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RESUMO

Alimentos funcionais, além de proporcionarem nutri¢do béasica, resultam em beneficios a satde. O
desenvolvimento de novos produtos lacteos € uma extensa e complexa cadeia de valor do
agronegacio brasileiro. Dentre 0s nichos de novos produtos que apresentam sucesso com a adi¢ao
de compostos bioativos, como o exemplo de compostos antioxidantes e cepas de bactérias laticas
esta o queijo caprino, que tem sido mais valorizado por ser um produto lacteo que possui um bom
potencial para carrear microrganismos probi6ticos ao intestino humano. Este trabalho objetivou
avaliar a atividade coagulante do extrato aquoso de sementes de girassol (Helianthus annuus),
a producdo de queijos com a utilizacdo do extrato e adigdo de cepa nativa com potencial
probidtico Limosilactobacillus mucosae CNPC 007 da colecdo de bactérias laticas da
EMBRAPA, assim como, determinar a composi¢do e o potencial antioxidante dos queijos
produzidos. Com base nos ensaios de producgéo do extrato e de seu uso para a coagulacdo do
leite, foi escolhida a proporcdo de semente de 120 g/150 mL de solucdo salina para a
fabricacdo do coagulante vegetal empregado na fabricacdo dos queijos na proporgdo de 40
mL/L, na auséncia (T1) e presenca (T2) de L. mucosae. Os queijos T1 e T2, analisados no
primeiro dia de estocagem, apresentaram, respectivamente, rendimento de 1,02 e 0,948 kg/10
L de leite, pH de 6,06 e 6,19, acidez titulavel de 0,545 e 0,746 g de acido latico/100 mL,
umidade de 45,71% e 45,89%, gordura na amostra Umida de 25,02% e 29,56% e gordura no
extrato seco (GES) de 46,01% e 54,63%, sendo classificados como de média umidade ou de
massa semidura e gordo. A viabilidade de L. mucosae no queijo T2 foi de 8,75 log UFC/qg,
sendo superior a populagdo probidtica de 6 a 7 log UFC/100 g, normalmente recomendada
para se obter efeito benéfico. O sequestro de radicais DPPH em porcentagem observado para
T1 e T2 foi maior para o volume de 0,2 mL de extrato de queijo, alcancando 33,44% (%5,60)
e 13,92% (+4,09), respectivamente. O queijo T1 apresentou maior sequestro de radicais
DPPH; porém, o teor de fendlicos totais para T1 (106,37+9,99 mg EAG/100 g) foi menor que
em T2 (235,21+£27,30 mg EAG/100 g). O queijo controle apresentou metade do EC50
observado para o queijo com L. mucosae (5,04+0,59 e 12,41+4,54 g de queijo/L de solucéo de
DPPH). O resultado de capacidade antioxidante total para o queijo controle também foi
melhor (apenas 267,77+32,01 g de amostra para a captura de 1 g de DPPH), sendo metade do
requerido para o queijo probidtico (508,80+189,55 g queijo para a captura de 1g de DPPH).

Palavras-Chave: Alimento funcional. Antioxidantes. Probidticos. Queijo de cabra.



ABSTRACT

Functional foods, besides to provide basic nutrition, they result in additional benefits to
health. The development of new dairy products is an extensive and complex Brazilian
agribusiness value chain. Among the niches of new products that are successful with the
addition of bioactive compounds, such as antioxidant compounds and lactic acid bacteria
strains, is goat cheese, which has been increasingly valued for being a dairy product that has
good potential for carry probiotic microorganisms in the human gut. This study aimed to
evaluate the clotting activity of the sunflower seeds (Helianthus annuus) aqueous extract, the
production of cheese using this extract and the addition of the Limosilactobacillus mucosae
CNPC 007 autochthonous strain with probiotic potential, belonging to the lactic acid bacteria
collection of EMBRAPA, and to determine the composition and antioxidant potential of the
produced cheeses. Based on the extract production tests and its use for the milk clotting, the
seed proportion of 120 g/150 mL saline solution was chosen for the manufacture of the plant
rennet used for cheesemaking in the proportion of 40 mL/L milk, in the absence (T1) and
presence (T2) of L. mucosae. T1 and T2 cheeses were analysed on the first day of storage,
showing, respectively, yield of 1.02 and 0.948 kg/10 L milk, pH of 6.06 and 6.19, titratable
acidity of 0.545 and 0.746 g lactic acid/100 mL, moisture of 45.71% and 45.89%, fat in the
wet sample of 25.02% and 29.56% and fat in the dry extract (GES) of 46.01% and 54.63%,
being classified as medium moisture or semi-hard and full fat. The viability of L. mucosae in
T2 cheeses was 8.75 log CFU/g, with a probiotic population greater than 6 to 7 log CFU/100
g in the product, which is normally recommended to obtain a beneficial effect. The percentage
of DPPH sequestration observed for T1 and T2 were higher for the volume of 0.2 mL of
cheese extract used, reaching 33.44% (+5.60) and 13.92% (+4.09), respectively. Although T1
cheese had higher DPPH radical scavenging, the total phenolic content for T1 (106.37+£9.99
mg EAG/100 g) was lower than for T2 (235.21+27.30 mg EAG/100 g) g). Furthermore, the
control cheese had an EC50 of 5.04+0.59 g of cheese/L of DPPH solution, half of what was
observed for cheese with L. mucosae, with an EC50 of 12.41+4.54 g of cheese/ L of DPPH
solution. For the total antioxidant capacity, the results obtained for the control cheese were
also better, requiring only 267.77+32.01 g of sample to capture 1 g of DPPH, half the value
required for the probiotic cheese, with 508, 80+189.55 g cheese to capture 1g of DPPH.

Keywords: Functional food. Antioxidants. Probiotics. Goat cheese.
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1 INTRODUCAO

Alimentos funcionais sdo caracterizados como qualquer substancia ou ingrediente de um
alimento que desempenhem, além das suas fung¢fes nutricionais bésicas quando consumidos
como parte da dieta usual, efeitos metabolicos e/ou fisiologicos e/ou beneficios a salde, através
da diminuicdo dos riscos de algumas doencas cronicas. Podem incluir: fibras alimentares,
oligossacarideos, proteinas modificadas, peptideos, carboidratos, antioxidantes, minerais e
outras substancias naturais e microrganismos (HENRIQUE et al., 2018; VIDAL et al., 2012).

O uso desses alimentos como veiculo de promocdo do bem-estar e salde, tem
incentivado as pesquisas de novos componentes naturais e o desenvolvimento de novos
ingredientes, possibilitando a inovacdo em produtos alimenticios. Especificamente na area de
laticinios, a producdo de derivados como iogurtes, bebidas lacteas, leites fermentados e
queijos, vem se destacando. Além de terem uma boa aceitagdo do publico, sdo veiculos em
potencial para produtos probiéticos (DAMACENO, 2018; SANTQOS, 2021).

O termo probidtico é usado apenas em produtos que entregam microrganismos Vivos
com uma contagem viavel adequada, conferindo beneficios e bem-estar a satude do hospedeiro
(HILL et al., 2014). Os microrganismos mais frequentemente utilizados como probioticos
pertencem ao grupo das bactérias acido lacticas, destacando-se, entre elas, o género
Lactobacillus spp, e seus géneros derivados apos reclassificacdo (ZHENG et al., 2020), sendo
de particular interesse por seu longo historico de utilizacdo em alimentos fermentados e
queijos (SILVA, 2011).

