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1. INTRODUCAO

Segundo a legislacdo brasileira entende-se por queijo o produto fresco ou
maturado que se obtém por separacdo parcial do soro do leite ou leite reconstituido
(integral, parcial ou totalmente desnatado), ou de soros lacteos, coagulados pela agdo
fisica do coalho, de enzimas especificas, de bactérias especificas, de acido organicos,
isolados ou combinados, todos de qualidade apta para uso alimentar, com ou sem
agregacao de substancias alimenticias e/ou especiarias e/ou condimentos, aditivos
especificamente indicados, substancias aromatizantes e matérias corantes. (BRASIL,

1996).

O queijo é caracterizado por uma complexidade de populagdes microbianas que
contribuem para intimeras reacdes bioquimicas, levando a formacdo de compostos
volateis (FOX et al., 2017; McSweeney, 2017). Os compostos volateis e suas interacoes
colabora principalmente para a formacao de aroma e sabor, que juntos estabelecem o
sabor do queijo (NIIMI et al., 2015; ZEHENTBAUER & AMP; REINECCIUS, 2002).
O sabor do queijo, em combinacdo com a aparéncia e sua textura, é decisivo para a
selecdo e preferéncia do consumidor em relacdo a que queijo comprar. (DRAKE &
AMP; DELAHUNTY, 2017; KILCAWLEY, 2017). Os constituintes do leite como, a
proteina do leite a caseina, gordura, lactose, sdao determinantes na formacdo dos
compostos volateis dos produtos lacteos, como o queijo. Estes componentes através de
reacoes bioquimicas secundarias, causadas por bactérias acidos laticas e enzimas
adicionadas no processamento deste produto, metabolizam estes componentes gerando
uma gama de compostos volateis e ndo-volateis, como cetonas, dlcoois, aldeidos, ésteres
e outros. (HOLLAND et al., 2006; MCSWEENEY, 2004; ARDO, 2006; MARILLEY
& CASEY, 2004).

Um produto que possui grande potencial para inovagdo por ser permitido em sua
formulagdo a adigdo de novos ingredientes, como frutas e aromatizantes, é o queijo tipo
Petit-suisse. Este queijo tem origem francesa e é produzido a partir da coagulacdo mista,

devido a adicdo de bactérias acido lacticas e enzimas, (RIBEIRO et al., 2012). Este



produto lacteo, é um queijo relativamente acido e macio, acrescido ou ndo de outros
ingredientes, como polpa de fruta ou acticar (SARMENTO et al., 2018). Segundo a
legislagdo brasileira, entende-se por queijo tipo Petit-suisse o queijo fresco, nao
maturado, obtido por coagulacdo do leite com coalho e/ou de enzimas especificas e/ou
de bactérias especificas, adicionado ou ndo de outras substancias alimenticias (BRASIL,
2000). Frequentemente é consumido como uma sobremesa tendo como publico alvo
geralmente, o infantil, apesar disso, este tipo de queijo, é bem apreciado por
consumidores de todas as faixas etarias. (VEIGA et al., 2000; CARDARELLI et al.,
2008; ESMERINO et al., 2015). Além de ser um produto lacteo apreciado
sensorialmente, o queijo tipo Petit-suisse um o6timo veiculo para consumo de
microrganismos probioticos e, por consequéncia, tem sido o tema de varios estudos e

pesquisas nos ultimos anos (CRUZ et al., 2009).

Para que os probioticos possam oferecer benéficos a satide, eles devem permanecer
vidveis em produtos alimenticios acima de um certo nivel limite proposto (pelo menos,
10° cfu g/dia, como um nivel minimo) segundo a legislacdo brasileira, (BRASIL, 2000)
até o momento do consumo do alimento. Diante disso, um pré-requisito da fabricacao
de queijo probidtico é que as culturas possam sobreviver apropriadamente na producao
de queijo por um periodo longo, sendo este de maturacdo e armazenamento, um fator
que deve ser levado em consideracao ao selecionar cepas probioticas para aplicagcoes de
queijo. O fator que influencia na estabilidade dos probiéticos no queijo pode ser
apresentados em 3 partes, sendo elas: primeiro, na formulagcdo, onde as cepas das
bactérias probidticas e interacdes microbianas, pH e acidez titulavel, peréxido de
hidrogénio, e amadurecimento, serdo fatores decisivos para a estabilidade, segundo, nos
fatores de processo (temperatura de incubacao, tratamento térmico, tipos de inoculacado
e temperatura de armazenamento) e terceiro, materiais e sistemas de embalagem

(KARIMI et al., 2011).

O queijo, em comparagao com outros produtos lacteos como o iogurte, devido a sua
composicao, auxilia na manutencdo da viabilidade dos microrganismos probioticos que
sdo adicionados em sua formulacdo. A matriz do queijo atua como um tampao que
protege o probidtico do ambiente acido do trato gastrointestinal, assim, ajudando na
sobrevivéncia desses probidticos durante todo processo digestivo (KARIMi et al.,
2012). Em comparacdo com os leites fermentados, o queijo apresenta um maior valor de

pH e menor acidez, sendo que possui maior valor em uma série de outros aspectos,



como a capacidade de tamponamento, o teor de gordura, a disponibilidade de nutrientes,
e menor teor de oxigénio, além de uma matriz mais densa de textura. (KARIMI et al.,

2011).

