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Resumo
Nos ultimos anos, algumas mudancas na tecnologia de fabricacdo do queijo prato tém

sido efetuadas pelas industrias de laticinios visando a melhoria de sua qualidade e na
busca de produtos diferenciados. Nesse sentido, o objetivo do presente trabalho foi a
elaboracao de queijo prato contendo culturas adjuntas (Lactococcus Lactis ssp. lactis e
cremoris) e diferentes concentragdes de extrato de erva-mate (llex paraguariensis). O
extrato de erva-mate foi obtido através extracdo (percolacdo) e secagem por
atomizagcao (spray-drier). No extrato avaliaram-se o teor de polifendis totais e a
atividade antioxidante. Para avaliar os efeitos da adicdo de culturas adjuntas mista e
extrato em p6 de erva-mate (0,1 a 0,2%, p/p) nas caracteristicas fisico-quimicas (cor,
umidade, pH, acidez, oxidacdo de lipidios e proteinas), microbioldgicas (bactérias
lacticas e culturas adjuntas mista) e sensoriais (aceitacdo geral, sabor e textura)
durante 60 dias de maturacao a 15 °C, empregou-se a analise de variancia (ANOVA)
seguida pelo do teste de Tukey. O teor de polifendis (0,40 a 1,01 mg/gEAC) e atividade

antioxidante aumentaram proporcionalmente a concentracdo do extrato, sendo que a
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atividade antioxidante foi de 99,5 % para a concentracao 750 pg/mL fornecendo um ICsg
de 234,48 pg mL". Os queijos - Tipo Prato apés o 7° dia de armazenamento foram
classificados como queijos de alta umidade. O queijo prato com formulacdo contendo
0,1 € 0,2 % (p/p) de extrato apds o 1°dia de armazenamento apresentaram os maiores
valores de indice de cor a* (0,95 a 2,86 e 0,89 a 3,17, respectivamente) e b* (16,26 a
23,27 e 16,35 a 23,87, respectivamente), enquanto que os valores de L* foram os
menores (67,47 a 25,24 e 61,47 a 22,82, respectivamente). A adicdo do extrato de
erva-mate no queijo Prato dificultou o crescimento das bactérias lacticas. Porém em
relacdo a contagem das culturas adjuntas ndo se observou interferéncia do extrato de
erva-mate no desenvolvimento desses microrganismos. Durante todo o periodo de
armazenamento, os tratamentos que continham culturas adjuntas mistas juntamente
com extrato de erva-mate e o0s queijos elaborados com exirato de erva-mate
apresentaram diferenca significativa (p<0,05) da formulacdo controle, em relacdo a
oxidacao lipidica de forma a apresentarem os menores valores de malonaldeido por Kg
de amostra (0,031 a 0,082 mg MA/Kg), comprovando a acao antioxidante da presenca
do extrato da erva-mate no produto. Com relacédo a oxidacao de proteinas o tratamento
contendo 0,2 % (p/p) de extrato de erva-mate nos 60 dias de maturagdo apresentou
diferenga significativa (p<0,05) em relagdo ao tratamento considerado controle
demonstrando acao antioxidante do mesmo frente a oxidacao de proteinas também. As
formulacdes adicionadas de culturas mesofilas e de 0,2 % (p/p) de extrato de erva-mate
apresentaram as menores médias para os atributos aceitacao geral, textura e sabor na

avaliacao sensorial.

Palavras-chave: Queijo Prato; llex paraguariensis; cultura adjunta.
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Abstract
In recent years, some changes in manufacturing technology of cheese have been made

by the dairy industry in order to improve their quality and the search for differentiated
products. In this sense, the objective of this work was the preparation of cheese
containing adjunct cultures (Lactococcus lactis ssp. lactis and cremoris) and different
concentrations of extract of yerba mate (/lex paraguariensis). The extract of yerba mate
was obtained by extraction (percolation) and spray drying (spray-drier). In the extract
was evaluated in the polyphenol content and antioxidant activity. To evaluate the effects
of addition of adjunct cultures mixed and powdered extract of yerba mate (0.1 to 0.2%)
on the physical and chemical properties (color, moisture, pH, acidity, lipid oxidation and
protein oxidation), microbiological (lactic acid bacteria and adjunct cultures mixed) and
sensory (general acceptance, flavor and texture) during 60 days of ripening at 15 ° C,
was employed to analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey test. The polyphenol
content (0.40 to 1.01 mg/GEAC) increased proportionally to the concentration of the
extract. The antioxidant activity also increased proportionally to the concentration of
extract reached 99.5% of antioxidant activity for the concentration 750 mg/mL providing
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an 1C50 of 234.48 g/mL. The physical-chemical analysis revealed that all cheeses after
7 days of storage were classified as high-moisture cheeses. The cheese plate with
formulation containing 0.1 and 0.2% (w/w) of extract after the 1st day of storage showed
the highest values of color index a * (0,95 to 2.86 and 0.89 to 3.17 respectively) and b *
(16.26 to 23.27 and from 16.35 to 23.87 respectively), whereas the values of L * were
lower (67.47 to 25.24 and 61.47 to 22.82 respectively). The addition of the extract of
yerba mate in cheese hindered the growth of lactic acid bacteria. But for the count of
adjunct cultures there was no interference from the extract of mate in the development
of these microorganisms. Throughout the storage period, the treatments containing
adjunct cultures mixed together with extract and the cheeses made with yerba mate
extract showed significant differences (p <0.05) than the control formulation in relation to
lipid oxidation in order to submit the lowest values of malonaldehyde per kg sample
(0,31 to 0,82 mg MA/KQ), confirming the antioxidant activity of the extract of yerba mate
in the product. With respect to protein oxidation treatment containing 0.2% extract of
mate within 60 days of ripening showed significant difference (p <0.05) compared to
treatment as the control showed the same antioxidant activity against protein oxidation
too. The formulations added adjunct cultures and 0.2% of extract of mate
had the lowest averages for the attributes of overall acceptability, texture and flavor on

the sensory evaluation

Keywords: Prato cheese, llex paraguariensis, adjunt cultures.
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1 INTRODUCAO

Devido ao grande aumento na preocupacado dos consumidores com relagao as
questdes de saude, a industria de alimentos funcionais tem explorado cada vez mais,
novos processos e aumentado a diversidade de produtos alimentares disponiveis para
o consumo humano. Os consumidores modernos estdo interessados em consumir
alimentos que além de saudaveis também sejam capazes de prevenir doencas
(MATTILA-SANDHOLM et al., 2002; MICHIDA et al., 2006). Nos paises desenvolvidos é
crescente a demanda por alimentos funcionais isto se deve ao fato de haver um
incremento nos custos com a manutencao da saude, dado o aumento da expectativa
média de vida, e também ao interesse das pessoas idosas no prolongamento da sua
qualidade de vida (HERNANDEZ e GUSMAN, 2003). Além disso, h4 uma tendéncia
geral em substituir ingredientes sintéticos por fontes naturais.

Os antioxidantes sintéticos como o butilhidroxianisol (BHA) e o butilhidroxitolueno
(BHT) normalmente utilizados na industria alimenticia podem apresentar alguns
inconvenientes; estudos tém demonstrado que essas substancias podem causar efeitos
adversos em animais, como por exemplo, extensa proliferacdo de células no pulmao,
com mudangas bioquimicas, atuando como agente promotor no desenvolvimento de
adenoma (WITSCHI & LOCK, 1978).

Varios estudos tém demonstrado a capacidade antioxidante da erva-mate in vitro
e in vivo. GUGLIUCCI e STAHL (1995) verificaram que extratos aquosos e alcodlicos de
llex paraguariensis inibiram a oxidacao da lipoproteina de baixa densidade “in vitro”,
comparavel ao acido ascorbico. Propriedades antioxidantes de extratos aquosos de
erva-mate in vivo foram confirmadas através da inibicdo da peroxidacao lipidica em
microssomas de figado de ratos (SCHINELLA et al., 2000). CANTERLE et. al., (2005),
verificaram que a erva-mate na forma de chimarrdo possui uma importante quantidade
de compostos fendlicos capazes de aumentarem o sistema de defesa antioxidante de

um organismo sendo sua ingestdo uma maneira eficaz e econdmica de se usufruir de



seus beneficios. SALDANHA et al. (2005) verificaram, elevada atividade antioxidante
em diferentes extratos de erva-mate (verde e tostada) e de cha verde, indicando o
potencial uso dessas plantas como antioxidantes alimenticios. Mais recentemente o
extrato de erva-mate foi investigado quanto a atividade antioxidante em produtos
alimenticios tais como iogurte (PRECI, 2010) e carne de frango (PADILHA,2007).

O mecanismo de acdo dos antioxidantes, presentes em extratos de plantas,
possui um papel importante na reducdo da oxidagao lipidica em tecidos, vegetal e
animal, pois quando incorporado na alimentagdo humana n&o conserva apenas a
qualidade do alimento, mas também reduz o risco de desenvolvimento de patologias,
como arteriosclerose e cancer (RAMARATHNAM, OSAWA, KAWAKISHI, 1995)

A industria de lacticinios vem destacando-se nesse novo nicho de mercado de
alimentos funcionais impulsionando a expansao principalmente de iogurtes, bebidas
lacteas e de bebidas a base de soja (SAARELA et al., 2000; BISTROM et al., 2002;
THAMER et al., 2006).

No Brasil o queijo Prato € um dos mais difundidos, com uma producdo média de
70.000 ton, sendo considerado o segundo queijo mais consumido, com uma tendéncia
cada vez maior no consumo de forma indireta, ou seja, como ingrediente culindrio em
sanduiches e lanches rapidos. Isto se deve principalmente pelo seu sabor suave,
consisténcia macia e por sua fatiabilidade (BARROS, 2005).

Nesse contexto, o presente trabalho visou o0 acompanhamento da evolucao de
caracteristicas fisico-quimicas (umidade, pH, acidez, oxidagédo de lipidios e proteinas),
sensoriais (aceitacao geral, sabor e textura) e contagem de bactérias lacticas e culturas
mesofilas do queijo tipo Prato elaborado com leite contendo 3.2 % de gordura,
adicionado de extrato de erva-mate e culturas mesoéfilas (Lactococcus lactis ssp. lactis e

cremoris), durante o periodo de 60 dias de armazenamento a 15 °C e UR 85 %.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste item, sdo apresentados aspectos do processamento de queijo,
principalmente do queijo prato e maturacdo. Sdo abordados ainda, aspectos da
legislacéo brasileira em vigor, fatores que afetam a maturacdo, oxidacao de lipideos e
proteinas, antioxidantes sintéticos e naturais bem como as vantagens da adicao de

antioxidantes naturais na alimentacao.

2.1 Queijo Prato

O queijo prato comegou a ser fabricado no Brasil na década de 20, por
imigrantes dinamarqueses, que procuravam produzir um queijo similar ao Danbo
dinamarqués e o Gouda holandés. A partir dai o Prato tornou-se um dos queijos mais
fabricados no Brasil, perdendo apenas para o queijo Mussarela (SPADOT]I, 2005).

Em 04 de setembro de 1997, o Ministério da Agricultura e Abastecimento através
da Portaria 358 (BRASIL, 2009a), aprovou o Regulamento Técnico para Fixacao da
Identidade e Qualidade do queijo Prato, o qual teve por objetivo estabelecer a
identidade e os requisitos minimos de qualidade que deve apresentar o queijo prato
destinado ao consumo humano. Segundo este regulamento, o queijo tipo prato
caracteriza-se por ser maturado, obtido por coagulacdo enzimatica do leite,
complementada pela acdo de bactérias lacticas especificas. E classificado como um
queijo gordo, de média umidade. Apresenta como caracteristicas, consisténcia elastica,
textura macia e compacta, e pequenas olhaduras bem distribuidas. Tem como
caracteristica distinta no processo de elaboragcédo a obtencdo de uma massa semicozida
por coagulacdo enzimatica, com remocado parcial do soro, prensada, salgada e
maturada (BRASIL, 2009b). Sua maturacdo € em torno de 45 a 60 dias e sua

composicao média esperada apdés a maturacao é de 42 a 44% de umidade, 26 a 29%



de gordura, 1,6 a 1,9 % de sal, 23 a 25 % de proteina, apresentando pH entre 5,2 a 5,4
(AUGUSTO, 2003).

Além disso, o queijo deve se apresentar sem crosta ou com uma crosta fina, lisa
sem trincas. Com a denominacdo “Queijo Prato” poderdo ser encontrados diferentes
tipos de produtos como o “Queijo Prato Lanche ou Sandwich” (na forma de
paralelepipedo de secdo transversal retangular), “Queijo Prato Cobocé” (de forma
cilindrica), e o “Queijo Prato Esférico ou Bola”. O peso varia de 0,4 a 5 kg de acordo
com a variedade correspondente, sendo a variedade lanche a mais comercializada, ja
que o Prato é geralmente utilizado por sua boa fatiabilidade (BRASIL, 2009b). O
rendimento de sua fabricagéo varia entre 9,0 a 10,0 L/Kg (SCOTT, 1991).

As etapas de fabricagdo do queijo Prato incluem a pasteurizacdo do leite
(72 °C/16 segundos), resfriamento a aproximadamente 32 °C, adicdo de cultura lactica
e de coalho. As etapas de tratamento incluem corte, agitacao, remocéao parcial do soro
e adicdo de agua quente para promover o semicozimento da massa. Apds a
dessoragem, o queijo é enformado, salgado em salmoura, que posteriormente € seco e
embalado a vacuo para posterior maturagdo (BRASIL, 2009b).

A operacao de pasteurizacdo na elaboragdo do queijo Prato é uma exigéncia
legal trazendo, além da seguranca sanitaria, padronizagao tecnoldgica, uniformizacéao
do sabor e reducdo da incidéncia de defeitos e perdas, em consequéncia das
fermentagdes anormais, sendo considerado, portanto, um dos fatores indispensaveis
para a qualidade do produto oferecido ao mercado. O leite € um produto altamente
perecivel e a pasteurizagcao é a forma de prolongar o seu tempo de conservacao,
preservando suas caracteristicas naturais, além de torna-lo seguro sob o ponto de vista
de saude publica. A pasteurizacdo consiste no emprego de calor, com o objetivo de
eliminar totalmente a flora microbiana patogénica, a maioria fermentativa, sem alteracao
sensivel de sua constituicao fisica e do equilibrio quimico do leite, sem prejudicar seus
elementos bioquimicos, como também suas propriedades organolépticas (SILVEIRA e
ABREU, 2003).

O processo de maturacédo do queijo compreende um conjunto de modificacoes

quimicas, bioquimicas e microbioldgicas, entre as quais se destacam a fermentagao da



lactose, a hidrélise das proteinas e gorduras e a sintese de compostos aromaticos. A
degradacao da proteina modifica principalmente a textura, enquanto as hidrélises das
gorduras liberam acidos graxos livres, intensificando o aroma e a fermentacdo da
lactose modifica o pH (acidez) e, consequentemente o sabor. Uma das principais
caracteristicas do queijo prato € a fatiabilidade e sua tendéncia de consumo de forma
indireta em sanduiches e lanches rapidos (SCOTT, 1991).

A lipdlise ou degradacao da fracao lipidica é produzida principalmente pela acéao
das lipases, que transformam os triacilglicerideos em acilglicerideos parciais e acidos
graxos livres. Estes podem permanecer no queijo, ou se transformarem em compostos
como alcoois secundarios, substancias que contribuem intensamente na exaltacdo do
aroma do queijo (ROSA, 2005).

A protedlise é o principal e o mais complexo evento bioquimico que ocorre
durante a maturacao da maioria das variedades de queijos, dando origem a numerosos
produtos, como peptideos, cetonas e aminoacidos livres (GARDE et al, 2002). Estes
compostos responsaveis pelo sabor sao liberados durante a mastigacao. A protedlise
contribui também para mudancas na textura pela quebra da cadeia de proteinas,
aumento do pH (via formacdo de NHs3) e aumento na capacidade de ligar agua pela
formagéo de novos grupos aminicos e carboxilicos (HENRIQUE, 2004). A protedlise em
queijos é afetada por inumeros fatores, incluindo atividade residual do coagulante,
proteases naturais do leite (como plasmina), proteinases e peptidases liberadas pelos
micro-organismos do fermento lactico, enzimas de micro-organismos presentes no
queijo, como contaminantes e/ou sobreviventes a pasteurizacdo. O coalho é
responsavel pela protedlise primaria da caseina que resulta em mudancas na textura e
formacao dos compostos solluveis. As mudancas microbiolégicas durante a maturacao
incluem a morte e a lise das células da cultura lactica e o crescimento da microbiota
secundaria (MCSWEENEY, 2004). As bactérias lacticas do fermento, responsaveis
pela protedlise secundaria, possuem um sistema proteinase/peptidase capaz de
hidrolisar oligopeptideos a peptideos pequenos e aminoacidos que contribuem
diretamente para o sabor. Os aminoacidos podem também servir como substratos para
a formacdo de compostos de sabor adicionais. Outra importante consequéncia da



protedlise € a liberacdo de compostos de sabor que podem estar aprisionados no
coagulo (BARROQOS, 2005).

Os Lactococcus sao um dos grupos mais importantes de bactérias na industria
de lacticinios. Entre as espécies deste género, apenas Lactococcus lactis ssp. lactis e
L. lactis ssp. cremoris sdao comumente usados no processamento do leite (GODON,
1992).

Dentre todas as espécies deste género, Lactococcus lactis é a mais importante
comercialmente, composta das subespécies homofermentativas L. lactis ssp. lactis e L.
lactis ssp. cremoris e da heterofermentativa L. lactis ssp. lactis biovar. diacetylactis.
Estas bactérias sao utilizadas como fermento simples, misto ou multiplo para fabricacéo
de diferentes tipos de derivados lacteos (NASCIMENTO, 2007).

Esses micro-organismos sao utilizados para a fabricacdo de diversos produtos
lacteos, como leites fermentados, manteigas fermentadas e diversas variedades de
queijos (PLATERO, 2008). A atuacdo das bactérias do fermento lactico é de
fundamental importancia no estabelecimento das caracteristicas de queijos de massa
curada.

A principal funcéo das culturas iniciadoras e a producéo de acido, principalmente
lactico como resultado de seu metabolismo. No entanto a contribuicdo das culturas
iniciadoras para as caracteristicas finais do produto ndo se limita ao processo de
acidificacdo, mas é complementado com outras caracteristicas tais como: atividade
proteolitica, producdo de compostos aromaticos, producdo de CO,, sintese de
polissacarideos e producédo de compostos inibidores (peréxido de hidrogénio, diacetil e
bacteriocinas) (MARTINEZ, 2005).

2.2  Oxidacao lipidica

A oxidacao espontanea (autoxidacao) dos lipidios € um fenémeno natural em
sistemas bioldgicos e do alimento. As reagdes de oxidacdo dos lipidios inicia-se nos



acidos graxos insaturados sendo que nos alimentos essas reacdes podem ser divididas
em duas categorias. Na primeira ocorre a oxidacao das gorduras altamente insaturadas,
(poliinsaturadas), podendo resultar na formacao de produtos poliméricos. A segunda
categoria relaciona-se a oxidacao de gorduras moderadamente insaturadas levando ao
aparecimento de ranco acompanhado de odores estranhos (PADILHA, 2007). Entre os
diversos produtos formados na oxidacdo lipidica, o malonaldeido tem chamado a
atencao da comunidade cientifica devido a sua provavel relagdo com a formacao de
cancer (PEARSON et al., 1983) e propriedades mutagénicas (TORRES et al., 1998).