O leite de cabra possui alto valor nutritivo e qualidade dietética, além de uma
composic¢do quimica constituida de proteinas de alto valor bioldgico, acidos graxos essenciais,
acucares, vitaminas e sais minerais. A producdo de queijo de leite de cabra no nordeste
brasileiro é uma forma rentavel de utilizacdo do leite caprino, sendo o queijo de coalho um
alimento tipico produzido em varios estados daquela regido. E um produto de grande valor
comercial, devido, principalmente a simplicidade da tecnologia de fabricacdo e ao elevado
rendimento do processo (SANTOS et al., 2011; QUEIROGA et al., 2013; SILVA et al., 2012).

E um produto lacteo que tem um bom potencial para carrear microrganismos
probidticos ao intestino humano, devido as suas caracteristicas fisicas e quimicas, em
comparacao com leites fermentados (maior valor de pH e menor acidez titulavel, maior teor
de gordura, maior disponibilidade de nutrientes, menor teor de oxigénio e textura da matriz
mais densa) (FERNANDES GARCIA, 2011; KARIMI; MORTAZAVIAN; CRUZ, 2011).
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O queijo caprino por possuir odor e sabor caracteristico faz com que seu consumo seja
baixo, portanto é interessante a utilizacdo de condimentos como uma alternativa para
melhorar a aceitacdo do produto, principalmente para aqueles que nao estdo acostumados com
os derivados do leite de cabra. A condimentacdo do queijo, assim como a maturacdo e
defumacdo é uma diferenciacdo do produto contribuindo com a melhoria das caracteristicas
sensoriais (como sabor, aroma e cor), aléem da adicdo de propriedades especificas dos
condimentos, agregando maior valor nutricional e acao antimicrobiana (ALENCAR, 2016).

A coagulacdo de leite é a clivagem ou desnaturacdo das proteinas que resulta na
separacdo de uma fase sélida (coagulo ou coalhada) e uma fase liquida (soro). Esse processo
pode ser promovido pela acidificacdo do meio ou pela acdo de proteases com atividade
caseinolitica, tais como tripsina e quimosina. Varios estudos tém avaliado preparacdes contendo
proteases obtidas de diversos tecidos de plantas como potenciais agentes coagulantes a serem
utilizados na manufatura de queijos (AHMED et al., 2009; CARVALHO, 2013).

Apesar de apresentarem-se como alternativa viavel na fabricacdo de queijos com
sabores diferenciados, proteases coagulantes de origem vegetal tém sido pouco utilizadas
industrialmente (PEREIRA et al., 2010). Estudos realizados por pesquisador da Embrapa
Caprinos e Ovinos e colaborador do presente grupo de pesquisa, utilizando extratos de sementes
de girassol (Helianthus annuus), mostraram que através de testes bioquimicos estes extratos
hidrolisam a « caseina, apresentando potencial para fabricacao de queijos (EGITO et al., 2007).

Em sua composicdo, o girassol apresenta em torno de agua, de proteina, de 6leos, de
carboidratos e de residuo mineral. As sementes sdo uma boa fonte de antioxidantes devido aos
compostos presentes, como: flavonoides, acidos fenolicos, oligoelementos e vitaminas.
Portanto, esta espécie vegetal, além de fonte de proteases, poderd vir a contribuir com o
potencial antioxidante do queijo, seja pelo fornecimento de compostos fendlicos vegetais a
esse alimento ou pela liberacdo de peptideos bioativos no processo de hidrolise das proteinas
laticas (GUO et al., 2017; PASKO et al., 2009).

Nesse aspecto, a fabrica¢do de queijos de leite de cabra com coagulantes vegetais, em
especial, com sementes de girassol pode ser realizada, visto que é uma alternativa viavel.
Sendo uma tecnologia promissora, principalmente em escala artesanal, onde o agricultor
poderia cultivar as sementes e preparar seu proprio coalho. E assim, garantir um alimento

funcional com diversas propriedades (PEREIRA et al., 2010).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Estudar a atividade coagulante do extrato aquoso de sementes de girassol (Helianthus

annuus) e a producgéo de queijos com a utilizacdo do extrato e adicdo de cepa nativa com

potencial probidtico Limosilactobacillus mucosae CNPC 007 pertencente a colecdo de

bactérias laticas da EMBRAPA, assim como, determinar o potencial antioxidante para o

primeiro dia de armazenamento de queijos produzidos.

2.2 Objetivos especificos

Foram objetivos especificos do presente trabalho:

a)
b)
c)
d)
e)
f)

9)

h)

obtencéo do coagulante vegetal;

avaliar o desempenho do coagulante vegetal em leite de cabra;

avaliar o rendimento do queijo resultante;

verificar as caracteristicas fisico-quimicas e microbiologicas do queijo obtido;
determinar o teor de compostos fendlicos totais dos queijos obtidos;

determinar a capacidade antioxidante total dos queijos através do sequestro de
radicais 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH);

avaliar a influéncia do primeiro dia de armazenamento sobre a concentracdo de
fendlicos totais e a capacidade antioxidante dos queijos;

verificar a influéncia de uma cultura nativa potencialmente probidtica de
Limosilactobacillus mucosae sobre os parametros de atividade antioxidante dos

queijos.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Caprinocultura leiteira

A criacdo de cabras leiteiras esta ligada ao sustento de pequenos produtores rurais.
Entretanto, o leite produzido em paises em desenvolvimento, em sua maior parte, é utilizado
para consumo proximo aos locais de producdo, ndo sendo os paises com maiores rebanhos 0s
que mais se destacam na industria e comércio de laticinios de cabra (SILVA, 2014).

O mercado de leite de cabra no Brasil apresentou um crescimento significativo nos
Gltimos anos, devido a demanda dos consumidores dos grandes centros urbanos e das compras
governamentais, especialmente na regido Nordeste. Nesse contexto, surgem novas exigéncias
relacionadas a qualidade e a necessidade de se produzir alimentos sem riscos a saude do
consumidor (SOUZA; BENEVIDE; 2014).

Segundo o Ministério da Agricultura, Abastecimento e Defesa Agropecuaria (2000) ha
a Instrugdo Normativa n® 37 que aprova o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de
Leite de Cabra, objetivando a necessidade de instituir medidas que normatizam a
industrializacdo de produtos de origem animal, garantindo condi¢cdes aos produtores e
assegurar a qualidade na producdo, processamento e comercializagéo.

A regido Nordeste, onde se concentra a principal bacia de leite de cabra do pais, tém
sua producdo destinada basicamente para comercializacdo do leite in natura. Dentre as varias
alternativas de geracdo de renda para a agricultura familiar nesta regido, a caprinocultura
leiteira configura-se como um grande trunfo, principalmente face as caracteristicas
ambientais, sociais e culturais das familias rurais da regido (SILVA et al., 2009; SOUZA,
BENEVIDE; 2014).

Cardoso et al., (2010), consideram que para o amplo desenvolvimento da
caprinocultura leiteira na regido, se faz necessaria a insercdo, aos sistemas de producéo, de
inovagdes tecnoldgicas, pois 0s produtores rurais preocupam-se em Vviabilizar
economicamente sua atividade atraves do aumento de eficiéncia na producdo e

comercializacdo do leite e seus derivados.
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3.2 Leite de cabra

O leite de cabra é utilizado para o consumo domestico em todo o mundo e para a
fabricacdo de diferentes produtos. A caprinocultura tem crescido, principalmente devido ao
elevado valor nutritivo do leite proveniente das cabras, que apresenta propriedades nutricionais
e terapéuticas que o tornam superior ao leite bovino (RIBEIRO; RIBEIRO, 2010).