Em meio aos produtos industrializados, os produtos lacteos sdo listados como um
dos mais consumidos e vendidos, sendo encontrados facilmente nos mercados. Estes
produtos, possuem diversas variedades, podendo ser eles probioticos, zero lactose,
prebioticos dentre outros, (ITAL, 2020). Os produtos lacteos sdao encontrados no
mercado com sabores variados, sendo a fruta mais utilizada para conferir sabor o
morango, porém é raro encontrar produtos que utilizem polpa de frutas tropicais no

processamento destes produtos.

Umas das frutas tropicais, de sabor exotico e unico é a Seriguela (Spondias
purpurea L.), originaria do México/América central, € um fruto tipo drupa, ou seja, €é
um tipo de fruto carnoso contendo apenas uma semente de cor vermelho-escura quando
maduro, que tem uma polpa de coloragdo amarela, aroma e sabor agradaveis. Devido
sua excelente qualidade organoléptica, a seriguela é muito apreciada no nordeste
brasileiro, retratado pelo continuo aumento do consumo do fruto in natura ou
processado na forma de diversos produtos, comumente disponibilizados no mercado, o

que tem proporcionado crescente interesse para seu cultivo comercial (LIMA, 2009).

A integracdo da polpa de seriguela concentrada no queijo tipo Petit-suisse com a
adicdo de microrganismos probidticos, é uma possibilidade positiva de um novo
produto com grande potencial de inovacao, vindo a ser de grande valor para o mercado.
Diante disso o trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia da adicdo de
microrganismos probioticos nos compostos volateis em queijo tipo Petti-suisse por meio

de técnicas cromatograficas sofisticadas

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da adicdo de microrganismos
probidticos nos compostos volateis em queijo tipo Petit-suisse por meio de técnicas

cromatograficas sofisticadas.

2.2 Objetivos especificos



e Produzir queijo Petit-suisse a partir de leite integral com adicdo de polpa de
seriguela com adicdo de microrganismos probidticos (Lactobacillus acidophilus
e Bifidobacterium animalis subsp. lactis);

e  Extrair os compostos volateis de queijo Petit-suisse com adicdo de polpa de
seriguela, com e sem adicdo de probiéticos por meio da técnica de SBSE (Stir
Bar Sorptive Extraction);

. Realizar a identificacdo dos compostos volateis extraidos utilizando um
Cromatografo Gasoso acoplado a um Espectrometro de Massa;

» Realizar analises microbioldgicas para avaliar a viabilidade dos microrganismos
lactobacillus acidophilus e bifidobacterium animalis subsp. lactis nas diferentes

formulagdes durante o tempo de vida ttil do produto;

3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Local de Execucao

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Flavor e Analises Cromatograficas
(LAF) e no Laboratério de Leites do Departamento de Tecnologia de Alimentos (DTA)

da Universidade Federal de Sergipe, Campus de Sdo Cristovao/SE.
3.2. Polpa concentrada de seriguela

As seriguelas utilizadas para a producdao do queijo tipo Petit-suisse foram
adquiridas no CEASA (Central de Abastecimento do Estado de Sergipe). As frutas
foram inicialmente selecionadas manualmente quanto a danos fisicos, ataques de insetos
ou fungos e entdo, foram sanitizadas. Apds a selecdo e satizagdo das frutas, as mesmas
foram levadas para o Departamento de Tecnologia de Alimentos (DTA), onde foi
realizado o despolpamento. A polpa de seriguela foi entdo concentrada por aquecimento

em banho-maria entre 50-55°C até 29 °Brix (de JESUS et al., 2016).

3.3. Elaboracao do queijo tipo Petit-suisse probiotico com adicdo de polpa

concentrada de seriguela.

3.3.1 Preparo da massa-base (massa quark) do queijo tipo Petit-suisse



Para o preparado a massa quark foi utilizado leite integral pasteurizado, onde o
mesmo foi aquecido a 37 °C, sendo adicionado posteriormente o cloreto de calcio
(CaCly) na proporcao de 0,25g/L. de leite. Apds a etapa anterior as culturas starter
Lyofast MOS 062 E (SACCO, Sao Paulo) (0,08g/L) e probiotica Lyofast SAB 440 A
(SACCO, Sado Paulo) (0,04 g/L) contendo os microrganismos Lactobacillus
acidophillus e Bifidobacterium animalis subsp. lactis foram adicionadas e a mistura foi
homogeneizada. Foi esperado entdo, que o pH atingisse entre 6,3-6,5. Apos isso, foi
adicionado o coagulante HALAMIX (Quimosina microbiana para fabricacdo de queijos
(Aspergillus niger var. awamori, Christian Hansen, Valinhos, Brasil) 0,005 g/L de leite,
diluidos em 5 mL/L de agua por litro de leite, onde ocorreu a coagulacdo. Apos o pH
atingir a faixa entre 5,6-5,8, apds o corte da massa com a lira, a mesma permaneceu em
repouso por 15 minutos. Ao final, a massa passou por um processo de dessoragem em
filtro de algodao, por 15h em BOD na temperatura de 9 °C.

