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RESUMO

O queijo coalho apresenta elevado consumo no Nordeste do Brasil, constituindo-se de uma
relevante fonte de renda para economia. Este alimento apresenta excelente composicao
nutricional, o que o torna propicio para o desenvolvimento de microorganismos. Atualmente
séo propostos estudos sobre filmes e revestimentos como forma de conservagdo de alimentos.
Objetivou-se elaborar revestimento comestivel a base de galactomanana de Caesalpinia
pulcherrima e 6leo essencial de Cymbopogon citratus e aplicar em queijo coalho. O 6leo
essencial foi submetido as analises de rendimento, densidade, composi¢do quimica e atividade
antibacteriana. A galactomanana foi avaliada quanto ao rendimento de extragdo e composicao
quimica por meio de RMN *H. Os queijos foram avaliados quanto & composicdo dos
revestimentos, sendo estes T1: queijo sem revestimento; T2: 0,0% G; 0,2% OE; T3: 0,0% G;
0,5% OE; T4: 1,0% G; 0,0% OE; T5: 1,0% G; 0,2% OE; T6: 1,0% G; 0,5% OE; T7: 2,0% G;
0,0% OE; T8: 2,0% G; 0,2% OE; e T9: 2,0% G; 0,5% OE), onde G corresponde a
galactomanana e OE, 0leo essencial, sendo que em todos os tratamentos foram adicionados
0,1% de polissorbato 80. Todos os queijos foram submetidos as analises microbioldgicas,
fisico-quimica e perda de peso durante 20 dias de armazenamento. O tratamento com
melhores resultados foi escolhido e analisado quanto a composicdo fisico-quimica,
microbioldgica, sensorial, textura instrumental e capacidade de derretimento durante 30 dias
de armazenamento. O rendimento da extracdo do Oleo essencial foi de 0,69%, sendo
identificados 0s constituintes majoritarios mirceno, a-citral, B-citral e o geraniol. Em relacéo a
atividade antibacteriana deste 6leo, as concentracoes de 42,5 mg/mL e 25,5 mg/mL inibiram o
crescimento Escherichia coli e Staphylococcus aureus, respectivamente. O rendimento da
extracdo de galactomanana foi de 25,4%. Os queijos apresentaram perdas de peso variando
13,15 a 25,62% durante os 20 dias de armazenamento. Em relacdo aos quesitos
microbioldgicos, os tratamentos que apresentaram reducGes microbianas foram: T2, T3, TS5 e
T9. Em geral, os resultados fisico-quimicos ndo apresentaram diferenca estatistica com até 20
dias. Comparando-se T1 e T5, os queijos apresentaram diferenca estatistica com 30 dias para
a umidade. A acidez do T5 apresentou-se estavel apos 15 dias. E em relacdo ao percentual de
proteinas, o T5 apresentou maiores teores. O teor de gordura, célcio, pH, atividade de agua e
gordura no extrato seco ndo diferiram ao longo dos 30 dias. Observaram-se maiores
percentuais de derretimento aos 15 dias, coincidindo com os baixos valores de pH (5,75 e
5,63) e percentuais de umidade 48,19 e 49,88% para 0 T1 e T5, respectivamente. Os valores

de dureza, coesividade, gomosidade e resiliéncia apresentaram diferenca, porém, a



adesividade, elasticidade e mastigabilidade ndo variaram entre os tratamentos e 0s tempos
avaliados. Os queijos com revestimento (T5) apresentaram notas entre 7 e 8 para impressao
global, que na escala hedbnica corresponde a gostei moderadamente a gostei muito,
respectivamente. Conclui-se que a utilizacdo de revestimento comestivel elaborado com 1,0%
de galactomanana, 0,2% de 6leo essencial e 0,1% de polissorbato 80 (T5) proporcionou
reducbes microbiana, bem como estabilidade fisico-quimica, sugerindo seu uso na indudstria

de laticinio.

Palavras-chave: Oleos volateis; Polissacarideo; Conservacio; Produto Lacteo.



ABSTRACT

The “coalho” cheese presents high consumption in the Northeast of Brazil, becoming an
important source of income for the economy. This feed provides excellent nutritional
composition, which makes it suitable for the growth of microorganisms. Currently studies on
films and coatings as a means of food preservation are proposed. Aimed to develop edible
coating the base of Caesalpinia pulcherrima galactomannan and essential oil of Cymbopogon
citratus and apply in cheeses. To the essential oil was determined: yield, density, chemical
composition and antibacterial activity. The galactomannan was evaluated for extraction yield
and chemical composition by means of '"H NMR. The cheeses were evaluated as to the
composition of the coatings, which are T1: cheese without coating; T2: 0.0% G; OE 0.2%;
T3: 0.0% G; OE 0.5%; T4: 1.0% G; OE 0.0%; T5: 1.0% G; OE 0.2%; T6: 1.0% G; OE 0.5%;
T7: 2.0% G; OE 0.0%; T8: 2.0% G; OE 0.2%; and T9: 2.0% G; 0.5% OE), where G is the
galactomannan and OE, essential oil, and in all treatments were added 0.1% polysorbate 80.
All cheeses were subjected to physico-chemical microbiological, and weight loss storage for
20 days. Treatment with best results was selected and analyzed for physico-chemical,
microbiological, sensorial composition, instrumental texture and melting capacity during 30
days of storage. The yield of essential oil extraction was 0.69%, the major constituents
myrcene, o-citral, B-citral and geraniol being identified. Regarding this oil antibacterial
activity, concentrations of 42.5 mg/mL and 25.5 mg/mL inhibited the growth of Escherichia
coli and Staphylococcus aureus, respectively. The yield of extraction of galactomannan was
25.4%. Cheeses showed weight losses ranging from 13.15 to 25.62% during the 20 days of
storage. Regarding microbiological questions, treatments that showed microbial reductions
were: T2, T3, T5 and T9. In general, the physicochemical results showed no statistical
difference in 20 days. Comparing T1 and T5, the cheeses showed statistical difference with 30
days for moisture. The acidity of the T5 was stable after 15 days. The T5 presented higher
concentrations of protein. The fat, calcium, pH, activity of water and fat in dry matter were
similar throughout the 30 days in both treatments. Was observed higher percentages of
melting at 15 days, coinciding with the low pH values (5.75 and 5.63) and percentage of
moisture 48.19 and 49.88% for T1 and T5, respectively. The values of hardness,
cohesiveness, gumminess and resilience showed difference, however, adhesiveness, elasticity
and chewiness did not vary between treatments and times evaluated. The cheeses coated (T5)
had grades between 7 and 8 for overall impression, which corresponds to the hedonic scale

enjoyed moderately and liked, respectively. We conclude that the use of edible coating



prepared with 1.0% galactomannan, 0.2% essential oil and 0.1% polysorbate 80 (T5) provided
microbial reductions as well as physical and chemical stability, suggesting its use the dairy
industry.

