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RESUMO

Nos ultimos anos, vem crescendo o interesse no uso de produtos naturais, compostos
bioativos, antioxidantes e bactérias iniciadoras na producdo e conservagdo de produtos
lacteos. A inddstria do queijo € um dos setores que esses produtos tém grande
oportunidade de aplicacdo. Este trabalho teve como objetivo utilizar a erva-mate (EM)
como cobertura em queijos de leite cru, com Lactococcus lactis ssp lactis FX-01,
aplicada nos dias 5, 10 e 20, para avaliar seus efeitos durante 60 dias de maturagdo. O
uso da cobertura de erva-mate aplicada como cobertura seca, fez com que 0s queijos
absorvessem seus compostos, reduziu a perda de peso e impediu a deterioracdo lipidica
através da sua agdo antioxidante. O Lactococcus lactis ssp lactis FX-01, como cultura
iniciadora, permitiu controlar o pH dos queijos, apresentando no dia 60, média de
4,46%, acelerou a conversdo dos agucares em acido latico aumentando a acidez até o
20° dia (0,77%) apresentando estabilidade a partir do dia 40 (0,66%), caracteristica de
queijo maturado. A coalhada se tornou mais firme devido as reacfes quimicas e
microbioldgicas do ambiente interno, sendo o tratamento com aplicacdo da erva-mate
no dia 5 (T5) o que apresentou menor dureza (19,30Kg), como efeito de camada
protetora da erva-mate que favoreceu a diminuicdo da perda de umidade para o meio,
contrastando com o tratamento sem cobertura (TC) que apresentou maior perda de
umidade (12,80%) e maior dureza (59,59Kg). O tratamento que recebeu a erva-mate no
dia 5 (T5), foi o que apresentou maiores valores para absor¢do de compostos bioativos
entre os tratamentos e maior coloracdo de b* no dia 60, caracteristicas de ponto de
maturacdo. Assim, tem-se na aplicagdo de erva-mate com adi¢do de bactéria iniciadora,

uma alternativa viavel para melhorar os efeitos da maturacdo em queijos de leite cru.

Palavras-chave: antioxidantes, bactéria iniciadora, compostos bioativos, reacdes

bioquimicas



ABSTRACT

In recent years, interest in the use of natural products, bioactive compounds,
antioxidants and initiating bacteria in dairy products production and conservation has
been growing. The cheese industry is one of the sectors in which these products have
great application opportunities. This work aimed to use yerba mate (YM) as a topping
on raw milk cheeses, with Lactococcus lactis ssp lactis FX-01, applied on the 5™, 10"
and 20", to evaluate its effects during 60 days of ripening. The use of the yerba mate
applied as dry coating, made the cheeses absorb their compounds, reduced weight loss
and prevented the lipid deterioration through its antioxidant action. Lactococcus lactis
ssp lactis FX-01, as a starter culture, allowed the cheeses pH controlling, presenting an
average of 4.46% on day 60, accelerated the sugars conversion into lactic acid,
increasing acidity until the 20™ day (0.77%) showing stability from day 40 (0.66%),
characteristic of ripened cheese. The curd became firmer due to the chemical and
microbiological reactions of the internal environment, and the treatment with the yerba
mate application on day 5 (T5) showed the least hardness (19.30Kg), as a protective
layer effect of yerba mate which favored the reduction of moisture loss to the medium,
in contrast to the treatment without coating (CT), which presented greater moisture loss
(12.80%) and greater hardness (59.59 kg). The treatment that received yerba mate on
day 5 (T5), was the one with the highest values for bioactive compounds absorption
between treatments and the greatest b * color on day 60, characteristics of ripened point.
Thus, we have in the yerba mate application with the addition of starter bacteria, a

viable alternative to improve the ripened effects in raw milk cheeses.

Key-words: antioxidants, bioactive compounds, biochemical reactions, starter bacteria



| - INTRODUCAO

O queijo elaborado a partir de leite cru é considerado maturado ap6s 60 dias de
armazenamento (Brasil, 2018). A producdo de queijos de leite cru é regional, com
classificacbes de origem em todo o mundo, com diferentes caracteristicas e sempre
observando a qualidade do produto a ser elaborado. A adicdo de iniciadores
microbianos naturais favorece a manutencdo da qualidade e das caracteristicas dos
queijos de leite cru (Martins et al., 2015).

As bactérias iniciadoras aceleram a reducdo do pH, sdo benéficas no controle
dos patogénicos naturais do leite, favorecendo as reacdes bioquimicas que determinardo
as qualidades sensoriais dos queijos de leite cru durante o periodo de maturacdo. O
Lactococcus lactis ssp. lactis FX-01 é uma bactéria mesofilica, Gram-positiva, tolerante
aos acidos e estritamente fermentativa, tem como principal produto final metabolico de
carboidratos o acido latico. Utilizada pela indUstria no inicio do processo de elaboragédo
de queijos para acelerar o processo, melhorando a qualidade estrutural e microbioldgica
do gel da coalhada (Peterson, Marshall & Heymann, 1990; Azarnia, Robert & Lee,
2006; Fox, Guinee, Cogan & McSweeney, 2017; Van Mastrigt, et al., 2018).

Os processos oxidativos nos alimentos com elevados teores de lipideos como
queijos podem causar ndo sé perdas sensoriais, mas também nutricionais, e geralmente
sdo desencadeados pelo ataque dos radicais livres (Delgado, Gonzalez-Crespo, Cava &
Ramirez, 2011; Fox, Guinee, Cogan & McSweeney, 2017).

Os compostos bioativos estdo presentes na composicdo dos alimentos e podem
apresentar propriedades antioxidantes, capacidade de prevenir e retardar o surgimento
de doencas combatendo o ataque dos radicais livres. O uso de antioxidantes se justifica
por diminuir ou inibir a oxidacdo nos alimentos e manter a qualidade dos mesmos
durante a vida de prateleira (Han et al., 2011; Mohan, Ravishankar, Lalitha & Srinivasa
Gopal, 2012; Giroux et al., 2013).
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A cobertura pode empregar o uso de polissacarideos, proteinas e lipidios, ou
simplesmente ingredientes com caracteristicas funcionais. As coberturas ativas podem
atuar como carreadoras de compostos bioativos e antioxidantes naturais, 0 emprego de
coberturas em alimentos pode influenciar no controle da umidade, permeabilidade de
gases, migracdo de lipidios, aumento da vida de prateleira do alimento, e pode transferir
compostos ao alimento (Cerqueira et al., 2010; Sanchez-Gonzalez et al., 2011; Ollé
Resa, Gerschenson & Jagus, 2012; Mastromatteo et al., 2014; Vital et al., 2016; Valdés
etal., 2017; Berti et al., 2019).

A llex paraguariensis (erva-mate) € uma planta nativa das regides subtropicais e
temperadas da América do Sul, como Argentina, Brasil e Paraguai, comumente
utilizada no preparo de infusdes a quente (Chimarrdo) e a frio (Tereré). Estudos
mostram que a erva-mate possui acdo antioxidante, prevenindo e, retardando o
surgimento de doencas e processos oxidativos (Filip, Lotito, Ferraro & Fraga, 2000;
Bravo et al., 2014; Cardozo Junior & Morand, 2016).

A correlacdo existente entre a atividade antioxidante e o total de compostos
fenolicos da llex paraguariensis é pelo elevado conteddo de derivados de cafeiol
presentes em seus extratos, podendo ser utilizada como ingrediente funcional na
elaboracdo de produtos alimenticios, assim como na elaboragdo de coberturas ativas
(Filip, Lotito, Ferraro, & Fraga, 2000; Cardozo Junior & Morand, 2016).

A adicdo de erva-mate como cobertura, e Lactococcus lactis ssp. lactis FX-01
como bactéria iniciadora, torna-se alternativa vidvel para melhorar os efeitos da

maturacdo em queijo elaborado a partir de leite cru.



1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 Queijo

O queijo é definido como o produto fresco ou maturado obtido da coagulacdo do
leite, em que ocorre a formacdo de uma massa de gel rico em componentes nutricionais,
constituindo assim importante fonte de proteinas, &cidos graxos de cadeia curta,
vitaminas e minerais. O queijo pode ser classificado com base no tipo de leite utilizado,
processo de fabricacdo, teor de gordura, tipo de fermentacdo e sua microbiota, que a
partir de uma diversidade de reacbes bioquimicas, pode ser conservado e melhorado
com relagcdo a qualidade (Codex Alimentarius Comission, 1978). Diversificado em
texturas, aromas, sabores e formas, o queijo faz parte da dieta regular dos consumidores
(Santiago-L6pez et al., 2018).

O consumo de queijo aumentou significativamente ao longo dos anos em todo o
mundo, a Unido Europeia é o principal produtor de queijos, elaborando cerca de 45% do
total mundial (IDF, 2016). O processo basico € 0 mesmo, o leite seja de vaca, cabra ou
ovelha, é pasteurizado e adicionado de enzimas, se for utilizado leite cru, geralmente ha
adicdo de bactérias iniciadoras na elaboracdo e no periodo de maturacao. O resultante é
um produto de gel solido da aglomeracdo de proteinas de caseina induzido por
coagulante, de acordo com o tipo de queijo que se pretende obter no final. Produtos
frescos ou maturados, com ou sem olhaduras, adicionados de fungos, enzimas ou
bactérias, os complementos e variaces durante elaboracdo e maturacdo é que
denominam os diferentes tipos de queijo (Fox, Uniacke-Lowe, McSweeney &
O'Mahony, 2015; McSweeney, Ottogalli & Fox, 2017).

