% a 5%. O pacote estatistico utilizado
foi do software Assistat, versdo 7.6 beta (SILVA; AZEVEDO, 2009). A analise de
componentes principais (PCA) foi realizada utilizando o Unscrambler® X.1 (CAMO
S.A)) e foram codificados em Matlab 6.5 (Mathworks, USA).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hagen%20SR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2592313
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hagen%20SR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2592313
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hagen%20SR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2592313
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Augustin%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2592313
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0309174014000916#bb0125
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OPTIMIZATION OF THE HS-SPME-GC/MS TECHNIQUE FOR THE
ANALYSIS OF VOLATILE COMPOUNDS IN CAPRINE COALHO CHEESE
USING RESPONSE SURFACE METHODOLOGY

Abstract:

Caprine Coalho cheese presents great potential for a typical protected designation of
origin, considering that this traditional Brazilian cheese presents a slightly salty and acid
flavour, combined with a unique texture. This study optimized the SPME-GC-MS
methodology for volatile analysis of Coalho cheese, which can be used as a tool of the
to help in the identification of the distinctive aroma profile of this cheese. The
conditions of equilibrium time, extraction temperature and time were optimized using
the statistical tool factorial experimental design in the type central composite rotational
delineation (CCRD) 2, and applying the desirability function. After the evaluation, it
was concluded that the optimum extraction conditions comprised equilibrium and
extraction time of 20 and 40 minutes, respectively; and ideal extraction temperature of
45 °C. The optimum extraction of volatile compounds in goat Coalho cheese captured
28 volatile compounds: two alcohols, five esters, one ketone, four acids, three
aldehydes, three terpenes and ten hydrocarbons. The model was validated with the same

data set.

Keywords: dairy product, cheese, volatiles, HS-SPME-GC/MS, optimization, Response
Surface Methodology.

1 Introduction

Caprine cheese is a product consumed worldwide, due to the growing demand
for goat dairy products. Coalho cheese is a traditional, partially-cooked or cooked curd
cheese which has been traditionally produced and consumed in Northeastern Brazil [1]

for over 150 years.
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Caprine Coalho cheese is a very sought after product thanks to its slightly salty
and acid flavour, alongside its "rubberized"” texture. This unique texture is the result of
its resistance to heat, which prevents it from melting when cooked. This allows the
preparation of the popular “roasted Coalho cheese”, with its own distinctive volatile
profile [1,2]. In addition, caprine Coalho cheese is a product of great commercial value
for a number of reasons: its simple low-cost production process, the high process yield,
its low allergenic potential and high digestibility, as well as its excellent nutritional
value [3, 4].

On the other hand, caprine Coalho cheese presents great potential for a typical
protected designation of origin (PDO), since the PDO label implies that the product has
distinctive characteristics that are connected to traditional production methods. The
PDO could be used as a tool of the to contribute to the economical sustainability of the
Northeast region, especially the rural areas. It must be mentioned that even though it has
been produced for over one century, Coalho cheese is still manufactured using non-
standardized processes, which causes variability mainly in sensory properties [1], and
consequently in its aroma profile.

It is well known that the volatile profile is very important for the organoleptic
quality of cheeses. It can be considered a finger print since the flavour of a cheese
variety is the result of a specific balance between the volatile compounds produced
during the manufacture process. According to Delgado et al [5], the basic flavor of any
cheese is formed by the complex balance involving non-volatile and volatile substances
from the microbiological and biochemical activities, which range from the raw material,
the process and maturation. The volatile compounds are among the most important
criteria of cheese quality for consumer acceptance. These compounds comprise the
flavor characteristic of the same [6].

Gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS) has been
extensively employed to identify and quantify aroma/flavor components in several types
of foodstuffs, including cheeses. Traditional extraction methods for cheese volatiles,
such as steam or vacuum distillation, are hardly used anymore [7, 8], mainly due to their
poor recovery rate of highly volatile compounds and the disappearance of thermally

sensitive compounds associated with the formation of artifacts [9].
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Headspace solid phase micro-extraction (HS-SPME) is a technique currently
used for a great variety of cheeses, as it provides many advantages: it is an easy-to-use,
relatively fast and sufficiently sensitive technique which does not require organic
solvents. The results obtained with this technique are very promising and a considerable
number of compounds have already been described in a great variety of cheeses [9, 10,
11, 12]; however, information regarding the volatile fraction and the use of SPME
extraction of volatiles from caprine Coalho cheese (known to have a unique sensory
profile) is not yet present in literature.

In order to have capture of volatile compounds by the fibre sample analyzed is
allocated in a tightly closed glass bottle and subjected to a given temperature until the
formation of the headspace to occur during equilibration. After the fibre is exposed to
the headspace for desorption to occur during a certain time of extraction [5].

The extraction parameters equilibrium time, extraction time and extraction
temperature should be tested so as to obtain the optimum conditions for that permits the
capture of a greater amount of the compounds, since these factors are the most
frequently reported in the literature as factors that influence the performance of the
analysis [13].

Having said that, this study, through the use of response surface methodology
(RSM), aimed to develop and optimize the Solid Phase Micro Extraction technique
(SPME), so that it may be used to characterize the volatile fraction of Coalho cheese.
The optimization of HS-SPME-GC/MS methodology could be used as a tool to help the
identification of the distinctive aroma profile of Coalho cheese, and will be used in

further studies on the aroma profile of raw and cooked caprine Coalho cheese.

2 Results and Discussion

2.1 Optimization of SPME parameters for volatiles in caprine Coalho cheese using the

response surface methodology

The experimental results of the CCRD shown in Table 1 and in the Pareto chart

(Figure 1) expose the importance of the variables analyzed and their interactions. The
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number of peaks is a very important variable for determining the optimization
parameters of chromatographic analysis, the greater the amount of detected peaks, the
greater the quantity of compounds trapped by the fibre and detected by gas
chromatography. The resulting R? in the model was 0.884, and, according to the F test,
this was a significant regression, bearing in mind that the Fcalculated > Ftabled and
showed no lack of fit (Fcalculated < Ftabled). Therefore, the following equation for the

dependent variable “number of peaks” was obtained:
y = 26,47 + 1,69 (Ex)+ 2,20(T) — 1,29 (Ex?) —2,88(T%)-2,13 (Eq . EX) (1)

Where y (dependent variable) is the response value predicted by the model. In
this model Ex (extraction time), Eq (equilibrium time) and T (extraction temperature)
are the independent variables. The dependent variable in this study is the number of
peaks in the chromatograms.

Table 1. Central composite rotatable design (2°) with the independent variables, levels
and experimental responses (y = number of peaks) of the SPME extraction of volatiles

in Coalho cheese.

Independentvariables Response function
Assay Equilibrium Extraction  Extractiontemper Numberofoeak
time (min) time (min) ature (°C) tmberofpears
1 - (10) -(20) -(30) 16
2 +(30) -(20) -(30) 20
3 - (10) +(60) -(30) 24
4 +(30) +(60) -(30) 19
5 -(10) -(20) +(60) 23
6 +(30) -(20) +(60) 26
7 -(10) +(60) +(60) 30
8 +(30) +(60) +(60) 25
9 -o(3) 0(40) 0(45) 24
10 +a(37) 0(40) 0(45) 26
11 0(20) -0/(6) 0(45) 19
12 0(20) +a(74) 0(45) 25
13 0(20) 0(40) -0(20) 16
14 0(20) 0(40) +a(70) 19
15 0(20) 0(40) 0(45) 29
16 0(20) 0(40) 0(45) 30

17 0(20) 0(40) 0(45) 28
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Pareto Chart of Standardized Effects, Varable: N°Picos
3 factors , 1 Blocks, 17 Runs; MS Residual=4,450575
DV: N°Picos

32853845
2,961794
-2}209?7

@l
2Lby3l —:16759

1Lby3L —,16759

(1)Eq(L) % 0486362

temp(Q) 474191

(3)temp(L)

(2)Ex(L)

1Lby2L

Ex(Q)

- 521681

p::05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)
Ex (extraction time), Eq (equilibrium time) and temp (extraction temperature).
Figure 1.Pareto graph of the dependent variable ‘number of peaks’.

After analyzing the data, a response surface was obtained with the purpose of
finding the optimal region and thus verify which combination of the independent
variable values produced the best response.

From the Pareto Chart (Figure 1), it can be observed that equilibrium time and
the interactions between 1 and 3, and between 2 and 3 were not significant. Therefore,

when creating the response surface, equilibrium time was fixed at the center point (20

minutes).

Ex (extraction time) and T (extraction temperature).
Figure 2. Response surface for the dependent variable ‘number of peaks’. Equilibrium
time (Eq) was fixed at the center point.
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Based on the response surface (Figure 2), it can be observed that the region with
the best response values is located between the marks of 40 minutes and 74 minutes of
extraction time (Ex), and between the temperatures (Temp) of 38 °C and 70 °C.
However, it is in the central region of the surface, where the central points of extraction
time and temperature can be found, that the maximum response value can be seen.

According to Pérez-Palacio et al [14], an increase in extraction temperature leads
to the release of a greater quantity of volatile compounds into the headspace, since the
rise in temperature is proportional to the increase in the analyte diffusion coefficient.
The diffusion rate is proportional to the temperature rise, because this increase leads to
increased thermal energy of the product. However, high temperatures can also lead to
the formation of aromatic compounds derived from the Maillard reaction or from
caramelization. It may also cause the degradation of some of the compounds from the
product.

Longer exposure of the fibre to the headspace enables greater capture of the
compounds until polymer saturation. Therefore, it is usually necessary to have longer
extraction times during analysis before balance between the headspace and the fibre

polymer is reached [15, 16].

2.2 Desirability parameter

Figure 3 shows that the optimal values of the parameters investigated in this
study were located in the exact region of the center point. The desirability parameter
indicates the optimal region, taking into account all the variables at the same time. The
optimization desirability value was 0.748 which is considered a good, acceptable value,
according to the values reported by [17].

Trujillo-Rodriguez et al [15], who studied the type of polymer used in extraction
via HS-SPME-GC/MS, reported that the optimal conditions for cheese extraction are
obtained with a temperature of 45 °C and extraction time of 40 minutes. The desirability
values (extraction time of 40 minutes and the extraction temperature 45 °C)that these
authors have obtained are the same as the ones obtained in this study.

In their research on Gokceada cheese, a traditional type of goat cheese,

Hayaloglu et al [18] reported that the ideal conditions for volatile compound extraction
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were obtained at 40 °C with extraction time of 30 minutes. These conditions differ from
those found in this study. Bontinis et al [19] also reported a desirability value different
from the one obtained in this study(extraction time of 40 minutes and the extraction
temperature 45 °C); they performed the extraction of volatiles from Xinotyri cheese, a
traditional Greek goat cheese, at the temperature of 65 °C with extraction time of 20
minutes.

Times of 30 and 20 minutes obtained for the extraction of GokceadaXinotyri and
cheeses, respectively, were not sufficient to effectively capture a large number of
volatile compounds in cheese, especially a fresh product that does not have intense
flavour (Table 1). However, the temperature used for extraction of volatile compounds
was smaller compared with that indicated by Bontini et al [19] for extracting cheese
Xinotyri (65 °C) because the author at said elevated temperature, may result in the
production of compounds resulting from the Maillard reaction and hence to influence

the identification of compounds which are not characteristic of the product.

Profiles for Predicted Values and Desirability
Eg Ex Temp Desirability
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Eq (equilibrium time), Ex (extraction time) and temp (extraction temperature).
Figure 3. Profile of Predicted Values and Desirability for the number of peaks captured
by HS-SPME-GC-MS in Coalho cheese.
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2.3 Model validation

Applying the desirable value of each dependent variable to the equation of
number of peaks (Equation 1), the result obtained was 26 peaks. With the central points
reproduced in triplicate the mean of the experimental data was 30 and the standard
deviation was 1. When submitted to ANOVA and to a t-test (p < 0.05), both predicted
and experimental values showed no significant difference. This indicates that the
proposed model was adjusted to the experimental data. Besides, the experimental values
obtained were all within the 95 % confidence interval.

2.4 Characterization of the volatile compounds found in caprine Coalho cheese

A total of 32 volatile compounds were detected after being extracted (through
SPME) from caprine Coalho cheese: 5 alcohols, 5 esters, 3 ketones, 6 acids, 3
aldehydes, 3 terpenes, and 7 hydrocarbons (Table 2). Among these compounds, the
most abundant were decane and hexanoic acid with the latter responsible for the
characteristic smell of goat dairy products.

The alcoholic compounds found in cheeses can be formed in a number of
metabolic reactions: through fermentation, ketone reduction, amino acid and fatty acid
degradation, all performed by microbiological and biochemical activities [19, 20]. Most
of these compounds are usually formed during storage but are quickly dispersed due to
their high volatility [18].

The most abundant alcoholic compound found in the Coalho cheese samples was
ethanol. Delgado et al [21] also reported its presence in ovine cheese. The esters
detected in the caprine Coalho cheese samples were ethyl acetate, ethyl butanoate, ethyl
hexanoate, ethyl octanoate, and ethyl decanoate. According to Bontini et al [19], esters
are originated in the esterification reaction between short chain fatty acids and ethanol.
Among the esters found in the samples, ethyl butanoate, ethyl hexanoate, and ethyl
octanoate were the most common. All three compounds are originated from acids which
possess the typical smell of caprine cheese. In their research, Delgado et al [5] also

found high proportions of these three esters.
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Table 2. Volatile compounds in the headspace of in caprine Coalho cheese.