O leite de cabra apresenta melhor digestibilidade, alcalinidade, teor de proteinas de
alto valor nutritivo, hipoalergenicidade, entre outros, que sdo motivos de consumo por grupos
especiais como alérgicos ao leite de vaca, idosos e criangas. Outro fator marcante esta
relacionado as caracteristicas sensoriais, especialmente o sabor e aroma tipicos, que sao
responsaveis pela aceita¢do ou rejeicdo dos produtos por parte dos consumidores (RIBEIRO;
RIBEIRO, 2010; SILVA, 2015).

Os derivados do leite de cabra sdo produtos de elevado valor agregado e caracteristicas
de sabor e aroma particulares, essas caracteristicas tém influéncia importante nas propriedades
tecnoldgicas na fabricacdo de leites fermentados e queijos (CENACHI et al., 2011;
RODRIGUEZ et al., 2008, VARGAS et al., 2008).

O leite de cabra apresenta um sabor tipico, proporcionado parcialmente pela presenca de
acidos graxos de cadeia curta (caproico, caprilico e céprico). As propriedades sensoriais
relativas ao sabor e odor do leite de cabra dificultam a aceitacdo deste produto e de seus
derivados. Com tal reputacdo fica dificil persuadir alguém a provar o leite caprino e desenvolver
novos produtos derivados dele (CENACHI et al., 2011; RIBEIRO; RIBEIRO, 2010).

Como um produto com pouca ou nenhuma memoria gustativa nos brasileiros e com
caracteristicas sensoriais Unicas e marcantes, o leite de cabra necessita ser muito bem
preparado e apresentado com clara e indubitavel qualidade global para conquistar novos
consumidores e ampliar suas possibilidades de mercado. As propriedades nutricionais e
funcionais do leite de cabra justificam sua singularidade e demonstram que o leite caprino e
seus produtos representam um nicho promissor para diversificar e inovar a industria lactea
(BOMFIM et al., 2013; CENACHI et al., 2011).

3.3 Queijo artesanal

O queijo é um concentrado l&cteo constituido de proteinas, lipidios, carboidratos, sais

minerais, calcio, fosforo e vitaminas A e B. E um dos alimentos mais nutritivos que se
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conhece, possui uma ampla gama de sabores, texturas, formas e variedades. O consumo de
queijo constitui um habito quase universal (SANTOS et al., 2010).

O Ministério da Agricultura do Abastecimento e da Reforma Agraria classifica os
queijos de acordo com os requisitos matéria gorda no extrato seco e contetdo de umidade e
define queijo como:

[...] o produto fresco ou maturado que se obtém por separagdo parcial
do soro do leite ou leite reconstituido (integral, parcial ou totalmente
desnatado), ou de soros lacteos, coagulados pela agéo fisica do coalho,
de enzimas especificas, de bactéria especifica, de acido organicos,
isolados ou combinados, todos de qualidade apta para uso alimentar,
com ou sem agregacdo de substancias alimenticias e/ou especiarias
e/ou condimentos, aditivos especificamente indicados, substancias
aromatizantes e matérias corantes. (BRASIL, 1996).

Quanto ao teor de umidade, as classificacdes sdo: queijo de baixa umidade (geralmente
conhecidos como queijo de massa dura): umidade de até 35,9%; de média umidade (massa
semidura): umidade entre 36,0 e 45,9%; de alta umidade (geralmente conhecido como de massa
branda ou "macios"): umidade entre 46,0 e 54,9%; de muita alta umidade (geralmente
conhecidos como de massa branda ou "mole™): umidade n&o inferior a 55,0%. De acordo com 0
contedo de matéria gorda no extrato seco, classificam-se em: extra gordo ou duplo creme:
quando contenham o minimo de 60%; gordos: quando contenham entre 45,0 e 59,9%; semi
gordo: quando contenham entre 25,0 e 44,9%; magros: quando contenham entre 10,0 e 24,9%);
desnatados: quando contenham menos de 10,0% (BRASIL, 1996).

As técnicas de producdo queijeira podem ser classificadas em dois grandes grupos: a
coagulacdo acida que da origem a produtos frescos prontos a consumir; e a coagulacdo
enzimatica, utilizada no processo de fabrico da maioria dos queijos, aproximadamente 75%,
que implica um periodo de cura que pode variar entre trés semanas a dois anos (DIAS, 2012).
A maturacdo é uma etapa em que 0 queijo é mantido sob determinadas condicGes de
temperatura e umidade relativa controladas, quando ocorrem numerosas modificacGes
microbioldgicas, bioquimicas, fisicas e quimicas. A consisténcia tem sido a caracteristica
sensorial mais utilizada na classificacdo dos queijos, variando de acordo com o teor de
umidade do alimento (FRUTUQOSO, 2014; NETTO, 2011).

A producdo artesanal de queijos, na sua amplitude, é considerada, como uma
estratégia de reproducdo social e econdmica sob a responsabilidade dos agricultores e

familiares. O queijo de leite de cabra é um tipo de queijo muito raro e nutritivo, de textura
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macia e de cor branca, palatavel ao paladar e enriquecido com vitaminas (MENEZES, 2011,
NIEDERLE; WESZ, 2018).

3.4 Queijo como veiculo de microrganismos probioticos

As culturas probidticas tém sido utilizadas no desenvolvimento de produtos
funcionais, nos quais 0s microrganismos probidticos atuam como agentes tecnoldgicos,
melhorando as caracteristicas do produto tradicional, tal como a reducdo da pos-acidificagéo,
e como agentes terapéuticos, promovendo efeitos benéficos nos individuos que os ingerem.
Para isso, 0 microrganismo utilizado deve apresentar comprovacgdo dos efeitos benéficos e se
apresentar em concentracdo suficiente para sua atuacdo durante toda a vida de prateleira do
produto (EL-GARHI et al., 2018; FUJII, 2016; PAULA, 2019).

Dentre os probidticos, as culturas mais comumente utilizadas sdo constituidas por
microrganismos produtores de acido latico, em particular lactobacilos e bifidobactérias, que séo
adicionados a produtos lacteos ou comercializados na forma liofilizada (KOWALESKI, 2018).
Os lactobacilos constituem um importante grupo de bactérias, conhecidas, estando amplamente
difundidas na natureza. Muitas especies tém aplicacdes na industria de alimentos sendo
utilizadas como culturas iniciadoras em leites fermentados, queijos, soro de leite, entre outros
(OLIVEIRA, 2013). Varias espécies que eram incluidas dentro do género Lactobacillus spp.
foram reclassificadas como novos géneros, a exemplo da espécie Lactobacillus mucosae,
reclassificada como Limosilactobacillus mucosae (ZHENG et al., 2020).

Bactérias laticas (BAL) sdo um grupo de microrganismos gram-positivos, catalase
negativos, ndo formadores de esporos e que geralmente crescem sob condi¢Ges microaerdfilas
ou estritamente anaerobicas. Os géneros de BAL mais comumente encontrados em queijos
sdo: Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus, Leuconostoc e Enterococcus (SANTOS,
2017; SOUZA, 2016).

A familia Lactobacillaceae pode ser dividida em trés grupos baseados no produto final
da fermentacdo. Dentres estes grupos, estdo os mesofilicos heterofermentativos facultativos,
que utilizam outras fontes de carbono além de hexoses (SOUZA, 2016), sendo capazes de
produzir acidos organicos, CO,, alcool e H,O,. Este grupo inclui Lacticaseibacillus casei
(anteriormente  Lactobacillus  casei), Lacticaseibacillus paracasei (anteriormente
Lactobacillus paracasei) e Lactiplantibacillus plantarum (anteriormente Lactobacillus

plantarum) que ndo sdo comumente encontrados no fermento latico, mas estdo associados a
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fermentacdo secundéria, benéfica durante a cura do queijo (PEREZ; MENEZES;
ACAMPORA, 2014; SANTOS, 2017; ZHENG et al., 2020).