Os fendmenos de oxidacado dos lipidios dependem de mecanismos reacionais
diversos e extremamente complexos, os quais estdo relacionados com o tipo de
estrutura lipidica e o meio onde esta se encontra. A natureza € o numero das
insaturacdes presentes, o tipo de interface entre os lipidios e o oxigénio (fase lipidica
continua, dispersa ou em emulsdo), a exposi¢cdo a luz e ao calor, a presenca de pré-
oxidantes (como ions metalicos de transicdo) ou de antioxidantes, sdo fatores
determinantes para a estabilidade oxidativa dos lipidios (COUPLAND e MCCLEMENTS,
1996). Todas as reacbes de oxidacdo envolvem espécies reativas do oxigénio, e a
maioria destas reacdes envolvem radicais livres (AARDT, 2003; CARVALHO, 2007).

A presenca de pré-oxidantes nos alimentos que contém lipidios pode aumentar
dconsideravelmente a oxidacdo. Os pré-oxidantes sao geralmente metais de transicao,
particularmente aqueles que possuem dois ou mais estados de valéncia (CARVALHO,
2007). Esses metais podem atuar de duas formas: na reducao da energia de ativacao
da reacéo inicial da oxidacao e na decomposicao de perdxidos (ARAUJO, 1999). A
oxidacao catalisada por cobre e ferro é provavelmente a mais importante do ponto de
vista pratico, porém outros metais, tais como manganés, cromo, niquel, zinco, cobalto e
aluminio também podem promover a oxidagao (CARVALHO, 2007).

A peroxidagao lipidica ocorre por uma reacdo em cadeia, isto é, uma vez
iniciado, ele se espalha rapidamente e atinge um grande nimero de moléculas lipidicas.
O mecanismo da autoxidacdo, esquematizado na Figura 1 mostra o decurso da
sequéncia reacional, onde € possivel distinguir trés etapas de evolucdo oxidativa:
iniciacdo, propagacao e terminacdo (COUPLAND e MCCLEMENTS, 1996; JADHAV, et
al., 1996; ADEGOKE, et al., 1998; ARAUJO, 2005; RAMALHO e JORGE, 2006).



Iniciacao - presencga do catalisador - luz externa, ions metalicos.

R-H + O » R + ‘OOH

R-H . R+ 'H

Propagacéo - formagédo em cadeia de hidroperoxidos

%’ + 02 » ROO’

»

ROO" + RH , ROOH + R’

Terminagao - Inibe a propagacao (R)

R + R . RR
ROO" + R’ , ROOR
ROO" + ROO' , ROOR + O

R’ = radical do acido graxo; ROOH = hidroperéxido; ROO’ = radical perdxido.

Figura 1 - Esquema geral do mecanismo da oxidacgao lipidica (CARVALHO, 2007)

Iniciagdo: a instabilidade de moléculas organicas associada a fatores
catalisadores leva a formacao do primeiro radical livre (R’), formado com um atomo de
H retirado da molécula de gordura. Os principais catalisadores desta etapa sao os ions
metalicos, enzimas, meio alcalino, presenca de calor ou luz, moléculas com
insaturacdes, disponibilidade de oxigénio para reagir, etc. (SILVA et al., 1999;
GORDON, 1990).

Propagacéo: o radical livre € atacado por molécula de O,, formando o radical
livre peroxido (ROQ"). Este radical per6xido ataca nova molécula de gordura, formando
hidroperoxido e mais um radical livre, iniciando assim o processo de oxidacdo em
cadeia. Se O, disponivel for suficiente e nenhum antioxidante for adicionado, esta etapa
continua degradando o produto (SILVA et al., 1999).

Terminagdo: Peréxidos (R-R, ROOR) se combinam, formando moléculas mais

estaveis. Os hidroperéxidos (ROOH) formam varias outras moléculas com funcoes



acidas, aldeidicas, etc. Nesta etapa, ocorre redugdo do consumo de oxigénio,
diminuicao dos peroéxidos, e forte alteragao sensorial, podendo haver alteragdes da cor
e viscosidade (BOBBIO, 1992), ou seja, todo material é degradado irreversivelmente,
levando a decomposicao total do produto e gerando odores ran¢osos, provenientes das
moléculas volateis formadas (SILVA et al., 1999).

A oxidacgao lipidica gera produtos residuais, tais como aldeidos, cetonas, acidos,
alcoois, hidrocarbonetos, etc. que além de produzirem sabores e aromas
desagradaveis, diminuem a qualidade nutricional e a seguranca dos alimentos
(RIBEIRO et al., 2007; TRINDADE, 2007). Além dos lipidios, eventualmente outros
componentes podem ser afetados como as proteinas, pigmentos e vitaminas (ARAUJO,
1999).

Os hidroperédxidos formados na auto-oxidacao dos acidos graxos polinsaturados
sao considerados produtos primarios e constituem uma mistura complexa de compostos
que diferem tanto na posicdo do grupo peréxido da cadeia carbonada como na
estrutura isomérica das ligagdes duplas. Estes produtos da oxidacdo sdao muito
instaveis, em particular, a temperaturas altas e na presenca de ions metalicos de
transicdo, decompondo-se formando um grande conjunto de compostos que incluem
aldeidos, cetonas, alcoois, acidos carboxilicos, hidrocarbonetos, etc. Estes compostos
sdo denominados de produtos secundarios da oxidagado, sendo 0s responsaveis por
odores e sabores tipicos dos produtos oxidados, uma vez que os hidroperéxidos sao
insipidos e inodoros. Os produtos secundarios da auto-oxidacdo provém de
intermediarios como os radicais perdxidos (ROO) (FARIA e BATISTA, 2007).

A estabilidade oxidativa nos alimentos é dependente do equilibrio entre a
composicao e concentracdo do substrato e a presenca de pro-oxidantes. A remocao do
oxigénio, inativacdo de enzimas, protecao contra luz e ions metdlicos sdo importantes
para evitar ou minimizar a oxidagao lipidica. No entanto, estas medidas nem sempre
sao aplicaveis. A adicao de antioxidantes constitui pratica mais comum para aumentar a
estabilidade dos lipidios (DECKER, 1998).
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2.3 Oxidacao das proteinas

O termo “oxidacdo protéica” refere-se a modificacdo de uma proteina induzida
diretamente por espécies reativas ou indiretamente através de reagcées com produtos
secundarios resultantes do estresse oxidativo (ROTTA, 2007).

Os produtos primarios da oxidacao lipidica (hidroper6xidos) e produtos
secundarios (aldeidos e cetonas) podem reagir com as proteinas, causando a oxidacao
da proteina (VILJANEN, 2005). O radical peréxido e, ou, os produtos oriundos de sua
degradacao, podem interagir com as proteinas e aminoacidos, promovendo alteracdes
adversas na solubilidade, atividade enzimatica e qualidade nutricional da proteina
(ARAUJO, 1999).

A oxidacao da proteina ocorre através das reagées com radicais livres como o
radical peroxido (ROOQO*) formado durante a oxidacao lipidica pode abstrair atomos de
hidrogénio das moléculas de proteina (PH), (reacdo 1). Consequentemente, ocorre a
formacao dos radicais da proteina (P) que podem por sua vez criar uma rede da
proteina (P-P) devido a ligagédo cruzada (reacao 2) (VILJANEN,2005).

ROO + PH_, P+ ROOH Reagéo 1
P +P __, P-P(rede de proteina) Reacéo 2

Os peréxidos podem agir na degradacdao das proteinas em dois sentidos: 1)
produzindo a oxidagdo da cisteina a acido cistéico e da metionina a sulféxido de
metionina; 2) reagdo do tipo Maillard com os aldeidos e cetonas resultantes da
degradacao dos peroéxidos lipidicos (SGARBIERI, 1996).

Igualmente postula-se que o processo da oxidacdo da proteina pode ocorrer
através da formagdo complexa ndo-covalente através de atracbes eletrostaticas e
hidrofébicas entre o hidroperéxido lipidico (ROOH) (reacao 3) ou produtos secundarios
da oxidacéo lipidica (principalmente aldeidos e cetonas, desagregacdo produtos de
hidroperoéxidos lipidicos) e os centros do nitrogénio ou do enxofre de residuos reativos
de aminoacidos da proteina (AUBOURG, 1999).
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ROOH + PH——> [ROOH---HP] ——» RO + P + H,O Reacéao 3.

As reacgdes da oxidacao afetam a qualidade do alimento, mas igualmente tém um
impacto na carga e na conformacdo da estrutura tridimensional da proteina (exposicao
de grupos hidrofdbicos e mudancas na estrutura secundaria), perda da atividade
enzimatica, e alteragbes no valor nutritivo (perda de aminoacidos essenciais). A
oxidagao de proteinas e aminoacidos € afetada por varios fatores ambientais, tais como
pH, temperatura, atividade de agua, e a presenca de catalisadores ou inibidores
(AYNIES et al., 1992).

A suscetibilidade das proteinas sofrerem danos por produtos da oxidacao lipidica
depende dos seguintes fatores (WONG, 1995):

1. Acessibilidade dos aminoacidos reativos situados na superficie da molécula protéica.
2. Interacao hidrofébica ou formacdo de pontes (ligacbes) de hidrogénio entre as
moléculas lipidicas e superficie protéica e que aproximem os reagentes e exponham as
cadeias laterais ocultas dos aminoacidos, facilitando assim sua reacao;

3. Presenca no sistema de radicais iniciadores.

Na Figura 2 é mostrado as possiveis vias de oxidacao protéica na presenca de
oxigénio e produtos da oxidagao lipidica. O primeiro atomo de hidrogénio € abstraido da
proteina (PH) por um radical ndo protéico (A*), e ha transferéncias das proteinas para
radical proteinas (P*) (a). Em seguida trés maneiras possiveis para que o radical da
proteina reaja: oxidagao (b), transferéncia (c), e ligacao cruzada (d). Na oxidacao, o
radical da proteina estd reagindo diretamente com o oxigénio que conduz a proteina-
peroxyl (PO,) e finalmente cisdo. Na transferéncia, o radical da proteina esta abstraindo
o hidrogénio de outros compostos atuais para dar forma a proteina ou ao hidroperéxido
nao radical da proteina dependendo dos compostos de participacdo. No mecanismo da
ligacdo cruzada, a proteina ndo é modificada ocorrendo ligagdo cruzada com o0s
produtos da oxidacgao lipidica tais como hidroperéxidos ou aldeidos (b) ou dois radicais
da proteina interagem dando forma a ligacdes transversais de proteina-proteina (P-P)
(VILJANEN, 2005).
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(a)
PH + A - > P +AH
(d) (b)
(c)

LIGACAO CRUZADA OXIDACAO

PH+B — P-B-P P* +0, — PO,

P* + P* —> P-P

PO, + P - POOP

v
PH = Proteina "
. . ~ . TRANSFERENCIA

A* = Radical ndo-proteina
B = produto separado P* + AH — PH+ A"
P* = Radical proteina PO, + AH — POOH + A*

Figura 2 - Representacdo esquematica das reagdes das proteinas com produtos da
oxidacao lipidica (VILJANEN, 2005).

Segundo SGARBIERI (1996) dois tipos de reacbes de degradacdo parecem
predominar nas interacdes de proteinas com lipidios oxidados: 1) reacdes de radicais
livres; 2) reagbes do tipo carbonilamina. Radicais livres lipidicos como L", LO’ (alcoxi), e
LOO" (peroxil) reagem com as proteinas (PH) em reacdes de adicdo resultando em

complexos lipoprotéicos como:

LOO" + PH , POOL" +H* (1)
POOL" + O, , POOLOO 2)
POOLOO" + PH , POOLOOP + H*  (3)

Nas reacgdes do tipo carbonilamina a reag&o ocorre entre aldeidos de cadeias

longas ou curtas resultantes da degradacao de peréxidos de acidos graxos insaturados
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e grupos aminicos da proteina, via formagao de complexo do tipo base de Schiff (Figura
3).

H H

| |
L-C=0+HN-P > L-C=N-P+HxO
Aldeido Proteina Base de Schiff

Figura 3 — Formacao do complexo base de Schiff.

Como consequéncia do dano oxidativo, as proteinas podem sofrer modificacoes
em aminoacidos especificos, mudangcas conformacionais, fragmentacdo da cadeia
peptidica ou alteracdo da carga elétrica. Estas alteracbes podem causar diversas
consequéncias funcionais, tais como aumento da susceptibilidade a protedlise e
inativagdo enzimatica (ROTTA, 2007).

O efeito mais significativo da oxidacao das proteinas nos alimentos é a mudanca
nas propriedades reoldgicas. Isto ocorre principalmente devido a desagregacao trans-
articular da estrutura primaria da proteina, e alteragdes conformacionais. Como na
oxidacao lipidica, a oxidacao protéica pode ser desencadeada por fatores incluindo a
luz, irradiacdo gama, peroxidacao de lipideos, ions metélicos, entre outros. Algumas
alterac6es oxidativas em proteinas e aminoacidos, que resultam no desenvolvimento de
aromas anormais sao aqui resumidas: (1) A oxidagcao de histidina, cisteina, metionina,
triptofano, e tirosina pelo ion superéxido, peréxido de hidrogénio e oxigénio singleto
pode ocorrer quando o alimento contém fotossensibilizadores como a riboflavina, e é
exposto a luz; (2) Aminoacidos livres e aminoacidos residuais sdo submetidos a
substancial oxidacao na presenca de lipidios peroxidados. Metionina, cisteina, histidina
e lisina sdo os aminoacidos mais suscetiveis ou aminoacidos residuos (AARDT, 20083).
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2.4 Antioxidantes

Os antioxidantes, de acordo com a ‘Food and Drug Administration’ (FDA), sédo
substancias usadas para preservar alimentos através do retardo da deterioracéo,
rancidez e descoloracao decorrentes da autoxidacao (CANTERLE, 2005). Porém estes
compostos nao inibem somente a peroxidagao de lipidios, mas também, a oxidacao de
outras moléculas como proteinas, acido desoxirribonucléico (DNA), entre outras
(OLIVEIRA et al., 2007), de um modo mais amplo pode-se definir antioxidantes como
qualquer substancia que em pequenas concentracées (0,01 %) em presenca de
substratos oxidaveis, retardam ou inibem significativamente a oxidagdo dos mesmos
(SIES, 1993). Como substrato oxidavel pode-se considerar quase todas as moléculas
organicas ou inorganicas que se encontram nas células vivas (proteinas, lipidios,
hidratos de carbono e as moléculas de DNA) (GUTIERREZ, 2002).

Os antioxidantes sao classificados em primarios e secundarios, considerando o
modo como interagem com o substrato oxidavel. Assim, os antioxidantes primarios ou
de tipo 1 atrasam ou inibem o0 passo de iniciagdo ou interrompem a etapa de
propagacao da auto-oxidacdo. Em geral, reagem com os radicais, convertendo-os em
produtos termodinamicamente mais estaveis como pode ser verificado na Figura 4
(RAMALHO e JORGE, 2006).

ROO + AH___, ROOH + A’

R+AH __ , RH+A
Onde: ROO’ e R’ sao radicais livres; AH — antioxidante com um atomo de hidrogénio ativo e A" - radical
inerte.

Figura 4 - Mecanismo de acdo para os antioxidantes primarios (RAMALHO e JORGE,
2006).

Ja os antioxidantes secundarios, preventivos ou de tipo 2 atuam através de
varios mecanismos que incluem: (i) Decomposicdo dos hidroperéxidos em compostos
inativos, como é o caso de varios tibis e sulfitos; (ii) Diminuicdo da sensibilidade dos

sistemas com duplas ligacdes para formar radicais livres, como a estabilizacdo do acido
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linoléico pelo hidréxido de potassio; (iii) Prevencao da iniciagdo por acédo da luz ou de
outra radiacao, tais como os carotenodides que neutralizam o efeito de fotosensibilizacao
da clorofila; (iv) Desativacdo de metais pesados, tal como agentes quelantes como
acido citrico, fosforico e fumarico (FARIA e BATISTA, 2007).

Na escolha de antioxidantes sdo desejaveis as seguintes propriedades: eficacia
em baixas concentracdes (0,001 a 0,01 %); auséncia de efeitos indesejaveis na cor,
odor, sabor ou em outras caracteristicas do alimento; facil aplicacao e estabilidade nas
condigbes de processo e armazenamento. Além destes fatores, outros devem ser
considerados, incluindo legislacdo, custo e a preferéncia do consumidor por produtos
naturais (RAMALHO e JORGE, 2006).

Ha quatro mecanismos propostos pelos quais os antioxidantes agem: doacgao de
hidrogénio pelo antioxidante; doagao de elétrons pelo antioxidante; adicao do lipidio ao
anel aromatico do antioxidante; formacdo de um complexo entre lipidio e o anel
aromatico do antioxidante (CARVALHO, 2005).

No organismo humano, a atividade metabdlica normal produz constantemente
radicais livres. Estas moléculas, geradas in vivo, reagem com DNA, RNA, proteinas e
outras substancias oxidaveis, promovendo danos que podem contribuir para o
envelhecimento e a instalacdo de doencgas degenerativas, como cancer, arteriosclerose,
artrite reumatica, entre outras. A autoxidacdo dos acidos graxos que compdem a
membrana celular é apontada como o processo oxidativo mais frequente no organismo
humano (RAMARATHNAM et al, 1995).

A maioria dos organismos aerdbicos desenvolveram sistemas diferentes para
lidar com os efeitos toxicos das espécies reativas de oxigénio. A primeira linha de
defesa antioxidante envolve a prevencao da formacao de espécies reativas de oxigénio.
Metais quelantes podem impedir a formagdo de espécies reativas de oxigénio por
suprimir processos tais como a reacdo Haber-Weiss (H;0, +O2; — OH + OH + Oy) e
consequentemente reduzindo a producao dos radicais hidroxila que sdo muito reativas.
A segunda linha de defesa antioxidante € composta de enzimas antioxidantes e de
compostos de baixo peso molecular que atuam bloqueando a etapa de propagacao
radicalar, sequestrando radicais intermediarios e impedindo a formacao de espécies
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reativas. Os componentes antioxidantes decompdem entdo as espécies reativas
evitando a formacgao de lesdes oxidativas em biomoléculas (NETTO, 2001).

O sistema de defesa antioxidante humano € composto principalmente pelas enzimas
catalase, superoxido dismutade (SOD) e glutationa peroxidase que fazem parte dos
conhecidos antioxidantes enddgenos. Essas enzimas sao capazes de modificar radicais
livres, inativando seus efeitos maléficos no organismo (VALQUEZ et al., 2006). Muitas destas
enzimas sao referidas geralmente como enzimas de duas fases porque catalisam a
conversao do xenobibticos, de metabdlitos mutagénicos ou de seus precursores aos
compostos que sao mais prontamente excretados (BLOMHOFF et al., 2006).

O mecanismo de defesa antioxidante também disp6e de meios exdgenos que
podem ser de natureza vitaminica (B-caroteno, a- tocoferol e acido ascérbico), minerais
(zinco, selénio e cobre) ou acido sulfarico e substancias bioflavon6ides encontradas
especialmente em alimentos de origem vegetal (frutas, legumes, cereais e leguminosas)
(VALQUEZ et al., 2006). As defesas antioxidantes endégenas tém como funcéo
remover radicais livres toxicos ou converté-los em produtos intermediarios ndo téxicos
(REITER et al., 2001).