Keywords: Volatile Oils; Polysaccharide; Conservation; Milk Product.
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1 INTRODUCAO GERAL

Ao confrontar o passado com a realidade hoje, pode-se perceber o grande avango
tecnoldgico, principalmente no segmento alimentar. As embalagens surgiram como peca
fundamental para a conservacgdo dos alimentos. Entretanto, sua utilizagdo trouxe consigo uma
desvantagem, a poluicdo ambiental. Neste sentido, a ciéncia dos alimentos, através de estudos
e pesquisas, tenta inovar tipos de embalagens que, além de proteger e manter a qualidade
intrinseca do alimento por mais tempo, gere também, menores maleficios ao meio ambiente.

Os biopolimeros extraidos de plantas do Ceara tém sido alvo de pesquisas sendo
utilizadas como revestimentos comestiveis ou biodegradaveis capazes de diminuir as taxas de
alteracbes devido ao crescimento microbiano, alteracBes fisicas, bem como os impactos
ambientais provocados por embalagens ndo biodegradaveis. Por isso, 0 desenvolvimento de
filmes comestiveis a base de biopolimeros tem sido motivado devido ao volume de lixo
gerado pelo descarte das embalagens convencionais (AZEREDO, 2012). As tendéncias
internacionais buscam a introducéo de fontes alternativas de polissacarideos de sementes para
a producdo de filmes e revestimentos comestiveis. Em particular, as fontes de galactomananas
estdo sendo investigadas (CERQUEIRA et al., 2009). A leguminosa Caesalpina pulcherrima,
conhecida como flamboianzinho, é uma arvore com ampla producdo de sementes, de facil
plantio e crescimento, representando um biomaterial de baixo custo, alta disponibilidade e
apresenta no endosperma da semente alto teor de galactomananas (FRANCA et al, 2010).

O Cymbopogon citratus (DC) Stapf, pertence a familia Poaceae, amplamente
distribuido na natureza, possuindo comprovada acdo antimicrobiana, e por isso, diversos
pesquisadores, tém buscado a sua comprovacdo quando aplicado nos processamentos
alimenticios (SANTOS et al., 2009). Portanto é justificavel o estudo de um revestimento para
queijo coalho elaborado com estes materiais, visto que este produto apresenta uma excelente
composicdo nutricional. Entretanto, também constituem-se de meios propicios para o
desenvolvimento de microorganismos. Este alimento, tipicamente da culinaria do sertdo
nordestino brasileiro, é baseado na simples coagulacdo do leite, na prensagem da massa e na
salga, representando importancia elementar na economia desta regido.

A pesquisa foi dividida em dois capitulos, onde o primeiro trata do estudo do 6leo
essencial de C. citratus como forma de avalir a sua potencial aplicacdo em alimentos. E o
segundo capitulo trata da aplicacdo do revestimento constituido de galactomanana e 6leo
essencial, em queijo coalho com objetivo de analisar a interferéncia do revestimento na

estabilidade microbiolégica, fisico-quimica e sensorial deste produto.
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CAPITULO |

ESTUDO DA COMPOSICAO QUIMICA E ACAO ANTIBACTERIANA DO OLEO
ESSENCIAL DE Cymbopongon citratus (DC) Stapf EM FUNCAO DA SUA
POTENCIAL UTILIZACAO EM ALIMENTOS

Fonte: Limoeiro do Nort, 2013. |
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1 INTRODUCAO

Os Oleos essenciais de plantas possuem substancias bioativas e diversos
pesquisadores entre eles, os da area de alimentos tém buscado a sua comprovacdo quanto a
sua agdo inibidora do crescimento microbiano, assim como sua a inser¢édo no processamento
de alimentos sem alterar suas caracteristicas. Aradjo (2008) e Martins et al. (2011), ressaltam
que os Oleos essenciais sdo substancias muito estudadas em varios ramos da ciéncia, sendo a
industria de alimentos uma das maiores beneficiadas.

Os alimentos possuem uma composicdo intrinseca excelente para o
desenvolvimento de microrganismos, que quando associado a préaticas inadequadas no
processamento e armazenamento, proporcionam condicGes favoraveis para uma ampla
variedade de espécies patogénicas, indesejaveis ao alimento e, principalmente, a saude do
consumidor. Diante dessa realidade e buscando novas técnicas naturais de preservacdo dos
alimentos, a adicdo de Oleos essenciais nos alimentos torna-se um potencial sistema de
bioconservagdo, visto que podem prolongar a vida util dos alimentos, mantendo-os com
qualidade em relagéo a suas caracteristicas microbiologicas (TRAJANO et al., 2009).

Estudos tém comprovado a agdo antimicrobiana de diversos Oleos essenciais
provenientes de diferentes origens vegetais. Entretanto, a utilizacdo e eficiéncia desses
produtos sdo limitadas pela falta de padronizacéo da atividade dessas substancias. A pesquisa
das técnicas para caracterizar estes materiais é incipiente, pois, relatos de resultados
apresentam-se distintos, mesmo quando aplicado iguais condi¢fes de experimento (ALVES et
al., 2008; NASCIMENTO et al, 2006; OSTROSKY et al, 2008).

Muitos fatores podem influenciar na composicdo quimica dos Oleos, e
consequentemente nos resultados quanto a sua atividade frente aos microrganismos. Tais
como a genética da planta, 0 manejo de cultivo, a regido, variacdes climaticas, a época e 0
horéario de colheita, assim como a técnica empregada para a extracdo do 0leo essencial e o seu
armazenamento (COSTA et al., 2005; OLIVEIRA, 2011; SANTOS et al., 2009).

Os 0bleos essenciais podem ser empregados junto a massa alimentar durante o
processamento ou incorporados aos revestimentos e filmes comestiveis para posterior
aplicacdo, buscando inovar a ciéncia de alimentos e beneficiando os produtores e
consumidores dos diferentes segmentos alimentares 0os quais podem ser inseridos nessa nova
tecnologia, constituindo-se de base para a producdo de conservantes naturais (NGUEFACK et
al., 2012; DURANGO, SOARES e ARTEAGA, 2011; TRAJANO et al., 2010).
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Além dos recentes estudos da manipulacdo de 6leos essenciais com acgdo
antimicrobiana, tem-se avaliado diferentes misturas de 6leos essenciais a fim de comprovar os
seus niveis de sinergismo ou antagonismo, visto que ndo se pode afirmar que o componente
majoritario é o que realiza a atividade bioldgica, podendo haver a interacdo entre os diferentes
componentes do 0leo. Além disso, o estudo dessas misturas de dleos possui a finalidade de
maximizar a atividade e minimizar as concentragdes para ndo haver interferéncia diante das
caracteristicas sensoriais dos alimentos (NGUEFACK et al., 2012).