Segundo de Morais et al. (2017), as cepas de L. mucosae exibem caracteristicas
relacionadas as propriedades de adesdo intestinal, tolerancia aos sais biliares e capacidade de
sobreviver em condic¢des gastrointestinais simuladas. A espécie L. mucosae CNPC 007, em
particular, apresentou uma taxa de sobrevivéncia notavelmente elevada em condigdes
gastricas. Além dos beneficios para salde dos comensais, bactérias laticas podem acidificar,
conferir aroma, sabor, textura e ainda auxiliar na bioconservacao dos alimentos.

Dessa forma, as caracteristicas das bactérias laticas contribuem tanto para o
desenvolvimento de caracteristicas sensoriais, tecnoldgicas e funcionais, resisténcia aos
processos de conservacao e armazenamento do queijo como com sua seguranca microbioldgica,
impedindo o desenvolvimento de bactérias patogénicas (FREITAS et al., 2013). Além destas
propriedades atribuidas a microbiota autdctone de queijos, BAL podem ainda apresentar muitos
beneficios a satde (BURITI; SAAD, 2007; LEE; SALMINEN, 2009).

3.5 Extrato de semente de girassol (Helianthus annuus)

3.5.1 Girassol

Seu nome cientifico é Helianthus annuus - o0 que explica sua imponéncia e porte
majestoso: a palavra Helianthus significa "flor do sol”. Além de bonita, a planta é utilissima,
pois do girassol tudo é aproveitado - desde as sementes até as flores e os ramos (MARQUES
et al., 2004).

E uma planta oleaginosa originaria da América do Norte, cultivada em varias partes do
mundo, que contém um dos 6leos vegetais de melhor qualidade nutricional e sensorial. No
Brasil, foi introduzido em primeiro lugar no sul do pais, ja que os imigrantes europeus tinham o
habito de consumir suas sementes torradas (FERNANDES et al., 2013; SANTOS et al., 2014).

O fruto do girassol, também chamado aquénio, é constituido pelo pericarpo (casca) e
pela semente. A casca é formada por trés camadas: externa, média e interna. A semente é
constituida pelo tegumento, endosperma e embrido. De modo geral, o fruto ou aquénio é
conhecido, vulgarmente, como semente (GAZZOLA et al., 2012).

De acordo com sua utilizacdo, ha dois tipos de sementes de girassol: as oleosas e as ndo

oleosas. As sementes ndo oleosas sdo maiores, pretas, com listras, e apresentam casca grossa
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(40% a 45% do peso da semente), sdo torradas, embaladas e sdo consumidas pelo homem como
améndoas, misturas de granolas, bolos e "snacks", ou como racdo para passaros. As sementes
oleosas sdo menores e suas cascas sdo bem aderidas, representando 20% a 30% do peso da
semente. As sementes oleosas sdo economicamente mais importantes e, a partir delas, séo
produzidos o farelo de girassol e seus derivados, apds a extracdo do 6leo. As proteinas de
sementes de girassol possuem propriedades organolépticas e funcionais que as tornam Uteis em
alimentos processados (CARRAO-PANIZZI; MANDARINO, 2005; LIMA, 2012).

3.5.2 Coagulante vegetal

As proteases formam um dos grupos mais importantes de enzimas industriais, e uma
de suas principais aplicacfes € a producédo de queijo da industria de laticinios. As proteases
sdo proteinas encontradas na natureza, podendo ser obtidas a partir de animais, vegetais e
microrganismos (SOARES et al., 2015). Elas sdo enzimas capazes de hidrolisar ligacdes
peptidicas e sdo classificadas em dois grandes grupos: exopeptidases e endopeptidases. As
exopeptidases atuam proximo as extremidades das cadeias polipeptidicas, enquanto as
endopeptidases atuam nas regides internas das cadeias polipeptidicas (GONZALEZ-
RABADE et al., 2011).

A utilizacdo das proteases vegetais como coagulante de leite tem despertado grande
interesse, uma vez que sdo enzimas naturais que podem substituir o coalho de origem bovina
e a quimosina recombinante (CARVALHO, 2013). O nimero de enzimas de origem vegetal
utilizadas industrialmente ainda é pequeno, apesar dos extratos das plantas serem usados em
processos industriais por muito tempo (GONZALEZ-RABADE et al., 2011).

Queijos elaborados com coagulantes vegetais sdo encontrados principalmente no
Mediterraneo, paises da Europa Ocidental e do Sul Africano, contudo, na Espanha e em
Portugal ha a maior variedade e producdo de queijos utilizando coagulante vegetal
(SCHMIDT, 2016).

O interesse cientifico em proteases vegetais e seu modo de acdo em diferentes
proteinas dos alimentos pode resultar em melhores produtos e também estimular o
desenvolvimento de novas aplicacbes (MERHEB et al., 2007). O papel da protedlise durante a
manufatura e maturacdo do queijo é essencial para o desenvolvimento de sua textura, sabor e
aroma do queijo através da formacgdo de peptideos e liberacdo de substratos (aminoécidos)

para transformacdes metabolicas secundarias, tais como transaminacdo, desaminacdo,
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descarboxilacdo, desulfuracdo, catabolismo de aminoécidos aromaticos e reagcbes com outros
compostos (ALMEIDA, 2011; PEREIRA, 2014).

Os produtos naturais apresentam-se como fonte de compostos com potencial de
atividade bioldgica, assim, a descoberta de protétipos para o desenvolvimento de novos agentes
terapéuticos, como os alimentos. Estudos demonstram que extratos brutos de sementes de
girassol pré-purificados hidrolisam a k-caseina bovina no mesmo sitio da quimosina, que é a
enzima utilizada na fabricacdo de queijos (COSTA, 2009; LIMA et al., 2010).

Os lipidios de sementes sdo conhecidos como fontes de carotenoides, a exemplo dos
6leos de soja, canola e girassol (TUBEROSO et al., 2007). Dentre as propriedades bioativas
dos carotenoides, diversos efeitos benéficos a salde sdo relatados, tais como melhoria da
resposta imunologica, protecdo da mucosa gastrica. Essas atividades fisioldgicas tém sido
atribuidas ao seu poder antioxidante, especificamente a capacidade de sequestrar oxigénio e
interagir com os radicais livres. Na indlstria de alimentos, a presenca de pequenas
quantidades de carotenoides ajuda na prevencdo da rapida oxidacdo de seus constituintes
(FIGUEIRA et al., 2013). A utilizacdo de novas enzimas na produgdo de novos tipos de
queijos a partir da tecnologia artesanal € uma alternativa na geracdo de novos derivados do
leite de cabra tanto para os mercados regionais, nacionais como internacionais (EGITO;
LAGUNA, 2006).