Number Compouds Qf CV° QFf CvV Qf c¢cv LRE ID
Acohol

1 Ethanol 442 73 373 20 113 43 <600 A
3 2-Butanol ND? - 21,16 1 ND - <600 A
8 3-methyl-1-Butanol 0,35 3 367 12 1,07 10 760 A/B
11 1-Pentanol ND - 016 104 055 87 <600 A
26 2-methyl-1-Decanol 1,78 18 ND - ND - 1160 A/B
Esters

4 Ethyl Acetate 087 63 1,77 99 201 70 <600 A
12 Ethyl Butanoato 33 14 899 1 482 54 808 A/B
19 Ethyl Hexanoato 448 13 6,32 1 1024 8 1007 A/B
28 Ethyl Octanoato 5,50 6 211 14 486 34 1198 A/B
30 Ethyl Decanoato 3,10 15 ND - ND - 1404 A/B
Ketones

2 2-pentanone 364 18 34 18 1,70 53 <600 A
7 3-hydroxy-2-Butanone 391 99 8,73 14 ND - 722  A/B
15 2-Heptanone 2,32 7 42 12 153 11 899 A/B
Acids

5 Acetic acid ND - 08 5 1520 3 <600 A
13 Butanoic acid 29 10 4,02 32 3,10 20 823 A/B
14 Pentanoic acid ND - 309 6 0,73 23 880 A/B
20 Hexanoic acid 16,00 20 76 71 13,76 60 1016 A/B
27 Octanoic acid 147 50 002 2 4,17 34 1198 A/B
29 Decanoic acid 0,27 3 ND - ND - 1401 A/B
Aldehydes

6 3-methylbutanal 061 54 095 38 0,26 7 <600 A
17 Benzaldehyde 586 117 ND - ND - 986 A/B
21 2-octenal ND - ND - 1,85 45 1033 A/B
Terpenes

16 a-Pinene 2,21 3 551 19 511 3 945 A/B
31 copaene 083 141 132 14 256 65 1406 A/B
32 Caryophyllene 295 141 6,64 11 7,50 8 1460 A/B
Hydrocarbons

9 3-ethyl-2-methyl Pentane 0,29 73 0,12 39 0,91 67 765 A/B
10 Tolueno 018 21 066 33 059 30 789 A/B
18 Decane 1414 8 1,38 10 5,60 1 1003 A/B
22 3-methyldecane 1,15 5 ND - 1,78 7 1059 A/B
23 4-methyl-1-Decene 2,10 2 ND - ND - 1069 A/B
24 Undecane 9,16 0 356 9 8,97 11 1104 A/B
25 4-methydecane 502 23 ND - ND - 1118 A/B

® Artisinal caprine cheese; ” % CV, percentage of coefficient of variation; © caprine cheese - 1; % caprine cheese - 2; ¢ Linear retention indices;
f A, mass spectrum and LRI agree with those of an authentic compound ran on VF-5ms column; B, mass spectrum agrees with reference
spectrum in the NIST/EPA/NIH mass spectral database and LRI agree with those in the literature [25, 26, 27]; ¢ nd, not detected.
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Three ketones were found in the caprine Coalho cheese samples: 2-pentanone, 2-
butanone-3-hidroxy and 2-heptanone. 2-heptanone can be found in other types of cheese
and has an herbaceous aroma. It is the product of B-oxidation of free fatty acids, which
are released during lipolysis [8, 19]. Atasoy et al [22], who studied ovine, caprine and
mixed Urfa cheese, reported the detection of this compound in both fresh and matured
samples. Hayaloglu et al [18] also found 2-heptanone in caprine Gokceada cheese.

Acids are compounds that can be formed through lipolysis, proteolysis and
lactose fermentation. It is the presence of acids such as hexanoic acid, octanoic acid and
decanoic acid that gives goat dairy products their distinctive smell. These three acids are
also known as caproic acid, caprylic acid andcapric acid, respectively [18, 19]. The
acids found in caprine Coalho cheese were butanoic acid, hexanoic acid, octanoic acid,
and decanoic acid; hexanoic acid was the most abundant of these four. Butanoic acid is
known in literature for its rancid, unpleasant smell, and its presence in cheese samples is
therefore undesirable [5].

The aldehydes found in the Coalho cheese sample were 3-methylbutanal,
heptanal, and benzaldehyde, the last being the most abundant. Benzaldehyde has a
typical almond-like aroma and was also detected by various authors in their researches
[21, 23]. Aldehydes are known as transitory volatile compounds, because they are
quickly converted into acids or alcohols. Some are formed through the Strecker
reaction, such as 2-methylbutanal [22, 24].

Three types of terpenes were detected in the cheese samples: a-pinene, copaene,
and caryophyllene. According to Wolf et al [23], terpenes are compounds produced by
plants and therefore their presence in milk or in dairy products is due to whatever
vegetables the animal has eaten. This way, the presence of these compounds may help
in determining the geographical origin of the cheese. The other aromatic compounds
found in the caprine Coalho cheese samples were 7 hydrocarbons, of which decane was

the most common.



53

3 Material and Methods

3.1 Standards

The homologous series of n-alkanes C8 - C25, used for calculating the linear
retention index of volatiles, was supplied by Fluka (Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Germany).

3.2 Extraction of Coalho cheese volatile compounds by HS-SPME

Samples were prepared by weighing 20 g of grated Coalho cheese in 60 mL
vials sealed with apolytetrafluroethylene silicone septum (Supelco, Bellenfont, PA,
USA). The system was submitted to an extraction temperature (T) of 20, 30, 45, 60, and
70 °C in a water bath and an equilibrium time (Eq) of 3, 10, 20, 30, and 37 minutes
before fibre exposure. Prior to extractions, the fibrewas conditioned to the gas
chromatograph injector at the temperature of 270°C for 60 minutes. Afterwards, the
SPME fibre was exposed to the headspace, above the Coalho cheese sample for an
extraction time (Ex), of 6, 20, 40, 60, and 74 minutes. Then the fibre was retracted into
the needle and transferred to the gas chromatograph injector where analytes were
desorbed. The values tested were all obtained from previous studies, in which they had
yielded satisfactory results for SPME extraction in cheeses [18, 21, 24].

Prior to the optimization of the SPME conditions for the analysis of volatile
components, a screening was performed to select the appropriate fibre. Fibres were
purchased from Supelco (Bellofonte, PA, USA). Four fibres were tested and compared:
divinylbenzene/Carboxen/polydimethylsiloxane  (DVB/CAR/PDMS) 50/30  um;
polydimethylsiloxane (PDMS) 100 um; Carbowax/divinylbenzene (CW/DVB) 65 um
and polydimethylsiloxane/divinylbenzene (PDMS/DVB), 65 um. Before extraction
began, each extraction fibre was conditioned according to the manufacturer’s
prescription.

Of the four fibres evaluated, the divinilbenzeno/Carboxen/polidimetilsiloxano
50/30 um (DVB/CAR/PDMS) fibre presented the best performance, witha higher
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number of volatiles in the cheese samples, and was therefore selected to be used in the

HS-SPME volatiles analysis in Coalho cheese.

3.3 Optimal conditions for the extraction of Coalho cheese volatiles

To optimize extraction by HS-SPME, a central composite rotational design
(CCRD) was used, in which three independent variables were analyzed: equilibrium
time (Eq), extraction time (Ex) and extraction temperature (T): The design included
seventeen trials which comprised eight factorial points, six axial points and three
replicates of the central point for knowing the experimental error associated with
measurements. The response surface model was elaborated using the following

equation:
y = Bo + B1EQ+ B2Ex+ BaT + BsEQ + BsEX*+ BT + B7EQ.Ex+ BEQ.T+BEXT  (2)

Where y is the response value predicted by the model; Bo is the mean coefficient
(or the constant) B1, B2 and B3 are the linear, B4, Ps and Bs the quadratic and B7, Bs and Bo
the interaction coefficients. In this model Ex (extraction time), Eq (equilibrium time)
and T (extraction temperature) are the independent variables. The dependent variable in

this study is the number of peaks in the chromatograms.

3.4 Statistical analysis

The response function (y) was used to perform regression analyses and analyses
of variance (ANOVA) for the regression. The equation model was fitted to experimental
data to yield the proposed model. Response surface graph and desirability parameters
were generated for the response function (y), i.e. total number of peaks. The executed
analyses, desirability and response surface were performed with STATISTICA 8.0
software [28]. After response surface analysis and graphing of the desirability for the

maximum number of volatiles extracted, the proposed model was validated by
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performing new assays in triplicate. The results were compared with the estimated
response (y) by Student’s t-test (p < 0.05).

3.5Gas chromatography-mass spectrometry conditions

For separation and identification of compounds extracted from Coalho cheese, a
Varian 3800 gas chromatograph coupled to a Varian Saturn 2000R mass
detector(Varian Inc., Palo Alto, California) and VF-5ms column (60 m x 0.25 mm X
0.25 um) was used (Agilent, Santa Clara, California).

The temperature programming of the gas chromatograph oven started at 40°C
for 10 minutes, followed by a 5°C/min ramp increase up to 240°C, maintaining this
temperature for 11 minutes, with a total running time of 61 minutes. This temperature
programming was proposed after preliminary tests. The injector used was the split type
with manual injection, maintained at a temperature of 250 °C. Helium was used as
carrier gas at a constant flow rate of 1.0 mL/min.

The mass spectrometer was operated by electron impact at a source temperature
of 200°C and aionization energy of 70 eV and a scan range from m/z 29 to m/z 400 at
3.33 scan/s. The identification of volatile compounds was based on the comparison of
their mass spectra with those of compounds previously analyzed, with NIST/EPA/NIH
Mass Spectral Database (Version 2008), or spectra published in journals. To confirm
the identity of each component, the linear retention index (LRI) was calculated using the
retention times of a homologous series of n-alkanes C8 - C25 and also by comparing the

LRI of authentic compounds analyzed under similar conditions [18, 22, 25].

4 Conclusions

The optimal conditions for SPME extraction of volatile compounds from caprine
Coalho cheese were obtained with equilibrium time of 20 minutes, extraction time of 40
minutes, and extraction temperature of 45 °C. Optimization was confirmed by the

desirability parameter, which attained a value considered good and acceptable by
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literature. Therefore, the model obtained was validated. In the optimal conditions 28
volatile compounds from caprine Coalho cheese were detected.
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INFLUENCIA DA ADICAO DE BACTERIAS LATICAS PROBIOTICAS NO
PERFIL DE ACIDOS GRAXOS E VOLATEIS DE QUEIJO COALHO CAPRINO

Resumo

Neste estudo a lipélise e o perfil de volateis de queijos coalho caprino tradicional
e probidticos foram determinados até 28 dias de armazenamento. Os queijos foram
denominados QS, queijo de coalho controle elaborado com cultura “starter” de
Lactococcus lactis subsp. lactis e Lactococcus lactis subsp. cremoris; QLA, queijo de
coalho com Lactobacillus acidophilus; QLP, queijo de coalho elaborado com
Lactobacillus paracasei; QB, queijo de coalho processado com uma cultura de
Bifidobacterium lactis e QC, queijo de coalho feito usando a co-cultura, com os 3
micro-organismos probidticos. O uso das diferentes culturas laticas probidticas afetou o
perfil lipidico e aromatico dos queijos de coalho caprinos, com a concentracdo dos
teores de gordura e colesterol durante o armazenamento. Observou-se efeito positivo da
adicao da cultura de B. lactis e da co-cultura de probidticos, no perfil de acidos graxos e
maior producédo de volateis, que resultou em maiores concentracdes durante o periodo
de estocagem do CLA (0,74 e 0,54 ¢g/100g de acidos graxos), comparando com 0S
outros queijos, 6timos valores das relacbes AGPI/AGS (0,23 e 0,065) e DFA (50,23 e
45,08), associados a reducdo dos indices de aterogenicidade (2,15 e 2,38) e
trombosidade (1,69 e 1,82). Vinte e cinco compostos volateis foram identificados no
queijo de coalho caprino, sendo eles 6 alcoois, 4 hidrocarbonetos, 4 terpenos, 3 acidos,
3 cetonas, 3 aldeidos e 2 ésteres. Nos cinco queijos avaliados observou-se producao de
ésteres ao longo do armazenamento e reducdo de aldeidos. Os queijos probioticos
fabricados a partir de leite de cabra, adicionados do Bifidobacterium lactis e da co-
cultura de probidticos resultaram em queijo de coalho com melhor qualidade no perfil

lipidico e aromatico.

Palavras-chaves: queijo caprino, lipdlise, volateis, &cidos graxos, produtos lacteos.
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1 INTRODUCAO

Nos queijos o sabor ou “flavour” constitui um dos critérios mais importantes
para a sua aceitagdo ¢ o consumo. O sabor/“flavour” resultam em um conjunto
complexo de substdncias volateis e ndo volateis provenientes das atividades
microbioldgicas e bioguimicas, que ocorrem durante o processo de elaboracdo e
maturacio (GONZALEZ-MARTIN et al., 2014).

No Nordeste do Brasil, o queijo de coalho se sobressai, com produgdo de mais
de 150 anos, como um queijo tradicional, de sabor levemente salgado e &cido, aroma
suave, textura compacta e macia, sendo muito apreciado pela populacdo local e de
outras regides do Brasil. Este queijo tem forte participagdo na economia da regido,
principalmente como fonte de renda dos fornecedores de leite, especialmente aqueles
que ndo tém acesso a instalagdes de processamento de leite (OLIVEIRA et al., 2012;
QUEIROGA et al., 2013; SILVA et al., 2012).

A regido Nordeste do Brasil se sobressai com 75% da producdo de leite caprino
com destaque para o estado da Paraiba, com uma producéo de 18.000 mil litros de leite
por dia (RIET-CORREA et al., 2013) e sua valorizagdo em produtos lacteos
diferenciados, a exemplo do queijo de coalho caprino, que podera contribuir para a
sustentabilidade econdmica da regido, principalmente das areas rurais. O queijo de
coalho caprino probidtico, poderia favorecer a comercializacdo do leite de cabra, por
seu apelo nutricional, com efeitos benéficos a salude do consumidor, e,
consequentemente, serviria de incentivo a atividade da caprinocultura desta regido.
Além disso, te queijo apresenta-se como uma excelente alternativa de veiculo para
bactérias laticas probioticas, principalmente devido ao seu pH, que se encontra proximo
a neutralidade e ao seu alto teor de umidade (SANTOS et al., 2012; GARCIA et al.,
2012).