Em paralelo, a atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais tem sido motivo de
inimeros estudos visando compreender as suas propriedades, mesmo em plantas com
potencial comprovado, como o Cymbopongon citratus (DC) Stapf, cuja literatura sugere os
componentes o e P-citral como o principal responsavel pela atividade frente aos
microrganismos (COSTA et al., 2005; ZAGO et al., 2009). O oleo essencial de C. citratus
(DC) Stapf apresenta atividade contra uma gama diversificada de organismos incluindo
bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus, Bacillus cereus e Bacillus subtilis) Gram-
negativas (Escherichia coli, Klebsiella pneumonia, Pseudomonas aeruginosa), leveduras e
fungos (NAIK et al., 2010). Neste contexto, o 6leo essencial de C. citratus (D.C.) Stapf tem
sido amplamente utilizado nas industrias farmacéuticas, cosméticos, perfumaria, para fins

medicinais e nos processos alimenticias (MARTINAZZO et al., 2010).

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Determinar a composicao quimica e atividade antimicrobiana do 6leo essencial de

Cymbopogon citratus (DC) Stapf com intuito de analisar seu potencial uso em alimentos.

2.2 Objetivos especificos
v Avaliar o rendimento da extracdo do 6leo essencial;
v Determinar a composicdo quimica do 6leo essencial;
v' Caracterizar o 6leo essencial;

v" Avaliar a atividade antibacteriana do 6leo essencial.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Conceitos sobre 6leos essenciais

Os 6leos essenciais sdo, geralmente, uma mistura complexa de hidrocarbonetos,
alcoodis e compostos carbonilicos. Ocorrem em todo o tecido vivo da planta, geralmente
concentrados na casca, nas flores, no rizoma e nas sementes (ARAUJO, 2011; BRITO, 2007).

De acordo com a ISO 9235:1997, 6leos essenciais sdo produtos obtidos a partir da
matéria prima natural de origem vegetal, por meio de destilagdo por arraste a vapor d’agua, ou
por processos mecanicos, no caso do pericarpo de frutos citricos. Os 6leos essenciais podem
se apresentar isoladamente ou misturados entre si, retificados ou concentrados. Entende-se por
retificados, os produtos que tenham sido submetidos ao processo de destilacdo fracionada para
concentrar determinados componentes (BRASIL, 1999; SANTURIO, 2011).

Sua composicdo quimica pode variar de acordo com a diversidade genética, o
habitat e os tratos culturais. O ambiente no qual o vegetal se desenvolve e o tipo de cultivo
influi na composicdo quimica dos Oleos essenciais. A temperatura, umidade relativa do ar,
duracdo total da exposicdo ao sol e o regime de ventos exercem influéncia direta,
principalmente nas espécies que possuem estruturas histologicas de estocagem de 0leos na
superficie. Por outro lado, nos vegetais em que a localizagdo de tais estruturas € mais
profunda, a qualidade é mais constante. O grau de hidratacdo do terreno e a presenca de
nutrientes também podem influenciar na sua composicao (BRITO, 2007).

Os principais constituintes dos 0leos essenciais que conferem suas caracteristicas
sensoriais sdo 0s monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropandides (BIZZO et al., 2009).

Em geral, os dleos essenciais, na presenca de oxigénio, luz, calor, umidade e
metais sdo muito instaveis, sofrendo reacdes de degradacéo, o que dificulta a sua conservacéo,
fazendo com que o seu processo de armazenamento seja fundamental para a manutencdo de
sua qualidade (GUIMARAES, 2008).

A qualidade dos 6leos essenciais esta diretamente relacionada com a manutengédo
da sua funcionalidade, visto que apresentam diferentes propriedades bioativas, como atividade
antioxidante (WANNES et al., 2010), acdo analgésica e anti-inflamatoria (MENDES et al.,
2010), fungicida (CARMO, LIMA e SOUZA, 2008; NGUEFACK et al, 2012) e
antibacteriana (OKOH et al., 2010; SILVA et al., 2009).



20

3.2 Espécie vegetal em estudo: Cymbopogon citratus (DC) Stapf

No decorrer do tempo tém-se observado um grande interesse por parte de varios
pesquisadores por espécies vegetais e estas tém sido estudadas com grande afinco para
posterior aplicacdo em diversos fins. Seus &leos essenciais que apresentam indmeras
propriedades funcionais sdo um dos principais responsaveis pelo interesse nestas espécies.

A flora brasileira € muito diversificada e o género Cymbopogon possui mais de
100 espécies nos paises tropicais, inclusive no Brasil, dentre as quais, aproximadamente 56
sdo aromdticas (OLIVEIRA et al., 2011). Dentro deste género, encontra-se a espécie
Cymbopongon citratus (DC), a qual foi descrita inicialmente como Andropogon citratus por
De Candolle e re-classificada por Otto Stapf (GOMES e NEGRELLE, 2003).

O C. citratus (DC) Stapf é uma espécia originaria da India, e foi introduzida no
Brasil possivelmente no periodo colonial, sendo utilizado como planta ornamental (CASTRO
e RAMOS, 2003). Pertence a familia Poaceae, considerada uma especie herbacea, perene e
espontanea, com longas folhas aromaticas, estreitas, agudas e asperas com nervura central
proeminente, com lamina de cor verde-grisacea com veios bem visiveis na face inferior e de
cor verde-brilhante e lisa na face superior, ligula e bainha forte, ndo-articulada com o limbo.
Formando touceiras compactas e robustas de até 1,2 m de altura, com rizoma semi-
subterraneo (COSTA et al., 2005; SANTOS et al., 2009). As flores sdo em espiguetas sésseis,
canaliculadas no lado ventral, situando-se sobre raquis que formam racimos curtos, que por
sua vez, formam paniculas contraidas, bracteosas e terminais. O plantio é realizado entre 0s
meses de agosto a outubro, e a colheita da parte aerea, tais como folhas e colmos novos,
inicia-se seis meses apds o plantio (CASTRO e RAMOS, 2003).

Esta graminea se destaca entre as espécies aromaticas do género devido as folhas
ricas em Oleo essencial de interesse as induastrias devido principalmente ao citral, seu
componente majoritario (LEMOS et al., 2013). E popularmente conhecida como erva-
cidreira, capim-cidreira, capim limdo, capim-santo ou capim-cidrdo, sendo amplamente
distribuido em todo o mundo, especialmente nos paises tropicais e subtropicais (SANTOS et
al., 2009; TOVAR et al, 2010; FRANCISCO et al., 2011; CHANTHAI et al, 2012).

Segundo Zago et al. (2009), a utilizacdo de plantas medicinais é uma pratica
antiga e predominante em paises em desenvolvimento, onde existe uma dependéncia na
denominada medicina popular como solucéo alternativa para problemas de salde.