Na Peninsula Ibérica, Portugal e nas ilhas Canarias diferentes tipos de queijos sdo
produzidos com coalho de vegetais, que sdo considerados queijos que sdo considerados
queijos DOP (Denominacdo de Origem Protegida). O “Queijo de Nisa” é um queijo
tradicional portugués, com rétulo DOP, produzido com leite de ovelha cru, em que o extrato
aquoso de flor de cardo (Cynara cardunculus L.). Trata-se de um queijo curado, de pasta
semi-dura e cor branca amarelada. Possui sabor ligeiramente acido e aroma intenso
(PRODUTOS TRADICIONAIS PORTUGUESES, 2001).
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4. METODOLOGIA

4.1 Local da pesquisa

As andlises da pesquisa experimental foram realizadas no Nucleo de Pesquisa e
Extensdo em Alimentos (NUPEA), do Centro de Ciéncias e Tecnologia — CCT/UEPB e no
laboratorio de Bioquimica do Centro de Ciéncias Biologicas e da Saude — CCBS/UEPB,
localizados no Campus I, no municipio de Campina Grande, PB.

4.2 Matérias-primas

As sementes de girassol sem cascas a granel foram adquiridas na loja Lauri Temperos
e as sementes com casca foram compradas na loja Lider RacGes, ambas localizadas na feira
central, Campina Grande, Paraiba. As sementes adquiridas embaladas foram beneficiadas e
empacotadas pela Campina Ragdes Ltda (Campina Grande, Paraiba). O coagulante comercial,
usado como controle, foi o da marca HA-LA®, a base de quimosina (Chr. Hansen Industria e
Comeércio Ltda). A cepa de Limosilactobacillus mucosae CNPC 007 foi selecionada entre as
cepas pertencentes a Colecdo de Microrganismos de Interesse para a Industria de Alimentos
da EMBRAPA (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria)

4.3 Obtencao do extrato vegetal de H. annuus

Para preparagéo do extrato vegetal, sementes de girassol foram sanitizadas, trituradas e

colocadas em solucéo de NaCl a 1% e acondicionadas a 8°C por 24 horas, e por fim filtradas.

4.4 Ensaios pilotos de avaliacdo das condicdes de coagulacéo do leite

Foram realizados testes com o extrato aquoso da semente e com a temperatura do leite
mantida a 37 °C, de acordo com a Tabela 1. A partir desses testes, foi escolhida a condi¢édo de
coagulacdo em menor tempo, oferecendo o maior beneficio para a elaboracdo do queijo na

presenca ou auséncia da cultura nativa potencialmente probiética L. mucosae CNPC 007.
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Tabela 1 — Delineamento dos testes pilotos de avaliagdo das condi¢des de coagulacéo do leite.

Itens Cvl Cvz2 CVv3 Cv4 CV5 CV6 Cv7 CVv8 CV9 CC

Sementes ASC ASC ASC ECC TSC TSC ACC ACC AcCC -

Sementes 30 30 60 60 30 45 90 80 120 -
peso (9)

NaCl 1% 75 75 75 150 75 75 150 150 150 -
(mL)

CVeCCul/1 450 400 300 500 100 50 200 100 50 1
mL de Leite

Fonte: Dados da pesquisa
Onde: CV - Coagulante vegetal; CC - Coagulante Comercial; TSC - Trituradas sem casca (a granel); ASC — A
granel sem casca; ACC - A granel com casca; ECC - Embalada com casca.

4.5 Elaboracéo do queijo
A partir da condi¢do de coagulacdo escolhida foram produzidos queijos, na presenca e
auséncia da cultura nativa de L. mucosae CNPC 007. O delineamento experimental utilizado

no presente projeto esta apresentado no Quadro 1.

Quadro 1 — Delineamento experimental dos tratamentos a serem estudados

Tratamento L. mucosae CNPC 007 Extrato aquoso de H. annuus
T1 - +
T2 + +

- = ausente; + = presente

ApoOs o aquecimento do leite na temperatura estabelecida nos ensaios pilotos foi
adicionada a cultura L. mucosae pré-ativada conforme descrito por Sousa (2016).
Posteriormente, para todos os tratamentos foi adicionado o cloreto de célcio na proporcao de
2,5 g para 10 L de leite e 440mL do extrato de H. annuus, conforme proporcao de extrato para

o leite estabelecida nos ensaios pilotos. Apos 60 minutos, foram realizados cortes na coalhada
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em todos os sentidos, procurando obter gréos (cubos) de massa, de aproximadamente 1,5 cm.
A salga da coalhada foi realizada na proporcao de 90 g de sal para cada 10 L de leite, sendo o
sal dissolvido em aproximadamente 1L de soro adicionado a massa imediatamente apos a
dessora por um periodo de 10 min. Apos esse periodo, o queijo foi enformado. Apds a
enformagem, os queijos foram prensados durante 24h, maturados durante 48h a temperatura

de 8 °C e posteriormente embalados a vacuo e armazenados a 8 °C.

4.6 Avaliacédo do rendimento do processo

O rendimento de cada processo foi calculado através da determinagdo da massa de
queijo obtida para a quantidade de leite empregada na producdo de queijo em cada

experimento. O rendimento foi expresso em kg queijo/10 L leite.

4.7 Armazenamento (dia 1) e periodos de amostragem

A coleta das amostras de queijo foi realizada 48 horas apés a desenformagem (dia 1).
Em cada periodo de amostragem, porcdes de queijo de aproximadamente 10 g foram
congeladas para uso nas analises.

Foi determinado o teor de umidade em estufa a vacuo a 70 °C conforme descrito no
método 013/1V do Instituto Adolfo Lutz (2008). O teor de gordura amostra Umida e extrato
seco, conforme descrito no método de Gerber 466/1V do Instituto Adolfo Lutz (2008).

4.8 Avaliagao do pH

A determinacdo do pH foi avaliada em potenciémetro, conforme os procedimentos
analiticos descritos no método 017/1V do Instituto Adolfo Lutz (2008).

4.9 Avaliacdo da acidez titulavel
A acidez titulavel das amostras foi avaliada segundo os procedimentos analiticos

descritos no método 463/IV do Instituto Adolfo Lutz (2008) e expressa em g de acido
latico/100 g.
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4.10 Analise da viabilidade da bactéria latica

A populacéo de Lactobacillus spp. do tratamento T2 adicionado da cultura nativa de L.
mucosae foi avaliada apds multiplicacdo em meio de Man Rogosa Sharpe acidificado com
acido acético até pH 5,4, segundo a metodologia descrita em Buriti et al. (2014) e Almeida
Neta et al. (2018).

4.11 Obtencé&o dos extratos fendlicos das amostras

Os extratos fendlicos foram preparados a partir das amostras de queijos (no primeiro
dia de armazenamento) segundo a metodologia descrita por dos Santos et al. (2017), com
algumas modificacbes. As amostras foram pesadas em balanca analitica (+0,2500q) e
misturadas a 1 mL de metanol acidificado, preparado na propor¢ao de 100 puL de acido
cloridrico P.A. para cada 100 mL de metanol. As amostras foram agitadas em vortex e
mantidas em repouso minimo de 12 h, sob refrigeracdo a 4°C ao abrigo da luz. No dia
seguinte, as amostras foram centrifugadas (centrifuga 5810R, Eppendorf, Hamburgo,
Alemanha) a 13.500 x g durante 5 min a 4 °C. O residuo foi lavado com metanol-HCI. O
procedimento foi repetido duas vezes, ou até o esgotamento dos compostos fendlicos. Os
sobrenadantes obtidos de cada amostra foram utilizados para as analises.

4.12 Anélise de fendlicos totais

O teor de fendlicos totais foi determinado de acordo com dos Santos et al. (2017) com
algumas modificacBes. Todos os procedimentos foram realizados no escuro. Em tubos de
ensaio de plastico de 15 mL foram adicionados em sequéncia aliquotas de 60 uL de cada
extrato preparado, 2340 uL de agua destilada ¢ 150 uL de reagente de Folin-Ciocalteau, o0s
quais foram homogeneizados a seguir. Foi incluida uma prova em branco na qual a amostra
foi substituida por metanol acidificado preparado na proporcéo de 100 mL de metanol para 94
uL de acido cloridrico P.A, utilizado apenas para o branco.