Queijos elaborados com leite cru contém compostos volateis em grandes
quantidades, como acidos, ésteres e alcoois que resultam da fermentacdo do leite pela
sua microbiota natural (Ocak, Javidipour & Tuncturk, 2014). A pasteurizagdo é uma
importante medida de seguranca para 0s produtos lacteos, eliminando patdgenos do leite
cru. O processo possui restricdes por causa da elimina¢do das bactérias microbianas
nativas, populacdo responsavel pelo componente aromatizante na maioria dos queijos

tradicionais fabricados a partir de leite cru (Gobbetti, Neviani & Fox, 2018).
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1.2 Legislacao

O decreto N° 9.013, de 29 de marc¢o de 2017, regulamenta a Lei n® 1.283, de 18
de dezembro de 1950, e a Lei n° 7.889, de 23 de novembro de 1989, que dispdem sobre
a inspecdo industrial e sanitaria de produtos de origem animal. Especifica o que diz
respeito a producdo de queijos de leite cru, no Capitulo V - dos padrdes de identidade e
qualidade do leite e derivados, subsecéo 111 - Dos queijos:

§ 6° Fica excluido da obrigacdo de pasteurizagdo ou de outro tratamento
térmico o leite que se destine a elaboracdo dos queijos submetidos a um
processo de maturacdo a uma temperatura superior a 5°C (cinco graus
Celsius), durante um periodo ndo inferior a sessenta dias.

§ 7° O periodo minimo de maturacéo de queijos de que trata o § 6° podera ser
alterado, ap6s a realizagdo de estudos cientificos conclusivos sobre a

inocuidade do produto ou em casos previstos em RTIQ (Brasil, 2017).

O inciso 6° permite a fabricacdo de queijo a partir de leite cru, mas estabelece
prazo minimo de 60 dias para maturacdo, visando a protecdo e salde do consumidor a
zoonoses, porém, o inciso 7° cita que este prazo pode ser alterado mediante
comprovacao cientifica da qualidade do produto (Brasil, 2017). De acordo com a
Legislagdo, os queijos consumidos com menos de 60 dias devem ser fabricados com
leite pasteurizado para garantir a seguranca do produto, no entanto, queijos tradicionais
que ndo foram projetados para amadurecimento prolongado, como o francés
Camembert, pode ter risco aumentado de incidéncia de Listeria monocytogenes quando
maturados por 60 dias (D’Amico, Druart & Donnelly, 2008). Da mesma forma, queijos
brasileiros tradicionais, como 0s queijos Serro, Canastra, Serrano e Colonial, sédo
consumidos h& décadas sem processo de maturacdo (Cruz e Menasche, 2014).

O governo fez alteragGes recentes na Legislacdo com a finalidade de especificar
como produto artesanal, um produto de origem e qualidade comprovadas, para
minimizar as barreiras da lei que ddo margem a ilegalidade e, a0 mesmo tempo, garantir
aos consumidores um produto saudével e nutritivo. Conforme Art. 1° da Lei N° 13.860,
de 18 de julho de 2019, considera-se queijo artesanal aquele elaborado por métodos

tradicionais, com vinculagdo e valorizacdo territorial, regional ou cultural, conforme
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protocolo de elaboragéo, estabelecido para cada tipo e variedade, e com emprego de
boas praticas agropecuérias e de fabricacdo (Brasil, 2019).

No Brasil, o queijo artesanal do tipo colonial é feito de leite cru, sendo o
principal produto de venda de agricultores da regido sul do Brasil (Carvalho, De Dea
Lindner, & Farifia, 2015). De acordo com o Ultimo censo agricola brasileiro, a producéao
artesanal de queijo em Santa Catarina envolve mais de 15.200 propriedades, com
producdo anual estimada em 8.210 t (IBGE, 2017a).

1.3 Microrganismos

O leite foi considerado por algum tempo como sendo essencialmente estéril,
sabe-se que mesmo no Ubere de animais saudaveis pode conter microrganismos. No
entanto, a carga microbiana é pequena em relacdo a introduzida durante a ordenha e
maturacao (Quigley et al., 2013; Oikonomou et al., 2014).

A rapidez e o grau de resfriamento do leite apds a ordenha tém um impacto
significativo no conteldo microbiano. Resfriamento até 4°C retarda o crescimento da
maioria dos microrganismos, porém, bactérias psicotroficas, como Pseudomonas e
Acinetobacter, continuam a crescer lentamente (Quigley et al., 2013). Algumas dessas
bactérias podem produzir enzimas resistentes ao calor que ndo sdo inativadas por
tratamentos de alta temperatura e, portanto, podem continuar causando deterioracao,
mesmo apos a morte do microrganismo produtor (Von Neubeck et al., 2015).

Os queijos de leite cru sdo conhecidos como microbiologicamente inseguros,
porque ndo h& tratamento térmico aplicado para destruir bactérias patogénicas.
Salmonela spp., pode ser encontrada em queijos feitos a partir de leite cru e ndo
sobrevive a pasteurizacdo (Villarruel-Lopez et al., 2016). Listeria monocytogenes e
Staphylococcus aureus sdo patdégenos comuns transmitidos por alimentos crus e uma
causa de infecgbes graves em humanos. A L. monocytogenes sobrevive e cresce em
condicBes aerdbicas e anaerdbicas, sendo limitada em pH 4,0, temperatura baixa e
embalagens a vacuo (Bellio, et al., 2016). No entanto, eles também podem ser
introduzidos no queijo como contaminantes apds a pasteurizacao, se 0 processo nao for
adequadamente controlado, permitindo a presenca da bactéria em queijos oriundos de
leite pasteurizado ou cru.

As espécies de microrganismos presentes no leite e sua relacdo com o processo

de producdo, a interacdo simbidtica de bactérias do &cido lactico, a cinética de
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desenvolvimento, espécies e biotipos envolvidos na caracterizacdo de diferentes queijos,
sdo determinantes para um produto de qualidade. Culturas iniciais sdo adicionadas ao
processo, favorecendo a inibicdo de possiveis patdgenos durante a maturacdo (De Dea
Lindner et al., 2008; Fox, Guinee, Cogan & McSweeney, 2017).

Estudos relatam bloqueio no crescimento de L. monocytogenes, L. innocua e S.
aureus pela microbiota interna em queijos de leite cru, porém ainda ndo determinaram
qual a bactéria responsavel por esta acdo (Masoud et al., 2012). O queijo de leite cru
mexicano Oaxaca exibe atividade antimicrobiana contra certas espécies patogénicas
como S. aureus produtor de enterotoxina e L. innocua e, tem o Lactobacillus plantarum
como predominante na microbiota natural (Caro et al., 2013). Da mesma forma,
importantes patégenos transmitidos por alimentos, incluindo L. monocytogenes,
Salmonella spp. e S. aureus foram pouco encontrados no leite cru e queijo de massa
mole, pela atividade antagdnica de bactérias lacticas naturais (Ortolani et al., 2010).

Microrganismos, como bactérias, leveduras e bolores podem estar presentes no
queijo durante a maturacdo, de forma positiva ou deteriorante, causando aromas
indesejaveis que proporcionem perda de qualidade ou riscos a satde publica (Beresford
& Williams, 2004; Moatsou et al., 2015). Cepas de Lactococcus lactis ssp. lactis,
reconhecido como seguro (Generally Recognized As Safe - GRAS) por Food and Drug
Administration-FDA, produzem nisina, um peptideo antimicrobiano aplicado em
queijos (FDA, 2011; 2018).

As culturas iniciadoras liofilizadas necessitam de um periodo de adaptacdo com
0 meio, que deve ser sincronizado com o tempo de acdo do coalho, gerando uma massa
firme, com menor umidade, principalmente quando se trata de queijos em que a perda
de umidade € essencial, como nos maturados. A adi¢do de culturas adjuntas acidifica o
meio antes de acrescentar o coalho, aumenta a prote6lise e os aminoacidos livres no
queijo (Fox, Guinee, Cogan & McSweeney, 2017).

As bactérias iniciadoras Lactococcus, Streptococcus thermophilus, Lactobacillus
delbrueckii, e Lactobacillus helveticus (chamadas de starter), s@o as principais
responsaveis pela producdo de &cido durante a fabricacdo de queijos, com a finalidade
de reduzir rapidamente o pH do leite a <5,3. O Lactococcus pode absorver glutationa,
que contém enxofre, um aspecto importante no sabor do queijo durante a maturacédo
(Andig, Tuncturk & Boran, 2015; Terpou et al., 2018).

A microbiota secundaria pode ser dividida em varios grupos, incluindo bactérias

do é&cido latico ndo iniciadoras (Lactobacillus, Pediococcus, Enterococcus e
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Leuconostoc. A microbiota secundaria esta envolvida com as bactérias iniciadoras no

processo de maturacdo (Cogan et al., 1997; Porcellato, Magri & Narvhus, 2015).

1.4 Maturagéo

O processo de maturacdo do queijo € um periodo de cura, a parte do processo de
conservagdo de queijos em que o fator mais ponderavel € a perda de umidade. Esse
periodo desencadeia modificagbes bioquimicas como protedlise e lipolise,
transformando um queijo de massa dura e firme, em diferentes e variadas texturas,
aromas e sabores (Arenas et al., 2014).

E um processo que constitui uma sequéncia de eventos bioquimicos e
microbioldgicos, mediados pelo fluxo metabdlico dos niveis priméarios e das culturas
adjuntas. Periodos de maturacdo testados com queijo fresco, em adequadas condicdes de
armazenamento, mostraram que microrganismos patogénicos (Staphylococcus aureus,
Coliformes totais) presentes em grande nidmero no inicio, foram dificilmente detectaveis
ao final do periodo de maturacdo (Cardoso et al., 2013; Fox, Uniacke-Lowe,
McSweeney & O'Mahony, 2015; Brasil, 2017).

A necessidade de 60 dias de maturacdo para que ocorra a total inativacdo da
microbiota patogénica depende de varios fatores, como o tipo de queijo, espécies
microbianas e numero inicial de col6nias presentes na massa do queijo. Portanto, os 60
dias de maturacdo podem reduzir as contagens de Coliformes totais e Staphylococcus
aureus, mas ndo sao considerados uma solucdo para a inativacdo total de patdégenos
(Yoon, Lee, & Choi, 2016). Diversos microrganismos presentes na microbiota dos
queijos estdo associados com a maturagdo, principalmente as bactérias do acido latico,
bactérias Gram-positivas, tolerantes a acidos e estritamente fermentativas, que
produzem 4&cido latico como principal produto final do metabolismo de carboidratos
(Von Neubeck, et al., 2015).