Neste sentido, o capim liméo, assim como a maioria das plantas medicinais, séo

comumente usada na medicina popular. O capim limdo é utilizado para tratamento de
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disturbios nervosos e gastrintestinais e como um antiespasmodico, analgésico, anti-
inflamatorio, anti-pirético, diurético, sedativo, remédios contra hipertensdo, antitérmico e para
reduzir a dor e a inflamagdo associada com reumatismo, gripes e resfriados, infeccdes
bacterianas e fingicas da garganta, e trato urindrio. Também é aproveitada com finalidades
agrondmicas, mas a sua maior importancia econdmica reside na producdo do seu o6leo
essencial (COSTA et al,, 2005; NEGRELLE e GOMES, 2007; SANTOS et al., 2009;
BASSOLE et al., 2011; KHAN e AHMAD, 2012; CHANTHAI et al., 2012).

Suas propriedades sdo principalmente devido ao citral, seu componente
majoritario. Citral € o nome dado a uma mistura de neral (cis-citral) e geranial (trans-citral),
que podem corresponder de 65 a 86% do O6leo essencial, apresentando-se em maior
quantidade nas folhas jovens, sendo o principal responsavel pelo odor de limdo (TOVAR et
al., 2010; MARTINAZZO et al., 2010; KHAN e AHMAD, 2012; CHANTHAI et al., 2012).

A literatura ressalta a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de C. citratus
(DC) Stapf frente a microrganismos, incluindo bactérias Gram-positivas (Staphylococcus
aureus, Bacillus cereus e Bacillus subtilis) Gram-negativas (Escherichia coli, Klebsiella
pneumonia, Pseudomonas aeruginosa), leveduras e fungos (NAIK et al., 2010; OLIVEIRA et
al., 2011). Neste contexto, o 6leo essencial de C. citratus (D.C.) Stapf tem sido amplamente
utilizado nas industrias farmacéuticas, cosmeticos, perfumaria, para fins medicinais € nos
processos alimenticios (MARTINAZZO et al., 2010).

Na tabela 1 esta expresso a a¢do do 0leo essencial de C. citratus (DC) Stapf frente
a diferentes microrganismos Gram-positivos, Gram-negativos e fungos, os quais podem estar

presentes como contaminantes em alimentos.

Tabela 1: Acdo do 6leo essencial de C. citratus contra 0s microrganismos.

Microrganismo Concentracao eficiente Referéncia
do 6leo essencial
Candida albicans 0,63 mg/MI SANTOS et al, 2009
C. tropicalis 1,25 mg/MlI SANTOS et al, 2009
Sthaphylococcus aureus 0,08 mg/mL SANTOS et al, 2009
Pseudomonas aeruginosa 1,25 mg/MlI SANTOS et al, 2009
Escherichia coli 0,63 mg/mL SANTOS et al, 2009
Listeria monocytogenes 1,56% v/v (15.6 pl/ml) OLIVEIRA, et al., 2010
Brevicoryne brassicae 0,1% viv LIMA, et al., 2008
Aspergillus ochraceus 1000 ppm NGUEFACK et al., 2009
Penicillium expansum 2000 ppm NGUEFACK et al., 2009

P. verrucosum 2000 ppm NGUEFACK et al., 2009
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3.3 Métodos de extracdes dos 6leos essenciais

Os 06leos essenciais podem ser obtidos por diferentes técnicas e suas propriedades
dependem do tipo de extracdo. Os métodos mais utilizados séo extracdo por hidrodestilacdo,
prensagem a frio, extracdo por solventes organicos, por alta pressdo ou por CO, supercritico.
Entretanto, a escolha do método varia conforme a localizacdo do 6leo essencial na planta e
com a finalidade de utilizagio do mesmo (JAKIEMIU, 2008; OKOH el al., 2010; SIMOES, et
al. 2007 citado por TELES, 2010). O método empregado na extracdo de um éleo essencial
pode alterar suas caracteristicas quimicas, pois o calor e a pressao utilizados no ato da
extracdo podem, por exemplo, interferir na qualidade final do 6leo, pois no momento da
extracdo as moléculas de um principio ativo podem ser quebradas e oxidadas em produtos de
menor eficacia, ou, as vezes, toxico (BRUM, 2010).

O método de enfloracao € utilizado para extracdo de Oleos essenciais de matérias-
primas delicadas como peétalas de flores. As pétalas sdo depositadas, a temperatura ambiente,
sobre uma camada de gordura, durante um determinado tempo. Em seguida as pétalas
esgotadas sdo substituidas por novas até a saturacdo total, quando a gordura € tratada com
alcool. O alcool entdo é destilado a baixa temperatura, obtendo-se assim o 0Oleo essencial
(OLIVEIRA e JOSE, 2007; JAKIEMIU, 2008).

A extracdo de Oleos essenciais por prensagem a frio (pressdo hidraulica) ou
esclarificacdo € um metodo de extracdo mecéanica. Ele é usado para obter 6leo essencial de
frutos citricos. Neste processo, as frutas sdo prensadas e delas é extraido tanto o 6leo essencial
guanto o suco. Apds a prensagem ¢ feita a centrifugacdo da mistura, a fim de separar o 0leo
essencial puro. Este método ndo é somente utilizado para extracdo de 6leos essenciais de
citricos, mas de maneira semelhante é utilizado para extracdo do dleo extravirgem de
améndoas, castanhas, nozes, germe de trigo, oliva, semente de uva e também de algumas
sementes das quais se extrai normalmente o 6leo essencial por destilacdo, como o cominho
negro (OLIVEIRA e JOSE, 2007).

A extracdo com solventes organicos € usada no mundo todo para obter maior
rendimento ou produtos que ndo podem ser obtidos por nenhum outro processo (JAKIEMIU,
2008). Apresenta a vantagem de permitir que sejam extraidos os componentes lipofilicos,
porém esse processo trds como principais desvantagens o fato dos solventes classicos serem
geralmente pouco seletivos e 0s extratos obtidos apresentarem muitas vezes uma cor escura e

uma consisténcia viscosa. Além disso, a eliminacdo do solvente aumenta 0S custos
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energéticos e os riscos de perda dos compostos volateis, sendo, na maioria das vezes,
impossivel a remogdo completa do solvente (JUNIOR, 2011).

A extracdo por fluidos supercriticos € uma técnica que utiliza o poder do solvente
em temperatura e pressdo proximas ao ponto critico. O solvente mais utilizado nesta técnica é
o didxido de carbono (CO,), devido ao seu baixo custo, a temperatura critica considerada
baixa (31,1°C) e a pressdo critica facilmente alcancével (72,85 atm), além de ser um solvente
inodoro, quimicamente inerte e sem risco ambiental. Essa técnica vem sendo considerada uma
das mais promissoras para a area da alimentacdo. A Unica desvantagem € que 0 processo
demanda custos altos, dificultando a implantagdo da técnica (JAKIEMIU, 2008).