Apos 8 min, 450 pL de solugdo de Na,CO3 foram adicionados aos tubos, novamente
misturados e deixados em repouso por 30 min em temperatura ambiente, sob abrigo da luz. A

absorbancia foi medida a 750 nm em espectrofotdmetro e uma curva padrdo foi previamente
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construida usando acido galico. Os resultados foram expressos como mg de &cido galico
equivalente (mg GAE)/100 g de amostra.

4.13 Determinacao da capacidade antioxidante

A capacidade antioxidante das amostras foi obtida através de ensaio com o radical 1,1-
difenil-2-picrilhidrazil (DPPH), sequindo uma adaptacdo do protocolo de Rufino et al. (2007).
Foi preparada uma solucdo mae de DPPH diluindo-se 0,0020g deste reagente em etanol P.A.
para obter um volume final de 50 mL.

Aliquotas diferentes (50 uL, 100 uL e 200 pL) dos extratos de cada amostra (queijos)
foram misturadas com aliquotas de 100 uM DPPH (2,95 mL, 2,90 mL e 2,80 mL,
respectivamente) para um volume total de 3 mL. A diminuicdo da absorbancia a 517 nm foi
medida ap6s 30 e 60 min (em relagdo ao tempo 0 min) a temperatura ambiente.

Os resultados foram obtidos e expressos como porcentagem da inibicdo do DPPH (%
de sequestro de DPPH), seguindo a equacao (1):

Sequestro de DPPH(%) =(ABSc—ABss) x100 (1), onde: ABSc é a absorbancia do
ABSp

controle (absorbancia da solugdo DPPH sem o extrato da amostra) e ABSa é a absorbancia
com o extrato da amostra.

A quantidade de cada amostra dos queijos necessaria para reduzir a concentracao
inicial de DPPH em 50% (EC50) foi calculada (inicialmente em g de amostra por L de 100
uM de solucdo DPPH) apods a construcdo da percentagem de inibicdo pela curva de
concentracdo do extrato. O resultado final da capacidade antioxidante total foi expresso em ¢
de amostra/g DPPH, segundo Rufino et al. (2007) seguindo a Equacédo (2):

Capacidade antioxidante total (g de amostra/g de DPPH) = __(Ecso(e/L)  x10° (2),
uMDPPH x 394,3

onde: UM DPPH ¢ o DPPH (em uM) consumido pela bebida lactea para diminuir a
absorbancia em 50% durante o ensaio e 394,3 é a massa molar do DPPH.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Ensaios de coagulagao

Na Tabela 2, abaixo, é apresentado o tempo para a atividade de coagulacédo, seguindo
os critérios dos itens 4.4 para o processamento da semente para a obtencdo dos extratos
Tabela 1. E possivel observar que os resultados mais satisfatorios foram para as sementes
trituradas com casca, em especial, o tratamento CV9. Especificamente para os tratamentos
CV1 a CV3 e CV6, pode ter ocorrido perda dos valores nutricionais e, consequentemente, do
fator de coagulacdo das sementes previamente descascadas, por estas ficarem mais expostas e

suscetiveis a fatores extrinsecos do meio.

Tabela 2 — Coagulacéo do leite obtida nos testes pilotos

Cvl Cv2 Cv3d Cv4 CV5 CV6 CV7 Cv8 CV9 CC

Sementess ASC ASC ASC ECC TSC TSC ACC ACC AcCC -

Tempode 2h 1he 40m 1he 1he 1he 1he 1he 1h 20m
atividade 15m 30m 35m 40m 15m 40m

Fonte: Dados da pesquisa
Onde: CV - Coagulante vegetal; CC - Coagulante Comercial; TSC - Trituradas sem casca (a granel); ASC — A
granel sem casca; ACC - A granel com casca; ECC - Embalada com casca.

Quando um potencial substituto de coalho é estudado, é particularmente importante
avaliar sua atividade de coagulacdo do leite. As enzimas proteoliticas de fontes vegetais s&o
bem adequadas para as industrias farmacéutica e alimenticia, pois atuam em uma ampla
temperatura e pH e possuem amplas especificacdes de substrato alta estabilidade em
condigdes extremas (TRIPATHI; TOMAR; JAGANNADHAM, 2011).

Baseando-se na melhor atividade coagulante do tratamento CV9, este foi escolhido

para a elaboracdo do extrato usado na fabricagdo dos queijos.
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5.2 Avaliacéo do rendimento e aspectos fisico-quimicos dos queijos

Os resultados do rendimento e das andlises fisico-quimicas dos queijos com
coagulante vegetal na presenca e auséncia da cultura nativa de L. mucosae encontram-se na
Tabela 3. A partir desses resultados, estes queijos puderam ser classificados de acordo com
seu teor de umidade e gordura no extrato seco, com base na legislacdo nacional vigente
(BRASIL, 1996).

Tabela 3 — Rendimento e aspectos fisico-quimicos dos queijos (dia 1)

Tratamento Rendimento pH  Acidez (g Umidade Gorduraem  Gordura

(kg/10 L de deacido  (g/100g  base umida  no extrato
leite) latico/100  ou %) (9/100g ou seco (g/
mL) %) 100g ou %)
T1 1,021 6,06 0,545 45,71 25,02 46,08
T2 0,948 6,19 0,746 45,89 29,56 54,62

Fonte: Dados da pesquisa
Onde: T1 - Queijo Controle; T2 - Queijo Probidtico - contendo L. mucosae.

De acordo com os dados na Tabela 3, os queijos foram classificados como de média
umidade (geralmente conhecidos como queijo de massa semidura). As faixas de classificagdo
dos queijos quanto ao teor de umidade segundo a referida Portaria sdo: baixa umidade (até
35,9%), média (36% < umidade < 45,9%), alta umidade (46% < umidade < 55%) e muita alta
umidade (> 55%). Diferencas obtidas na composic¢do dos queijos devem-se as diferencas no
processamento, pois a manipulacao e prensagem da coalhada interferem em sua habilidade de
reter gordura e umidade (NASSU et al., 2001; LIMA; LEAL, 2017).

A umidade é um parametro muito importante pois interfere na atividade da agua, nas
acles metabolicas de microrganismos durante a maturagcdo, com possivel influéncia no pH,
textura, aroma e sabor, podendo ainda sofrer variagbes com o tempo de conservacao (SOUSA
et al., 2014). Ainda, a classificacdo dos queijos é utilizada para definir os niveis de
determinados microrganismos a serem utilizados como indicadores sanitérios, de acordo com
a legislacdo referente aos padrdes microbioldgicos dos alimentos (AGENCIA NACIONAL
DE VIGILANCIA SANITARIA, 2019).
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Os queijos estudados foram classificados como “gordos” conforme a Portaria 146 do
Ministério da Agricultura (BRASIL, 1996). Conforme a referida Portaria, de acordo com o
conteldo de matéria gorda no extrato seco (GES), em percentagem, os queijos classificam-se
em: extra gordo (contendo 60% de GES), gordos (entre 45,0 e 59,9% de GES), semi gordo
(entre 25,0 e 44,9%), magros (entre 10,0 e 24,9%) e desnatados quando contém menos de
10,0% de GES (BRASIL, 1996). Dessa forma, o teor de gordura do queijo apresenta maior
interesse quando analisado em relacdo ao extrato seco total, impedindo assim, que ocorram
variagdes ocasionadas pela eventual perda de umidade do produto (ALVES, 2013).