E crescente o numero de evidéncias que sugestionam que doencas
degenerativas, principalmente disfungdes cerebrais, cancer e as do coracédo podem ser
resultados de danos celulares causados por radicais livres e a presenca de
antioxidantes naturais poderia ser um importante meio de prevencédo dessas doencas.
Além disso, a utilizacdo de antioxidantes sintéticos, como BHA (butilhidroxianisol), BHT
(butilhidroxitolueno) e TBHQ (t-butil-hidroquinona), apresenta restricbes em diversos
paises devido aos seus possiveis efeitos indesejaveis para saude humana, mas ainda
sao muito utilizados pela industria alimenticia devido a sua alta estabilidade, entre
outras vantagens. A utilizacdo destes produtos vem diminuindo pela suspeita de serem
promotores do processo de carcinogénese (CARVALHO, 2007). Com isso vem
aumentando o interesse por antioxidantes naturais para o emprego em produtos
alimenticios e farmacéuticos, com o intuito de substituir os antioxidantes sintéticos, os
quais tem sido restringidos ja que podem apresentar certa toxidade e até mesmo serem
potenciais carcinogénicos (PIEDADE, 2007). Com relacdo as doencas



17

cardiovasculares, a oxidacdo das lipoproteinas de baixa densidade (LDL) tem sido
considerada uma das mais significativas. Nesse contexto, ha relatos do efeito
antioxidante do extrato de erva-mate (llex paraguariensis St. Hill.) sobre a oxidacao
dessa lipoproteina, in vivo e in vitro (SANTOS, 2004).

Os antioxidantes naturais funcionam como agentes redutores, como inibidores de
radicais livres, como quelantes ou como desativadores de metais pro-oxidantes
(PIEDADE, 2007).

De acordo com sua modalidade da acdo, os antioxidantes naturais podem ser
classificados como os antioxidantes (de quebra) preliminares, que podem reagir
diretamente com os radicais do lipidio e os converter em produtos estaveis, ou como 0s
antioxidantes (preventivos) secundarios, que podem abaixar a taxa de oxidacao por
mecanismos diferentes. Os antioxidantes preliminares atuam mais frequentemente
doando um atomo de hidrogénio, enquanto antioxidantes secundarios podem agir por
ligacdo ions metalicos capazes de catalisar processos oxidativos, pelo sequestro de
oxigénio, absorvendo radiacdo UV, por inibicdo de enzimas ou decomposicao
hidroperoxidos (EKLUND et al., 2005).

Os antioxidantes incluem uma variedade de vitaminas, carotendides, os minerais,
e fitoquimicos que desativam radicais livres e desse modo impedem dano as
membranas celulares ou material genético dentro da célula (MURTAUGH et al., 2004).

Os antioxidantes naturais na dieta humana podem atenuar os efeitos dos genes
mutagénicos e carcinogénicos. Alguns antioxidantes, como vitaminas A, C e E, podem
minimizar os efeitos colaterais de drogas antineoplasticas e pode melhorar a
quimioterapia. Um aumento no teor de antioxidantes da dieta através do aumento da
ingestao de frutas e vegetais ricos desses compostos pode diminuir a oxidagdo do DNA
por radicais livres, prevenindo cancer e outras doencas degenerativas. Danos
oxidativos a biomoléculas provocadas pelo estresse estdo entre os principais fatores de
risco para aterosclerose, principalmente através da oxidacdo da lipoproteina de baixa
densidade (LDL) no sangue. Assim, o cancer, aterosclerose e outras doengas
degenerativas, sdo partes de um mecanismo comum (VILELA et al., 2008).

O interesse no uso potencial da erva-mate para a promog¢ao da saude é
relativamente recente. Segundo SALDANHA (2005), a erva-mate apresenta atividade
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antioxidante equivalente ou superior a vitamina C, vitamina E e ao Trolox®, substancias
consideradas como padrao para essas propriedades. O mecanismo proposto relaciona-
se com a presenca de substancias (principalmente polifendis) capazes de sequestrarem
radicais livres formados no inicio do processo de oxidagédo. Propriedades antioxidantes
também foram encontradas nas folhas de infusbes da erva mate (/lex paraguariensis)
(RIVELLI et al., 2007). A importancia desta atividade esta relacionada com o potencial
da erva-mate ou de produtos derivados, de protecdo frente aos radicais livres e a
peroxidagao lipidica envolvidos em véarias doencas como diabetes e arteriosclerose
(SILVA, 2007).

Em sua constituicdo quimica a erva-mate apresenta como principais fitoquimicos
os compostos fendlicos, as saponinas e as metilxantinas. Entre os compostos fendlicos
destaca-se o elevado contetdo de derivados cafeoilquinicos, como o acido clorogénico
(ACGs) e seus isbmeros, aos quais é atribuida a acao adstringente e antioxidante do
produto (MATSUMOTO, 2008), que podem conferir um papel hepatoprotetor (funcao de
auxilio ao figado) (JACQUES, 2005) e apresentar efeito hipocolesterolémico em funcao
da reducado da oxidacao das lipoproteinas de baixa densidade (LDL), minimizando a
formagéo do ateroma, caracteristica essa atribuida aos constituintes fendlicos presentes
nas folhas. Além desses compostos a erva-mate apresenta sais minerais, vitaminas,
aminoacidos e outros flavonéides como quercetina e rutina (SANTOS, 2004).

Na composicao fendlica da erva-mate os acidos clorogénicos (CGAS), tem sido
investigados com possivel atividade antitumoral, bem como a capacidade de inibir a
carcinogénese. Os mesmos revelaram propriedades benéficas durante o uso de
nutracéuticos na terapia do cancer (MIRANDA et al., 2008). CGAS sao compostos
antioxidantes potentes e podem agir como doadores de hidrogénio ou de elétron e
também como quelante de ions metalicos de transicdo (BASTOS et al., 2007). SILVA
(2007) também relata que esses compostos sdo substancias para as quais se tem
atribuido o potencial antioxidante in vitro da llex paraguariensis.

Os compostos fendlicos estabilizam a oxidagao lipidica ao ceder um hidrogénio
de suas hidroxilas, formando uma ponte de hidrogénio com as moléculas dos radicais
livres interrompendo a reacdo em cadeia (COLOMER, 2003). O hidrogénio acido da

hidroxila fendlica e mais facilmente abstraido pelos radicais livres que os hidrogénios
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alilicos ou dialilicos das moléculas insaturadas. Assim formam-se espécies inativas para
a reacao em cadeia e o radical arila do antioxidante e estabilizado por ressonancia
(RAMALHO e JORGE, 2006).

A atividade antioxidante de compostos fendlicos deve-se principalmente as suas
propriedades redutoras e estrutura quimica. Estas caracteristicas desempenham um
papel importante na neutralizacdo ou sequestro de radicais livres e quelacao de metais
de transi¢do, agindo tanto na etapa de iniciacdo como na propagacdao do processo
oxidativo. Os intermediarios formados pela acdo de antioxidantes fendlicos sao
relativamente estaveis, devido a ressonancia do anel aromatico presente na estrutura
destas substancias (SOUZA et al,2007).

A utilizacao de plantas e ervas como antioxidantes em alimentos processados esta
tornando-se cada vez mais importante na industria da alimentacdo como uma
alternativa aos antioxidantes sintéticos (ZHENG e WANG, 2001). MILANI et al. (2001)
em estudo comparativo do efeito antioxidante de extratos hidro-etandlico e metilico de
casca de macé, folhas de alcachofra e erva-mate em carne mecanicamente separada
(CMS) de frango mantidas sob refrigeracdo e congelamento constataram através do
indice das sustancias reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS) que o extrato metilico de
erva-mate apresentou maior poder antioxidante com determinacdo de 1,68 mg de
malonaldeido/kg de amostra, enquanto que os demais extratos testados apresentaram
7,95 mg de malonaldeido/kg de amostra. CAMPOS et al. (2007) trabalhando com
salame, concluiram que a adicdo de extrato hidro-etandlico de erva-mate controlou a
oxidacao lipidica mantendo o produto carneo com baixos valores (1,75 mg de
malonaldeido/kg de amostra) de TBARS. Em iogurte light tradicional e probiotico
acrescido de extrato de erva-mate (llex paraguariensis), no 60° dia de armazenamento
refrigerado os iogurtes tradicional e probi6tico contendo 0,1 e 0,25 % de extrato de erva
mate apresentaram diferenca estatistica em relagdo as duas formulagdes que nao
receberam a adicdo de extrato, de forma a apresentarem os menores valores de mg de
MDA/kg de amostra, comprovando a acao antioxidante da presenca do extrato da erva-
mate no produto (PRECI, 2010).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencao do extrato de erva-mate

As folhas de erva mate (llex paraguariensis) foram colhidas de um cultivo
homogéneo de produgéo a pleno sol, localizada no interior do municipio de Bardo de
Cotegipe — RS, sob as coordenadas 27°37’15” S, 52°22’47” W, e 765m de altitude.
Foram coletadas folhas e pequenos ramos maduros no més de agosto de 2008, entre 9
e 11 horas da manha, e acondicionadas em filmes plasticos até serem submetidas ao
processamento.

Logo apéds a colheita realizou-se o processo de sapeco da erva-mate, onde em
cada batelada foram processadas 2409 de folhas de erva-mate em sapecador
experimental conforme metodologia descrita por VALDUGA et al. (2002).

A temperatura utilizada foi de 180°C/5 minutos a 60 rpm, a fim de promover a
retirada da umidade superficial e inativacdo do complexo enzimatico das folhas
(peroxidases e polifenoloxidase) evitando que as folhas se tornassem escuras e de
sabor desagradavel. O processo seguinte consistiu da secagem da erva-mate,
realizado a temperatura de 70°C /90 minutos em um mini-secador de bancada de leito
fixo, com objetivo de garantir o parametro de comercializagdo de umidade inferior a 5%.
A Figura 5 apresenta o aspecto das folhas de erva-mate ap6s a secagem. Apds o
processo de secagem utilizando um triturador de facas Master mixer (Walita), as folhas
foram trituradas durante 20 segundos, na velocidade 2. Logo apds, a amostra passou
por uma peneira da série TYLER com mesh 16 (2,36 mm), sendo possivel
homogeneiza-la, descartando a fracao retida na peneira. A erva-mate seca e triturada
(cancheada) foi utilizada para a obtencéo do extrato soluvel.
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Figura 5— Aspectos das folhas de Erva-mate apAéé secagem.
3.2 Extracao de compostos soliiveis

A extracao de soluveis da erva-mate foi efetuada segundo metodologia descrita
por VALDUGA (2002), em um extrator por percolacdo de solvente (Bialetti) (Figura 6)
onde: A - depdsito do solvente; B — filtro; C — valvula de seguranga; D — coletor de
extrato; E — filtro; F — borracha de vedacdo. O cilindro é conectado no interior do
extrator. Através de fornecimento de calor, a 4gua percola a erva-mate moida extraindo
os soluveis na parte superior do extrator. Para uma unica extracdo, a percentagem de
soluveis extraidos, com relagdo a massa de erva-mate pode atingir 35,5 %, em
extragdo, neste processo utilizou-se 350 mL de agua, 24 g de folhas de erva-mate

trituradas a temperatura do extrato de 96°C.

Figura 6 - Extrator de compostos soluveis por percolacao de solvente.
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3.3 Obtencao do extrato em po6 de erva-mate.

A secagem do extrato de erva-mate foi realizada em um secador por atomizacéo
(LabPlant SD-05 Spray drying) produzindo particulas sélidas de soluveis de erva-mate.
O extrato de erva-mate foi bombeado com uma bomba peristéltica até um atomizador.
O ar aquecido é admitido no interior da cAmara de secagem onde ocorre evaporacao
instantdnea da umidade contida nas goticulas de solucdo de erva-mate. Como
resultado da secagem, sao produzidas particulas sélidas de soluveis de erva-mate. O
préprio ar de secagem constitui o veiculo de arraste do p6é de extrato de erva-mate
formado. A corrente ar-sélido é admitida em um ciclone onde ocorre a separag¢ao do p6
de erva-mate. A Figura 7 apresenta a vista frontal do secador por atomizacédo operando

na secagem do extrato de erva mate.

Figura 7 - Vista frontal do secador por atomizacao

Para obtencdo do extrato de erva-mate foi utilizada metodologia descrita por
VALDUGA (2002), utilizando temperatura de ar 190°C, vazdo de ar admitida pelo
soprador de 47 m®h e vazdo do extrato admitida no secador de 600 mL/h. O extrato
atomizado foi acondicionado em recipientes de vidro ambar hermeticamente fechado
até o momento da adicdo no queijo. O mesmo foi submetido a analise de atividade

antioxidante in vitro. A Figura 8 corresponde a aparéncia do extrato ap6s a passagem
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pelo spray-dryer originando o extrato da erva-mate o qual foi utilizado para a realizagéo
dos experimentos

Figura 8 - Aparéncia do extrato de erva-mate ap6s secagem em spray-dryer

3.4 Determinacoes fisico-quimicas do extrato

3.4.1 Teor de polifendis totais

A analise do teor de polifendis totais do extrato foi efetuada de acordo com ZIELISKI e
KOZOWSKA (2000), modificado. Em tubos de ensaio, foram adicionados 0,25 mL do
extrato diluido na solucdo aquosa de acetona 50 % na proporcéo de 1:25, 2 mL de
agua destilada e 0,25 mL de reagente de Folin-Ciocalteau. Apdés 3 minutos a
temperatura ambiente (25°C) adicionaram-se 0,25 mL de uma solugdo saturada de
carbonato de sédio (75 g/L). Os tubos foram colocados em banho-maria a 37°C durante
30 min para o desenvolvimento da cor. A leitura da absorbancia no comprimento de
onda de 765 nm foi realizada em espectrofotdmetro UV-visivel (Agilent Technologies,
modelo 8453E). Para o preparo da curva de calibragdo foram utilizados aliquotas
(0,25 mL) de uma solucédo de acetona e acido pirocatecol nas concentragées de 0,01;
0,02; 0,03; 0,04 e 0,05 mg/mL. Os resultados foram expressos em mg/g (de residuo
seco) ambos equivalente de acido pirocatecol (respectivamente mg/mL/EAC).
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3.4.2 Atividade antioxidante

A capacidade de sequestrar radicais livres foi determinada utilizando o radical
estavel 2,2 difenil-1-picrilhidrasil (DPPH) de acordo com o método de BRAND-
WILLIANS et al. (1995), com modificagdes. Aos extratos (750 uL) foi adicionado 1,5 mL
de uma solucdo DPPH em acetona na concentracdo de 20 mg/mL (preparado
diariamente). O meio de reacao foi mantido em temperatura ambiente durante os 20
minutos do ensaio. Quando o DPPH reage com um antioxidante que pode doar
hidrogénio ele é reduzido. As mudancgas na coloragcédo (de violeta escuro para amarelo
claro) sdo medidas em espectrofotébmetro UV-visivel a 517 nm. A leitura do decréscimo
da absorbancia foi realizada em diferentes intervalos de tempo (0, 1, 2, 3, 4,5, 10, 15 e
20 min). A equacao 1 utilizada para o calculo do percentual de captacdao do DPPH foi a

seguinte:

% de Captagdo = [(Abs. do branco do DPPH) — (Abs. final da amostra — Abs. do branco da amostra)] x 100 (1)
do DPPH Abs. do branco do DPPH

Onde:

- Abs. = absorbancia

- Branco do DPPH: 0,75 mL de acetona + 1,5 mL da solugdo de DPPH
- Branco da amostra: 0,75 mL da amostra + 1,5 mL de acetona

A determinacgéo foi feita em espectrofotometro UV-Visivel (Agilent Technologies,
modelo 8453E). Para verificacdo de interferentes da metodologia empregada, diluiu-se
o extrato de erva-mate em etanol, na mesma faixa de concentracdo em estudo.
Analisaram-se as amostras em espectrofotdmetro em comprimento de onda de 517 nm,
com o objetivo de avaliar a absorbancia das diferentes concentracées das amostras.
Apés, determinou-se a faixa de concentracdo na qual ndo ocorreria inferéncia da

coloragao do extrato. Apds a avaliagdo da faixa de concentracao ideal, calculou-se a
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concentragdo de extrato necessaria para capturar 50 % do radical livre DPPH (ICsp) por
analise de regressdao (CARBONARI, 2005).

3.5 Fabricacao do queijo tipo Prato.

No delineamento experimental foram elaboradas 6 formulagdes de queijo tipo
Prato:

Tratamento 1 - Queijo Prato controle sem adicao de cultura e sem extrato de erva-
mate;

Tratamento 2 - Queijo Prato com adicdo de cultura adjunta mista (Lactococcus
Lactis ssp. lactis e cremoris) ;

Tratamento 3 - Queijo Prato com adicdo de cultura adjunta mista (Lactococcus
Lactis ssp. lactis e cremoris) e com 0,1 % de extrato de erva-mate;

Tratamento 4 - Queijo Prato com adicdo de cultura adjunta mista (Lactococcus
Lactis ssp. lactis e cremoris) e com 0,2 % de extrato de erva-mate;

Tratamento 5 - Queijo Prato sem adicédo de cultura adjunta mista e com 0,1 % de
extrato de erva-mate;

Tratamento 6 - Queijo Prato sem adicdo de cultura adjunta mista e com 0,2 % de
extrato de erva-mate.

O processamento dos queijos foi realizado na usina piloto de leite e derivados da
URI Campus de Erechim (RS).

O leite utilizado na elaboracdo dos queijos foi pasteurizado na Corlac S.A., a

73 °C por 15 segundos, e padronizado com 3,2 % de gordura. Foi transportado até a
Universidade em tarros plasticos, e ao chegar a universidade foi imediatamente
armazenado em tanque de resfriamento de ago inox de parede dupla com sistema de
refrigeracdo (Equilati) a temperatura de 4 °C, para em seguida ser utilizado na
fabricacdo dos queijos.
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Os queijos - tipo prato foram fabricados pelo método tradicional (OLIVEIRA,
1986) modificado, conforme fluxograma apresentado na Figura 9. Na elaboracédo das
formulacdes, utilizou-se tanque de inox (Equilati) com capacidade para 50 L de leite,
onde se colocou 30 L de leite, sendo que o mesmo foi aquecido a 34 °C através da
injecdo de vapor na camisa do tanque. Em seguida, adicionou-se 12 mL de solugdo de
cloreto de calcio (40 %) (Chr Hansen) e 12 mL de corante de urucum (Chr Hansen), a
cultura adjunta mista na concentracéo indicada pelo fabricante e 27 mL de coagulante
liquido quimosina (Chymax, Chr Hansen).

A temperatura de coagulacao foi de 34 °C e o corte do gel efetuado com as liras
(vertical e horizontal), em cubos de aproximadamente 0,5 cm de aresta. Iniciou-se a
agitacdo, 5 minutos apdés o corte e foi do tipo lenta. Posteriormente, realizou-se o
aquecimento da massa até 40 °C, elevando-se a temperatura gradativamente. Ao
atingir o ponto da massa, efetuou-se a primeira dessoragem, com a retirada de
aproximadamente 80 % do soro. A salga foi realizada na massa, com cloreto de sédio
(Cisne) na razao de 2 % sobre o peso da massa. O Extrato de erva-mate em p6 nas
concentracdes de 0,1 e 0,2 % (p/p) foi adicionado apds realizacao da salga.

Posteriormente, realizou-se a enformagem em formas retangulares de 0,400 kg,
que foram submetidas a duas etapas de prensagem. A primeira etapa ocorreu a
2 Ibf/pol? durante 90 minutos, enquanto que a segunda etapa de prensagem ocorreu a
3 Ibf/pol?® por 90 minutos, com posicdo invertida dos queijos dentro das formas e das
formas na prensa. ApGs a prensagem, os queijos foram embalados a véacuo (-
690 mmHg), em maquina Selovac - Sistemas de vacuo 200 B, em embalagens plastica
termoencolhivel (Supravac VC2 - 55 micras, poliamidas (Nylon) e EVA (Etileno Vinil
Acetato) em estruturas coextrusadas) e armazenados em camara fria (Cia do ago -
Jalp) a 15 °C e umidade relativa 85 % durante 60 dias.
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Figura 9 - Fluxograma do processo de elaboragéao do queijo tipo Prato.
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3.6 Determinacoes fisico-quimicas do queijo

As determinacgdes fisico-quimicas (pH, acidez, umidade, cor, oxidagao de lipidios
e oxidagao de proteinas), nos queijos foram realizadas no 12, 72, 15° 30° 45°¢e 60 °
dia de armazenamento. Para a caracterizacdo dos queijos realizou-se as
determinacdes do teor de proteinas, gordura e cinzas no 7° dia de armazenamento.
Para as analises fisico-quimicas o queijo foi aleatoriamente escolhido e triturado em
multiprocessador, homogeneizado e realizado o quarteamento manual, para ser
utilizado nas determinagbes analiticas, constituindo-se assim uma amostra

representativa. As analises foram realizadas em triplicata.