O desenvolvimento do sabor no queijo € um processo influenciado
principalmente pela composicdo do leite, culturas e enzimas presentes ou adicionadas e,
pelas diferentes condi¢Oes de fabricagcdo e maturagdo empregadas (Khattab, Guirguis,
Tawfik, & Farag, 2019). Semelhante em varios queijos, a maturacdo em baixa
temperatura (5-13°C) por meses e, as vezes anos, para atingir o sabor e os atributos
sensoriais desejados, permite a acdo de microrganismos e enzimas presentes no queijo,

gue atuam sobre os substratos da coalhada de maneira a expressar as caracteristicas do
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queijo através do microambiente da coalhada (pH do queijo, atividade da agua, teor de
sal e temperatura) (Fox & Stepaniak, 1993; Fox &Wallace, 1997).

As principais alteracbes bioquimicas relacionadas a matura¢do envolvem
catabolismo da lactose residual, citrato, lipdlise e protedlise, seguidas por desaminacao,
descarboxilacdo e dessulfurilagio de aminoacidos, B-oxidacdo de &cidos graxos, e
catabolismo do &cido lactico. A caseina forma cadeias polipeptidicas catalisadas pelas
proteinases e peptidases, originando aminoacidos de cadeia ramificada e aromaticos
que, sofrem degradacdo em compostos organicos volateis através da descarboxilacao e
da desaminacdo, originando aminas biogénicas (relacionada a aromas desagradaveis),
ésteres e aldeidos. A metionina origina compostos de enxofre, que sdo absorvidos por
algumas cepas de L. lactis. A lactose residual é degradada pelas bactérias starter em
lactato e oxidada pelas NSLAB em acetato, o citrato é transformado em acetato e
diacetil (confere sabor amanteigado), butanona e butanodiol. (Khattab, Guirguis,
Tawfik, & Farag, 2019).

A mistura heterogénea de sabores e aromas, compostos volateis e ndo volateis
que confere sabor caracteristico aos queijos maturados (Smit, Smit, & Engels, 2005;
Ardd, 2006) determina a variabilidade das propriedades do mesmo, que pode também
ser originada a partir do crescimento incontrolavel e interacdo da flora do queijo
(Cocolin et al., 2017). A classificacdo das variedades de queijos apresenta uma série de
caracteristicas como textura, teor de umidade, método de coagulacdo e indice de
maturacdo (McSweeney, Ottogalli, & Fox, 2017).

A forma como o queijo é maturado, o ambiente, sem ou com embalagem,
influencia diretamente na determinacdo do tipo, na formacgdo dos compostos volateis, no
tempo e no custo de maturacdo. Caracteristicas como a producdo de gas que origina
fissuras no queijo, ou expulséo de liquido, levando a formacédo de cristais de lactato de
calcio na superficie dos queijos estdo associados aos defeitos (Agarwal et al., 2006;
Ortakci, Broadbent, Oberg & McMahon, 2015).

Uma das principais perdas de produto ocorre durante a maturacdo, em que €
comum a contaminacdo do queijo por bactérias, bolores e leveduras (Fajardo et al.,
2010) e, portanto, pode ocorrer o desenvolvimento de sabores estranhos, diminuindo a
qualidade do queijo, principalmente quando maturado sem embalagem. Queijos
maturados em temperatura ambiente favorecem a oxidacdo e a desaminacgao
(McSweeney, 2011). Os acidos carboxilicos produzidos durante a maturacdo incluem

acido butirico, que possui sabor rangoso, acido pentanoico com sabor gorduroso (Gan,
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Yan, Linforth & Fisk, 2016), acido glutdmico (McSweeney, Ottogalli & Fox, 2004)
responsavel por conferir sabor umami ao queijo, entre outros (lwasawa, Suzuki-
Iwashima, lida & Shiota, 2014).

O periodo de maturacéo interfere no grau de proteolise, que aumenta em funcgéo
do tempo de maturacdo. O aumento do periodo de maturacdo esta associado ao
desenvolvimento do sabor amargo pelo aumento da formacdo de peptideos amargos,
que sdo principalmente derivados da B-caseina (Karametsi, Kokkinidou, Ronningen &
Peterson, 2014). Por exemplo, para o queijo tratado com salmoura é recomendado
periodo de maturacdo de menos dias para evitar a amargor excessivo (Sahingil,
Hayaloglu, Simsek & Ozer, 2014).

1.5 Coberturas em queijo

Coberturas comestiveis geralmente sdo formadas pela associacdo de proteinas e
polissacarideos e podem ser aplicadas por imersao, borrifadas ou fixadas manualmente
(Lu et al. 2009). Geralmente ocorre a formacao de gel, e ap6s a fixacdo a cobertura seca
e forma uma camada protetora, usada principalmente para prolongar o prazo de validade
e preservar a qualidade dos alimentos (Vital, et al., 2016). A aplicacdo de coberturas
traz beneficios ao produto como diminuicdo da oxidacdo através da reducdo do contato
com o oxigénio, aumento da barreira que diminui a perda de dgua e manutencdo das
qualidades sensoriais (Song et al. 2011).

O uso de matérias-primas vegetais na fabricacdo de queijos, como cobertura ou
incorporado a massa, tanto em queijos frescos quanto em maturados ainda ndo é
convencional. Em queijos recobertos, 0 material vegetal esta presente na casca até o
momento do consumo e geralmente sdo ervas ou subprodutos da fabricacdo de vinho
(Di Cagno et al., 2007; Saraiva et al., 2019).

As coberturas comestiveis, também podem ser constituidas de compostos
bioativos, formando as coberturas ativas que tém sido utilizadas para reduzir os efeitos
deletérios de varios fatores, incluindo perda de agua e controle da taxa de maturacéo,
crescimento microbiano indesejado e escurecimento enzimatico, entre outros. As
coberturas ativas podem atuar como transportadoras de aditivos alimentares, como
agentes antioxidantes, palatabilizantes e corantes (Qiao, Ma, Zhang & Yao, 2017;
Jamrdz, Juszczak & Kucharek, 2018; Arrieta, Peponi, Lopez, & Fernandez-Garcia,
2018).



18

1.6 Erva-mate e seus compostos

A llex paraguariensis, espécie nativa de regides subtropicais da América do Sul,
é uma planta utilizada em infusdes e chas. O consumo da erva esta crescendo em todo o
mundo pelos comprovados beneficios a salde atribuidos aos compostos bioativos do
mate. Nos Estados Unidos, Alemanha e Siria, a erva-mate € utilizada principalmente na
producao de “cha” e bebidas energéticas (Bracesco et al., 2011; Cardozo Junior &
Morand, 2016).

A producdo de erva-mate nos quatro principais paises produtores (Brasil,
Argentina, Uruguai e Paraguai) alcancou no periodo de 2012-2015, a média de 530 mil
toneladas, sendo 84% da producdo de origem extrativista €, 0 Rio Grande do Sul o
principal produtor nacional, com producdo meédia de 273 mil toneladas no mesmo
periodo. No Brasil, 80% da producdo é destinada ao consumo interno (FAO, 2017;
IBGE, 2017b). A composicdo centesimal da EM possui quantidades de proteina,
lipidios, fibras e cinzas variaveis conforme a sazonalidade, regido de producdo, idade
das plantas e estadio reprodutivo (Tabela 1).

Tabela 1: Composicdo centesimal de erva-mate comercial na matéria seca.

Composicdo centesimal (%)

Autores Proteina  Lipidios Fibra Cinzas
Santos (2004) 9,25 4,33 52,39 5,47
Esmelindro et al. (2002) 14,49 6,76 21,10 6,01
Burgstaller (1944) 8,30 5,57 14,96 3,07
Barbosa (2006) 11,59 4,33 ND ND
Enfing (2009) 2,08 10,91 ND ND

ND: ndo determinado.

As folhas de llex paraguariensis contém altas concentracbes de compostos
fendlicos, que conferem acdo antioxidante a erva-mate (Riachi & Maria, 2017). O efeito
antioxidante da erva-mate previne e retarda o surgimento de doengas no organismo e, a
sua capacidade de sequestrar os radicais livres ainda pode evitar processos oxidativos,
que causam degradacdo proteica e lipidica em alimentos, como os queijos, podendo
alterar suas caracteristicas sensoriais e nutricionais (Han et al. 2011).

Entre esses compostos bioativos, os efeitos dos polifendis na dieta séo
amplamente estudados (Rodriguez-Mateos et al., 2014; Valdés et al., 2017), a maioria
dos efeitos benéficos a saude atribuidos & erva-mate estdo relacionados com a fragéo

fendlica, pelos efeitos antioxidante, anti-inflamatdrio e anticarcinogénico (Zhu et al.,
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2014; Baeza, Sarria, Mateos & Bravo, 2016; Ronco et al., 2016). A erva-mate também
esta relacionada com a prevencgdo da obesidade e cardioprotetora, com melhora no perfil
lipidico (Habauzit & Morand, 2011; Chang-Bravo, Lopez-Cérdoba, & Martino, 2014;
Santiago, et al., 2017).