A gordura é um dos principais componentes responsaveis pela caracteristica sensorial
do queijo e ao longo da maturagdo, a lipdlise representa uma importante reacdo bioquimica
para 0 aparecimento do aroma e textura desejados ao produto final. No queijo, as lipases
podem provir do leite, do coagulante e das bactérias iniciais (CASTRO, 2015).

Dessa forma, a adigdo da cultura L. mucosae no tratamento T2 ndo interferiu na
classificacdo quanto ao teor de GES e umidade do queijo, uma vez que ambos 0S queijos
elaborados no presente projeto atingiram a mesma classificagéo.

Sabe-se que o rendimento é um fator muito importante para produtores de queijos.
Apos avaliacéo, foi observado que o rendimento final foi de aproximadamente 1 kg de massa
para cada 10 litros (10%) de leite utilizado na fabricagdo do queijo. Queijos de leite caprino
avaliados por Silva et al. (2019), tiveram um rendimento entre 5,87 e 7,75%, ja em trabalho
realizado por Patriota (2011), o rendimento do queijo caprino tipo coalho, foi similar a 10% e
estd na média descrita por fabricantes de queijo coalho.

No que diz respeito a seguranca alimentar e controle de qualidade no processo de
fabricacdo de queijo, o pH também é um atributo que tem influéncia direta com controle e
crescimento de microrganismos patogénicos, pois sabe-se que quando o pH esta abaixo de 4,6
quase nao ha crescimento potencial dos mesmos, desta forma, com valores superiores, faz-se
necessario controle ainda mais rigoroso em todas as etapas de producdo (PINTO et al., 2016).
Na caracterizacdo dos queijos, a determinacdo do pH é de grande importancia, devido sua
influéncia sobre a textura, atividade microbiana, e também na maturacdo, pois ocorrem
reacdes quimicas que sdo catalisadas pelas enzimas do coalho e da microbiota presente, e
ambas dependem do pH (GOMES et al., 2012; SOUSA et al., 2014).

Nesse sentido, os valores médios de pH obtidos na anélise dos queijos do presente
trabalho (Tabela 3) variaram de 6,06 - 6,19, que podem ser considerados elevados, tornando-

0s mais suscetiveis a contaminacdo. Valores semelhantes ou superiores também foram
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encontrados em outras pesquisas, como a realizada por Gomes, Medeiros e Silva (2012), que
encontraram valores mais altos em queijos coalho artesanal, com variacao de 6,54 e 7,00, e a
de Sousa et al. (2014), que encontraram valores com variacao de 5,18 a 6,23, ja Pereira et al.
(2010), o pH encontrado foi de 4,6 (dia 1), chegando a 5,2 (dia 30).

Parametro associado ao pH, a acidez expressa em acido latico dos queijos do presente
projeto variou entre 0,545 e 0,746 g/100 g. Sousa et al. (2014) encontraram valores de acidez
em queijos com maior variacdo, de 0,12 a 1,01 g/100 g. A acidez, proveniente da producéo do
acido latico a partir da degradacdo da lactose pelas bactérias afeta de maneira direta o pH, e
expulsdo de soro da massa durante a fabricacéo e inicio da fase de cura (SOUSA et al., 2014).

5.3 Analise da viabilidade da bactéria latica

O resultado da viabilidade média de L. mucosae no queijo probi6tico (T2) no primeiro

dia de armazenamento sob refrigeracdo a 8 °C € mostrado na Tabela 4.

Tabela 4 — Anélise da viabilidade da bactéria latica Limosylactobacillus mucosae CNPC 007.

Tratamento Média log UFCl/g Desvio padréo

T2 8,75 0,0526

Fonte: Dados da pesquisa.
Onde: T2 - Queijo Probidtico - contendo L. mucosae.

Culturas probiéticas com boas propriedades tecnoldgicas devem ser capazes de crescer
bem no leite, promover propriedades sensoriais adequadas no produto, melhorar as
caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas do produto, sem causar alteracdes
indesejaveis, inibicdo de microrganismos contaminantes, garantir a manutencao da seguranca
alimentar do produto ao decorrer de sua vida Util e permanecerem estaveis e viaveis durante o
armazenamento. Desta forma, podem ser manipuladas e incorporadas em produtos alimenticios
sem perder sua viabilidade e funcionalidade (KOMATSU; BURITI; SAAD, 2008; CASTRO et
al., 2015). Uma vez que a cultura L. mucosae atingiu populacdo superior a 8 log UFC/g no
queijo produzido, este microrganismo, portanto, é capaz de sobreviver as condi¢des de
processamento aplicadas e de se manter viavel na presenca dos ingredientes utilizados.

A funcdo de bactérias laticas estd normalmente associada ao processo de fermentacéo,

mas também pode contribuir para a maturacdo do queijo, pois conferem a textura e outras
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caracteristicas desejaveis nesses produtos. Produz uma grande diversidade de enzimas
glicoliticas, lipoliticas e proteoliticas, que estdo envolvidas na transformacdo de nutrientes
fundamentais em compostos desejaveis que atribuem aroma e sabor ao queijo (DE SOUZA
MOTTA,; GOMES, 2015; TODESCATTO, 2014).

Estudos recomendam uma populacdo probi6tica minima variando de 10° a 10°
UFC/porgéo diaria do produto alimentar para obter um efeito benéfico a saude no intestino
(MARTINEZ; BEDANI; SAAD, 2015). Uma vez que a media de células probidticas no
queijo foi de 8,75 log UFC/g (Tabela 4), de acordo com Bevilaqua et al. (2020), esse valor é
considerado elevado, atendendo aos requisitos exigidos. Ressalta-se que outras bactérias
laticas, além da espécie L. mucosae utilizada no queijo T2, podem fazem parte da microbiota
natural do leite caprino, composta principalmente pelos microrganismos dos géneros
Lactobacillus, Streptococcus, Lactococcus, Leuconostoc e Enterococcus (HERNANDEZ-
SALDANA, 2016).

5.4 Analise de fendlicos totais e capacidade antioxidante

As andlises foram efetuadas de forma a favorecer a caracterizagdo de sequestro do
radical DPPH, fendlicos totais, EC50 e da capacidade antioxidante total. O resultado do
pardmetro de sequestro do radical DPPH registrado durante o armazenamento (dia 1) do
queijo controle e do queijo probidtico, com presenca de L. mucosae CNPC 007, esta

representado na Tabela 5.

Tabela 5 — Porcentagens de sequestro de DPPH obtidas para as amostras de queijo controle e

queijo probiotico durante o armazenamento (dia 1) (média + desvio padrao).

Volume de extrato no ensaio (mL) sequestro DPPH (%)

Amostra 0,05 0,1 0,2
Tl-dial 6,4+5,84 17,08+7,99 33,44+5,60
T2-dial 11,07+1,42 10,19+2,75 13,92+4.09

Fonte: Dados da pesquisa
Onde: T1 - Queijo Controle; T2 - Queijo Probidtico - contendo L. mucosae.
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Para a amostra T1, pode-se observar que volume 0,05 mL de extrato houve, em torno
de duas vezes e meia menor porcentagem de sequestro de radical DPPH em relacdo ao
volume 0,1 mL. Enquanto que, para o volume de 0,1 mL de extrato utilizado, houve
porcentagem de sequestro de radical DPPH duas vezes menor em relagdo ao volume de 0,2
mL de extrato, conforme esperado.

