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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do tratamento térmico e do uso de cultura
adjunta no desenvolvimento do perfil de peptideos do queijo tipo Camembert durante a
maturacdo. Os queijos foram fabricados a partir de leite cru e tratado termicamente, adicionados
ou ndo de cultura adjunta de Lactobacillus rhamnosus GG. Seguiu-se o mesmo protocolo de
fabricacdo para todos os queijos utilizando-se Lactococcus lactis subsp lactis e Lactococcus
lactis subsp cremoris como cultura acidificante. Apds 24 horas de fermentacdo, os queijos
foram pulverizados com solu¢do de Penicillium candidum e maturados por 50 dias sob
condicdes cotroladas de temperatura e umidade. O delineamento experimental utilizado foi
Split-split-plot com trés repeticdes. Os queijos foram avaliados quanto a composicdo fisico-
quimica, e periodicamente quanto a protedlise por eletroforese capilar e perfil de peptideos por
MALDI-ToF MS. O perfil de peptideos obtidos por MALDI-Tof MS e sua correlagdo com as
varidveis estudadas foiavaliado por quimiometria. Adicionalmente, os queijos foram avaliados
quanto ao perfil sensorial através dos métodos Perfil Flash e CATA (Check-all-that-apply).
Todos os queijos apresentaram perfil de degradacao das caseinas semelhante, com formacao da
para-k-CN, hidrolise das fragdes os1-CN 8P e as1-CN 9P, com a consequente formacdo das
fragdes de as1-I-CN 8P e as1-I-CN 9P, ¢ intensa degradag@o da f-caseina ao final da maturacio.
Os resultados revelaram um complexo perfil de hidrélise das caseinas. Ao todo, foram
encontrados 103 picos nos espectros de massa obtidos por MALDI-ToF MS, dos quais 70 foram
identificados e 15 apresentaram potencial bioativo, com diferentes bioatividades reportadas. Os
peptideos bioativos importantes para a separa¢do dos queijos foram todos derivados da B-
caseina [B-CN f122-132 (m/z 1364); B-CN {193-206 (m/z 1556); B-CN f193-207 (m/z 1669);
B-CN £194-209 (m/z 1718) e B-CN £57-72 (m/z 1740)]. O tratamento térmico do leite, a adi¢dao
de cultura adjunta e o tempo de matutracdo afetaram o perfil de peptideos dos queijos tipo
Camembert, porém sem producdo de peptideos exclusivos. No inicio da maturagdo os queijos
apresentaram praticamente o mesmo perfil de peptideos, o qual se diferenciou no decorrer do
tempo, sendo essa diferenciacdo mais clara para os queijos obtidos a partir de leite cru. A anélise
sensorial de perfil flash possibilitou o levantamento de ampla gama de atributos descritivos dos
queijos, com baixo residuo entre provadores e amostras e com boa separacdo das mesmas. A
andlise sensorial CATA demonstrou que o queijo obtido de leite pasteurizado adicionado de
cultura de Lb. rhamnosus aproximou-se mais do produto ideal, assim como recebeu melhor
avaliacdo global.

Palavras chave: queijo, protedlise, peptideos bioativos, espectrometria de massa.



ABSTRACT

The aim of this work was to evaluate the effect of the heat treatment and the use of
adjunct culture in the development of the peptide profile of Camembert cheese during ripening.
The cheeses were made from raw and heat-treated milk, with or without added culture of
Lactobacillus rhamnosus GG. The same manufacturing protocol was followed for all cheeses
using Lactococcus lactis subsp lactis and Lactococcus lactis subsp cremoris as acidifying
culture. After 24 hours of fermentation the cheeses were sprayed with Penicillium candidum
solution and matured for 50 days under controlled conditions of temperature and humidity. The
experimental design was split-split-plot with three replicates. Cheeses were evaluated for
physicochemical composition, and periodically for proteolysis by capillary electrophoresis and
peptide profile by MALDI-ToF MS. The profile of peptides obtained by MALDI-Tof MS and
its correlation with the studied variables was evaluated by chemometrics. Additionally, the
cheeses were evaluated for the sensory profile through the Flash Profile and CATA (Check-all-
that-apply) methods. All cheeses presented a similar casein degradation profile, with formation
of para-k-CN, hydrolysis of asl-CN 8P and os1-CN 9P fractions, with the consequent
formation of as1-I-CN 8P and as1-I fractions -CN 9P, and intense -casein degradation at the
end of ripening. The results revealed a rather complex casein hydrolysis profile. In all, 103
peaks were found in the mass spectra obtained by MALDI-ToF MS, of which 70 were identified
and 15 presented a bioactive potential, with different bioativities effects reported. The bioactive
peptides important for the separation of cheeses were all derived from B-casein [B-CN f122-
132 (m / z 1364); B-CN f193-206 (m / z 1556); B-CN £193-207 (m / z 1669); B-CN £194-209
(m/z 1718) and B-CN £57-72 (m / z 1740)]. The heat treatment of the milk, the addition of the
adjunct culture and the ripening time affected the peptide profile of the Camembert cheeses,
but without exclusive peptide production. At the beginning of ripening the cheeses presented
practically the same peptide profile, which differed with the ripening advance, being this clearer
differentiation for the cheeses obtained from raw milk. Sensory analysis of the flash profile
allowed the survey of a wide range of descriptive attributes of the cheeses, with low residue
between tasters and samples and with good separation of the samples. CATA sensory analysis
demonstrated that cheese obtained from pasteurized milk added from Lb. rhamnosus
approached more of the ideal product, as well as received a better overall evaluation.

Key words: cheese, proteolysis, bioactive peptides, mass spectrometry
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1. INTRODUCAO

Os produtos lacteos, em especial os queijos, sdo suscetiveis a hidrolise enzimadtica de
suas cadeias proteicas durante a fermentacdo e maturagao, processo denominado de protedlise.
As enzimas envolvidas na protedlise podem ser de natureza endégena e exdgena, provenientes
do leite, do coagulante residual, do fermento l4tico, de culturas secunddrias e de
microrganismos ndo provenientes da cultura — as chamadas NSLAB (do inglés, non starter
lactic acid bacteria) (WALSTRA et al., 2006). A protedlise consiste na mais complexa e
importante reacdo bioquimica envolvida na maturacdo de queijos, sendo responsdvel por
alteracdes da dureza, da elasticidade e da capacidade de derretimento, além de afetar também o
desenvolvimento de sabor e aroma dos diferentes tipos de queijos (FOX et al., 2000).

O Camembert, que é um queijo macio, de alta umidade e coberto por uma camada
branca aveludada originada pelo crescimento do fungo Penicilium candidum, apresenta
maturacdo extremanente complexa. Sua protedlise € afetada pelas enzimas naturais do leite
(especialmente quando se usa leite cru), pelas enzimas produzidas pela cultura l4ctica iniciadora
acidificante, pelas enzimas produzidas pelas NSLAB, pelo coagulante residual e também pelas
enzimas produzidas pela presenca do fungo, que tem atividade proteolitica intensa e confere ao
queijo Camembert suas caracteristicas especificas de sabor e aroma (SHAW, 1981;
SPINNLER; GRIPON, 2004).

Além de conferir propriedades tipicas dos diferentes queijos, nas ultimas duas décadas,
a protedlise tem sido relacionada a formacgdo de peptideos que podem ter impacto positivo nas
funcdes ou condigdes corporeas, resultando em beneficios a satide (SHAHIDI; ZHONG, 2008).
Esses sao conhecidos como peptideos biologicamente ativos, que contém de 2 a 20 aminoécidos
em sua estrutura e podem apresentar diferentes bioatividades, tais como atividade anti-
hipertensiva, antimicrobiana, anti-trombotica, antioxidante, imuno-moduladora e opidide,
dentre outras (SHARMA; SINGH; RANA, 2011). Adicionalmente, peptideos obtidos durante
a maturacdo de queijos tém sido identificados como potenciais agentes capazes de anular efeitos
indesejados associados a ingestdo de gorduras saturadas, tais como fatores
hipercolesterolémicos e hipertensivos (CLARE; SWAISGOOD, 2000).

Com base na relacdo entre protedlise e liberacdo de peptideos bioativos, € possivel
considerar que queijos com intensa atividade proteolitica, como o queijo Camembert, possuam
maior probabilidade de apresentarem peptideos bioativos em sua composicio (EXPOSITO et

al., 2012), e que o controle dos pardmetros que afetam a atividade enzimatica pode também
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afetar a formacao de peptideos bioativos durante a maturacdo (SIEBER et al., 2010). Estes
parametros incluem o tratamento térmico do leite, o tipo de cultura lictica e secundéria
utilizado, o teor de sal, o pH e o tempo de maturacdo dos queijos.

Embora nenhum trabalho disponivel na literatura tenha acompanhado o perfil de
peptideos do queijo Camembert durante a maturacio, peptideos com fun¢cdo imunomodulatdria
(DIONYSUS et al., 2000), inibidores da enzima conversora de angiotensina (SAITO et al.,
2000) e de caréter opidide (PIRAINO et al., 2006; SIENKIEWICZ-SZLAPKA et al., 2008;
NONI; CATANNEQO, 2010) tém sido relatados em queijo Camembert comercial e em queijo
Brie, queijos com caracteristicas muito semelhantes, ambos maturados por bolores brancos de
superficie.

O reconhecimento do potencial de liberagdo de peptideos bioativos durante a maturacao
de queijos impulsionou pesquisas voltadas para a identificacdo de cepas especificas de bactérias
lacticas capazes de favorecer a liberacdo de peptideos bioativos a partir da caseina. Assim, o
Lactobacillus helveticus, uma cultura termofilica, tem sido utilizado na fabricacdo de queijos
duros e semi-duros, enquanto Lactobacillus rhamnosus, uma cultura mesofilica, tem sido cada
vez mais explorado para a fabricacdo de queijos moles e frescos, de forma a adequar os
diferentes processos tecnoldgicos a viabilidade destas cepas para liberacdo de peptideos
bioativos durante a fabricacido e maturacdo dos queijos (CHAMBA; IRLING, 2004).

Baseado nessas premissas, o objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito do tratamento
térmico e do uso de cultura adjunta no desenvolvimento do perfil de peptideos do queijo tipo
Camembert durante a maturacdo. Os queijos foram fabricados a partir de leite cru e tratado
termicamente, adicionado ou nao de Lactobacillus rhamnosis GG e maturados por um periodo

de 50 dias. Adicionalmente, foi avaliado o perfil sensorial dos queijos.

2. REVISAO

2.1 Queijo Camembert

O queijo “Camembert de Normandie AOC”, cujo processo de fabricag¢do serve de padrao
para os queijos do tipo Camembert de todo o mundo, € um dos mais famosos da Franca. Criado
em 1791, € fabricado tradicionalmente com leite de vaca cru, segundo as normas da AOC
(Appelation d'Origine Controle) outorgadas em 1983. No seu pais de origem €, por definicdo,
um queijo de massa mole, obtido por coagula¢do enzimatica, acidificado com culturas laticas

mesofilicas e maturado por mofos superficiais, o Penicilium camemberti ( HARBUTT, 2011).
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De acordo com o “Codex International Individual Standard for Camembert” de 1973
(CODEX STAN C-33, 1973) o queijo Camembert pode ter dois tamanhos: o pequeno, que
possui formato cilindrico com didmetro de 6 a 8,5 cm, altura de 2,5 a 3,0 cm e peso minimo de
80 g, e 0 modelo padrao, com didmetro de 10 a 11 cm, altura de 3,0 a 3,5 cm e peso minimo de
250 g. Uma emenda de 2010 o descreve como um queijo cilindrico, com altura maxima de 5
cm e peso de 80 g a 500 g (CODEX STAN 276, 2011). O queijo Camembert apresenta, em
média, 19,8% de proteina, 24,3% de gordura (45% a 55% da gordura no extrato seco) e 51,8%
de umidade (USDA, 2016).

A legislacdo brasileira ndo apresenta padriao de identidade e qualidade especifico para o
queijo tipo Camembert, o qual deve respeitar os parametros basicos para fabricacao de queijos
do Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade dos Produtos Lacteos, estabelecido pelo
Ministério da Agricultura, do Abastecimento e da Reforma Agréria através da Portaria n® 146
de 07 de marco de 1996. A tnica definicdo referente ao Camembert na legislacdo brasileira
encontra-se no Decreto Estadual Paulista N°12.486, de 20 de outubro de 1978, no qual o queijo
Camembert ¢ definido como “O produto obtido de leite integral ou levemente desnatado, ndo
prensado, maturado pelo espaco minimo de 4 semanas, desenvolvendo-se em sua superficie o
fungo Penicilium camemberti, gerando uma massa macia, com crosta fina e levemente rugosa
de cor marfim ou branco-acinzentada”. O decreto ainda preconiza que o queijo deve possuir
umidade méxima de 52% m/m e teor de gordura minima de 36% m/m (SAO PAULO, 1978;
BRASIL, 1996).

Todos os queijos tipo Camembert sdo caracterizados por serem cobertos por uma camada
aveludada de fungo branco originada pelo crescimento do fungo P. camemberti ou P. candidum
sobre sua superficie. A presenga desse fungo confere ao queijo caracteristicas especificas de
sabor e aroma originadas durante a maturacdo, a qual é mais complexa do que para outras
variedades de queijo com microbiota mais simples (SHAW, 1981; SPINNLER; GRIPON,
2004). Em todo o mundo, e mesmo na Franca, seu pais de origem, o queijo Camembert artesanal
ou fabricado na fazenda (artisanal ou fermier, respectivamente) com leite cru divide as
prateleiras com o queijo produzido industrialmente (latier ou industriel), a partir de leite
pasteurizado (MASUIL; YAMADA, 2004; WISCONSIN, 1990).

Os queijos finos, principalmente os de origem europeia, vém sendo incorporados ao
carddpio brasileiro e representam uma parcela cada vez maior da producio nacional. Segundo
a Associacdo Brasileira das Industrias de Queijo (ABIQ, 2014), o mercado de queijos em geral
cresceu 76% entre 2005 e 2013, alcancando um consumo per capita de 5,3 kg por ano em 2014.

Estima-se que o consumo per capita anual de queijos no Brasil deva alcangar 11 quilos, em
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média, em 2030. Resultado alavancado nio apenas pelo aumento da producio e consumo dos
queijos commodities (Mugarela, Prato, Requeijao), mas também pela popularizac¢do dos queijos
finos (Gorgonzola, Camemebert, Brie) dada a crescente penetragdo desses queijos no mercado
(CARVALHO; VENTURINI; GALAN, 2015). De acordo com Pereira (2017), o destaque aos
queijos Artesanais no Brasil tem sido crescente nos ultimos anos, € o pais vive “uma era de

ouro” de valorizagdo e conscientizacdo da importancia social e cultural de tais produtos.

2.2. Fabricacao do queijo Camembert

A fabricacdo de queijos € essencialmente um processo de desidratacio, no qual a caseina
e a gordura do leite sdo concentradas entre 6 a 12 vezes, dependendo da variedade. O protocolo
geral de fabricacdo da maioria dos queijos inclui a acidificacdo, coagulacio, desidratagcdo (corte
do codgulo, agitacdo, aquecimento e outras operagdes que promovam sinérese do gel),
enformagem, prensagem e salga. O teor de umidade dos queijos € regulado pela extensdo e
combinacdo dessas etapas bésicas de produgdo, que sdo comuns para a maioria das variedades
de queijos. Além da umidade, o teor de sal, o pH e a microbiota presente no queijo controlam
as mudangas bioquimicas que ocorrem durante a matura¢do e determinam o sabor, o aroma e a
textura do produto final (FOX et al., 2000).

Para a fabricacdo do queijo Camembert utiliza-se uma cultura iniciadora acidificante
mesofila e uma cultura secundéria constituida de fungo branco, Penicilium camemberti. O leite
adicionado de cultura iniciadora é maturado no tanque de fabricacdo antes da adicdo do
coagulante visando ao aumento prévio de sua acidez (~ 22 °D). A coagulacdo € conduzida a 35
°C e ap6s a adicdo do coagulante a coagulacdo ocorre em aproximadamente 40 minutos,
resultando em um gel liso e firme, que é cortado através do uso de liras de corte gerando cubos
(graos) de 2 cm de aresta. Os graos passam por mexedura lenta por um curto periodo de tempo
(15 minutos) e em seguida a massa € enformada juntamente com o soro e deixada em repouso
por 1 hora para que entdo seja possivel a realizagdo de 1 a 3 viragens no periodo de até 5 h.
Essas etapas visam a retencdo méaxima do soro do leite propiciando um queijo de alta umidade,
que retém, consequentemente, grande parte do coagulante residual que terd papel fundamental
no inicio do processo de maturacdo deste queijo (SHAW, 1981; VASSAL; GRIPON., 1984).
Ap6s a fermentacdo a 25 °C por 24 h, os queijos sdo salgados com solucdo saturada de cloreto
de sédio por 1 hora. Em seguida, sdo secos por 30 minutos e uma suspensao do fungo Penicilium
camemberti em dgua esterilizada é aspergida sobre as pegas. O queijo é entdo encaminhado a

camara climdtica para o inicio de sua maturagdo (SHAW, 1981).
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A maturacdo inicial é realizada sob alta umidade relativa e baixa temperatura (UR% 90 a
12 °C) durante 10 a 15 dias. Tais condi¢gdes visam principalmente 2 manuten¢do da umidade
necessdria para o crescimento do fungo superficial, principal agente de maturagdo desse queijo.
Ap6s o recobrimento do queijo pelo fungo, os queijos sdo embalados em papel manteiga ou
papel aluminio e armazenados sob refrigeracdo (4 °C) por até 60 dias para que a maturacao
prossiga. O rendimento médio do queijo Camembert € de 1 kg de queijo para cada 7 a 8 litros

de leite (SHAW, 1981; SPINNLER; GRIPON, 2004).

2.3 Maturacao do queijo tipo Camembert

A maturacio € o processo natural de envelhecimento dos queijos decorrente de uma série
de rea¢des que levam a alteracdes em suas caracteristicas fisicas, bioquimicas, microbiolégicas
e principalmente sensoriais. A maturacdo de queijos em geral envolve diversas mudancas
bioquimicas que podem ser agrupadas em eventos primarios — como o metabolismo da lactose
residual (glicdlise), do lactato e do citrato, a protedlise e a lipdlise — e eventos secundarios — o
metabolismo de 4cidos graxos e de aminoicidos, essenciais para o desenvolvimento de
compostos de aroma e sabor de queijos maturados (MCSWEENEY, 2004).

Os agentes que participam destas reagdes sdo as enzimas naturais do leite, enzimas do
coagulante residual utilizado na fabricacdo dos queijos, enzimas provenientes da cultura l4ctica
iniciadora e/ou da cultura secunddria, e enzimas provenientes de outras bactérias acido lacticas,
que nao as adicionadas através das culturas lacticas —as chamadas NSLAB (do inglés, non start
lactic acid bacteria ou bactérias acido laticas nao iniciadoras) (FOX et al., 2000).

Considerando o papel das enzimas naturais do leite na maturacdo dos queijos,
especialmente das enzimas proteoliticas e lipoliticas, € de se esperar que o tratamento térmico
do leite afete a maturacdo. O leite contém aproximadamente 70 enzimas diferentes, as quais, na
sua maioria, chegam ao leite durante a sintese e expulsao do glébulo de gordura do citoplasma
das células secretoras para o limen da glandula mamadria. Muitas dessas enzimas sao inativadas
pelo tratamento térmico e muitas nao t€m papel tecnolégico reconhecido (FOX et al., 2015). A
principal enzima proteolitica natural do leite € a plasmina, uma protease serina de origem
sanguinea com atividade 6tima em pH proximo de 7,5 e temperatura de 37°C. A plasmina
degrada com maior facilidade as fracdes B-caseina e os2-caseina do que a fragao asi-caseina. A
k-casefna € resistente a acdo da plasmina e ndo sofre hidrdlise de sua cadeia peptidica original
(BASTIAN; BROWN, 1996). Em queijos, a B-caseina é o mais importante substrato para a
acdo da plasmina, clivando sua cadeia peptidica em trés sitios: Lys28—Lys29, Lys105-His 106
e Lys107-Glu108, produzindo os peptideos y1-CN (B-CN f29-209), y2-CN (B-CN f106-209),
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13-CN (B-CN f108-209), protease peptona PP8-f (B-CN f1-28), PP8-s (B-CN f29-105 e 29—
107) e PP5 (B-CN f1-105 e 1-107) MCSWEENEY, 2004).

Embora a acdo da plasmina, uma enzima termoestdvel, seja mais significativa para a
maturacdo de queijos de massa cozida, ela é relativamente importante nos queijos maturados
por fungos, como o queijo Camembert. O pH do queijo tende a aumentar durante a maturagio,
caminhando rumo ao pH 6timo de atuagdo da plasmina (~ 7,5) e afastando-se do pH 6timo de
atuacdo da enzima coagulante quimosina (~ 5,5). No final da maturacdo do queijo Camembert,
observa-se um aumento expressivo de y-caseinas, resultantes da degradagdo da B-caseina pela
acdo da plasmina, que tém ao final da maturacdo o pH préximo ao ideal para sua atuacdo
(BASTIAN; BROWN, 1996; SPINNLER; GRIPON, 2004; FOX et al. 2004).

Além da plasmina, o leite possui diversos tipos de enzimas proteoliticas enddgenas,
provenientes de leucdcitos e células somdticas. No entanto, das enzimas provenientes destas
fontes, apenas catepsina B e D ja foram quantificadas de maneira relevante no leite, sendo que
a importancia da catepsina B para a maturagcdo de queijos € desconhecida. A similaridade da
acdo da catepsina D e da quimosina durante a maturacdo de queijos dificulta a anédlise de seu
comportamento isoladamente. De qualquer modo, a contribuicdo destas enzimas para a
maturacdo de queijos dos mais variados tipos, principalmente os fabricados com leite
pasteurizado, tem se mostrado limitada quando comparada a outras enzimas proteoliticas
presentes (O’DRISCOLL et al., 1999; MCSWEENEY; FOX; OLSON, 1995).

Uma das principais fontes de enzimas proteoliticas na maioria dos queijos € o coagulante
residual proveniente da prépria fabricacdo dos queijos, que permanece preso a sua massa apos
a drenagem do soro. A quimosina, coagulante comumente utilizado na fabricacdo de queijos,
possui especificidade para cada uma das fragdes de caseina conhecidas. Sua principal fungdo
na fabricag@o de queijos € a coagulacdo do leite pela hidrdlise da ligacao Phe105-Met106 da x-
caseina, tendo essa fragdo mais susceptibilidade a acdo da quimosina do que as outras fracoes
da caseina. Apés a hidrdlise da k-caseina, a micela se desestabiliza e se rearranja, formando a
para-caseina, que na presenga de calcio (32 — 35 °C) precipita na forma de paracaseinato de
célcio, que € o proprio gel (FOX et al., 2000).

O processo de fabricacao reflete diretamente na quantidade e na atividade do coagulante
residual que permanece durante a maturagdo do queijo. Geralmente, a aplicacio de tratamento
térmico a massa e prensagem — como utilizado para queijos Suico e Parmesdo (52-54°C) —
resulta em menor retencdo do coagulante na massa (cerca de 15% da quantidade inicial). Para

queijos de massa crua e de alta umidade, como o queijo Camembert, cerca de 50% do
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coagulante, em relac@o a concentrac¢do inicial, permanece na massa. Dessa forma, o coagulante
residual interfere significativamente na maturacdo do queijo e se caracteriza como um dos
primeiros fatores a iniciar tal processo, aumentando a suscetibilidade da protedlise a atuagao de
outros agentes (VASSAL et al., 1984).

Nas primeiras 6 horas apds a dessoragem do queijo, ocorre intensa degradacao da osi-
caseina pelo coagulante, com produ¢ao de peptideos de grande massa molecular, como a asi-I-
casein (as1-CN 124-199). Apds cerca de 2 semanas, com o aumento expressivo do pH e
distanciamento do pH 6timo de acdo das enzimas presentes no coagulante, sua acdo €
praticamente inexistente e a acdo das enzimas provenientes do fungo de maturagcdo sdo muito
mais intensas e expressivas, assim como a a¢ao das enzimas provenientes da cultura iniciadora
acidificante (MCSWEENEY, 2004; SPINNLER; GRIPON, 2004).

As culturas iniciadoras possuem importante papel na maturacdo de queijos em geral.
Estas sdo culturas de bactérias 4cido lacticas (BAL) homo ou heterolaticas que t€ém por fungdo
primdria a acidificacdo do leite através de seu metabolismo e reproducdo, para a producio de
queijos e fermentados lacteos (TAMIME; SKRIVER; NILSSON, 2006). As BAL sdo bactérias
fastidiosas que necessitam de ambiente rico nutricionalmente. Para tanto, possuem um
complexo sistema proteolitico capaz de degradar grandes proteinas em pequenos peptideos ou
até aminodcidos livres assimildveis; o complexo sistema de proteinases e peptidases das BAL,
portanto, sdo essenciais para a maturacdo de queijos (HAYEK; IBRAHIM, 2013).

Esse grupo de micro-organismos possui ligada a sua membrana celular uma protease
extracelular (Figura 1), que geralmente € responsavel pelo inicio da quebra das moléculas de
caseina do substrato. No geral, as bactérias lacticas possuem apenas uma proteinase
extracelular, mas a presenca de duas dessas enzimas ja foi identificada em alguns lactobacilos
(PEDERSON et al., 1999). Em algumas bactérias, como L. lactis e Lb. paracasei, a existéncia
de uma lipoproteina ligada a membrana (PrtM) € essencial para a ativacido autocatalitica da
proteinase. Ao quebrar a caseina em peptideos menores, sistemas de transporte (Opp:
oligopeptideo permeasse; Dpp: permeasse de peptideos de 2 a 9 residuos; DtpT: permeasse
ionizada de di e tripeptideos) presentes na membrana celular sdo capazes de transferi-los para
o interior da célula para que sejam hidrolisados por peptidases em aminoacidos livres, assim
peptidases internas das bactérias dcido laticas podem metabolizd-los (HAANDRIKMAN et al.,
1991).



23

Moléculas de caseina Peptideos derivados da caseina

‘g # o

Citoplasma

Parede celular

l""“"E, ‘t

s
T G é s
Aminoacidos livres  ® I T E— PepV> CPepRD>
® e = o (5uo * ;
z IIe@ ° @Val
—

Figura 1 — Representagdo simplificada do sistema proteolitico de bactérias laticas (adaptado de

SAVIJOKI et al., 2006).

As BAL contém no interior de suas células diversas peptidases com grande importincia
nos estdgios finais da protedlise em queijos durante sua maturacdo e na liberacdo final de
aminoécidos livres como substratos para reacdes catabdlicas. As BAL em geral produzem trés
tipos de oligoendopeptidases em maior quantidade: PepO, PepF e PepE, sendo esta ultima
dependente de grupamentos tiol na clivagem de peptideos. As BAL produzem também
tripeptidases e diversas aminopeptidases em menor escala que possuem ac¢do mais branda e de
pouca relevancia para a maturagdo (KUNJI et al., 1996).

As culturas miciadoras utilizadas na fabricacdo do queijo Camembert sdo culturas
mesofilas homofermentativas do género Lactococcus que rapidamente iniciam a metabolizacio
da lactose, levando a producdo de &cido lactico (lactato) pela metabolizacdo via hexose
difosfato. A intensa acidificacdo do codgulo durante as primeiras 24 horas de fabrica¢do do
queijo levam o pH a cerca de 4,6 no momento da retirada da forma e eleva a concentracao de
lactato no queijo (SPINNLER; GRIPON, 2004).