Figura 1: Preparo da massa-base (massa quark) do queijo tipo Petit-suisse.

PREPARO
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3.3.2 Preparo do queijo tipo Petit-suisse probiotico preparado com adicao da
polpa concentrada de seriguela (Spondias purpurea L.) e demais ingredientes da

formulacao.

O procedimento de preparo do queijo tipo Petit-suisse foi feito a partir da massa
quark, onde os ingredientes da formulagdo como o creme de leite, goma xanta, o agticar
e polpa de seriguela concentrada (Spondias purpurea L.) foram adicionados nas
propor¢oes descrita na Tabela 1. Os ingredientes foram entdo misturados por 5 min,

apos isto o queijo tipo Petit-suisse foi embalado e armazenado a 4 °C.

Tabela: Composicao das formulagdes de queijo tipo Petit-suisse probiético com adicao

de polpa concentrada de seriguela

Ingredientes % Formulacao 1 Formulacao 2 Formulacao 3
Acgucar 7,13 7,13 8
Goma xantana 0,5 0,5 0,5
Creme de leite 14 14 14
Polpa concentrada de 3,16 8,84 6
seriguela

3.4 Determinacdo da viabilidade dos microrganismos probidticos (Lactobacillus
acidophilus e Bifidobacterium animalis subsp. lactis) e do Streptococcus
thermophilus presentes na cultura starter e no queijo tipo Petit-suisse.

A viabilidade das culturas probidticas de Lactobacillus acidophilus,
Bifidobacterium animalis subsp. lactis e da cultura de Streptococcus thermophilus,
foram monitorados durante o periodo de vida de prateleira do queijo tipo Petit-suisse, de
0 a 28 dias. Para a contagem e determinagao de sobrevivéncia destes microrganismos
probidticos, 25g de cada ensaios foram coletados em condicdes de assepsia,
homogeneizadas com 225 mL de 4agua peptonada 0,1 % (diluicdo 107). DiluigGes
decimais subsequentes foram preparadas, utilizando o mesmo diluente (CARDELLI et

al., 2008). Estas analises microbiologicas foram realizadas em duplicata, realizando a



contagem de células viaveis sendo estas expressas como log de unidades formadoras de

colonia por grama (log UFC g™).

3.4.1 Contagem de Lactobacillus acidophilus no queijo tipo Petit-suisse

A contagem de Lactobacillus acidophilus foi realizada utilizando a técnica de
plaqueamento por profundidade utilizando 1 mL de cada diluicao no meio de cultura
Agar DeMan-Rogosa-Sharpe (MRS) adicionado de sais biliares 0,15% p/v, em sistema
de incubacdo anaerobica, a 37°C, por 3 dias (KARIMI et al., 2012).

3.4.2 Contagem de Bifidobacterium animalis subsp. lactis no queijo tipo Petit-suisse

A contagem de Bifidobacterium animalis subsp. lactis foi realizada utilizando a
técnica de plaqueamento por profundidade utilizando 1 mL de cada diluicdo no meio de
cultura Agar MRS adicionado de propionato de sédio (0,3 g/100 mL) e cloreto de litio
(0,2 g/100 mL), em sistema de incubacao anaerébica por 3 dias a 37 °C (VINDEROLA
e REINHEIMER, 1999).

3.4.3 Contagem de Streptococcus thermophilus no queijo tipo Petit-suisse
A contagem de Streptococcus thermophilus foi realizada utilizando a técnica de
plaqueamento por profundidade utilizando 1 mL de cada diluicdo no meio de cultura

Agar M17, por 2 dias em incubagéo aerébica a 37 °C (PEREIRA et al., 2010).

3.5 Caracterizacao fisico-quimica das formulacées de queijo tipo Petit-suisse

probiotico com adicao de polpa concentrada de Seriguela e da Massa quark (MQ).

As formulagdes do queijo tipo Petit-suisse foram caracterizadas seguindo as

seguintes metodologias de analise:

e pH: O pH foi determinado utilizando um potencidmetro, marca Hanna
Instruments (HI 2221), segundo o método 017/IV do Instituto Adolf Lutz
(2008).

e Umidade: A umidade foi determinada pelo método gravimétrico de volatilizagao,
por secagem direta em estufa a 105°C, de acordo com o método 012/IV do IAL

(2008). O resultado final foi expresso em porcentagem (%).



e Atividade de agua: A atividade de agua foi determinada por leitura direta no
termo-higrometro Aqualab digital (Dew Point 4TEV), conforme as
especificacdes do equipamento.

e Acidez Total Titulavel: A acidez titulavel total e em dacido citrico foi feita
através da titulometria com solucdo de NaOH 0,1N e fenolftaleina a 1% como
indicador, e os resultados expressados em percentagem de acido Latico (%)

(INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008), segundo método 310/1V

3.5 Determinacdo do perfil volatil das formulacoes dos queijos tipo Petit-suisse
Petit-suisse probiotico preparado com adicao de polpa concentrada de
seriguela, da massa quark (MQ) e da polpa concentrada de seriguela.