A extracdo por hidrodestilacdo é realizada por meio do método Clevenger, onde a
matriz € imersa em agua destilada e o processo € realizado a temperatura de ebulicdo da
mistura. O aquecimento até 100°C provoca formacao de vapor que arrasta 0s compostos mais
volateis. A mistura de vapor e soluto passa por um condensador e, ap6s a condensacao, 0S
compostos sollveis separam-se da agua por decantacdo (BRUM, 2010). Este método foi
utilizado por diversos autores para extracdo do 6leo essencial de C. citratus, tais como Santos
et al. (2009), ao avaliar o rendimento e atividade antimicrobiana do 6leo essencial proveniente
de C. citratus; por Oliveira et al. (2010), ao analisar o efeito do d6leo essencial de C. citratus
frente a Listeria monocytogenes; e por Nguefack et al. (2009) quando avaliando fracbes de
Oleos de diferentes espécies vegetais, dentre eles, de C. citratus frente a fungos produtores de
micotoxinas. E também por Guimardes et al. (2008) ao avaliar a influéncia da luz e

temperatura sobre a oxidacéo do 0leo essencial de C. citratus.

3.4 Composicao quimica do 6leo essencial de Cymbopogon citratus (DC) Stapf

A composicdo dos dleos essenciais das espécies vegetais é diversificada, sendo a
principal responsavel por conferir suas propriedades funcionais. Entretanto, ha multiplos
fatores que podem ser responsaveis pela variabilidade quimica, como as caracteristicas
edafoclimaticas, que sdo extrinsecos a biologia vegetal, e outros dependentes da fisiologia das
plantas ou do seu genoma, como a ontogenia, tipo de érgdo e os quimiotipos, além do manejo
cultural, a forma de extracdo e o armazenamento (ZAGO et al., 2009; SANTURIO, 2011).

O citral e 0 mirceno sdo 0s compostos majoritarios encontrados no 6leo essencial
de Cymbopogon citratus, sendo o citral constituido pela mistura isomérica de aldeidos
monoterpeno aciclico: geranial ((2E)-3,7-dimetilocta-2,6-dienal, citral A ou isémero E) e

neral ((22)- 3,7-dimetilocta-2,6-dienal, citral B ou isémero Z), sendo considerado o
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responsével pelas atividades atribuidas a esse 6leo essencial. O mirceno, outro composto que
pode ser encontrado em teores significantes no 6leo essencial do capim limao e também em
outras variedades de plantas, € um monoterpeno aciclico, de nome sistematico 7-metil-3-
metileno-1,6-octadieno (GUIMARAES, 2008).

A composicdo quimica do 6leo essencial de C. citratus é bastante diversificada.
Oliveira et al. (2011) identificaram 0s componentes mirceno, (Z) p-ocimeno, (E) B-ocimeno,
linalol, neral, geraniol, geranial e 2-undecanona no Oleo essencial de C. citratus quando
avaliados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa. Os 6leos essenciais
sdo originados do metabolismo secundario das plantas e possuem composicdo quimica
complexa. Costa et al. (2005) encontraram varia¢6es nos teores do citral ao avaliar diferentes
métodos de secagem e fragmentacédo das folhas, variando de 69,60 a 84,42%.

A caracterizagdo quimica dos componentes dos Oleos essenciais é realizada,
normalmente, por cromatografia gasosa por espectrometria de massa. A identificacdo de
compostos organicos de extratos de plantas € de grande importancia. Sendo que estes extratos
sd0 uma mistura complexa de compostos organicos, requerem técnicas apropriadas de
fracionamento que permitam uma melhor analise de seus constituintes individuais. A
cromatografia gasosa é usada quase que exclusivamente para a analise qualitativa de volateis.
Os tempos de retencdo sdo utilizados como critério primario para a identificacdo dos picos. O
espectrometro de massa usado como detector cromatografico oferece dados adicionais para a
identificacdo dos compostos separados (ARAUJO, 2008). A figura 2 apresenta as estruturas

quimicas dos componentes majoritarios identificados de diferentes 0leos essenciais.

Figura 2: Estrutura quimica dos principais componentes identificados em 6leos essenciais.
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A grande maioria dos 6leos essenciais é constituida de derivados de terpendides e
ou de fenilpropandides, sendo que os primeiros preponderam. Os terpendides sdo derivados
de unidades do isopreno e os fenilpropandides se formam a partir do &cido chiquimico, que
forma as unidades béasicas dos acidos cindmicos e p-cumarico. A Figura 3 apresenta a origem
dos terpendides e fenilpropandides segundo LUPE (2007).

Figura 3: Origem dos Terpendides e Fenilpropanoides
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Fonte: LUPE, 2007.

3.5 Mecanismo de acéo dos 6leos essenciais

S&0 escassos 0s estudos a respeito do mecanismo pelo qual os éleos essenciais
exercem seu efeito frente a célula microbiana. O mecanismo de acéo pelo qual a maioria dos
Oleos essenciais exerce seu efeito antibacteriano envolve a parede celular, onde os 6leos
essenciais desnaturam e coagulam proteinas. Mais especificamente, eles atuam alterando a
permeabilidade da membrana citoplasmatica aos ions hidrogénio e potassio. A alteracdo dos
gradientes de ions conduz ao comprometimento dos processos vitais da célula como
transporte de elétrons, translocacdo de proteinas, processo de fosforilacdo e outras reacdes
dependentes de enzimas, resultando em perda do controle quimiosmético da célula afetada e,
consequentemente, na morte do microrganismo (DORMAN e DEANS, 2000 citado por
BONA et al., 2012).

Os mecanismos de acdo antimicrobiana foram parcialmente elucidados para
algumas espécies, por exemplo, o éleo essencial de Melaleuca alternifolia causa lise e perda

da integridade da membrana, devido a saida de ions e inibigdo da respiragdo (CARSON et al.,
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2006). Azerédo et al. (2012), avaliando o efeito citotoxico dos dleos essenciais de O. vulgare
L. e R. officinalis L. sobre Aeromonas hydrophila, observaram uma diminui¢cdo no consumo
de glicose pelo microganismo e liberacdo de material celular imediatamente apds a adicdo de
Oleos essenciais, tanto isoladamente como os dois 6leos combinados. A microscopia
eletronica das células expostas aos 6leos essenciais revelaram graves alteragdes na membrana
plasmaética, aparéncia citoplasmatica e forma da célula apds seis horas de exposicao.