3.6.1 Determinacao da gordura
A gordura foi determinada conforme metodologia descrita pela norma FIL-IDF 5B

(1986). A amostra foi previamente digerida em HCI a 25 % (v/v), e extracao realizada
com a mistura de éter etilico e petréleo (1:1 v/v). A quantificacao foi realizada pelo
método gravimétrico em estufa de recirculagdo (Fanem — 320 — SE) a 105 °C, até peso

constante.

3.6.2 Nitrogénio total e/ou proteina total
A quantidade de nitrogénio total nas amostras foi determinada, pelo método de

Kjeldahl, utilizando sistema digestor-destilador (VELP- UDK 126 A), segundo
metodologia n® 920.123 da AOAC (2000). A proteina total foi quantificada, utilizando-se
o teor de nitrogénio total multiplicando pelo fator de correcéo 6,38.

3.6.3 Minerais totais
O conteudo de cinzas dos queijos foi determinado conforme metodologia descrita

por FOSCHIERA (2004). Inicialmente, a amostra (~2 g) foi pré-carbonizada em chapa
aquecimento, de modo a se evitar o espalhamento e a perda da gordura. Finalmente, a
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amostra foi carbonizada em mufla (Quimis) a 550 °C por 10 h. A quantificacéo realizada

pelo método gravimétrico, até peso constante.

3.6.4 Cor objetiva
A cor foi determinada utilizando um colorimetro portatil (Minolta CR400), com

fonte de luz D65, na escala de L*, a*, b* do sistema CIELab, realizando-se as leituras
entre 20°C e 25°C. A calibracao do aparelho foi realizada seguindo as instrucées do
fabricante. No espaco colorimétrico CIELAB, definido por L*, a*, b*, a coordenada L*
corresponde a luminosidade, a* e b* referem-se as coordenadas de cromaticidade
verde(-)/vermelho(+) e azul(-)/amarelo(+), respectivamente. A leitura foi realizada em

triplicata.

3.6.5 Determinacao da Umidade
A determinacdo da umidade do queijo foi determinada gravimetricamente em

estufa de recirculacao (Fanem — 320 - SE) a 105 °C por aproximadamente 4 h e/ou até
peso constante, segundo metodologia descrita por BRASIL (2005).

3.6.6 Determinacao do pH
O pH foi determinado pelo método potenciométrico, utilizando-se pHmetro

(Marconi PA - 200) previamente calibrado em solugéo tampao pH 4 e 7. Para a leitura
preparou-se um solucdo contendo 10 g de amostra de queijo em 100 mL de agua
destilada a temperatura de (20 °C), conforme método n.® 4022 da AOAC (2000).

3.6.7 Determinacao da acidez total
A acidez total foi determinada por titulagcdo da amostra com hidréxido de sédio

N/9 (solugdao Dornic), em presenga do indicador fenolftaleina, segundo método
n.2 947.05 da AOAC (2000). O resultado foi expresso em g de acido lactico por 100 g de

amostra.
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3.6.8 Oxidacao de lipidios
Para avaliar a extensdo da oxidacéao lipidica realizou-se o teste das substancias

reativas ao acido 2 tiobarbitirico (TBARS) de acordo com RAHARJO et al. (1992). A
concentragdo foi calculada por espectrofotometria (Parkin Elmer modelo Lambada
EZ150) a 531 nm usando uma curva padrdo com &cido 2 tiobarbittrico (1.10 % a 1.10~’
mol/mL). Os resultados foram expressos em miligramas de malonaldeido por

quilograma de amostra (MDA mg/ Kg amostra).

3.6.9 Oxidacao de proteinas
Para avaliar a extensdo da oxidacdo das proteinas, realizou-se a determinacao

do grupo carbonil, conforme metodologia descrita por LEVINE et al. (1990), modificada.
A concentracdo do grupo carbonil foi calculada medindo DNPH (2,4
dinitrofenilhidrazina) quantificado através da leitura da absorbancia 370 nm. A
concentragao de proteina foi calculada pelo método Bradford (BRADFORD, 1976), por
espectrofotometria (UV- visivel, Agitent 8453E) a 280 nm, usando uma curva padrao
com albumina bovina (0,260 mg/mL a 2,360 mg/mL) em guanidina 6 M. Os resultados

foram expressos em nmol carbonil por mg de proteina.

3.7 Analises microbiolégicas

As analises microbiologicas nos queijos foram realizadas no 1°, 7°, 15°, 30°, 45°
e 60° dia de armazenamento. Para a analise microbiolégica (contagem de bactérias
lacticas), os queijos foram aleatoriamente escolhidos, retirando-se trés fatias (com

aproximadamente 1 cm de espessura representativas do queijo.

3.7.1 Contagem de bactérias lacticas
Pesou-se 25 g da amostra em embalagem plastica para Stomacher (Sward —

Laboratory Blender - Stomacher 400) e adicionou-se 225 mL de citrato de s6dio 2 %.
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Homogeneizou-se a mistura durante 60 segundos, obtendo-se assim a diluicdo na 10™.
A partir desta diluicao foram preparadas as diluicdes subsequentes necessarias para a
analise. A inoculacéo foi realizada em meio Agar De Man, Rogosa & Sharpe (MRS) pelo
método de plaqueamento em profundidade, onde foi adicionada 1 mL da diluicao da
amostra, € uma sobre camada com meio Agar-Agar. As placas foram incubadas
durante 48 horas, a temperatura de 30 °C (FRANCO e LANDGRAF, 2005).

3.7.2 Contagem de culturas adjunta mista
Pesou-se 25 g da amostra em embalagem plastica para Stomacher (Sward —

Laboratory Blender - Stomacher 400) e adicionou-se 225 mL citrato de sédio 2 %.
Homogeneizou-se a mistura durante 60 segundos, obtendo-se assim a diluicdo na 10™.
A partir desta diluicao foram preparadas as diluicdes subseqlientes necessarias para a
analise. A inoculagao foi realizada em meio Agar De Man, Rogosa & Sharpe (M-17)
pelo método de plaqueamento em superficie, onde foi adicionada 0,1 mL da diluicdo da
amostra. As placas foram incubadas durante 48 horas, a temperatura de 30 °C.
(GONZALEZ et al., 2006).

3.8 Analise Sensorial

As anadlises sensoriais foram realizadas no 30°, 45° e 60° dia de maturagcédo das
formulacbes. A andlise sensorial foi realizada em escala laboratorial, com equipe de
provadores semi-treinados de laboratério de ambos os sexos, de diferentes faixas
etarias (20 a 50 anos), que apresentaram interesse e habito de consumo regular

variavel do produto.

As amostras (~ 2cm de arestas) foram distribuidas em pratos plasticos
codificados com numeros aleatérios de 3 digitos, distribuicdo balanceada, juntamente
com amostra do branco (agua potavel e biscoito salgado) (Figura 10). Foi realizado um
teste de aceitacdo de consumidor, com escala hedénica estruturada (Figura 11) de 9
pontos (1 - desgostei muitissimo e 9 - gostei muitissimo), onde foram avaliados,
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separadamente, os seguintes atributos: sabor, textura e aceitacdo geral, segundo
metodologia descrita por FARIA et al. (2002). Os avaliadores preencheram uma ficha
de avaliagdo (Figura 11) dos atributos durante o desenvolvimento do teste. As
avaliagbes foram realizadas em cabines individuais, empregando luz natural e

fluorescente.

Figura 10 - Material utilizado para a avaliacdo sensorial dos queijos tipo Prato.

AVALIACAO SENSORIAL DE QUEIJO PRATO
Nome: Data: / [/
Avalie cada uma das amostras codificadas de QUEIJO e use a escala abaixo para
indicar o quanto vocé gostou ou desgostou de cada amostra, em relagao a aceitagao

geral, sabor e textura.

9 gostei muitissimo

8 gostei muito

7 gostei moderadamente

6 gostei ligeiramente

5 n&o gostei / nem desgostei
4 desgostei ligeiramente

3 desgostei moderadamente
2 desgostei muito

1 desgostei muitissimo

Amostras Aceitacao geral Sabor Textura

Comentarios:

Figura 11 - Ficha utilizada para a avaliagéo sensorial dos queijos tipo Prato.
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3.9 Analise estatistica

Os efeitos da adicao culturas adjuntas mista e concentracado de extrato de erva-
mate nas caracteristicas fisico-quimicas, contagem de bactérias lacticas, contagem de
culturas adjuntas e caracteristicas sensoriais foram avaliados estatisticamente pela
analise de variancia (ANOVA) e comparacado entre as médias através do teste de
Tukey, utilizando o programa Statistica 6.0. Para as analises foi considerado um nivel

de significancia de 5% (p<0,05).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste item sdo apresentados os resultados e discussdes referentes ao contetdo
de polifendis totais e atividade antioxidante in vitro do extrato de erva-mate e os efeitos
da adicao do extrato de erva-mate e culturas adjuntas, na evolucdo de parametros
fisicos, fisico-quimicos, contagem de bactérias lacticas e analises sensoriais dos

queijos tipo Prato, durante periodo de armazenamento.

4.1 Polifenois totais e atividade antioxidante in vitro do extrato de erva-mate

Na Tabela 1 estdo apresentados os teores de polifendis totais encontrados no

extrato de erva-mate nas concentragoes testadas.

Tabela 1 - Teor de polifendis totais no extrato de erva-mate.

Concentracao do extrato Teor de polifendis*
(%, p/p) (mg/gEAC)
0,1 0,40
0,2 0,89
0,3 0,94
0,4 1,01

Verifica-se pela Tabela 1 que os teores de polifendis variaram de 0,40 a

1,01 mg/g no extrato de erva-mate e que houve um aumento nos teores de polifendis,
sendo este proporcional a concentracao de extrato de erva-mate.

Como os polifendis constituem um dos maiores grupos de compostos presentes em

plantas, atuando como antioxidantes primarios ou captadores de radicais livres,
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justifica-se a importdncia de se avaliar o teor destes compostos nos extratos
(SALDANHA, 2005).

Os polifendis sdo compostos fitoquimicos que tém apresentado grande interesse
nutricional por sua contribuicdo na manutencdo da saude humana. Assim, muitas
propriedades funcionais sdo descritas para os alimentos de origem vegetal, como
frutos, folhas e sementes, por estarem associadas a atividade antioxidante relacionada
a presenca de flavonoides e compostos fendlicos totais. As caracteristicas sensoriais
dos alimentos de origem vegetal, tanto processados como frescos, estdo relacionadas
ao teor de compostos fendlicos. Sua contribuicdo para a coloracdo de vegetais é
claramente comprovada, assim como na determinagdo do sabor amargo e adstringente
desse tipo de alimento (MARTINEZ-VALVERDE; PERIAGO, 2000).

Buscando-se determinar o potencial de uso do extrato de erva-mate (/lex
paraguariensis) como agente antioxidante para posterior uso do mesmo no produto foi
avaliada a atividade antioxidante in vitro pela captura de radicais livres com o teste de
DPPH. A porcentagem de atividade antioxidante (% AA) corresponde a quantidade de
DPPH® consumida pelo antioxidante, sendo que a quantidade de antioxidante
necessaria para decrescer a concentragdo inicial de DPPH® em 50 % é denominada
concentragao eficiente (CEsp), também chamada de concentragdo inibitoria (Clsp).
Quanto maior o consumo de DPPH?® por uma amostra, menor serd a sua CEsy € maior a
sua atividade antioxidante (BRAND-WILLIAMS et al., 1995).

No teste de DPPH, a habilidade do extrato de erva-mate agir como doador de
atomos de hidrogénio ou elétrons na transformacdo de DPPH na forma reduzida de
DPPH — H (difenilpicrilhidrazina) é medido espectrofotometricamente. O DPPH é um
radical livre, estavel em temperatura ambiente que produz uma solugdo violeta em
etanol. Na presenca de componentes antioxidantes o DPPH é reduzido produzindo uma
solugéo etandlica transparente.

Os resultados obtidos apds a determinacao da atividade antioxidante do extrato
de erva-mate em diferentes concentracées encontram-se na Tabela 2. Pode-se
observar que o percentual antioxidante aumenta proporcionalmente a concentragéo de
extrato adicionado atingindo 99,17 % de atividade antioxidante para a concentracédo
750 pg mL". BASTOS et al. (2007) avaliaram o extrato aquoso de erva mate (llex
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paraguariensis) e cha verde (Camellia sinensis) através do método DPPH e obtiveram
uma capacidade antioxidante maior que 89 % comprovando assim a capacidade
antioxidante destes vegetais. MILIAUSKAS et al. (2003) discutem que extratos que
apresentam alta capacidade de captacdo de DPPH (superiores a 90 %) correspondem
praticamente a totalidade de captacao desde radical livre em funcdo do método, pois o
mesmo apresenta uma absorcdo residual permanente podendo equivaler até
aproximadamente 7 % da absorc¢éo final.

Tabela 2 — Atividade antioxidante (AA) do extrato de erva-mate (llex paraguariensis).

Concentracoes Atividade antioxidante
(ng mL") (%)

1 16,31

5 22,87

10 27,91

50 32,04
100 40,75
250 57,63
500 82,21
750 99,17

A faixa de concentragdo de 1 a 750 pg mL™" foi utilizada para construcdo da
curva de calibracdao (Figura 1- Apéndice A). Apds a identificacdo da faixa de
concentragdo com aumento linear em relagéao a atividade antioxidante foi determinado a
concentracdo de extrato de erva-mate necessaria para capturar 50 % do radical livre
DPPH (ICs).

A correlacado entre a atividade antioxidante (%) e a concentracdo de extrato
utilizado forneceu um ICso de 234,48 pg mL™, que é a concentracdo de extrato em pé
necessaria para apresentar 50 % de atividade antioxidante.
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RIVELLI et al. (2007) ao determinarem a concentragdo de extrato de erva-mate
necessaria para capturar 50% do radical livre DPPH (ICsp) de diferentes extratos
(extrato hidroalcodlico e aquoso de I. paraguariensis) obtiveram valores do IC 50 entre
10,1 e 15,1 pg mL"'. SCHINELLA et al. (2000) ao investigarem as propriedades
antioxidantes de um extrato aquoso de /. paraguariensis usando um sistema gerador de
radicais livres verificaram que o extrato inibiu a peroxidacao lipidica enzimatica e nao
enzimatica em microssomas hepaticos de ratos, dependente da concentracdo, com
valores de IC50 de 18 e 28 pg/mL, respectivamente, valores estes inferiores aos
encontrados neste estudo. O maior valor de IC50 (234,48 ug/mL) pode ser atribuido,
principalmente, pela técnica de extragdo (percolagdo) e o método de secagem do
extrato de erva-mate por atomizacado (spray-drier), onde utilizou-se temperatura de
190°C. Segundo MELLO e GUERRA (2002) a atividade antioxidante de um composto
proveniente de uma fonte natural € influenciada por diversos fatores, como o pais e/ou
regiao na qual a planta foi cultivada, o solvente e a técnica de extragcdo empregada, e
ainda, a forma em que a amostra se encontrava para a andlise, se em pd, em extrato
ou como uma fracgao isolada.

A estabilidade dos compostos polifendlicos durante a desidratacdo e extracao, é
afetada por degradacdes quimicas e enzimaticas e pela volatilizacdo dos compostos,
mas a decomposi¢ao térmica tem sido apontada como a maior causadora da redugao
do conteudo de polifendis. Na decomposicdo térmica, os fendis podem reagir com
outros componentes e impedir sua extracao (MOURE et al., 2001). A temperatura
durante a extracdo pode afetar os compostos bioativos de diferentes maneiras. O

conteudo total de fendlicos diminui com aumento da temperatura (CONDE et al., 1998).

4.2 Aspectos fisicos dos queijos

4.2.1 Aspectos visuais
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O queijo tipo Prato apresentou formato retangular (11,5 cm de comprimento,
6,8 cm de largura e 7,5 cm de altura) e peso médio de 450 g. Em relacdo ao aspecto
visual de coloracao os queijos no 12 dia de armazenamento (Figura 12), os tratamentos
5 e 6 apresentaram como os mais claros, porém apds o 7° dia de armazenamento
esses tratamentos apresentavam-se visualmente mais amarelados, mantendo esse
comportamento até o final do periodo de armazenamento (60 dias). Essa cor amarela
mais acentuada pode ser atribuida a combinacdo do extrato de erva-mate e o corante
de urucum o qual confere a cor amarela caracteristica do queijo Prato.

No 30° dia de armazenamento os tratamentos apresentaram consisténcia
elastica, textura macia e compacta e com algumas olhaduras bem distribuidas de
tamanhos variados. As formulagcdes com adicao de culturas adjuntas e extrato de erva-
mate apresentaram consisténcia mais firme, compacta e esfarelenta ao corte. Nos
tratamentos que continham apenas extrato de erva-mate, as olhaduras foram mais
pronunciadas e as caracteristicas visuais foram semelhantes ao tratamento 1 (controle).

Os queijos aos 45 e 60 dias de armazenamento apresentaram textura macia e
compacta e olhaduras bem distribuidas e de tamanhos variados (Figura 12). Em relacéo
aos tratamentos 2, 3 e 4, observou-se uma consisténcia mais firme, compacta, e
esfarelenta ao corte. Isto pode ser atribuido a adicdo das culturas adjuntas
(Lactococcus lactis ssp. lactis e Lactococcus lactis ssp. cremoris), pois segundo
FURTADO e AMORIM (2000) esses micro-organismos degradam a lactose do leite
unicamente em acido latico, produzindo queijo de massa fechada e aroma mais suave,
adequado ao fatiamento para consumo indireto em lanches, sanduiches e outros pratos
culinarios. Ja os tratamentos 5 (0,1 % de extrato) e 6 (0,2% de extrato) se
apresentaram semelhantes ao tratamento 1 (controle), com consisténcia macia. No
entanto, aos 60 dias de armazenamento, os referidos tratamentos, demonstraram
grande quantidade de olhaduras e textura compacta e firme, quando comparada ao
tratamento 1 (controle).
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Figura 12 — Aspectos fisicos das formulagdes de queijo tipo Prato no 12 (a), 7° (b), 15°

(c), 302 (d), 45° (e) e 60° (f) dia de armazenamento a 15 °C e UR de 85 %
respectivamente.

A Tabela 3 apresenta os resultados do rendimento das formula¢des de queijo -
Tipo Prato.

Tabela 3- Rendimento (kg queijo/100 kg de leite) dos queijos - Tipo Prato.