Tais culturas correspondem a microrganismos adicionados intencionalmente no leite
para a fabricacdo dos queijos, mas podem ocorrer naturalmente na matéria-prima (NSLAB).
Sao também chamadas de cultura acidificantes, como uma forma de serem diferenciadas das
culturas secunddrias, que tém a finalidade de desenvolverem -caracteristicas tipicas dos

diferentes queijos, incluindo caracteristicas sensoriais. As culturas secundérias podem ser de
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origem bacteriana (e.g. Propionibacterium freudenreichii ssp. shermanii; Lactobacillus
helveticus; Brevibacterium linens) ou fungica (e.g. Penicillium roqueforti; Geotrichum
candidum;, Penicillium camemberti) (SOUSA; ARDO; MCSWEENEY, 2001).

A cultura secunddria utilizada na fabricacdo do queijo Camembert é o Penicillium
camemberti, que é um fungo filamentoso da familia Trichocomaceae que possui diversos
sindnimos e cepas mutantes como P. caseicolum, P. album e P. candidum. Este é um fungo
aerobio com o pH ideal de crescimento entre 4,5 a 6,7; temperatura 6tima de crescimento ao
redor de 13°C, umidade relativa do ar necesséaria de 93 - 94%, capacidade de crescer em meios
com até 20% de NaCl e tem como produto do seu desenvolvimento enzimas proteoliticas e
lipoliticas (RATTRAY; HANSEN, 1999). P. album e P. candidum sdao nomes comumente
usados para mofos brancos utilizados na maturacdo de queijos brancos moles, mas a distin¢cdo
entre estes dois mofos ndo € mais cientificamente vélida, uma vez que pesquisas 0s t€ém
identificado como cepas do mesmo P. camemberti utilizado industrialmente na producdo de
queijo Camembert e Brie (DONNELLY; KEHLER, 2016).

Este fungo superficial que cresce sobre o queijo nos primeiros dias de maturacio
consome o lactato presente na massa. Com isso, hd o aumento do pH externo do queijo e a
migracdo do lactato do interior para a superficie do queijo criando um gradiente de pH. Assim,
o pH da superficie aumenta até a neutralidade ao redor de 7,0 ao final da maturacdo
(LECLERCQ-PERLAT et al., 2004a).

De acordo com Spinnler e Gripon (2004), o aumento do pH resulta em efeitos
importantes durante o processo de maturacdo: i) desenvolvimento de bactérias mais sensiveis a
meios dcidos, como os Micrococcus e corineformes, que se desenvolvem quando o pH se torna
menos dcido, contribuindo para o sabor e aroma tradicional do queijo; ii) o favorecimento da
atividade da maioria das enzimas responsdveis pela maturacdo, principalmente proteoliticas,
uma vez que estas tém pH 6timo de acdo perto da neutralidade; iii) a migracdo de minerais da
massa; o cdlcio e fosfato migram para o exterior da massa durante o crescimento do fungo
devido ao gradiente de pH existente entre o interior e o exterior do queijo. O alto pH da
superficie causa a formagdo de fosfato de célcio insoluvel tornando a casca mais dura e
concentrando cerca de 80% do célcio e 55% do fosforo total do queijo na casca; iv) favorece a
dissociacdo e solubilizacdo das proteinas, afetando as caracteristicas reoldgicas do queijo e
tornando-o mais macio.

O fungo P. camemberti inicia seu crescimento sobre a superficie do queijo logo apds
sua dessora e tem seu desenvolvimento e recobrimento total ap6s cerca de 10 dias. Durante esse

periodo, ha intensa producdo de endo e exopeptidases, como metaloproteinase e
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aspartilproteinase, que possuem pH 6timo em 5,5-6,0 e 4,0, respectivamente. Sua atividade é
baixa no centro do queijo; no entanto, na superficie aumenta substancialmente apds os primeiros
6 ou 7 dias de matura¢do, quando o fungo comeca a recobrir todo o produto (LENOIR, 1984).

As peptidases sdo hidrolases cataliticas que rompem ligacdes peptidicas (C-N) na
presenca de dgua, liberando peptideos menores e/ou aminodcidos livres. A aspartil proteinase
e a metaloproteinase atingem sua concentracdo maxima ao redor do décimo quinto dia de
fabricacdo, periodo no qual este € embalado e refrigerado, cessando quase totalmente o
crescimento do fungo e permitindo a acio das enzimas de forma estdvel durante todo o periodo
de maturacdo, o que resulta na produc¢do de muitos peptideos e aminoécidos livres no queijo
(SPINNLER; GRIPON, 2004; RAWLINGS, 2013).

A amonia livre (NH4") produzida pelas deaminases do fungo superficial do queijo
através do catabolismo de aminodcidos, além de indicador de protedlise é também um forte
composto aromdtico que tem fun¢do importante no amaciamento do queijo Camembert. Isso
ocorre devido ao aumento da concentracdo de amoniaco no ambiente de maturagdo. A amonia
livre estimula a flora superficial aumentando o pH da superficie, estimulando a difusdo de acido
lactico e célcio na superficie, promovendo a protedlise (LAW; TAMIME; 2010). Assim, a
protedlise no queijo Camembert € a principal reacdo bioquimica responsdvel pelo
desenvolvimento de textura e principalmente do sabor levemente amargo e aroma amoniacal
deste queijo, cada vez mais intensos no decorrer da maturacdo ocasionada por peptidases
fungicas e bacterianas (ENGEL et al., 2001; LEMIEUX; SIMARD, 1992).

Paralela as reagdes proteoliticas, a lipdlise decorrente da acdo de lipases tem papel
fundamental na maturacdo de queijos em geral. As lipases s@o enzimas capazes de hidrolisar os
triacilglicer6is (TAG) em diacilglicerdis, monoacilglicerdis e dcidos graxos livres. Essa reacao
no queijo Camembert ocorre em menor grau e estd relacionada a sua textura e principalmente
ao seu sabor e aroma. Ademais, os monoacilglicerdis formados também atuam como
emulsificantes, promovendo uma textura mais macia ao palato e modificando a cinética de
liberacao de aromas (MIETTINEN et al, 2002; FOX et al., 2000).

O P. camemberti produz grandes quantidades de lipase alcalina extracelular, com pH
6timo de atuacdo por volta de 9,0. Em pH 6,0, a enzima possui apenas 50% de sua atividade
mdxima e permanece ativa mesmo em temperatura de refrigeracdo (4 °C). Essa enzima € o
principal promotor de lipélise em queijo Camembert, sendo mais ativa em TAG compostos por
acidos graxos volateis de baixo peso molecular (LAMBERET; LENOIR, 1976; SPINNLER;
GRIPON, 2004). A lipdlise ndao € homogénea por todo o queijo Camembert, € muito mais

intensa na superficie do que no seu interior.
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Em resumo, a maturacido do queijo Camembert € influenciada por diversos fatores e é
certamente governada pela cultura iniciadora acidificante e cultura secunddria, mas também ¢é
dependente do equilibrio e das mudancas de pH, umidade, sais e outros componentes do queijo
que vao sendo alterados durante todo o periodo de maturagdo. Tais mudancas propiciam nao
somente a geracao de compostos de sabor e aroma como também a potencial presenca de
peptideos de cardter funcional, os denominados peptideos bioativos (ABRAHAM et al., 2007).
A associacdo da protedlise e da lipélise com o aumento do pH rumo a neutraliza¢do no queijo
Camembert conferem-lhe suas caracteristicas de textura particulares (HASSOUNA; GUIZANI,
1995).

2.4 Perfil de peptideos em queijos

O perfil de peptideos de queijos, ou seja, a diversidade de pequenas fracdes proteicas
originadas da hidrélise e quebra de ligacdes peptidicas decorrentes da acdo de diferentes agentes
proteoliticos, ¢ um dos fatores de maior influéncia para a diferenciacdo das caracteristicas
sensoriais, funcionais e até tecnoldgicas dos produtos (FOX et al., 2015).

Através do estudo peptidomico de diferentes tipos de queijos, em que a cinética de
maturacdo se diferencia por fatores como tipo de cultura acidificante, secundéria e adjunta, tipo
e tratamento térmico do leite, tratamento da massa e ambiente de maturacao, entre outros, pode-
se obter, além da diferenciacdo dos peptideos produzidos, um meio de pesquisa para peptideos
com potencial bioativo. E ainda possivel estabelecer um mapeamento do comportamento
hidrolitico dos agentes proteoliticos envolvidos em cada tipo e tratamento de queijo
(SANCHEZ-RIVERA et al., 2013; SFORZA et al., 2012).

Os diferentes agentes proteoliticos possuem especificidades para sitios de clivagem de
cada uma das frac¢Oes proteicas presentes no leite, de modo que, ao manipularmos tais agentes,
favorecendo-os ou suprimindo-os, podemos modificar o perfil de peptideos e, em segundo
plano, direcionar a producao ou degradagdo de peptideos de interesse funcional, sensorial e/ou
tecnolégico (MALIN; TUNICK, 1995).

O tratamento térmico do leite € um dos principais fatores que afetam o seu perfil
enzimdtico natural e consequentemente a maturacdo dos queijos. Entre outros efeitos, o
tratamento térmico do leite inativa uma série de enzimas, a maioria delas com atividade
tecnoldgica desconhecida. A plasmina, principal enzima proteolitica do leite, que é de fato um
complexo sistema constituido de plasmina, plasminogénio e ativador de plasminogénio

associados a micela de caseina, e inibidor de plasmina e ativador do ativador de plasminogénio
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na fase soro, pode ser, dependendo de vérios outros fatores, parcialmente inativada no
tratamento térmico. No entanto, estdo presentes e ativas no queijo fabricado com leite cru. A
plasmina tem especificidade para a fragdo B-caseina, sendo os principais sitios de clivagem para
essa fracdo as ligagdes Lys?-Lys%, Lys'®-His/GIn'%, Lys!?’-Glu!%®
quantidade fragmentos como B-CN f(1-28); B-CN £(29-209); B-CN £(29-105/7); B-CN f(106-

209); B-CN £(108-209) e B-CN f(1-105/7) (FOX et al., 2000).

, produzindo em grande

Outros agentes proteoliticos, como o préprio coagulante residual e os microrganismos
das culturas lacticas acidificantes e secundarias, possuem sitios de hidrélise especificos que
sugerem o caminho de degradacao das proteinas e a formacao de peptideos durante a maturacao
dos queijos. A quimosina, por exemplo, hidrolisa a fragdo k-caseina na ligacdo peptidica
Phe!®-Met!®, mas também tem a¢do relevante sobre a fracdo asi-caseina. A principal e
primordial acdo da quimosina nos primeiros dias ap0s a fabricac¢do dos queijos € sobre a ligacao
Phe?*-Phe?* da os-casefna, que tem influéncia tecnolégica, sendo responsdvel pelo
amaciamento dos queijos. Atualmente, reconhece-se também sua importancia funcional, uma
vez que o fragmento os1-CN f(1-23) formado apds essa reconhecida hidrélise da quimosina é
subsequentemente hidrolisado, produzindo peptideos de baixo peso molecular potencialmente
bioativos. De forma menos relevante, a acdo da quimosina também € relatada sobre a fracdo
os2-caseina (JYN et al., 2016; FOX, 2000).

Os diferentes tipos de culturas também definem o perfil de peptideos dos queijos, uma
vez que estas possuem ndo apenas sistemas proteoliticos exdgenos diversos, mas também
liberam uma considerdvel quantidade e variedade de enzimas apds a lise celular durante a
maturacdo. Estas enzimas possuem diferentes sitios de clivagem das fracdes caseicas, que
resultam em uma grande variedade de peptideos. Por exemplo, é reconhecida a acdo de
diferentes cepas de Lactococcus lactis subsp. lactis, comumente utilizadas como cultura
acidificante nos mais diversos queijos, sobre a fracdo os1-CN f(1-23) nos sitios de ligacdo His®-
Gln’; GIn’-Gly'%; GIn!3-GluG; Leu'®-Asn!” e Leu?'-Arg?%>. As cepas de Lactococcus lactis
subsp. cremoris agem sobre diversos sitios de ligacdo da as1-CN como na liga¢io Phe?’-Phe?*
produzindo o peptideo 0s1-CN f(1-23), e na ligacio Asn'’-Glu'® e Leu'®-Asn!” deste mesmo
peptideo formado. A produgdo destes pequenos fragmentos e aminodcidos livres tem relevante
influéncia na producdo de peptideos funcionais e desenvolvimento de sabor e aroma,
respectivamente. A acdo de cepas de Lb. helveticus, Lb. bulgaricus e Lb. paracasei também
tém sido documentada como fatores de importancia para a diferenciacdo do perfil de peptideos

em produtos lacteos. (MCSWEENEY, 2004; FOX, 2000; ANDREWS; VARLEY, 1994).
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Por fim, o uso de culturas adjuntas tem também relevante papel na alteracdo e
desenvolvimento de um perfil de peptideos caracteristico, principalmente em queijos em que
tal cultura tem protagonismo na protedlise (queijos maturados por fungos, queijos com
olhaduras, queijos adicionados de probidticos etc). Cepas fingicas de P. roqueforti e P.
candidum, por exemplo, produzem proteinases com reconhecida especificidade sobre as fracdes
as1- € B-caseina. As proteinases produzidas pelo P. camemeberti hidrolisam mais rapidamente
a fracdo asi-caseina, originando principalmente a fragdo as-CN f(24-199); no entanto, as
proteinase dcidas, mais ativas no inicio da maturacdo, possuem como principais sitios de
clivagem reconhecidos as ligacdes Lys'?’-Val'®?; Lys®-Glu!® e Lys*-lle’*® (UPADHYAY,
2004; GRIPON,1993).

2.5 Peptideos bioativos (PBA)

Peptideos bioativos (PBA) sdo fragmentos obtidos pela hidrélise das proteinas por
enzimas proteoliticas que podem ter um impacto positivo nas fungdes ou condi¢des corporeas,
resultando em beneficio a saude. Sdo, portanto, peptideos com atividade similar a firmacos ou
hormoénios, que eventualmente modulam a funcdo fisiolégica ao se ligarem a receptores
especificos da célula alvo de diversos 6rgdos, levando a inducdo de respostas fisiologicas em
beneficio a saide (KASTIN, 2013; KITTS; WEILER, 2003).

A atividade dos PBA é dependente de sua composicdo, e consequentemente da
sequéncia dos residuos de aminoacidos na cadeia proteica. O tamanho das sequéncias ativas
pode variar de dois a vinte residuos de aminodcidos e muitos peptideos sdo conhecidos por
exibirem propriedades multifuncionais. As proteinas do leite sdo consideradas a fonte mais
importante de PBA; nas ultimas décadas, mais de 200 sequéncias peptidicas biologicamente
ativas foram identificadas a partir de caseinas e proteinas do soro da maioria dos animais
leiteiros. Tal potencial de produgdo de PBA esta relacionado a facilidade de hidrdlise devido a
conformacdo aberta da caseina e ao baixo nivel de estruturacdo secunddria e tercidria decorrente
da abundante presenca de prolina em suas cadeias primarias (MEISEL; FITZGERALD, 2003).

Os PBA encontrados no leite possuem diversos efeitos sistémicos no organismo, dentre
0s quais anti-hipertensivo, anti-trombdtico, antimicrobiano, antioxidante, imuno-modulador e
opidide (SHARMA; SINGH; RANA, 2011). A ocorréncia de tais peptideos em produtos lacteos
tem sido relacionada a baixa incidéncia de obesidade e problemas cardiovasculares na
populacdo francesa, que tem sua dieta e gastronomia toda baseada em produtos l4cteos
substancialmente gordurosos. Essa associacdo tem sido chamada por alguns autores de

“paradoxo francés” (PETYAEV; BASHMAKOV, 2012).
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De modo geral, os PBA podem ser produzidos biologicamente a partir das proteinas do
leite das seguintes maneiras: por hidrdlise a partir de enzimas digestivas, pela fermentacao do
leite por culturas proteoliticas iniciadoras ou secunddrias e por enzimas proteoliticas derivadas
de microrganismos ou vegetais. Muitos estudos relatam que a combinacdo de métodos
pareados, como a prévia hidrélise enzimética e posterior acdo de enzimas proteoliticas ou
fermentagdo, resultam na maior probabilidade de formacdo de peptideos de cadeia curta de
cardter bioativo (KORHONEN; PIHLANTO, 2003; ARDO et al. 2009; AZARNIA et al., 2010;
LIU; PISCHETSRIEDER, 2017).

O sistema proteolitico de bactérias lacticas € adequado para produzir PBAs a partir de
vdrias proteinas alimentares, especialmente caseinas, que constituem o principal substrato de
nitrogénio presente em derivados lacteos (CLARE; SWAISGOOD, 2000). A hidrélise
extracelular das proteinas do leite convertida em vérios oligopeptideos longos € iniciada por
uma proteinase ligada a membrana celular (PMC), que possui preferéncia por caseinas
hidrofébicas. Oligopeptideos sdo gerados por esta primeira clivagem e sdo subsequentemente
recolhidos pelas células bacterianas através de sistemas de transporte especificos; no
citoplasma, tais peptideos sofrem uma maior degradacdo em peptideos mais curtos (bioativos
ou possiveis precursores de compostos bioativos) e aminodcidos (SAVIJOKI et al., 2006).

Sabe-se atualmente que diversas espécies e cepas de bactérias liticas sdo capazes de
liberar PBA a partir de proteinas alimentares, com especial referéncia as caseinas do leite,
incluindo cepas L. helveticus CP790, Lb. rhamnosus GG, L. bulgaricus SS1, e L. lactis subsp.
cremoris FT4 (GOBBETTI et al., 2002; LIU; PISCHETSRIEDER, 2017). A capacidade
hidrolitica de cada cepa € estritamente relacionada ao substrato proteico, isto €, a producdo de
PBA estd relacionada a sua sequéncia de aminodcidos e ao painel de enzimas proteoliticas de
cada estirpe microbiana (GRIFFITHS; TELLEZ, 2013).

A utilizacdo de cepas de culturas acidificantes termofilicas visando a producdo de
peptideos bioativos, como o L. helveticus para queijos duros, semi-duros e leites fermentados,
e de mesofilicas, como a Lb. rhamnosus para queijos moles e frescos, tem sido cada vez mais
explorada, de forma a adequar os diferentes processos tecnoldgicos a viabilidade destas cepas
para fermentacdo, acidificacio e producdo dos PBA (CHAMBA; IRLING, 2004).

Os queijos Camembert e Brie, bem como todos os queijos maturados por fungos e/ou
culturas secunddrias que favorecam o avango da protedlise ao longo da maturacio, t€ém sido
constantemente alvo de estudos que visam pesquisar e quantificar seus peptideos funcionais,

bem como verificar a atividade destes compostos pds-ingestdo. Dionysus et al. (2000)

observaram a presenca de dois peptideos bioativos no queijo Camembert comercial, derivados
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da B-caseina [B-CN (f193-209) e B-CN (f192-209)] com fungdes imunomodulatérias. Saito et
al. (2000) também relatam a presenca de peptideos inibidores da enzima conversora de
angiotensina (ECA) em queijo Camembert. Peptideos de cardter opidide sdo uma das classes
mais relacionadas com queijos maturados por fungos brancos. A presenc¢a de -casomorfinas
em queijo Brie foi relatada por Piraino et al. (2006), Sienkiewicz-Szlapka et al. (2008) e Noni
e Catanneo (2010).

2.6 Lactobacillus rhamnosus GG

Lactobacillus rhamnosus é uma bactéria Gram-positiva, heterol4ctica, nao formadora
de esporos, anaerdbia facultativa ou microaerdfila, ndo-moével e catalase-negativa, pertencente
ao grupo dos micro-organismos mesofilos, com algumas cepas capazes de crescer em
temperaturas inferiores a 15°C ou superiores a 40°C. Seu desenvolvimento requer uma grande
quantidade de vitaminas e minerais, incluindo &4cido fdlico, riboflavina, niacina, &acido
pantoténico e cdlcio mineral. A faixa de pH 6timo para seu desenvolvimento esté entre 4,5 e
6,4. A dimensao das células em forma de bastonete é de 0,8-1,0 um de largura e de 2,0 a 4,0
pm de comprimento (CURRY; CROWN, 2004).

Lb. rhamnosus GG (ATCC 53103; LGG), também conhecido pelo nome de
Lactobacillus GG (275), é uma das cepas probidticas mais conhecidas. A estirpe € classificada
como da espécie Lb. rhamnosus, de caratér mesofilico, com temperatura de crescimento entre
2,6°C e 52°C, com temperatura 6tima situada em 44,4 °C (SAXELIN; KAJANDER, 2008;
VALIK et al. 2008). A ampla faixa de temperatura de crescimento desta bactéria faz com que
ela permaneca vidvel durante todo o processo de fabricacio e estocagem refrigerada do produto
final (MENDES et al. 2014).

A cepa de origem entérica possui capacidade de inibir a adesdo de Clostridium
histolyticum, C. difficile e Salmonella enterica e possui uma alta tolerancia as condi¢des 4cidas
do estdmago, sobrevivendo a passagem intestinal, com capacidade de aderir a mucosa e
colonizar o trato gastrointestinal. Devido a sua reconhecida atividade probidtica e
antimicrobiana, Lb. rhamnosus GG € utilizado na industria alimentar ndo sé como probiético,
mas também como uma cultura de prote¢do para produtos lacteos, bebidas, entre outros
(RODGERS, 2001; TUOMOLA et al., 2000).

Diversos estudos t€m notificado o potencial proteolitico da cepa para a producdo de
peptideos bioativos (MOLLER et al., 2008; GOBBETTI et al., 2002). A cepa possui sistema
proteolitico mais eficiente e diversificado do que bactérias comumente utilizadas como culturas

iniciadoras, possuindo 2 proteases ligadas a membrana celular e 23 peptidases internas com
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ataque preferencial de fragdes asi-caseina e peptideos ricos em prolina da B-caseina (LIU et al.,
2010; SAVIJOKI; INGMER; VARMANEN, 2006). Estudo realizado por Guo et al. (2016)
sobre o perfil de hidrdlise de cepas de Lb. rhamnosus também identificou uma taxa de hidrélise
mais alta na fracdo B-caseina, em comparagdo com osi-caseina e k-caseina, com os locais de
clivagem da caseina B mediada pela proteinase ligada a sua parede celular ndo concentrados
nas por¢des N- ou C-terminal da molécula, mas dispersos ao longo de toda a sequéncia de

aminodcidos (Figura 2).
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Figura 2 — Sitios de clivagem da B-caseina identificados para a cepa de Lb. rhamnosus (GUO et al.,

2016).

Proteinas do leite hidrolisadas por Lb. rhamnosus GG demonstraram efeitos de estimulo
e supressao na proliferacdo de linfécitos; ademais, os hidrolisados podem induzir o aumento de
citocinas anti-inflamatérias e reduzir, de modo paralelo, citocinas pro-inflamatérias e
imunoglobulinas produzidas por linfécitos, controlando assim reagdes alérgicas e inflamatorias
de modo sistémico (DELCENSERIE et al., 2008).

Diversos trabalhos t€ém utilizado Lb. rhamnosus GG ou suas enzimas isoladas na
fabricacdo de queijos, tanto para estudo da sua capacidade probiética como para estudo da sua
viabilidade e capacidade proteolitica durante a maturacio em queijos Manchego (GONZALEZ-
OLIVARES et al., 2014), Karish (MAHMOUD; EL-HALMOUCH; MONTASER, 2013),
Coalho (DOS SANTOS et al., 2015), Edam (ALJEWICZ; NALEPA; KOWALSKA, 2014),
Cheddar (AZARNIA et al., 2010), e em queijo fresco com apelo probidtico (LAHTINEN et al.,
2012). No entanto, os estudos ndo correlacionam os perfis de peptideos obtidos com peptideos

bioativos descritos na literatura.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Esquema geral do trabalho

O esquema geral do trabalho, realizado em triplicata de processo, € apresentado na
Figura 3. Inicialmente, 200 litros de leite cru foram divididos em duas por¢des de 100 litros,
sendo que uma delas foi pasteurizada (65 °C/30 min). Em seguida, cada porcao foi subdividida
em duas porg¢des de 50 litros que foram utilizadas para a fabricacdo do queijo tipo Camembert.
O leite cru e o leite pasteurizado foram adicionados de cultura l4ctica tipo O, constituida de
Lactococcus lactis subsp lactis e Lactococcus lactis subsp cremoris, ou de cultura l4ctica tipo
O e cultura adjunta de Lactobacillus rhamnosus GG (Lb. rhamnosus GG; ATCC 53103). Os
queijos foram fabricados de acordo com metodologia descrita no item 3.3 e apds fermentacao
por 24 horas foram pulverizados com solu¢do de Penicillium candidum e maturados por 50
dias. De acordo com este esquema de trabalho, para cada processamento foram obtidos quatro
lotes de queijos, submetidos as seguintes variacdes de tratamento térmico e adi¢do de cultura
adjunta: 1) queijo tipo Camembert fabricado com leite cru adicionado de cultura lactica tipo O,
identificado neste trabalho como queijo tipo Camembert (leite cru); 2) queijo tipo Camembert
fabricado com leite cru utilizando cultura lactica tipo O e cultura adjunta de Lactobacillus
rhamnosus GG, identificado neste trabalho como queijo tipo Camembert (leite cru e Lb.
rhamnosus) 3) queijo tipo Camembert fabricado com leite pasteurizado adicionado de cultura
lactica tipo O, identificado neste trabalho como queijo tipo Camembert (leite pasteurizado); 4)
quejjo tipo Camembert fabricado com leite pasteurizado adicionado de cultura lactica tipo O e
cultura adjunta de Lactobacillus rhamnosus GG, identificado neste trabalho como queijo tipo
Camembert (leite pasteurizado e Lb. rhamnosus). No 15° dia seguinte ap6s a fabricacdo os
queijos foram caracterizados quanto a composicdo centesimal. Durante a maturagdo,
periodicamente e a intervalos pré-estabelecidos, os queijos foram avaliados na superficie € no
interior quanto ao pH. A protedlise foi avaliada através do acompanhamento da hidrélise das
fracdes caseicas (o., B- e k-Caseina) por eletroforese capilar e da formagao de peptideos por
espectrometria de massas (MALDI-ToF). Foram realizadas também anélises sensoriais de perfil
flash e “check all that apply” (CATA) para levantar descritores sensoriais e avaliar a resposta

sensorial dos queijos ao periodo final de maturacdo avaliada (50 dias).
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Maturacéo por 50 dias com avaliacdes periddicas

Figura 3 — Esquema geral do trabalho.

3.2. Caracterizacdo do leite cru, tratamento térmico e caracterizacao do leite tratado

termicamente

O leite utilizado foi obtido de vacas da raca Holandesa da ordenha do departamento de

zootecnia da Universidade de Sdo Paulo, Campus “Luiz de Queiroz” (ESALQ-USP),

refrigerados imediatamente e processados em até 2 horas apds a ordenha. Imediatamente ap6s

a recep¢do, uma amostra homogénea do leite cru foi avaliada quanto ao pH, utilizando-se

potenciometro devidamente calibrado, acidez tituldvel (AOAC, 20061), densidade a 15 °C

através de termolactodensimetro, gordura pelo método de Gerber (AOAC, 2006b) e extrato

seco total pelo disco de Ackermann. Foi também avaliado quanto a atividade das enzimas
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fosfatase alcalina (AOAC, 2006g) e peroxidase (LANARA, 1981). Em seguida, o leite cru (200
litros) foi dividido em duas porcdes de 100 litros. Em uma delas o leite foi mantido cru,
aquecido a 35 °C e utilizado diretamente para fabricacio dos queijos tipo Camembert. A outra
porcao foi pasteurizada (65°C/30 min.), resfriada a 35 °C e utilizada para fabrica¢do dos queijos
tipo Camembert. A eficiéncia do tratamento térmico foi avaliada pela atividade das enzimas
fosfatase alcalina (AOAC, 2006g) e peroxidase (LANARA, 1981).