No que diz respeito a amostra T2, o volume 0,05 mL de extrato resultou em um
pequeno aumento do sequestro de DPPH em comparacdo ao volume 0,1 mL, e, um pequeno
decréscimo em relacdo ao volume 0,2 mL em porcentagem de sequestro de radical DPPH.
Conforme houve aumento de extrato utilizado, foi possivel observar que o volume de 0,2 mL
tendeu a aumentar o sequestro de radical DPPH em relacdo ao volume de 0,1 mL, apesar de
néo ter sido duas vezes maior, como observado no T1.

A protedlise das proteinas dos alimentos lacteos € geralmente indicada como
responsavel por aumentar o sequestro do radical DPPH em funcédo de liberar peptideos com
capacidade antioxidante. No entanto, isto ndo é sempre observado. Pois, independente do grau
de hidrdlise, a substancia resultante ao final do processo pode atuar como doadora de elétrons
reagindo com radicais livres, convertendo-os em moléculas mais estaveis e assim terminar a
reacdo (CORREA et al., 2011).

Reforgca-se que as amostras analisadas foram apenas dos queijos controle (T1) e
probidtico (T2), com presenca de L. mucosae, em um Unico periodo de armazenamento. Faz-
se necessario, portanto, realizar analise em outros periodos, bem como, do leite e do extrato
vegetal, para uma analise individual.

Os parametros de fendlicos totais, EC50 e da capacidade antioxidante total durante o
armazenamento (dia 1) do queijo controle e do queijo com adicdo de L. mucosae séo

apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6 — Concentragdo de fendlicos totais e parametros de atividade antioxidante do queijo

controle e queijo probidtico durante o armazenamento (dia 1) (média * desvio

padréo).
Amostra Fendlicos Totais (mg EC50 (g Capacidade antioxidante total
EAG/100 g amostra) queijo/L) (g queijo/g de DPPH)
Tl-dial 106,37+9,99 5,04+0,59 267,77+32,01
T2-dial 235,21+27,30 12,41+4,54 508,80+189,55

Fonte: Dados da pesquisa
Onde: T1 - Queijo Controle; T2 - Queijo Probidtico - contendo L. mucosae.

Os resultados mostram que o teor de fenolicos totais teve um aumento significativo
para 0 queijo contendo L. mucosae, em relacdo ao queijo controle, 0 que sugere que O
comportamento da cepa probiotica pode desempenhar um papel importante na atividade dos
compostos presentes no coagulante vegetal.

Alguns compostos fenolicos possuem capacidade de melhorar propriedades funcionais
do leite e de produtos lacteos, pois interagem com as proteinas do leite, principalmente as
proteinas ricas em prolina, como caseinas. Eles podem melhorar a estabilidade
microbioldgica, capacidade de formar espuma, estabilidade oxidativa e estabilidade ao calor
(O’CONNELL; FOX, 2001). Han et al. (2011) relatam maior capacidade de sequestrar
radicais e atividade antioxidante em queijos formulados com adi¢cdo de compostos fendlicos
isolados, em relagdo ao queijo sem compostos fendlicos.

Amakura et al. (2013) avaliaram a atividade antioxidante de compostos fendlicos
extraidos de sementes de girassol. De acordo com Guo, Ge e Jom (2017), importantes
constituintes das sementes de girassol sdo os acidos fenolicos, os flavonoides, os tocoferais,
os fitoesterdis, além de niacina, outras vitaminas do complexo B, vitamina C, pro-vitamina A
e minerais como calcio, ferro, magnésio, fésforo, potassio, selénio e zinco.

Ainda na tabela 6, os parametros de atividade antioxidante determinada pelo ensaio
DPPH, estdo expressos em EC50, que corresponde a quantidade de extrato necessaria para
reduzir o radical DPPH em 50%; assim, quanto menor o EC50, melhor é a capacidade
antioxidante do extrato, e, capacidade antioxidante total no qual demonstra a quantidade

necessaria de queijo para capturar 1 g de radical DPPH.
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Ambos 0s queijos apresentaram atividade em sequestrar o radical livre DPPH. O
queijo controle apresentou EC50 de 5,04+0,59 g de queijo/L de solucdo de DPPH, seguido do
queijo com L. mucosae com EC50 de 12,41+4,54 g de queijo/L de solucdo de DPPH. Neste
sentido, é possivel verificar que, os resultados da capacidade antioxidante total foram
diretamente proporcionais aos resultados de EC50, visto que, os dois parametros apresentam o
mesmo perfil de varia¢do, tendo em vista que o T2 necessitou de 508,80+189,55 g da amostra
para capturar 1 grama de radical. Esta formulacdo apresentou desempenho inferior quando
comparado ao queijo controle T1, que precisou de 1,9 vezes menos para capturar 1 grama de
radical DPPH.

Conforme o conceito de Rufino et al. (2007), quanto menor o valor de capacidade
antioxidante total maior serd a atividade antioxidante da amostra, de modo semelhante ao
anteriormente mencionado para o EC50. Tanto o T1 como também T2 foram capazes de
apresentar uma capacidade antioxidante total. No entanto, os resultados obtidos para o queijo
controle foram melhores que o queijo com L. mucosae. Um estudo realizado por Li et al.
(2016), mostra que cepas de lactobacilos podem utilizar componentes presentes nos
alimentos, no qual esses microrganismos se encontram, como 0s compostos fitoquimicos,
polissacarideos e vitaminas, para o seu desenvolvimento. Segundo Hervert-Hernandez et al.
(2009), polifendis com fungdes antioxidantes tém um efeito estimulador sobre L. acidophilus,
e uma possivel explicacdo para isso seria que L. acidophilus sdo capazes de usar esses
compostos como substratos.

E possivel que alguns compostos antioxidantes tenham sido consumidos e
consideraveis metabdlitos oxigenados tenham sido produzidos simultaneamente a medida que
L. mucosae crescia no queijo, assim, limitando o sequestro de DPPH e sua capacidade
antioxidante. Ainda assim, a adicdo do extrato aquoso de semente de girassol na formulacao,
além de contribuir como coagulante vegetal contribuiu para que os queijos estudados

obtivessem atividade antioxidante.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com os resultados obtidos, tratando-se das caracteristicas fisico-quimicas,
foi possivel classificar o queijo produzido como gordo e de média umidade, possuindo valores
de composicdo, pH e acidez semelhantes a outros queijos e se enquadrando dentro dos
padrdes exigidos pelas legislagbes vigentes.

No que se refere a porcentagem de sequestro de DPPH, percebe-se que esteve
diretamente ligada ao maior volume de extrato utilizado tanto para queijo controle como para
0 queijo probidtico contendo L. mucosae, apesar deste ultimo ter mostrado uma pequena
alteracdo entre os volumes de 0,05 e 0,1 mL de extrato utilizado.

No que diz respeito ao teor de fendlicos, o T2 apresentou maior concentracao, talvez
pela sua complexacdo com outros componentes do queijo, como por exemplo dos compostos
fendlicos, o que, talvez, tenha resultado pela perda da atividade antioxidante quando
comparado ao T1.

De toda forma, a utilizacdo de um coagulante vegetal para fabricagdo de queijo
adicionado da cepa de Limosilactobacillus mucosae CNPC 007, resultou em um produto com
potencial funcional, podendo ser considerada como uma possibilidade para a promocao da
salde, considerando que o leite de cabra e a semente de girassol favoreceu o desenvolvimento
da bactéria lactica L. mucosae, além de apresentar capacidade de sequestro de radicais livres,

com favoravel capacidade antioxidante total e EC50.
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