Rendimento
Tratamento (kg de queijo/100 kg de leite)
1 (controle) 9,322
(£0,48)
2 (culturas adjuntas) 9,17°
(£0,39)
3 (culturas/0,1% extrato) 9,07°
(£0,52)
4 (culturas/0,2% extrato) 9,10°
(£0,50)
5 (0,1% extrato) 8,70
(x0,27)
b
6 (0,2% extrato) 8,75
(£0,33)

*média + desvio padrédo seguida de letras iguais minUsculas nas colunas nédo diferem estatisticamente a
nivel de 5% (Teste de Tukey).
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Os menores rendimentos foram obtidos nos tratamentos 5 (0,1% extrato) e 6
(0,2% extrato) com valores de 8,70 e 8,75 kg de queijo/100 kg de leite,
respectivamente. No tratamento 1 (controle) quando do corte da coalhada foram obtidos
grdos maiores, que influenciaram no rendimento, que foi de 9,32 kg de queijo/100 kg de
leite. Os menores valores encontrados nos tratamentos 5 e 6 podem estar associados a
maior dessoragem realizadas nos mesmos e a obtencdao de menores graos no corte da
coalhada. Segundo WALSTRA et al. (1999) as etapas de corte, agitacdo da massa e
retirada de soro sdo fatores que influenciam no rendimento dos queijos, pois estas
etapas contribuem para o deslocamento de gordura, finos de caseina, proteina, lactose
e sais minerais afetando consequentemente o rendimento do queijo.

O conhecimento do rendimento das formulagcdes € de suma importancia, pois
para a industria queijeira, as principais preocupacoes sao a qualidade e o rendimento,
tendo em vista a maximizag¢ao de seus lucros, sendo o rendimento um fator chave para
garantir a sobrevivéncia de uma industria no mercado (MARZIALI e NG-KWA-HANG,
1986; AUGUSTO, 2003; SPADOTI et al. 2003).

A Tabela 4 apresenta as médias e desvio padrdo em resposta ao teor de
proteina total, gordura e minerais totais (cinzas) dos queijos - Tipo Prato, no 2 ° dia de
armazenamento a 15 °C e 85% UR . Observa-se na Tabela 4 que nao houve diferencas
significativas (p<0,05) entre os tratamentos para o teor de proteina total, gordura e

cinzas.
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Tabela 4 - Teor de proteina total, gordura e cinzas no 2° dia de armazenamento a 15 °C
e85%.

Proteina Gordura Cinzas
Tratamento
(g9/1009) (9/1009) (g/1009)
1(Controle) 21,96° 24,79 3,412
(+0,68) (£0,40) (£0,16)
2(Cultura adjunta) 21,48 25,04° 3,12°
(+0,95) (£0,55) (£0,41)
3(Cultura / 0,1% extrato) 21,81° 24,84° 3,39°
(£0,50) (£0,81) (£0,23)
4(Cultura / 0,2% extrato) 21,23 24,43° 3,65°
(£0,25) (£0,39) (£0,79)
5 (0,1% de extrato)
21,922 24,55% 3,62°
(£0,14) (£0,53) (£0,45)
6 (0,2 % de extrato) 01,872 24,67° 3,452
(£0,25) (£0,47) (£0,82)

*média + desvio padrao seguida de letras iguais mintsculas nas colunas néo diferem estatisticamente a
nivel de 5% (Teste de Tukey).

Os teores de gordura variaram de 24,43 a 25,04 %, estando estes abaixo dos

citados por FURTADO e NETO. (1994) que foram de 26 a 29 % para queijo Prato
elaborado com leite integral. Semelhantes aos obtidos por NARIMATSU et al. (2003),
em queijo Prato tradicional em relacdo a proteina (18,16 %), gordura (24,89 %) e
minerais (3,73 %). Os valores foram inferiores aos reportados por LEAL et al. (2008),
com teores de 23,65 % de proteina, 28,68 % de gordura e 4,04 % de cinzas.
WALSTRA et al (1999) relatam que pode ocorrer perda de gordura e outros
constituintes do leite, durante as etapas de corte e agitacdo da massa, pois contribuem
para o deslocamento destes constituintes para o soro, o qual é retirado, afetando
consequentemente o seu contetdo no queijo.
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A Tabela 5 apresenta a média e desvio padréao do indice de cor L*, a* e b* dos

queijos tipo Prato, no 12,79, 152, 30° 45°¢e 60°dias de armazenamento a 15°C e

85% UR.

Tabela 5 — indices de cor L*, a* e b* das formulagdes do queijo tipo Prato em diferentes

periodos de armazenamento.

Tratamento L* (luminosidade)

1 dia 7 dias 15dias 30dias 45 dias 60 dias
bA B bcC bop 43,192 bD

1(Padrio) 73,90 55,23%  43,46™C 42,16"° 15 4041
(£0,97) (£0,62) (#0,52) (+x0,64) ‘" (£1,73)
o(Cultura Meséfila) 79,05 52,83%°  4598°° 4586°C 41,33°° 41,46
(+0,40)  (¢0,76)  (£0,27) (#0,37) (¥2,75) (+1,70)
3(Cultura /0,1% 63,26  5100%C 53247 4g08°® 4673 o ca
extrato) (+0,44)  (+0,79)  (0,71) (:0.93) 134 (153
4(CU|tura / O,ZOA) 62,080A 45,7708 42,950C 39’93bD 39,96bD 34,490E
extrato) (x0,41)  (£1,05) (x0,55) (x0,42) (x1,46)  (x0,90)
5(0.1%deextralo) g7 47eA 454508 42618 3581C 3056 2524
(+0,68)  (+0,87)  (+2,10) (#0,99)  (+0,92) (+1,33)
6 (0,2 O/O de eXtratO) 61 ,47eA 41 ’34 dA 36,65dB 36,51 cB 28,2200 22,82dD
(x1,16) (x1,71) (x0,67) (£1,45) (£2,23) (x0,71)
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indice de cor a*

1(Padrio) 1,048 1,29% 1,75 2,134 1974  2,08%"
(#0,017)  (20,067) (x0,195) (¥0,12) (£0,14) (0,04)
2(Cultura Mesdfila) 1,2030 1,76%%8 1,38°C 204" {798  { g%t
(+0,031) (+0,040) (#0,053) (x0,06) (+0,04) (%0,06)
3(Cultura /0,1% 1288 171" {71PA 7% {pggih  q 7q%A
extrato) (+0,015) (+0,058) (£0,100) (x0,04) (+0,03) (20,11)
4(Cultura /0,2% 0,84°C 1238 1278  140%  140% 1.46°
extrato) (+0,026)  (£0,036) (x0,021) (¥0,03) (£0,04) (0,09)
5 (0,1 % de extrato) g5°C 1,89%8 1,818 286" 266" 236"
(#0,02)  (£0,09)  (x0,24)  (x0,06) (x0,14)  (+0,16)
6 (0,2 % de extrato) g gg® o 73C 2,03%¢ 31724 3,018 2758
(#0,22)  (20,15)  (¥0,19)  (£0,03) (¥0,12) (x0,10)
indice de cor b
bAC abB bB bag  18,38%° aB
1(Padrao) 2203 20,30 20,75 21,18 A 18,14
(+0,37)  (0,59) (0,41) (£021) (444 (£033)
2(Cultura Mesofila) ~ 25.58%%  18,61°°  16,15%  17,68°°C 16,76° 16,29°°
(+0,83)  (+0,80)  (#0,29)  (0,37) (20,59)  (+0,44)
3(Cultura/0,1% 55 g70n 19 goaAB 19 (2BC 18.31°C0 {7430 17 240D
extrato) (+0,40)  (x0,57)  (¢0,58)  (0,31) (20,53)  (+0,32)
4Culura/02% 45508 171" 1526 1626 1646 17,53
extrato) (x0,64) (x0,87) (x0,60) (x0,15)  (x0,48) (x0,53)
5(0,1%deextrato) 1526 20,32%C  21,15® 2327°* 18,38 1847
(+0,74)  (20,46) (+0,45)  (x0,61) (x0,71)  (0,63)
o abc
6 (0,2 A) de eth’atO) 16,350[) 21 ,438 B 21 ,97aA 23,87aA 19,14bC 19y100
(£049)  (:051)  (£0.16)  (0.63) (x0.35) g4

*média + desvio padrio seguida de letras iguais mintisculas/mailisculas nas colunas/linhas nao diferem
estatisticamente a nivel de 5% (Teste de Tukey).

A cor tem papel de destaque entre as propriedades tecnolégicas e é um

importante atributo de qualidade, pois € um dos primeiros aspectos a serem avaliados



45

na linha de fabricacao e pelos consumidores nas géndolas de supermercados (OLIVO e
SHIMOKOMAKI, 2002).

O parametro L* mensura a luminosidade e/ou o brilho do produto e quanto
menores forem esses valores mais escura € a cor da amostra. As coordenadas de
cromaticidade a* e b* indicam as direcbes das cores. O parametro a* refere-se a
contribuicdo das cores verde (-)/vermelho(+) e o parametro b* as cores azul(-)
/amarelo(+).

Verifica-se pela Tabela 5, que do 1 para o 7°dia de armazenamento, houve uma
reducéao significativa (p<0,05) nos valores de L*, nas formulagdes de queijo Prato. Ap6s
o 15° dia de armazenamento houve pequenas variacbes nos valores de L*, sendo
significativa a reducao aos 60 dias. O queijo Prato tradicional (Tratamento 1) e 0 com
culturas adjuntas e sem extrato (Tratamento 2), logo apds elaborados e no 7° dia de
armazenamento apresentaram diferenca significativa dos demais tratamentos (Tabela
5), com maiores valores de luminosidade (L*) de 73,90 e 79,05; 55,23 e 52,83,
respectivamente. Os menores valores de L* foram encontrados nos tratamentos 5
(0,1% de extrato) e 6 ( 0,2% de extrato) durante todo o periodo de armazenamento.

Durante o periodo de armazenamento as seis formulacdes de queijo seguiram a
mesma tendéncia com diminuicdo dos valores de luminosidade (L*) (Figura 13) de
maneira a apresentarem 0s menores valores no 60° dia de armazenamento onde
apenas 0 queijo prato acrescido de culturas meséfilas ndo apresentou diferenca
estatistica (p<0,05) do 45° dia de armazenamento.
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ol
0 10 20 30 40 50 60 70
Periodo (dias)
—e— 1-Controle —a— 2-Cultura adjunta
A 3-Cultura adjunta/0,1% de extrato A— 4-Cultura adjunta/0,2% de extrato
—&—5-0,1% de extrato —e—6-0,2% de extrato

Figura 13- Grafico de dispersao para os valores de luminosidade aos 1, 7, 15, 30, 45 e

60 dias de armazenamento a 15°C e UR 85%.

Na determinacdo da cor, o parametro L* indica a luminosidade e se refere a
capacidade do objeto em refletir ou transmitir luz, variando numa escala de zero a 100.
Quanto maior o valor de L*, mais claro o objeto. Os valores de L* variaram de 79,05 a
22,82 nos 60° dia de armazenamento, sendo que os tratamentos 1, 2 e 3 apresentaram
0s maiores valores de L* durante todo o periodo de armazenamento, considerados os
queijos mais claros. Enquanto, que os tratamentos 5 e 6 (0,1 € 0,2 % de extrato de
erva-mate) foram considerados os mais escuros, indicando que o extrato de erva-mate
influenciou na reducgéo dos valores de L*.

SANCHEZ-RODRIGUES et al. (2001), afirmam que o conteudo de agua é o
primeiro fator que influi sobre o parametro brilho (L*), embora o teor de gordura também
tenha influéncia consideravel. Portanto produtos com um maior teor de umidade tendem
a apresenta maiores valores no parametro L*. O decréscimo nos valores de brilho
representa a formacao da cor escura em decorréncia de reacoes de escurecimento e
da desidratacao ocorrida (BOZKURT e BAYRAM, 2006). Fato esse observado nesse
estudo onde com a reducao do teor de umidade ocorreu diminuigdo no parametro L*.

Em relacédo a coordenada de cromaticidade a* (Tabela 5), logo ap6s elaborados,
os tratamentos 4 (cultura adjunta e 0,2% de extrato), 5 (0,1% de extrato) e 6 (0,2% de
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extrato) apresentaram o0s menores valores de cromaticidade (a*) diferindo
estatisticamente (p<0,05) dos demais tratamentos. No entanto, no queijo contendo
somente cultura adjunta (Tratamento 2) na formulacdo e o com cultura adjunta e 0,1 %
de extrato de erva-mate (Tratamento 3) foi verificado valores superiores para o indice
a*, nao diferindo estatisticamente (p<0,05) entre si. A partir do 7° dia de
armazenamento, os tratamentos 5 e 6, apresentaram-se significativamente superiores
aos demais tratamentos, com excecdo no 15° dia onde néo diferiu do tratamento 1
(controle). Os menores valores de cromaticidade a* foram encontrados no tratamento 4
(Cultura adjunta e 0,2% de extrato). Esse comportamento manteve-se durante todo o
periodo de armazenamento (Figura 14) apresentando diferenca significativa (p<0,05)

das demais formulagdes a partir do 30° dia de armazenamento.

70

Periodo (dias)
—e— 1-Controle —a— 2-Cultura adjunta
—a— 3-Cultura adjunta/0,1% de extrato 4-Cultura adjunta/0,2% de extrato
—&— 5-0,1% de extrato —e— 6-0,2% de extrato

Figura 14- Grafico de dispersao para os valores de a* aos 1, 7, 15, 30, 45 e 60 dias de
armazenamento a 15°C e UR 85%.

Os valores de a* positivos, que representam a intensidade da cor vermelha
variaram significativamente entre os tratamentos sendo os maiores valores encontrados
nos tratamentos 5 e 6 durante todo o periodo de armazenamento (Figura 14). Houve
um aumento significativo (p<0,05) nos valores de a* nas formulagdes do 1°parao 7°e
do 15° para o 30° dia de armazenamento, seguido de uma reducao no 45° dia de

armazenamento. Segundo TIJSKENS et al. (2001), quanto mais acido o pH do meio,
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mais rapida é a descoloragdo de vegetais clorofilados. Portanto a perda da coloracéao
verde pode estar relacionada ao decréscimo continuo do pH (Tabela 7) ocorrido em
todos os tipos de queijo que apresentaram uma reducdo nos valores de pH no 7°e no
30° dia de armazenamento, ocorrendo um aumento nos valores de a* positivos e
deslocando a cor para o vermelho. Predominando assim o a cor do corante de urucum
sobre o verde do extrato de erva-mate. A clorofila & sensivel ao pH, enzimas,
temperatura, luz e oxigénio, os quais tem maior ou menor influéncia na sua degradacao
de acordo com a atividade de agua do meio (SCHWARTZ e LORENZO, 1990; BOHN e
WALCZYK, 2004).

No 60° dia houve novamente um aumento nos valores de a* nos tratamentos
com excecao dos tratamentos 5 e 6, porém nao diferiram estatisticamente (p<0,05) do
45° dia. Na Figura 14 observa-se que durante todo o periodo de armazenamento
encontrou-se somente valores positivos de a* indicando tendéncia para a cor vermelha
nao deslocando para o verde apesar da adicdo do extrato de erva-mate. Esses valores
positivos de a* podem ser atribuidos a adicdo de corante de urucum que pode ter
induzido o deslocamento da cor para o vermelho.

O valor de b* positivo, que representa a intensidade de cor amarela, apresentou
pequenas variagdes entre os tratamentos. No 1°dia de armazenamento, o queijo Prato
acrescido de culturas adjuntas, demonstrou valor superior para o indice de cor b*,
diferindo estatisticamente das demais formulacbes (Tabela 5). Do 7° ao 60° dia de
armazenamento o queijo prato sem adicdo de cultura contendo 0,1 % de extrato
(Tratamento 5) e o queijo prato sem adicdo de cultura contendo 0,2 % de extrato
(Tratamento 6), os valores de b* foram superiores, sendo que aos 30° dia de maturacao
diferiram dos demais tratamentos. Durante todo o periodo de armazenamento, o queijo
com adicao de culturas adjuntas e 0,2% de extrato (Tratamento 4) foi o que apresentou
cromaticidade b* inferior, diferindo significativamente (p<0,05) dos demais tratamentos

no 30°dia de armazenamento (Tabela 5).
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b*

70
Periodo (dias)
—e— 1-Controle —a— 2-Cultura adjunta
—a— 3-Cultura adjunta/0,1% de extrato 4-Cultura adjunta/0,2% de extrato
—&— 5-0,1% de extrato —e— 6-0,2% de extrato

Figura 15- Gréfico de dispersao para os valores de b* ao 1, 7, 15, 30, 45 e 60 dias de
armazenamento a 15°C e UR 85%.

Verifica-se pela Figura 15 que os maiores valores de b* nas formulagées 1,2 e 3
foram obtidos no zero dia de analise. Durante todo o periodo de armazenamento
ocorrerem oscilagdes nos valores de b* em todos os tratamentos. Nos tratamentos 5 e
6 os maiores valores b* foram encontrados no 30° dia de armazenamento.

Cabe ressaltar, que o queijo Prato com adicdo de 0,1 e 0,2 % de extrato de erva-
mate, quando comparados com as formula¢cdées que nao receberam a adi¢cao de extrato
(Tratamentos 1 e 2), apds o 1°dia de armazenamento obtiveram os maiores valores de
cromaticidade a* (Tabela 5 e Figura 14) e b* (Tabela 5 e Figura 15). Enquanto, que os
valores de L* (Tabela 5 e Figura 13) foram os menores. A cor dos queijos esta
intimamente ligada a gordura do leite e, por isso mesmo, é sujeita a variagdes sazonais
que séao corrigidas pela adicdo de corantes. No caso de queijos azuis, ou seja, aqueles
com mofos esverdeados é comum adicionar-se clorofila a massa para que esta adquira
uma coloragcédo palida, contrastante com a do mofo. Queijos amarelos, como o Prato,
podem ser corados com urucum (PERRY, 2004).

Na literatura ndo foram encontrados informag¢des que definam uma referéncia
para a cromaticidade L*, a* e b* em queijo Prato em condi¢cbes similares as utilizadas
neste estudo.
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Caracteristicas fisico-quimicas dos queijos durante o armazenamento

As caracteristicas fisico-quimicas (umidade, pH, acidez, oxidagédo de lipideos e
oxidacao de proteinas) dos queijos no 19 7° 15° 30° 45 ° e 60° dia de
armazenamento, foram avaliados estatisticamente pela analise de variancia (ANOVA) e
a comparacgao entre as médias através do teste de Tukey, sendo que os resultados e
as discussoes sao descritos a seqguir.

4.2.3 Umidade

A Tabela 6 apresenta a média e desvio padrao em resposta da umidade para os
queijos tipo Prato, no 12, 72 152 30° 45° e 60° dias de armazenamento a 15 °C e
85% UR.

Tabela 6 — Teores de umidade para as formulacées do queijo Prato em diferentes

periodos de armazenamento.