A extracao dos compostos volateis foi realizada de acordo com a metodologia
descrita por Matera et al. (2018), onde 3g de amostra com 2 mL de solugao salina foram
colocados em um vial. A andlise foi realizada no 7 dia ap6s o preparo do queijo tipo
Petit-suisse. A amostra permaneceu a 70°C em banho-maria por 30min. Apds a
extracdo, o twitter foi removido da amostra com pingca, enxaguado com dagua
deionizada, seco com tecido sem fiapos e inserido em um tubo de vidro condicionado

para a Unidade de Dessor¢ao Térmica (TDU 2; Gerstel, Alemanha)

Os volateis foram extraidos através da técnica Stir Bar Sorptive Extraction
(SBSE) com twister PDMS, foram desorvidos na TDU (Thermal Desorption Unit) com
seguinte programagdo: A TDU foi mantida a 45°C por 0,1 min, depois aumentada com
60°C/min para 250 °C e mantida por 2 min para dessorver os compostos aromaticos
(termodessorcdo). Os analitos foram criogénicos em um sistema de injecdo a frio (Cold
Injection System - CIS) equipado com um revestimento de 1a de vidro (2 mm) (Gerstel).
Apo6s a termodsorcao, o CIS foi imediatamente aquecido a 12°C/s de -10 a 250°C e

mantido por 5 min para liberar os analitos para a coluna do cromatégrafo a gas.

A separacdo dos compostos obtidos na extracdo foi realizada em um
cromatégrafo a gas (marca AGILENT modelo 7820A) acoplado a um espectrometro de
massas (MS) com analisador triplo quadupolo, voltagem de ionizacdo de 70 eV. Os
compostos foram separados em coluna capilar: VF-5MS (30m x 0,25mm x 0,25pum). As

condicdes utilizadas foram: temperatura inicial do forno 40°C por 3 min, aumentando-



se 3°C por min até atingir 130°C, permanecendo por 10 min, logo apds isso aumentou
10°C/min até atingir a temperatura de 250°C. A temperatura do injetor foi fixada em
220°C. O gas hélio foi usado como gas de arraste na vazao de 1,0 mL por min no
sistema de injecdo splitless. A temperatura da linha de transferéncia foi de 270°C e a

faixa de “scanning” de massa foi de 35 a 350 u.m.a.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analise fisico-quimica das formulacoes de queijo tipo Petit-suisse probidtico

com adicdo da polpa concentrada e da massa quark (MQ).

Andlises fisico-quimicas das formulagdes de queijo tipo Petit-suisse probiético
preparado com adi¢do de polpa concentrada de seriguela e da massa quark (MQ), foram
realizadas durante 28 dias, tempo este que representa a vida de prateleira deste tipo de
produto. Os resultados obtidos estdo expressos na Tabela 2 abaixo.

Tabela 2: Parametros fisico-quimicos, obtidos para as formulacoes do queijo tipo Petit-

suisse probidtico preparado com adicao de polpa concentrada de seriguela e para a massa
Quark (MQ), durante o periodo de armazenamento a 4 °C.

Acidez (% ac. Lactico

Formulacoes Dias pH A, Umidade (%) V)

0 4,41 +0,01*  0,9794 + 0,00 70,79 + 0,46%" 0,08 + 0,00%"

7° 4,06 £ 0,04**  0,9834 + 0,00%* 72,38 + 1,09%* 0,10 + 0,00*

Formulacdo 1 14° 4,50 + 0,28  0,9831 + 0,00 72,60 + 0,35 0,09 + 0,00%
21° 4,04 + 0,00  0,9755 + 0,01* 69,58 + 0,55°° 0,10 + 0,00%
28° 4,24 + 0,04 0,9792 + 0,00 70,19 + 0,125 0,09 + 0,015

0 4,40 +£0,10*  0,9770 £0,01** 73,76 + 0,38* 0,07 + 0,01

7° 4,11 +0,09*  0,9829 + 0,00** 68,73 + 0,41 0,08 +0,01*

Formulagdo 2 14° 4,25+0,03* 09801 + 0,00 72,36 + 1,29% 0,08 + 0,00*
21° 4,09 + 0,024 0,9757 + 0,00** 71,95 + 2,575 0,11 + 0,03*

28° 4,22 +0,01*  0,9765 + 0,00 71,39 +0,01* 0,09 + 0,00%*

0 4,21 +£0,04*  0,9820 + 0,00 71,24 + 1,20* 0,07 + 0,00*

7° 4,17 £0,06**  0,9831 + 0,00 69,64 + 0,41 0,08 + 0,00*

Formulacéo 3 14° 4,19 £ 0,06**  0,9786 + 0,00 71,82 +0,15* 0,08 + 0,00*
21° 4,23 +£0,08*  0,9751 £ 0,00 71,18 + 1,10* 0,08 + 0,01

28° 4,24 +£0,02**  0,9723 £ 0,00 68,71 + 0,43 0,08 + 0,00*

MQ 0 4,33 +0,08*  0,9843 + 0,00 78,50 + 0,80* 0,08 + 0,01*
7° 4,06 +0,04"  0,9857 + 0,00"* 73,14 + 0,53"" 0,09 + 0,00*

14° 4,19 +0,06"" 00,9769 + 0,00"* 80,58 + 1,42 0,09 + 0,00*

21° 4,02 +0,06®  0,9815 + 0,00 78,80 + 0,91* 0,09 + 0,00*




28° 4,41 +0,16*  0,9760 + 0,00*° 79,58 + 0,57 0,10 + 0,00

Média + desvio padrdo (n=3). As médias seguidas pelas letras iguais sobrescritas nas linhas ndo diferem

estatisticamente umas das outras (p<0,05). O teste de Tukey foi aplicado ao nivel de 5% de probabilidade.