Antes da fabrica¢do dos queijos, amostras de leite cru e pasteurizado foram avaliadas
quanto aos seguintes pardmetros: pH, utilizando-se potencidmetro devidamente calibrado,
acidez titulavel (AOAC, 2006c), gordura pelo método de Gerber (AOAC, 2006b), acidez
titulavel (AOAC, 2006i), sdlidos totais pelo método de secagem em estufa a 105°C (AOAC,
2006a), cinzas por gravimetria apds incineracdo em mufla a 550°C (AOAC, 2006d) e nitrogénio
total pelo método de micro-Kjeldahl (AOAC, 2006e). O teor de proteina foi determinado
multiplicando-se o nitrogénio total por 6,38. O teor de lactose foi calculado por diferenca entre

o teor de solidos totais e os demais constituintes solidos do leite.

3.3. Fabricacao do queijo tipo Camembert

Os queijos foram fabricados em tanques de aco inox de acordo com protocolo adaptado
de fabricacdo de queijo tipo Camembert (MUNK; FERREIRA, 2008; SHAW, 1981). A
fabricacdo, maturacio e todas as andlises foram feitas no Departamento de Tecnologia de
Alimentos da Faculdade de Engenharia de Alimentos da Universidade Estadual de Campinas
(DTA/FEA — Unicamp). Todos os queijos seguiram exatamente o mesmo protocolo de
fabricacao e foram fabricados no mesmo dia.

Inicialmente, ao leite cru ou pasteurizado a 35 °C foiadicionada cultura lactica tipo “O”
liofilizada constituida de Lactococcus lactis subsp. lactis e Lactococcus lactis subsp. cremoris
(R704 - Chr. Hansen, Valinhos, Brasil) diretamente no tanque de fabricacdo (0,03g/L). O leite
foi maturado até que a acidez atingisse 22 °D. Apds atingir essa acidez, quando era o caso, foi
adicionada a cultura adjunta liofilizada (3x10'°) constituida de Lactobacilus rhamnosus GG
ATCC 53103 (Culturelle®). Foi realizada entdo a adi¢do de cloreto de cdlcio (250 ppm) e
coagulante (Ha La 1175, Chr. Hansen, Valinhos - SP, Brasil) em quantidade suficiente para
coagulacdo em 45 minutos. Ao atingir o ponto de corte (quando a acidez do soro exsudado do
gel correspondia a 2/3 da acidez inicial do leite), o codgulo foi cortado em cubos de 2 cm de
aresta e deixado em repouso por 3 minutos. Em seguida foirealizada a mexedura lenta da massa
(agitacdo por 15 minutos em velocidade minima com repouso de 3 minutos a cada 5 minutos).

Ap6s a mexedura, o soro foi drenado somente até a massa aflorar a superficie. A massa foi
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colocada em formas cilindricas de 0,200 kg (80 mm de didmetro x 100 mm de altura) até
preencher as formas. Apds uma hora de repouso foi realizada apenas uma viragem. Em seguida,
os queijos foram fermentados por aproximadamente 24 horas em temperatura ambiente
controlada (25 °C) até que a acidez do soro exsudado atingisse 80 a 100 °D. Apds a fermentacao,
a altura dos queijos foi padronizada em 3 + 0,5 cm e foram colocados em salmoura estitica com
20% NaCl e 0,5% de CaCl por 30 minutos. O volume de salmoura utilizado foi 3,5 vezes maior
que o volume de queijo e as salmouras foram mantidas a 4 °C durante todo o periodo de salga.
Ao final da salga, os queijos foram secos por 30 minutos (12 °C) e entdo pulverizados de
maneira homogénea com 0,1g do fungo P. candidum (PC001 - Chr. Hansen, Valinhos, Brasil)
suspenso em 500 mL de solucdo salina esterilizada (NaCl 0,85%). Apds 30 minutos os queijos
foram virados, a aspersdo foi realizada novamente e foi aguardada uma hora para secagem dos
queijos. ApOs a secagem, os queijos permaneceram 11 dias na camara de maturagdo (UR% 95
/ 12°C) com viragens didrias até o recobrimento total do fungo. Apds 11 dias os queijos foram
embalados em papel aluminio e armazenados em camara de refrigeracdo (4°C) para que

prosseguissem sua maturacao, até completarem 50 dias.

3.4. Avaliacao dos queijos Camembert
3.4.1. Composicao fisico-quimica dos queijos

No 15° dia seguinte a fabricacdo, os queijos foram avaliados quanto ao pH (AOAC,
2006h), gordura pelo método de Gerber (BSI, 1989), umidade por secagem em estufa a 105 °C
(AOAC, 2006f), cinzas por gravimetria apos incineracdo em mufla a 550°C (AOAC, 2006¢),
nitrogénio total pelo método de macro-Kjedhal (AOAC, 2006e), sal pelo método de Volhard
(RICHARDSON, 1985) e lactose por diferenca entre os sdlidos totais e os demais sélidos do
leite. O teor de proteina foi calculado multiplicancando-se o teor de nitrogénio total pelo fator

de correcdo 6,38.

3.4.2. Avaliacao dos queijos durante a maturacao

Durante a matura¢@o os queijos foram avaliados quanto ao pH e hidrdlise proteica. A
amostragem dos queijos tipo Camembert para avaliacdo do pH foi realizada conforme descrito
por Vassal e Gripon (1984). Assim, essas andlises foram realizadas em duas regides especificas
do queijo: o centro geométrico da peca, uma peca cilindrica central de 2 cm de espessura por 4
cm de didmetro, sendo esta retirada com sonda metdlica cilindrica; e a superficie (até 2 mm
abaixo do fungo e sem a presenca deste). O pH foi avaliado a cada 2 dias nos primeiros 15 dias

e depois aos 20, 25, 30, 35, 40, 45 e 50 dias de maturagdo. A eletroforese capilar foi realizada
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na fracao insoldvel em pH 4,6 com amostras homogéneas do queijo inteiro aos 1, 10, 20, 30,
40 e 50 dias de maturacdo. Diferentemente, o perfil de peptideos foi avaliado a partir de uma
amostra homogénea da peca inteira (PIRAINO et al., 2006) apéds 1, 10, 20, 30 e 50 dias de
maturacdo, através da andlise da fracdo solivel em pH 4,6 e etanol 70% por MALDI-ToF-MS.

Foram realizadas também andlises sensoriais de perfil flash e CATA para levantar

atributos sensoriais dos queijos no estagio final de maturacdo (50 dias).

3.4.2.1. Fracionamento dos peptideos pela solubilidade em pH 4,6 e etanol 70 %

Para obtencdo do extrato solivel em pH 4,6, o queijo triturado foi inicialmente
homogeneizado em Stomacher 400 (Seward Laboratory, UK) com o dobro da quantidade de
dgua por 3 minutos (m/m), de acordo com a metodologia de Kuchroo e Fox (1982). O
fracionamento dos peptideos foi realizado de acordo com Piraino et al. (2006). A mistura
homogeneizada obtida foi acidificada a pH 4,6 com HCI 1,0 M, mantida a temperatura ambiente
por 30 minutos e, entdo, o pH foi reajustado a 4,6. A solucao foi mantida a 40 °C por 1 hora e
centrifugada a 3000 g por 30 minutos a 4 °C em centrifuga Allegra R64 (Beckman Coulter,
Indianapolis, IN, USA). O sobrenadante foi filtrado em 12 de vidro e papel de filtro Whatman
N° 113 e congelado a -80°C. O pellet obtido, fracdo insolivel em pH 4,6, foi recolhido para
posterior andlise por eletroforese capilar. O sobrenadante, fracdao solivel em pH 4,6 foi
liofilizado. Aliquotas das amostras liofilizadas (10 mg), em duplicata, foram dissolvidas em 1
mL de etanol 70%, mantidas a temperatura ambiente por 30 minutos e centrifugadas a 13000 g
por 10 minutos. O sobrenadante obtido, fragdo solivel em pH 4,6 e em etanol 70 %, foi entao

separado para andlise peptidomica por MALDI-ToF.

3.4.2.2 Analise da fracao insolivel em pH 4,6 por Eletroforese Capilar

A fracdo msoluvel em pH 4,6 foi analisada por eletroforese capilar de acordo com
Ortega et al. (2003) e Otte et al. (1997), com as modifica¢des descritas por Alves et al. (2013).
A separacdo foi realizada utilizando-se capilar de silica fundida de 57 cm (50 cm de
comprimento efetivo até o detector x 75 pm) usando o sistema P/ACE MDQ (Beckman Coulter,
Santana de Parnaiba, SP, Brasil) e software Karat 32 (Beckman Coulter). Uma amostra de 20
mg da fracdo insolivel em pH 4,6 foi dissolvida em 1 mL de solucdo tampao contendo 10 mM
de fosfato de sédio, 8 M de uréia e 10 mM de ditiotreitol (DTT) em pH 8,00 e mantida em
repouso por aproximadamente 24 horas e reajustado no momento do uso quando necessdario. As
amostras foram filtradas (0,45 um) e injetadas por 5 segundos a 0,5 psi. A separac¢do ocorreu a

18,5 kV e 23 °C e a deteccao foi realizada a 214 nm durante 60 minutos. Entre as corridas, o
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capilar foi condicionado por lavagem com NaOH (0,5 M) por 5 minutos, dgua ultra-pura (Milli-
Q) por 5 minutos e tampao de corrida (10 mM de fosfato de sédio, uréia 6 M e 0,05 %
hidroxipropilmetilcelulose - HPMC) com pH ajustado para 3,00 e mantida em repouso por
aproximadamente 24 horas e reajustado no momento do uso quando necessdrio. Os picos
obtidos nos eletroferogramas capilares foram identificados de acordo com Otte et al. (1997),
Rehn et al. (2010) e Alves et al. (2013) e as suas dreas integradas através do software Karat 32.
Padrdes das 3 fragdes proteicas (Casein from bovine milk >70%, Sigma-Aldrich®) foram
corridos ao final das andlises para identificacdo dos picos correspondentes. As dreas dos picos
relacionados foram integradas de maneira imparcial e automatizada pelo software, com

Treshold de 0,50 U/A e linha de base ajustada para o inicio da corrida.

3.4.2.3. Analise da fracao solivel em pH 4,6 e etanol 70% por MALDI-ToF MS

Procedimentos Experimentais Gerais

Acetonitrila grau HPLC (> 99,9 %), acido a-ciano-4-hidroxi-cindmico (CHCA, 99 %)
e dcido trifluoracético (99 %) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO), e o padrao
de calibracdo de peptideos II da Bruker Daltonics (Bremen, Alemanha) composto por 9
peptideos.

Andlise por MALDI-ToF MS

Os espectros de massas dos peptideos foram obtidos em um instrumento MALDI-
TOF/TOF Autoflex III (Bruker Daltonics, Alemanha) equipado com um laser SmartBeam. As
amostras (1 pL) foram aplicadas sobre uma placa de ago (MSP 96 polished-steel target, Bruker
Daltonics, Bremen, Alemanha), secas a temperatura ambiente, e sobrepostas com a solucio de
matriz (1 pL), a qual foi previamente preparada a partir de CHCA dissolvido em 50 % de
acetonitrila e acido trifluoroacético 2,5 %. Posteriormente, a goticula foi completamente
evaporada e a placa inserida no espectrometro de massas. O equipamento foi operado no modo
reflector de fons positivos na faixa de massa de m/z 600-3500, controlado pelo software
FlexControl 3.3 (Bruker Daltonics). A poténcia do laser foi ajustada a 50-80 % e as voltagens
da fonte de fons 1, fonte de ions 2, lentes, reflector e o reflector 2 foram de 20,00; 17,77; 7,90;
21,95 e 10,03 kV, respectivamente. O tempo de extragdo dos fons pulsados foi de 30 ns e o
limite de supressdo de massa foi ajustado a m/z 600. O instrumento foi externamente calibrado

utilizando o padrao de calibrag¢do de peptideos II. Cada amostra foi analisada em quintuplicata.
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3.4.3. Analise sensorial do queijo Camenbert por perfil flash e CATA

A andlise sensorial de Perfil Flash (PF) definida por Dairou e Sieffermann (2002) é uma
técnica descritiva rdpida originada da metodologia de perfil livre. Consiste numa avaliagdo
comparativa de um conjunto de produtos, em que o consumidor escolhe os atributos sensoriais
livremente e o método de ordenacao € baseado na apresentacao simultanea das amostras que se
pretende estudar. No PF ndo € necessdrio treino individual, cada provador utiliza a sua prépria
lista de descritores avaliados numa escala ordinal e € instruido a ordenar as amostras em cada
atributo separadamente.

Foram realizados os métodos Perfil Flash e CATA (Check-all-that-apply) apés
aprovacio do projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa da UNICAMP sob nimero CAAE
66734317.9.0000.5404 (Anexo 1) e realizacdo das analises microbiologicas exigidas para
comercializacdo dos produtos segundo a legislacdo (BRASIL, 2007) (Anexo 2). Optou-se pela
avaliacdo apenas dos tratamentos obtidos de leite pasteurizado com cultura starter tipo “O”, de
leite pasteurizado, cultura starter tipo “O” e Lb. rhamnosus GG; e por fim do tratamento obtido
com leite cru e cultura starter tipo “O”, ndo incluindo na avalia¢do sensorial o quarto tratamento
de queijo tipo Camembert obtido de leite cru, cultura starter tipo “O” e Lb. rhamnosus GG. Tal
decisdo foi tomada apds o resultado das andlises microbiolégicas desse quarto tratamento estar
fora do padrao preconizado pela legislacdo vigente (RDC N° 12, de 02 de janeiro de 2001).

As andlises sensoriais foram realizadas apés 50 dias de matura¢do. Foram recrutados 15
provadores para o teste que ndo possuissem restricOes quanto as amostras oferecidas e que
tivessem familiaridade com o queijo tipo Camembert. Os testes foram realizados em cabines
individuais sob luz branca. As amostras (cunhas de 10g cortadas a partir do centro das pecas)
foram servidas a temperatura ambiente controlada (25 =2 °C), em travessas de inox codificadas
com trés digitos. Foi servida 4gua mineral a temperatura ambiente e bolacha dgua e sal, para
que os provadores pudessem efetuar a limpeza do palato, entre as amostras.

Antes do inicio do teste, foi dada uma explicacdo simplificada a cada provador sobre o
método de Perfil Flash, descrevendo-se as etapas bésicas do teste. Foi apresentado também um
protocolo para ser utilizado durante o levantamento de atributos e para as andlises, com
instrucdes para avaliar os atributos de aparéncia (observando cor e aspecto), aroma (cheirando
a amostra duas vezes), sabor (degustando a amostra), textura (mastigando e avaliando a
sensacdo conferida na boca) e, também, qualquer sensacdo na cavidade oral apds engolir
(residual). Para levantamento de atributos, as amostras foram apresentadas simultaneamente,
solicitando-se que os provadores anotassem as similaridades e diferencas em ficha especifica

(Anexo 3). Apés o levantamento, em entrevista individual com cada participante, foi montada
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uma ficha de avalia¢do das amostras especifica e personalizada para cada provador (Anexo 4).
Em seguida, as amostras foram novamente apresentadas, orientando-se os provadores para que
ordenassem as amostras em ordem crescente de intensidade para cada um dos atributos
definidos anteriormente, utilizando a ficha modelo de escala ndo estruturada para andlise
descritiva quantitativa. Os provadores foram instruidos que, se necessario, poderiam alterar a
ficha durante o procedimento de ordenacao, retirando ou incluindo atributos, ou mudando as
defini¢des no glossdrio.

Para realizar o teste de consumidor e de aceitacdo global, foi realizada uma andlise
sensorial CATA com 80 provadores com familiaridade minima (j4 ter provado ao menos uma
vez o queijo) com o queijo Camembert de acordo com metodologia descrita por Ares et al.
(2007). Os participantes responderam a um questiondrio (Anexo 5) contendo atributos
sensoriais levantados pela equipe da andlise de perfil flash para descrever as amostras. Para
evitar tendenciamento, a posicdo dos termos no questiondrio foi balanceada e aleatorizada para
cada ficha de acordo com metodologia adaptada recomendada por Ares et al. (2014). Antes da
avaliacdo de todas as amostras, os consumidores foram convidados a responder um questionario
CATA igual, marcando os termos que consideraram que descrevia o queijo tipo Camembert
ideal, de acordo com o sugerido por Bruzzone et al. (2015). Em cada ficha correspondente a
cada uma das amostras, os consumidores avaliaram a impressao global dos queijos através de
escala heddonica de 9 pontos, que exibia termos variando de “desgostei extremamente™ a “gostei
extremamente”, e foram orientados a marcar a op¢cdo que melhor se adequava ao produto, em
relacdo a mmpressdo global (STONE; BLEIBAUM; THOMAS, 2012). Os resultados foram
obtidos através da substituicdo de cada termo hedonico por seu escore respectivo, de forma
decrescente do escore 9 (gostei extremamente) ao escore 1 (desgostei extremamente).

Em todas as andlises foram disponibilizadas aos provadores duas vias do termo de
consentimento livre e esclarecido (Anexo 6), o qual foi assinado e uma via recolhida e

arquivada.

3.5. Delineamento experimental e analise estatistica dos resultados

O delineamento experimental utilizado foi Split-split-plot com trés repeticoes. O fator
principal foi o tratamento térmico do leite (cru ou pasteurizado); o fator secundério foi o tipo
de cultura utilizada (cultura l4ctica tipo “O” ou cultura lactica tipo “O” e Lactobacillus
rhamnosus GG) e o fator tercidrio foi o tempo de maturagdo, que foi varidvel dependendo do
tipo de andlise a ser considerada. O efeito do tratamento térmico do leite e do tipo de cultura

sobre a composicao dos queijos foi avaliado por Andlise de Variancia (ANOVA). Em caso de
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diferenca, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey considerando-se nivel de
significancia de 5 %.

O perfil de peptideos obtidos por MALDI-Tof MS e sua correlacdo com as varidveis
estudadas foi avaliado por quimiometria. Os dados dos espectros de massas foram processados
utilizando o software FlexAnalysis 3.4 (Bruker Daltonics), que incluiu subtra¢do da linha de
base e normalizacdo. Para cada espectro, uma lista de massas com as correspondentes
intensidades relativas (%) foram exportadas para o Excel, onde foi montada a matriz de dados.
Dos 30 espectros obtidos para cada ponto amostral foram removidos 4 espectros com os dados
mais discrepantes dos demais considerados outliers pela andlise discriminante pelo método de
minimos quadrados parciais (PLS-DA), assim foram utilizados 26 espectros para cada ponto
amostral. O software online MetaboAnalyt 3.0 foi utilizado para as andlises quimiométricas
(XTIA et al. 2012), no qual foi utilizada tolerancia de massa de 1 m/z, desenvolvido filtro de
dados de intervalo intercuartil, normalizacdo dos dados pela soma e escalamento dos dados
método de Pareto (dados centrados na média e divididos pela raiz quadrada do desvio padrao
de cada varidvel). A ferramenta quimiométrica utilizadas foi a andlise discriminante pelo
método de minimos quadrados parciais (PLS-DA), um método supervisionado aplicado com o
intuito de identificar varidveis importantes com poder de discrimina¢do, o qual foi validado
pelos coeficientes de correlacdao multipla (R2) e validacdo cruzada (Q2). A significancia dos
biomarcadores foi ranqueada usando o escore de importancia de varidvel em projecdo (VIP
score > 1) do PLS-DA.

Os resultados da andlise sensorial de perfil flash foram analisados por Anélise
Procrustes Generalizada. Os dados foram inseridos na forma de n matrizes (uma por provador)
de 3 linhas (uma para cada amostra) e o nimero de colunas variando de acordo com o niimero
de atributos levantados. Os dados da Aceitacdo Hedonica (Impressdo Global) da anélise CATA,
foram analisados considerando a amostra como fonte fixa de variacdo e o consumidor como
efeito aleatério, em um nivel de significancia de 5%. Quando os efeitos foram significativos,
as diferencas foram calculadas pelo teste de Tukey. Para o CATA, a Andlise de Penalidades
seguiu o proposto por Ares et al. (2014) e Meyners, Castura e Carr (2013). Também foram
criadas duas variaveis “dummy” (Z+ and Z-). Se um atributo foi usado para descrever a amostra,
mas nao o ideal, atribuiu-se 0 a Z+ e 1 a Z-. Por outro lado, se um atributo foi usado para
descrever o ideal, mas ndo a amostra, atribuiu-se 1 para Z+ e 0 para Z-. Quando o atributo foi
usado para descrever ambos, foi atribuido 0 para as duas varidveis “dummy”. Além disso, foi
determinada a percentagem de consumidores que usaram cada atributo para descrever

diferentemente cada amostra e o ideal (ARES et al., 2014; BRUZZONE, et al., 2015).
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A andlise de Penalidades e Regressdo de Quadrados Minimos Parciais (PLS) foi
utilizada para estimar o quanto os atributos dos produtos avaliados desviaram do produto ideal
no CATA. As notas da impressdo global foram consideradas como varidveis dependentes e as
variaveis “dummy” como regressores. Esta andlise estatistica pode predizer a pontuacao média
de preferéncia das amostras quando todos os atributos estdo em sua intensidade ideal,
permitindo assim o direcionamento para a reformulac¢do de produtos baseado na pontuacdo de
impressao global obtida pela avaliacdo dos consumidores (XIONG; MEULLENET, 2006).

Os resultados foram avaliados utilizando-se o programa XLSTAT 2014, com exce¢do
da de peptideos obtidos por MALDI-Tof MS cujos dos espectros de massas foram processados

conforme descrito anteriormente.

4.RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizacao fisico-quimica do leite

O leite cru utilizado no processo de fabricacdo dos queijos atendeu aos parametros
exigidos pela Instru¢do Normativa n° 62 (Brasil, 2011) que estabelece teor de gordura minimo
de 3 %, teor de s6lidos ndo gordurosos minimo de 8,4 %, densidade relativa a 15 °C entre 1,028
e 1,034 g/mL e minimo de 2,9 % de proteina total (Tabela 1). No entanto, o leite cru apresentou
acidez tituldvel proxima do limite mais alto da legislacdo (14 a 18 °D) e o leite pasteurizado,
ligeiramente superior. Segundo Fox et al. (2015) o aquecimento tem pouco efeito nos sais de
leite com duas excecdes: carbonatos e fosfatos de cdlcio. A maior parte do carbonato potencial
do leite ocorre como CO2, que € expulso durante o aquecimento, com o consequente aumento
do pH. Entre os sais de leite, o fosfato de célcio possui comportamento diferente dos dematis,
uma vez que a sua solubilidade diminui com o aumento da temperatura. No aquecimento, a
solubilidade do fosfato de cdlcio diminui e este transferido para a fase coloidal, associada as
micelas de caseina acarretando na diminui¢do da concentragcdo de fons de célcio e por fim um
pH mais baixo no leite.

Em adi¢do, a presenca de compostos de cardter 4cido, tais como as proteinas, contribui
para a elevacgdo da acidez do leite. Logo, a alta acidez observada pode ser atribuida ao alto teor
proteico (3,43 %) ja que o pH, parametro mais significativo para caracteriza¢ao da acidez do

leite, encontrou-se dentro da faixa considerada normal (6,6 a 6,8) (WASLTRA et al., 2006).
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O leite cru apresentou atividade positiva para as enzimas fosfatase e peroxidase e o leite

tratado termicamente apresentou inativacdo da atividade da enzima fosfatase alcalina,

revelando a eficiéncia do tratamento térmico aplicado.

Tabela 1 - Composi¢io fisico-quimica do leite cru e do leite tratado termicamente pasteurizado (n=3).

Determinacdes analiticas Leite Cru Leite Pasteurizado
Densidade relativa a 15 °C (g/mL) 1,04 £0,004 1,03 +0,003
pH 6,72 +0,06 6,63 +0,05
Acidez Titulavel (°D) 17,40 £0,42 18,6 £0,61
Umidade % 87,20 +0,29 87,15 0,37
Gordura (%) 3,62 +0,20 3,63 0,16
Extrato seco total (%) 12,80 +0,29 12,85 +0,37
Proteina total (%) 3,12 +0,06 3,31 +0,02
Cinzas (%) 0,77 £0,08 0,77 £0,04
Atividade da fosfatase alcalina Positivo Negativo
Atividade da lactoperoxidase Positivo Positivo

4.2. Caracterizacao fisico-quimica dos queijos

A composigao fisico-quimica dos queijos tipo Camembert, determinada apds 15 dias

de fabricacdo é apresentada na Tabela 2.
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Tabela 2 - Composi¢io fisico-quimica dos queijos ap6s 15 dias de fabricagdo (n=3).

Queijo tipo

Caracteristicas
fisico-quimicas Camembert Camembert  Camembert (leite

Camembert . i .

. (leite crue Lb.  (leite pasteurizado e Lb. p-valor*
(leite cru) .
rhamnosus) pasteurizado) rhamnosus)

pH dia! 4,60 £0,03* 4,60 +0,02° 4,63 £0,05* 4,66 +0,01* 0,1186
Umidade (U) (%) 47,74 +0,60° 47,95 +0,58° 50,05 £0,05* 50,57 £0,42* <0,0001
EST*(%) 52,26 £0,60* 52,05 +0,58* 49,95 +0,05° 49,43 +0,42° <0,0001
Gordura (%) 26,83 +0,58* 27,00 +0,50* 25,00 +0,87%® 24,67 +1,04° 0,0112
GES?® (%) 51,27 £1,46* 52,06 £1,56* 50,00 £1,87* 49,77 +1,41° 0,3047
Proteina total (%) 19,58 +0,47° 19,39 £0,34° 21,07 +0,45* 20,75 £0,41° 0,0025
PES* (%) 37,47 £0,79* 37,26 +0,50° 42,18 £0,93* 42,00 %1,15° <0,0001
Cinzas (%) 3,11 £0,04* 3,09 +0,15* 3,07 £0,12* 3,19 +0,04* 0,5181
Sal (S) (%) 2,04 £0,01* 2,03 +0,02* 2,01 £0,02¢ 2,03 +£0,01* 0,2232
S/U (%) 4,27 £0,03* 4,23 +0,01° 4,01 £0,03> 4,01 £0,01° <0,0001
Rendimento bruto

8,00 +£0,16* 8,04 +0,20* 7,59 +0,22°  7,50+0,18° <0,0001

(L leite/kg queijo)

'pH ao 1° dia de maturagio; 2EST: extrato seco total; *GES: gordura no extrato seco; “PES: proteina no
extrato seco. *Médias com letras diferentes na mesma linha apresentam diferenca significativa pelo teste
de Tukey (p < 0,05).

Observa-se que os tratamentos nao afetaram significantemente o pH, gordura no extrato
seco, cinzas e sal. Todos os queijos apresentaram teor de umidade e gordura em extrato seco
que atendem ao preconizado no Codex Alimentarius, que classifica o quejjo Camembert como
um queijo com um minimo de 30% de gordura no extrato seco e valor referenciado de 45 a 55
% de gordura em base seca; e com extrato seco total minimo de 46% para os valores encontrados
de gordura no extrato seco (CODEX, 2011).

Os tratamentos afetaram significativamente a umidade, extrato seco total, gordura,
proteina total, proteina no extrato seco, sal na umidade e o rendimento bruto dos queijos. As
diferencas observadas devem-se, possivelmente, ao tratamento térmico do leite. Um dos seus

principais efeitos do tratamento térmico do leite para a fabricacdo de queijos € a desnaturacio
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de parte das proteinas do soro, mais especificamente da [-lactoglobulina, que uma vez
desnaturada, complexa-se com a fra¢do k-caseina, formando o complexo k-caseina-f3-
lactoglobulina (WALSTRA et al., 2006). Assim, no momento da coagula¢do, as proteinas do
soro complexadas a caseina também precipitam-se, aumentando ndo somente o teor proteico
total como também a capacidade de retencdo de dgua adsorvida por essas proteinas. Além da
B-lactoglobulina, outras proteinas do soro desnaturadas também se complexam com as micelas
de caseina aumentando a retencdo de dgua e rendimento de queijos obtidos de leite

pasteurizado.