Resultados importantes tanto nos produtos lacteos quanto aos consumidores no
final da cadeia, justificam a aplicacdo de compostos fendlicos com acdo antioxidante em
queijos. Os complexos polifenol-proteina podem aumentar ou diminuir a atividade
antioxidante dos polifendis, atividade que pode influenciar caracteristicas do queijo
como sabor, cor e odor. A erva-mate pode ter agdo conservante durante a maturagéo
atribuindo compostos bioativos ao produto, aplicada como extrato ou na massa do
queijo, permitindo alteracdo de propriedades fisicas e estruturais (Brewer, et al., 2011;
Han et al. 2011; Bandyopadhyay et al. 2012; Vital et al., 2015; Cardozo Junior &
Morand, 2016; Saraiva et al., 2019).



|| CONSIDERACOES GERAIS

O uso de erva-mate como cobertura em queijos tem sido pouco explorado,
apresentando-se como alternativa para verificar seus efeitos antioxidantes, de textura,
sabor, e odor no queijo durante a maturacdo. Por isso, definiu-se como padrdo de
cobertura para aplicar em queijos de leite cru, a erva-mate minimamente processada,
vendida comercialmente, sendo aplicada manualmente como cobertura seca, com a
finalidade de delimitar os tratamentos conforme os dias de aplicagdo. As unidades
amostrais permaneceram em ambiente com temperatura e umidade relativa controlados,
durante 60 dias para maturacdo e andlises nos dias 01, 05, 10, 20, 40 e 60.

Observou-se que as melhores propriedades tecnoldgicas estiveram contidas nas
amostras do queijo que recebeu aplicacdo de erva-mate no dia 5, o tratamento 5. Este
apresentou maior absor¢do para todos compostos bioativos analisados, menor perda de
umidade, menor acidez e menor dureza, apresentando maior controle de
microrganismos patogénicos e caracteristicas de queijo maturado aos 20 dias de

armazenamento.
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11 OBJETIVO GERAL

Avaliar as propriedades tecnoldgicas de queijo maturado elaborado a partir de
leite cru e, adicionado de Lactococcus lactis ssp. lactis FX-01 com cobertura de erva-

mate.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar os compostos bioativos da erva-mate e determinar o melhor tempo
de aplicagdo na superficie dos queijos;

Elaborar queijos de leite cru adicionados de Lactococcus lactis ssp. lactis FX-01
como bactéria iniciadora;

Monitorar a maturacdo e analisar os queijos nos dias 1, 5, 10, 20, 40 e 60 com

relacdo as caracteristicas fisico quimicas e microbiol6gicas.



Efeito de cobertura ativa de erva-mate (llex paraguariensis St.-Hil.) em queijo

maturado feito com leite cru

(Modelo Revista LWT- Lebensmittel-Wissenschaft Technologie / Food Science
Technology)

Resumo: Queijos maturados necessitam de tempo prolongado e técnicas diferenciadas
para que possam atender aos parametros de qualidade ao final de sua producdo. Dentre
as diferentes técnicas, pode ser citada a adicdo de microrganismos benéficos
(Lactococcus lactis ssp. lactis FX-01) capazes de inibir o crescimento de
microrganismos patogénicos, e a adi¢do de coberturas ativas, as quais podem interagir
com o produto resultando em alteracdes nas suas propriedades tecnoldgicas. O objetivo
deste trabalho foi verificar o efeito da adicdo de erva-mate como cobertura ativa em
diferentes tempos de maturacdo, nas propriedades fisico-quimicas e microbioldgicas de
gueijo maturado com adicdo de Lactococcus lactis ssp. lactis FX-01. O experimento foi
desenvolvido durante 60 dias com quatro tratamentos, Tratamento 1. sem cobertura
(TC); Tratamento 2: com cobertura aplicada no dia 5 (T5); Tratamento 3: com cobertura
aplicada no dia 10 (T10) e Tratamento 4: com cobertura aplicada no dia 20 (T20).
Concentracdo de compostos bioativos, atividade antioxidante, cor, dureza, acidez, pH e
oxidacdo lipidica foram avaliados durante a maturacdo. A oxidacao lipidica aumentou
para os tratamentos de acordo com o dia de aplicacdo da erva e a umidade diminuiu,
indicando também a acdo do Lactococcus lactis ssp. lactis FX-01 em ambiente restrito,
pois no TC o aumento da oxidacgdo se deu a partir do dia 40. Os coliformes totais foram
detectados até o 5° dia de maturacdo do queijo. A presenca da bactéria iniciadora
auxiliou na inativacdo dos coliformes, que foram inexistentes a partir do dia 10, o
Lactococcus lactis ssp. lactis FX-01 se manteve em condicgdes estaveis de atividade (10
" UFCIg) aos 60 dias de maturacdo, apresentando os maiores valores para 0 T5 (7,5 x
10”7 UFC/g). O melhor dia para aplicacdo da EM foi o dia 5 (T5), que apresentou
maiores concentrag¢des de polifendis e menor dureza nas amostras.

Palavras-chave: Antioxidante; Lactococcus lactis; oxidacdo lipidica; textura



Effect of yerba mate (llex paraguariensis St.-Hil.) coating on ripened cheese made

with raw milk

Abstract: Ripened cheeses need prolonged time and differentiated techniques so that
they can meet the quality parameters at the end of their production. Among the different
techniques, the addition of beneficial microorganisms (Lactococcus lactis ssp. lactis
FX-01) capable of inhibiting the pathogens growth, and the addition of active coatings,
which can interact with the product resulting in changes in its technological properties.
The objective of this work was to verify the effect of adding yerba mate (YM) as an
active covering at different ripening times on the physicochemical properties of cheese
ripened with the addition of Lactococcus lactis ssp. lactis FX-01. The experiment was
carried out for 60 days with four treatments, Treatment 1. without coverage (CT);
Treatment 2: with coverage applied on day 5 (T5); Treatment 3: with coverage applied
on day 10 (T10) and Treatment 4: with coverage applied on day 20 (T20).
Concentration of bioactive compounds, antioxidant activity, color, hardness, lactic acid
acidity, pH and lipid oxidation were evaluated during ripening. Lipid oxidation was
increased for treatments according to the day of herb application and the humidity
decreased, also indicating the action of Lactococcus lactis ssp. lactis FX-01 in a
restricted environment, since in the CT the increase in oxidation occurred from day 40
onwards. Total coliforms were detected only until the 10" day of cheese maturation.
The presence of the initiating bacteria helped inactivate the coliforms, which were non-
existent from day 10, Lactococcus lactis ssp. lactis FX-01 remained in stable conditions
of activity (10”7 CFU / g) at 60 days of maturation, presenting the highest values for the
T5 (7.5 x 107 UFC / g). We concluded that the best day to apply MS was day 5 (T5),
which had higher concentrations of polyphenols and less hardness in the samples.

Keywords:  Antioxidant;  Lactococcus  lactis;  lipid  oxidation;  texture
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1. Introducéo

O queijo é o produto originado da coagulacdo das proteinas do leite e pode ser
frescal, semiduro, duro e maturado. Queijo maturado é um queijo que ndo esta pronto
para consumo logo apos a fabricacdo e que passa por um periodo de conservacao em
condicBes que resultem nas alteragdes bioquimicas e fisicas caracteristicas de queijo
maduro, originando um produto final com propriedades fisicas, quimicas e
organolépticas definidas (Codex Alimentarius Commission, 1978; 2003; 2018).

Queijo é um alimento altamente nutritivo, que com a maturacdo ocorre um
aumento na concentracdo de proteinas, gorduras saturadas, minerais como sédio,
fésforo, célcio e vitaminas A e B, permitindo desta forma, melhor deteccdo do estadio
de maturacdo, através da concentracdo e identificacdo dos compostos (Abbas, Karoui, &
Ait-Kaddour, 2012).

Produtos adicionados de compostos com maiores beneficios a salde sao
valorizados pelos consumidores, por exemplo, os queijos com adi¢cdo de compostos
naturais e antioxidantes, que podem posteriormente, minimizar a agdo de radicais livres
na fisiologia celular, favorecendo o funcionamento do organismo em defesa contra
doencas (Boaventura et al., 2012). O queijo elaborado a partir de leite cru tem objetivo
principal de atingir aromas e sabores diferenciados dos queijos de leite pasteurizado,
associados geralmente ao efeito de microrganismos da flora natural do leite, como
Lactococcus spp., Lactobacillus spp., Leuconostoc spp. € Enterococcus spp. (Masoud et
al., 2012).

Atributos sensoriais de queijos elaborados com leite cru sdo constituidos, na
maior parte por compostos volateis, como &cidos, ésteres e alcoois que resultam da
fermentacdo pela microbiota natural do leite, como bactérias microbianas autdctones,
responsaveis por hidrolisar e metabolizar os nutrientes. A partir destas reacGes
bioquimicas, desenvolve-se a maturacdo, reacdes que estdo diretamente relacionadas
aos diferentes sabores nos queijos. A microbiota influenciara na textura, dependendo da
composicdo do leite, do processamento e das condi¢des sazonais de fabricacdo dos
queijos (Ocak, Javidipour, & Tuncturk, 2014; Gobbetti, Neviani & Fox, 2018).

A producéo de substancias indesejadas no interior dos queijos, pela presenca de
patdgenos contaminantes, originados da fazenda, da industrializacdo ou poés-

processamento pode ser controlada com a adi¢do de bactérias que venham a produzir
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compostos secundarios e aumentar a taxa de acidificacdo, com objetivo de dificultar o
crescimento de patdgenos e/ou até inativa-los (Masoud et al., 2012).

Durante o periodo de armazenamento € comum a contaminacdo do queijo por
bactérias, fungos e leveduras, podendo ocorrer o desenvolvimento de sabores
indesejados, diminuindo a qualidade do queijo, principalmente quando armazenado sem
embalagem. A alta perda de umidade pode ser um problema por aumentar a dureza e
levar a propriedades organolépticas indesejadas. Diferentes sistemas de embalagens
elaborados com materiais sintéticos colocam em duavida a qualidade do produto, com
isso, 0 uso de coberturas ativas vem surgindo como possibilidade promissora na
prevencdo de deterioracdo, na extensdo da vida Util e na reducdo da perda de agua
(Cerqueira et al., 2010; Mastromatteo et al., 2014).