Em relagdo aos valores de pH das amostras, é possivel verificar na Tabela 2 que
houve diferenca significativa (p<0,05), tanto entre os dias avaliados como entre as
amostras, apenas as Formulacdes 1 e 3 ndo obtiveram diferenca significativa (p<0,05)
entre os dias avaliados. Diante dos resultados obtidos, podemos observar que os valores
de pH, durante o periodo de armazenamento, variaram pouco (Tabela 2), sendo os
maiores valores obtidos na Formulacao 1 (4,50), no 14° dia, e na amostra MQ (4,41), no
28° dia. O menor valor de pH durante o periodo de armazenamento foi encontrado na
Formulacdo 1, sendo de 4,04. Estes valores baixos de pH ocorrem, pois, as bactérias
acido laticas presentes na cultura starter, adicionadas na formulacao deste tipo de queijo,
fermentam a lactose, formando assim o acido latico, ocasionando a queda do pH

(MARUYAMA et al., 2006)

Sobre os valores de atividade de agua, somente os resultados obtidos na amostra
MQ diferiram entre si em relagdo aos dias avaliados. Os valores de atividade de agua
permaneceram altos durante os dias analisados, sendo o maior valor encontrado na
amostra MQ (0,9857), no 7° dia. Wemmenhove et al., (2021) analisaram as
caracteristicas fisico-quimicas de alguns tipos de queijo e reportaram valores de
atividade de agua para os queijos Cottage, Mussarela, Queijo fresco e Ricota de 0,9999,
0,9440, 0,9850 e 0,9960, respectivamente, dados estes que se assemelham com os
encontrados para o queijo tipo Petit-suisse probiotico com adicdo de polpa concentrada

seriguela desenvolvido neste trabalho.

Segundo a Portaria n° 146 de 07 de marco de 1996 do MAPA, que traz os
Regulamentos Técnicos de Identidade e Qualidade dos Produtos Lacteos (BRASIL,
1996), estabelece que queijos com muita alta umidade, geralmente conhecidos como
massa “mole”, que é o caso do queijo tipo Petit-suisse, apresentam umidade ndo inferior
a 55%. Ao observamos os valores de umidade na Tabela 2, é possivel verificar que os
valores de umidade obtidos nas amostras, durante os 28 dias, corroboram com o limite
padrdo estabelecido pela legislacdo e houve diferenca significativa (p<0,05), tanto entre
os dias avaliados como entre as amostras. O maior valor foi encontrado na Formulacao

2 no dia 0, sendo este de 73,76%. Diante dos resultados apresentados na Tabela 2, o



valor da acidez titulavel (% de acido latico p/v), somente os resultados obtidos na
amostra MQ diferiram entre si em relacdo aos dias avaliados. Os valores de acidez
apresentaram uma variacdo na faixa de 0,07% a 0,11%, sendo o menor e o maior valor
encontrados nas Formulagoes 3 e 2, nos dias 0 e 21°, respectivamente. Como citado por

(GONCU & ALPKENT, 2005), a acidez vai aumentando diante a queda do pH.

4.2 Viabilidade dos microrganismos probioticos Lactobacillus acidophilus,
Bifidobacterium animalis subsp. lactis e do Streptococcus thermophilus presente
na cultura starter durante o periodo de armazenamento.

Os dados da contagem de células viaveis dos microrganismos probioticos e da
cultura starter nas formulacoes do queijo tipo Petit-suisse, durante o periodo de
armazenamento de 28 dias, estdo apresentados nas Tabelas 3, 4 e 5. Para o L.
acidophilus nas as formulagGes, é possivel verificar que houve diferenca significativa
(p<0,05) entre os dias analisados, como mostrado na Tabela 3. Ao observarmos a
Tabela 3, é possivel verificar que a viabilidade deste microrganismo probidtico variou
entre 8,98 e 7,00 log UFC/g durante os 28 dias avaliados. As populacdes de L.
acidophilus, permanecem com valores de viabilidade de 10® UFC/g, apenas no 28° dia
houve uma queda de um ciclo de log, para todas as formulacGes apresentando um valor
de viabilidade de 10’ UFC/g. Segundo Cardelli et al., (2008), a viabilidade dos
microrganismos probioticos pertencentes ao género Lactobacillus tende a diminuir
durante o periodo de armazenamento sob refrigeracdo, em produtos lacteos

fermentados, devido ao valor de pH baixo destes alimentos.

Tabela 3: Viabilidade do microrganismo probiotico Lactobacillus acidophilus (log
UFC/g), durante o periodo de armazenamento a 4 °C.