Em relacdo ao C. citratus, o neral e geranial, cuja mistura constituem o citral,
principal elemento responsdvel pelo carater antimicrobiano possui 0 mecanismo de acdo
baseado em aumentar a permeabilidade da membrana celular, a partir de uma provavel
interacdo hidrofobica com a membrana (OLIVEIRA et al., 2011).

De acordo com Silva et al. (2009), diferencas entre resultados podem ocorrer
também quanto a sensibilidade de linhagens diferentes de um determinado microrganismo
frente a um mesmo produto antimicrobiano vegetal, mesmo quando a metodologia utilizada é
idéntica. Em seu estudo avaliando a atividade antibacteriana de Gleos essenciais provenientes
de seis espécies vegetais frente a linhagens de Staphylococcus aureus e Escherichia coli,
encontraram uma maior resisténcia da bactéria Gram negativa, a qual necessitou de uma
maior quantidade dos Oleos essenciais testados. Para os Oleos de alecrim, cravo da india,
gengibre, capim limao e horteld pimenta os valores de concentracdo inibitéria minima foram
de >3,0; 0,25; 0,24; 0,40 e 0,63 % (v/v de Gleo essencial diluido em meio de cultura) para E.
coli, enquanto os valores encontrados frente a bactéria Gram positiva foram de 0,40; 0,073;
0,04; 0,1, e 0,19, % (v/v de 6leo essencial diluido em meio de cultura) respectivamente.

Naik et al. (2010), avaliando a atividade antibacteriana do 6leo de C. citratus
(DC) Stapf frente a bactérias patogénicas, constataram também que os microrganismos Gram
positivos sdo mais sensiveis do que os Gram negativos. Bassolé et al. (2011) estudaram a
atividade antimicrobiana de C. citratus e C. giganteus sozinhos e combinados contra um
conjunto de nove microrganismos observaram que o 0leo essencial de C. citratus apresentou
maior atividade contra E. faecalis, L. monocytogenes, S. typhi, S. typhimurium e S. dysenteria.
O o6leo de C. giganteus exibiu uma atividade consideravelmente mais forte do que a de C.
citratus quando testado contra S. aureus, E. coli e P. aeruginosa. Ambas espécies de

Cymbopogon, mostram semelhante atividade contra E. aerogenes.
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3.6 Oleos essenciais provenientes de diferentes origens vegetais aplicados em alimentos

A acdo inibitéria dos extratos vegetais tem sido alvo de interesse por
pesquisadores da area de alimentos, e os consumidores apresentam uma tendéncia em relagéo
ao consumo de alimentos naturais, considerando a sua inclusdo em sistemas de conservagao
em detrimento aos aditivos sintéticos, visto que podem promover maior vida atil dos
alimentos. A utilizagdo de extratos vegetais em alimentos fundamenta-se no crescente estudo
do seu potencial antimicrobiano, principalmente em relacdo aqueles, normalmente, presentes
em alimentos. A finalidade de tais aplicacbes corresponde ao desafio de manter inécuos os
alimentos in natura e processados, preservando-0s integros quanto aos seus aspectos fisico-
quimicos, microbiolégicos e sensoriais.

Trajano et al. (2009), investigaram as propriedades antimicrobianas de Oleos
essenciais de varias espécies vegetais frente a 10 cepas bacterianas contaminantes de
alimentos e evidenciaram que 0s extratos de Eugenia caryophyllata e de Cinnamomum
zeylanicum mostraram-se eficientes na inibigcdo de todas as cepas testadas, sendo considerados
produtos promissores e uma boa alternativa para a substituicao de aditivos quimicos.

Al-Bayati (2008), avaliando também o efeito sinérgico da atividade antibacteriana
entre Thymus vulgaris e Pimpinella anisum, contra nove bactérias Gram positivas e Gram
negativas, revelou que a atividade méaxima dos extratos foram observados contra
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus e Proteus vulgaris, sendo que as combinacGes
mostraram uma acdo aditiva para a maioria dos patogenos testados, especialmente
Pseudomonas aeruginosa. Azerédo et al. (2012), avaliando as atividades antibacterianas dos
Oleos essenciais de Origanum vulgare L. e Rosmarinus officinalis L., isolados e combinados,
sobre Aeromonas hydrophila, obtiveram uma diminuicdo significativa da viabilidade
bacteriana ap0s 24 horas de exposicdo. Os autores ressaltaram que os 6leos em estudo
poderiam ser racionalmente aplicados para inibir o crescimento do A. hydrophila em produtos
alimentares, particularmente em produtos minimamente processados, como 0s legumes.

Sousa et al. (2012), avaliando a sinergia dos componentes carvacrol e 1,8-cineol a
fim de inibir as bactérias associadas aos vegetais minimamente processados, obtiveram
resultados satisfatorios, visto que o0s compostos combinados foram eficazes em inibir o
crescimento e sobrevivéncia de patdgenos e deteriorantes de vegetais. Em relacdo a avaliacdo
sensorial, a aplicacdo dos compostos sozinhos ou em misturas como desinfetantes em vegetais

apresentaram-se aceitaveis pelos consumidores.
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Kumar et al. (2008), em seu estudo sobre 6leo essencial de Thymus vulgaris L.,
como antifungico pos-colheita de produtos alimentares, obtiveram grande eficicia
antifangica, inibindo o crescimento micelial de Aspergillus flavus em 0,7 pl ml™*, exibindo
um amplo espectro antifungico contra oito diferentes alimentos contaminandos com Fusarium
oxysporum, Cladosporium herbarum, Curvularia lunata, Aspergillus terreus, Aspergillus
niger, Aspergillus fumigatus, Alternaria alternata e Botryodiploidia theobromae.

Poucos estudos tratam da aplicacdo do éleo essencial de C. citratus em alimentos.
Nguefack et al. (2012), avaliaram o sinergismo e antagonismos das fracdes de 6leos essenciais
6leos essenciais, dentre eles, o Cymbopongon citratus sobre duas cepas de Penicillium
expansum, fungo pos-colheita com potencial efeito toxicolégico e responsavel pela
deterioracdo de frutos e vegetais, principalmente em macas. Entre as 23 misturas dos 6leos
essenciais testados, quatro exibiram efeito sinergico; uma exibiu efeito aditivo e 18,
antagbnico. Esses efeitos foram correlacionados com a composicdo quimica das fragcdes dos
Oleos essenciais e suas misturas. Os efeitos sinérgicos observados podem ser explorados a fim
de maximizar a atividade antimicrobiana de 0leos essenciais.

Bastos et al. (2013), elaboraram filmes ativos de base celulésica com
incorporacdo de Oleo essencial de C. citratus a partir do metodo de casting, sendo este
idealizado para aplicacbes em queijo coalho. Machado et al. (2014) avaliaram o efeito
antimicrobiano do 6leo essencial de C. citratus contra Listeria monocytogenes inoculado em
repolhos armazenados sob refrigeracdo. Tais autores inferiram que o Oleo analisado tem
potencial para controle de patdgenos em vegetais. Machado et al. (2013) avaliaram o Gleo de
C. citratus frente a Salmonella typhimurium também em amostras de repolho.