Tratamento Umidade (%)
1 dia 7dia  15dia 30dia 45dia 60 dia
1 (Padrao) 57,43%" 53,44°¢ 53.86%® 53,71%°C 53,812 53,91%°

(+0,11)  (#0,32) (#0,27) (¢0,15) (*0,16)  (+0,06)

2 (Cultura adjunta) ~ 57,95®*  53,59°° 52,29°° 51,.86°° 50,73°° 50,57°°°
(¥0,13)  (#0,01) (#0,33) (+0,42) (x0,40)  (+0,47)

3 (Cultura/0,1% 5o 440 51 gg® 50449 4938P 49230 49 019D
extrato) (+0,43)  (£0,09) (+0,08) (£0,34) (:048)  (+0,11)

4 (Culura/0.2% 57 40A 53158 52 15°C 50020  4937F 49 20
extrato) (#0,13)  (£0,13) (+0,05)  (+0,36) (+0.26)  (+0,30)

5 (0,1 % de eXtratO) 55,59bA 51 ,82bB 51 ,58CB 51 ’97bB 51 ’94bB 51 ,78bB
(+0,05)  (£0,08) (+0,16) (0,47) (+0.63)  (0,29)

6 (O,ZOA) de eXtratO) 56,58bA 51 ,02bB 51 ’1 7CB 51 ’51 bB 51 ,63bB 51 ,53bB
(+0,15)  (£0,06) (+0,23) (+0,48) (£0,07)  (0,04)

*média + desvio padrio seguida de letras iguais mintsculas/maitisculas nas colunas/linhas nao diferem
estatisticamente a nivel de 5% (Teste de Tukey).
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Em relacdo a umidade (Tabela 6 e Figura 16) verifica-se que apo6s o 7° dia
ocorreram poucas variacbes na umidade dos queijos 1, 5 e 6,. No entanto, nos
tratamentos 2, 3 e 4 houve variagdes significativas (p<0,05) nos teores de umidade do
15° dia para o 45° dia, de 49 a 57%.Possivelmente este comportamento esteja
associado a ndo lavagem da massa, menor pH provido pela adi¢cao das culturas adjunta
o qual promoveu maior dessoragem da massa. GALLINA et al. (2002) obtiveram teores
de umidade em torno de 55 % em queijo tipo Prato light com Lactobacillus como cultura
adjunta. O mesmo foi verificado por VIANNA (2006), em queijo tipo Prato tradicional
embalado a vacuo em embalagem termoencolhivel e armazenado a 12 °C durante 54
dias, onde a umidade permaneceu constante entre 44 a 47 %.

De acordo com o conteludo de umidade (%), os queijos sado classificados pelo
regulamento técnico de identidade e qualidade, Portaria n° 146, de 07 de marco de
1996 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 2007a) em:
queijos de baixa umidade (até 35,9 %), média umidade (36 a 45,9 %), alta umidade (46
a 54,9 %) e muita alta umidade (superior a 55 %). No 1° dia de armazenamento, todos
os tratamentos apresentaram teores de umidade superiores a 55 %, se enquadrando
nos tipos de queijo de muita alta umidade. Apds o 7° dia, ndo houve grandes variacoes
no conteudo de umidade dos tratamentos e até o final do periodo de armazenamento,
sendo estes classificados como queijos de alta umidade (49 a 53 %). Sendo que os
maiores valores foram encontrados no tratamento 1 (controle). Possivelmente, este
maior valor de umidade esteja atribuido ao grau de dessoragem dado a massa.

SILVEIRA e ABREU (2003) obtiveram em queijo tipo Prato com um dia de
armazenamento, valores de 45,8 a 47,38 % de umidade, e ressaltam que um maior teor
de umidade provoca maior maciez da massa do queijo, entretanto, deve-se considerar
que este fator leva a diminuicdo do periodo de validade do produto. Valores
semelhantes de umidade (47,11 %) foram encontrados por SPADOTI et al. (2005) em
queijo tipo Prato com 10 dias de armazenamento.

A umidade é necessaria para as atividades metabdlicas dos micro-organismos.
Diminuindo o teor de umidade do queijo diminui também a fermentacdo da lactose
(FEREIRA, 2004). O teor de umidade é um fator que afeta a fermentagdo aromatica. O

teor de umidade do queijo, além de afetar sua consisténcia, tem grande influéncia sobre
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as modificagdes fisico-quimicas que ocorrem ao longo do periodo de armazenamento e
consequentemente a maturacao (FURTADO 2002).

Os valores encontrados para umidade (Figura 16) em todos 0s ensaios foram
superiores aos reportados por AUGUSTO (2003) em queijo Prato tradicional, com
teores de 42 a 44 %. Os autores afirmaram que isto ocorreu em decorréncia do
tamanho dos graos da massa obtida de caseina, os quais foram maiores do que grao
de arroz, associados ao grau de dessoragem inferior dado a esses produtos.

)
3
@
°
£
=)
1
70
Periodo (dias)
—e— 1-Controle —a— 2-Cultura adjunta
A 3-Cultura adjunta/0,1% de extrato A— 4-Cultura adjunta/0,2% de extrato
—e— 5-0,1% de extrato —e— 6-0,2% de extrato

Figura 16- Grafico de dispersao para os valores de umidade aos 1, 7, 15, 30, 45 e 60
dias de armazenamento a 15°C e UR 85%.

De acordo com a Tabela 6, ap6s o 12 dia de armazenamento os tratamentos 2, 3
e 4 apresentaram diferenca significativa (p<0,05) nos valores de umidade entre os dias
analisados e aos 60 dias de maturacdo foram verificados 0os menores teores de
umidade (Figura 16). Esta maior dessoragem pode estar associada a adicdo das
culturas mesofilas pelo abaixamento maior de pH que esses microrganismos promovem
no queijo pela producao de acido lactico. Segundo, FOX et al. (2000) afirmam que o
comportamento do pH é um fator determinante no processo de fabricacdo de queijos,
sendo que seu abaixamento reduz o tempo de coagulacdo e favorece a sinerese e a

desmineralizacdo da massa.
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O formato dos queijos é outro fator que pode direcionar perdas de umidade,
normalmente queijos com forma de disco ou retangulares perdem mais agua do que os

esféricos devido a menor superficie especifica destes ultimos (FEREIRA 2004).
42.4 pH
A Tabela 7 apresenta a média e desvio padrao em resposta aos valores de pH

para as formulacbes de queijo prato no 19 79 159 30° 45° e 60° dias de

armazenamento a 15 2C e 85% UR.

Tabela 7 — pH das formulagdes de queijo Pratono 19,79, 152, 30° 45°e 60° dias de

armazenamento a 15 2C.

Tratamento pH*
1°dia 7°dia  15°dia 30°dia 45°dia 60°dia
1 (Contro|e) 6,75 aA 5,1 OCF 5,7938 5,5730 5,21 aE 5,383[)

(#0,01)  (£0,01) (0,03) (£0,02) (£0,01) (+0,02)

o(Cultura adjunta) ~ 520C  472F  547°%  520% 481 501
(£0,01)  (£0,02) (£0,02) (£0,01) (x0,01) (£0,02)

3(Cultura/0,1% 5448 474  g5gobA 5398 4850 5 15
extrato) (#0,01)  (#0,01) (+0,02) (+0,01) (0,01) (+0,01)

4Culura/0.2%  gegaA 4 g7eE  5ogiB g oguB 4700 g oo
extrato) (£0,02)  (£0,02) (+0,02) (£0,01) (+0,01) (£0,01)

5 (0,1 % de eXtratO) 6.03 cA 5 16bC 5 3008 5 22dBC 5 1530 5 20bBC
(£0,02)  (+0,01) (¥0,01) (#0,03) (+0,01) (+0,01)

6 (0,2% de extrato) 6.32PA 5 00aBC  pogdB  gagB g q73C g ogabB

(#0,02) (+0,02) (+0,01) (#0,03) (+0,02) (*0,01)

*média + desvio padréo seguida de letras iguais mintsculas/mailsculas nas colunas/linhas nao diferem
estatisticamente a nivel de 5% (Teste de Tukey).

Verifica-se a partir da Tabela 7 e Figura 17, que houve uma redugéo nos valores de
pH do 1 ¢ para o 7 ¢ dia de armazenamento em todos o0s ensaios. Isto se deve ao fato de

ter ocorrido degradacdo da lactose pelas bactérias lacticas e pelas culturas adjuntas
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adicionados, e a obtengédo de produtos finais, como CO; e &cido lactico (NARIMATSU et
al., 2003). O acido produzido ocasionou um aumento no teor de acidez (Tabela 8) e
consequentemente uma reducdo do pH. Todas as formulacbes apresentaram diferengas
significativas (p<0,05) nos valores de pH em relacdo ao tratamento 1 (controle) durante o
armazenamento, exceto no 45° dia para os tratamentos 5 e 6, 0s quais ndao apresentaram
diferenca significativa (p<0,05) quando comparados ao padrdo (Tratamento 1). As seis
formulagbes seguiram o mesmo comportamento, com declinio do pH no inicio do
armazenamento atingindo os menores valores no 7 ¢ e 45° dia de armazenamento e
posterior aumento de pH. Este aumento de pH é caracteristico de ocorrer durante o
periodo de armazenamento, normalmente apdés 30 dias de maturacdo, em virtude de
diminuir o conteudo de lactose presente no queijo, e principalmente por ocorrer protedlise,
pela agdo das enzimas presentes, vindas pela adicdo do coalho e as produzidas pelas
bactérias (bactérias lacticas nativas e culturas adjuntas- Lactococcus lactis ssp. lactis e
cremoris). COSTA et al (2005), afirmam que o maior consumo de proteinas que ocasiona
um processo proteolitico mais intenso, promove a formacao de compostos nitrogenados
alcalinos (NHs), através de reagdes de descarboxilagdo de aminoacidos e, provavelmente
decomposicédo do acido latico, ocasionando um aumento de pH. VIANNA (2006) ressalta
que as caseinas sao hidrolisadas pela atividade do coagulante residual retido na massa,
produzindo grandes e médios peptideos. Estes peptideos sdo hidrolisados a pequenos
peptideos e aminoacidos pelas enzimas produzidas pelas bactérias da cultura lactica
adicionada e pela microbiota secundaria presente.

CICHOSKI et al. (2002) analisaram as caracteristicas fisico-quimicas de 18
formulagdes queijos tipo Prato, sistema tradicional elaborados com leite ndo pasteurizado.
Os referidos autores encontraram valores de pH em torno de 5,3 com 30 dias de
maturacdo e nao mostraram variacées significativas ao longo dos 60 dias de
armazenamento. Este valor foi préximo ao encontrado neste estudo para o tratamento 1,
porém menor que o0s encontrados nos tratamentos 2, 3 e 4, com 30 e 60 dias de
maturagéo, respectivamente. Possivelmente, isto estd relacionado ao emprego de leite
pasteurizado, associado a adi¢cdo do extrato de erva-mate e cultura adjunta.

Os valores de pH nos queijos, geralmente, resultam da proporcao entre a lactose

presente no queijo e as substancias tamponantes do coagulo protéico, demonstrando essa
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uma boa capacidade proteolitica, com liberacdo de compostos aminados, que tendem a
neutralizar a acidez natural da massa (AUGUSTO, 2003; GUTIERREZ, et al. 2004). Fato
este, que foi observado nos queijos, estando este associado a protedlise promovida pela
cultura adjunta (Lactococcus lactis ssp. lactis e cremoris) adicionada .

SPADOQOTI et al. (2005) e COSTA et al. (2005) encontraram valores semelhante de
pH (5,2 a 5,7) em queijo Prato ap6s 45 dias de estocagem a 12 °C e constataram que
nesta faixa de pH, a protedlise € mais lenta, devido a esses valores de pH ndo serem
ideais para a acao das proteases bacterianas e também para a quimosina do coalho.

Segundo CICHOSKI et al. (2007), o pH controla no queijo o tipo de fermentacéo e
as atividades das enzimas, diminuindo o seu valor no inicio do armazenamento € como
consequéncia aumenta a atividade proteases bacterianas e as naturais do leite. O pH
também afeta a sinérese da massa e, desta forma a umidade do queijo. Quanto menor o
pH, maior a sinérese. Sua variacao é também responsavel pelo teor de minerais no queijo.
Quanto mais baixo o pH, mais desmineralizado é o produto. Além das consequéncias para
a estrutura do queijo, a reducao do pH também contribui para a seguranca do produto,
uma vez que inibe o crescimento de micro-organismos indesejaveis. As bactérias
acido-laticas constituintes do fermento sdo mais acido-tolerantes do que os microrganismos
contaminantes (FOX et al., 1990).
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Perido (dias)

—e— 1-Controle —m— 2- Cultura adjunta
A 3- Cultura adjunta/0,1% extrato A— 4- Cultuta adjunta/0,2% extrato
—&— 5-0,1% extrato —e—6-0,2% extrato

Figura 17 - Gréfico de dispersao para os valores de pH aos 1, 7, 15, 30, 45 e 60 dias de

armazenamento a 15°C e UR 85%.



56

Os queijos adicionados de culturas adjuntas e extrato de erva-mate
apresentaram pH médio de 5,15 ap6és 60 dias de maturacdo a 15°C (Figura 17),
estando este valor abaixo do pH considerado tipico para este tipo de queijo FURTADO
e LOURENGO NETO (1994). Possivelmente, este fato deve-se a adigdo das culturas
adjuntas (Lactococcus lactis ssp. lactis e cremoris) e também pode ser atribuido a
adicdo de extrato de erva-mate que apresentou pH em torno de 5.5. Os Lactococcus
lactis ssp. lactis e Lactococcus lactis ssp. cremoris (tipo “O”), sao micro-
organismos que degradam a lactose do leite unicamente em acido latico, produzindo
queijo de massa fechada e aroma mais suave, adequado ao fatiamento para
consumo indireto em lanches, sanduiches e outros pratos culinarios (FURTADO e
AMORIM, 2000).

4.2.5 Acidez

A Tabela 8 apresenta a média e desvio padrao em resposta aos valores de
acidez para o queijo Pratono 12,79, 159, 30°, 45° e 60° dias de armazenamento a 15
°C e 85% UR . Verifica-se que houve um aumento significativo (p<0,05) e acentuado da
acidez do 1% ao 7° dia de armazenamento de 0,35 a 1,99 g acido lactico/100 g e uma
reducdo aos 15 dias, indicando a ocorréncia de protedlise. Todas as formulacoes
apresentaram diferencgas significativas nos valores de acidez em relagdo ao tratamento
1 (padréo) durante todo o periodo de armazenamento exceto, no 45° dia para os
tratamentos 5 e 6, que ndo apresentaram diferenga significativa (p<0,05) quando
comparados ao padrdo, valores esses que concordam com os valores de pH (Tabela 7).

O aumento da acidez esta diretamente relacionado com o aumento da populacédo
dos micro-organismos mesofilos, psicrotréficos e principalmente as bactérias lacticas,
as quais sao os principais agentes na transformacédo da lactose em acido lactico
beneficiando o produto por inibir a microbiota patogénica (WOLFSCHOON-POMBO e
LIMA, 1989).
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Tabela 8 — Acidez das formula¢des de queijo Prato parao 12, 72 159 30° 45°¢e 60°

dias de armazenamento a 15 ¢C

Tratamento Acidez* (g ac. lactico/100g)
1°dia 7°dia 15°dia 30°dia 45°dia 60°dia
1(Controle) 035 158" 0,93%° 1,08 147" 122"°

(£0,02)  (£0,01) (£0,02) (£0,02) (0,02) (+0,05)

2(Cultura adjunta) 1572 180" 1,07 1,35°¢ 164 1,62%®
(£0,01)  (#0,01) (+0,04) (+0,03) (+0,03) (0,08)

3(Cultura /0,1% 132°C 178" 111 {115  {{%® 1.35°C
extrato) (£0,01)  (#0,02) (20,02) (+0,03) (£0,02) (0,02)
4(Cultura/02% 4 ggcF {1 ggA 4020 {30 1718 {54C
extrato) (£0,03)  (£0,01) (£0,02) (£0,01) (0,01) (£0,01)

5 (0,10/0 de eXtratO) 0 65 dD 1 42dA 1 20bC 1 29aC 1 3808 1 26bC
(+0,04)  (£0,04) (+0,02) (£0,05) (0,01) (£0,02)

6(0.2%deextralo) o530 138® 1,36 1,19 1,40 1,22%C
(+0,05)  (£0,01) (20,01) (£0,09) (£0,02) (£0,02)

*média + desvio padrdo seguida de letras iguais mintsculas/maitisculas nas colunas/linhas nao diferem
estatisticamente a nivel de 5% (Teste de Tukey).

Conforme a Tabela 8, verifica-se que a acidez foi mais acentuada nos
tratamentos 2, 3 e 4, com excecdo do 15°dia onde o tratamento 1 apresentou o menor
valor de acidez (0,9 g acido Lactico/100g de amostra). SILVA et al. (2006) ao avaliarem
o efeito da adicao de Streptococcus thermophilus e cultura adjunta (Lactococcus lactis
ssp. lactis e Lactococcus lactis ssp. cremoris) na maturacdo e caracterizagao fisico-
quimica e sensorial de queijo Prato obtiveram de 1,20 e 1,17 g acido Lactico/ 100g no
30° e 48° dia de armazenamento, respectivamente. Sendo estes valores citados
semelhantes aos encontrados para o 30° e menores no 60° dia de armazenamento no
presente estudo.

Ao comparar a acidez do queijo tipo Prato durante o periodo de armazenamento
aos 30 e 60 dias de armazenamento (Tabela 8) observa-se que os maiores valores de
1,22 e 1,36 g ac. lactico/100g, foram superiores aos relatados na literatura. Sendo que
DELLA VECHIA et al. (2005), obtiveram valores de acidez que variaram de 0,64 %
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(queijo controle) e 0,66 % (queijo acrescido de cultura) apds 30 dias de maturagcao, em
queijo tipo Prato adicionado de Bifidobacterium lactis. Para PENNA (2002), os valores
de acidez apés 33 e 90 dias de armazenamento foram de 0,69 % e 1,62 %,
respectivamente. Enquanto, que CICHOSKI et al. (2002) encontraram 1,66 % de acidez
em queijo tipo Prato colonial elaborado de maneira tradicional aos 60 dias de
armazenamento valores médios proximos aos obtidos nesses tratamentos (1,36 g ac.
Lactico/ 100 g).
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A 3-Cultura adjunta/0,1% de extrato A— 4-Cultura adjunta/0,2% de extrato
—&— 5-0,1% de extrato —e— 6-0,2% de extrato

Figura 18 - Grafico de dispersédo para os valores de acidez aos 1, 7, 15, 30, 45 e 60

dias de armazenamento a 15°C e UR 85%.

Verifica-se pela Tabela 8 e Figura 18 que houve um aumento no conteido de
acidez do 30° para o 45° dia de armazenamento em todos os tratamentos,
apresentando diferenca significativa (p<0,05) e conseqlentemente ocorreu diminuicao
nos valores de pH (Tabela 7 e Figura 17). Como mencionado anteriormente essas
oscilagcdes nos valores de pH e no conteudo de acidez sdo esperados durante o
periodo de maturacao do queijo prato devido a degradacado da lactose residual que
ocasiona decréscimo do pH e aumento da acidez enquanto que o comportamento
contrario, ou seja, aumento do pH e reducao da acidez que se devem a liberacéao de
aminodcidos de carater basicos decorrentes de uma protedlise secundaria (PIZAIA et
al., 2003).
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4.2.6 Oxidacao de lipideos e proteinas.

A oxidacao dos alimentos € um grande problema durante o armazenamento, o
que resulta na deterioracdo da qualidade dos alimentos. As reacdes de oxidagao de
proteinas ocorrerem simultaneamente com a oxidacao lipidica, na maioria dos
alimentos. A formacao dos compostos carbonil (aldeidos e cetonas) sdo uma das mais
proeminentes mudancas nas proteinas oxidadas, servindo sua concentracdo como um
indicativo de oxidagao de proteinas, sendo relativamente facil de medir (LEVINE et al.,
1990), como consequéncia € amplamente utilizada para a avaliagdo da extensao dos
danos oxidativos sob diferentes estresses oxidativos.

A Tabela 9 apresenta a média e desvio padrao para a oxidacao de lipidios das
formulacdes de queijo prato parao 12,79 152, 30° 45°e 60° dias de armazenamento
al15°Ce85%UR.

Tabela 9 — Oxidacao de lipidios (mg de MDA/kg amostra) parao 19,72 152, 30°, 45°
e 60°dias de armazenamento a 15 °C em queijo Prato.