4.3. Desenvolvimento do pH dos queijos tipo Camemembert durante a maturacio
A Figura 4 apresentam o desenvolvimento do pH no centro e na superficie dos queijos

tipo Camembert durante 50 dias de maturagdo.
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Figura 4 — Efeito do tempo sobre o pH da superficie e do centro dos queijos. (@) Centro do queijo tipo
Camembert (leite cru); (A ) Centro do queijo tipo Camembert (leite cru e Lb. rhamnosus) (m) Centro do
queijo tipo Camembert (leite pasteurizado) (¢) Centro do queijo tipo Camembert (leite pasteurizado e
Lb. rhamnosus) (o) Superficie do queijo tipo Camembert (leite cru); (A) Superficie do queijo tipo
Camembert (leite cru e Lb. rhamnosus); (0) Superficie do queijo tipo Camembert (leite pasteurizado);

(0) Superficie do queijo tipo Camembert (leite pasteurizado e Lb. rhamnosus).

De maneira geral, pode-se observar a diferenciacdo do pH das regides de centro e
superficie dos queijos a partir do quinto dia de maturacdo, com tendéncia a convergéncia do pH
apos 50 dias de maturacdo. A cinética de alteracdo do pH, bem como dos compostos do queijo
Camembert que o influenciam, € bem descrita por McSweeney (2004) e por Spinller e Gripon
(2004). Segundo os autores, apds a fabricacdo do queijo e a intensa producao de lactato pelas
bactérias acido laticas, o pH do queijo se torna bastante dcido e aproxima-se rapidamente do
ponto isoelétrico da caseina (pH 4,6). Isso ocorre logo nas primeiras 24 horas apds a
fermentacdo e tal producdo de lactato estende-se até aproximadamente o quinto dia de
fabricacdo. No caso do queijo Camembert, a maturacdo ocorre de maneira mais relevante da
superficie para o centro do queijo devido, principalmente, ao crescimento superficial de seu

principal agente de maturagdo, o fungo do género Penicillium. Assim, o pH do queijo na regido
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logo abaixo da superficie tende a aumentar rapidamente apds o quinto dia de matura¢do, devido
ao intenso consumo de lactato pelo fungo, que ao oxidar tal composto libera CO2 e H>O para o
meio. Com menor concentragao de lactato na superficie ha reducdo da acidez e o aumento do
pH. O consumo massivo de lactato na regido a partir do décimo ou décimo quinto dia resulta
em um gradiente de lactato entre a superficie e o centro do queijo, impelindo a migra¢dao do
lactato presente no centro para a superficie do queijo. A partir do décimo quinto ou vigésimo
dia apds a fabricacdo pode-se observar também o ligeiro aumento do pH no centro, embora a
acdo direta do fungo sobre essa regido ainda nio seja aparente. Caminhando para o final da
maturacdo, nao apenas o consumo de lactato influenciard na convergéncia do pH a neutralidade.
A intensa hidrdlise proteica a partir do quadragésimo ou quadragésimo quinto dia de maturacao
resulta na liberacao de aminodcidos livres e formacdo de compostos nitrogenados, resultando

na producao de amonia, que por seu carater basico contribui para o aumento do pH do queijo.

4.4. Efeito dos tratamentos e do tempo de maturacao sobre a proteélise dos queijos tipo
Camembert

A Figura 5 apresenta o perfil de hidrolise das caseinas analisado por eletroforese capilar
das fracoes insoluveis em pH 4,6 avaliados durante a maturacdo. Todos os queijos apresentaram
perfil de degradacdo das caseinas semelhante. Observa-se a presenca da para-k-CN, que é
resultante da hidrolise da k-CN pelo coagulante nas ligagdes Pheios-Metios. J4 no primeriro dia
de maturacdo observa-se a hidrélise das fracdes as1-CN 8P e as1-CN 9P, o que sugere a hidrélise
da ligacdo Phe»3-Phexs da asi-caseina pelo coagulante residual, e o consequente aparecimento
dos picos as1-I-CN 8P e as1-I-CN 9P, que representam o fragmento as1-CN £24-199, com 8§ ou
OP. A hidrélise da ligacdo peptidica Phe2s-Phexs da asi1-caseina € responsdvel pelo amaciamento
de queijos (UPADHYAY et al., 2004). Adicionalmente, ap6s 40 dias de maturacdo, observa-
se intensa degradag¢do da P-caseina em todos os queijos, caracterizada pela reducdo na
intensidade dos picos das variantes B-CN Al e B-CN A2. A hidrolise da B-caseina na ligacao
Leujo-Tyrigs € atribuida a a¢do da quimosina, sendo essa ligacdo, considerada um sitio
prioritario da a¢ao dessa enzima na proteolise primaria da B-caseina (UPADHYAY etal., 2004).
Para todos os queijos, independente do tratamento, os eletroferogramas obtidos ap6s 50 dias de

maturacdo revelam intensa protedlise, o que € caracteristica desse tipo de queijo.
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Figura S - Eletroferograma capilar da fragdo insolivel em pH 4,6 dos queijos. (A) queijo tipo Camembert (leite cru); (B) queijo tipo Camembert (leite cru e Lb.

rhamnosus); (C) queijo tipo Camembert (leite pasteurizado); (D) queijo tipo Camembert (leite pasteurizado e Lb. rhamnosus GG).
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A Figura 6 apresenta evolucdo da drea integrada dos picos referentes as fragoes osi-, -
e k-caseina, representando sua hidrdlise ao longo do tempo. A para-k-caseina possui diversos
sitios de clivagem para quimosina e demais enzimas proteoliticas presente no leite. No entanto,
seu alto grau de estruturacdo secunddria, comparada com as outras fragdes caseica, a torna
pouco susceptivel a acdo enzimdtica, o que justifica a menor hidrélise dessa fracdo caseica
(WASLTRA, 2000; FOX 2000; MCSWEENEY, 2004). Por outro lado, a B-caseina, que
apresentou a hidrolise mais intensa, € a fracdo com o menor nivel de estrutura¢do secundaria,
decorrente principalmente do grande nimero de residuos de prolina em sua estrutura. Tal

caracteristica a torna mais suscetivel a acdo das proteases (WALSTRA, 20006).
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Figura 6- Evolucido da drea integrada dos picos referentes as fracdes caseicas e sua degradacio ao longo
do tempo. (-:+) K-CN; (- - -) asi; (—) B-CN; (@) queijo tipo Camembert (leite cru); (A) queijo tipo
Camembert (leite cru e Lb. rhamnosus); (m) queijo tipo Camembert (leite pasteurizado) ; (#) queijo tipo

Camembert (leite pasteurizado e Lb. rhamnosus). (n=3).

4.5. Avaliacao de peptideos dos queijos tipo Camembert

Os espectros da massa obtidos na andlise das fragdes peptidicas soldveis em pH 4,6 e
etanol 70 % por MALDI-ToF sdo apresentados nas Figuras 7, 8,9 e 10. A andlise dos espectros
de massa revelou um perfil de hidrdlise e formac¢do de peptideos bastante complexo. Ao todo,
103 picos foram detectados para os quatro queijos analisados ao longo dos 50 dias de
maturacdo, dos quais 70 picos correspondem as razdes m/z ja reportadas na literatura como
peptideos presentes em queijos, derivados da hidrdlise da caseina. Estes foram apresentados

nas Tabelas 3, 4, 5 e 6 para os queijos tipo Camembert (leite cru), Camembert (leite cru e Lb.
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rhamnosus), Camembert (leite pasteurizado), Camembert (leite pasteurizado e Lb. rhamnosus),
respectivamente. Em todos os queijos e para todos os tempos avaliados, o peptideo B-CN £193-
209 (m/z 1881) foi 0 mais intenso, sendo, portanto, utilizado como referéncia para o calculo da
intensidade relativa dos demais peptideos. A identificacdo dos peptideos foi realizada pela
comparacdo das razOes massa-carga (m/z) dos peptideos encontrados nos queijos tipo
Camembert fabricados neste estudo com aqueles previamente identificados por diferentes
autores em diversas variedades de queijos e outros produtos lacteos (EXTERKATE et al., 1996;
ADDEQO et al., 1992; ADDEO et al., 1994; GOULDSWORTHY et al. 1996; ALLI et al. 1998;
SOERYAPRANATA et al, 2004; SOERYAPRANATA et al., 2008; GAGNAIRE et al. 2001;
BROADBENT et al., 1998; JIN et al., 2016; ONG et al., 2008; KUNDA et al., 2012).
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Figura 7 - Espectros de massas dos peptideos soldveis em pH 4,6 e etanol 70 % obtido por MALDI-ToF do queijo tipo Camembert (leite cru).
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Figura 8 - Espectros de massas dos peptideos soltveis em pH 4,6 e etanol 70 % obtidos por MALDI-ToF do queijo tipo Camembert (leite cru, cultura e Lb.

rhamnosus)
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Figura 9 - Espectros de massas dos peptideos soltiveis em pH 4,6 e etanol 70 % obtido por MALDI-ToF do queijo tipo Camembert (leite pasteurizado)
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Figura 10 - Espectros de massas dos peptideos soliveis em pH 4,6 e etanol 70 % obtido por MALDI-ToF do queijo tipo Camembert (leite pasteurizado e Lb.

rhamnosus).
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Tabela 3 — Peptideos detectados por MALDI-ToF MS na frag#o soliivel em pH 4,6 e etanol 70 % do queijo tipo Camembert (leite cru) reportados em intensidade

relativa (intensidade relativa média + desvio padrao). (continua)

m/z Peptideo sugerido Referéncia Dial Dial0 Dia20 Dia30 Dia50
*656 B-CN (25-29) Exposito et al. (2006) 0,00 £ 0,00 093 + 2,24 1,70 £ 4,30 049 + 1,07 095 + 1,86
666 ok - 0,62 + 0,86 0,62 + 1,89 0,67 + 3,43 0,00 = 0,00 0,00 £ 0,00
672 K-CN f(75-79) Yan Jin et al. (2016) 0,00 £ 0,00 246 + 3,44 3,09 + 3,83 0,59 + 1,16 0,80 + 1,83
682 ok - 1,07 + 1,13 0,85 + 2,59 0,00 + 0,00 0,00 = 0,00 0,00 £ 0,00
*748  as1-CN f(194-199) Pihlanto-Leppali et al. (1998) 0,00 £ 0,00 0,30 + 1,06 042 + 1,58 0,28 + 0,83 048 + 1,70
791 as1-CN f(18-23) Yan Jin et al. (2016) 2,86 + 3,71 0,64 = 1,54 0,00 £ 0,00 0,00 = 0,00 0,00 £ 0,00
792 *& - 242 + 3,40 0,13 + 0,67 0,69 £ 1,77 0,78 + 1,51 0,19 £ 0,96
893 ok - 0,76 + 1,16 0,64 = 1,77 0,00 + 0,00 0,00 = 0,00 0,00 £ 0,00
905 as1-CN f(17-23) Alli (1998) 11,60 + 14,66 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00
910  0s2-CN f(118-125) Yan Jin et al. (2016) 0,00 + 0,00 0,69 = 1,39 291 + 3,57 0,93 = 1,80 0,16 = 0,80
927 as2-CN f(83-89) Yan Jin et al. (2016) 0,66 £ 1,26 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 = 0,00 0,00 £ 0,00
928 B-CN f(134-141) Yan Jin et al. (2016) 0,73 + 1,34 0,00 + 0,00 0,00 = 0,00 0,00 + 0,00 0,00 = 0,00
943 as1-CN f(14-21) Yan Jin et al. (2016) 2,14 + 325 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 = 0,00 0,00 £ 0,00
944  0s2-CN f(196-203) Yan Jin et al. (2016) 2,06 £ 3,70 0,00 + 0,00 0,00 = 0,00 0,00 + 0,00 0,00 = 0,00
1023 k-CN (18-29) Exposito et al. (2006) 0,00 £ 0,00 0,67 + 1,63 024 + 1,24 0,85 + 1,68 0,65 £ 1,96
1090 as1-CN f(25-34) Yan Jin et al. (2016) 1,18 + 1,55 0,00 + 0,00 0,00 = 0,00 0,00 + 0,00 0,14 + 0,71
1091  os1-CN f(191-199) Yan Jin et al. (2016) 1,20 + 1,66 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 = 0,00 0,00 £ 0,00
1118 as1-CN (f15-23) Soeryapranata (2008) 2,38 = 1,72 0,00 + 0,00 0,00 = 0,00 0,00 + 0,00 0,00 = 0,00
1122 *% - 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,33 + 1,69 0,00 = 0,00 4,04 = 4,64
1123 as2-CN f(176-184 Yan Jin et al. (2016) 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 3,39 + 4,07 0,00 + 0,00 3,15 + 5,57
1139 *% - 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 2,66 + 422 0,00 + 0,00 1,66 + 3,42
*1141 as1-CN f(1-9) Broadbent (1998) 1,37 £ 1,52 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00 0,77 £ 2,34
*1151 B-CN £(199-209) Addeo (1992) 1,78 + 1,24 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00
1152 B-CN £(197-207) Soeryapranata (2004) 0,44 + 0,76 1,35 + 1,87 2,08 + 3,17 2,28 + 2,22 2,07 + 2,77
1199 as1-CN f(23-32) Yan Jin et al. (2016) 524 + 492 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00
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m/z Peptideo sugerido Referéncia Dial Dial0 Dia20 Dia30 Dia50
1204  osl-CN f(143-151) Yan Jin et al. (2016) 3,13 + 1,58 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
1221 k-CN f(42-51) Yan Jin et al. (2016) 1,16 + 1,46 0,00 + 0,00 0,00 = 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
1237 as1-CN f(24-34) Yan Jin et al. (2016) 1,72 + 2,62 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
*1247 as1-CN f(14-23) Soeryapranata (2008) 0,88 + 0,93 0,00 + 0,00 0,00 = 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
1265  asl-CN f(115-124) Soeryapranata (2008) 0,00 + 0,00 441 + 246 6,76 + 4,03 4,67 + 3,28 3,55 + 3,01
1312 B-CN f(152-163) Yan Jin et al. (2016) 0,00 + 0,00 10,82 + 8,24 21,06 + 1791 14,80 + 15,32 498 = 6,05
1323  as2-CN f(115-126) Yan Jin et al. (2016) 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00 1,55 + 3,76 0,00 £ 0,00 5,87 £ 5,46
1334 B-CN f(134-144) Yan Jin et al. (2016) 0,00 + 0,00 0,83 + 2,36 726 + 7,27 2,96 £ 445 0,00 £ 0,00
1339  asl-CN f(147-156) Yan Jin et al. (2016) 0,00 + 0,00 0,00 = 0,00 2,84 + 4,69 0,00 = 0,00 3,19 + 4725
1345 ok - 0,00 + 0,00 0,00 = 0,00 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00 2,75 £ 4,36
*1364 B-CN f(122-132) Ahtesh (2016) 0,00 + 0,00 10,09 + 2,22 11,88 + 4,61 11,71 + 4,51 1,92 + 2,62
1376 as1-CN £(8-19) Yan Jin et al. (2016) 0,00 + 0,00 0,21 + 0,75 0,29 + 1,16 0,36 + 1,03 2,58 £ 2,79
1377 *& - 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00 0,26 £ 1,32 0,07 £ 0,34 0,00 £ 0,00
1378 B-CN f(172-183) Yan Jin et al. (2016) 0,00 + 0,00 0,71 + 1,37 1,24 + 343 0,78 + 1,51 1,19 £ 2,34
1386 *& - 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 1,48 + 3,64 2,33 + 2,61 0,00 + 0,00
*1393 B-CN £(194-206) Soeryapranata (2004) 0,00 + 0,00 2,26 + 291 6,37 = 4,62 2,72 + 2,60 6,64 + 3,79
1405 k-CN f(127-140) Yan Jin et al. (2016) 091 + 1,34 0,00 £ 0,00 0,00 = 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
1506 B-CN £(194-207) YuFangLiu (2017) 0,00 + 0,00 12,20 + 3,92 15,59 + 6,56 8,20 + 4,59 13,80 + 4,33
1528 *& - 0,00 = 0,00 0,73 + 2,17 6,17 + 6,13 0,84 + 2,08 3,52 + 4,60
1536 as1-CN f(1-13) Gouldsworthy (1996) 2,07 £ 1,99 5,61 = 557 7,68 + 9,43 5,74 = 7,66 521 £+ 8,55
*1556 B-CN £(193-206) Soeryapranata (2004) 0,00 + 0,00 2,24 + 2,64 5,07 + 5,08 3,62 + 3,46 14,14 + 4,55
*1590 beta-cn £f(195-209) Soeryapranata (2004) 0,31 = 0,68 1,21 £ 1,74 0,21 = 0,62 0,34 £ 0,86 0,00 £ 0,00
1619  osl-CN f(131-144) Yan Jin et al. (2016) 0,11 + 0,39 8,12 + 2,36 7,90 + 4,04 6,74 + 275 11,32 + 222
*1665 as1-CN f(1-14) Soeryapranata (2004) 3,61 = 3,05 10,69 + 9,13 13,04 + 12,87 10,04 + 12,20 9,93 + 11,07
*1669 B-CN (193-207) YuFangLiu (2017) 0,04 + 0,18 12,07 + 2,66 20,77 + 6,30 11,71 + 4,76 29,72 + 6,11
1682 ok - 0,00 + 0,00 0,17 £ 0,86 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
1687 B-CN f(125-139) Yan Jin et al. (2016) 0,00 + 0,00 1,49 + 3,61 4,14 + 6,82 1,79 + 3,66 2,39 + 5,12
1691 Kk-CN f(41-54) Yan Jin et al. (2016) 0,00 + 0,00 1,29 + 258 9,28 + 5,60 3,01 + 338 12,70 + 5,55
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m/z Peptideo sugerido Referéncia Dial Dial0 Dia20 Dia30 Dia50
1701 B-CN f(12-24) Soeryapranata (2004) 0,57 + 093 0,96 + 1,64 044 + 094 0,69 + 1,18 0,33 + 1,19
1703 *k - 1,64 + 1,96 1,00 + 2,84 1,46 + 424 0,83 = 3,06 0,35 + 1,80
*1718 B-CN £(194-209) Soeryapranata (2004) 13,63 + 4,08 32,29 + 3,28 2591 + 5,04 20,92 + 4,69 18,96 + 221
*1740 B-CN £(57-72) Padghan (2012) 1,86 + 1,67 8,84 + 3,97 10,45 + 5,70 5,63 + 3,29 8,09 + 3,69
1756 *& - 4,37 + 237 5,38 + 3,36 494 + 579 2,06 = 2,92 0,00 £ 0,00
1782 B-CN £(193-208) Gouldsworthy (1996) 557 = 1,57 17,57 £ 227 24,34 + 4,63 20,34 + 4,20 46,68 + 5,30
1804 *& - 0,00 + 0,00 494 + 3,16 11,12 + 6,24 5,61 + 3,69 2413 + 10,25
1820 as1-CN f(180-196) - 1,84 + 1,53 1,45 + 231 8,50 + 6,56 3,39 £ 3,67 12,40 + 6,37
1863  asl1-CN f(151-165) Yan Jin et al. (2016) 323 + 1,95 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00 0,00 = 0,00
1877 as1-CN f(1-16) Gagnaire (2001) 49,35 + 20,64 1,79 + 436 1,30 + 3,70 1,27 + 3,64 0,00 = 0,00
*1881 B-CN £(193-209) Ong (2008); Lund (2004) 99,40 + 2,32 100,00 £ 0,00 100,00 + 0,00 100,00 £ 0,00 100,00 £ 0,00
1899  as1-CN f(183-199) Yan Jin et al. (2016) 10,09 + 7,60 0,23 + 1,15 045 + 227 0,00 = 0,00 0,00 = 0,00
1903 B-CN f(126-142) Yan Jin et al. (2016) 14,54 + 6,98 21,93 + 9,79 3242 + 16,07 20,67 + 9,73 32,67 + 12,29
1905 as1-CN f(8-23) Yan Jin et al. (2016) 2,68 + 3,00 0,00 = 0,00 0,00 + 0,00 0,00 = 0,00 0,00 = 0,00
1915  os1-CN f(180-196) Yan Jin et al. (2016) 26,23 + 23,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
1919 ok - 39,07 + 20,00 1534 + 649 2227 + 13,12 13,47 + 7,82 15,15 + 6,54
1921 *& - 1,47 + 4,78 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
1925  as2-CN f(99-114) Yan Jin et al. (2016) 2,73 + 2,34 5,63 + 3,44 8,87 + 5,84 5,00 £ 3,01 8,76 = 3,69
1937 *& - 5,18 + 538 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
1941 ok - 7,15 + 527 394 + 323 6,06 = 6,12 341 £ 3,33 2,86 + 3,65
1947  0s2-CN f(107-123) Yan Jin et al. (2016) 0,86 + 1,46 0,30 + 1,51 0,77 + 2,72 0,16 = 0,82 0,72 + 2,17
1953 *k - 394 + 417 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 = 0,00 0,00 = 0,00
1957  os1-CN f(136-151) Yan Jin et al. (2016) 5778 + 493 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00 0,00 = 0,00
1959 *k - 2,55 £+ 3,00 0,00 = 0,00 0,00 += 0,00 0,00 = 0,00 0,00 = 0,00
1963 B-CN f(172-188) Yan Jin et al. (2016) 297 + 3,17 0,58 + 1,67 1,38 + 3,62 041 + 1,47 0,00 + 0,00
1979 *E - 3,88 + 4,01 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00
1991 as1-CN f(1-17) Broadbent (1998) 9,38 + 5,57 8,05 + 7,33 6,99 + 8,16 6,51 + 8,20 1,97 + 3,81
1995 ok - 1,56 + 2,12 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00
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m/z Peptideo sugerido Referéncia Dial Dial0 Dia20 Dia30 Dia50
2013 *& - 0,61 + 1,29 0,77 = 2,19 0,80 + 295 1,29 + 2,84 0,00 £ 0,00
2029  asl-CN f(182-199) Yan Jin et al. (2016) 344 £+ 2,96 0,26 + 1,32 0,00 + 0,00 0,39 + 1,98 0,00 = 0,00
2107 B-CN f(191-209) Yan Jin et al. (2016) 0,00 + 0,00 344 + 1,92 2,32 + 2,85 224 + 1,78 0,19 + 0,67
2254  asl-CN f(125-144) Yan Jin et al. (2016) 0,73 + 0,94 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 = 0,00 0,00 = 0,00
2338 B-CN f(108-127) Yan Jin et al. (2016) 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00 092 + 1,81
2347 ok - 1,82 + 1,74 0,00 = 0,00 0,00 + 0,00 0,00 = 0,00 0,00 £ 0,00
2385 *& - 0,54 + 0,78 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00 0,00 = 0,00
2462 ok - 1,18 + 1,19 0,74 = 1,42 0,06 + 0,28 042 = 1,14 0,00 = 0,00
2463 *& - 0,60 + 0,91 042 + 0,94 0,00 + 0,00 1,43 + 1,63 0,00 £ 0,00
2677 B-CN f(166—-189) Yan Jin et al. (2016) 1,29 + 1,25 1,26 + 1,78 0,32 + 0,95 0,36 = 0,92 0,00 = 0,00
2678 *& - 0,62 + 0,97 0,89 + 1,34 1,18 = 1,76 1,99 + 1,86 0,00 £ 0,00
*2764 as1-CN f(1-23) Gagnaire (2001) 3,14 £ 1,15 0,00 = 0,00 0,00 + 0,00 0,00 = 0,00 0,39 + 0,09
2801 *& - 0,21 + 0,33 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00 0,00 = 0,00
2825 ok - 0,00 + 0,00 0,34 + 0,67 0,21 + 0,63 047 = 0,71 0,00 £ 0,00
2835 ok - 0,45 + 0,77 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,07 + 0,28 0,00 £ 0,00
2836 ok - 0,70 + 0,68 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,03 = 0,15 0,00 = 0,00
2878 *& - 0,00 + 0,00 0,27 + 0,60 0,24 £+ 0,70 0,34 + 0,66 0,00 £ 0,00
3050 asl-CN f(125-150) Yan Jin et al. (2016) 0,50 + 0,94 0,03 = 0,14 0,15 + 0,38 0,12 + 0,44 0,04 + 0,18
3051 *k - 0,89 + 0,84 0,00 £ 0,00 0,03 + 0,15 0,22 + 042 0,05 + 0,27

*Peptideos com potencial bioativo descrito na literatura. **Peptideos ndo identificados
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Tabela 4 — Peptideos detectados por MALDI-ToF MS na fracdo soltivel em pH 4,6 e etanol 70 % do queijo tipo Camembert (leite cru e Lb. rhamnosus)

reportados em intensidade relativa (intensidade relativa média + desvio padrio). (continua).