Filmes e coberturas ativas podem atuar como transportadores de agentes
antimicrobianos e apresentar varias vantagens em relagdo as coberturas convencionais,
como melhor espalhamento, permeabilidade e solubilidade. As coberturas ativas se
destacam ndo apenas como barreira, mas também pelas suas propriedades antioxidantes
e antibacterianas (Ramos et al., 2012; Arrieta, Peponi, Lépez, & Fernandez-Garcia,
2018).

A erva-mate (EM) contém nutrientes, minerais e vitaminas solGveis em éagua,
compostos fitoquimicos, particularmente polifendis (&cidos fenodlicos, flavonoides),
alcaloides (metilxantinas, cafeina, teobromina, teofilina) e, terpenos (carotenoides,
saponinas) (Heck & Mejia, 2007; Borré, et al., 2010). Os polifendis da EM podem
compreender até 10% do peso das folhas, com propriedades antioxidantes avaliadas in
vitro pelos ensaios FRAP e ABTS comparaveis aos do vinho tinto ou cha. Os acidos
clorogénicos (hidroxicinatos) constituem os principais polifenois da EM, representando
até 95% do contetdo fendlico e os outros 5% flavondis (como a quercetina) (Bravo,
Goya & Lecumberri, 2007).

Nos ultimos vinte anos, ensaios clinicos exploram a possibilidade de usar a EM
na prevengdo ou como tratamento complementar de algumas doencas portanto, a adigdo
de EM em produtos lacteos se apresenta como alternativa para inclusdo de compostos
ativos a dieta dos consumidores sem que 0s mesmos alterem seus habitos alimentares.
Os compostos bioativos da erva-mate tém potencial para aplicagdo na industria de
alimentos, pois séo ricos em antioxidantes naturais e podem minimizar a deterioragéo

durante a maturagéo (Riachi & Maria, 2017; Saraiva, et al., 2019).
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Este trabalho teve como objetivo, elaborar queijo a partir de leite cru adicionado
de Lactococcus lactis ssp. lactis FX-01, aplicar erva-mate como cobertura ativa em
diferentes periodos da maturacdo e, avaliar as propriedades tecnologicas do produto

durante 60 dias.

2. Materiais e métodos
2.1 Materiais

O leite cru foi adquirido em uma propriedade rural em Maringa, PR, Brasil
(23°20°24.5”S 52°02°47.4”W). A EM foi adquirida de Giotti (General Carneiro, Parand,
Brasil). A enzima quimosina da (HA-LA®) (CHR Hansen, Danmark), e o Lactococcus
lactis ssp. lactis FX-01 da BV - Bela Vista. Foram utilizados meio de cultura M17
(Biosystems LTDA), glicose P.A., peptona (Kasvi LTDA), e Violet Red Bile Agar
(Neogen — Lansing, Michigan). Reagentes Folin-Ciocalteu, acido galico, acido 2,20-
azino-bis (acido 3-etilbenzotiazolina6-sulfonico) (ABTS), 2,2-difenil-1-picril-hidrazil
(DPPH), alcool metilico, &cido cloridrico, acido tricloroacético, tampdo fosfato,
persulfato de potassio, carbonato de sodio, metanol e acido acético foram adquiridos da
Sigma Aldrich. Ferricianeto de potéssio, cloreto de aluminio e cloreto férrico eram de

grau analitico.

2.2 Compostos bioativos e atividade antioxidante

A extracdo dos compostos bioativos da EM e do queijo foram extraidos com
metanol 100% (1:10, p/v). Homogeneizados por 10 min e centrifugados a 3000 rpm por
10 min. O sobrenadante foi recuperado e utilizado nas analises de compostos bioativos

(1:100, p/v) e atividade antioxidante segundo Adolfo Lutz (2008), com modificacdes.

2.3 Compostos fendlicos totais

Os compostos fenolicos totais (CFT) foram determinados de acordo com
Singleton & Rossi (1965), com algumas modificacdes. O extrato (125 pL) foi
homogeneizado com volume equivalente do reagente de Folin-Ciocalteu (diluido 1: 1
em agua deionizada) e 2,25 mL de carbonato de sodio (28 g/L). A mistura foi incubada

no escuro por 30 min e a absorbancia medida a 725 nm usando um espectrofotdmetro
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(Evolution™ 300, Thermo Fisher Scientific, UK). Uma curva de absorbancia padrio foi
preparada usando 0-300 mg/L de acido galico e os resultados foram obtidos por

interpolacdo nessa curva e expressos como mg de equivalente de acido galico (EAG)/g.

2.4 Flavonoides

Os flavonoides foram determinados de acordo com protocolo de Buriol (2009).
O extrato (300 pL) foi adicionado de 150 pL de Cloreto de Aluminio (AICI3) e 2250 pL
de metanol 100%. A mistura foi incubada no escuro por 30 min e a absorbancia medida
a 425 nm em espectrofotometro. Uma curva de absorbancia padrdo foi preparada
usando 0-300 pL/L de solucdo de quercetina e, os resultados foram obtidos por

interpolacdo nessa curva e expressos como equivalente de quercetina (mgEQ/L).

2.5 Sequestro do radical livre ABTS

A atividade antioxidante pelo ensaio ABTS foi determinada de acordo com Re et
al. (1999), com algumas modificacdes. O ABTS" foi formado incubando ABTS (7 mM)
com persulfato de potassio (140 mM) por 16 h em temperatura ambiente em condigdes
escuras. O radical ativado ABTS foi diluido com etanol até atingir uma absorbancia de
0,70 + 0,02, em 1960 pL da solucdo resultante foram adicionados 40 uL de extrato. A
absorbancia a 734 nm foi medida apds 6 min e a atividade de sequestro de radicais (%)

foi calculada usando a Eq. 2:

Atividade do radical ABTS (%) = (1 _ (Am—t)) 2100 @)

Aamostra=0
Em que Aamostra = absorbancia da amostra aos 6 min e

Aamostra=0 = absorbancia da amostra no tempo zero.

2.6 Poder antioxidante de reducéo do ferro

O poder antioxidante de reducédo do ferro (FRAP) foi determinado de acordo
com o protocolo publicado por Zhu et al. (2002). O extrato (250 uL) foi adicionado a
1,25 mL de tampdo fosfato de sodio 50 mM, pH 7,0 e 1,25 mL de ferricianeto de
potassio a 1%. A mistura foi incubada a 50°C por 20 min. Em seguida, 1,25 mL de
acido tricloroacético (10%) foram adicionados e a mistura foi centrifugada a 3000 rpm

por 10 min. O sobrenadante (2,5 mL) foi misturado com 500 uL de cloreto férrico
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(0,1%) e a absorbancia a 700 nm foi lida imediatamente. Os resultados foram expressos
em mg EAG/g, determinados usando a curva padréo de acido gélico de 0 a 300 mg/L.

2.7 Elaboracdo dos queijos com leite cru e aplicagdo de cobertura

O leite utilizado na elaboracdo dos queijos foi ordenhado de animais apos
realizacdo de pré-dipping e teste prévio de mastite subclinica com raquete (California
Mastitis Test - CMT) e resultado negativo. O leite cru foi filtrado, aquecido a 38°C e
Lactococcus lactis ssp. lactis FX-01 foi adicionada (0,034 g/L) sob agitagdo por 2
minutos. O leite permaneceu em repouso por 30 min, e ao atingir 35°C a quimosina
(0,01g/L) foi adicionada sob agitacdo (2 min). A coagulacdo foi realizada durante 1 hora
e a massa foi cortada (cubos de 2 x 2 cm), permanecendo em repouso (30 min) para
dessorar. A massa foi transferida para formas de queijo (80 mm de profundidade por 80
mm de didmetro) e prensada (20 seg) com peso de 1 Kg (Perry, 2004) com
modificacdes.

Os queijos foram armazenados em BOD com ambiente controlado, circulacdo de
ar em temperatura de 8 + 2°C e umidade relativa média de 80%. Os queijos foram
virados apds 12 horas e desenformados apds 24 horas, a salga a seco foi realizada
posteriormente a 0,6% (p/p).

A EM foi padronizada em peneira de 60 mesh e, a parte fina foi utilizada para
aplicacdo nas superficies dos queijos com 5 (T5), 10 (T10) e 20 (T20) dias de
maturacdo. Foram aplicadas manualmente 5g de EM seca, na superficie externa dos
queijos, no tratamento controle (TC) n&o foi aplicada EM. Todos os tratamentos foram

analisados com 1, 5, 10, 20, 40 e 60 dias de maturacéo.

2.8 Caracterizacdo fisico-quimica dos queijos de leite cru

As amostras foram liofilizadas (Christ Alpha 1-4 LD plus) para retirada total da
umidade e melhor padronizagdo do material e, analisadas quanto & umidade conforme
Eqg. 3 (925,09; AOAC, 2005), proteina bruta pelo método Kjeldahl, cinzas (923,03;
AOAC, 2005) e gordura total (Bligh & Dyer, 1959). Os resultados foram expressos em
base de matéria seca. Foi determinado o pH com pHmetro digital (Tecnopon/mPA 210)
e a acidez titulavel por ponto de viragem (pH 8,2) em titulagdo de NaOH (Lutz, 2008-
463/1V).
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2.9 Medidas e perda de umidade

A perda de umidade foi calculada usando a Eq. 3:

Perda de umidade (%) = 100 — ((" lnical_Peso fnal) x1oo) 3)

Peso da amostra
As medidas de didmetro e espessura foram feitas pela média de dois pontos de

cada amostra, na superficie e na borda dos queijos.

2.10 Anélises Instrumentais

A cor interna dos queijos foi medida pelo sistema CIELAB, utilizando um
colorimetro (Chroma Meter CR-400; Minolta, Mahwah, Nova Jersey, EUA), com o
iluminante padrdo D65. Foram feitas leituras diretas dos parametros L* (100= branco; 0
= preto), a* (+, vermelho; -, verde) e b* (+, amarelo; -, azul) em 3 pontos distintos do
interior das amostras.