Ensaios Periodo de Armazenamento (dias)
0 7 14 21 28
Formiﬂagao 8,12+0,01°  805+001" 815+0,02  803+0,02 7,00 + 0,04°
Form‘;a@ao 8,12+0,02°  806+0,02° 886+0,04 809003 7,11+ 0,01°
Formgla@o 816+0,01° 811001 898+0,02  805+0,07 7,01 + 0,04°

*Valores de média + desvio padrdo (n=3).



Letras mintisculas diferentes sobrescritas, na mesma linha, indicam a diferenca significativa entre os dias de
armazenamento (p<0,05).

Na Tabela 4 verifica-se que os valores variam de 8,95 a 7,12 log UFC/g durante
os 28 dias, permanecendo entre 10” - 10° UFC/g (7 — 8 log UFC/g). Em relagdo ao B.
animalis subsp. lactis, de acordo com a Tabela 4, durante os 21 dias sua populacdo
permaneceu em 10® UFC/g reduzindo para 10" UFC/g apenas no 28 °dia. De acordo com
os valores apresentados na Tabela 4, é possivel verificar que houve diferenca
significativa (p<0,05) entre os dias avaliados.

Tabela 4: Viabilidade do microrganismo probiético Bifidobacterium animalis subsp.
lactis (log UFC/g), durante o periodo de armazenamento a 4 °C.

Formulacoes Periodo de Armazenamento (dias)

0 7 14 21 28

Formulacdao1 8,11 +0,02¢ 8,15+ 0,02° 8,08 £0,01° 8,10 £ 0,03° 7,12 +£0,02°
Formulagdo 2 8,95+ 0,02° 8,12 + 0,06 8,07 + 0,04 8,10 + 0,00 7,96 £ 0,01°

Formulagdo 3 8,16 +0,01° 8,12+ 0,08 8,87 £ 0,04° 8,10 + 0,07 7,17 £ 0,10°

A viabilidade destes microrganismos probioticos de acordo com a legislacao
brasileira deve ser de, no minimo, 10° UFC/g (BRASIL, 2020). Tanto o Lactobacillus
acidophilus quanto o Bifidobacterium animalis subsp. lactis tem sua viabilidade
variando 107 -10°® UFC/g em uma porc¢do de 25¢g de produto, porém ao consumir uma
por¢do minima de 50g destes produtos resultard em uma ingestdo didria de 10° -10°

UFC/g estando assim dentro dos padroes estabelecidos pela legislacao.

Alguns trabalhos estudaram a viabilidade dos microrganismos probioticos em
Petit-suisse. Maruyama et al. (2006) avaliaram a viabilidade das bactérias probidticas
Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium longum em Petit-suisse com diferentes
combinagdes de gomas e reportaram que para o L. acidophilus durante 21 dias de
armazenamento, a viabilidade de células probioticas foi superior a 6 log UFC/g, valor
este que esta de acordo com os encontrados neste trabalho para a maioria dos ensaios
(Tabela 5). Esmerino et al. (2013), estudando a viabilidade de culturas probioticas em
Petit-suisse sabor morango por 28 dias reportaram valores de células viaveis de 7,5 log
UFC/g para o L. acidophilus e 7,0 log UFC/g para o B. animalis resultados estes estdo

dentro dos encontrados neste trabalho (Tabela 3 e 4).



O Streptococcus thermophilus, presente na cultura starter utilizada no
processamento do queijo tipo Petit-suisse, por sua vez, apresentou valores de células
viaveis entre 8,08 e 9,16 log UFC/g. Observando os dados da Tabela 5, é notorio que a
populagdo de Streptococcus thermophilus permaneceu entre 10° a 10° UFC/g durante
todos os dias analisados. Ao final do experimento, ou seja, no 28° dia todos os ensaios

apresentaram a quantidade de 10° UFC/g de células viaveis.

Tabela 5: Viabilidade do microrganismo Streptococcus thermophilus (log UFC/g),
presente na cultura starter, durante o periodo de armazenamento a 4 °C.

Formulacoes Periodo de Armazenamento (dias)

0 7 14 21 28

Formulagao 1 8,11 £ 0,01° 8,64 + 0,02 8,16 £ 0,01° 8,96 £0,03° 9,16 £ 0,02°

Formulagao 2 8,08 + 0,02¢ 8,79 £0,01° 8,15 + 0,03 8,96 +0,01° 9,15 +0,02°

Formulacao 3 9,01 + 0,03" 8,93 £ 0,03° 9,10 + 0,01 8,95+£0,03° 9,16 £0,01°

Valores de média + desvio padrdo (n=3)
Letras minusculas diferentes sobrescritas, na mesma linha, indicam a diferenga significativa entre os dias
de armazenamento (p<0,05).

da Silva et al. (2020) estudaram a viabilidade do Streptococcus thermophilus em
bebidas lacteas probioticas a base de leite de btuifala e leite de vaca e encontraram
valores de 8,83 log UFC/g para bebidas lacteas fermentadas a base de leite de bufala e
8,34 log UFC/g para bebidas lacteas fermentadas a base de leite de vaca. Esmerino et al.
(2013) além de avaliar a viabilidade do L. acidophilus e do B. animalis em Petit-suisse
de morango com adicgdo de stevia, sucralose, aspartame e Neotame, também avaliaram a
viabilidade do Streptococcus thermophilus e obtiveram valores acima de 8,5 log UFC/g
em 28 dias de estudo. Sendo assim, ao observamos a Tabela 7 podemos verificar que os

valores por ela apresentados se assemelham aos reportados pela literatura.