m/z Peptideo sugerido Referéncia Dial Dial0 Dia20 Dia30 Dia50
*656 B-CN (25-29) Exposito et al. (2006) 0,00 £ 0,00 0,96 + 1,82 0,76 + 1,69 0,31 £ 1,35 2,55 £ 4,50
666 wok - 0,96 + 1,05 0,95 + 2,32 0,00 + 0,00 040 + 2,04 0,00 £ 0,00
672 K-CN f(75-79) Yan Jin et al. (2016) 0,00 £ 0,00 1,81 + 1,74 1,10 £ 1,58 1,65 + 2,98 2,86 £ 597
682 ok - 1,59 + 1,48 0,50 + 1,58 0,05 + 0,24 0,30 + 1,15 0,00 £ 0,00
*748  os1-CN f(194-199) Pihlanto-Leppili et al. (1998) 0,00 £ 0,00 1,52 + 1,80 1,70 £ 2,13 0,58 + 1,32 1,04 + 223
791 as1-CN f(18-23) Yan Jin et al. (2016) 391 £+ 4,55 0,08 + 0,42 0,16 = 0,84 0,00 = 0,00 0,00 £ 0,00
792 w% - 2,27 + 325 0,68 + 1,48 0,82 + 1,47 2,12 + 2,95 0,00 £ 0,00
893 ok - 1,02 + 1,24 046 + 1,45 0,00 = 0,00 0,16 = 0,81 0,00 £ 0,00
905 as1-CN f(17-23) Alli (1998) 15,52 + 17,77 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
910  os2-CN f(118-125) Yan Jin et al. (2016) 0,00 = 0,00 0,75 + 1,54 2,03 + 2,44 0,68 + 1,39 0,00 £ 0,00
927 as2-CN f(83-89) Yan Jin et al. (2016) 1,37 £ 2,02 043 + 1,05 0,00 £ 0,00 0,59 + 2,09 0,00 £ 0,00
928 B-CN f(134-141) Yan Jin et al. (2016) 043 + 0,87 1,00 + 1,96 1,04 + 1,48 3,05 + 3,32 022 + 1,13
943 as1-CN f(14-21) Yan Jin et al. (2016) 4,00 £ 527 049 + 1,09 0,00 £ 0,00 0,71 £ 2,14 0,00 £ 0,00
944  0s2-CN £(196-203) Yan Jin et al. (2016) 1,04 + 1,85 0,37 + 1,12 0,00 = 0,00 2,77 + 2,78 0,00 = 0,00
1023 k-CN (18-29) Exposito et al. (2006) 0,00 £ 0,00 0,11 £ 0,55 1,90 + 2,14 0,60 + 1,40 0,30 + 1,55
1075 as2-CN f(80-88) Yan Jin et al. (2016) 0,00 = 0,00 1,51 + 1,80 0,31 = 0,90 2,71 + 2,60 0,00 = 0,00
1090 as1-CN f(25-34) Yan Jin et al. (2016) 1,25 + 1,67 0,28 + 1,00 0,07 + 0,37 0,86 + 2,30 0,00 £ 0,00
1091  os1-CN £(191-199) Yan Jin et al. (2016) 1,32 + 1,64 0,75 + 1,36 093 + 1,69 2,76 + 2,41 0,00 = 0,00
1118 as1-CN (f15-23) Soeryapranata (2008) 3,08 + 1,84 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
1122 *% - 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,19 £ 0,96 0,00 £ 0,00 1,85 + 4,24
1123  as2-CN f(176-184 Yan Jin et al. (2016) 0,00 = 0,00 0,00 £ 0,00 2,05 + 2,18 0,22 + 0,80 9,57 £ 11,49
1139 *% - 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 1,85 + 2,24 0,00 £ 0,00 7,36 £ 10,28
*1141 as1-CN f(1-9) Broadbent (1998) 1,75 + 1,73 0,00 £ 0,00 0,17 + 0,87 0,66 + 1,68 0,37 £ 1,90
#1151 B-CN £(199-209) Addeo (1992) 2,16 £+ 1,14 0,00 £ 0,00 0,06 + 0,28 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
1152 B-CN f(197-207) Soeryapranata (2004) 1,13 + 1,26 0,66 + 1,15 0,38 + 1,02 0,00 + 0,00 245 + 3,39
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m/z Peptideo sugerido Referéncia Dial Dial0 Dia20 Dia30 Dia50
1199 as1-CN f(23-32) Yan Jin et al. (2016) 6,65 + 443 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,91 £+ 2,02 0,00 £ 0,00
1204  osl1-CN f(143-151) Yan Jin et al. (2016) 3,81 £ 2,19 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 = 0,00 0,00 £ 0,00
1221 k-CN f(42-51) Yan Jin et al. (2016) 1,23 + 1,61 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 = 0,00 0,00 £ 0,00
1237 as1-CN f(24-34) Yan Jin et al. (2016) 3,02 £ 3,33 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 = 0,00 0,00 £ 0,00
*1247 as1-CN f(14-23) Soeryapranata (2008) 1,22 £ 1,06 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 = 0,00 0,00 £ 0,00
1265  as1-CN f(115-124) Soeryapranata (2008) 0,00 = 0,00 246 + 2,19 362 + 2,14 0,00 = 0,00 2,80 £ 4,36
1312 B-CN f(152-163) Yan Jin et al. (2016) 0,00 = 0,00 496 + 479 6,89 + 5,29 4,30 £ 5,71 5,39 £ 6,61
1323  as2-CN f(115-126) Yan Jin et al. (2016) 0,00 = 0,00 0,00 + 0,00 0,00 = 0,00 0,00 = 0,00 11,70 = 9,28
1334 B-CN f(134-144) Yan Jin et al. (2016) 0,00 = 0,00 0,38 + 1,37 0,16 = 0,81 1,28 + 2,51 0,00 + 0,00
1339  asl1-CN f(147-156) Yan Jin et al. (2016) 0,00 = 0,00 0,00 + 0,00 0,00 = 0,00 0,00 = 0,00 8,16 £ 9,63
1345 w% - 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 = 0,00 7,98 + 10,31
*1364 B-CN f(122-132) Ahtesh (2016) 0,00 = 0,00 401 + 1,82 487 = 1,58 395 + 2,31 241 + 3,14
1376 as1-CN f(8-19) Yan Jin et al. (2016) 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,20 £ 0,58 0,00 + 0,00 0,84 + 221
1377 ok - 0,00 = 0,00 0,00 + 0,00 0,00 = 0,00 0,00 = 0,00 421 = 4,75
1386 w0k - 0,00 £ 0,00 0,00 = 0,00 0,00 £ 0,00 0,05 = 0,24 0,00 £ 0,00
%1393 B-CN £(194-206) Soeryapranata (2004) 0,00 = 0,00 0,99 + 1,59 291 + 2,56 0,00 + 0,00 5,32 + 5,52
1405 k-CN f(127-140) Yan Jin et al. (2016) 1,26 + 1,29 0,00 = 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 = 0,00 0,00 £ 0,00
1506 B-CN £(194-207) YuFangLiu (2017) 0,00 = 0,00 8,12 + 4,32 8,87 + 2,69 1,42 + 2,08 17,22 + 7,31
1517 w0k - 0,00 = 0,00 2,34 + 3,15 346 + 3,03 2,51 £ 3,50 0,00 £ 0,00
1528 ok - 0,00 = 0,00 1,28 + 2,32 046 = 1,44 0,00 = 0,00 5,57 £ 593
1533  as1-CN f(150-161) Yan Jin et al. (2016) 0,00 = 0,00 2,05 + 2,78 3,72 + 3,36 1,92 + 3,02 0,00 £ 0,00
1536 as1-CN f(1-13) Gouldsworthy (1996) 246 + 1,99 6,69 = 7,35 832 + 7,71 347 + 5,13 3,32 + 5,86
*1556 B-CN £(193-206) Soeryapranata (2004) 0,00 = 0,00 243 + 2,84 4,30 + 2,72 1,00 + 0,61 9,71 + 4,99
*1590 beta-cn £(195-209) Soeryapranata (2004) 0,06 £ 0,32 0,41 = 0,87 0,21 £ 0,74 0,09 = 046 0,00 £ 0,00
1619  asl-CN f(131-144) Yan Jin et al. (2016) 0,00 = 0,00 7,60 + 265 6,92 + 1,41 0,00 + 0,00 11,36 + 4,23
*1665 as1-CN f(1-14) Soeryapranata (2004) 4,88 + 3,16 12,55 + 12,50 12,14 + 10,63 2,89 + 4,67 4,11 + 6,53
*1669 B-CN £(193-207) YuFangLiu (2017) 0,00 = 0,00 8,45 + 2,96 12,64 + 2,43 1,10 + 1,70 33,59 + 9,26
1682 w3 - 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00 0,10 + 0,53 0,12 + 0,64 0,00 + 0,00
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m/z Peptideo sugerido Referéncia Dial Dial0 Dia20 Dia30 Dia50
1687 B-CN f(125-139) Yan Jin et al. (2016) 0,13 + 0,66 329 + 5,51 327 + 4,32 0,68 + 2,40 0,00 + 0,00
1691 k-CN f(41-54) Yan Jin et al. (2016) 0,00 + 0,00 0,82 + 2,14 4,16 + 291 0,00 + 0,00 13,57 + 8,00
1701 B-CN f(12-24) Soeryapranata (2004) 0,84 + 1,22 3,06 = 2,05 1,00 + 1,65 1,03 + 1,36 0,75 + 1,85
1703 wok - 1,71 + 2,51 2,20 + 3,84 2,07 + 3,30 0,26 + 1,31 0,00 £ 0,00
*1718 B-CN £(194-209) Soeryapranata (2004) 15,04 + 592 31,67 + 6,24 22,90 + 3,51 29,22 + 6,04 23,02 + 3,81
*1740 B-CN £(57-72) Padghan (2012) 1,74 + 1,65 8,13 + 4,44 6,91 = 3,06 12,30 + 6,66 8,35 + 491
1756 w% - 4,66 + 248 449 + 355 3,62 + 347 8,28 + 4,85 0,00 £ 0,00
1782 B-CN £(193-208) Gouldsworthy (1996) 573 = 1,76 16,88 + 3,39 19,35 + 3,80 291 + 2,26 39,98 + 6,62
1804 w% - 0,00 = 0,00 421 + 273 7,15 + 323 1,28 + 2,49 25,83 + 12,92
1820 os1-CN f(180-196) - 2,08 + 1,47 1,75 + 2,45 5,77 + 3,40 0,00 + 0,00 15,40 + 10,64
1863  asl1-CN f(151-165) Yan Jin et al. (2016) 3,65 + 2,01 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00 0,00 = 0,00
1877 as1-CN f(1-16) Gagnaire (2001) 53,41 + 21,10 550 = 597 1,26 + 3,63 6,15 = 8,75 0,00 = 0,00
*1881 B-CN £(193-209) Ong (2008); Lund (2004) 99,85 + 0,78 100,00 = 0,00 100,00 = 0,00 100,00 = 0,00 100,00 £ 0,00
1899  asl1-CN f(183-199) Yan Jin et al. (2016) 10,45 + 6,79 1,55 + 3,59 0,00 = 0,00 4,82 + 6,74 0,00 = 0,00
1903 B-CN f(126-142) Yan Jin et al. (2016) 13,57 + 595 20,66 + 9,55 25,17 + 9,89 34,82 + 1594 29,37 + 12,66
1905 as1-CN f(8-23) Yan Jin et al. (2016) 4,01 + 3,65 0,00 + 0,00 0,00 = 0,00 0,00 + 0,00 0,00 = 0,00
1915  asl1-CN f(180-196) Yan Jin et al. (2016) 26,68 + 19,47 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 2,37 + 3,83 0,00 + 0,00
1919 ok - 38,85 + 16,77 13,41 + 6,16 17,85 + 8,22 23,99 + 11,78 16,71 + 8,69
1921 w0k - 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 1,50 + 3,91 0,00 £ 0,00
1925 as2-CN f(99-114) Yan Jin et al. (2016) 2,74 + 1,70 534 + 2,85 6,50 + 3,29 9,88 + 5,72 7,19 + 479
1937 w0k - 5,00 £ 4,66 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
1941 *% - 6,53 + 3,68 431 + 247 5,09 + 3,34 8,01 + 5,08 1,48 + 3,15
1947  0s2-CN f(107-123) Yan Jin et al. (2016) 0,26 + 0,74 1,31 + 2,15 1,69 + 2,69 4,99 + 4,14 0,00 + 0,00
1953 *% - 4,17 + 4,04 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 += 0,00 0,00 = 0,00
1957  asl1-CN f(136-151) Yan Jin et al. (2016) 5,52 + 3,20 0,00 + 0,00 0,14 + 0,73 0,53 + 1,93 0,00 £ 0,00
1959 wk - 2,30 £ 3,04 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
1963 B-CN f(172-188) Yan Jin et al. (2016) 2,49 + 2,02 1,25 + 225 2,30 + 2,83 5,13 + 3,84 0,00 £ 0,00
1979 wk - 3,58 + 2,90 0,26 £ 091 0,00 + 0,00 0,65 + 1,64 0,00 + 0,00
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(continuagdo)

m/z Peptideo sugerido Referéncia Dial Dial0 Dia20 Dia30 Dia50
1991 as1-CN f(1-17) Broadbent (1998) 11,08 + 6,13 6,98 + 7,02 5,56 + 481 490 + 725 0,00 + 0,00
1995 wok - 1,74 + 1,66 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,29 + 1,46
2013 w% - 1,04 + 1,52 1,15 + 2,96 0,64 + 1,81 2,34 + 4,02 0,00 + 0,00
2029  asl-CN f(182-199) Yan Jin et al. (2016) 3,80 + 2,87 0,55 + 1,96 0,00 + 0,00 1,35 + 2,61 0,00 = 0,00
2107 B-CN f(191-209) Yan Jin et al. (2016) 0,09 + 0,33 241 + 191 1,24 + 1,59 0,35 + 0,84 1,17 + 2,06
2254  asl-CN f(125-144) Yan Jin et al. (2016) 1,27 + 1,10 0,00 + 0,00 0,06 + 0,30 0,00 + 0,00 0,15 + 0,75
2338 B-CN f(108-127) Yan Jin et al. (2016) 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 4,09 + 283
2347 ok - 241 + 1,67 041 + 1,02 0,00 = 0,00 0,10 + 0,53 0,00 £ 0,00
2385 w% - 0,78 + 0,87 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 = 0,00
2462 ok - 1,14 + 1,09 0,88 + 1,35 0,21 + 0,51 0,06 + 0,31 0,00 = 0,00
2463 w% - 049 + 0,82 0,48 + 0,86 0,04 = 0,19 1,41 + 1,59 0,00 + 0,00
2677 B-CN f(166—-189) Yan Jin et al. (2016) 1,18 + 1,04 1,10 + 1,38 042 + 0,87 0,07 + 0,34 0,00 = 0,00
2678 w% - 1,09 + 0,83 1,19 + 1,52 0,89 + 1,09 1,99 + 1,67 0,75 £ 0,00
#2764 as1-CN f(1-23) Gagnaire (2001) 1,58 + 1,31 0,00 + 0,00 0,87 = 0,86 0,00 + 0,00 0,47 + 0,25
2801 w0k - 0,17 + 0,33 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
2825 ok - 0,00 = 0,00 1,81 + 1,32 0,25 + 0,57 0,09 + 0,30 0,00 = 0,00
2835 wok - 0,29 + 0,58 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
2836 wk - 0,89 + 0,79 0,00 + 0,00 0,05 + 0,23 0,00 + 0,00 0,04 = 0,22
2878 w0k - 0,00 = 0,00 0,90 + 0,74 0,24 + 0,46 0,18 + 0,44 0,00 + 0,00
3050 asl-CN f(125-150) Yan Jin et al. (2016) 0,44 + 0,81 0,00 + 0,00 0,11 + 0,27 0,05 + 0,25 0,04 = 0,22
3051 *oE 0,99 + 0,81 0,06 + 0,28 0,12 + 0,37 0,00 £ 0,00 0,31 + 0,76

*Peptideos com potencial bioativo descrito na literatura;

**Peptideos ndo identificados
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Tabela 5 — Peptideos detectados por MALDI-ToF MS na fracao soldvel em pH 4,6 e etanol 70 % de amostras de queijo tipo Camembert (leite pasteurizado)

reportados em intensidade relativa (intensidade relativa média + desvio padrio). (continua).

Peptideo sugerido

m/z Referéncia Dial Dial0 Dia20 Dia30 Dia50
*656 B-CN (25-29) Exposito et al. (2006) 0,00 = 0,00 1,97 + 3,71 1,82 + 3,63 0,30 + 1,08 1,72 + 3,08
666 wk - 1,11 £ 1,28 0,05 £ 0,24 0,12 £ 0,43 0,00 + 0,00 0,86 = 4,06
672 k-CN f(75-79) Yan Jin et al. (2016) 0,00 = 0,00 2,71 + 3,19 2,58 + 4,00 0,58 + 1,93 1,53 + 3,09
682 ok - 1,67 £ 1,68 0,00 = 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00 1,05 + 533
*748  asl-CN £(194-199) Pihlanto-Leppili et al. (1998) 0,00 = 0,00 0,00 + 0,00 0,67 + 1,38 2,31 + 2,85 0,55 + 1,38
791 as1-CN f(18-23) Yan Jin et al. (2016) 3,06 £ 4,15 1,41 £ 2,44 0,74 + 1,44 0,57 + 1,50 0,00 = 0,00
792 wsk - 1,89 + 2,63 1,21 + 1,85 1,92 + 2,61 2,77 £ 2,81 0,24 + 0,86
893 ok - 1,59 £ 1,70 0,00 = 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00 0,00 = 0,00
905 as1-CN f(17-23) Alli (1998) 13,07 + 17,21 0,28 + 0,98 0,00 = 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
910  as2-CN f(118-125) Yan Jin et al. (2016) 0,00 £ 0,00 0,38 = 1,11 0,00 £ 0,00 3,09 £ 2,99 0,27 £ 0,95
927 as2-CN f(83-89) Yan Jin et al. (2016) 0,74 + 0,92 1,49 + 2,43 0,35 + 1,18 0,56 + 1,39 0,00 + 0,00
928 B-CN f(134-141) Yan Jin et al. (2016) 0,68 + 1,25 1,36 + 2,18 2,25 + 2,88 2,39 + 2,44 1,28 + 2,21
943 as1-CN f(14-21) Yan Jin et al. (2016) 1,86 + 2,05 1,63 + 2,71 0,90 + 1,73 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
944  as2-CN f(196-203) Yan Jin et al. (2016) 1,80 + 3,03 0,69 = 1,37 1,42 + 2,28 1,30 + 2,07 0,00 = 0,00
1023 k-CN f(18-29) Exposito et al. (2006) 0,00 = 0,00 0,60 + 1,48 0,14 + 0,70 2,20 £ 2,34 0,39 + 1,22
1075 as2-CN f(80-88) Yan Jin et al. (2016) 0,00 £ 0,00 1,64 = 2,00 3,15 £ 3,58 0,00 + 0,00 0,00 = 0,00
1090 as1-CN f(25-34) Yan Jin et al. (2016) 0,57 + 0,75 1,33 + 2,07 1,08 + 2,13 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
1091  as1-CN f(191-199) Yan Jin et al. (2016) 0,68 + 0,98 0,29 *= 0,85 2,97 £ 3,20 0,17 = 0,88 0,00 = 0,00
1118 as1-CN (f15-23) Soeryapranata (2008) 246 + 1,74 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
1122 w% - 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 = 0,00 0,00 + 0,00 0,20 = 1,02
1123 as2-CN f(176-184 Yan Jin et al. (2016) 0,00 = 0,00 0,00 + 0,00 0,00 = 0,00 1,12 £ 2,46 427 + 494
1139 w% - 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00 0,00 = 0,00 1,38 + 2,37 2,84 + 4,11
*1141 as1-CN (1-9) Broadbent (1998) 2,28 + 1,89 0,00 + 0,00 0,74 + 1,82 0,85 + 2,13 0,57 + 1,66
*1151 B-CN £(199-209) Addeo (1992) 1,83 = 1,12 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
1152 B-CN £(197-207) Soeryapranata (2004) 047 + 0,84 0,00 + 0,00 0,08 + 0,29 1,83 £ 2,14 1,36 + 1,74
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(continuagdo)
m/z Peptideo sugerido Referéncia Dial Dial0 Dia20 Dia30 Dia50
1199 as1-CN f(23-32) Yan Jin et al. (2016) 3,32 + 3,66 0,32 £ 0,92 0,19 £ 0,95 0,00 = 0,00 0,00 £ 0,00
1204  osl1-CN f(143-151) Yan Jin et al. (2016) 2,58 + 1,64 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 = 0,00 0,00 £ 0,00
1221 k-CN f(42-51) Yan Jin et al. (2016) 0,70 + 1,01 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 = 0,00 0,00 £ 0,00
1237 as1-CN f(24-34) Yan Jin et al. (2016) 1,LI5 + 1,56 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 = 0,00 0,00 £ 0,00
*1247 as1-CN f(14-23) Soeryapranata (2008) 1,29 £ 1,09 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 = 0,00 0,00 £ 0,00
1265  as1-CN f(115-124) Soeryapranata (2008) 0,00 = 0,00 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00 6,31 + 2,81 0,00 £ 0,00
1312 B-CN f(152-163) Yan Jin et al. (2016) 0,00 = 0,00 544 + 387 405 = 3,19 13,15 = 7,19 5,58 + 597
1323  as2-CN f(115-126) Yan Jin et al. (2016) 0,00 = 0,00 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 = 0,00 3,70 £ 4,04
1334 B-CN f(134-144) Yan Jin et al. (2016) 0,00 = 0,00 0,14 + 0,71 0,00 = 0,00 1,01 = 2,50 1,33 + 2,66
1339  asl1-CN f(147-156) Yan Jin et al. (2016) 0,00 = 0,00 0,00 + 0,00 0,00 = 0,00 0,00 = 0,00 2,59 + 3,52
1345 w% - 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 = 0,00 2,26 £ 3,90
*1364 B-CN f(122-132) Ahtesh (2016) 0,00 = 0,00 3,86 = 1,83 2,65 + 1,58 8,10 + 241 5,76 £ 2,72
1376 as1-CN f(8-19) Yan Jin et al. (2016) 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,54 £+ 1,61 0,00 £ 0,00
1378 B-CN f(172-183) Yan Jin et al. (2016) 0,00 = 0,00 0,00 + 0,00 0,00 = 0,00 2,65 £ 2,69 0,00 £ 0,00
1386 w0k - 0,00 £ 0,00 0,00 = 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 = 0,00 0,39 + 1,16
%1393 B-CN £(194-206) Soeryapranata (2004) 0,00 = 0,00 0,00 + 0,00 0,00 = 0,00 5,89 + 3,12 0,00 £ 0,00
1405 k-CN f(127-140) Yan Jin et al. (2016) 0,00 £ 0,00 0,00 = 0,00 0,33 £ 091 0,00 = 0,00 0,00 £ 0,00
1506 B-CN £(194-207) YuFangLiu (2017) 0,00 = 0,00 3,87 £ 2,34 0,26 + 0,73 15,14 + 4,98 1,07 £ 1,72
1517 w0k - 0,00 £ 0,00 2,90 + 3,25 049 + 1,71 4,35 + 438 0,75 + 2,14
1528 ok - 0,00 = 0,00 0,00 + 0,00 0,00 = 0,00 3,77 £ 4,01 0,00 £ 0,00
1533  as1-CN f(150-161) Yan Jin et al. (2016) 0,00 = 0,00 2,37 + 3,35 1,26 + 2,37 525 + 4,28 0,00 £ 0,00
1536 as1-CN f(1-13) Gouldsworthy (1996) 2,62 + 2,24 5,38 + 5,12 3,51 = 4,06 16,49 + 11,46 2,12 + 381
*1556 B-CN £(193-206) Soeryapranata (2004) 0,00 £ 0,00 0,00 = 0,00 0,00 £ 0,00 0,22 + 1,85 0,00 £ 0,00
*1590 beta-cn £(195-209) Soeryapranata (2004) 0,00 + 0,00 0,06 + 0,30 0,07 £ 0,34 0,41 + 1,17 0,33 + 0,79
1619  asl-CN f(131-144) Yan Jin et al. (2016) 0,00 = 0,00 0,24 + 0,72 0,00 = 0,00 11,93 + 324 0,00 £ 0,00
*1665 as1-CN f(1-14) Soeryapranata (2004) 2,22 + 2,09 359 + 4,18 2,67 + 3,74 25,94 + 17,93 0,74 + 2,17
*1669 B-CN £(193-207) YuFangLiu (2017) 0,00 = 0,00 1,56 + 1,79 0,16 + 0,55 15,98 + 4,31 1,36 + 1,85
1682 wk - 0,00 + 0,00 2,70 + 283 0,28 + 0,82 0,22 + 1,10 0,00 + 0,00
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(continuagdo)
m/z Peptideo sugerido Referéncia Dial Dial0 Dia20 Dia30 Dia50
1687 B-CN f(125-139) Yan Jin et al. (2016) 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 093 + 2,59 7,50 £ 8,63 0,00 = 0,00
1691 k-CN f(41-54) Yan Jin et al. (2016) 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 425 + 3,82 0,00 = 0,00
1701 B-CN f(12-24) Soeryapranata (2004) 0,12 + 0,42 044 + 1,07 0,70 + 1,05 1,89 + 2,52 1,43 + 1,77
1703 wok - 0,34 + 0,82 0,38 + 1,95 0,27 + 1,35 6,21 + 6,56 0,00 £ 0,00
*1718 B-CN £(194-209) Soeryapranata (2004) 11,47 + 3,65 27,78 + 3,92 18,80 + 2,72 37,91 + 5,61 23,28 + 4,64
*1740 B-CN £(57-72) Padghan (2012) 1,24 + 1,26 10,11 + 494 8,73 + 4,84 10,95 £ 5,25 10,52 + 5,35
1756 w% - 3,49 + 1,60 6,43 + 3,53 5,76 + 3,13 748 + 4779 4,80 + 4,19
1782 B-CN £(193-208) Gouldsworthy (1996) 248 + 1,02 447 + 249 1,65 + 1,63 21,89 + 3,82 1,76 + 2,19
1804 w% - 0,00 = 0,00 0,37 + 1,36 041 = 1,41 821 + 3,81 7,17 + 4,50
1820 os1-CN f(180-196) Yan Jin et al. (2016) 0,07 + 0,33 0,00 + 0,00 0,00 = 0,00 6,26 + 4,52 440 + 390
1863  asl1-CN f(151-165) Yan Jin et al. (2016) 2,73 + 1,82 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00 0,00 = 0,00
1877 as1-CN f(1-16) Gagnaire (2001) 55,33 + 21,79 21,68 %= 14,25 5,85 + 592 6,53 + 6,46 0,00 = 0,00
*1881 B-CN £(193-209) Ong (2008); Lund (2004) 99,59 + 2,10 100,00 = 0,00 100,00 = 0,00 100,00 = 0,00 100,00 £ 0,00
1899  asl1-CN f(183-199) Yan Jin et al. (2016) 11,07 + 591 10,89 + 9,56 4,17 + 552 1,92 + 3,72 0,00 = 0,00
1903 B-CN f(126-142) Yan Jin et al. (2016) 13,84 + 5,83 31,31 + 14,79 37,94 + 18,11 24,29 + 9,04 37,30 + 1743
1905 as1-CN f(8-23) Yan Jin et al. (2016) 1,96 + 241 0,00 + 0,00 0,00 = 0,00 0,00 + 0,00 0,00 = 0,00
1915  asl1-CN f(180-196) Yan Jin et al. (2016) 25,66 + 13,77 6,79 + 7,61 191 + 3,08 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00
1919 ok - 33,32 + 13,27 19,38 + 8,44 24,02 + 11,77 18,17 + 7,82 20,01 + 11,29
1921 w0k - 1,90 + 427 5,09 + 6,34 3,35 + 4,96 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00
1925 as2-CN f(99-114) Yan Jin et al. (2016) 2,60 + 1,86 9,17 = 5,73 11,20 + 7,20 595 + 3,17 10,29 + 6,45
1937 w0k - 5,13 + 3,62 1,03 + 3,05 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
1941 *% - 6,51 + 3,35 7,35 £ 4,03 8,00 £ 5,08 546 = 3,76 6,46 + 4731
1947  0s2-CN f(107-123) Yan Jin et al. (2016) 2,10 = 1,34 3,88 + 5,02 6,31 + 5,89 0,00 + 0,00 491 + 4,56
1953 *% - 395 + 2,94 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 += 0,00 0,00 = 0,00
1957  asl1-CN f(136-151) Yan Jin et al. (2016) 4,95 + 2381 0,39 + 1,42 0,86 + 2,10 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
1959 wok - 2,61 + 235 0,56 + 2,05 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
1963 B-CN f(172-188) Yan Jin et al. (2016) 2,83 + 221 493 + 345 5,56 + 4,10 0,00 £ 0,00 3,06 + 3,70
1979 wk - 3,06 £ 2,69 040 + 1,14 1,63 + 2,34 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
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(continuagdo)

m/z Peptideo sugerido Referéncia Dial Dial0 Dia20 Dia30 Dia50
1991 as1-CN f(1-17) Broadbent (1998) 9,01 + 6,42 9,70 + 6,89 5,17 + 439 14,10 + 9,88 1,25 + 2,45
1995 wok - 145 + 1,32 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00
2013 w% - 0,60 + 0,97 3,70 = 4,07 1,99 + 3,05 3,02 + 4,19 0,00 £ 0,00
2029  asl-CN f(182-199) Yan Jin et al. (2016) 3,26 + 1,84 1,52 + 3,21 091 = 2,19 1,92 + 3,34 0,00 = 0,00
2107 B-CN f(191-209) Yan Jin et al. (2016) 0,04 = 0,19 0,75 + 1,32 0,40 = 0,76 041 + 1,27 044 + 1,19
2254  asl-CN f(125-144) Yan Jin et al. (2016) 1,07 + 1,78 0,07 + 0,33 0,00 = 0,00 0,00 + 0,00 0,11 + 0,58
2338 B-CN f(108-127) Yan Jin et al. (2016) 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,72 + 1,18
2347 ok - 1,56 + 1,77 2,15 £ 2,02 0,10 = 0,34 0,67 + 1,48 0,00 £ 0,00
2385 w% - 0,39 + 0,53 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 = 0,00
2462 ok - 0,58 + 0,75 1,66 + 1,60 1,17 £ 1,26 1,03 + 1,64 0,00 £ 0,00
2463 w% - 0,18 + 0,40 0,80 + 1,40 0,53 + 1,03 0,86 + 1,53 0,00 £ 0,00
2677 B-CN f(166—-189) Yan Jin et al. (2016) 0,66 = 0,75 2,27 + 2,08 1,47 + 1,30 1,09 + 1,76 0,00 = 0,00
2678 w% - 021 = 0,41 1,35 + 1,86 0,80 = 1,24 2,24 + 1,96 0,00 + 0,00
#2764 as1-CN f(1-23) Gagnaire (2001) 2,02 + 0,92 0,00 + 0,00 0,00 = 0,00 0,15 + 0,53 0,07 = 0,26
2801 w0k - 0,25 + 0,31 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
2825 ok - 0,00 = 0,00 0,37 + 0,72 0,00 = 0,00 0,92 + 1,14 0,00 = 0,00
2835 w0k - 0,59 + 0,54 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
2836 ok - 0,25 + 0,50 0,00 + 0,00 0,00 = 0,00 0,00 + 0,00 0,04 + 0,20
2878 w0k - 0,00 = 0,00 0,23 + 0,50 0,02 + 0,12 0,84 + 1,15 0,00 + 0,00
3050 asl-CN f(125-150) Yan Jin et al. (2016) 0,58 + 0,67 0,03 + 0,13 0,15 + 0,28 0,03 + 0,13 0,02 = 0,11
3051 *oE 0,52 + 0,77 0,06 + 0,23 0,02 + 0,12 0,00 £ 0,00 0,05 + 0,23

*Peptideos com potencial bioativo descrito na literatura;

**Peptideos ndo identificados
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Tabela 6 — Peptideos detectados por MALDI-ToF MS na fracio solivel em pH 4,6 e etanol 70 % do queijo tipo Camembert (leite pasteurizado e Lb. rhamnosus)

reportados em intensidade relativa (intensidade relativa média + desvio padrio). (continua).