As bactérias laticas probioticas dos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium sdo
frequentemente adicionadas na producdo de queijos. Estudos reportam a adicdo de
bactérias laticas probioticas em diferentes queijos tradicionais produzidos no Brasil,
como em queijo minas frescal, adicionado de Lactobacillus acidophilus (COMAN et

al.,2012), queijo de coalho elaborado com Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium
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lactis e Lactobacillus casei (RODRIGUES et al., 2011) e queijo cremoso adicionado de
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus paracasei (BURNS et al., 2012).

Durante o processamento de queijo, diversas reacfes quimicas e bioquimicas
ocorrem simultaneamente. Entre elas a lipdlise desempenha um papel crucial no
desenvolvimento do sabor (RANDAZZO et al., 2010; SANTOS et al., 2012) e de outros
compostos (VAN NIEUWENHOVE; OLISZEWSKI; GONZALEZ, 2009; PRANDINI;
SIGOLO; PIVA, 2011; BONANNO et al., 2013; PAJOR et al., 2013). A lipélise pode
ser influenciada devido ao sistema metabdlico de bactérias acido laticas, leveduras ou
bolores (MCSWEENEY; SOUSA, 2000).

Quando associados a presenca e acdo de bactérias com efeitos probi6ticos a
queijos, essas modificacdes bioquimicas podem acarretar na liberacdo e sintese de
acidos graxos poli-insaturados (AGPI) que sdo considerados promovedores da salde.
Além de aumentar, produzindo ou liberando AGPI, o metabolismo lipidico pode
provocar a reducdo de triglicerideos hepéaticos (O’SHEA et al., 2012). Segundo
Prandini, Sigolo e Pivo (2011), ja existe um potencial associado a presenca de algumas
bactérias laticas, como Bifidobactérias, Propianobacteria, Lactobacillus plantarum ,
Lactobacillus rhamnosus e Lactobacillus acidophilus, com a producéo de isdmeros do
acido linoeico (CLA). Dentre os acidos graxos poli-insturados (AGPI), os CLAs
apresentam excelente potencialidade bioativa, originando propriedades anti-
inflamatdria, anti-cancro, anti-cancerigena, anti-aterogénica, anti-diabetogénica, dentre
outras (O’SHEA et al., 2012; MARRONE et al., 2014).

Considerando o0s beneficios tecnoldgicos ocasionados pela utilizacdo de
bactérias laticas probioticas em queijos, além da sua acdo positiva na salde do
consumidor, o presente estudo teve como objetivo avaliar a influéncia da adicdo de
bactérias laticas probidticas - Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus paracasei e
Bifidobacterium lactis - na sua forma isolada e combinada, sobre a lipdlise e o perfil
aromatico do queijo de coalho caprino comparando-o com o queijo de coalho caprino
elaborado com cultura mesofila convencional “starter” composta por Lactococcus lactis

subsp. lactis e Lactococcus lactis subsp. cremoris.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 CULTURAS E REAGENTES

Cinco formulagdes de queijo de coalho caprino foram processadas em triplicata,
utilizando-se culturas liofilizadas comerciais (Chr. Hansen, Valinhos, S&o Paulo,
Brasil). As culturas foram inseridas (100 mg de cada cultura para 1 litro de leite) nas
diferentes formulaces: QS (Lactococcus lactis subsp. lactis e Lactococcus lactis
subsp. cremoris - R704, lote 3128520); QLA (Lactobacillus acidophilus - LA-5, lote
3139352); QPL (Lactobacillus paracasei - L. casei-01, lote 3089189); QB
(Bifidobacterium lactis - BB 12, lote 3100870); QC (L. acidophilus, L. paracasei e B.
lactis, na propor¢do - 1: 1: 1). A cultura “starter” foi adicionada apenas no queijo
denominado de QS.

Os reagentes e produtos quimicos utilizados para as analises deste estudo foram
adquiridos por fornecedores laboratoriais (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,

Germany).

2.2 PROTOCOLO DE FABRICACAO DOS QUEIJOS

Para a elaboracdo de cada tratamento de queijo foram utilizados 10 L de leite de
cabra refrigerado e pasteurizado (65 °C por 15 minutos), proveniente de racas nativas,
pertencentes a Cooperativa de Produtores Rurais de Monteiro, Paraiba (CAPRIBOM).
Inicialmente, o leite foi aquecido a 45 £ 1 °C, e em seguida foi realizada acidificacdo
direta com 4cido lactico (0,85 mL 100 mL™) numa quantidade de 0,25 mL L™ As
culturas de bactérias laticas foram adicionadas a uma concentracdo de 100 mg L™,
sendo estas inoculadas diretamente na cuba. O cloreto de célcio (0,5 mL L™) e o agente
coagulante comercial (0,9 mL L™) também foram adicionados as cubas.

As cubas foram mantidas a 36 °C até a obtencdo de uma coalhada firme
(aproximadamente 40 minutos). O gel obtido foi suavemente cortado em cubos (1,5 a

2,0 cm) e a metade do soro foi retirado para a elaboracéo da salmoura (12 g L*NaCl). A
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salmora foi adicionada & massa carta e em seguida e homogeneizada e logo apos
realizou-se a drenagem e acondicionamento em formas retangulares perfuradas
(capacidade aproximada de 250 g), as quais foram mantidas a 36 °C sob presséo, por 4
horas e em seguida os queijos foram embalados a véacuo.

Os queijos de coalho caprino foram armazenados a 10 °C + 2 °C durante 28 dias.
As analises foram realizadas em dois intervalos (1 e 28 dias) e todas as analises

propostas neste estudo foram realizadas em triplicata.

2.3 VIABILIDADE DAS BACTERIAS LATICAS

Consistiu no monitoramento das contagens das culturas laticas: L. lactis subsp.
lactis e L. lactis subsp. cremoris; L. acidophilus; L. paracasei; B. lactis e a co-cultura,
nos queijos de coalho caprino. Inicialmente, 25 g de queijo foram adicionados e
homogeneizados em 225 mL de agua peptonada (1 g L™) e submetido a uma série de
diluicdes (10" - 107®). Aliquotas de 0,1 mL de cada diluicio das amostras foram
transferidas para placas contendo agar DeMan-Rogosa-Sharpe (MRS), adicinado de
cisteina a 5% e incubadas a 37 °C por 48 horas, sob anaerobiose (Anaerobic System
Anaerogen, Oxoid). A contagem foi expressa em numero de unidades formadoras de

coldnias por grama de queijo (log CFU g™) (FDA, 1992).

2.4 PERFIL DE ACIDOS GRAXO0S

A metilacdo dos acidos graxos presentes nos extratos lipidicos, obtidos a partir
do método descrito por Folch, Less e Stanley, (1957) foi realizada seguindo a
metodologia descrita por Hartman e Lago, (1973). A identificacdo e quantificacdo dos
ésteres de acidos graxos foram realizadas por cromatografia gasosa (Varian 430-GC,
California, EUA), cujo cromatdgrafo foi acoplado com detector de ionizacdo de chama
(DIC), coluna capilar de silica fundida (CP WAX 52 CB, Varian, Califérnia, EUA) com
dimensdes de 60 m x 0,25 mm e 0,25 um de espessura do filme. Foi utilizado o hélio

como gas de arraste (vazdo de 1 mL / minuto). As condi¢cdes do CG foram: Temperatura
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do injetor 250 °C; a temperatura inicial do forno foi de 40 °C por 2 minutos,
aumentando-se 10 °C min™ até atingir 180 °C, permanecendo-se por 30 minutos, em
seqguida aumentou-se novamente 10 °C min™ e atingindo-se 240 °C e fixou-se por 34
minutos, com um tempo total de corrida de 86 minutos; a temperatura do detector foi de
260 °C. Aliquotas de 1,0 uL do extrato esterificado foram injetadas em injetor tipo
Split/Splitless. Os cromatogramas foram registrados em software tipo Galaxie
Chromatography Data System. Os acidos graxos foram identificados por comparagéo
dos tempos de retencdo dos ésteres metilicos das amostras com padrdes Supelco ME19 -
Kit (Fatty Acid Methyl Esters C4 - C24).

2.5 PERFIL DE VOLATEIS

Aproximadamente 20 = 0,1 g de queijo de coalho caprino foi colocado em
frasco de vidro de 60 mL, com tampa rosqueada contendo um orificio central com raio
de 3 mm e um septo forrado de Teflon. As extracdes foram realizadas com um sistema
SPME (Supelco, Bellenfont, PA, USA) que contém uma fibra de silica fundida
revestida com uma camada de Divinilbenzeno / Carboxen / Polidimetilsiloxano 50 / 30
pm. A agulha de aco inoxidavel, alojando a fibra, penetrou o septo, e apos equilibrio a
45 °C, durante 20 minutos; a fibra foi exposta ao headspace, fase gasosa acima da
amostra de queijo coalho, por 40 minutos. Apos a extracdo, a fibra foi recolhida para
dentro da agulha e transferida para o injetor do CG-EM, onde os analitos foram
dessorvidos.

Os valores dos parametros utilizados foram todos obtidos a partir de estudos
anteriores, em que apresentaram resultados satisfatérios para a extracdo por SPME em
queijos (DELGADO et al., 2010; HAYALOGLU et al., 2013; KONDYLI et al., 2013).

A anélise dos volateis do queijo coalho caprino foi realizada em cromatédgrafo
gasoso Varian Saturn 3800 2000R, acoplado a um detector de massa Varian Saturn
2000R 2000, acoplado com coluna VF-5ms (60 m x 0,25 mm x 0,25 mm). A
programacdo de temperatura do forno do cromatdgrafo de gasoso foi de 40 °C durante
10 minutos, seguido por um aumento de uma rampa de 5 °C / min até 240 °C, mantendo

esta temperatura durante 11 minutos, com um tempo total de corrida de 61 minutos. A
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temperatura do injetor foi mantida a 250 °C. Utilizou-se o hélio como gas de arraste em
fluxo constante de 1,0 mL / minuto.

O espectrometro de massa foi operado por impacto eletrdnico e temperatura da
fonte de 200 °C, energia de ionizagdo de 70V e faixa de varredura de m/z 29 a m/z 400
a 3,33 scan/s. A identificacdo dos compostos volateis foi baseada utilizando o banco de
espectros da prépria biblioteca do GC/MS, NIST/EPA/NIH Mass SpectralDatabase
(Verséo 2008) e também comparando-se os espectros e os valores dos IRL dos volateis
dos extratos do queijo com os da literatura (ATASOY et al., 2013; HAYALOGLU et
al., 2013; MADRUGA et al., 2013).

2.6 ANALISE ESTATISTICA

A interpretacdo estatistica dos dados foi realizada utilizando Analise Variancia
(ANOVA), seguindo de analise fatorial até um nivel de significancia de 1% a 5%. O
pacote estatistico utilizado foi do software Assistat, versdo 7.6 beta (SILVA;
AZEVEDO, 2009). A analise de componentes principais (PCA) foi realizada utilizando
0 Unscrambler® X.1 (CAMO S.A.) e foram codificados em Matlab 6.5 (Mathworks,
USA).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 PERFIL DE ACIDOS GRAXO0S

Na Figura 1 pode-se observar que, durante a estocagem, os queijos analisados
exibiram reducdo (p < 0,01) dos acidos graxos de cadeia longa (AGCL), variando de
77,05 a 73,70 mg/100g de &cidos graxos, e aumento (p < 0,01) dos &cidos graxos de
cadeia curta (AGCC), obtendo alteracdo de 0,21 a 1,87 mg/100g de &cidos graxos. O
queijo elaborado com a B. lactis apresentou maior reducdo (p < 0,01) da concentracédo

de AGCL (76,95 a 73,70 mg/100g de acidos graxos) e, consequentemente, um


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0309174014000916#bb0125
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acréscimo (p < 0,01) de AGCC (0,24 a 1,79 mg/100g de &cidos graxos), comparando
com os demais queijos de coalho caprino (QS, QLA, QLP, QC).

As bactérias laticas possuem acgdo lipolitica, levando a liberacdo de é&cidos
graxos de cadeia curta e média (RODRIGUES et al., 2012). Dentre as bactérias laticas
analisadas, o B. lactis e 0 L. paracasei apresentaram maior atividade lipolitica, e,
consequentemente, maior producio de AGCC. E notavel que, em geral, o queijo de
cabra apresenta-se como excelente fonte de &cidos graxos de cadeia curta (C4 a C8) em
comparagdo ao queijo de leite de vaca (CHILLIARD; ROUEL; LEROUX, 2006), este
fato também foi observado no presente estudo. Os AGCC sdo responsdveis pela
intensificacdo do aroma caracteristico de queijo, principalmente de cabra, que possuem
como marcadores do aroma os &cidos capréico, caprilico e caprico (BONTINIS et al.,
2012; MEDEIROS et al., 2014).

Todos o0s queijos avaliados ndo exibiram alteragdes (p > 0,01) no somatorio de
acidos graxos saturados (AGS) ao longo do armazenamento, com concentragdes de
67,02 a 70,92 mg/100g de acidos graxos. A maior proporcao dos AGS foi detecta para
os acidos - palmitico (23,24 a 31,84 mg/100g de acidos graxos), estearico (14,16 a
18,61 mg/100g de acidos graxos), miristico (9,80 a 11,55 mg/100g de &cidos graxos) e
laurico (3,46 a 4,21 mg/100g de acidos graxos). O consumo de AGS esta relacionado
com o possivel aumento do teor de colesterol de baixa densidade (LDL) no sangue.
Entretanto, sabe-se que o &cido palmitico na presenca de &cido linoleico, ndo apresenta
efeitos negativos que possam afetar a saide do consumidor, enquanto o acido estearico
é considerado neutro nesta questdo de saide (CABIDDU et al., 2006).