E importante salientar o exposto por Barbosa (2010) que ressalta a necessidade de
estudos que demonstrem o impacto dos produtos naturais utilizados como conservantes tanto
em relacdo a qualidade, como também direcionada a aceitacao sensorial pelos consumidores.

A aplicacdo dos 0Oleos essenciais em alimentos estdo diretamente relacionados a
sua efetiva acdo contra os microrganismos. Porém, vale ressaltar que as técnicas de
determinacdo da atividade antimicrobiana podem influenciar nos resultados relacionados com
a acao que os Oleos essenciais podem apresentar frente aos microrganismos. Por exemplo,
Alves et al. (2008), realizando um estudo comparativo entre as técnicas de pocos, discos e
template, obtiveram valores distintos estatisticamente ao avaliar os didmetros de inibicdo do
crescimento microbiano do extrato de Miconia rubiginosa frente aos microrganismos E.
fecalis, K. rhizophila, P. aeruginosa, S. typhimurium, em que a técnica de pogos obteve

melhores resultados, visto que apresentou halos de inibi¢do na maioria das bactérias testadas.



29

No Brasil, os testes de avaliagdo antimicrobiana sdo padronizados pela Agéncia

Nacional de Vigilancia Sanitaria com autorizacdo do Clinical and Laboratory Standards

Institute (CLSI), sendo utilizados para analisar agentes antimicrobianos convencionais, como

os antibioticos. Nos testes de atividade antimicrobiana de 6leos essenciais, a metodologia

padrdo do CLSI ndo pode ser seguida a risca, em razdo das propriedades quimicas que estes

apresentam, portanto, utiliza-se uma pequena modificagdo com o disco de papel filtro

impregnado com a substancia teste (HENTZ e SANTIN, 2007).

A tabela 2 mostra as caracteristicas de 0Oleos essenciais de diferentes origens

vegetais aplicados em alimentos, dentre eles o de C. citratus.

Tabela 2: Caracteristicas de 6leos essenciais aplicados em alimentos.

Espécie Nome Aplicacdo em  Propriedade Principio Referéncia
Popular Alimentos Ativo
Cymbopongon Erva- Frutos e Antifngica Mirceno, Nguefack
citratus cidreira, vegetais Geranial, et al.
capim Neral (2012)
liméo
Ocimum Alfavaca Frutos e Antiflngica Eugenol, e y-  Nguefack
gratissimum vegetais muuroleno, - et al.
cariofileno (2012)
Thymus Tomilho Frutos e Antiflngica timol, p- Nguefack
vulgaris vegetais Antibacteriana cimeno, et al.
Peixe carvacrol, (2012)
terpineno, Jakiemiu et
linalol e al (2010)
borneol Holley e
Patel
(2005)
Origanum Oréegano Legumes Antibacteriana Carvacrol Azerédo et
vulgare L. minimamente al. (2012)
processados
Rosmarinus Alecrim Legumes Antibacteriana 1,8 cineol, Azerédo et
officinalis L. minimamente al. (2012)
processados
Eugenia Cravo Queijo coalho  Antibacteriana Eugenol, Trajano et
caryophyllata Cozido de humullene o,  al. (2009)
porco d-cadineno Holley e
Patel
(2005)
Cinnamomum  Canela Queijo gordo  Antibacteriana  Eugenol, 2-  Dias (2009)
zeylanicum Metil-5- Holley e
(Metiletenil)- Patel

(2005)
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Cultivo e colheita da planta Cymbopogon citratus (DC) Stapf

As plantas de Cymbopogon citratus foram cultivadas na Unidade Experimental de
Pesquisa e Extensdo do Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia do Ceara,
Campus Limoeiro do Norte localizado no Distrito de Irrigacdo Jaguaribe-Apodi, em Limoeiro
do Norte, CE, entre as coordenadas 5°20° de latitude Sul e 38°5° de longitude Oeste.

De acordo com a classificagdo climatica de Koeppen, o clima ¢ do tipo BSw’h’. A
regido apresenta os seguintes valores médios anuais: precipitacdo de 772 mm, irregular;
temperatura de 28,5 °C; umidade relativa de 62% e insolacdo de 3.030 horas (DNOCS, 2006
citado por SANTOS et al., 2008). O solo da area experimental apresenta textura franco-argilo-
arenosa, relevo uniforme, plano e declividade muito suave (BASTOS, 2004) e pertence a
ordem dos cambissolos, subordem cambissolo haplico, derivado de rochas calcarias, formagéo
Jandaira (EMBRAPA, 1999 citado por SANTOS et al., 2008). A tabela 3 mostra a

composicao quimica do solo, o qual foi coletado nos 20 cm superficiais.

Tabela 3 - Caracteristicas quimicas do solo utilizado no experimento.

Caracteristicas Profundidade de coleta (cm)
guimicas 0-0,20
C (g9/kg) 11,33
M.O. (g/kg) 19,54
P (mg dm?) 4
K (mmolc/dm3) 11,82
Ca (mmolc/dm3) 107,02
Mg (mmolc/dm3) 21,8
Na (mmolc/dm3) 0,85
H +Al (mmolc/dms3) 15,7
SB (mmolc/dmd) 141,6
CTC (mmolc/dm?) 157,3
V (%) 90
PST (%) 1
CE (dS/m) 0,31
pH 6,8

Fonte: Laboratorio de solos do IFCE, Limoeiro do Norte (2013).

A distribuicdo das mudas de C. citratus (DC) Stapf foi realizada em outubro de
2012 em uma 4rea de 5 m?. A adubacdo do solo para cada m? foi constituida de 200 g de
superfosfato simples (18% P,0s) e 20 L de composto organico. O plantio foi constituido por

15 mudas para cada m?, totalizando 75 mudas por 5 m?, as quais foram originadas de uma
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Unica planta-mée sendo obtidas por divisdo de touceira, utilizando-se perfilhos de raizes nuas
(clones geneticamente iguais), padronizadas com 30 cm acima da base, mantendo-se 3 cm do
limbo, enterrando-se o terco basal diretamente no solo. As mesmas foram propagadas em
fileiras com espacamentos de 20 cm entre as mudas. A figura 4 apresenta as etapas de
individualizacdo das mudas, transplantacédo e obtencéo das folhas de C. citratus (DC) Stapf. A
irrigacdo foi realizada no inicio do cultivo por intermédio de regadores mecéanicos e mantida
diariamente através de aspersdo mecanica.