4.3 Perfil volatil das formulacoes de queijo tipo Petit-suisse probidtico

preparado com adicao de polpa concentrada de seriguela e da massa quark (MQ).

Na analise de compostos volateis foram identificados 17 compostos, dentre eles

1 alcool, 1 aldeido, 6 cetonas, 5 lactonas, 2 terpenos e 2 ésteres (Tabela 6). Dentre os



compostos encontrados foram identificados 15 compostos na Formulacdo 1, 13 na
Formulacdo 2, 12 na Formulagdo 3 e 9 compostos na amostra MQ. Os ésteres triacetina
e dietilftalato foram encontrados apenas na Formulagdo 1, com area de 0,15x10° u.a. e
0,13x10° u.a., respectivamente. Os compostos 3-Hexen-1-ol, (Z)-, e 2-hexenal, (E)-,
também foram identificados apenas nas formulacOes, compostos estes que sdo
comumente encontrados na polpa de seriguela. Para o composto 3-Hexen-1-ol, (Z)-, a
Formulagdo 1 apresentou a menor area (0,10x10° u.a.), devido a baixa concentragdo de

polpa em sua formulacdo, comparada com os outros ensaios, que é de 3,16%.



Tabela 6: Compostos volateis identificados nas formulacdes do queijo tipo Petit-suisse probidtico preparado com polpa concentrada de

seriguela e na massa quark (MQ).

Pico Composto IR* IRL? Area dos compostos (u.a.) Aroma*
Formulacao 1 Formulacao 2 Formulacao 3 MQ
Alcoois
1 3-Hexen-1-ol, (2)- 856 856 0,10x10° + 0,12° 0,45x10%+ 1,20° 0,27x10%+ 0,12° NI Frutal
Total NI 0,10x10° 0,45x10° NI
Aldeidos
2 2-Hexenal, (E)- 851 851 0,20x10°+2,34°  0,54x10°+0,25°  0,57x10°+ 0,41° NI Frutal
Total 0,20x10° 0,54x10° 0,57x10° NI
Cetonas
3 2-Heptanona 890 890  3,32x10°+0,87°  3,32x10°+0,98*  2,51x10°+ 1,02" 2,53x10°+ 0,07° Aroma de queijo
4  2-Nonanona 1091 1093  3,56x10°+0,34° 35,79x10°+0,76°  3,22x10°+ 1,38° 1,95x10°+ 0,43¢ Frutal
5 2-Tridecanona 1494 1496 1,17x10°+ 0,75 NI NI NI Aroma de leite
6  2-Pentadecanona 1683 1694  2,23x10°+0,45°  1,55x10°+0,86°  1,24x10°+0,88° 2,51x10°+ 0,16° Gorduroso
7  2-Undecanona 1294 1294  1,90x10°+0,78°  2,20x10°+0,23*  1,53x10°+0,52° 1,81x10%+ 0,75¢ Aroma de creme
8 trans-Geranilacetona 1446 1447 NI 0,26x10°+ 0,17 NI NI Frutal
Total 12,18x10° 43,12x10° 10,40x10° 8,80x10°
Lactonas
9  &-Amilvalerolactona 1494 1491  1,75x10°+0,41¢  3,12x10°+0,45°  1,86x10°+0,71° 3,31x10°+ 0,93° Doce, aroma de leite
10 y -Dodecalactona 1683 1682  2,06x10°+0,21°  2,77x10°+ 1,35  2,11x10°+ 0,30° NI Frutal, doce
11 8-Dodecalactona 1712 1710  3,51x10°+0,87¢  4,77x10°+ 0,25  3,84x10°+ 0,69" 3,73x10%+ 1,52° Doce, aroma de leite
1o O-Nonil-6- 1929 1938  0,88x10°+0,58  1,19x10°+0,41  0,79x10°+0,82 1,06x10°+ 0,62 Amanteigado
valeralactona
13 g'I;Z'DOdece”"" 1660 1661 0,39x10°40,28"  0,61x10°+0,07°  0,41x10°+ 0,47 NI Aroma de leite
Total 8,69x10° 12,4610° 9,01x10° 8,10x10°




Continuagao

Pico Composto IR? IRL Area dos compostos no sétimo dia (T7) (u.a.) Aroma‘
E3 E4 E6 MQ

Terpenos
2-Hexadeceno,

14  3,7,11,15-tetrametil-, 1849 1830 1,33x10%+ 0,767 1,28x10°+ 1,52° 0,67x10°+ 1,33¢ 1,14x10%+ 2,03° Cozido
[R-[R*,R*-(E)]]-