Analisando a Figura 2 pode-se observar que o somatorio dos acidos graxos
monoinsaturados (AGMI) destacaram-se (p < 0,01) nos queijos elaborados com B. lactis
e cultura “starter” durante os 28 dias de armazenamento, cujos percentuais de aumento
foram de 7% (QB) e 8% (QS), respectivamente. Paralelamente, o tratamento com a co-
cultura e com o controle tiveram variacdes (p < 0,01) no somatério dos AGPI durante o
armazenamento de 28 dias. Observou-se um aumento nos AGPI dos gueijos elaborados
com a co-cultura (de 5,12 a 6,04 mg/100g de acidos graxos), e uma reducdo nos AGPI
dos queijos produzidos com a cultura “starter” (de 5,12 a 4,44 mg/100g de &cidos

graxos). O comportamento apresentado no queijo elaborado com co-cultura é desejavel,
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uma vez que existe uma relagdo entre o consumo de acidos graxos poli-insaturados, em

destaque para 0os CLAs, com os efeitos positivos a satde humana (JOY et al., 2014).
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Figura 1. Perfil de acidos graxos: (A) - Somatorio de acidos graxos de cadeia curta -
AGCC; (B) - Somatorio de acidos graxos de cadeia média - AGCM; (C) - Somatorio de
acidos graxos de cadeia longa - AGCL, de queijos de coalho caprino adicionado de
bactérias laticas probioticas e de cultura “starter” ao longo de 28 dias de armazenamento
a 10 °C £ 2 °C. QS - Queijo de coalho caprino com cultura “starter”’; QLA - Queijo de
coalho caprino com Lactobacillus acidophilus; QLP - Queijo de coalho caprino com
Lactobacillus paracasei; QB - Queijo de coalho caprino com Bifidobacterium lactis;

QC- Queijo de coalho caprino com co-cultura.

Alguns probidticos possuem a capacidade de sintetizar acidos graxos poli-
insaturados, destacando-se 0os CLAS, porém essa sintese € mediante a presenca de &cido
linoleico em sua forma livre. Dentre os probidticos destacados na literatura as
Bifidobactérias apresentam maior potencial de sintese destes acidos (SANTOS et al.,

2012; O’SHEA et al., 2012). Entretanto, o efeito sinérgico das culturas probidticas
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compostas na co-cultura foi responsavel pelo aumento (p < 0,01) da producgdo de &cidos

graxos poli-insaturados no queijo QC.
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Figura 2. Perfil de acidos graxos: (A) - Somatério de acidos graxos monoinsaturados -
AGMI; (B) - Somatorio de acidos graxos poli-insaturados - AGPI de queijos de coalho
caprino adicionado de bactérias laticas probidticas e de cultura “starter” ao longo de 28
dias de armazenamento a 10 °C + 2 °C. QS - Queijo de coalho caprino com cultura
“starter”; QLA - Queijo de coalho caprino com Lactobacillus acidophilus; QLP -
Queijo de coalho caprino com Lactobacillus paracasei; QB - Queijo de coalho caprino

com Bifidobacterium lactis; QC- Queijo de coalho caprino com co-cultura.

Para avaliar a contribuicdo de CLA ao consumo humano, valores foram
expressos em g 100 g-1 de produto (Tabela 1). Neste estudo os queijos de cabra
resultaram em excelente fonte de CLA para os consumidores, oferecendo entre 0,54-
0,74 g 100 g™ de queijo em um dia, valores estes semelhante aos determinados por Van
Nieuwenhoveet al. (2009) para queijos de cabra.

Os isdmeros do CLA - &acido linoleico conjugado (C18:2 n6) apresentaram
aumento (p < 0,01) nas amostras QS e QB, expondo concentrac6es iniciais de 0,54 e
0,69 mg/100g de acidos graxos, respectivamente no 1° dia de armazenamento; e de 0,66
e 0,76 mg/100g aos 28 dias de armazenamento, com aumento de 22% e 10%,
respectivamente.

O queijo elaborado com a co-cultura de probidticos apresentou elevado valor de
CLA (0,74 mg/100g de acidos graxos), quando comparado com as demais amostras de

queijo analisadas (0,54 a 0,71 mg/100g de &cidos graxos). Esta concentracdo manteve-
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se estavel (0,74 mg/100g de &cidos graxos) e alta durante todos os dias de estocagem.
Este efeito é desejavel no produto, pois o produto apresentara um elevado contetdo
CLA durante os 28 dias.

As concentragOes iniciais de CLA estdo em acordo com outros autores que
relataram valores de 0,56 a 1,07 g 100 g™ para o isbmero cis9, transil de CLA
(OSMARI et al., 2011; PRANDINI; SIGOLO; PIVA, 2011; MEDEIROS et al., 2014).
As cabras apresentam-se como animais capazes de produzir CLA como produtos
intermediarios da biohidrogenagdo ruminal na forma de trans10, cis12. Sabe-se que o
processo tecnolégico de producdo do queijo pode influenciar o teor de CLA do produto,
onde pardmetros como temperatura, acesso ao ar, € o tipo de cultura “starter” e de
culturas adjuntas usadas no processo de fabricacdo sdo apontados como 0s principais
agentes (COLLOMB et al., 2006; VAN NIEUWENHOVEET al., 2009; DOMAGALA
et al., 2010). No presente trabalho, todas as condicGes de produgdo foram mantidas,
exceto as bactérias utilizadas como culturas. Assim, o incremento de CLA observado ao
longo do tempo de maturacdo pode esta associado com a inclusdo das diferentes
culturas utilizadas.

Os isémeros dos &cidos linoleicos conjugado sdo importantes, porque atuam na
constituicdo de tecidos do sistema nervoso central, na prevencdo de doencas
cardiovasculares, doencas autoimunes e doencas inflamatorias (RODRIGUEZ-
ALCALA et al., 2013).

A relacdo AGMI/AGS sofreu acréscimo ao longo da estocagem, apenas no
queijo elaborado com B. lactis, indicando uma maior acdo desta bactéria latica na
producdo dos monoinsaturados e/ou reducdo dos saturados. Entretanto, os valores da
relacio AGPI/AGS variaram inicialmente de 0,06-0,07 a 0,16-0,23 aos 28 dias de
armazenamento (Tabela 1). Todos os tratamentos dos queijos de coalho, em destaque o
produzido com a co-cultura (aumento de 228%), expuseram elevacdo na relacéo
AGPI/AGS ao longo do armazenamento.

Segundo a World Health Organization (WHO, 2003) os alimentos que
apresentam relacdo AGPI/AGS inferiores a 0,4 sdo indesejaveis a dieta, devido ao seu
poder hipercolesterémico. Os é&cidos graxos monoinsaturados induzem efeitos
hipocolesterémico no organismo, portanto 0s mesmos deveriam ser introduzidos melhor
avaliacdo do perfil lipidico de alimentos (RODRIGUEZ-ALCALA et al., 2013).


http://www-sciencedirect-com.ez15.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0963996912005200
http://www-sciencedirect-com.ez15.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0963996912005200
http://www-sciencedirect-com.ez15.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0963996912005200
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Os valores da relagdo AGPI/AGS encontrados neste estudo foram superiores
(0,07 a 0,23) ao detectados por Marrone et al. (2014) (0,08), em queijo italiano
“Pecorino Carmasciano”, ndo probidtico. O acréscimo do valor desta relacdo ao longo
do armazenamento pode ser justificado devido ao efeito das bactérias laticas probioticas
no queijo.

Os &cidos graxos desejaveis (AGMI+AGPI+C18:0), denominados como DFA,
apresentaram aumento (p < 0,01) nos queijos QB e QS, sobressaindo-se o QB,
indicando melhor atividade da bactéria latica B. lactis para a producdo de um melhor
perfil lipidico, comparando com os demais queijos analisados. Os valores detectados
nos queijos de coalho caprino (de 45,08 a 50,23 mg/100g de &cidos graxos) foram
semelhantes aos reportados por Medeiros et al. (2014) também, em queijo de coalho
caprino (de 42,43 a 51,51 mg/100g de acidos graxos).

Com excecdo do queijo elaborado com L. acidophilus que ndo sofreu alteracdo,
todos os demais queijos apresentaram reducédo (p < 0,01) do indice de aterogenecidade
(1A) ao longo do armazenamento (28 dias). Os IA reduziram de 2,29-2,38 para 2,15-
2,34, com maior reducdo (>7%) para o queijo elaborado com a co-cultura. Enfatiza-se
que esta reducéo é desejavel, pois o valor do Al é diretamente proporcional aos valores
de &cidos graxos (C12:0, C14:0 e C16:0) que séo considerados prejudiciais a saude.

O indice de trombosidade (IT) possui a mesma coeréncia, sendo desejavel em
valores inferiores. Apenas o queijo elaborado com B. lactis obteve decréscimo (p <
0,01) (4%) no IT ao longo do armazenamento. Segundo Marrone et al. (2014), quanto
menor os valores dos indices de aterogecidade e trombosidade, maior serd a prevencédo
de doencas que estdo relacionadas com o aumento do teor de colesterol (LDL) no
sangue e com acumulo de placas de gordura nas artérias.

Outra relacdo que avalia a qualidade do perfil lipidico dos queijos é a relacéo
[(C18:0+C18:1)/C16:0], cujo valor esperado deve ser maior para indicar efeito positivo
dos é&cidos graxos no alimento. Nos cinco queijos analisados ndo foram detectadas
diferencas (p > 0,01) para esta relacdo, nem tdo pouco foram observadas variacoes
significativas ao longo do armazenamento. Paralelamente, avaliou-se o efeito
colesterémico dos acidos graxos predominantes no queijo, através do indice

hipocolesterémico/hipercolesterémico (h/H). Os valores de h/H obtiveram variagdo (p <
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0,01) de 0,68 a 072, observando-se também que as bactérias probidticas ndo
influenciaram esta relagdo ao longo da estocagem do produto (p > 0,01).

Tabela 1. Relagdes e indices de acidos graxos de cinco amostras de queijo de coalho

caprino.
i T
Relacdes e indices  Te€mpo ratamentos
(Dias) QS QLA QLP QB QC p
1 0,54"®  0,71% 0,595 069"  0,74" *x
CLA 28 0,66% 0,678 0,58° 0,76 0,74% *x
p ok NS NS *x NS
1 0,35% 0,38"® 039" 0,39" 0,39"® *x
AGMI/AGS 28 0,38° 0,38° 0,378 0,43  0,39"® *x
p NS NS NS *x NS
1 0,07 0,07  0,06® 0,07 0,07™ *x
AGPI/AGS 28 0,17®  0,17® 0,16 017® 0,23 *x
p *%* *%* *%* *%* *%*
1 4508™  4759"  48,18" 48,16™  4812" *%
DFA 28 47378 47.46% 47,158 50,23 48,758 *x
p *ok NS NS *x NS
1 2,35% 2,298 2,384 237  230% *x
1A 28 2,28% 2,305 234" 228" 215" *x
p *%* NS *%* *%* *%*
1 1,79 1,75 1,82 1,79 1,74 NS
IT 28 1,76% 1,76" 1,814 1,528 1,69" *x
p NS NS NS *x NS

Os resultados sdo médias de trés repeticdes de queijos fabricados em diferentes momentos; as seguintes
abreviaturas foram utilizadas: QS - Queijo de coalho caprino com cultura “starter”; QLA - Queijo de
coalho caprino com Lactobacillus acidophilus; QLP - Queijo de coalho caprino com Lactobacillus
paracasei; QB - Queijo de coalho caprino com Bifidobacterium lactis; QC- Queijo de coalho caprino com
co-cultura; **Para cada analise, letras mindsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca
significativa (p < 0,01) de acordo com o teste de Tukey. Letras mailsculas diferentes na mesma linha
indicam diferenca significativa (p < 0,01) de acordo com o teste de Tukey; NS = N&o significativo; CLA-
Acido linoleico conjugado; AGMI/AGS- Somatério de acidos graxos monoinsaturados/Somatorio de
acidos graxos saturados; AGPI/AGS- Somatorio de acidos graxos Poli-insaturados/Somatério de acidos
graxos saturados; DFA- Acidos graxos desejaveis; IA- indice de aterogeneicidade; IT- indice de
trombosidade.

A analise de componentes principais foi aplicada para avaliar o comportamento
das culturas laticas probioticas e controle, frente ao perfil de &cidos graxos ao longo do
armazenamento (28 dias) de queijo coalho caprino (Figura 4). Os dois componentes

principais CP1 e CP2 apresentaram variancia de 41% e 27%, respectivamente.
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Analisando a Figura 3 pode-se observar que, com excessao do queijo controle

(QS), todos os queijos elaborados com culturas laticas probidticas encontram-se na

regido positiva do PC1 e negativa do PC2. Os queijos presentes nesta regido apresentam

maior influéncia nos valores dos &cidos graxos desejaveis, monstrando-se a aplicacdo

positiva das culturas laticas probioticas utilizadas neste estudo. O queijo produzido com

0 B. lactis, que encontra-se na regido negativa das PC1 e PC2, apresentou maior

influéncia na producéo de CLA e acidos graxos monoinsaturados, durante 28 dias de

armazenamento, indicando o melhor tratamento dentre os queijos, uma vez que 0

consumo dos isdmeros do &cido graxo linoleico (CLA) induz efeitos benéficos a satde
humana (JOY et al., 2014).
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3.2 PERFIL AROMATICO

Vinte e cinco compostos aromaticos foram identificados nos queijos de coalho
caprino probidticos e tradicional (QLA, QLP, QB, QC e QS). Dentre 0s compostos
volateis identificados, seis eram &lcoois, quatro hidrocarbonetos, quatro terpenos, trés
acidos, trés cetonas, trés aldeidos e dois ésteres. Ressalta-se que o nimero de compostos
volateis identificados nos queijos de coalho caprino foi menor quando comparado com
queijos maturados reportados na literatura (IRIGOYEN et al., 2007; ATASOY et al.,
2013; HAYALOGLU et al., 2013), justificando-se que o queijo de coalho caprino é um
produto lacteo ndo maturado, com baixo impacto aromatico, e por ter apenas 28 dias de
armazenamento, € considerado um queijo fresco.