Peptideo sugerido

m/z Referéncia Dial Dial0 Dia20 Dia30 Dia50
*656 B -CN (25-29) Exposito et al. (2006) 0,00 = 0,00 1,97 + 3,71 1,82 + 3,63 0,30 + 1,08 1,72 + 3,08
666 wk - 1,11 £ 1,28 0,05 £ 0,24 0,12 £ 0,43 0,00 + 0,00 0,86 = 4,06
672 k-CN f(75-79) Yan Jin et al. (2016) 0,00 = 0,00 2,71 + 3,19 2,58 + 4,00 0,58 + 1,93 1,53 + 3,09
682 ok - 1,67 £ 1,68 0,00 = 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00 1,05 + 533
*748  asl-CN £(194-199) Pihlanto-Leppili et al. (1998) 0,00 = 0,00 0,00 + 0,00 0,67 + 1,38 2,31 + 2,85 0,55 + 1,38
791 as1-CN f(18-23) Yan Jin et al. (2016) 3,06 £ 4,15 1,41 £ 2,44 0,74 + 1,44 0,57 + 1,50 0,00 = 0,00
792 wsk - 1,89 + 2,63 1,21 + 1,85 1,92 + 2,61 2,77 £ 2,81 0,24 + 0,86
893 ok - 1,59 £ 1,70 0,00 = 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00 0,00 = 0,00
905 as1-CN f(17-23) Alli (1998) 13,07 + 17,21 0,28 + 0,98 0,00 = 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
910  as2-CN f(118-125) Yan Jin et al. (2016) 0,00 £ 0,00 0,38 = 1,11 0,00 £ 0,00 3,09 £ 2,99 0,27 £ 0,95
927 as2-CN f(83-89) Yan Jin et al. (2016) 0,74 + 0,92 1,49 + 2,43 0,35 + 1,18 0,56 + 1,39 0,00 + 0,00
928 B-CN f(134-141) Yan Jin et al. (2016) 0,68 + 1,25 1,36 + 2,18 2,25 + 2,88 2,39 + 2,44 1,28 + 2,21
943 as1-CN f(14-21) Yan Jin et al. (2016) 1,86 + 2,05 1,63 + 2,71 0,90 + 1,73 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
944  as2-CN f(196-203) Yan Jin et al. (2016) 1,80 + 3,03 0,69 = 1,37 1,42 + 2,28 1,30 + 2,07 0,00 = 0,00
1023 k-CN f(18-29) Exposito et al. (2006) 0,00 = 0,00 0,60 + 1,48 0,14 + 0,70 2,20 £ 2,34 0,39 + 1,22
1075 as2-CN f(80-88) Yan Jin et al. (2016) 0,00 £ 0,00 1,64 = 2,00 3,15 £ 3,58 0,00 + 0,00 0,00 = 0,00
1090 as1-CN f(25-34) Yan Jin et al. (2016) 0,57 + 0,75 1,33 + 2,07 1,08 + 2,13 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
1091  as1-CN f(191-199) Yan Jin et al. (2016) 0,68 + 0,98 0,29 *= 0,85 2,97 £ 3,20 0,17 = 0,88 0,00 = 0,00
1118 as1-CN (f15-23) Soeryapranata (2008) 246 + 1,74 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
1122 w% - 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 = 0,00 0,00 + 0,00 0,20 = 1,02
1123 as2-CN f(176-184 Yan Jin et al. (2016) 0,00 = 0,00 0,00 + 0,00 0,00 = 0,00 1,12 £ 2,46 427 + 494
1139 w% - 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00 0,00 = 0,00 1,38 + 2,37 2,84 + 4,11
*1141 as1-CN (1-9) Broadbent (1998) 2,28 + 1,89 0,00 + 0,00 0,74 + 1,82 0,85 + 2,13 0,57 + 1,66
*1151 B-CN £(199-209) Addeo (1992) 1,83 = 1,12 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
1152 B-CN £(197-207) Soeryapranata (2004) 047 + 0,84 0,00 + 0,00 0,08 + 0,29 1,83 £ 2,14 1,36 + 1,74
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(continuagdo)
m/z Peptideo sugerido Referéncia Dial Dial0 Dia20 Dia30 Dia50
1199 as1-CN f(23-32) Yan Jin et al. (2016) 3,32 + 3,66 0,32 £ 0,92 0,19 £ 0,95 0,00 = 0,00 0,00 £ 0,00
1204  osl1-CN f(143-151) Yan Jin et al. (2016) 2,58 + 1,64 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 = 0,00 0,00 £ 0,00
1221 k-CN f(42-51) Yan Jin et al. (2016) 0,70 + 1,01 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 = 0,00 0,00 £ 0,00
1237 as1-CN f(24-34) Yan Jin et al. (2016) 1,LI5 + 1,56 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 = 0,00 0,00 £ 0,00
*1247 as1-CN f(14-23) Soeryapranata (2008) 1,29 £ 1,09 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 = 0,00 0,00 £ 0,00
1265  as1-CN f(115-124) Soeryapranata (2008) 0,00 = 0,00 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00 6,31 + 2,81 0,00 £ 0,00
1312 B-CN f(152-163) Yan Jin et al. (2016) 0,00 = 0,00 544 + 387 405 = 3,19 13,15 = 7,19 5,58 + 597
1323  as2-CN f(115-126) Yan Jin et al. (2016) 0,00 = 0,00 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 = 0,00 3,70 £ 4,04
1334 B-CN f(134-144) Yan Jin et al. (2016) 0,00 = 0,00 0,14 + 0,71 0,00 = 0,00 1,01 = 2,50 1,33 + 2,66
1339  asl1-CN f(147-156) Yan Jin et al. (2016) 0,00 = 0,00 0,00 + 0,00 0,00 = 0,00 0,00 = 0,00 2,59 + 3,52
1345 w% - 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 = 0,00 2,26 £ 3,90
*1364 B-CN f(122-132) Ahtesh (2016) 0,00 = 0,00 3,86 = 1,83 2,65 + 1,58 8,10 + 241 5,76 £ 2,72
1376 as1-CN f(8-19) Yan Jin et al. (2016) 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,54 £+ 1,61 0,00 £ 0,00
1378 B-CN f(172-183) Yan Jin et al. (2016) 0,00 = 0,00 0,00 + 0,00 0,00 = 0,00 2,65 £ 2,69 0,00 £ 0,00
1386 w0k - 0,00 £ 0,00 0,00 = 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 = 0,00 0,39 + 1,16
%1393 B-CN £(194-206) Soeryapranata (2004) 0,00 = 0,00 0,00 + 0,00 0,00 = 0,00 5,89 + 3,12 0,00 £ 0,00
1405 k-CN f(127-140) Yan Jin et al. (2016) 0,00 £ 0,00 0,00 = 0,00 0,33 £ 091 0,00 = 0,00 0,00 £ 0,00
1506 B-CN £(194-207) YuFangLiu (2017) 0,00 = 0,00 3,87 £ 2,34 0,26 + 0,73 15,14 + 4,98 1,07 £ 1,72
1517 w0k - 0,00 £ 0,00 2,90 + 3,25 049 + 1,71 4,35 + 438 0,75 + 2,14
1528 ok - 0,00 = 0,00 0,00 + 0,00 0,00 = 0,00 3,77 £ 4,01 0,00 £ 0,00
1533  as1-CN f(150-161) Yan Jin et al. (2016) 0,00 = 0,00 2,37 + 3,35 1,26 + 2,37 525 + 4,28 0,00 £ 0,00
1536 as1-CN f(1-13) Gouldsworthy (1996) 2,62 + 2,24 5,38 + 5,12 3,51 = 4,06 16,49 + 11,46 2,12 + 381
*1556 B-CN £(193-206) Soeryapranata (2004) 0,00 £ 0,00 0,00 = 0,00 0,00 £ 0,00 0,22 + 0,85 0,00 £ 0,00
*1590 beta-cn £(195-209) Soeryapranata (2004) 0,00 + 0,00 0,06 + 0,30 0,07 £ 0,34 0,41 + 1,17 0,33 + 0,79
1619  asl-CN f(131-144) Yan Jin et al. (2016) 0,00 = 0,00 0,24 + 0,72 0,00 = 0,00 11,93 + 324 0,00 £ 0,00
*1665 as1-CN f(1-14) Soeryapranata (2004) 2,22 + 2,09 359 + 4,18 2,67 + 3,74 25,94 + 17,93 0,74 + 2,17
*1669 B-CN £(193-207) YuFangLiu (2017) 0,00 = 0,00 1,56 + 1,79 0,16 + 0,55 15,98 + 4,31 1,36 + 1,85
1682 wk - 0,00 + 0,00 2,70 + 283 0,28 + 0,82 0,22 + 1,10 0,00 + 0,00
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(continuagdo)
m/z Peptideo sugerido Referéncia Dial Dial0 Dia20 Dia30 Dia50
1687 B-CN f(125-139) Yan Jin et al. (2016) 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 093 + 2,59 7,50 £ 8,63 0,00 = 0,00
1691 k-CN f(41-54) Yan Jin et al. (2016) 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 425 + 3,82 0,00 = 0,00
1701 B-CN f(12-24) Soeryapranata (2004) 0,12 + 0,42 044 + 1,07 0,70 + 1,05 1,89 + 2,52 1,43 + 1,77
1703 wok - 0,34 + 0,82 0,38 + 1,95 0,27 + 1,35 6,21 + 6,56 0,00 £ 0,00
*1718 B-CN £(194-209) Soeryapranata (2004) 11,47 + 3,65 27,78 + 3,92 18,80 + 2,72 37,91 + 5,61 23,28 + 4,64
*1740 B-CN £(57-72) Padghan (2012) 1,24 + 1,26 10,11 + 494 8,73 + 4,84 10,95 £ 5,25 10,52 + 5,35
1756 w% - 3,49 + 1,60 6,43 + 3,53 5,76 + 3,13 748 + 4779 4,80 + 4,19
1782 B-CN £(193-208) Gouldsworthy (1996) 248 + 1,02 447 + 249 1,65 + 1,63 21,89 + 3,82 1,76 + 2,19
1804 w% - 0,00 = 0,00 0,37 + 1,36 041 = 1,41 821 + 3,81 7,17 + 4,50
1820 os1-CN f(180-196) Yan Jin et al. (2016) 0,07 + 0,33 0,00 + 0,00 0,00 = 0,00 6,26 + 4,52 440 + 390
1863  asl1-CN f(151-165) Yan Jin et al. (2016) 2,73 + 1,82 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00 0,00 = 0,00
1877 as1-CN f(1-16) Gagnaire (2001) 55,33 + 21,79 21,68 %= 14,25 5,85 + 592 6,53 + 6,46 0,00 = 0,00
*1881 B-CN £(193-209) Ong (2008); Lund (2004) 99,59 + 2,10 100,00 = 0,00 100,00 = 0,00 100,00 = 0,00 100,00 £ 0,00
1899  asl1-CN f(183-199) Yan Jin et al. (2016) 11,07 + 591 10,89 + 9,56 4,17 + 552 1,92 + 3,72 0,00 = 0,00
1903 B-CN f(126-142) Yan Jin et al. (2016) 13,84 + 5,83 31,31 + 14,79 37,94 + 18,11 24,29 + 9,04 37,30 + 1743
1905 as1-CN f(8-23) Yan Jin et al. (2016) 1,96 + 241 0,00 + 0,00 0,00 = 0,00 0,00 + 0,00 0,00 = 0,00
1915  asl1-CN f(180-196) Yan Jin et al. (2016) 25,66 + 13,77 6,79 + 7,61 191 + 3,08 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00
1919 ok - 33,32 + 13,27 19,38 + 8,44 24,02 + 11,77 18,17 + 7,82 20,01 + 11,29
1921 w0k - 1,90 + 427 5,09 + 6,34 3,35 + 4,96 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00
1925 as2-CN f(99-114) Yan Jin et al. (2016) 2,60 + 1,86 9,17 = 5,73 11,20 + 7,20 595 + 3,17 10,29 + 6,45
1937 w0k - 5,13 + 3,62 1,03 + 3,05 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
1941 *% - 6,51 + 3,35 7,35 £ 4,03 8,00 £ 5,08 546 = 3,76 6,46 + 4731
1947  0s2-CN f(107-123) Yan Jin et al. (2016) 2,10 = 1,34 3,88 + 5,02 6,31 + 5,89 0,00 + 0,00 491 + 4,56
1953 *% - 395 + 2,94 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 += 0,00 0,00 = 0,00
1957  asl1-CN f(136-151) Yan Jin et al. (2016) 4,95 + 2381 0,39 + 1,42 0,86 + 2,10 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
1959 wok - 2,61 + 235 0,56 + 2,05 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
1963 B-CN f(172-188) Yan Jin et al. (2016) 2,83 + 221 493 + 345 5,56 + 4,10 0,00 £ 0,00 3,06 + 3,70
1979 wk - 3,06 £ 2,69 040 + 1,14 1,63 + 2,34 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
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(continuagdo)

m/z Peptideo sugerido Referéncia Dial Dial0 Dia20 Dia30 Dia50
1991 as1-CN f(1-17) Broadbent (1998) 9,01 + 6,42 9,70 + 6,89 5,17 + 439 14,10 + 9,88 1,25 + 2,45
1995 wok - 145 + 1,32 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00
2013 w% - 0,60 + 0,97 3,70 = 4,07 1,99 + 3,05 3,02 + 4,19 0,00 £ 0,00
2029  asl-CN f(182-199) Yan Jin et al. (2016) 3,26 + 1,84 1,52 + 3,21 091 = 2,19 1,92 + 3,34 0,00 = 0,00
2107 B-CN f(191-209) Yan Jin et al. (2016) 0,04 = 0,19 0,75 + 1,32 0,40 = 0,76 041 + 1,27 044 + 1,19
2254  asl-CN f(125-144) Yan Jin et al. (2016) 1,07 + 1,78 0,07 + 0,33 0,00 = 0,00 0,00 + 0,00 0,11 + 0,58
2338 B-CN f(108-127) Yan Jin et al. (2016) 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,72 + 1,18
2347 ok - 1,56 + 1,77 2,15 £ 2,02 0,10 = 0,34 0,67 + 1,48 0,00 £ 0,00
2385 w% - 0,39 + 0,53 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 = 0,00
2462 ok - 0,58 + 0,75 1,66 + 1,60 1,17 £ 1,26 1,03 + 1,64 0,00 £ 0,00
2463 w% - 0,18 + 0,40 0,80 + 1,40 0,53 + 1,03 0,86 + 1,53 0,00 £ 0,00
2677 B-CN f(166—-189) Yan Jin et al. (2016) 0,66 = 0,75 2,27 + 2,08 1,47 + 1,30 1,09 + 1,76 0,00 = 0,00
2678 w% - 021 = 0,41 1,35 + 1,86 0,80 = 1,24 2,24 + 1,96 0,00 + 0,00
#2764 as1-CN f(1-23) Gagnaire (2001) 2,20 + 0,92 0,00 + 0,00 0,00 = 0,00 0,15 + 0,03 0,07 = 0,06
2801 w0k - 0,25 + 0,31 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
2825 ok - 0,00 = 0,00 0,37 + 0,72 0,00 = 0,00 0,92 + 1,14 0,00 = 0,00
2835 w0k - 0,59 + 0,54 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
2836 ok - 0,25 + 0,50 0,00 + 0,00 0,00 = 0,00 0,00 + 0,00 0,04 + 0,20
2878 w0k - 0,00 = 0,00 0,23 + 0,50 0,02 + 0,12 0,84 + 1,15 0,00 + 0,00
3050 asl-CN f(125-150) Yan Jin et al. (2016) 0,58 + 0,67 0,03 + 0,13 0,15 + 0,28 0,03 + 0,13 0,02 = 0,11
3051 *oE 0,52 + 0,77 0,06 + 0,23 0,02 + 0,12 0,00 £ 0,00 0,05 + 0,23

*Peptideos com potencial bioativo descrito na literatura;

**Peptideos ndo identificados.
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Dos 70 peptideos identificados na literatura, 15 podem ser considerados peptideos com
potencial bioativo com base em estudos anteriores (Tabela 7). Vale ressaltar que todos os
peptideos com potencial bioativo foram encontrados em todos os queijos em algum momento
da maturacdo e que nenhum dos peptideos identificados e descritos como bioativos foi
exclusivo de algum dos tratamentos. O peptideo B-CN £193-209 (m/z 1881), presente em maior
intensidade em todos os queijos durante os 50 dias de maturacdo, é também um peptideo
reconhecido por seu potencial bioativo, tanto como inibidor da enzima conversora de
angiotensina (ECA), como também como anti-microbiano (BIRKEMO et al. 2009; JIN et al.
2016). A maior intensidade do peptideo B-CN f193-209 (m/z 1881) para todos os queijos
durante os 50 dias de maturacdo revela que ele foiresistente a degradacdo enzimadtica frente aos
diferentes tratamentos avaliados neste trabalho, ou seja, o tratamento térmico do leite, o uso de
cultura adjunta e o tempo de maturagdo. O peptideo B-CN £193-209 (m/z 1881) é também
reconhecido como um peptideo amargo, cujo actimulo em queijos pode levar a defeito de sabor
(SOERYAPRANATA et al., 2002). Considerando-se que o amargor ¢ um atributo desejado em
certo grau de intensidade para o queijo Camembert, a resisténcia a degradacdo enzimaética,
aliada ao seu potencial bioativo, podem ser interessantes, tanto do ponto de vista sensorial como

do ponto de vista tecnolégico funcional.

Tabela 7 — Relacdo dos peptideos com potencial bioativo descritos na literatura e encontrados nos

queijos tipo Camembert fabricados.

m/z Peptideo Bioatividade reportada Referéncia da bioatividade
656 B-CN f(25-29) iECA e anti-carcinogénico Donkor et al., 2007; Exposito et al., 2007
748  o5-CN £(194-199) Imunomodulador e iECA Shahidi & Alasalvar, 2016
1141 051-CN f(1-9) iECA Saito et al., 2000
1151 B-CN £(199-209) iECA Ha et al., 2015
1247  05-CN f(14-23) iECA Anusha & Bindhu, 2016
1364 [B-CN f(122-132) iECA Frias et al., 2016
1393 B-CN £(194-206) iECA Villegas et al., 2014
1556 B-CN (193-206) iECA Meisel et al., 1994; Liu et al., 2017
1590 B-CN (195-209) {ECA Miguel et al., 2006; Quiro’s et al., 2007
1665  a4-CN f(1-14) Anti-microbiano Birkemo et al., 2009
1669 B-CN £(193-207) Imunomodulador e iECA Nongonierma, 2016
1718 B-CN £(194-209) iECA Stepaniak et al., 2001
1740  B-CN {(57-72) Opidide e iIECA Jarmolowska et al.,1999; Quiro’s et al., 2007
1881 B-CN (193-209) Anti-microbiano e iECA Birkemo et al., 2009; Jin et al., 2016

2764  04-CN f(1-23) imunomodulador e Anti-microbiano Hayes et al., 2006; Martinez_maqueda, 2013

iECA = inibidor da enzima conversora de angiotensina
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A complexidade da protedlise do queijo tipo Camembert € claramente evidenciada pelos
espectros de massas (Figura 7, 8, 9 e 10) e pelo perfil de peptideos obtidos (Tabelas 3,4, 5 e 6).
Além das enzimas presentes nos queijos, que podem hidrolisar as diferentes fragdes caseica
gerando uma enorme variedade peptideos, o gradiente de pH desenvolvido durante a maturacao
dos queijos Camembert corrobora para com essa complexidade. Nos diferentes queijos
fabricados neste trabalho, as enzimas sdo originérias do leite cru ou pasteurizado, da cultura
lactica iniciadora, constituida de Lactococcus lactis subsp lactis e Lactococcus lactis subsp
cremoris, da cultura secunddria do fungo Penicilium candidum, da adi¢do da cultura adjunta
Lb. rhamnosus GG e das NSLAB. Assim, o pH varidvel na superficie e no centro dos queijos
(Figura 4) pode proporcionar ambientes favordveis e/ou desfavordveis para a atividade das
enzimas envolvidas na matura¢do em diferentes momentos,

Apesar dessa complexidade, alguns comportamentos podem ser destacados. Observa-se
que o peptideo as 1-CN f1-23 (m/z 2764) esté presente no primeiro dia de matura¢io dos quatro
diferentes queijos produzidos. Este peptideo € originério da classica hidrolise da osi-caseina
pela quimosina residual na ligacdo peptidica Phe»s-Phess. Considerando-se que a quantidade de
quimosina retida nos queijos é diretamente proporcional ao seu conteido de umidade, que a
quimosina € altamente especifica e que seu pH de atividade 6tima € ao redor de 5,5 (FOX et al.
2004), é razodvel esperar o aparecimento do peptideo os1-CN f1-23 (m/z 2764) mais
pronunciado nos primeiros dias de maturagdo. A clivagem inicial da os1-CN na ligacdo Pheos-
Phe»4 possibilita a acdao de outras enzimas sob as duas fracdes da as1-CN formadas, originando,
posteriormente, os peptideos de baixo peso molecular como as1-CN f 18-23 (m/z 791), as1-CN
£ 17-23 (m/z 905), e as1-CN f15-23 (m/z 1118), bem como os pequenos peptideos com potencial
bioativo como o as1-CN f 14-23 (m/z 1247) e 051-CN f 194-199 (m/z 748) (SHAHIDI &
ALASALVAR, 2016; ANUSHA & BINDHU, 2016).

Outros sitios de hidrélise que podem ser pressupostos referem-se a agao do Lactococcus
lactis subsp. lactis, que produzem enzimas capazes de clivar as ligagdes Hiss-Glng; Glng-Glyio;
GlIni3-Gluis; Leuis-Asni7 e Leuni-Argos da fragdo asi-caseina (MCSWEENEY, 2004; FOX,
2000), mais especificamente, utilizando como substrato o peptideo as1-CN f1-23 previamente
produzido pela acdo da quimosina. Essa hidrdlise pode ser responsdvel pelo aparecimento, para
todos os queijos, dos peptideos as1-CN f 14-21 (m/z 943), as1-CN f 1-16 (m/z 1877), as1-CN
f(1-13) (m/z 1536) e ainda do peptideo com potencial bioativo as1-CN f(1-9) (m/z 1141) (SAITO
et al., 2000). Embora diversos sitios de clivagem sejam relacionados na literatura a acao de
enzimas produzidos por diferentes cepas de Lb. rhamnosus (GUO et al., 2016), ndo foi possivel

relacionar peptideos exclusivos nos queijos em que essa cultura adjunta foi adicionada.
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A Anilise Discriminante pelo método de Quadrados Minimos Parciais (PLS-DA) para
cada tratamento ao longo do periodo de maturacdo foi realizada com o intuito de melhor avaliar
a separa¢do entre os queijos com base mo perfil de peptideos. Além disso, o método evidencia
os peptideos mais importantes para a separa¢cdo dos queijos através dos graficos de VIP scores.
A andlise entre os diferentes tratamentos de queijo tipo Camemebert foi baseada nas duas
primeiras componentes principais, que juntas, explicavam mais de 50% dos dados, explicadas
por uma variancia total de dados de 52,9 %, 50,1 %, 50,6 % e 50,5 %, como se observa na

Figura 11.
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Figura 11 - Andlise discriminante pelo método de quadrados minimos parciais (PLS-DA). Gréficos de escores e de pesos, respectivamente, para o queijo tipo

Camembert (leite cru) (a e b), queijo tipo Camembert (leite cru e Lb. rhamnosus) (c e d), queijo tipo Camembert (leite pasteurizado) (e e f) e queijo tipo

(*) 1, (») 10, (=) 20, (*) 30 e (=) 50 dias de maturacdo. CS: queijo obtido de leite cru; CR:

Camembert (leite pasteurizado e Lb. rhamnosus) (g e h). Apés

queijo obtido de leite cru e cultura adjunta; PS: queijo obtido de leite pasteurizado; PR: queijo obtido de leite pasteurizado e cultura adjunta.
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Observa-se nos graficos de escores (Figura 11 a, c, e, g) que em todos os casos € possivel
verificar clara separa¢do do perfil de peptideos durante a maturacao. Para ambos os tratamentos
em que se utilizou leite cru, independentemente do tipo de cultura (Figura 11 a, c), foi possivel
observar evidente separacdo entre o perfil de peptideos dos queijos em trés grupos distintos.
Um primeiro grupo contendo os queijos com um dia de matura¢do. Um segundo grupo contendo
os queijos apds 10, 20 e 30 dias de maturacdo e, por fim, um terceiro grupo de peptideos
referentes aos queijos com 50 dias de maturagcdo. Para os queijos obtidos a partir de leite
pasteurizado sem adicdo de cultura adjunta (Figura 11 e) foi possivel evidenciar a separag@o do
perfil de peptideos do primeiro dia de maturagdo dos perfis dos demais dias, sendo que todos
os perfis de peptideos, com excecdo do perfil do primeiro dia de maturacdo, possuem dreas de
intersec¢do. Os queijos obtidos a partir de leite pasteurizado com adicdo de cultura adjunta de
Lb. rhamnosus (Figura 11 f) apresentaram dois grupos distintos de peptideos. O primeiro grupo
contendo o perfil de peptideos do primeiro dia de maturagdo e o segundo grupo contendo os
demais perfis de peptideos. Esses resultados sugerem que os queijos fabricados com leite cru,
que possuem maior diversidade de proteases, apresentam diferenciacdo do perfil de peptideos
melhor definida ao longo da maturacio, quando comparado ao queijos obtidos a partir de leite
pasteurizado.

Observa-se que as varidveis de maior peso para discriminacido dos queijos ao longo da
maturacdo (Figura 11 b, d, f, h) foram iguais para os queijos obtidos a partir de leite cru,
adicionado ou ndo de cultura adjunta de Lb. rhamnosus, diferindo-se apenas por um peptideo
de peso positivo maximo na componente 1. Nos queijos produzidos com leite pasteurizado,
adicionado ou ndo de cultura adjunta, os peptideos de maior peso diferiram em ambas as
componentes. Esses resultados sugerem que a adic@o da cultura adjunta € mais importante para
a modifica¢do do perfil de peptideos em um meio de microbiota mais controlada. Os peptideos
de maior peso para o queijo tipo Camembert (leite cru) foram os B-CN f193-209 (m/z 1881) e
as1-CN f1-14 (m/z 1665) para a componente 1, ambos com potencial bioativo, e as-CN f1-16
(m/z 1877) e B-CN £193-208 (m/z 1782) para a componente 2 (Figura 11 b). Para os queijos tipo
Camembert (leite cru e Lb. rhamnosus) os peptideos de maior peso foram também os peptideos
B-CN £193-209 (m/z 1881) e as1-CN f1-14 (m/z 1665) para a componente 1 e as1-CN f1-16 (m/z
1877) e B-CN f193-207 (m/z 1669) (Figura 11 d) , este dltimo com potencial bioativo
(NONGONIERMA, 2016). Para o queijos tipo Camembert (leite pasteurizado) os peptideos de
maior peso foram um peptideo ndo identificado (m/z 1804) e B-CN £193-209 (m/z 1881) para a
componente 1 e os peptideos os1-CN f1-16 (m/z 1877) e B-CN f94-209 (m/z 1718) para a
componente 2, este iltimo com potencial bioativo (STEPANIAK et al., 2001). Para os queijos
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tipo Camembert (leite pasteurizado e Lb. rhamnosus) os peptideos de maior peso foram os
peptideos B-CN f126—142 (m/z 1903) e B-CN 152163 (m/z 1312) para a componente 1, e osi-
CN f1-16 (m/z 1877) e B-CN f126—-142 (m/z 1903) para a componente 2.