Tratamento Oxidacao de lipideos (mg de MDA/kg de amostra)
1°dia 7°dia 15°dia 30°dia 45°dia 60°dia
1(Controle) 0,086 % 0,212** 0,187*® 0,205**® 0,189°°® 0,185%

(+0,002) (+0,014) (+0,008) (0,006) (+0,003) (0,003)

2(Cultura adjunta) 0,085 0,103"* 0,065 0,075® 0,046 0,042
(¥0,002) (£0,003) (£0,004) (£0,001) (+0,002) (+0,002)

3(Cultura/0,1% 4 ggaar  (0go*A 0,054 0,066 0,036°° 0,031
extrato) (+0,004) (+0,002) (0,002) (+0,004) (+0,002) (+0,001)

4(Cultura/0.2%  gggar g gg1%A (0 059%B (078 0,045  0,035%P
extrato) (£0,003) (£0,002) (£0,004) (£0,004) (+0,001) (0,002)

5(0,1% de extrato)  0,082%°® 0,176°* 0,118°® 0,099°° 0,075b° 0,067°F
(+0,002) (+0,013) (+0,003) (+0,008) (+0,005) (+0,001)

6 (0,2% de extrato)  0,080%° 0,136°* 0,105 0,078°C 0,071°C 0,042°P
(+0,003) (£0,002) (£0,002) (+£0,004) (+0,003) (+0,003)

*média + desvio padréo seguida de letras iguais mintsculas/mailsculas nas colunas/linhas nao diferem
estatisticamente a nivel de 5% (Teste de Tukey).
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Os tratamentos apresentaram diferenca significativa (p<0,05) para a oxidacao
lipidica ao comparar ao tratamento 1, durante todo o periodo de armazenamento. Os
menores valores foram encontrados no tratamento 3 (cultura/0,1% de extrato), sendo
que este comportamento manteve-se até o final do periodo de maturagao (60 dias).

Nas formulacées sem adicdo de cultura adjunta e sem extrato de erva-mate
(tratamento 1) foram verificados os maiores teores de TBARS (0,086 a 0,212 mg de
MDA/ Kg) durante o periodo de maturagao.

De maneira geral, verificou-se pela Figura 19 que houve um acréscimo
significativo (p<0,05) nos teores de TBARS até o 30° dia de armazenamento, com
excecao dos tratamentos 5 e 6 onde verifica-se um decréscimo dos valores de TBARS
a partir do 15 dia de armazenamento, apds esse periodo ocorrerem pequenas
variagdes com decréscimo a partir do 45° dia de armazenamento. Diversos autores
sugerem que a reducdo nos valores de TBARS observados em funcdo do tempo de
armazenamento, esta associada provavelmente com o aumento das concentracdes de
produtos altamente polares, resultantes da polimerizacdo dos produtos de oxidacao
secundaria. Foi relatado que o malonaldeido (MDA) reage com uma larga escala de
compostos ou pode formar dienos ou trienos de MDA, o que diminui a quantidade de
MDA disponivel para reagir com o acido tiobarbiturico, em consequéncia, os valores de
TBARS avaliados sao reduzidos (GATELLIER et al., 2007).
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—e— 5-0,1% de extrato —e— 6-0,2% de extrato

Figura 19 - Grafico de dispersao para a oxidacao lipidica das formulacées de queijo
prato aos 1, 7, 15, 30, 45 e 60 dias de armazenamento a 15°C e UR 85%.
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De acordo com TRINDADE et al. (2008) os odores de rango podem ser
detectados por provadores treinados e nao treinados com rancidez (TBARS) na faixa de
0,5 a 1,0 e 0,6 a 2,0 mg de malonaldeido/kg amostra, respectivamente. Nos
tratamentos os valores de TBARS foram inferiores aos citados pelo referido autor nao
sendo detectados odores ou sabores de ranco nas avaliagdes sensoriais (Tabela 13).

Os resultados deste estudo mostraram que no tratamento 3, formulados com
0,1 % de extrato e culturas adjuntas a partir do 7° dia de armazenamento, foi o que
apresentou os menores valores de TBARS. Apesar de nos tratamentos formulados
apenas com extrato de erva mate (tratamentos 5 e 6) os valores terem sido maiores que
nos tratamentos 2, 3 e 4, esses ainda foram inferiores aos do tratamento controle
(Figura 19). Portanto, ndo pode-se considerar que o extrato de erva-mate tenha
apresentado efeito pré-oxidante quando da acdo isolada, mas deve-se levar em
consideragao, que os constituintes da clorofila presentes neste extrato podem ter efeito
catalitico no sistema lacteo em questao. WANASUNDARA e SHAHIDI (1998)
encontraram diferencas significativas no comportamento oxidativo de diferentes dleos
marinhos tratados com diferentes aplicacbes de extratos de cha verde com e sem
clorofila, sendo que o primeiro apresentou efeito pré-oxidante em ambos os 6leos e o
extrato declorofilado (acima de 200 ppm) apresentou excelente atividade antioxidante,
sendo mais efetivo que o BHA, BHT e a-tocoferol, nas mesmas condi¢des. MILANI et
al. (2001) estudaram os efeitos antioxidantes dos extratos alcodlicos e metandlicos do
cha verde, cha preto e de erva-mate em carne mecanicamente separada de frango,
conservada a 5°C e a -25°C e também observaram que todos os extratos
demonstraram acao antioxidante quando comparados com a amostra controle (sem
antioxidantes). YANISHLIEVA e MARINOVA (2001) e TANG et al. (2001), observaram
equivaléncia da acao entre antioxidantes naturais e antioxidantes sintéticos, destacando
que os usos dos produtos naturais sdo importantes para saude humana, uma vez que
alguns antioxidantes sintéticos apresentam atividade carcinogénica.

Segundo KUMAR et al. (1986), outro fator que pode influenciar nos valores de
TBARS ¢é o pH. Quanto maior o valor de pH, maior a oxidagao lipidica. Os resultados
obtidos neste estudo estdo de acordo com esta afirmacdo, como pode ser verificado
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pela Tabela 9 e Tabela 7 (pH), sendo que nos tratamentos 2, 3 e 4 foi verificado
menores valores de TBARS e de pH (4,67 a 5,65), possivelmente pela adicao de

culturas adjuntas, que promoveram um abaixamento do pH das formulagdes.

A Tabela 10 apresenta a média e desvio padrao para a oxidacdo de proteinas
(nmol carbonil/ mg proteina) para os queijos no 1°, 30° e 60° dias de armazenamento a
15 2C e 85% UR dos queijos tipo Prato.

Tabela 10 — Oxidacao de proteinas (nmol carbonil/ mg proteina) das formulagdes de

queijo Prato no 1°, 30°e 60°dias de armazenamento a 15 °C.

Oxidacao de proteinas (nmol carbonil/ mg proteina)

Tratamento 1°dia 30°dia 60° dia
1(Controle) 2,57 B 4,520 2,91
(x0,31) (£0,35) (x0,10)
2(Cultura adjunta) 4,67 *° 8,59%" 5,53%
(x0,50) (£0,23) (£0,49)
extrato) (x0,28) (x0,39) (x0,0,26)
4(CU|tUra /O,ZOA) 3’1 5bCB 5,600A 4,1 7bB
extrato) (x0,02) (x0,43) (x0,11)
5 (0,1% de extrato) 0.59° 3,36% 2 55%
(x0,41) (£0,19) (x0,10)
6 (0,2% de extrato) 3,48° 3.10 1,43%
(£0,20) (¥0,12) (x0,11)

*média + desvio padréo seguida de letras iguais minGsculas/mailsculas nas colunas/linhas ndo diferem
estatisticamente & nivel de 5% (Teste de Tukey).

Verifica-se pela Tabela 10, que durante a maturacdo o tratamento 2 (cultura
adjunta) apresentou significativamente os maiores indices de carbonil. No entanto, nos
tratamentos 5 (0,1% de extrato) e 6 (0,2% extrato) no 30° dia de armazenamento,
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constatou-se valores significativamente (p <0,05) inferiores para a oxidacdo de
proteinas e este comportamento manteve-se ate o final do periodo maturagao (60 dias).

BATIFOULIER et al. (2002) avaliaram a oxidacao de lipidios e proteinas geradas
em um sistema metamioglobina + H>O, incubado a 37 °C com agitacao de membranas
microssomais do musculo de peru com uma dieta basal enriquecida com 6leo de soja
6% e suplementada com vitamina E onde o valor inicial foi de 5 nmol carbonil por mg de
proteina aumentando para 11 nmol carbonil/ mg proteina em 5 horas. Neste estudo,
verifica-se que os valores de carbonil (Figura 20), também, aumentaram nos
tratamentos, porém em 30 dias, por ndo se tratar de um sistema induzido. Além disso,
0s queijos foram armazenados a uma temperatura inferior a utilizado pelos autores
citados acima (15°C) o que pode ter reduzido a disposicao desses produtos a oxidacao
de proteinas em menor tempo de armazenamento e o sistema lacteo em questao nao
apresenta metamioglobiana em sua composicdo sendo dificil estabelecer uma
comparacao com o sistema citado pelo referido autor.

Verifica-se pela Figura 20, que houve um acréscimo aos 30 dias de
armazenamento apresentando diferenca significativa (p<0,05) nos tratamentos e aos 60
dias ocorreu reducao no indice de carbonil em todos os tratamentos apresentando

diferenga significativa (p<0,05).
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Figura 20 — Evolucao da oxidacao Protéica (nmol carbonil/ mg de proteina) nos queijos
aos 1,7, 15, 30, 45 e 60 dias de armazenamento a 15°C e UR 85%.
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O extrato de erva-mate apresentou efeito significativo na reducéo da oxidacao de
proteinas no 30° dia de armazenamento nos tratamentos 5 e 6 que s6 continham o
extrato de erva-mate. Porém, no 60° dia o tratamento contendo 0,1% de extrato de
erva-mate nao apresentou diferenca significativa no indice de carbonil quando
comparado ao tratamento 1 (controle). No entanto na concentracao de 0,2% de extrato
ocorreu reducdo da concentracao de carbonil indicando assim que nessa concentracao
o extrato pode ter exercido a fungdo de antioxidante frente a oxidagao de proteinas.

Diversos autores relatam que ocorrem interacdes entre os lipidios e as proteinas,
e essa interacao apresenta um efeito significativo nos processos de reacdes oxidativas
nos alimentos. Devido a estas fortes interacoes as reagcbes de oxidacbes podem
facilmente se transferir dos lipidios para as proteinas afetando a qualidade do produto,
tendo também um impacto na conformacado da estrutura tridimensional da proteina
expondo os grupos hidrofébicos, trazendo mudangas nas estruturas secundérias e de
grupos bissulfetos; perda da atividade enzimatica e mudancas nos valores nutritivos
pela perda de aminoacidos essenciais (SARKER et al., 1995; ZAMORA et al., 1999;
HOWELL et al.,, 2001). Estes fenbmenos oxidativos podem causar a degradacéo,
fragmentacdo ou a agregacao da proteina, e aumento na susceptibilidade proteolitica
(DECKER et al. 1993).

Na literatura, nao foram encontradas informacdes de oxidacao de proteinas em
queijo Prato em condicoes similares as utilizadas neste estudo. A maioria das
pesquisas realizadas a processos oxidativos e suas implicagdes na qualidade dos
alimentos, tem incidido sobre a oxidacgao lipidica e em sistemas carneos. MERCIER et
al. (2004) estudaram a influéncia do tipo de dieta (pastagem ou dieta mista) na carne
sem gordura homogeneizada em relacao as oxidacdes dos lipidios e das proteinas em
bovinos tipo Charolés. Mediram essas oxidagdes no tempo zero, 0,5, 2 e 5 horas em
um sistema quimico formado por Fe?*/H,O, determinando o grupo carbonil durante o
experimento. O nivel inicial de oxidacao protéica foi cerca de 3 nmol de carbonil por mg
de proteina, apresentando um aumento durante os primeiros 30 minutos de incubacao

para chegar a um nivel maximo que foi de aproximadamente trés vezes o nivel inicial (9
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nmol) e, depois, ligeiramente diminuiu para 6,5 nmol apdés 5 horas de incubagéo.
Observaram que a carne vinda de bovinos alimentados de pastagens ocorreu reducao
significativa em relagdo a oxidacdo de lipidios, mas nao foram significativas para a
oxidacao de proteinas. Para explicar este resultado, sugeriram que a produgdo do
grupo carbonil estaria limitada a somente um grupo de aminoacidos e nao representaria

todos os fendmenos de oxidagao que ocorrem.

4.3 Caracteristicas microbiolégicas
4.3.1 Bactérias lacticas.
A Tabela 11 apresenta a média e desvio padrdo em resposta a contagem de

bactérias lacticas (log UFC/g) do queijos - tipo Prato, no 12,72, 152, 30°, 45°¢e 60°dias

de armazenamento a 15 2C e 85% UR.

Tabela 11 — Contagem de bactérias lacticas (log UFC/g) das formulacbes de queijo

Prato parao 12,79 159 30° 45°e 60°dias de armazenamento a 15 °C.

Tratamento Culturas Lacticas (log UFC/g)
1°dia 7°dia 15°dia 30°dia 45°dia 60°dia
1(Controle) 6,04 872" 774" 775%  757% 743

(#0,12)  (0,12) (+0,45) (+0,07) (£0,18) (%0,35)

o(Cultura adjunta) 7,36 9,27%% 9,06 7,74*  758F  756%
(#0.11)  (£0,21) (¥0,50) (+0,06) (+0.14) (+0.23)

3(Cultura/0,1%  ; 44a8  gg7aA ggaA 75 7 ogaB 7 pgabB
extrato) (x0,12)  (x0,14) (x0,43) (#0,11) (x0,06) (x0,12)

4(Cultura/0.2% ;198 g g ggA 7578 7168 g gghB
extrato) (#0,15)  (+0,18) (+0.51) (£0,05) (+0,20) (+0,12)

5(0,1 % de extrato) g 56°8 759" 7532 45"  §43® 6,36
(£0,29)  (+0,18) (+0,28) (0,11) (¥0,12)  (+0,08)
6 (0,2 % de extrato) 6,923

(+0.29) 754 752" 656  653°  643°

(£0,20)  (£0,08)  (+0,07) (+0,50)  (£0,12)

*média + desvio padréo seguida de letras iguais minGsculas/mailsculas nas colunas/linhas ndo diferem
estatisticamente & nivel de 5% (Teste de Tukey).
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Verifica-se pela Tabela 11, que apéds elaboracao (1 dia), a contagem de bactérias
lacticas variou de 7,26 log UFC/g (queijo adicionado de culturas adjuntas) a logio 6,04
UFC/g (queijo controle), ocorrendo diferenga estatistica (p<0,05) entre os tratamentos.
No 7° dia de armazenamento, o tratamento 2 (queijo contendo culturas adjuntas),
tratamentos 5 (queijo contendo 0,1%) e 6 (0,2% de extrato) diferiram estatisticamente
(p<0,05) do queijo controle, sendo que o tratamento 2 apresentou contagem superior
quando comparado aos tratamentos 5 e 6 e menores em relacdo a formulacédo de
queijo Prato tradicional (Tratamento 1).

No 15° dia de armazenamento, 0 queijo contendo cultura adjunta (Tratamento 2),
cultura adjunta e 0,1% de extrato (Tratamento 3) e cultura adjunta e 0,2% de extrato
(Tratamento 4) apresentaram contagem de bactérias lacticas estatisticamente superior
a formulagdo controle e aos demais tratamentos. No entanto, apdés o 7° dia de
armazenamento nos queijos acrescidos de 0,1 % de extrato (Tratamento 5) e 0,2 % de
extrato (Tratamento 6) constatou-se contagens de bactérias lacticas significativamente
inferiores aos demais tratamentos. Porém, nos tratamentos 2, 3 e 4 nao diferiram
estatisticamente do tratamento 1 e esse comportamento manteve-se ate o final do
periodo de armazenamento.

Verifica-se na Tabela 11 e Figura 21 que a adicdo do extrato de erva-mate no
queijo Prato pode ter dificultado o crescimento das bactérias lacticas durante a
maturacdo, pois nos tratamentos 5 (0,1 % de exirato) e 6 (0,2% de extrato)
apresentavam numero maior de colénias de bactérias lacticas no primeiro dia de
armazenamento, quando comparados ao tratamento 1, sendo esta diferenca
significativa (p<0,05). Apds esse periodo a contagem de bactérias lacticas nos

tratamentos 5 e 6 foram inferiores aos demais tratamentos.

Para afirmar, que o exirato de erva-mate tenha atuado como um agente
antimicrobiano, no presente estudo, seriam necessarios maiores estudos dessas
propriedades. Além disso, outros fatores podem ter promovido esta redu¢cao no nimero
de bactérias lacticas. Cabe ressaltar, que os referidos tratamentos apresentaram menor
conteudo de umidade a partir do 7° dia de armazenamento, fato que possivelmente,
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também tenha influenciado no crescimento de bactérias lacticas, ja que o teor de
umidade é essencial para o seu desenvolvimento.

Nos ultimos anos, a atividade antimicrobiana in vitro do extrato de erva-mate tem
sido relatada, sendo que esta atividade deve-se a um grupo de compostos que incluem
alcaldides, substancias fendlicas e polifendis, flavonas, taninos e cumarinas
(GONCALVES et al., 2005). O mecanismo da atividade antimicrobiana é complexo,
podendo ser devido ao efeito sinérgico entre flavondides, hidroxiacidos e
sesquiterpenos (MARCUCCI, 1995). Varios autores citam a adicdo de compostos
fendlicos em alimentos com a finalidade de atuarem como agentes antioxidantes e/ou
antimicrobianos (ATROSHI et al., 2003) porém a natureza lipofilica dos fendis pode
reduzir suas propriedades antimicrobianas (BARANOWSKI e NAGEL, 1984).

Os tratamentos 3 e 4 que foram adicionados de culturas mesdéfilas e extrato de
erva-mate nao apresentaram diferenca significativa na contagem de bactérias lacticas
quando comparadas ao tratamento 1 (controle) demonstrando assim que nao ocorreu
acao do efeito antimicrobiano da erva-mate frente a culturas meséfilas empregadas,
uma vez que a erva-mate apresenta esse efeito (GONCALVES et. al., 2005; HECK et
al., 2007; EFING, 2008), demonstrando que essas concentracdes podem ser
empregadas sem causar prejuizos ao produto elaborado.

VALDUGA et al., (2008), observaram em iogurte natural contendo 0,1 % de
extrato de erva-mate maior nimero de col6nias de bactérias lacticas, do que no iogurte
natural sem extrato, sendo significativa a diferenca durante os 45 dias de

armazenamento.
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Figura 21 - Grafico de dispersao para os valores de UFC/ g de culturas lacticas aos 1, 7,
15, 30, 45 e 60 dias de armazenamento a 15°C e UR 85%.

Apéds o 30° dia de armazenamento nos tratamentos ocorreu pequenas variagoes,
porém nao significativas na contagem de bactérias lacticas em todos os ensaios.

A presenca das bactérias lacticas pode ter sua origem no leite destinado a
producdo do queijo ou pela adicdo de cultura lactica durante o processamento do
produto. O seu crescimento ocasiona o aumento da acidez pelo fato de fermentarem a
lactose e formarem &cido lactico. As bactérias lacticas sdo responsaveis pelas
transformacdes bioquimicas de lipidios e proteinas em diferentes compostos
desenvolvendo flavor, caracterizando o produto final quanto ao sabor, aroma e textura
(ESKIN, 1990; PERRY, 2004).

4.3.2 Culturas adjuntas

A Tabela 12 apresenta a média e desvio padrdo em resposta ao numero de
colénias das culturas mesofilas (Lactococcus Lactis ssp. Lactis e cremoris) (log UFC/g)
para o queijo Prato, no 19, 72 152, 30° 45° e 60° dias de armazenamento a 15 °C e
85% UR.
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Tabela 12 — Contagem de culturas adjuntas para as formulagdes do queijo Prato para o
12,72 159 30° 45°e 60°dias de armazenamento a 15 °C.