No periodo de estocagem (28 dias), alguns volateis apresentaram aumento (p <
0,01) em seus percentuais de area, enquanto que outros decresceram (p < 0,01) (Figura
4). Os ésteres foram os volateis que apresentaram acréscimo (p < 0,01) em todos os
tratamentos, enquanto que os aldeidos, com excessdo nos queijos QLP e QC, tiveram
comportamento inverso (p < 0,01). As demais classes apresentam comportamento de
acréscimo ou decréscimo (p < 0,01) que variaram em funcédo do tratamento. O queijo de
coalho caprino elaborado com L. acidophilus obteve comportamento similar ao queijo
elaborado com cultura “starter”, com decréscimo (p < 0,01) na produgdo de acidos e
aldeidos.

As variagdes sdo justificadas considerando-se que o0s compostos volateis
produzidos ao longo do armazenamento sdo formados através de reacdes proteoliticas,
lipoliticas e glicoliticas (STEELE; BROADBENT; KOK, 2013), pela acdo das
enzimaticas bacterianas utilizadas na elaboracdo dos mesmos (IRIGOYEN et al., 2007).

Juntamente com os ésteres, 0s acidos sdo 0s compostos aromaticos de maior
impacto no aroma de queijos. A formacdo dos acidos resulta da lipolise e do
metabolismo da lactose, que originam principalmente o acido acético (HAYALOGLU
et al., 2013).
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Figura 4. Classes quimicas de compostos volateis: (A) - Esteres; (B) - Acidos; (C) -
Acoois; (D) - Cetonas; (E) - Aldeidos; (E) - hidrocarbonetos; (G) - Terpenos de queijos
de coalho caprino adicionado de bactérias laticas probiodticas e de cultura “starter” ao
longo de 28 dias de armazenamento a 10 °C + 2 °C. QS - Queijo de coalho caprino com
cultura “starter”’; QLA - Queijo de coalho caprino com Lactobacillus acidophilus; QLP
- Queijo de coalho caprino com Lactobacillus paracasei; QB - Queijo de coalho caprino

com Bifidobacterium lactis; QC- Queijo de coalho caprino com co-cultura.
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Trés &cidos foram detectados nos queijos caprinos probioticos (C2, C8, C10),
observando-se maiores propor¢des de &cido acético, nos queijos avaliados, com
excessdo para 0 QLP, em relagdo aos 4cidos octanoico e decandico. Paralelamente, o
acido acético apresentou concentragfes decrescentes ao longo dos 28 dias de
armazenamento, exceto para o queijo produzido com a B. lactis.

O decréscimo do &cido acético, provavelmente resultou de sua utilizacdo
subsequente na formacdo de outros compostos aromaticos, como cetonas, alcoois,
aldeidos, lactonas e esteres (DELGADO et al., 2010).

Vale ressaltar que o &cido octandico exibiu acréscimo (p < 0,01) durante os 28
dias nos queijos produzidos com a cultura convencional (QS) e a co-cultura (QC).
Entretanto, esse aumento foi destacado pela acdo da co-cultura, que pode ser
consequéncia do efeito sinérgico das culturas probioticas adicionadas a esta formulacéo.
A produgdo de acido decandico sofreu efeito apenas da cultura “stater” durante a
estocagem. Reforga-se que a presenca dos acidos C8 e C10 contribui para o aroma
caracteristico “caprino” deste queijo (BONTINIS et al., 2012).

Dentre os volateis dos queijos, 0s ésteres sdo em geral desejaveis, pela sua alta
volatilidade, limiar de percepcdo muito baixo (IRIGOYEN et al., 2007), e seu aroma
frutado, o qual suaviza aromas indesejaveis e caracteristicos de alguns &cidos e aldeidos
(HAYALOGLU et al., 2013). Os ésteres podem ser formados a partir da esterificacdo de
acidos ou alcoois primarios e secundarios ou através do metabolismo dos aminoacidos.

Entre meio aos ésteres, os etilicos sdo 0s de maior impacto em queijos, pois sua
presenca impbe a caracteristica marcante do queijo. Dois ésteres etilicos foram
identificados no queijo de coalho caprino (Butanoato de etila e decanoato de etila) e
esses compostos sdo reportados na literatura em diferentes tipos de queijos: caprino
maturado (DELGADO et al., 2011); caprino e ovino tipo Urfa (ATASOY et al., 2013);
queijo tipo Reggianito Argentino (WOLF et al., 2010), dentre outros.

O butanoato de etila apresentou aumento (p < 0,01) durante o armazenamento
nas cinco amostras de queijo de coalho. Os queijos probioticos (QLA, QLP, QB e QC)
apresentaram elevado aumento quando comparado com o queijo coalho tradicional
(QS). No entanto, o decanoato de etila ndo apresentou diferenca (p > 0,01) nos queijos
probidticos QB e QC.
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Tabela 2. Porcentagem de acidos e ésteres em queijos de coalho caprino adicionado com
culturas laticas probidticas e tradicional.

.. , Tempo Tratamentos
Acidos e Esteres .
(Dias) Qs QLa Qup Qs Qc p
1 9,05  3,91®  1,80% 3518  1,47%¢ *x
Acido acético 28 0,45 218" 0,74"™¢ 390"  1,33"C *x
p ** ** ** NS **
1 0,36  0,86° 2,624  0,73®  0,95" *x
Acido octandico 28 1,58 0,908 1,178 1,168 4,95 *x
** NS ** NS **
1 0,56 082" 203" 091" 0,83® *x
Acido Decandico 28 1,68 0,85 1,18 1,09 1,08 NS
ook NS NS NS NS
1 0,92 109" 113" 156™B 300" *x
Butanoato de etila 28 279 5628 931 962"  924% *%
*%* *%* *%* *%* *%*
1 3,96 326" 7586 3,048 3,468 *x
Decanoato de etila 28 7,044 594”362 4,448 3,628 *%
p *%* *%* *%* NS NS

Os resultados sdo médias de trés repeticGes de queijos fabricados em diferentes momentos; as seguintes
abreviaturas foram utilizadas: QS - Queijo de coalho caprino com cultura “starter”; QLA - Queijo de
coalho caprino com Lactobacillus acidophilus; QLP - Queijo de coalho caprino com Lactobacillus
paracasei; QB - Queijo de coalho caprino com Bifidobacterium lactis; QC- Queijo de coalho caprino com
co-cultura; **Para cada anélise, letras mindsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca
significativa (p < 0,01) de acordo com o teste de Tukey. Letras mailsculas diferentes na mesma linha
indicam diferenca significativa (p < 0,01) de acordo com o teste de Tukey; NS = Nao significativo.

Os alcoodlicos detectados nos queijos de coalho caprinos foram: etanol, 2-
pentenol, hexanol, octanol, nonanol e decanol, os quais se destacaram com maiores
percentuais em todos os tratamentos (Tabela 3). Os alcoois sdo formados a partir de
diferentes vias metabdlicas - metabolismo da lactose com reducdo de cetonas,
metabolismo de aminoacidos e degradacdo de 4&cidos graxos insaturados
(KAMINARIDES; STAMOU; MASSOURAS, 2007; DELGADO et al., 2010;
ATASOQY et al., 2013).

Maiores proporcdes de alcoois, em todos os tratamentos, foram detectadas foi de
etanol, destacando-se o0 queijo elaborado com a co-cultura probidtica. O élcool
secundario, 2-pentenlol apresentou acréscimo nos cinco tratamentos, em decorréncia da

reducdo enzimatica de metil cetonas correspondentes (DELGADO et al., 2010).
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Tabela 3. Porcentagem de alcoois em queijos de coalho caprino adicionado com

culturas laticas probidticas e tradicional.

Alcodis Tempo Tratamentos

(Dias) QS QLA  QLP QB QC P

1 383"  568° 4,13° 4,66° 16,01  **
Etanol 28 9,68 561%¢  390° 6,817°8¢ 83 =

p >k NS NS NS *x

1 0,73 0,70° 1,68" 0,70 1,30 NS
2-Penten-1-ol 28 3,33° 4,28 4,77 4,63 3,88° NS

p ** ** ** ** **

1 0,20° 0,80 1,16 1,22 1,23 NS
Hexanol 28 3,83 1,44° 1,83° 1,718 1,48° *k

p >k NS NS NS NS

1 083" 118® 274* 0,95° 1,78 ok
Octanol 28 1,91° 1,35 1,75° 1,60 1,81 NS

p ok NS ok NS NS

1 1,238 025" 148" 013® 278" ok
Nonanol 28 1,308 1,46 564 234"  2091° *

p NS ** ** ** NS

1 1,40°®  152% 559"  250° 434" >k
Decanol 28 3,38° 2,41 2,72° 3,00 3,52 NS

p *x NS >k NS NS

Os resultados sd@o médias de trés repetices de queijos fabricados em diferentes momentos; as seguintes
abreviaturas foram utilizadas: QS - Queijo de coalho caprino com cultura “starter”; QLA - Queijo de
coalho caprino com Lactobacillus acidophilus; QLP - Queijo de coalho caprino com Lactobacillus
paracasei; QB - Queijo de coalho caprino com Bifidobacterium lactis; QC- Queijo de coalho caprino com
co-cultura; **Para cada analise, letras minudsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca
significativa (p < 0,01) de acordo com o teste de Tukey. Letras mailsculas diferentes na mesma linha
indicam diferenca significativa (p < 0,01) de acordo com o teste de Tukey; NS = N&o significativo.

Nos queijos coalho caprino foram identificadas trés cetonas (C5, C7, C9) e trés
aldeidos (2-pentenal, 2-metil-2-butenal e heptanal) (Tabela 4). Em geral, as cetonas sdo
volateis que apresentam tendéncia de aumento ao longo da vida de prateleira de queijos.
Dentre essa classe, as metil cetonas sdo detectadas em queijos e sdo produzidas a partir
de &cidos graxos livres (resultantes da lipdlise) por uma via alternativa de B-oxidacdo
(WOLF et al., 2010; HAYALOGLU et al., 2013). Por possuirem aroma herbaceo, frutal
e floral, sua presenca € desejavel em queijos, proporcionando um aroma mais agradavel
ao produto (DELGADO et al., 2011).
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Os aldeidos também exercem efeitos na formacdo do aroma de queijo, pois
possuem limiar baixo de percepcdo. Sado formados por reacBes com aminoacidos ou
através da B-oxidacdo de acidos graxos insaturados (IRIGOYEN et al., 2007).

Os queijos de coalho caprinos elaborados com diferentes culturas apresentaram
diferencas (p < 0,01) nas concentracdes de cetonas produzidas (Tabela 4). Uma maior
producdo de 2-pentanona foi constatada ao longo do armazenamento nos tratamentos
QS, QLA, QLP e QB. Dentre os cinco tipos de queijo coalho caprino, apenas aquele
elaborado com a cultura “starter” apresentou aumento da 2-heptanona, entretanto, os
demais tipos queijos (probidticos) reduziram durante 28 dias. As cetonas sdo compostos
intermediarios, que podem ser reduzidos aos alcoois secundarios (BONTINIS et al.,
2012).

O queijo tradicional também expds similaridade de comportamento para a
producdo da cetona 2-nonanona, obtendo acréscimo (p < 0,01) durante 28 dias de
armazenamento. De forma contraditoria o queijo produzido com L. paracasei obteve
reducdo (p < 0,01) deste composto.

Os aldeidos possuem a tendéncia de apresentar alta concentracdo apenas no
inicio da maturacdo de queijos, porque estes sdo rapidamente convertidos em seus
alcoois ou &cidos correspondentes (KONDYLI et al., 2013; BONTINIS et al., 2012).
Segundo Delgado et al. (2010) em queijos maturados, a baixa concentracdo de aldeidos
indica resultado positivo da maturacdo, porque esses compostos provocam sabores
desagradaveis ao produto.

O heptanal e 0 2-pentanal apresentaram aumento significativo ao longo dos 28
dias de armazenamento. Este aumento é devido ao queijo do estudo ser considerado
fresco, pois foi exposto a poucos dias de cura (28 dias). Durante este periodo apenas o
2-metil-2-butenal, que é um composto de baixo peso molecular, foi convertido
rapidamente, levando ao seu decréscimo. Este composto exibiu alta proporcdo nos
queijos QS, QLA e QB quando comparadas com as demais. Entretanto, segundo Atasoy
et al. (2013) os aldeidos ramificados podem ser produzidos a partir do catabolismo dos

aminoacidos ramificados.
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Tabela 4. Porcentagem de cetonas e aldeidos em queijos de coalho caprino adicionado
com culturas laticas probidticas e tradicional.