As fragdes peptidicas mais importantes para a separagao dos diferentes tratamentos foram
selecionadas de acordo com o critério de sele¢do dos valores de VIP escore (VIP>1) e sdo

apresentadas na Figura 12.
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Figura 12 — Peptideos importantes para a discriminag@o dos queijos identificados por PLS-DA para o
queijo tipo Camembert (leite cru) (a), queijo tipo Camembert (leite cru e Lb. rhamnosus) (b), queijo tipo
Camembert (leite pasteurizado) (c), queijo tipo Camembert (leite pasteurizado e Lb. rhamnosus) (d). As

caixas coloridas a direita indicam as concentracdes relativas dos correspondentes metabdlitos em cada

grupo em estudo. VIP score > 1 € considerado estatisticamente significante.

Observa-se na Figura 12 que um grande nimero de peptideos foram importantes para a

discriminacdo dos queijos identificados por PLS-DA, o que mais uma vez caracteriza a
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complexidade da da protedlise do queijo tipo Camembert. Para se ter uma ideia dessa
complexidade, a avaliacdo do perfil de peptideos de dez amostras de queijo Prato comerciais,
sem qualquer controle das condi¢cdes de processamento e maturacao, resultou em apenas nove
peptideos significativos para a discriminacdo dos queijos (BAPTISTA et al. 2017).

A despeito da complexidade de peptideos, observa-se na Figura 12 o seguinte
comportamento: cinco peptideos foram importantes para todos os queijos [as1-CN f1-16 (m/z
1877), B-CN 126142 (m/z 1903), as1-CN f180-196 (m/z 1820), as 1-CN 183—-199 (m/z 1899)
e o peptideo (m/z 1803) ndo identificado]; apenas um peptideo bioativo estd presente somente
nos queijos fabricados com leite cru [B-CN £193-206 (m/z 1556)], enquanto dois peptideos sdo
significativos exclusivamente para os queijos fabricados com leite pasteurizado [B-CN f194-
209 (m/z 1718) e B-CN f122—-132 (1364)] e nenhum peptideo significativo foi exclusivo para
os queijos adicionados de cultura adjunta de Lb. rhamnosus GG.

Observa-se na Figura 12 que o peptideo as1-CN f1-16 (m/z 1877) teve grande
importancia na diferenciacdo dos queijos e que sua concentracdo diminuiu com o avanco da
maturacdo. Este peptideo € obtido, possivelmente, pela hidrolise da fracido as1-CN f1-23 (m/z
2764) por acdo de enzimas produzidas pela cultura acidificante. O peptideo potencialmente
bioativo B-CN £194-209 (m/z 1718), apesar de ter importancia apenas para a diferencia¢do dos
queijos em que se utilizou leite pasteurizado, apareceu com grande intensidade em todos os
tratamentos. Ja os peptideos potencialmente bioativos B-CN 193-206 (m/z 1556) e B-CN f193-
207 (m/z 1669), importantes para a separacao dos queijos obtidos de leite cru, aumentaram de
intensidade ao longo do tempo e apresentaram maior intensidade, de forma geral, quando
comparado com os queijos obtidos de leite pasteurizado, verificado tanto pelos seus valores
brutos (Tabela 3, 4, 5 e 6) como pelo seus altos escores VIP (Figura 12). Tal fato pode decorrer
da importincia de culturas contaminantes naturais do leite cru em hidrolisar peptideos diversos
de forma menos especifica e, portanto, mais eficiente, uma vez que proteases de alta
especificidade (e.g. quimosina e renina) clivam apenas grandes fracdes proteicas e tem acao
restrita apds essa protedlise inicial (FOX, 2004).

Os peptideos bioativos importantes para a diferenciacdo dos queijos foram todos
derivados da B-CN: peptideos B-CN f122—-132 (m/z 1364); B-CN f193-206 (m/z 1556); B-CN
£193-207 (m/z 1669); B-CN f194-209 (m/z 1718) e B-CN f57-72 (m/z 1740). Conforme
demonstrado por eletropfore capilar, a B-CN foi a fracdo caseica apresentou maior hidrolise
quando comparada as fracOes asi-caseina e para-k-caseina. No entanto, esses peptideos nao

foram significativos para todos os tratamentos, como se pode observar na Figura 13, que
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apresenta a intensidade relativa dos peptideos bioativos, significativos ou ndo, para os queijos

tipo Camembert avaliados durante 50 dias de maturacao.
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Figura 13 — Intensidades relativas (%) dos peptideos B-CN £122—132 (m/z 1364); B-CN £193-206 (m/z
1556); B-CN £193-207 (m/z 1669); B-CN £194-209 (m/z 1718) e B-CN £57-72 (m/z 1740) ao longo dos
50 dias de maturacdo. (a) queijo tipo Camembert (leite cru); (b) queijo tipo Camembert (leite cru e Lb.
rhamnosus); (c) queijo tipo Camembert (leite pasteurizado); (d) queijo tipo Camembert (leite

pasteurizado e Lb. rhamnosus) (*) peptideo com VIP>1.

Diversos outros peptideos bioativos ndo significativos para a diferenciacdo dos queijos
foram identificados (Tabela 3, 4, 5, 6). No entanto, embora ndo significativos para a
diferenciacdo dos queijos, ndo se pode afirmar se teriam ou ndo um potencial bioativo em
estudos conduzidos in vivo com modelo animal ou humano.

Outra forma de analisar o perfil de peptideos buscando diferenciar o efeito entre
tratamentos foi através da andlise discriminante pelo método de quadrados minimos parciais
(PLS-DA) durante o periodo de maturagdo. A andlise entre os diferentes queijos tipo
Camemebert foi baseada nas duas primeiras PCs, que juntas explicaram mais de 50% dos dados,
com excecdo dos tempos onde ndo houve separacio, explicadas por uma variancia total de

dados conforme apresentado na (Figura 14).



79

Observa-se nos graficos de escore da Figura 14 (a, c, e, g, i) que ndo houve separacao
dos grupos de peptideos analisados no primeiro dia de matura¢do. No entanto, apds 10 dias
observa-se uma tendéncia a separagao entre os queijos tipo Camembert obtidos a partir de leite
cru e leite pasteurizado, independentemente do tipo de cultura.

Vale destacar ainda um aumento gradativo da porcentagem de explicacdo das
componentes e separacdo destes dois grupos até o dltimo dia de maturacio analisado, passando
de 41,1 % para 65,2%. A falta de separag@o dos grupos no primeiro dia de maturacdo indica
que os queijos possuiam perfis de peptidicos muito semelhantes imediatamente apds a
fabricacdo. No entanto, com o avango da maturacdo, observou-se clara diferenciacdo do perfil
peptidico, o qual foi separado em dois grandes grupos: queijos obtidos a partir de leite cru e
obtidos a partir de leite pasteurizado. Os graficos de VIP scores, representados na Figura 15
apresentam os peptideos mais importantes para a discriminac¢ao dos queijos obtidos a partir de

leite cru ou pasteurizado, apds 10, 20, 30 e 50 dias de maturagdo.
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Figura 14- Andlise discriminante pelo método de quadrados minimos parciais (PLS-DA). Graficos de escores dos queijos tipo Camembert ao 1° dia de maturagdo
(a), ao 10° dia de maturagdo (c), ao 20° dia de maturagdo(e), ao 30° dia de maturagdo(g) e ao 50° dia de maturagdo (j); graficos de pesos dos queijos tipo
Camembert ao 1° dia de maturacdo(b), ao 10° dia de maturacdo(d), ao 20° dia de maturacao(f), ao 30° dia de maturac@o(h) e ao 50° dia de maturacao. (*) CS-

Queijo tipo Camembert (leite cru) (+) CR-Queijo tipo Camembert (leite cru e Lb. rhamnosus); (*) PS-Queijo tipo Camembert (leite pasteurizado); (¢) PR -Queijo

tipo Camembert (leite pasteurizado e Lb. rhamnosus).
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1820 as1-CN f{180-196) 1.16
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*1665 osl-CN f{1-14) 2,14
1919 Nio identificado 1.86
1506 p-CN f{194-207) 1.54
#1536 asl-CN f{1-13) 1.53
1619 asl-CN f{131-144) 143
1925 as2-CN f{99-114) 128
*1718 B-CN f{194-209) 1.22
*1740 B-CN f{37-72) 1,15
*1669 p-CN f{193-207) 1.13
1075 os2-CN f{80-88) 1.04
1963 B-CN f{172-188) 1,03
*1393 B-CN f{194-206) 1.03
1091 as1-CN f{191-199) 1,02
1991 asl-CN f1-17) 1.01
1703 Nio identificado 1,01

m'z Peptideo Escore VIP
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1804 Nio identificado 1.10
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1925 as2-CN f{99-114) 1.07
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Figura 15 — Peptideos importantes para discriminagdo dos queijos identificados por PLS-DA para os

queijos tipo Camembert no 10° (a), 20° (b), 30° (c) e 50° dia de maturacgdo (d). As caixas coloridas a

direita indicam as concentragdes relativas dos correspondentes metabdlitos em cada grupo em estudo.

VIP score > 1 é considerado estatisticamente significante. (*) Peptideos potencialmente bioativos

identificados na literatura; queijo obtidos de leite cru sem cultura adjunta (Cru), obtido de leite cru e

cultura adjunta Lb. rhamnosus GG (Cru+Rh), obtido de leite pasteurizado sem cultura adjunta (Past), e

obtido de leite pasteurizado e cultura adjunta Lb. rhamnosus GG (Past+Rh).
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Observa-se que houve separacdo expressiva dos queijos através dos seguintes peptideos
potencialmente bioativos: B-CN £194-206 (m/z 1393), as1-CN f1-13 (m/z 1536), B-CN £193-206
(m/z7 1556), 051-CN f1-14 (m/z 1665), B-CN £193-207 (m/z 1669), B-CN £194-209 (m/z 1718) e
B-CN 57-72 (m/z 1740). Nota-se que apds 10, 20 e 50 dias de maturacdo, tais peptideos foram
separados de forma mais relevante, definida e afastada entre os tratamentos, com separacgao
evidente do perfil de peptideos através de suas intensidades relativas nos queijos obtidos de
leite cru e pasteurizado.

Dos seis peptideos potencialmente bioativos identificados ap6s 30 dias de maturacio,
quatro apresentaram intensidade relativa maior para os queijos nao adicionados de cultura
adjunta de Lb. rhamnosus GG. Os outros dois apresentaram intensidade relativa maior nos
queijos com cultura adjunta, como pode se observar pela distin¢cdo de cores de intensidade dos
peptideos. Esses resultados sugerem que o grande potencial proteolitico da cepa utilizada neste
trabalho, descrito por Savijoki et al. (2006), possui tanto capacidade de hidrolisar sequencias
internas de pequenas fracdes caseicas, originando peptideos potencialmente bioativos de
maneira mais efetiva e inespecifica, como também a capacidade de hidrolisar peptideos
potencialmente bioativos anteriormente formados.

Peptideos potencialmente bioativos discriminantes para a separacdo no 30° dia de
maturacdo foram separados também entre os queijo adicionados ou nao de cultura de Lb.
rhamnosus GG, o que sugere a necessidade de andlise quimiométrica isolada deste fator. Na
Figura 16 podemos corroborar através do PLS-DA isolado dos tratamentos com e sem adigao
da cultura adjunta de Lb. rhamnosus GG aos 20 e 30 dias de maturacdo, que realmente ha
diferenciac@o do perfil de peptideos decorrentes da adi¢do desta cepa. Confirmando que, apesar
de té€nue, frente 4 comparacio da influéncia do tratamento térmico e da mudanga ao longo da
maturacdo, a alteracdo e diferenciacdo do perfil de peptideos pela cultura adjunta é também

significativa em algum momento.
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Figura 16 — Peptideos importantes identificados por PLS-DA para os queijos tipo Camembert obtidos de leite cru com e sem cultura adjunta aos 20 dias de

maturacio (a), queijos tipo Camembert obtidos de leite cru com e sem cultura adjunta aos 30 dias de maturacdo (c), queijos tipo Camembert obtidos de leite

pasteurizado com e sem cultura adjunta aos 20 dias de maturacdo (e) e queijos tipo Camembert obtidos de leite pasteurizado com e sem cultura adjunta aos 30

dias de maturag@o (g). (*) queijo com cultura adjunta de Lb. rhamnosus GG; (*) queijo sem cultura adjunta.




85

4.6. Analise sensorial
4.6.1 Perfil Flash

Os provadores utilizaram diferentes termos para a caracteriza¢do dos queijos segundo
aparéncia, textura, aroma e sabor. O nimero de atributos variou entre 5 € 9, com uma média de
7 atributos para cada participante e um total de 51 termos de diferenciacdo (Figura 17).

Os dados obtidos geraram um total de 2 dimensdes, das quais as duas explicavam 100%

do total de dados (Tabela 8).

Tabela 8 - Explicacdo (%) da solu¢do multidimensional para o Perfil Flash

PC1 PC2
Autovalor 3,503 0,750
Variabilidade (%) 82,367 17,633

% acumulada 82,367 100,000
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A Figura 18 representa a diferenciacio dos diferentes tratamentos no espaco
bidimensional. Observa-se uma clara separacdo entre as amostras, tendo em vista a
diferenciacdo consistente entre elas. O consenso entre a equipe é confirmado pela baixa
variancia residual dos julgadores na solucdo bidimensional (Figura 19), variando de 14% a
27%. O bom consenso entre os avaliadores demonstrado no teste pode ser devido a facilidade
de ordenacdo para o produto em questao. Resultados parecidos foram apresentados na descri¢ao
de bebidas comerciais de soja por Perfil Flash, na qual houve um intervalo de variincia residual

de 27 a 60% por provador para uma solugao tridimensional (TERHAAG & BENASSI, 2011).

Objetos (eixos F1 e F2: 100,00 %)

1 T PS50
CS50 °
[ ]

F2 (17,63 %)

°
PR50

-3 -2 -1 0 1 2 3
F1(82,37 %)

Figura 18 - Configurac¢do do consenso das amostras dimensdes D1 e D2. CS= queijo tipo Camembert
(leite cru); PS= queijo tipo Camembert (leite pasteurizado); PR= queijo tipo Camembert (leite

pasteurizado e Lb. rhamnosus).
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Residuos por configuragao
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Figura 19 - Distribui¢io da variancia residual dos provadores na solu¢io bidimensional.

Na Tabela 9 estdo listados os atributos levantados pelos provadores, os quais se
aproximaram da linguagem do consumidor, e suas respectivas correlagdes com as dimensoes 1
e 2. Como critério de escolha dos termos mais relevantes para descricdo da amostra, optou-se
por utilizar atributos coincidentes entre varios provadores e com correlacdo, em mddulo, para
cada provador superior ou igual a 0,5 (TERHAAG & BENASSI, 2011). Os termos mais citados
foram gosto doce (correlagdo negativa em D1), gosto dcido/azedo (correlacdo positiva em D1),
textura arenosa (correlagdo negativa em D1 e correlacio positiva em D2) e aroma caracteristico

(correlag@o negativa em D1 e correlag@o positiva em D2).
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Tabela 9 - Atributos melhor correlacionados (Jr|) com as duas primeiras dimensdes (D1, D2) para cada

um dos 15 provadores no Perfil Flash.

Provador D1

D2

Aroma. Fungo (-0,60); Maciez (0,60); Sb.
Caract (0,99); Text. Lisa (0,99); Sabor de fungo
(-0,99); Salgado (-0,99); Casca dura (-0,99)

Aroma de Fungo (0,80); Maciez (-0,80); Sb.
Amodniacal (-0,92)

Cremoso (-0,99); Sb. Amoniacal (0,99); Text.
Mole (-0,99); Sb. Caract. (0,60); Picancia
(0,60); Firmeza (-0,99); Sb. Ricota (-0,99); Sb.
Fungo (-0,99)

Sabor. Caractaristico. (-0,79); Picancia (-0,79)

Extensdo de maturacdo (0,99); Ar. Amdnia (-
0,92); Brilho (0,92); Amargor (-0,99); Maciez
(0,99); Picancia (0,92); Sb. Amonia (0,92)

Picéancia (0,92); Sabor. Amonia (0,92)

Brilho (0,99); Opacidade (-0,99); Amargor
(0,99); Adesividade (-0,99); Salgado (-0,99);
Firmeza (-0,99)

Casca macia (-0,92); Casca amarga (-0,92)

Maci,ez (-0,99); Salgado (-0,99); Amargor (0,60;
Ar. Acido (0,99); Cor amarela (-0,99);
Borrachento (-0,99); Umami (-0,60)

Amargor (-0,79); Casca dura (0,92); Umami
0,79)

Brilho (0,99); Text. Mole (-0,99); Ar. Manteiga
(0,99); Sb. Manteiga (0399); Amargor (-0,79);
Sb. Acido (-0,99); Ar. Acido (-0,99)

Maciez (-0,92); Amargor (-0,60)

Text. Mole (-0,92); Brilho (0,99); Amargor (-
0,99); Cremoso (-0,99)

Gosto Amargo (0,92); Aroma Caract. (0,92)

Ap. Sélida (-0,99); Brilho (0,99); Text. Pastosa
(0,99); Amargor (-0,92); Salgado (0,60); Cor
branca (-0,99)

Salgado (-0,79)

Cremoso (-0,79); Maciez (0,60); Amargor
(0,92); Quebradigo (-0,99); Sb. Amoniacal (-
0,92)

Cremoso (-0,60); Maciez (-0,79);

10

Cor uniforme (-0,99); Firmeza (-0,99); Amargor
(:0,60); Pegajoso (0,99); Cor branca (-0,99); Ar.
Acido (0,79)

Amargor (0,79); Aroma Acido (0,60)

11

Cremoso (-0,79); Amargor (-0,99); Interior
macio (0,99); Ar. Doce (0,93); Ar. Queijo (-
0,99); Sb. Caract (0,99); Casca dura (0,99)

Cremoso (-0,60)

Salgado (0,60); Amargor (0,60); Seco (-0,99);
Cremoso (-0,92); Brilho (0,99)

Salgado (-0,79); Amargor (-0,79)

Firmeza (-0,99); Cremoso (-0,92); Sb. Acido (-
0,99); Amargor (-0,60); Salgado (-0,99)

Sabor Residual (-0,92); Amargor (-0,79)

Maturado (-0,99); Sb. Lacteo (0,99); Firmeza
(0,99); Ar. Caract. (-0,92); Maciez (-0,99);
Uniforme (-0,99)

Amargor (-0,92)

Cor branca (0,92); Cremoso (-0,92); Ar. Amonia
(-0,92); Amargor (-0,92); Picancia (-0,92); Sb.
Residual (-0,92)

Sabor Maturado (0,92); Sabor Manteiga
(0,92); Casca dura (0,99)

Observa-se na Figura 20 o agrupamento dos dados coletados na andlise sensorial de

Perfil Flash. Como relatado anteriormente, observa-se pouca dispersdo dos resultados e boa

repetibilidade dos provadores e uma clara diferenciacdo entre as 3 amostras.
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Objetos (eixos F1 e F2: 100,00 %)
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Figura 20 - Agrupamento e dispersdo dos dados obtidos através da técnica de perfil Flash para os 3
queijos analisados (®) CS= queijo tipo Camembert (leite cru); (®)PS= queijo tipo Camembert (leite
pasteurizado) ; (®)PR= queijo tipo Camembert (pasteurizado e Lb. rhamnosus) ; (A )consenso de cada

grupo de amostras.

4.6.2 CATA (Check-all-that-apply)

Diferencas significativas nas frequéncias dos termos descritos pelos provadores foram
encontradas para 21 termos dos 50 avaliados na andlise, sugerindo que o método CATA foi
capaz de detectar diferencas nas percepcdes dos participantes, como demonstrado na Tabela 10.
O quejjo tipo Camembert ideal foi descrito como apresentando sabor e aroma caracteristicos,
cremosidade, aroma amoniacal e sabor amargo, cor branca, brilhante e textura lisa e uniforme
em concordancia com as caracteristicas do queijo descritas por McSweeney (2004) e Engel et

al. (2001).
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Tabela 10 — Frequéncia dos provadores que selecionaram cada um dos termos na andlise

CATA. (continua)

Queijo tipo
Camembert (leite
Camembert Camembert (leite pasteurizado e Lb.
Atributos IDEAL (leite cru) pasteurizado) rhamnosus)
1-Cor Amarela* 28 27 23 37
1-Cor Branco 60 56 58 53
1-Brilhante* 44 54 11 44
1-Casca Mole 8 13 6 7
1-Centro Firme* 9 11 50 25
1-Mole/cremoso* 51 63 34 48
1-Firme/s6lida* 11 3 23 14
1Granulosa 3 3 9 8
1-Lisa/Uniforme* 35 41 27 32
1-Maturado* 32 23 21 36
1-Muito fungo 10 12
1-Nao Maturado 1 1
1-Olhaduras 0 8
1-Opaco* 13 5 20 18
1-Pouco Fungo 8 4 10 7
1-Caracteristica 26 17 14 22
2-Lisa/Uniforme 44 39 33 36
2-Arenoso 2 3 10
2-Borrachento* 9 10 21
2-Firme* 10 7 39 22
2-Mole/cremoso* 60 72 35 52
2-Dura/rigida 1 2
2-Muito firme 1
2-Casca dura 31 30 33 36
2-Casca crocante 9 18 23 16
2-Pegajoso 0 1 0 0
2-Caracterisrica 23 17 10 15
3-Amoniacal* 40 20 17 40
3-Azedo/acido 7 22 24 17
3-Queijo 46 40 38 40
3-Amanteigado 28 29 26 24
3-Maturado 27 16 23 24
3-Ardido 3 5 8 9
3-Sem aroma 0 2 2
3-Caracteristico 35 23 21 29
4-Amoniacal* 58 10 12 56

4-Amanteigado 37 42 36 29
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(continuagdo)
Queijo tipo
Camembert (leite
Camembert Camembert (leite pasteurizado e Lb.
Atributos IDEAL (leite cru) pasteurizado) rhamnosus)
4-Amargo* 55 40 36 64
4-Am. residual 24 43 41 34
4-Azedo/acido* 6 17 28 4
4-Complexo 19 17 17 18
4-Salgado 46 46 38 34
4-Doce* 8 7 1 11
4-Frutado* 8 1 3 9
4-Lacteo/leite 44 33 36 40
4-Metdlico 4 11 7 10
4-Rangoso 5
4-Ricota
4-Terroso* 27 16 16 30
4-Picante* 20 9 7 25
4-Fungo 12 15 16 12
4-Umami* 2 8 0
4-Sem sabor 0 0 1 0
4-Caracteristico*® 29 21 14 29

* Diferenca significativa a p < 0,05 ) de acordo com o Teste Q de Cochran
1: atributo relacioando 4 aparéncia; 2: atributo relacioando 4 textura; 3: atributo relacionado 4 aroma; 4: atributo
relacionado 4 sabor.

As primeiras duas dimensdes explicam 90,59% da variancia total dos dados. A terceira
dimensado fornece apenas 9,41% de explicagdo dos dados, e ndo apresentaram informagoes
relevantes na caracterizagdo das amostras. Os queijos obtiveram boa separacao de atributos,
tendo o queijo tipo Camembert (leite pasteurizado e Lb. rhamnosus) se aproximado da amostra
ideal (Figura 21), sendo correlacionada com atributos como sabor e aroma amoniacal e
caracteristico, sabor picante, terroso e amargo. O queijo tipo Camembert obtido de leite
pasteurizado sem cultura adjunta foi o que mais se distanciou do produto ideal, sendo
relacionado com atributos como de textura borrachenta, firme e aparéncia opaca. Em
contrapartida, o queijo tipo Camembert (leite cru) posicionou-se na drea com maior nimero de
descritores, sugerindo que apesar do distanciamento da amostra ideal, este queijo possui

caracteristicas sensoriais complexas e bastante divergentes em rela¢do as outras amostras.
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Grafico simétrico
(eixos F1 e F2: 90,59 %)
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Figura 21 - Representacdo das amostras de queijo tipo Camembert, do produto ideal e dos termos na
solucdo bidimensional na andlise CATA. Legenda: CS= queijo tipo Camembert obtido de leite cru; PS=
queijo tipo Camembert obtido de leite pasteurizado; PR= queijo tipo Camembert obtido de leite

pasteurizado e Lb. rhamnosus GG. ( A)Amostras; (®)Atributos descritivos.

A analise CATA possibilitou ainda elencar os atributos essenciais ou
interessantes para o queijo tipo Camemebert, bem como os atributos que ndo influenciam ou
afetam negaticamente a avalia¢do sensorial do produto. Os atributos de aparéncia “brilhante” e

de sabor “amoniacal” foram classificados como atributos necessarios para este tipo de queijo.
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Os atributos de textura “mole” e sabor “amargo” foram classificados como interessantes.
Atributos como textura “lisa/uniforme” e sabor “salgado” ndo influenciaram avaliagdo sensorial
do produto. Adicionalmente, o atributo de aroma “azedo/acido” foi classificado como negativo
para o queijo Camembert.

Por fim, a andlise de aceitacdo global aplicada juntamente ao CATA revelou quais
atributos tiveram maior correlacdo com a aceitacio do produto (Figura 22), além de demonstrar
a relacdo destes atributos com o produto ideal descrito pelos provadores e o valor médio na

escala hedonica de nove pontos para os tratamentos (Tabela 11).

PCA (eixos F1 e F2)
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Figura 22 - Representacdo dos atributos que melhor se correlacionaram com notas altas de aceitagdo

global na solucdo bidimensional na andlise CATA.
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Tabela 11 — Aceitacdo global dos queijos tipo Camembert (Média + Desvio Padréo) (n=80).

Queijo tipo
Camembert Camembert Camembert (leite pasteurizado e
(leite cru) (leite pasteurizado) Lb. rhamnosus)
Aceitacdo
global 6,2 £1,05b 6,1 £1,65b 7,5 +1,11a

Apesar do bom resultado na aceitacdo global de todos os queijos no qual o valor 6 e 7
na escala de 9 pontos correspondem a gostei ligeiramente e gostei moderadamente
respectivamente, o resultado de aceitacdo global mostrou que é possivel melhorar as
caracteristicas sensoriais do queijo tipo Camembert de maneira significativa através da adicdo
da cultura adjunta de Lb. rhamnosus GG, intensificando atributos de interesse para esse queijo

como a cremosidade, a aparéncia uniforme e o amargor moderado.