A andlise de dureza foi realizada no centro do queijo (didmetro de 7,0 cm e
altura 1,2 cm) utilizando um texturdmetro CT3 (Texture Analyser — Brookfield). Uma
probe circular de acrilico foi utilizada (didmetro de 38,1 mm e altura de 20 mm) com
forca de 50 Kg, velocidade de 1 mm/s e distancia de compressdo de 5,0 mm. Foi
avaliado o parametro de dureza nos ciclos 1 e 2 de acordo com Saraiva et al. (2019)
com modificacdes. Nao foi possivel realizar o teste de compressdo apds o dia 20, pois

0S queijos apresentaram dureza que causou sobrecarga no equipamento.

2.11 Determinacéo da oxidacao lipidica

A andlise de oxidacdo lipidica foi realizada através da determinacdo das
substancias reativas ao 4&cido tiobarbitdarico (TBARS) (Kiokias, Dimakou, &
Oreopoulou, 2007). A extracdo foi realizada com solugdo de &cido tricloroacético (TCA
— 10%) e é&cido galico (10:5 v/p amostra triturada), a mistura foi homogeneizada em
turrax (15 seg), centrifugada por 15 min (4°C) a 4000 rpm e filtrada em papel filtro
qualitativo(80 g/m?). O extrato foi adicionado & solugo de &cido tiobarbittrico (TBA)
(1:1, v/v), a mistura foi aquecida (100°C) por 15 min, resfriada e centrifugada a 3000

rpm (10 min). A absorbéancia do sobrenadante foi medida 532 nm e comparada com
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uma curva padrdo de malonaldeido (1,3,3-tetrametoxipropano), variando de 0 a 60
HMI/L.

2.12 Andlises microbiologicas

A presenga ou auséncia de Salmonella spp. a 41,5°C foi determinada utilizando
3M Petrifilm™ (St. Paul, MN 55144, USA) de acordo com as informacdes do
fabricante nos queijos com 1 e 60 dias de maturacdo. A contagem de Coliformes totais e
Staphylococcus aureus foi realizada com meio de cultura Violet Red Bile Agar em
placas de petri incubadas a 35°C por 48 h. O Lactococcus lactis ssp. lactis FX-01 foi
analisado com meio de cultura M17 com suplementagdo de glicose (5g/L) (Ruggirello,
Dolci & Cocolin, 2014), 37°C por 48h, nas diluicdes 10 até 10 para cada dia de

analise, até a maturacdo com 60 dias.

2.13 Andlise estatistica

Foi utilizado um delineamento inteiramente ao acaso, em fatorial, com quatro
tratamentos e 6 periodos, constituido de dois fatores fixos (aplicacdo da cobertura
(Tratamento) e tempo de maturacao (Dias)), com o objetivo de comparar estimativas de
variancias dentro de cada periodo de analise e, a analise de regressdo polinomial para
estudar o comportamento de cada tratamento de estudo no decorrer do periodo de
maturagdo. O experimento foi realizado 3 vezes com 4 repeti¢des por tratamento.
Anélise de variancia foi realizada utilizando o modelo linear geral (GLM) com SPSS
(v.15.0) (IBM SPSS Statistics, SPSS Inc., Chicago, EUA) para Windows. Médias e
desvio padrdo foram calculados para cada varidvel. Quando as diferencas foram
estatisticamente significativas, teste de Tukey foi realizado com significancia estatistica
de p <0,05.

3. Resultados e discussao

3.1 Propriedades fisico-quimicas do queijo com cobertura

Na tabela 2, pode-se observar que ao final da maturagdo, 0s queijos
apresentaram média de 16,52% de gordura, para os valores de cinzas e proteina bruta, as

médias foram 5,12% e 38,79%, respectivamente. Pode ser um queijo comparado ao
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queijo italiano Parmigiano Reggiano, que maturado aos 12 meses apresenta
caracteristicas semelhantes de gordura e proteina. As propriedades fisico-quimicas
incluem o teor de proteinas, teor de sal, contetido de agua, pH, o teor de gordura, tendo
como principal influéncia a interacdo dos componentes individuais, especialmente a
gordura, proteina e umidade (Fox et al., 2004; Sberveglieri, Bhandari, Pulvirenti, &
Carmona, 2016).

Verifica-se com a tabela 3, que inicialmente 0 queijo apresentou 63,51% de
umidade, reduzindo esse valor para 14,21% ao final dos 60 dias de maturacdo. O T5,
com cobertura aplicada no dia 5, apresentou na comparacao entre tratamentos, a maior
concentracdo de umidade 46,04%. A maturacdo em ambiente controlado (85 - 90%
UR), e o pequeno tamanho das amostras, associado ao sistema de ventilacdo e
refrigeracdo acelera a reducdo da umidade dos queijos, resultado que pode ter sido
diminuido com a aplicacdo de cobertura ativa no T5 no 5° dia de armazenamento
(Tolentino, 2013).

Na interacdo entre dias e tratamentos (Tabela 3), verifica-se que o tratamento
T5, no 10° dia de maturacao, apresentou menor perda de umidade (5,26%), comparado
com os demais (19,7%), apresentando 14,43% de umidade ao final da maturagéo (60d).
A cobertura aplicada em queijos pode exercer fungdo de barreira a passagem de agua e
consequente menor desidratacdo (Tolentino, 2013).

Na tabela 3, em relacdo ao pH, observa-se a média para comparacdo entre
tratamentos, que houve diferenca entre T5 e T20, que receberam aplicacdo de EM, com
pH 5,29 e 5,17, respectivamente e, o TC apresentou 0 menor valor (5,04). No dia 60 foi
observado o menor valor de pH para todos os tratamentos (4,46), ndo apresentando
interacdo entre tratamentos e dias de maturacéo.

A estabilizacdo do pH pode ser explicada adicdo da camada de EM, que ocorre
brevemente até iniciar a acdo da bactéria iniciadora adicionada na elaboracdo do queijo,
permitindo que o pH volte a baixar, 0 que ndo ocorre no TC que néo recebeu EM, por
isso apresentou o menor valor. A adi¢do de bactérias mesofilicas como o Lactococcus
lactis em queijos é bastante utilizada para a diminui¢do do pH, possui fungdo primaria
de “starter”, com producéo de acido para a fabricacdo da maioria dos queijos, além de
outras funcgdes relacionadas com a diminuicdo do potencial redox que passa de +250
mV no leite, para -150 mV no queijo. O pH da massa cai para préximo de 5,0 em um

espaco de tempo entre 5 e 20 horas, dependendo da variedade do queijo a ser fabricado.
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Essa modificacdo é essencial para o desenvolvimento bioquimico da maturagdo de um
queijo. (Fox & Mcsweeney, 1998).

A acidez, na tabela 3, expressa valores baixos no inicio da maturacgéo,
ocasionados pelo efeito do pH baixo, e crescentes de acordo com o consumo da lactose
residual até o 20° dia de maturacdo, estabilizando nos proximos dias. Para 0s
tratamentos, T5 (EM aplicada dia 5) apresentou o menor valor e o TC o maior valor de
acidez, 0,58% e 0,67%, respectivamente. Este resultado expressa a influéncia de
aplicacdo de EM como cobertura, pois a producdo de acido desempenha varios papéis
na fabricacdo de queijos tais como: controla e previne o crescimento de bactérias
deterioradoras e patogénicas; retencédo e atividade do coagulante e também a atividade
de enzimas durante a maturagdo, portanto, em meio com maior quantidade de umidade
ocorre maior atividade enzimatica. A acidificacdo é proporcionada pela fermentacdo da
lactose em &cido latico pelas bactérias laticas adicionadas ao leite (Fox & Mcsweeney,
1998; Tarakci, Temiz, Aykut, & Turhan, 2011).

Na interacdo (Tabela 3) excluindo-se o0 1° e 0 5° dia, em que todos apresentavam
a mesma acidez inicial, no 10° dia, o T5 obteve o menor valor (0,56%), e pode expressar
a intensificacdo das reacGes de protease, lipase, agdes da bactéria de cultura inicial e
suas enzimas e, da microflora secundéria, seguida da estabilidade caracteristica de
gueijo maturado (Fox, Guinee, Cogan & McSweeney, 2017).

Na tabela 3, o T5 apresenta entre os tratamentos a menor dureza, 11,43Kg. Na
interacdo, a textura expressa valores de dureza variaveis de acordo com o dia de
aplicacdo da erva, sem olhaduras e com maior porcentagem de umidade (34,24%), 0 T5
apresentou menor valor de dureza 19,30Kg. A umidade na matriz do queijo atua como
um plastificante entre os filamentos de proteinas, orientando e regulando a estrutura das
redes dentro da matriz, tornando o queijo mais macio e flexivel. a producdo de acido
solubiliza fosfato de calcio afetando, portanto, a textura do queijo, promove sinérese e
consequentemente influencia a composicdo do queijo (Lamichhane, Kelly & Sheehan,
2018).

O maior valor de dureza foi apresentado pelo TC no dia 20: 59,59Kg, nédo
recebeu a cobertura de EM e teve maior perda de umidade (Tolentino, 2013). Reacao
que pode ser explicada observando a diferenca no pH dos queijos com EM e controle
(sem EM), alteracBes quimicas na rede de proteinas da coalhada do queijo estdo

diretamente relacionados ao pH, a acidez e a textura final, a rigidez geralmente diminui
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a medida que o pH aumenta e a acidez diminui (Fox, Guinee, Cogan, & McSweeney,
2000).

A textura e o pH sdo considerados fatores qualitativos para queijos elaborados
com leite cru, a microflora metaboliza lactose, lactato e citrato residuais nos queijos,
além de acidos graxos e aminodcidos, favorecendo a desidratacdo e a compactacao
durante todo o periodo de maturagdo (Fox, Guinee, Cogan, & McSweeney, 2000;
O’Callaghan et al., 2017).