Tratamentos

Cetanos e Aldeidos  T€Mpo

(Dias) QS QLA QLP QB QC p

1 0,33 0,558 5154 0,36  2,05° *x
2-Pentanona 28 256  237% 716" 2,31 2,788 *x

p ** ** ** ** NS

1 3,01°C 248 7794  133€C  327%C ok
2-heptanona 28 9,35 562" 0,00 000 050 *x

p ** *%* ** ** **

1 0,93 0,708 246  0,36% 1,18 *x
2-nonanona 28 2,884  0,84° 1,05 1,198 1,268 *x

p ook NS o NS NS

1 0,49° 0,47° 1,23° 0,44° 0,89° NS
Heptanal 28 3,124 112® 215"® 183®  141%® ok

p *%* *%* *%* *%* *%*

1 30,06 28,61 1,92 17,08®  1,60° *x
2-metil-2-butenal 28 1,24 3,85° 0,93° 4,59 0,00° NS

p *%* *%* *%* *%* *%*

1 0,21° 0,19° 1,03° 0,18° 0,32° NS
2-pentenal 28 2,092 1,972 2,482 2,152 1,772 NS

p *%* *%* *%* *%* *%*

Os resultados sdo médias de trés repeticGes de queijos fabricados em diferentes momentos; as seguintes
abreviaturas foram utilizadas: QS - Queijo de coalho caprino com cultura “starter”; QLA - Queijo de
coalho caprino com Lactobacillus acidophilus; QLP - Queijo de coalho caprino com Lactobacillus
paracasei; QB - Queijo de coalho caprino com Bifidobacterium lactis; QC- Queijo de coalho caprino com
co-cultura. **Para cada andlise, letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca
significativa (p < 0,01) de acordo com o teste de Tukey. Letras mailsculas diferentes na mesma linha
indicam diferenca significativa (p < 0,01) de acordo com o teste de Tukey; NS = N&o significativo.

Os hidrocarbonetos (2,2-dimetilbutano, octano, decano, tolueno) constituiram a
classe de volateis em maior abundancia nos queijos coalho caprino, no entanto, por
possuirem alto limiar de deteccdo, estes compostos ndo influenciam diretamente no
aroma caracteristico dos queijos, mas, sdo precursores para a formacdo de outros
compostos volateis (BONTINIS et al., 2012). A origem dos hidrocarbonetos detectados
nos queijos de coalho provem, provavelmente, da alimentacdo das cabras ou podem ser
originados através da auto-oxidagio dos lipideos (MILOSAVLJEVIC et al., 2012). O
tolueno € um composto proveniente do leite com o qual foram elaborados os queijos, ou
pode ser formado como resultante da degradacdo de Strecker originada pela presenca

dos aminoacidos, fenilalanina e tirosina (IRIGOYEN et al., 2007).
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Os terpenos (a-copaene, o-limonene, o-pinene, cariofileno) sdo volateis
aromaticos que sdo provenientes da alimentacdo das cabras (plantas), que por sua vez
séo transferidos para o leite e assim finalmente s&o exportados para o queijo durante sua
producdo (DELGADO et al., 2011). Diante deste fato, a importancia da presenca destes
compostos esta diretamente relacionada com origem geografica do tipo de queijo
produzido. Estes compostos por serem especificos da alimentacdo dos animais, poderdo
servir como marcadores para auxiliar na denominacdo de origem do queijo
(HAYALOGLU et al., 2013).

A anélise de componentes principais foi aplicada para avaliar o comportamento
das culturas laticas probidticas, mediante a producdo de compostos volateis ao longo do
armazenamento de queijo de coalho caprino (Figura 5). Os dois componentes principais
CP1 e CP2, apresentaram variancia de 47% e 23%, respectivamente.

Analisando a Figura 5 pode-se observar que a produgdo dos compostos volateis
em queijos € intensificada no 28° dia de armazenamento. Com exce¢édo para 0 queijo
elaborado com a L. paracasei, que apresentou um producdo mais elevada de acido
decanoico, decanoato de etila, 2-nonanona e 2-heptanona, desde o primeiro de
armazenamento.

Os queijos de coalho caprinos produzidos com culturas laticas probioticas
encontram-se na regido negativa das PC1 e PC2, indicando influéncias semelhantes na
producdo dos compostos que também se encontram nesta regido (heptanal, 2-pentanona,
2-pentanal, 2-pentenol, acido octandico, nonanol e butanoato de etila). Entretanto,
analisando a regido onde se localiza o queijo coalho caprino tradicional, pode-se
concluir sua influéncia na producdo dos compostos ocatanol, decanol, hexanol, acido

decanoico, decanoato de etila e 2-nonanona.
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Figura 5. Analise de componentes principais de variaveis definidas

em dois

componentes principais.

4 CONCLUSAO

Este trabalho apresenta a primeira caracterizacdo de lipdlise e perfil de volateis
de queijo de coalho caprino adicionado de bactérias probidticas durante o
armazenamento. Com base nos estudos comparativos realizados, conclui-se que 0 uso

das diferentes culturas laticas probioticas afeta o perfil lipidico e aromatico de gueijo de
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coalho caprino, com aumento nos teores de gordura e colesterol durante o
armazenamento por 28 dias & 10 °C. Queijos de coalho caprinos elaborados com
Bifidobacterium lactis e a co-cultura sobressairam-se nas concentra¢cdes de CLA, com
melhores indices de AGPI/AGS, DFA, 1A, IT e maior producdo de volateis.
Consequentemente, ressalta-se que 0s queijos probioticos fabricados a partir de leite de
cabra adicionados do Bifidobacterium lactis e da co-cultura de probidticos resultaram

em queijo de coalho com maior qualidade nutricional e aromatica.
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AVALIACAO DA PROTEOLISE EM QUEIJO DE COALHO CAPRINO
ADICIOANDO DE BACTERIAS LATICAS PROBIOTICAS

Resumo

O presente estudo objetivou produzir queijo de coalho funcional a partir de leite de
cabra, incorporando cepas probidticas na matriz de queijo e avaliando os efeitos
proteoliticos resultantes da adi¢do de culturas laticas probidticas na sua forma isolada e
combinada. Os queijos de coalhos caprinos foram denominados QS, queijo com cultura
“starter” de Lactococcus lactis subsp. lactis e Lactococcus lactis subsp. cremoris, QLA,
queijo com Lactobacillus acidophilus, QLP, queijo com Lactobacillus paracasei, QB,
queijo com Bifidobacterium lactis; QC, queijo com co-cultura, dos 3 micro-organismo
probidticos. Os queijos foram analisados apds 1, 7, 14, 21 e 28 dias de armazenamento a
10 °C + 2 °C. A contagem das células probiéticas foi superior a 6,5 log UFC g™ de
queijo e 7 log UFC g™ de queijo, respectivamente, no 1° e 28° dia de armazenamento. A
utilizacdo da combinacdo das culturas probidticas (co-cultura) influenciou (p < 0,01) a
protedlise do queijo de coalho caprino, ocasionando maior teor de proteina soluvel,
indice proteolitico de profundidade e liberacdo de aminoacidos no 1° dia apds o
processamento. O indice de protedlise em extensdo foi maximo apds 7 dias de
estocagem (em torno de 11%), sendo as fragdes de as, € k-caseina as que apresentaram
maior grau de hidrolise ao longo do armazenamento destes queijos. Dentre 0s queijos
elaborados com bactérias probioticas isoladas, enfatiza-se que a B. lactis exibiu agéo
proteolitica mais intensa, exibindo elevado teor de proteina solivel e maior degradacgéo

da fracdo de as; caseina ao longo do armazenamento.

Palavras-chaves: queijo, proteolise, coalho, caprinos, aminoacidos livres.



90

1 INTRODUCAO

O queijo de coalho é um produto muito apreciado devido suas caracteristicas
sensoriais, apresentando sabor levemente salgado e &cido, aroma suave, textura
compacta e macia. E um queijo tradicional, produzido e consumido ha mais de 150 anos
no Nordeste do Brasil e outras regides. Este queijo tem forte participacdo na economia
da regido nordeste, principalmente como fonte de renda dos fornecedores de leite,
especialmente pequenos produtores que ndo tém acesso a instalagcdes industriais para
processamento do leite (OLIVEIRA et al., 2012; QUEIROGA et al., 2013; SILVA et
al., 2012).

Devido as especificidades do leite de cabra, o queijo de coalho caprino apresenta
propriedades quimicas que o torna um produto destacavel aos olhos dos consumidores.
O perfil proteico deste queijo exibe caracteristicas especificas, como a reducdo ou
auséncia da ag-caseina e diferengas estruturais da oa-lactalbumina e B-lactalbumina.
Consequentemente, apresenta baixo poder alergénico, que possibilita seu consumo por
individuos que possuem alergia a proteina de produtos lacteos (ALBENZIO;
SANTILLO, 2011).

Pesquisadores tém dedicado atencdo especial ao queijo de coalho caprino devido
ao seu reconhecimento como um alimento com potencial funcional, baseado
principalmente no perfil peptidico e atividade antioxidante (SILVA et al., 2012).
Adicionalmente, a sua composi¢do é tido como um potencial “carredor” de bactérias
acido lacticas (GARCIA et al., 2012); como um “veiculo” para transportar
adequadamente 0s micro-organismos probioticos e de acidos graxos linoleico
conjugados-CLAs (SANTOS et al, 2012)

A adicdo de bactérias laticas probidticas, ao queijo de coalho caprino, que ja
possui beneficios inerentes a sua composicdo proteica, se apresenta como uma
alternativa para elevar a qualidade do produto. Uma vez que 0s probidticos sdo
comprovadamente considerados micro-organismos Vivos capazes de melhorar o
equilibrio microbiano intestinal produzindo efeitos benéficos a saude do consumidor,
quando ingeridos na proporcao adequada (OLIVEIRA et al., 2012; VO; KIM, 2013). Os

géneros probidticos mais utilizados em diferentes queijos tradicionais do Brasil, tais
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como: 0 queijo minas, queijo de coalho, queijo cremoso, - sdo o Bifidobacterium e o
Lactobacillus (GOMES et al., 2011; RODRIGUES et al., 2011; BURNS et al., 2012).

Os ganhos nutricionais e sensoriais dos queijos probi6ticos resultam do fato de
que 0s probidticos possuem um amplo espectro de enzimas que reagdes bioquimicas
durante o periodo de estocagem do queijo, resultando na producdo e liberacdo de
diferentes compostos, que impactam na qualidade do produto final, principalmente na
textura e sabor (RANDAZZO, et al., 2010; ALBENZIO et al., 2013).

Dentre as reagdes bioguimicas, se destaca um conjunto de eventos de natureza
proteica, denominado de protedlise. O processo envolve a acdo de enzimas naturalmente
presentes no leite, no agente coagulante e ainda nas enzimas microbianas, originadas
pelas bactérias laticas intencionalmente adicionadas na elaboragdo do queijo. A
proteolise envolve a desestabilizacdo da micela de caseina, com liberacdo de peptideos e
aminodacidos, que sofrem um processo de catabolismo formando outros compostos
volateis como aminas, acidos (isobutirico, isovalérico e valérico), tiois, ésteres, e outros
(WOLF et al., 2010; GARCIA et al., 2012; STEELE; BROADBENT; KOK, 2013).

O potencial do queijo de coalho caprino como um alimento funcional,
especialmente como uma matriz alimentar fonte de diferentes bactérias probioticas (por
exemplo, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus paracasei, Bifidobacterium lactis)
foi reportado na literatura (OLIVEIRA et al., 2012; SILVA et al., 2012; SANTOS et al.,
2012). No entanto, estudos detalhado sobre as alteracGes proteoliticas resultantes da
acdo das bactérias probioticas adicionadas durante o processamento, e armazenamento
de queijos de coalho caprino (convencional e probioticos) ndo foram descritos. Neste
contexto, a presente pesquisa teve como objetivo investigar os efeitos da acgdo
proteolitica resultantes da adicdo de Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus paracasei
e Bifidobacterium lactis, na sua forma isolada e combinada, em queijo de coalho
caprino. As bactérias com efeitos probioticos foram selecionadas de acordo com a
melhor viabilidade na matriz, segundo a literatura (OLIVEIRA et al., 2012; SANTOS et
al., 2012).
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 CULTURAS E REAGENTES

Cinco formulagdes de queijo de coalho caprino foram processadas em bateladas
distintas, em triplicata, utilizando-se culturas liofilizadas comerciais (Chr. Hansen,
Valinhos, Sdo Paulo, Brasil). As culturas foram inseridas (100 mg de cada cultura para
1 litro de leite) nas diferentes formulagdes: QS (Lactococcus lactis subsp. Lactis e
Lactococcus lactis subsp. Cremoris - R704, lote 3128520); QLA (Lactobacillus
acidophilus - LA-5, lote 3139352); QLP (Lactobacillus paracasei - L. casei-01, lote
3089189); QB (Bifidobacterium lactis - BB 12, lote 3100870); QC (L. acidophilus, L.
paracasei e B. lactis, na proporgdo - 1: 1: 1). A cultura “starter” foi adicionada apenas
no queijo denominado de QS.

Os reagentes e produtos quimicos utilizados para as analises deste estudo foram
adquiridos por fornecedores laboratoriais (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,

Germany).

2.2 PROTOCOLO DE FABRICACAO DOS QUEIJOS

Para a elaboracdo de cada tratamento de queijo foram utilizados 10 L de leite de
cabra refrigerado e pasteurizado (65 °C por 15 minutos), proveniente de racas nativas,
pertencentes a Cooperativa de Produtores Rurais de Monteiro, Paraiba (CAPRIBOM).
Inicialmente, o leite foi aquecido a 45 £ 1 °C, e em seguida foi realizada acidificacdo
direta com &cido lactico (0,85 mL 100 mL™) numa quantidade de 0,25 mL L™ As
culturas de bactérias laticas foram adicionadas a uma concentracdo de 100 mg L™,
sendo estas inoculadas diretamente na cuba. O cloreto de célcio (0,5 mL L™) e o agente
coagulante comercial (0,9 mL L™) também foram adicionados a cuba.

As cubas foram mantidas a 36 °C até a obtencdo de uma coalhada firme
(aproximadamente 40 minutos). O gel obtido foi suavemente cortado em cubos (1,5 a
2,0 cm) e a metade do soro foi retirado para a elaboracéo da salmoura (12 g L*NaCl). A

salmora foi adicionada a massa carta e em seguida e homogeneizada e logo apés
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realizou-se a drenagem e acondicionamento em formas retangulares perfuradas
(capacidade aproximada de 250 g), as quais foram mantidas a 36 °C sob pressdo por 4
horas e em seguida os queijos foram embalados a vacuo e armazenados a 10 °C.