15  Cariofileno 1399 1399 NI NI NI 0,40x10%+ 0,07 Doce
Total 1,33x10° 1,28x10° 0,67x10° 1,54 x10°
Esteres

16  Triacetina 1350 1351  0,15x10°+0,19 NI NI NI Frutal

17 Dietilftalato 1594 1597 0,13x10°+ 0,22 NI NI NI -
Total 0,28x10° NI NI NI
Total 0,28x10° NI NI NI

“RI: Indice de retencdo em uma coluna DB-5 (Calculado); *IRL: Indice de retencdo da literatura; “As informacdes sobre a descricdo do aroma foram

coletados no websit. NI: Nao identificado. u.a.: unidades de area. Média + desvio padrdo (n=3). As médias seguidas pelas letras iguais sobrescritas nas

linhas ndo diferem estatisticamente umas das outras. O teste de Tukey foi aplicado ao nivel de 5% de probabilidade



Os compostos majoritarios foram a 2-nonanona e a §-dodecalactona. A cetona 2-
nonanona, apresentou maior area dentre as amostras, sendo esta encontrada na
Formulagdo 2 (35,79x10° u.a). Para a §-dodecalactona a maior drea também foi
encontrada na Formulacdo 2, sendo de 4,77x10° u.a. Estas mudancas podem ser
atribuidas a presenca dos microrganismos presentes na cultura iniciadora (cultura
starter) e probiotica presentes na formulacdo do queijo tipo Petit-suisse. A formacdo do
aroma e sabor do queijo esta atrelado a trés vias metabdlicas: as conversoes da lactose
(glicdlise), gordura (lipolise) e caseinas (protedlise). As culturas starters e probioticas,
contendo as bactérias acido lacteas, como Lactococcus lactis, espécies de Lactobacillus
e Streptococcus thermophilus, utilizadas nas fermentacoes dos queijos, sdo as principais
fontes das enzimas envolvidas nestas vias (BOCKELMANN & HOPPE SEYLER,
2001).

Andrade et al. (2022) analisaram os compostos volateis de uma variagdo
amostras de queijo parmesdo ralado, utilizando Microextracdo Liquido-Liquido
(DLLME), encontrando a presenca de compostos como 6-dodecalactona, 2-heptanona,
2-pentadecanona e 2-nonanona, estes mesmo compostos foram encontrados no perfil
volatil do queijo tipo Petit-suisse analisado neste presente trabalho, sendo a 2-nonanona
e a 6-dodecalactona os compostos de maior area. CHEN et al. (2022) observam através
do método SPME (Solid-phase microextraction) que asclasses das cetonas e lactonas
foram predominantes no perfil volatil de queijos tipo Gouda comercializado na China,
as mesmas classes de compostos prevaleceram em maior quantidade no queijo do tipo
Petit-suisse estudado neste trabalho. JIA, R et al. (2021) também analisaram através do
método de extracao por SPME e encontraram um total de 53 compostos volateis em 5
amostras de queijo de cabra maturado, senso estes compostos pertencentes as classes
dos alcoois, aldeidos, cetonas, ésteres, alcanos dentre outros. NI et al. (2020),
analisaram o perfil do queijo curado e também reportaram as mesmas classes de
compostos volateis dos trabalhos citados anteriormente, como, as cetonas, alcoois,

aldeidos e ésteres.



5. CONCLUSAO

Este trabalho teve como objetivo produzir um queijo tipo Petit-suisse probiotico
com adicdo de polpa concentrada de seriguela e avaliar a viabilidade dos
microrganismos probidticos Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium animalis
subsp. lactis, bem como analisar a influéncia destes microrganismos na producdo de
volateis. Os valores dos parametros fisico-quimicos avaliados nas formulacdes de queijo
tipo Petit-suisse probiético ndo demostraram uma diferenca desproporcional entre eles,
estando tanto dentro dos limites impostos pela legislacdo, como dentro dos reportados
pela literatura. Através da andlise da sobrevivéncia dos microrganismos probiéticos, foi
possivel verificar que estes microrganismos permaneceram dentro do limite padrao
estabelecido pela legislagio que é de 10° UFC/g ao consumir 50g do produto. Em
relacdo ao perfil volatil das formulacdes de queijo tipo Petit-suisse avaliadas, as classes
de compostos volateis de mais destaque foram as classes das cenonas e lactonas, sendo
a 2-nonanona e a §-dodecalactona, os compostos de maior area. A cetona 2-nonanona,
foi o composto que apresentou maior area dentre as formulagoes, a mesma encontrada
na Formulagdo 2 (35,79x10° u.a. Diante dos resultados obtidos é possivel concluir que o
queijo tipo Petit-suisse probiético com adicdao de polpa concentrada de seriguela é um

produto inovador e de grande potencial comercial.

6. PERSPECTIVAS DE FUTUROS TRABALHOS

Este presente trabalho faz parte de um projeto guarda-chuva aprovado no edital
Chamada CNPg/MCTI/FNDCT N° 18/2021 - Faixa A, intitulado “Desenvolvimento
de produtos ldcteos simbiotico a base de leite caprino utilizando polpa de frutas do
género Spondias”, sendo este trabalho um dos pontos de partida para os
desenvolvimentos de novos produtos na area de lacteos funcionais, abrindo margem
para o estudo mais aprofundado da influéncia destes microrganismos probiéticos nas

caracteristicas quimicas, fisicas e sensoriais destes produtos.
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8. OUTRAS ATIVIDADES

Deste trabalho serd gerado um artigo cientifico para posterior publicacao.
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