A coloracdo (Tabela 4) € um atributo importante na escolha do produto pelo
consumidor, que relaciona essa caracteristica a qualidade do mesmo (Dufossé et al.,
2005). Os resultados de cor entre os tratamentos apresentaram alteragdes significativas
para 0s parametros L* e a* do T5 e T10 apds a aplicacdo da EM, em comparacdo ao TC
e T20, que podem ser explicadas pelas reacfes da maturacdo que ocorrem nos queijos
durante o armazenamento e, pela absorcdo dos compostos da EM. Ao adicionar
pigmentos naturais em alimentos, por serem compostos instaveis, eles podem participar
de diferentes reacdes de oxidacdo, alteracbes enzimaticas e quimicas que podem alterar
a cor do produto durante o periodo de maturacdo (O’Callaghan, et al., 2017).

Na interacdo entre dias e tratamentos (Tabela 4), observou-se que a aplicacéo da
EM no queijo pode ocasionar a migracdo dos compostos e pigmentos da cobertura,
relacionados com a coloracdo para o interior dos queijos (Fajardo, et al., 2010), e pode
explicar o aumento do pardmetro - a* (verde) para o0 T5 no dia 10, diferindo-o
estatisticamente dos demais tratamentos.

O parametro b* (amarelo) é um indicativo importante, pois pode indicar o ponto
de maturacdo do queijo no dia 60 (Tabela 4), observou-se que o maior aumento de b*
(de 13,07 para 33,43) conforme diminuiu o L* (branco) (de 90,86 para 78,75) ocorreu
no T5, podendo estar relacionado com a liberacdo dos compostos do mate para o
interior dos queijos, e também ocorre mudanca de branco para amarelo (dourado) em
queijos maturados, e pode expressar a antecipagdo da maturacdo do T5, através da
intensificacdo das reagdes no 10° dia de maturagdo (b*: 25,14) (Coskun & Tungtlrk,
2000; Fox, Guinee, Cogan, & McSweeney, 2000).

3.2 Caracteristicas do queijo com cobertura

3.2.1 Compostos bioativos e atividade antioxidante
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Na atividade antioxidante da EM, FRAP e ABTS apresentaram 18,04 mg de
EAG/g e 61,96% para o sequestro do radical livre ABTS, respectivamente. Em relacdo
aos compostos bioativos da EM, os compostos fenolicos totais (CFT) apresentaram
21,15 mg de EAG/g, a atividade antioxidante da EM se deve principalmente a seus
compostos fenolicos (Riachi & Maria, 2017) e, os flavonoides apresentaram atividade
de 6,56 mg de EQ/g (dados ndo apresentados em tabela).

Na Tabela 5, o T5 apresentou maior teor de CFT que os demais tratamentos
(9,90 mg de EAG/Q), para os dias, o teor de CFT aumentou durante os ultimos 40 dias
(13,67 mg de EAG/qg dia 60), podendo ser explicado pela a¢do antioxidante da EM nos
compostos do queijo, pelo periodo de maturacdo e consequente aumento da sintese de
acidos graxos pelo Lactococcus lactis ssp. lactis FX-01, que em ambiente restrito passa
a sintetizar acidos graxos a partir de aminoacidos (Ganesan, Dobrowolski, & Weimer,
2006), e teria potencializado a acgdo antioxidante da EM a partir do 20° dia de
maturacao.

O T5 (com a EM aplicada no dia 5) obteve os melhores valores entre 0s
tratamentos para todos 0s parametros antioxidantes, sendo para FRAP: 0,76 mg EAG/g
e ABTS: 12,11%. A porcentagem de ABTS para os dias foi 10,29% no dia 60. Reag0es
que podem ser explicadas pela aplicacdo da EM que no T5, permitiu maior retencéo de
umidade no inicio do armazenamento, intensificando as reacfes no microambiente
interno do queijo acelerando o processo de maturacdo (Fox, Guinee, Cogan, &
McSweeney, 2000).

3.2.2 Oxidacdo lipidica

Na Tabela 6, as substancias reativas ao acido tiobarbitirico foram quantificadas
pela concentracdo de malonaldeido, que aumentou durante a maturacdo dos queijos. Na
interacdo o T5 passou de 0,20 mg/Kg (dia 01) para 1,01 mg/Kg (dia 60), diferindo
estatisticamente dos demais tratamentos. Resultado que pode estar associado com a
retencdo da umidade, permitindo que o ambiente interno se torne mais favoravel,
intensificando as reacGes bioquimicas de maturacdo em queijos (Fox, Guinee, Cogan &
McSweeney, 2000).

A capacidade do L. lactis de sintetizar acidos graxos em ambiente nutricional
restrito, através da rota metabdlica lipidica das bactérias Gram-positivas, pode ser

verificada na Tabela 6, pelo aumento da concentracdo de malonaldeido em todos os
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tratamentos no dia 60. E, também pode ser observado na Tabela 2, no dia 60, com 0s
maiores valores de sequestro de radicais livres pelo ABTS e CFT, com a finalidade de
minimizar os efeitos oxidativos dos acidos graxos produzidos pelo Lactococcus lactis
ssp. lactis FX-01 (Ganesan, Dobrowolski, & Weimer, 2006).

3.3 Anélises microbioldgicas

Coliformes e S. aureus foram encontrados até o 5° dia de analises, na
concentracdo 10 2 UFC/mL, e é um limite toleravel pela legislacdo (AOAC, 2012,
EFSA, 2015). A andlise de Salmonella spp apresentou resultado ausente para todas as
formulacGes no 1° e 60° dia de analises.

A bactéria Lactococcus lactis ssp. lactis FX-01, adicionada na elaboragcdo dos
queijos, apresentou nivel constante, com formacdo de col6nias durante os 60 dias de
maturacdo (Ganesan, Dobrowolski & Weimer, 2006). Os valores médios encontrados no
dia 60 maturacdo, na diluicdo 10 ° UFC/g foram para TC: 7,78 x 107; T5: 13,18 x 10°";
T10: 8,68 x 107 e T20: 8,10 x 10”7, sendo que o T5 diferiu estatisticamente dos demais
com maior contagem de coldnias em todos os dias de analise, sendo que s Lactococcus
lactis ssp. lactis FX-01 por exercer fungdo competidora com 0s microrganismos
patogénicos, impediu o desenvolvimento de outros microrganismos.

O L. lactis ssp. lactis FX-01 esteve presente em todos os tratamentos até os 60
dias de maturacdo com contagem minima de 7,5 x 107 UFC/g. A presenca de
microrganismos benéficos na fase de maturacdo do queijo e, em quantidades que sejam
capazes de ser absorvidas pelo trato gastrointestinal ao ser consumido, confere
beneficios a salde de quem os consome (FAO/OMS, 2001). Sao considerados
probidticos pela literatura, alimentos com populaces de 10 ®© a 10 " UFC/g (Brasil,
2005; FAO/WHO, 2016).

4. Conclusdes

O queijo elaborado com leite cru, adicionado de Lactococcus lactis ssp. lactis
FX-01, e aplicagdo de EM como cobertura ativa, apresentou condi¢es de consumo a
partir de 10 dias de maturacgdo, por ndo apresentar contagem de coliformes totais. O dia
com melhores qualidades tecnoldgicas para aplicacdo da EM foi o dia 5 de maturacéo

(T5), que apresentou maiores concentracdes de polifendis e textura mais macia dos
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queijos. O Lactococcus lactis ssp. lactis FX-01 permitiu controle dos microrganismos
patogénicos nos queijos e se manteve em condicdes estaveis de atividade (10 " UFC/g)
até os 60 dias de maturacdo. Com isso, aplicar coberturas ativas no inicio do processo
de maturacdo, de queijos elaborados a partir de leite cru, torna o produto seguro e viavel

por mais tempo.
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Tabela 2: Composicdo de queijos de leite

cru com cobertura de erva-mate (EM)

durante 60 dias de maturacédo a 8°C.
Maturacao (dias)

01 60

Gordura (%)

TC 7,06£2,46 18,30+1,30
T5 7,06£2,46 14,22+3,03
T10 7,06+£2,46 20,43+0,69
T20 7,06+£2,46 13,16+0,90
Cinzas (%)

TC 5,19+0,00 5,12+0,02
T5 5,19+0,00 5,31+0,18
T10 5,19+0,00 4,93%0,11
T20 5,19+0,00 5,14+0,14
Proteina (%)

TC 37,45+0,32 39,70+0,72
T5 37,45+0,32 38,06+0,54
T10 37,45+0,32 39,69+0,79
T20 37,45+0,32 37,72+2,54

TC: controle, sem cobertura de EM; T5:
cobertura de EM aplicada no dia 05; T10:
cobertura de EM aplicada no dia 10; T20:
cobertura de EM aplicada no dia 20.
Resultados expressos em média * desvio
padréo.



Tabela 3: Propriedades fisico-quimicas de queijos de leite cru com cobertura de erva-mate (EM) durante 60 dias de maturacéo a 8°C.