As anélises proteoliticas foram realizadas em cinco intervalos de 7 dias
intercalados (1, 7, 14, 21 e 28 dias). Todas as analises propostas neste estudo foram

realizadas em triplicata.

2.3 VIABILIDADE DAS BACTERIAS LATICAS

Consistiu no monitoramento das contagens das culturas laticas: L. lactis subsp.
lactis e L. lactis subsp. cremoris; L. acidophilus; L. paracasei; B. lactis e a co-cultura,
nos queijos de coalho caprino. Inicialmente, 25 g de queijo foi adicioando e
homogeneizado em 225 mL de &gua peptonada (1 g L™) e submetido a uma série de
diluicBes (10" - 107®). Aliquotas de 0,1 mL de cada diluicio das amostras foram
transferidas para placas contendo agar DeMan-Rogosa-Sharpe (MRS), adicinado de
cisteina a 5% e incubadas a 37 °C por 48 horas, sob anaerobiose (Anaerobic System
Anaerogen, Oxoid). A contagem foi expressa em numero de unidades formadoras de

coldnias por grama de queijo (log CFU g) (FDA, 1992).

2.4 ANALISE DE PROTEINA SOLUVEL E DAS FRACOES NITROGENADAS

Os queijos foram analisados quanto ao teor de proteina ndo sollvel, nitrogénio
total, nitrogénio ndo proteico e nitrogénio ndo caseico. A concentracdo de proteina ndo
soluvel foi determinada pelo método do reagente de Folin, utilizando albumina de soro
bovino como padrdo (LOWRY et al., 1951).

As determinacdes dos teores de nitrogénio total (NT) (991.20) e nitrogénio
solivel (NS) em é&cido tricloroacético (TCA) (991.21) foram realizadas utilizando o
método de Kjeldahl, seguindo a metodologia da AOAC (2000). O teor de nitrogénio
solivel (NS) em pH 4,6 foi determinado segundo Andreatta et al. (2007). A prote6lise

foi avaliada com o indice de protedlise em extensdo (IPE) e indice protedlise em
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profundidade (IPP), utilizando as equagdes: IPE = (NS a pH 4,6) / NT (nitrogénio total)
x 100; e IPP =(NSem TCA) / NT x 100 (Andreatta et al., 2007).

2.5 ANALISE DO PERFIL ELETROFORETICO

Este experimento foi realizado utilizando-se a técnica descrita por Laemmli
(1970). O gel de aplicacdo (stacking gel) foi preparado na concentracdo de 3,5% de
poliacrilamida em tampéo Tris - HCI1 0,5 M, pH 6,8 e SDS a 1%, enquanto que o gel de
separacdo foi montado formando um gradiente de 7,5 a 17,5% de poliacrilamida em
tampédo Tris - HCI 3 M, pH 8,8 e SDS a 1%. As amostras oriundas dos extratos
proteicos, foram preparadas seguindo a metodologia descrita por Egito et al. (2002). A
corrida foi realizada sob amperagem constante (25 mA) e ao final da corrida, o gel foi
retirado da placa e fixado em TCA 12,5% por uma hora, sendo entdo corado com
Coomassie brilliant blue R - 250 a 0,005%. A remocdo do excesso de corante foi
realizada com o auxilio de uma solugdo descorante de metanol, acido acético e agua
(1:3,5:8 v/viv). Os pesos moleculares das fracOes proteicas do queijo, foram
comparadas mediante a utilizacdo de marcador de peso molecular de 12 a 225 kDA (GE

Healthcare Life Sciences, Piscataway, NJ, USA).

2.6 ANALISE DE HIDROFIBICIDADE DE PEPTIDEOS

A separacdo dos peptideos por hidrofobicidade foi realizada utilizando coluna
Nova - Pak C18 (4,6m x 250 mm, 4 um de tamanho de particula, cartridge, Waters,
Irlanda), conectada a um HPLC (Varian, Waters 2690, Califérnia, EUA). O volume de
injecdo do extrato solavel (0,2 g/mL) foi 20 puL e a fase movel foi constituida em:
Eluente A (dgua ultra-pura a 1% de &cido trifluoroacético) e Eluente B (acetonitrila a
1% de &cido trifluoroacético). Um gradiente linear do eluente (A) e eluente (B) foi
aplicado durante 60 minutos em fluxo de 1 mL / minuto e a deteccdo foi realizada a 218

nm.



95

2.7 PERFIL DE AMINOACIDOS LIVRES

Os aminodcidos livres dos queijos avaliados foram extraidos mediante a agitacao
orbital por 60 minutos, com &cido cloridrico 0,1 M (g mL™) seguida de derivacéo em
pré-coluna com fenilisotiocianato (PITC), de acordo com White, Hart e Fry (1986) e
Hagen, Frost e Augustin (1989). A separacao dos derivativos feniltiocarbamil-aminoacidos
(PTC-aa) foi realizada em cromatografo liquido de alta resolucdo (Shimadzu
Corporation, Tokyo, Japan) em coluna de fase reversa C18 - Luna - Phenomenex (250
mm X 4,6 mm, 5 um; Phenomenex Inc., Torrence, CA, USA). As fases moveis
empregadas consistiram de um tampdo acetato de pH 6,4 e uma solugéo de acetonitrila a
40 %. A injecdo da amostra foi efetuada automaticamente (50 L) e a detecc¢do ocorreu
a 254 nm. A separacdo cromatogréafica foi realizada a um fluxo constante de 1 mL/min,
a temperatura de 35 °C. O tempo de corrida cromatografica foi de 45 minutos e os
resultados foram expressos em mg de aminoacido por 100 g de queijo de coalho, em
que a quantificacdo foi realizada mediante a adicdo do padrao interno acido a-

aminobutirico.

2.8 ANALISE ESTATISTICA

A interpretacdo estatistica dos dados foi realizada utilizando analise variancia
(ANOVA), seguindo de andlise fatorial até um nivel de significancia de 1% a 5%. O
pacote estatistico utilizado foi do software Assistat, versdo 7.6 beta (SILVA; AZEVEDO,
2009). A analise de componentes principais (PCA) foi realizada utilizando o
Unscrambler® X.1 (CAMO S.A.) e foram codificados em Matlab 6.5 (Mathworks,
USA).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hagen%20SR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2592313
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hagen%20SR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2592313
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Augustin%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2592313
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0309174014000916#bb0125
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0309174014000916#bb0125
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 VIABILIDADE DE BACTERIAS LATICAS

Né&o foi observada diferenca (p > 0,05) entre na contagem das bactérias laticas
no queijo de coalho caprino controle e nos queijos de coalho caprinos probioticos ao
longo dos 28 dias de armazenamento. As contagens das bactérias laticas nos queijos
foram superiores a superior a 6,5 log UFC g™ de queijo e 7 log UFC g™ de queijo,
respectivamente, no 1° e 28° dia de armazenamento. Observou-se também que 0s cinco
queijos apresentaram contagem de bactérias laticas acima de 7 log UFC g™ ap6s 7 dias
de estocagem. A contagem minima das bactérias probidticas para ser favoravel ao efeito
positivo a satde é de 7 log UFC g™ (DE VUYST, 2000; TALWALKAR et al., 2004).

3.2 PROTEINA SOLUVEL E ANALISE DE PROTEOLISE

Os queijos produzidos com as culturas probidticas e com a cultura “starter”
exibiram aumento (p < 0,01) do teor de proteinas soliveis ao longo dos 28 dias de
estocagem (Figura 1 - A). Os queijos de coalho processados com adicdo da cultura
“starter” e do B. lactis apresentaram concentragdes mais elevadas (p < 0,01) de
proteinas soliveis ao logo dos 28 dias de estocagem, quando comparadas com oS
demais queijos.

O aumento do teor de proteina solGvel esta diretamente relacionado com o grau
de protedlise alcancado pelos queijos, resultando na liberacdo de peptideos e
aminodacidos. Queijos maturados, relatados na literatura, a exemplo do queijo Xinotyri -
caprino grego (BONTINIS et al., 2012); do queijo argentino Reggianito (WOLF et al.,
2010); do queijo caprino Gokcead (HAYALOGLU et al., 2013); queijo ovino Urfa
(KIRMACI et al., 2014), apresentam comportamento similar ao obtido no presente
estudo.

Dentre as bactérias laticas probidticas analisadas, a B. lactis apresentou acao

proteolitica mais intensa e, consequentemente, liberou ao longo do armazenamento uma
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maior quantidade de aminoacidos e peptideos hidrofilicos, intensificando assim a
concentracdo de proteinas sollveis (ALBENZIO et al., 2013).

Os quatro queijos de coalho probié6ticos indicaram indice de protedlise em
extensdo maxima a partir do 7° dia de estocagem, tornando-se constante até o 28° dia.
Porém a amostra controle apresentou um comportamento diferenciado. O queijo
elaborado com a cultura “starter” apresentou 0 pico maximo da protedlise no 14° dia
apos o processamento, reduzindo 0 mesmo ao longo dos 21 dias, com estabilizacdo do
processo até o final (Figura 1 - B).

As enzimas presentes no agente coagulante adicionados para a elaboragdo de
queijos atuam de forma mais importante no resultado da protedlise em extensdo, mas
além do coalho, as enzimas de origem microbiana também exercem efeitos nesta
protedlise inicial. Dentre as enzimas microbianas, as de origem probidticas possuem
acdo proteolitica maior quando comparadas com as enzimas originadas de cultura
“starter” (RODRIGUES et al., 2011).

A avaliacdo do indice de protedlise em profundidade nos queijos demonstrou
diferenca (p < 0,01) entre 0 comportamento das culturas utilizadas e entre 0s tempos
analisados (Figura 1- C). O queijo elaborado com a co-cultura de probioticos apresentou
maior indice para todos os tempos avaliados. Este desempenho pode ser relacionado ao
efeito sinérgico que as culturas probidticas exerceram no poder proteolitico. Enquanto
que, o processado com a cultura “starter” expds menor indice proteolitico de
profundidade, comparado aos queijos probioticos. As estirpes probidticas possuem
atividade proteolitica mais intensa que as convencionais, utilizadas na producdo de
queijos (ALBENZIO et al., 2013).
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Figura 1. (A) - Proteina solivel (mg/mL); (B) - indice de protedlise em extensdo (%);
(C) - profundidade (%) de queijos de coalho caprino adicionado de bactérias laticas
probioticas e de cultura “starter” ao longo de 28 dias de armazenamento a 10 °C £+ 2 °C.
QS - Queijo de coalho caprino com cultura “starter”; QLA - Queijo de coalho caprino
com Lactobacillus acidophilus; QLP - Queijo de coalho caprino com Lactobacillus
paracasei; QB - Queijo de coalho caprino com Bifidobacterium lactis; QC- Queijo de

coalho caprino com co-cultura.

3.3 ANALISE DO PERFIL ELETROFORETICO

A Figura 2 apresenta as fraces proteicas dos cinco queijos de coalho caprino
analisadas durante 28 dias de armazenamento. As fracfes de caseinas detectadas em
maior abundancia nos queijos foram as as,; e f-caseina, que quando hidrolisadas liberam
peptideos de alto, médio e baixo peso molecular e aminoacidos (RANDAZZO et al.,
2010; OLIVEIRA et al., 2012). Em leite caprino, a p-caseina € encontrada em
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predominancia e esta fracdo é muito importante para a formacao da coalhada em menor
tempo e consisténcia mais firme (STEELE; BROADBENT; KOK, 2013).

A ag-caseina € encontrada em leite de mamiferos, porém em maior
concentracdo em caprinos (SELVAGGI et al, 2014). Ja a og-caseina, pode ser
detectada ou ndo em leite caprino, onde este diferencial de presenca, auséncia ou
quantidade, esté relacionado com a genética das cabras (OLALLA et al., 2009). O baixo
nivel desta fracdo é desejavel pois desta forma tornard o leite menos alergénico. A
proporgdo da ag-caseina nos leites caprinos e bovinos € a maior diferenca relacionada
no perfil proteico dos mesmos. Durante o processamento e armazenamento de queijos
ocorre a liberacdo de peptideos, decorrente da acdo proteolitica de enzimas. Entretanto,
a caracteristica dos peptideos liberados sdo decorrentes da composi¢do proteica do leite
e das enzimas envolvidas nesta reacdo. Os peptideos liberados podem ser capazes de
realizar atividades biologicas como, antioxidantes e antimicrobianos (COSTA et al.,
2014).

A propor¢do de og-caseina detectada nos queijos avaliados, exibiram
concentracdes reduzidas ao longo da estocagem, indicando assim que estes queijos
podem ser consumidos por pessoas portadoras de alergia a proteina de produtos lacteos
(ALBENZIO; SANTILLO, 2011). As fragdes de as, € k-caseina apresentaram maior
grau de hidrolise ao longo do armazenamento, comparando com as demais fracoes
detectadas em bandas, para os queijos de coalho caprino.

A k-caseina ¢ uma fracdo proteica muito importante porque fica localizada na
regido externa das micelas de caseina, a qual serd responsavel pela estabilidade da
estrutura (SELVAGGI et al., 2014). A k-caseina desde o 1° dia apds o processamento
exibiu reducédo brusca nos queijos produzidos com o B. lactis e a co-cultura, entretanto,
nos demais queijos, com destaque para o queijo adicionado de L. acidophilus, observou-
se degradacdo desta fracdo proteica a partir do 7° dia. Provavelmente, esta reducéo
precoce indica a intensa acdo proteolitica da B. lactis e consequentemente da co-cultura
devido a sua presenca da mesma.