Tratamento Culturas adjuntas (log UFC/g)
1°dia 7°dia 15°dia 30°dia 45°dia 60°dia
1(controle) 4,57  557°%  559°  372°C  341°C 247

(+0,38) (0,04) (x0,53) (0,26) (x0,08) (20,24)

o(Cultura adjunta) ~ 7-86%  9,13%* 946 7,00  591*°  520%
(+0,48) (£0,05) (+0,09) (+0,04) (£0,27) (0,15)

3(Cultura/0,1%  ;g3a8 g 4g2h g 4o  5gg 5g7P 5 (OE
extrato) (10,09) (+0.25) (£0.22) (#0,03) (+0.11) (0,07)

4(CU|’[UI’a / 0,2% 8,25aB 8’95abA 9’26aA 7’093C 6,00aD 4’953E
extrato) (x0,22) (x0,24) (x0,12) (%0,17) (x0,29) (%0,08)

5 (0,1 % de extrato) 4.43% 547  539°%  343°C 293P 2 05F
(£0,05) (+0,16) (+0,09) (+0,16) (£0,13) (0,16)

6(0.2%deextrato) 4 y708 540 540" 332 301 2.06%

(£0,05) (£0,18) (£0,08) (0,02) (£0,04) (0,02)

*média + desvio padréo seguida de letras iguais minGsculas/mailsculas nas colunas/linhas nao diferem
estatisticamente & nivel de 5% (Teste de Tukey).

Verifica-se pela Tabela 12 e Figura 22 que houve um acréscimo na contagem de
culturas adjuntas do 1° ao 15° dia de armazenamento com excecao dos tratamentos 5
e, porém nenhum dos tratamentos apresentaram diferenca significativa (p< 0,05)em
relacdo ao 7°dia de armazenamento. Apds esse periodo houve reducao significativa no
namero de colbnias de culturas adjuntas, com excecdo do tratamento 1 que diferiu
apenas aos 60 dias de maturacao.

A contagem inicial de culturas lacteas adicionadas em queijo prato varia entre
10® a 10° UFC/g (VARNAM e SUTHERLAND, 1995; FURTADO, 2002). No presente
trabalho os valores iniciais no niumero de culturas adjuntas os tratamentos 2, 3 e 4
apresentaram valores semelhantes (~10® UFC/g) ao encontrados pelos referidos

autores.



70

10
g 8
2 5 6
T 4
T
g 0 T T T T T T T 1
(0] 10 20 30 40 50 60 70
Periodo (dias)
—e— 1-Controle —m— 2-Cultura adjunta
A 3-Cultura adjunta/ 0,1% de extrato A 4-Cultura adjunta/0,2% de extrato
—— 5-0,1% de extrato —e— 6-0,2% de extrato

Figura 22 - Grafico de dispersao para os valores de UFC/g de culturas adjuntas
aos 1,7, 15, 30, 45 e 60 dias de armazenamento a 15°C e UR 85%.

Durante todo o periodo de armazenamento os tratamentos 2, 3 e 4 apresentaram
os maiores valores de log UFC/g de culturas adjuntas apresentando diferenca
significativa (p<0,05) em relagdo ao tratamento 1(controle) comportamento esse
esperado pela adicdo das culturas adjuntas nos respectivos tratamentos. No entanto os
tratamentos 5 e 6 apresentaram valores significativamente inferiores quando
comparados aos demais estatisticamente tratamentos durante a evolugdo da
maturacao.

Os tratamentos 3 (cultura e 0,1% de extrato) e 4 (cultura e 0,2% de extrato) nao
apresentaram diferenca significativa na contagem de culturas adjuntas quando
comparadas ao tratamento 2, demonstrando assim que o extrato de erva-mate néo
apresentou atividade antimicrobiana frente a estes micro-organismos.

Apébs a pasteurizacao o leite ndo possui uma microbiota dominante, assim na
elaboracdo de certos queijos procede-se a adicdo dessas culturas laticas, as quais
fermentam a lactose, formando acido lactico, diminuindo o pH e beneficiando a acéo da
renina (ESKIN, 1990). Além disso a reducdo do valor de pH também contribui para a
seguranca do produto, uma vez que inibe o crescimento de micro-organismos
indesejaveis. As bactérias acido-laticas constituintes do fermento sado mais
acidotolerantes do que os micro-organismos contaminantes (FOX et al., 1990).
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A Tabela 13 apresenta os resultados dos atributos sensoriais (aceitacao geral,

sabor e textura) dos queijos tipo Prato, no 30 ¢, 45° e 60° dias de armazenamento a 15

°C e 85 % UR.

Tabela 13 — Atributos sensoriais de aceitagdo geral, sabor e textura do queijo Prato
para 0 30 ¢, 45° e 60°dias de armazenamento a 15 °C e 85% UR.

Atributos
Ensaio* Aceitacao Sabor Textura
30 dias 45dias 60dias 30dias 45dias 60dias 30dias 45dias 60 dias
1 7,30%%  747® 773" 7,03°* 733" 747 747 703" 7,23
(£1,44)  (+0,87) (+0,78) (#1,58) (+0,84) (#1,15) (¥2,07) (#1,16)  (+1,25)
2 6,63°° 713" 707" 647°° 6,70 647°° 627" 620" 6,53
(#1,33)  (+1,04)  (+0,98) (#1,41) (¥1,51) (#1,48) (+1,68) (#1,83)  (+1,38)
3 6,71 bcB 6,79abAB 7’23abCA 6,67bCB 6’07bcC 7’1 OabA 6,1 OcB 6,1 OabB 6,80aA
(#1,19)  (+1,09)  (*0,90) (#1,45) (¥1,34) (#1,12) (¥1,65) (#1,50)  (+1,47)
4 6,43 623" 640" 587" 543% 577" 577% 573" 563"
(£1,41)  (+1,04)  (+1,28) (£1,94) (+1,48) (#1,71) (+1,89) (+1,60)  (+1,54)
5 733" 727*" 653" 720" 690" 663" 723" 680° 650
(#0,99)  (£1,08)  (¥1,07) (#1,13) (¥1,52) (#1,52) (¥1,14) (#1,35)  (+1,25)
6 7,10 733" 663*°® 7,70 680 7,70 753" 680 660"
(#1,63)  (+1,08)  (+1,77) (#1,34) (+1,35) (#1,36) (+1,04) (+1,34)  (+1,73)

**média + desvio padrdo seguida de letras iguais minGsculas/mailsculas nas colunas/linhas nao diferem
estatisticamente & nivel de 5% (Teste de Tukey).

*(1) Queijo prato sem adicdo de culturas mesofila e extrato; (2) queijo prato com culturas mesofilas; (3)
queijo prato acrescido de culturas mesodfilas e 0,1% extrato; (4) queijo prato acrescido de culturas
mesdéfilas e 0,2% extrato; (5) queijo prato acrescido 0,1% extrato; (6) queijo prato acrescido de 0,2%
extrato.

Verifica-se pela Tabela13 que para o atributo aceitacdo geral o tratamento 4
(cultura adjunta/ 0,2 % extrato) foi o Unico que apresentou diferenca significativa
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(p<0,05) quando comparado ao tratamento 1 (controle), sendo que 0 mesmo
apresentou a menor média de pontuagcdo (6,23 a 6,43) aos 30, 45 e 60 dias,
correspondendo na escala hedbnica ao gostei ligeiramente.

O tratamento 5 aos 30 e 45 dias de maturacao (Figura 23 a e b) sobressaiu-se
aos demais tratamentos, com aceitacdo geral no histograma de frequéncia de 81,44 e
80,77 %, correspondendo na escala de pontuacao ao gostei muito, respectivamente. Ja
nos 60 dias (Figura 23 c) o tratamento 1 (controle) e tratamento 3 (cultura adjunta e
0,1% extrato) apresentaram com a maior aceitacao geral no histograma de freqiiéncia
de 85,89 e 80,33%, correspondendo na escala de pontuacdo ao gostei muito,
respectivamente.

Em relacado a aceitabilidade aos 30 e 45 dias de maturacao, os tratamentos 5 e 6
apresentaram comportamento semelhante ao tratamento 1 (controle), com indices de
aceitacao de 79 a 81 %, respectivamente. Contudo, nos respectivos tratamentos aos 60

dias a aceitagdo geral apresentou um decréscimo (Tabela 13).
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Figura 23 — Histograma de frequéncia para Aceitacao geral aos 30 (a), 45 (b) e 60 dias

(c), respectivamente (9 - gostei muitissimo, 8 - gostei muito, 7 - gostei moderadamente,
6 - gostei ligeiramente, 5 - nem gostei / nem desgostei, 4 - desgostei ligeiramente, 3 -

desgostei moderadamente, 2 - desgostei muito, 1 - desgostei muitissimo).
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Os valores médios obtidos para o atributo sabor (Tabela 13) mostram que para
os tratamentos 1, 5 e 6 aos 30° dia de armazenamento, apresentaram como
caracteristica "gostei moderadamente”. Apenas o tratamento 4 apresentou diferenca
significativa (p<0,05) quando comparado ao tratamento 1(controle), mantendo este
comportamento na evolucdo da maturacao (45 e 60 dias), sendo que 0 mesmo obteve
médias de 5 que correspondem na escala hedbnica ao nao gostei/nem desgostei. No
45° dia houve um decréscimo nos valores médios, com exce¢ao nos tratamentos 1 e 2.
O decréscimo deve-se ao fato de que, a maioria dos provadores detectaram sabor
residual amargo, pronunciado aos 45 dias de maturacao. Um dos fatores, que podem
ter influenciado nessa reducédo, é que os referidos tratamentos continham extrato de
erva-mate, o qual pode ter influenciado no quesito sabor. Fato, possivelmente
associado a composicao em polifendis e flavonéides da erva-mate, os quais conferiram
gosto adstringente e/ou amargo ao produto. Outro fator que pode ter influenciado nessa
reducéo é que o sabor amargo também pode estar relacionado com o aparecimento de
peptideos menores, que sao formados pela acao das enzimas proteinases do coalho e
de algumas bactérias lacticas sobre peptideos maiores (SOUZA et al., 2001).

SPADOQOTI et al. (2005) avaliaram sensorialmente queijo tipo Prato obtido por
modificacdes do processo tradicional de fabricagdo do queijo com o uso de leite
concentrado por ultrafiltracdo e pré-fermentacao de 10 % do mesmo, e observaram a
presenca de um leve gosto amargo nas formulacées dos queijos com 45 dias de
estocagem a temperatura de 7 £ 1 °C, prejudicando seu sabor.

Porém, aos 60° dia nos tratamentos 3, 4 e 6 ocorreu um aumento nas medias em
relacdo ao sabor. O tratamento 4, mesmo apresentando um aumento nas médias do
atributo sabor, manteve a classificacdo da escala hedbnica “ndo gostei/nem desgostei.
No entanto, os tratamentos 3 e 6 classificaram-se como “gostei moderadamente”.

Em estudo com queijo Cheddar, LAW et al. (1993) observaram o aumento da
protedlise ao longo do armazenamento atribuido a presenca da cultura starter de L.
lactis. Os autores consideraram que as enzimas proteinases do starter presente,
juntamente com o coalho, possivelmente seriam os responsaveis pelo aumento dos

peptideos no queijo. Desta forma, o substrato para a acdo das enzimas peptidases da
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bactéria starter torna-se mais abundante, facilitando a producéo de peptideos menores
e aminodcidos que contribuem para o flavor dos queijos.

MENENDEZ et al. (2000) também obtiveram a melhoria das caracteristicas
sensoriais de queijos Arzua-Ulloa, através da reducdo do sabor amargo em relagédo ao
queijo controle. Os autores utilizaram, individualmente, cinco cepas diferentes de
Lactobacillus: Lactobacillus casei ssp. casei, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
casei ssp. pseudoplantarum (duas cepas) e Lactobacillus casei (cepa comercial) —
conjuntamente a cultura starter composta de Lactococcus lactis ssp. lactis e
Lactococcus lactis ssp. lactis var. diacetylactis.

A textura pode ser definida como caracteristica atribuida aos alimentos como
resultado da combinagao das propriedades fisicas e quimicas, € que sdo percebidas
pelo sentido do tato, visdo e audicdo, sendo considerado um fator de extrema
importante na qualidade de muitos produtos lacteos (CHUNG e MEULLENET, 2001).

Em relacéo a textura (Tabela 13) no 30 dia de maturacao dos tratamentos 1,5 e 6
apresentaram as maiores pontuacées (7,17 a 7,51) nao diferindo estatisticamente (p<
0,05), sendo como classificacdo pela escala hedbnica ao “gostei moderadamente”. No
entanto, os tratamentos 3 e 4 apresentaram as menores médias, diferindo
estatisticamente (p<0,05) do tratamento 1 (controle) e classificaram-se como “gostei
ligeiramente” e “ndo gostei/ nem desgostei”, respectivamente.

Em relacdo ao 45° e 60° dia de maturacdo, somente o tratamento 4 (cultura e
0,2% de extrato) diferiu estatisticamente do tratamento 1, sendo atribuido as menores
pontuacdes pelos provadores.

A protedlise que ocorre durante o armazenamento dos queijos é a responsavel
direta pelas modificagcbes de textura dos queijos, devido a quebra na sua matriz
protéica, que contribui significativamente no desenvolvimento do sabor (FOX et al.,
2000; BURITI et al., 2005) este comportamento reflete o desenvolvimento esperado da
maturacao dos queijos.

Segundo LAWRENCE et al. (1987) o desenvolvimento da textura em queijos esta
diretamente relacionada com o pH e a relacdo entre as a-caseinas intactas e a
umidade. Os autores relataram uma boa correlacéo entre a firmeza de um queijo e da

quantidade de a-caseina presente.
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A hidrélise da caseina pelo coalho residual retido na massa e pela plasmina
promove a mudancga da textura na matriz protéica, proporcionando o amaciamento do
queijo. Os produtos desta hidrélise sdo grandes e pequenos peptideos e aminoacidos,
precursores dos compostos que contribuirdo para o sabor do produto (FOX et al.,
2000).

Os principais defeitos na textura incluem aumento da firmeza, dureza e
elasticidade. A textura €& considerada uma caracteristica importante usada
principalmente para diferenciar e classificar as variedades de queijos e € considerada
pelos consumidores como uma referéncia na qualidade e preferéncia global (BANKS,
2004; KEALY, 2006).
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5 CONCLUSOES E SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

5.1 Conclusoes

¢ O percentual antioxidante aumenta proporcionalmente a concentracao de extrato
adicionado atingindo 99,17 % de atividade antioxidante para a concentragao 750 pug/mL.

e A correlacdo entre a atividade antioxidante (%) e a concentracdo de extrato
utilizado forneceu um ICsy de 234,48 pg/mL. Esta atividade antioxidante pode ser
considerada boa, apresentando a mesma ordem de grandeza de atividade de extratos
de diversas outras espécies.

¢ As formulagdes de queijo Prato apresentaram valores de rendimento dentro da
faixa considerada aceitavel para este tipo de queijo.

e Com relacao a cor objetiva o queijo Prato com adi¢ao de 0,1 e 0,2 % de extrato
de erva-mate, quando comparados com as formulacdes que néo receberam a adicao
de extrato, apds o 1°dia de armazenamento foram constatados valores superiores para
a cromaticidade a* e b*, enquanto que menores para o L*. Fato atribuido
principalmente, pela adicdo do corante de urucum o qual sofreu sinergismo com o
extrato de erva-mate.

Os queijos - Tipo Prato foram classificados como queijos de alta umidade (49 a 53 %),

¢ O pH do 1 ¢ para o 30 ¢ dia de armazenamento reduziu seus valores em todos
tratamentos. Ja no 60 ¢ dia de armazenamento ocorreu aumento do pH indicando a
ocorréncia de protedlise pela acdo das enzimas presentes, favorecendo o
desenvolvimento das culturas adjuntas adicionadas.

e Os queijos adicionados de culturas adjuntas e extrato de erva-mate
apresentaram pH médio de 5,15 ap6s 60 dias de maturacdo a 15°C estando este valor
abaixo do pH considerado tipico para este tipo de queijo. Este fato deve-se a adicao
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das culturas adjuntas (Lactococcus lactis ssp. lactis e cremoris) e também pode ser
atribuido a adicao de extrato de erva-mate que apresentou pH em torno de 5.5.

e A adicdo do extrato de erva-mate no queijo Prato pode ter dificultado o
crescimento das bactérias lacticas durante a maturacao, pois nos tratamentos 5 (0,1 %
de extrato) e 6 (0,2 % de extrato) apresentavam numero maior de colénias de bactérias
lacticas no primeiro dia de armazenamento, quando comparados ao tratamento 1,
sendo esta diferenca significativa (p<0,05). Apds esse periodo a contagem de bactérias
lacticas nos tratamentos 5 e 6 foram inferiores aos demais tratamentos.

e Os tratamentos 3 (cultura e 0,1% de extrato) e 4 (cultura e 0,2% de extrato) nao
apresentaram diferenca significativa na contagem de culturas adjuntas quando
comparadas ao tratamento 2 (cultura adjunta mista), demonstrando assim que o extrato
de erva-mate ndo apresentou atividade antimicrobiana frente a estes microrganismos.

e Durante o armazenamento todas as formulagbes apresentaram diferenga
significativa (p<0,05) nos teores de TBARS quando comparadas ao tratamento controle
(sem adicao de extrato e sem adicdo de culturas adjuntas), comprovando a acao
antioxidante da presenca do extrato da erva mate no produto.

e A presenga de extrato de erva mate influenciou significativamente na oxidagao
de proteinas (p < 0,05). Na concentracdo de 0,2 % de extrato ocorreu redugdo da
concentracdo de carbonil, indicando assim que nesta concentracdo o extrato pode ter
exercido acao antioxidante frente a oxidagéo de proteinas.

e Para o atributo aceitacdo geral o tratamento 5 aos 30 e 45 dias de maturacéao
sobressaiu-se aos demais tratamentos apresentando aceitacao geral no histograma de
frequéncia de 81,44 e 80,77%, correspondendo na escala de pontuacdo ao gostei
muito, respectivamente.

e Em relagdo ao atributo sabor no 45° dia houve um decréscimo nos valores
médios em todos os tratamentos com excecdo dos tratamentos que nao continham
extrato de erva-mate na sua formulagcao (Tratamento 1 e 2). O decréscimo deve-se ao

fato de que a maioria dos provadores detectaram sabor residual amargo pronunciado
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aos 45 dias de maturacdo. Um dos fatores que podem ter influenciado nessa reducgao é
que os referidos tratamentos continham extrato de erva-mate o qual pode ter
influenciado no quesito sabor.

eEm relagdo a textura, observou-se que no 30° dia de armazenamento, 0s
tratamentos 5 (0,1% extrato) e 6 (0,2% extrato) apresentaram as maiores pontuacdes
(7,17 a 7,51) nao diferindo estatisticamente (p< 0,05) sendo como classificacdo pela

escala hedbnica ao “gostei moderadamente”.

5.2 Sugestoes para trabalhos futuros

e Realizar ensaios in vivo do extrato de erva-mate para avaliar os efeitos do

consumo do queijo prato com adicdo de extrato de erva-mate e culturas adjuntas;

e Obter o extrato de erva-mate por liofilizacdo para evitar possiveis alteracées na

composicao quimica;

e Formulagdes de queijo prato sem adicao de corante e com adicdo de extrato de

erva-mate;

e Avaliar a influencia da adicdo de extrato de erva-mate e caracteristicas de

protedlise do queijo;

e Treinamento dos provadores para analise sensorial.
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Figura 2 — Curva de calibragdo da atividade antioxidante do extrato de erva-mate.