5.CONCLUSOES

v O tratamento térmico do leite, a adi¢do de cultura adjunta de Lactobacillus rhamnosus
GG e o tempo de matutracdo afetaram o perfil de peptideos dos queijos tipo Camembert.
Todos os queijos apresentaram uma evolucdo complexa no perfil de peptideos ao longo

da maturacdo;

v No inicio da maturago todos os queijos apresentaram praticamente o mesmo perfil de
peptideos. No entanto, com o avango da maturagdo observou-se uma progressiva
diferencia¢do do perfil de peptideos, sendo essa diferenciacdo mais clara para os queijos

obtidos a partir de leite cru;

v Nio se pode afirmar que o tratamento térmico do leite e a adi¢do de cultura adjunta de
Lactobacillus rhamnosus GG favoreceram a formacdo de peptideos exclusivos em

nenhum dos queijos;

v' Todos os queijos, independente dos tratamentos, apresentaram peptideos
potencialmente bioativos. Os peptideos bioativos importantes para a separacdo dos

queijos foram derivados da B-caseina [B-CN f122—132 (m/z 1364); B-CN £193-206 (m/z
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1556); B-CN f193-207 (m/z 1669); B-CN f194-209 (m/z 1718) e B-CN f57-72 (m/z
1740)];

Todos os queijos tiveram boa aceitacdo sensorial e amplo levantamento de atributos em
consenso que resultou na separacdo dos queijos em relacdo aos atributos que os
descreveram. O uso de cultura adjunta Lb. rhamnosus GG mostrou-se uma op¢ao nao
apenas para aproximar o queijo tipo Camembert obtido de leite pasteurizado do produto
ideal, como também uma estratégia tecnoldgica para melhorar significativamente sua

aceitacdo sobre os demais queijos.
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DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.054.029

Apresentacao do Projeto:

Os produtos lacteos, em especial os queijos, sdo suscetiveis a quebra de suas cadeias de proteina,
processo denominado de protedlise, decorrente da intensa fermentagdo bacteriana e da atividade
enzimatica enddégena e exdgena natural do processo de fabricacdo e maturagado destes produtos
(WALSTRA et al., 2006). O processo consiste na mais complexa e importante reacéo bioquimica envolvida
na maturagao de queijos, sendo responséavel por diversas alteragdoes de textura, tais como dureza,
elasticidade e capacidade de derretimento, além de afetar também o desenvolvimento de sabor e aroma dos
diferentes tipos de queijos (FOX et al., 2000). O Camembert € um queijo macio, de alta umidade,
caracterizado por ser coberto por uma camada aveludada de fungo branco originada pelo crescimento do
fungo Penicilium camemberti sobre sua superficie. Neste caso, a maturagédo é afetada pelas enzimas
naturais do leite (especialmente quando se usa leite cru), pelas enzimas produzidas pela cultura lactica
iniciadora, pelas enzimas produzidas por bactérias acido lacticas ndo oriundas da cultura lactica e também
pelas enzimas produzidas pela presenca do fungo, que tem atividade proteolitica intensa e confere ao queijo
Camembert suas caracteristicas especificas de sabor e aroma durante o processo de maturacdo (SHAW,
1981; SPINNLER; GRIPON, 2004). Além de conferir propriedades tipicas dos diferentes queijos, nas Ultimas
duas décadas tem sido identificado que a protedlise resulta na formagao de
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peptideos que podem ter impacto positivo nas fungdes ou condigdes corporeas, resultando em beneficios a
saude (SHAHIDI; ZHONG, 2008). Peptideos derivados da caseina durante a maturagdo dos queijos tém
sido relacionados diversos efeitos sistémicos no organismo, dentre os quais, anti-hipertensivo,
antitrombético, antimicrobianos, antioxidantes, imuno-modulador e opiéide (SHARMA; SINGH; RANA, 2011).
Adicionalmente, peptideos obtidos durante a maturacao de queijos tém sido identificados como potenciais
agentes capazes de anular efeitos indesejados da ingestéo de gorduras saturadas presentes nos derivados
lacteos, especialmente queijos. Com base na relagao entre protedlise e liberagao de peptideos bioativos, é
possivel considerar que queijos com intensa atividade proteolitica, como o queijo Camembert, possuam
maior probabilidade de apresentarem peptideos bioativos em sua composicao (EXPOSITO; AMIGO; RECIO,
2012). Embora nenhum trabalho disponivel na literatura tenha acompanhado o perfil de peptideos do queijo
Camembert durante a maturacéo, peptideos com fungao imunomodulatéria (DIONYSUS et al., 2000),
inibidores da enzima conversora de angiotensina (SAITO et al., 2000) e de carater opidide (PIRAINO et al.,
2006; SIENKIEWICZ-SZLAPKA et al., 2008; NONI; CATANNEO, 2010) tém sido relatados em queijo
Camembert comercial e em queijo Brie, um queijo também maturado por fungos brancos. O reconhecimento
do potencial para producao de peptideos bioativos durante a maturagdo de queijos impulsionou as
pesquisas voltadas para a identificagdo de cepas especificas de bactérias lacticas capazes de liberar
peptideos bioativos a partir da caseina. Assim, o Lactobacillus helveticus, uma cultura termofilica, tem sido
utilizada na fabricagdo de queijos duros e semi-duros, enquanto Lactobacillus rhamnosus, uma cultura
mesofilica, tem sido cada vez mais explorada para a fabricagdo de queijos moles e frescos, de forma a
adequar os diferentes processos tecnolédgicos a viabilidade destas cepas para fermentacao, acidificagao e
producéo dos peptideos bioativos durante a fabricacdo e maturacdo dos queijos (CHAMBA; IRLING,
2004).Baseado nessas premissas, o objetivo deste trabalho é avaliar o efeito do tratamento térmico e do uso
de cultura adjunta no desenvolvimento do perfil sensorial do queijo Camembert durante a maturagdo. Os
queijos serao fabricados a partir de leite cru e tratado termicamente, adicionado ou ndo Lactobacillus
rhamnosis GG e maturados por periodo de 50 dias. A maturagdo é afetada pelas enzimas naturais do leite
(especialmente quando se usa leite cru), pelas enzimas produzidas pela cultura lactica iniciadora, pelas
enzimas produzidas por bactérias acido lacticas nao oriundas da cultura lactica e também pelas enzimas
produzidas pela presenca do fungo, que tem atividade proteolitica intensa e confere ao queijo Camembert
suas caracteristicas especificas de sabor e aroma durante o processo de maturagédo. Assim esperasse que
haja grande diferenca sensorial do produto em diferentes periodos de maturacao e devido aos diferentes
tratamentos. Analise
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sensorial de perfil flash (FP) definida por Dairou e Sieffermann (2002) em conjunto com andlise de aceitagio
com escala ndo estruturada. A andlise de perfil flash & uma técnica descritiva rapida originada da
metodologia de perfil livre. Consiste numa avaliagdo comparativa de um conjunto de produtos, em que o
consumidor escolhe os atributos sensoriais livremente e o método de ordenacdo é baseado na
apresentacgao simultanea das amostras que se pretendem estudar. No FP ndo é necessario treino individual,
cada provador utiliza a sua propria lista de descritores avaliados numa escala ordinal e é instruido a ordenar
as amostras em cada atributo separadamente.As andlises sensoriais serdo realizadas nos dias 15, 30, 45,
de maturagdo. Serao recrutados para o teste de 10 a 15 provadores que ndo possuam restricdes quanto as
amostras oferecidas e que tenham familiaridade minima com o queijo tipo Camembert. Os testes serdo
realizados em cabines individuais sob luz branca. As amostras (cunhas de 15g cortadas a partir do centro
das pecas) serao servidas a temperatura ambiente controlada (25 + 2 °C), em pratos de porcelana preta
codificados com trés digitos. Sera servida dgua mineral a temperatura ambiente e bolacha agua e sal, para
que os provadores possam efetuar a limpeza do palato, entre as amostras. A andlise de aceitacéo sera
realizada com as mesma amostras com 120 provadores aleatérios que irdo aferir aspectos sensoriais gerais
das amostras em escala nao estruturada em teste duplo cego em cabine branca isolada, com luz branca e
amostras codificadas.

Objetivo da Pesquisa:
Avaliar o efeito do tratamento térmico e do uso de cultura adjunta no desenvolvimento do perfil sensorial do
queijo Camembert durante a maturagao.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Pessoas com qualquer tipo de alergia a quaisquer dos componentes do leite ou as culturas iniciadoras
(Lactococcus lactis subsp. lactis e Lactococcus lactis subsp. cremoris) e adjuntas (Lactobacilus rhamnosus
GG; Penicillium Candidum) utilizadas na fabricagdo do queijo bem como individuos com intolerancia a
lactose podem ter reagdes imunoldgicas e/ou gastrointestinais se expostas aos produtos. Portanto serdo
excluidas do recrutamento. Beneficios: A participacdo voluntario nessa analise contribuira com o
desenvolvimento do projeto de pesquisa que visa a formulacdo de queijo Camembert com caracteristicas
sensoriais mais préximas ao desejado pelo consumidor aliado a presenca de peptideos potencialmente
bioativos que agreguem saudabilidade ao produto. A participagdo no estudo nédo acarretara custos e nao
sera disponivel nenhuma compensagao financeira.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:
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A pesquisa "Perfil de peptideos de queijo tipo Camembert: efeito do tratamento térmico e do uso de cultura
adjunta Informagdes Preliminares"é o tema de Mestrado do pesquisador Bruno Domingues Galli, discente
do Programa de Tecnologia de Alimentos da Faculdade de Engenharia de Alimentos, orientado pela Profa.
Mirna L. Gigante, com participagao de Débora Parra Baptista e Flavia Giacometti Cavalheiro. Antes do inicio
do teste para as analises sensoriais aplicadas no projeto, sera dada uma explicacao simplificada a cada
provador sobre o método de Perfil Flash, descrevendo-se as etapas béasicas do teste. Sera apresentado
também um protocolo para ser utilizado durante o levantamento de atributos e para as analises, com
instrugdes para avaliar os atributos de aparéncia (observando cor e aspecto), aroma (cheirando a amostra
duas vezes), sabor (degustando a amostra), textura (mastigando e avaliando a sensacao conferida na boca)
e, também, qualquer sensagao na cavidade oral apés engolir (residual). Para levantamento de atributos, as
amostras serao apresentadas simultaneamente, solicitando-se que os provadores anotem as similaridades e
diferengas. Ap6s o levantamento, em entrevista individual com cada participante, sera montada uma ficha de
avaliagdo das amostras e uma lista de definigdes dos atributos, especificas para cada provador. Em
seguida, as amostras serdo novamente apresentadas, orientando-se os provadores para que ordenem as
amostras em ordem crescente de intensidade para cada um dos atributos definidos anteriormente, utilizando
a ficha modelo de escala nao estruturada para analise descritiva quantitativa. Os provadores serao
instruidos que, se necessario, poderao alterar a ficha durante o procedimento de ordenacéo, retirando ou
incluindo atributos, ou mudando as definicdes no glossario. A analise de aceitacédo sera realizada com as
mesma amostras com 120 provadores aleatérios que irdo aferir aspetos sensoriais gerais das amostras em
escala nao estruturada em teste duplo cego em cabine branca isolada, com luz branca e amostras
codificadas. O custeio do projeto é de R$ 300,00 (financiamento préprio). Os testes serdo aplicados no
Depto de Tecnologia de Alimentos durante o periodo de um dia, nas dependéncias da FEA-Unicamp, com
inicio datado para 01/08/2017.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

Folha de Rosto: FolharostoGalli.pdf_devidamente preenchida, datada e assinada.
Projeto: Detalhado / Brochura Investigador ProjetoDetalhadoGalli.pdf Adequado.
Outros: Questionario_de_recrutamento_ CAMEMBERT.pdf_Adequado.

Outros: Cartaz_de_recrutamento_ CAMEMBERT .pdf.

TCLE: TCLE_versao3.pdf 04/05/2017 10:38:55

Outros: AtestadoMatricula_Bgalli.pdf_Adequado.

Outros: Carta_Resposta_sobre_ PARECER.pdf 04/05/2017 10:37:40
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Informagdes basicas do projeto:PB_INFORMAQOES_BASICAS_DO_PROJETO_873067.pdf 04/05/2017
10:39:25

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:
Lista de pendéncias e inadequagdes emitidas no parecer CEP N°2.041.570:

1. O pesquisador deve sempre informar que havera ressarcimento de despesas decorrentes da pesquisa,
tais como transporte e alimentagao, para o participante, e seu acompanhante quando for o caso, quando for
necessdaria a sua presenga junto ao pesquisador fora da rotina do participante. Nos casos em que o
pesquisador se desloque até o participante dentro de sua rotina normal, ndo ha necessidade de
ressarcimento, porém é necessario, da mesma forma, informar no TCLE que néo havera ressarcimento por
esse motivo. Solicita-se adequacao.

Resposta: O TCLE contempla a seguinte informacgéo: “A participagdo na pesquisa se dara de forma
voluntaria e dentro da rotina local dos participantes, logo ndo havera ressarcimento de despesas
decorrentes da pesquisa, tais como para transporte e alimentagéo.”

Andlise: Pendéncia Atendida.

2.0 texto como foi descrito no TCLE n&o garante indenizagdo por danos decorrentes da pesquisa. A
Resolugéo 466/12 (item 1V.3) define que "os participantes da pesquisa que vierem a sofrer qualquer tipo de
dano resultante de sua participagdo na pesquisa, previsto ou nao no TCLE, tém direito a indenizagao, por
parte do pesquisador, patrocinador e das instituicbes envolvidas". Cabe enfatizar que a questdo da
indenizacao néo é prerrogativa da Resolugao 466/12, estando prevista no cédigo civil. Portanto, solicitamos
que seja assegurado, de forma clara e afirmativa, que o participante de pesquisa tem direito a indenizagdo
em casos de danos decorrentes da pesquisa.

Resposta: O TCLE contempla a seguinte informagéo: “Os participantes da pesquisa que vierem a sofrer
qualquer tipo de dano resultante de sua participagdo na pesquisa, previsto ou ndo no TCLE, tém direito a
indenizagao, por parte do pesquisador, patrocinador e das instituicdes envolvidas”

Andlise: Pendéncia Atendida.

3.No item "Responsabilidade do Pesquisador", substituir a palavra cépia por via.

Resposta: A palavra “copia” foi substituida por “via”.
Andlise: Pendéncia Atendida.
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Consideracoes Finais a critério do CEP:
- O participante da pesquisa deve receber uma via do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na
integra, por ele assinado (quando aplicavel).

- O participante da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em
qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (quando aplicavel).

- O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado. Se o pesquisador
considerar a descontinuagdo do estudo, esta deve ser justificada e somente ser realizada apés andlise das
razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou. O pesquisador deve aguardar o parecer do CEP
guanto a descontinuagdo, exceto quando perceber risco ou dano nao previsto ao participante ou quando
constatar a superioridade de uma estratégia diagnéstica ou terapéutica oferecida a um dos grupos da
pesquisa, isto é, somente em caso de necessidade de acdo imediata com intuito de proteger os
participantes.

- O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do
estudo. E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento adverso grave
ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificagdo ao CEP e a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria — ANVISA — junto com seu posicionamento.

- Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e
sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas e aguardando a aprovacéao
do CEP para continuidade da pesquisa. Em caso de projetos do Grupo | ou |l apresentados anteriormente a
ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envia-las também a mesma, junto com o parecer aprovatério
do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial.

- Relatdrios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, inicialmente seis meses apds a data deste
parecer de aprovagao e ao término do estudo.

-Lembramos que segundo a Resolugdo 466/2012 , item XI.2 letra e, “cabe ao pesquisador apresentar dados
solicitados pelo CEP ou pela CONEP a qualquer momento”.

Enderegco: Rua Tessalia Vieira de Camargo, 126

Bairro: Bardo Geraldo CEP: 13.083-887
UF: SP Municipio: CAMPINAS
Telefone: (19)3521-8936 Fax: (19)3521-7187 E-mail: cep@fcm.unicamp.br

Péagina 06 de 07

120



C_EF‘UPJ!C‘.&MP

UNICAMP - CAMPUS

CAMPINAS

Continuacao do Parecer: 2.054.029

Rz

-O pesquisador deve manter os dados da pesquisa em arquivo, fisico ou digital, sob sua guarda e

responsabilidade, por um periodo de 5 anos apés o término da pesquisa.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informacgdes Basicas|PB_INFORMAGCOES_BASICAS_DO_P | 04/05/2017 Aceito
do Projeto ROJETO 873067.pdf 10:39:25
TCLE / Termos de | TCLE_versao3.pdf 04/05/2017 |Bruno Domingues Aceito
Assentimento / 10:38:55 |[Galli
Justificativa de
Auséncia
Recurso Anexado Carta_Resposta_sobre_ PARECER.pdf 04/05/2017 |Bruno Domingues Aceito
pelo Pesquisador 10:37:40 | Galli
Outros AtestadoMatricula_Bgalli.pdf 31/03/2017 |Bruno Domingues Aceito

13:21:50 | Galli
Outros Cartaz_de_recrutamento_ CAMEMBERT| 31/03/2017 |Bruno Domingues Aceito
.pdf 13:16:20 | Galli
Qutros Questionario_de_recrutamento. CAMEM| 31/03/2017 |Bruno Domingues Aceito
BERT.pdf 13:15:48 | Galli
Projeto Detalhado / | ProjetoDetalhadoGalli.pdf 09/03/2017 |Bruno Domingues Aceito
Brochura 19:56:12 | Galli
Investigador
Folha de Rosto FolharostoGalli.pdf 09/03/2017 |Bruno Domingues Aceito
19:51:57 | Galli

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdao da CONEP:
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(Coordenador)
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ANEXO 2 - Laudo das analise microbiol6gica dos lotes submetidos a analises

sensoriais.

—_—
! @'é. | Universidade Estadual de Campinas ['\

&’ | Faculdade de Engenharia de Alimentos C:'C‘J
| . | v » a _a . o - w14
| unicame | Laboratdrio de Higiene e Legislagao 7 S

. _
Relatério de Ensaio Analitico - RE24.17- 2% parte p 1N

Interessado: Bruno Galli = Prof* Dr* Mirna L. Gigante

Laboratorio de Leites e Denvados

Data de entrada: 11/09/2017

Material recebido: Queijo Camembert - Amarelo
Queijo Camembert - Azul
Queijo Camembert - Vermelho

Resultados:

| Ensaio Analitico ? Amostra

! e e . Amarclo | Azul | Vermelho
- Salmonelia (em 25g) Ausente | Ausente = Ausente
| Listeria sp (em 25Q) | Ausente | Presente Auscnte
| Listeria monocytogenes (em 259) Ausente | Ausente | Ausente
it | S | | aw
'Coliformes Totais (NMP/g*) | 46x10° | 23x100 | 23x10
 Coliformes Termotolerantes(NMP/g™*) | 4.3x10" | 2.3x10° 2.3x10

'UFC!gf(Unldades Formadoras de Colénias por grama de amosira)
“*NMP (Numero Mais Provavel por grama dz amosira)

Métodos utilizados:

SALFINGER, Y. and TORTORELLO, ML. Compendium of methods for the

th
microbiological examination of foods. 5 ed., Amerncam Public Hzath

Association, Washington, D.C., 2015, 995p.

Comentarios: ) r
O(s) resultado(s) apresentado(s) refere(m)-se a(s) amostra(s) recebida(s) sendo o
interessado responsavel pela amostragem e envio ao nosso laboratorio

Campinas, 22 de novembro de 2017

A Prof O Marsien 4 5 & \asmems
v —o ) DTA- FEA - UNCAWP

”~
e L e
Prof* Dr* Maristela S do Nascimentd e Xm$
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ANEXO 3 - Ficha de levantamento de atributos para andlise sensorial de
perfil-flash.

Data: Ficha n°

NOME:

Perfil Flash de queijo tipo Camembert

1) Vocé esta recebendo 3 amostras de queijo tipo Camembert. Observe, cheire, aperte e prove as
amostras, uma a uma, anotando suas caracteristicas isoladas.

-+

Amostra Amostra Amostra

2) Compare-as e determine a lista dos atributos de aparéncia, aroma, sabor e textura que
diferenciam ao menos 2 das amostras.
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ANEXO 4 - ficha de ordenacao dos atributos levantados na analise de perfil
flash.

Avaliacgdo sensorial descritiva de queijo Tipo Camembert — Perfil Flash

Data: / 12017

Nome

Com um risco identificado, ordene as 3 amostras de queijo tipo Camembert
em cada atributo sensorial que vocé escolheu, em ordem crescente de
intensidade |

W

W

W

W

W

W

10

Comentarios adicionais:
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ANEXO 5 - ficha de avaliagéo para a analise sensorial CATA e avaliagdo

global.

Avaliacdao sensorial de queijo Tipo Camembert — CATA (Check-all-that-apply)

Data: __/__ /2017

Nome

Amostra.:

Vocé conhece e ja consumiu o queijo Camembert ou Brie? O5im

OMNao

Conhecendo este tipo de queijo. Por favor, marque todas as opcfes que vocé

considera adequadas para descrever a amostra provada:

Aparéncia Textura Aroma Sabor
OAmarelo OAveludada OAmanteigado OAdstringéncia
OBranco OCaracteristica OAmoniacal OAmanteigado
OBrilhante OCasca dura OAzedo OAmargo
OCasca mole OCremoso OCaracteristica OAmargor residual
OCentro firme OFirme OFermentado OAmargor leve
OCremoso OMacio OlLacteo/Leite OAmoniacal
OFirme/salido OPegajoso OMaturado OAzedo/acido
OGranuloso OQuebradica OSem aroma OCaracteristico
OLiso ODoce
OMaturado Mtmami
OMuito fungo OlLacteo/leite
OMN&ao maturado OMetalico
OClhaduras ORancoso
OOpaco ORicota
OPouco fungo O5algado
OOQutro: OQutro: OOQutro: OQutro:

Avaliacao global

Awalie cada amostra usando a escala abaixo para descrever o quanto gostou ou desgostou do
gueijo provado, na gual 1 corresponde 4 “desgostei muitissimo” e  corresponde a “Gostei

muitissimo™

1 | 2 |

3 | a4 |

| 6 | 7

g8 | 9

Comentarios adicionais:




ANEXO 6 — Termo de consentimento livre e esclarecido.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo da pesquisa: Perfil de peptideos de queijo tipo Camembert: efeito do tratamento térmico e do uso de
cultura adjunta

Pesquisadores responsaveis: Bruno Domingues Galli e Profa. Dra. Mirna Lucia Gigante
Numero do CAAE: 66734317.9.0000.5404

Vocé esta sendo convidado a participar como voluntario de um estudo. Este documento, chamado
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, visa assegurar seus direitos como participante e é elaborado em
duas vias, uma que devera ficar com vocé e outra com o pesquisador.

Por favor, leia com atengdo e calma, aproveitando para esclarecer suas duvidas. Se houver perguntas
antes ou mesmo depois de assina-lo, vocé poderd esclarecé-las com o pesquisador. Se preferir, pode levar
para casa e consultar seus familiares ou outras pessoas antes de decidir participar. Se vocé ndo quiser
participar ou retirar sua autorizagdo, a qualquer momento, ndo havera nenhum tipo de penalizagdo ou
prejuizo.

Justificativa e objetivos:

A maturagdo é afetada pelas enzimas naturais do leite (especialmente quando se usa leite cru), pelas
enzimas produzidas pela cultura lactica iniciadora, pelas enzimas produzidas por bactérias acido lacticas ndo
oriundas da cultura lactica e também pelas enzimas produzidas pela presen¢a do fungo, que tem atividade
proteolitica intensa e confere ao queijo Camembert suas caracteristicas especificas de sabor e aroma durante
o processo de maturagdo. Assim espera-se que haja grande diferenga sensorial do produto em diferentes
periodos de maturacgdo e devido aos diferentes tratamentos. Assim, o objetivo desta anélise sensorial é avaliar
o efeito do tratamento térmico e do uso de cultura adjunta no desenvolvimento do perfil sensorial do queijo
Camembert durante a maturagdo.

Procedimentos:

Participando do estudo vocé estd sendo convidado a: responder um questionario sobre habitos de
consumo de queijo Camembert, a provar amostras de queijo Camembert com comprovada seguranga
microbioldgica (conforme preconizado pela resolugdo RDC n? 12, de 02 de janeiro de 2001/Anvisa) e,
utilizando uma escala ndo estruturada, avalia-las em relagdo aos pardametros de aceitagdo global, aparéncia,
aroma, sabor e textura.

As andlises serdo realizadas no Laboratério de Andlise Sensorial do Departamento de Tecnologia de
Alimentos da Faculdade de Engenharia de Alimentos da UNICAMP, em cabines individuais confortaveis,
climatizadas e com iluminagdo adequada. A identificagdo do participante sera mantida em sigilo pelos
pesquisadores. Ndo havera gravagdes e sua participagdo sera durante apenas 1 dia.

Desconfortos e riscos:

Vocé ndo deve participar deste estudo se apresentar qualquer tipo de alergia a quaisquer dos
componentes do leite ou as culturas iniciadoras (Lactococcus lactis subsp. lactis e Lactococcus lactis subsp.
cremoris) e adjuntas (Lactobacilus rhamnosus GG; Penicillium Candidum) utilizadas na fabricagdo do queijo
bem como individuos com intolerdncia a lactose podendo ter reagbes imunoldgicas e/ou gastrointestinais se
exposto aos produtos.

Beneficios:

A participagdo voluntdria nessa analise contribuird com o desenvolvimento do projeto de pesquisa
que visa a formulagdo de queijo Camembert com caracteristicas sensoriais mais proximas ao desejado pelo
consumidor aliado a presenga de peptideos potencialmente bioativos que agreguem saudabilidade ao

Rubrica do pesquisador: Rubrica do participante:
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produto. A participagdo no estudo ndo acarretara custos e ndo serd disponivel nenhuma compensagado
financeira.

Acompanhamento e assisténcia:

Em caso de necessidade, os pesquisadores se comprometem a providenciar intervengdo médica ou
nutricional por eventuais problemas que venham a apresentar resultante da ingestdo das amostras da
pesquisa.

Sigilo e privacidade:

Vocé tem a garantia de que sua identidade serd mantida em sigilo e nenhuma informagdo sera dada
a outras pessoas que nao fagam parte da equipe de pesquisadores. Na divulgagdo dos resultados desse estudo,
seu nome ndo serd citado.

Ressarcimento:

A participagdo na pesquisa se dara de forma voluntdria e dentro da rotina local dos participantes, logo
ndo havera ressarcimento de despesas decorrentes da pesquisa, tais como para transporte e alimentagdo. Os
participantes da pesquisa que vierem a sofrer qualquer tipo de dano resultante de sua participagdo na
pesquisa, previsto ou ndo no TCLE, tém direito a indenizagdo, por parte do pesquisador, patrocinador e das
instituigdes envolvidas

Contato:
Em caso de duvidas sobre o estudo, vocé poderd entrar em contato com a pesquisadora Bruno
Domingues Galli, Faculdade de Engenharia de Alimentos/Departamento de Tecnologia de

Alimentos/Laboratério de Leite e Derivados; telefone (19) 98872-7555, e-mail: galli.bd@gmail.com.

Em caso de denuncias ou reclamagdes sobre sua participagdo e sobre questdes éticas
do estudo, vocé pode entrar em contato com a secretaria do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da UNICAMP:
Rua: Tessélia Vieira de Camargo, 126; CEP 13083-887 Campinas — SP; telefone (19) 3521-8936; fax (19) 3521-
7187; e-mail: cep@fcm.unicamp.br

Consentimento livre e esclarecido:

Apos ter sido esclarecimento sobre a natureza da pesquisa, seus objetivos, métodos, beneficios
previstos, potenciais riscos e o incOmodo que esta possa acarretar, aceito participar:

Nome do(a) participante: Data: / /:

(Assinatura do participante ou nome e assinatura do seu responsavel LEGAL)

Responsabilidade do Pesquisador:

Asseguro ter cumprido as exigéncias da resolugdo 466/2012 CNS/MS e complementares na elaboragdo
do protocolo e na obtengdo deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Asseguro, também, ter explicado e fornecido uma via deste documento ao participante. Informo que
o estudo foi aprovado pelo CEP perante o qual o projeto foi apresentado. Comprometo-me a utilizar o material
e os dados obtidos nesta pesquisa exclusivamente para as finalidades previstas neste documento ou conforme
o consentimento dado pelo participante.

Data: / / .

(Assinatura do pesquisador)

Rubrica do pesquisador: Rubrica do participante:
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