Avaliando a redu¢do da tonalidade da banda da fracao de as-caseina, pode-se
verificar maior acdo proteolitica da B. lactis, dentre as bactérias laticas avaliadas.

Albenzio et al. (2013) ao analisar o perfil eletroforético de queijo ovino Scamorza,
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também destacaram elevado grau de hidrolise da o-caseina pela B. lactis, em
comparagdo com queijo elaborado com cultura convencional.

Devido a resisténcia de degradacdo da p-caseina, nenhuma diferenga no grau de
hidrolise desta fracdo foi detectada entre 0s queijos processados. Esta resisténcia é
considerada desejavel do aspecto sensorial, porque os hidrolisados resultantes desta
fracdo caseica possuem sabor amargo (KIRMACI et al., 2014). A a-caseina possui
maior facilidade de degradacdo em relacdo a [B-caseina, comportamento esse que
também foi detectado em outros estudos realizados em queijos (BONTINIS et al., 2012;
HAYALOGLU et al., 2013).

Qs QLA QLP QB QC
1 7142028 1 7142128 1 714 2128 1 7 142128 17 14 21 28

Figura 2. FracOes proteicas de queijos de coalho caprino adicionado de bactérias laticas
probioticas e de cultura “starter” ao longo de 28 dias de armazenamento a 10 °C + 2 °C.
QS - Queijo de coalho caprino com cultura “starter”’; QLA - Queijo de coalho caprino
com Lactobacillus acidophilus; QLP - Queijo de coalho caprino com Lactobacillus
paracasei; QB - Queijo de coalho caprino com Bifidobacterium lactis; QC- Queijo de

coalho caprino com co-cultura.

3.4 ANALISE DE HIDROFIBICIDADE DE PEPTIDEOS

A acdo das enzimas proteoliticas resulta na liberacdo e degradacéo de peptideos

presentes na cadeia proteica. O comportamento da hidrofobicidade dos peptideos
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extraidos dos cinco queijos analisados esta apresentado na Figura 3. A separagdo dos
peptideos foi realizada utilizando um gradiente linear (100 a 0%) de &gua durante 60
minutos, desta forma os peptideos eluidos do 0 aos 30 minutos de analise possuiam
propriedade hidrofilica e dos 30 aos 60 minutos carater hidrofobicos. Desta forma,

observa-se que 0s queijos de coalho caprino possuem perfil peptidico de caracteristica

hidrofilica.
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Figura 3. HPLC-fase reversa de queijos de coalho caprino adicionado de bactérias
laticas probidticas e de cultura “starter” ao longo de 28 dias de armazenamento a 10 °C
+ 2 °C. QS - Queijo de coalho caprino com cultura “starter”’; QLA - Queijo de coalho
caprino com Lactobacillus acidophilus; QLP - Queijo de coalho caprino com
Lactobacillus paracasei; QB - Queijo de coalho caprino com Bifidobacterium lactis;

QC- Queijo de coalho caprino com co-cultura.

Analisando a area total dos cromatogramas do perfil de peptideos, com excecédo

do queijo adicionado com co-cultura, os demais apresentaram aumento (p < 0,01)
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durante os 28 dias de armazenamento (Figura 4). Ressaltando que o acréscimo obtido ao
longo da estocagem foi de 90% no queijo controle, 194% no processado com L.
acidophilus, 52% com L. paracasei e 41% no queijo produzido com B. lactis.

Avaliando as Figuras 3 e 4 se observa que o0 queijo elaborado com L. acidophilus
apresentou ao término do armazenamento maior (p < 0,01) proporcdo de peptideos
liberados, quando comparado aos demais queijos. A maior intensidade de producdo de
peptideos pelo L. acidophilus, provavelmente, resultou da maior existéncia e acdo de
endopeptidases produzidas por estes presentes micro-organismo probidtico
(ALBENZIL et al., 2013).

Diferentemente do queijo de coalho caprino do tratamento QLA, 0s queijos
elaborados com L. paracasei, B. lactis e com a co-cultura exibiram aumento (p < 0,01)
até o 14° dia do estudo, e reducdo ao atingir o 28° dia. Este decréscimo provavelmente
resultou da protedlise mais intensa destes queijos, causada pela acao das culturas laticas
utilizadas na sua elaboracgéo. Sabe-se que as bactérias laticas em questdo — L. paracasei,
B. lactis e co-cultura - apresentam exopeptidases, que atuam nas regifes N ou C
terminal das cadeias peptidicas, e liberam um Unico residuo de aminoacido
(HAYALOGLU et al., 2013).

Peptideos (HPLC - fase reversa)
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Figura 4. Area total de HPLC-fase reversa de queijos de coalho caprino adicionado de
bactérias laticas probidticas e de cultura “starter” ao longo de 28 dias de armazenamento
a 10 °C = 2 °C. QS - Queijo de coalho caprino com cultura “starter”; QLA - Queijo de
coalho caprino com Lactobacillus acidophilus; QLP - Queijo de coalho caprino com
Lactobacillus paracasei; QB - Queijo de coalho caprino com Bifidobacterium lactis;

QC- Queijo de coalho caprino com co-cultura.
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3.5 ANALISE DO PERFIL DE AMINOACIDOS LIVRES

A adicdo de bactérias laticas probidticas e o tempo de estocagem influenciaram
NA liberacdo de aminoacidos nos queijos de coalho caprino avaliados (Figura 5). No
primeiro dia apés o processamento a co-cultura promoveu elevada acgéo proteolitica,
aumentando a concentracdo de aminoécidos livres. Entretanto, ao longo do tempo esta
liberacdo foi mais intensificada pela acdo das bactérias probioticas do género
Lactabacillus. Michaelidou et al. (2003) verificaram que bactérias desse género
ocasionam elevada atividade proteolitica em decorrencia da atuagdo de suas peptidases.

Dentre os 18 amino&cidos quantificados, 7 amino&cidos essenciais (isoleucina,
leucina, fenilalanina, lisina, tripofano, valina e tirosina) e 2 ndo essencias (prolina e
arginina) se destacaram no perfil dos aminoéacidos livres dos queijos de coalho caprino.
Destaca-se que a producdo de aminoacidos livres contribui para o sabor caracteristico
dos queijos, além de contribuir como precursores para outras reacdes catabdlicas que
originam cetoacidos, amonia, aminas, aldeidos, acidos e alcoois, que sdo colaboradores
essenciais para o gosto e aroma do queijo (ILICIC et al., 2012). A fenilalanina e a
tirosina sdo uns dos principais aminoacidos que participam da reacdo de degradacédo de
Streck, a qual também leva a formacéo de compostos aromaticos impactantes no aroma
do queijo (IRIGOYEN et al., 2007).

Vale citar que aos 28 dias de armazenamento, a concentracdo de argina se
destacou pela acdo da co-cultura, fato importante uma vez que este aminoacido quando
convertido a oOxido nitrico, desempenha papel de vasodilatador, que pode atuar no
controle da hipertensdo arterial (POTJE et al., 2014).
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Figura 5. Perfil

bactérias laticas probioticas e de cultura “starter” ao 1°, 14° e 28°

dia

de aminoacidos livres de queijos de coalho caprino adicionado de

de

armazenamento a 10 °C = 2 °C. QS - Queijo de coalho caprino com cultura “starter”;

QLA - Queijo de coalho caprino com Lactobacillus acidophilus; QLP - Queijo de

coalho caprino com Lactobacillus paracasei; QB - Queijo de coalho caprino com

Bifidobacterium lactis; QC- Queijo de coalho caprino com co-cultura.
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A andlise de componentes principais foi aplicada para avaliar o comportamento das
culturas laticas probidticas, de acordo com a liberacdo de aminoéacidos livres ao longo
do armazenamento do queijo de coalho caprino (Figura 6). Os dois componentes
principais CP1 e CP2, apresentaram variancia de 61% e 15%, respectivamente.

Analisando a Figura 6 observa-se que com excessdo do queijo produzido com a
co-cultura, todos apresentaram correlacdo no 1° dia de armazenamento. A co-cultura,
devido ao seu efeito sinérgico ocasionou elevada liberacdo de aminoécidos logo no 1°
dia de estocagem, efeito que pode ser visualizado principalmente, pela presenca dos
aminoacidos arginina, acido aspartico, acido glutdmico e glicina, situados no eixo
positivo de PC1 e PC2. A quantidade desses aminoacidos apresentaram reducdo ao
longo do armazenamento no queijo QC, provavelmente devido a utilizacdo destes
aminodcidos livres, como substrato para co-cultura.

E importante enfatizar que os aminoécidos liberados pelas enzimas proteoliticas
podem passar por processo de conversdo (desaminacdo, descarboxilacdo e
desidrogenacdo) e em seguida serem catabolisados pelas culturas bacterianas (SINZ;
SCHWAB, 2012).

Avaliando o eixo positivo do PC1, visualiza-se que o queijo elaborado com L.
acidophilus, expds maior influéncia na liberacdo de aminoéacidos livres ao longo de todo
0 armazenamento, quando comparado com 0s demais queijos avaliados. Os queijos
que apresentaram maiores correlacdes entre si foram QS com QB e QLP com QC,

porém esses queijos exibiram menor producdo de aminoacidos livres.



106

Loadings
T T T A T T T
L]
05 =
04 AG % -
03 ARG =
* PRO
02 . N
s FEN "EU_
#® .
E . " oWes
o & ¥
2 21 HIS f& _
e ® o MET g0
02 SER® |
03 =
TRE
[ ]
D4 = —
Q5 =
| 1 | 1 1 L
01 005 005 01 015 02 025 03
PC1 (61%)
Scores
4 T @
| |
a7
3k * 0 > .
d21
" - A QLA
2= [] * -
di QLP
+ 0B
1k -
— it 414 Qc
) i [ +
w dl
Zo u
o 4l dl d1 & 42
8 * ¢ d1: ; o : .
1L 4 o A @ i1 . 4
A 4 7
*
2= ~
did .
* d21
3 [ ]
4 | | | |
] -4 2 0 1 B 8
PC1 (61%)
Figura 6. Analise de componentes principais de variaveis definidas em dois

componentes principais.




107

4 CONCLUSAO

Diferentes culturas probioticas utilizadas na elaboracdo de queijo de coalho
caprino oferecem algumas vantagens em comparacdo ao elaborado com cultura
“starter”, em relagdo ao desenvolvimento da protedlise. O uso combinado das culturas
probitticas foi mais eficiente em elevar o teor de proteina sollvel, e consequentemente
aumentar o indice proteolitico de profundidade, com maior liberacdo de aminoacidos
logo no 1° dias ap6s o processamento. Os queijos de coalho caprino probiodticos
exibiram o indice de prote6lise em extensdo maxima ap0s 7 dias de estocagem, onde as
fragdbes de as, e k-caseina mostraram maior grau de hidrélise ao longo do
armazenamento. Dentre os queijos elaborados com bactérias probioticas isoladas,
enfatiza-se que a B. lactis exibiu agéo proteolitica intensificada, exibindo elevado teor
de proteina soluvel e maior degradacdo da fragdo de as, caseina ao longo do
armazenamento. Estudos futuros devem enfocar a atuacdo destes probioticos na

formacdo do flavour/aroma de queijos de coalho caprino probioticos.
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5 CONCLUSAO

Este trabalho apresenta a primeira caracterizagdo de lipolise, protedlise e perfil
de volateis de queijo de coalho caprino adicionado de bactérias probidticas durante o
armazenamento.

O estudo de otimizacdo da técnica de HS/SPME/GC/MS indicaram que as
condi¢cdes Otimas para a extracdo de compostos volateis SPME de queijo de coalho
caprino foram obtidos com o tempo de equilibrio de 20 minutos, tempo de extracdo de
40 minutos e a temperatura de extracdo de 45 °C, onde nestas condi¢Ges foram
detectados 28 compostos volateis no queijo de coalho caprino comercial.

O uso das diferentes culturas laticas probioticas afetou o perfil quimico de queijo
de coalho caprino, alterando seu perfil lipidico, aromatico e protéico.

Queijos probidticos apresentaram aumento nos teores de gordura e colesterol
durante 28 dias de armazenamento a 10 °C. Queijos caprinos elaborados com
Bifidobacterium lactis e a co-cultura sobressairam-se nas concentracées de CLA, com
melhores indices de AGPI/AGS, DFA, 1A e IT.

Vinte e cinco compostos volateis foram identificados nos queijos de coalho
caprino adicionado de bactérias probiodtica e queijo de coalho tradicional, sendo 6
alcoois, 4 hidrocarbonetos, 4 terpenos, 3 acidos, 3 cetonas, 3 aldeidos e 2 ésteres. Nos
cinco queijos coalho caprinos avaliados observou-se aumento na producédo de ésteres ao
longo do armazenamento e reducdo de aldeidos. Os ésteres, compostos com origem
lipolitica, tem importéncia na qualidade aromaética de queijos.

O uso da combinacdo das culturas probioticas (co-cultura) foi mais eficiente,
elevando o teor de proteina soltvel e, consequentemente, apresentou aumento do indice
proteolitico de profundidade, com maior liberacdo de aminoacidos no 1° dias apos o
processamento. Os queijos de coalho caprino probioticos apresentaram indice de
proteodlise em extensdo maxima apds 7 dias de estocagem e as fragoes de as; € k-caseina
foram as que obtiveram maior grau de hidrélise ao longo do armazenamento destes
queijos.

O queijo elaborado com B. lactis exibiu acdo proteolitica mais intensa,
apresentando elevado teor de proteina solivel e maior degradacao da fragdo de as;

caseina ao longo do armazenamento.
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Consequentemente, ressalta-se que o0s queijos probidticos fabricados a partir de
leite de cabra adicionados do Bifidobacterium lactis e da co-cultura de probi6ticos
resultaram em queijo de coalho com maior qualidade no perfil proteico.