Tratamentos Maturacéo (dias)
TC T5 T10 T20 01 05 10 20 40 60 Pt Pd  PtxPd
pH 504° 529 521° 517° 5,63 5,18° 5,21° 4,98 5,37° 4,46° <0,001 <0,001 0,447
Acidez 0,67 058° 065" 0,61 0,24° 0,70% 0,73% 0,77 0,67° 0,66° <0,001 <0,001 <0,001
Altura (mm) 19,08° 22,81" 20,59% 19,74°%¢ 24,98 18,84° 21,07 19,56™ 19,59 19,26" <0,001 <0,001 <0,001
Diametro (mm) 71,60° 71,55° 73,20% 72,00° 74,69 79,94 74,67 70,07° 67,59° 65,95" <0,001 <0,001 <0,001
Umidade (g) 44,62° 46,04" 44.87° 44,84° 63,51 54,88° 37,71° 32,58° 17,64° 14,21" <0,001 <0,001 <0,001
Dureza (Kg) 16,21 11,43 31,49" 0,83 1,08° 3,46" 36,79° <0,001 <0,001 <0,001
Interacéo 01 05 10 20 40 60 P-Valor
Acidez (%) TC 0,24+0,06™  0,70+0,04**  0,80+0,07**  0,83+0,08**  0,78+0,07**  0,67+0,07°"®  <0,001
T5 0,24+0,06**  0,70+0,04®* 0,56+0,020,"® 0,75+0,08** 0,58+0,06®*  0,62+0,02°® <0,001
T10 0,24+0,06**  0,70+0,04®*  0,80+0,07**  0,75+0,02**  0,64+0,03"* 0,79+0,06 <0,001
T20 0,24+0,06*  0,70+0,04®*  0,80+0,07*  0,83+0,08**  0,67+0,07** 0,55+0,04%® <0,001
P-Valor 1,000 1,000 <0,001 0,251 0,101 0,003
Umidade (%) TC 63,51+0,71** 54,88+0,6"  3518+15®  2875+0,6"® 1551+0,03°  12,80+0,03° <0,001
T5 63,51+0,71** 54,88+0,6" 4528+0,89°" 34,24+127" 19,24+0,0* 14,43+0,15™ <0,001
T10 63,51+0,71** 54,88+0,6"  3518+15® 34,74+1 55" 19,33+0,11°*  15,58+0,19°" <0,001
T20 63,51+0,71** 54,88+0,6"  3518+15®  28,75+0,6"® 16,49+0,01°®  14,04+0,02°® <0,001
P-Valor 1,000 1,000 <0,001 0,002 <0,001 <0,001
Dureza (Kg) TC 0,83+0,10%*  1,08+0,03**  3,37+0,63"™  59,59+0,80*" <0,001
T5 0,83+0,10°*  1,08+0,03"*  3,55+0,20°*  19,30+0,74%® 0,001
T10 0,83+0,10°*  1,08+0,03"*  3,37+0,63"*  31,49+0,68° <0,001
P-Valor 1,000 1,000 1,000 <0,001

TC: controle, sem cobertura de EM; T5: cobertura de EM aplicada no dia 05; T10: cobertura de EM aplicada no dia 10; T20: cobertura de EM aplicada no dia 20. Pt: efeito do tratamento; Pd:
efeito dos dias; Pt x Pd: interacdo entre os tratamentos e os dias de maturacdo. Letras mailsculas diferentes na mesma linha apresentam diferenca significativa (p<0,05) entre o efeito de
tratamentos. Letras minUsculas diferentes na mesma linha apresentam diferenca significativa (p<0,05) entre o efeito de dias. Na interacdo, letras mailsculas diferentes na mesma coluna
apresentam diferenca significativa (p<0,05) entre os tratamentos e, letras mindsculas diferentes na mesma linha apresentam diferenca significativa (p<0,05) entre os dias.



Tabela 4: Coloragéo interna de queijos de leite cru com cobertura de erva-mate (EM), durante 60 dias de maturacgéo (8°C).

Tratamentos Maturacao (dias)
TC T5 T10 T20 01 05 10 20 40 60 Pt Pd Pt x Pd
L* 81,15° 84,71 84,21" 8158° 90,86 89,52 89,30 89,01° 7515° 73.23° 0,004  <0,001  <0,001
a* -525° -506* -510° -531° -339° -385" -429° -491° -6,08 -680" <0,001 <0,001 <0,001
b* 24,74% 24736a° 23,58°% 23,66°% 13,077 16,44° 22,00 24,63° 26,66° 32,000 <0,001 <0,001 <0,001
Interacdo da cor interna
Maturacao (dias) 01 05 10 20 40 60 Pt
L* TC 90,86+0,38*"  89,52+0,32**  89,52+0,87**  87,05+1,13*®  74,06+5,33""  72,08+3,33°%¢  <0,001
T5 90,86+0,38°*  89,52+0,32**  88,18+0,45*®  90,05+1,13**  76,9545,11°*  78,75+1,37"*  <0,001
T10 90,86+0,38*"  89,52+0,32**  89,52+0,87**  89,27+1,73**  77,98+6,55""  69,73+1,79°°  <0,001
T20 90,86+0,38°*  89,52+0,32**  89,52+0,87**  87,05+1,13°®  71,444+3,21°®®  7348+151®  <0,001
P-Valor 1,000 1,000 0,025 <0,001 0,003 <0,001
a* TC -3,39+0,14**  -3,85+0,10"*  -4,20+0,23"®  -5,60+0,25°  -5,95+0,59°* -6,52+0,20*  <0,001
T5 -3,39+0,14**  -3,85+0,10°" -4,74+0,10°®®  -4,53+0,18*  -6,02+0,37"®  -6,78+0,10®®  <0,001
T10 -3,39+0,14**  -3,85+0,10°" -4,20+0,23°*  -4,8440,19°®  -595+0,32°4  -7,04+0,29"  <0,001
T20 -3,39+0,14**  -3,85+0,10°*  -4,20+0,23"®  -560+0,25°  -6,38+0,32°®  -7,10+0,12°°  <0,001
P-Valor 1,000 1,000 <0,001 <0,001 0,008 <0,001
b* TC 13,07+0,64%  16,44+0,22%"  21,37+2,19°®®  2504+0,81°*  27,37+4,59"*  31,62+1,39®®  <0,001
T5 13,0740,64%"  16,44+0,22°*  25,14+0,40°"  23,88+1,88"*  26,36+3,21"  33,43+0,97**  <0,001
T10 13,07+0,64%  16,4440,22%"  21,37+2,19°®  24,50+2,07°*  26,71+3,98"*  30,94+1,00®®  <0,001
T20 13,07+0,64%  16,44+0,22%"  21,37+2,19°®®  2504+0,81°*  26,36+4,25"*  32,42+1,22*®  <0,001
P-Valor 1,000 1,000 <0,001 0,038 0,878 0,001

TC: controle, sem cobertura de EM, T5: EM aplicada no dia 05, T10: EM aplicada dia 10 e T20: EM aplicada dia 20. Pt: efeito do tratamento; Pd: efeito
dos dias; Pt x Pd: interagcdo entre os tratamentos e os dias de maturacdo. Letras mailsculas diferentes na mesma linha apresentam diferenca significativa
(p<0,05) entre o efeito de tratamentos. Letras minusculas diferentes na mesma linha apresentam diferenca significativa (p<0,05) entre o efeito de dias. Na
interacdo, letras maitsculas diferentes na mesma coluna apresentam diferenca significativa (p<0,05) entre os tratamentos e, letras minusculas diferentes
na mesma linha apresentam diferenca significativa (p<0,05) entre os dias.



Tabela 5: Compostos bioativos e atividade antioxidante de queijos de leite cru com cobertura de erva-mate (EM)
durante 60 dias de maturacédo a 8°C.

Tratamentos Maturacao (dias)
TC T5 T10 T20 05 10 20 40 60 Pt Pd Pt x Pd
CFT (mgEAG/g)  8,38° 9,90" 8,80° 836" 515" 8,07° 8,04° 11,76° 13,67° 0,001 <0,001 0,127
FRAP (mgEAG/G) 0,36° 0,76 0,44° 042° 038 059 058 034 048 <0001 0,050 0,065
ABTS (%) 4,80° 12,11"* 6,14° 538° 4,42° 7,01° 6,39° 569° 10,29° <0,001 <0,001 0,079
TC: controle, sem cobertura de EM; T5: cobertura de EM aplicada no dia 05; T10: cobertura de EM aplicada no dia 10; T20:
cobertura de EM aplicada no dia 20. Pt: efeito do tratamento; Pd: efeito dos dias; Pt x Pd: interacdo entre os tratamentos e 0s
dias de maturacdo. CFT: compostos fendlicos totais; FRAP: poder antioxidante de reducdo do ferro; ABTS: sequestro do radical
livre ABTS. Letras mailsculas diferentes na mesma linha apresentam diferenca significativa (p<0,05) entre os tratamentos.
Letras minusculas na mesma linha apresentam diferenca significativa (p<0,05) entre os dias de anélise.




Tabela 6: Substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS-mg/Kg) de queijos de leite cru com cobertura de erva-mate (EM)

durante 60 dias de maturacédo a 8°C.

Tratamentos Maturacao (dias)

TC T5 T10  T20 01 05 10 20 40 60 Pt

0,40° 0,62* 0,38° 0,37° 0,20° 0,25° 0,48° 0,43° 0,52° 0,64° <0,001
TC 0,20+0,04** 0,25+0,06™”* 0,37+0,12°® 0,35+0,13"° 0,51+0,08*° 0,58+0,10* <0,001
T5 0,20+0,04"* 0,25+0,06"* 0,87+0,27** 0,57+0,12°* 0,76+0,13** 1,01+0,53** <0,001

Interacio T10 0,20+0,04* 0,25+0,06°* 0,37+0,12"® 0,41+0,15™*® 0,43+0,08®°® 0,55+0,14*® <0,001
T20 0,20+0,04"* 0,25+0,06°* 0,37+0,12°® 0,35+0,13°®  0,40+0,09"® 0,54+0,07*® <0,001
P-Valor 1,000 1,000 <0,001 0,001 <0,001 <0,001

TC: controle, sem cobertura de EM; T5: cobertura de EM aplicada no dia 05; T10: cobertura de EM aplicada no dia 10. Pt: efeito do tratamento.
Letras mailsculas diferentes na mesma linha apresentam diferenca significativa (p<0,05) entre o efeito de tratamentos. Letras minusculas
diferentes na mesma linha apresentam diferenca significativa (p<0,05) entre o efeito de dias. Na interacdo, letras maitsculas diferentes na mesma
coluna apresentam diferenca significativa (p<0,05) entre os tratamentos e, letras minusculas diferentes na mesma linha apresentam diferenca

significativa (p<0,05) entre os dias.
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