A colheita do material vegetal foi realizada no periodo da manhd, seis meses ap6s
a distribuicdo das mudas, sendo colhidas no més de maio de 2013. Em seguida, o material
vegetal fresco foi embalado em sacos plasticos e armazenados a temperatura de 4+1°C por 48
horas, a fim de inibir o metabolismo das folhas até a extracdo do 6leo essencial.

A exsicata com amostra do material vegetal foi depositada com numeracao 16473
no Herbério Professor Francisco José de Abreu Matos da Universidade Estadual Vale do

Acarad, localizado em Sobral, Ceara.

Figura 4: Etapas, em ordem crescente, da transplantacdo das mudas de C. citratus (DC) Stapf
e obtencdo de suas folhas (A: Planta-mée da qual foram obtidas as mudas; B: Perfilhos de
raizes nuas; C: Medicdo da area experimental; D: Transplantacdo das mudas; E: Plantas com
seis meses de idade; F: Obtencdo das folhas).

Fonte: L|moe|ro do Norte, 2012
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4.2 Obtencédo do 6leo essencial de Cymbopogom citratus (DC) Stapf

As folhas de C. citratus (DC) Stapf, coletadas no periodo da manhd, foram
transportadas para o laboratério de Biotecnologia e Produtos Naturais da Universidade
Federal do Ceara, localizado em Fortaleza, Ceara. A extracdo foi realizada pelo processo de
hidrodestilacdo em destilador para 6leos essenciais tipo Clevenger, conforme pode ser
observado nas figuras 5 e 6. Foram utilizados baldes de 5 L contendo 150 g do material
vegetal fresco fracionados tamanhos de 2 cm e 3 L de dgua destilada seguindo procedimento
conforme Radiinz et al. (2002) com modificag¢fes. O fluxograma de extracdo do 6leo essencial
encontra-se exposto na figura 7.

O processo de extracdo foi mantido a temperatura em torno de 70°C durante 90
minutos. O 6leo essencial foi separado do hidrolato através da adicdo de sulfato de sodio
anidro e armazenados a uma temperatura de -1 °C, ao abrigo da luz. A extracdo do 6leo
essencial foi realizada em triplicata e o calculo do rendimento foi realizado a partir da massa
do 6leo essencial obtido pela sua massa de folhas frescas e o resultado multiplicado por 100.
A densidade absoluta foi realizada através da pesagem de 1 mL de dleo essencial conforme a
equacdo 1. As analises foram realizadas em triplicata.

Eq. d=m/v{g/mlL) (1)
Figura 5: Processo de extracdo Figura 6: Bureta de recepcdo
de 6leo essencial de C. citratus do bleo essencial apos
em aparelho tipo Clevenger. condensacdo e decantacdo.

Fonte: Fortaleza, 2013. Fonte: Fortaleza, 2013.
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Figura 7: Fluxograma de extracéo de dleo essencial de C. citratus.
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4.3 Caracterizacdo, analise da composicédo quimica e quantificacdo dos constituintes do
6leo essencial de Cymbopogom citratus (DC) Stapf

4.3.1 Analise de Infravermelho

A analise de infravermelho foi obtida através dos espectros de absorcdo na regiao
do infravermelho com transformada de Fourier foram obtidos em pastilhas de KBr no

espectrofotdmetro modelo 8300 da Shimadzu (Figura 8) entre 400 e 4000 cm™.

Figura 8: Espectrofotdmetro para analise de infravermelho.

K

Fonte: Fdrtalézé, 2013.
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4.3.2 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM)

A avaliagdo qualitativa do 6leo essencial foi realizada por cromatografia em fase
gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC/MS - Shimadzu, modelo QP 5050) como
pode ser observado na figura 9 e 10. As condigdes experimentais foram: coluna capilar de
silica fundida —DB1 (30 m x 0,25 mm, com 0,25 pm de espessura de filme). Foi utilizado o
Hélio (He) como gas de arraste com uma taxa de fluxo de 1,7 mL/min com injec&o tipo split:
1:27. A temperatura inicial do injetor foi 25°C e a temperatura do detector (ou interface) foi
de 230°C; o volume da amostra injetada foi de 0,5 uL em acetato de etila; e a pressao na
coluna foi de 100.0 kPa. A identificacdo dos constituintes foi realizada com base na
comparagdo com o padrdo de fragmentacdo de espectro de massa descrito na literatura
conforme ADAMS (2007) e NIST CHEMISTRY WEBBOOK (2014).

Figura 9: Sistema GC/MS - Shimadzu, Figura 10: Sistema de injecdo das amostras
modelo QP 5050. modelo Shimadzu, modelo QP 5050.

Fonte: Fortaleza, 2013. Fonte: Fortaleza, 2013.

4.3.3 Cromatografia gasosa acoplado a detector por ionizacao de chamas (CG-FID)

A quantificacdo dos constituintes do 6leo essencial foi realizada por cromatografia
em fase gasosa com detector por ioniza¢do de chamas (GC/FID), em cromatografo modelo
GC-2010, da marca Shimadzu AOC-2010, Auto Injector conforme figura 11. Os espectros de
massa foram obtidos com a voltagem de ionizagdo de 70 eV. A coluna capilar de silica
fundida -DB5 (30 m x 0,25 mm, com 0,25 pm de espessura de filme). Foi utilizado os gases
Hélio (He), Hidrogénio (H) e Ar sintético (Figura 12) com taxa de fluxo de 1,7 mL/min,

injecdo tipo split: 1:27. A temperatura inicial do injetor foi 25°C e a temperatura do detector
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(ou interface) foi de 230°C; o volume da amostra injetada foi de 0,5 UL em acetato de etila; e
a pressao na coluna foi de 100.0 kPa.

Os constituintes foram identificados através dos indices de Kovats, calculados em
relacdo aos tempos de retencdo de uma série homdloga de n-alcanos (Equacdo 2) e
comparacgdo de seus espectros de massa com aqueles do banco de dados NIST, bem como

comparagdo visual com espectros de massas registrados na literatura (ADAMS, 2007).

Eq.

[ﬂ_ U‘"‘r - ﬂ:l x W[dssconhsc:’do} - h"':.'rz:' ]
o = M

f (2)

I =100x

Em que:

| = Indice de Kovats;

n = nimero de atomos de carbonos do menor n-alcano;
N = nGmero de atomos de carbono do maior n-alcano;

tr = tempo de retencéo;

Figura 11: Sistema de CG-FID modelo ~ Figura 12: Linha de gases utilizados no
Shimadzu AOC-2010 sistema de cromatografia gasosa (A: Ar

sintético; B: Hidrogénio; C: Hélio).

Fonte: Fortaleza, 2013. Fonte: Fortaleza, 2013.

4.4 Avaliacéo da atividade antibacteriana do 6leo essencial

As bactérias utilizadas para a avaliagdo da atividade antibacteriana do o6leo
essencial, Escherichia coli ATCC 25922 e Staphylococcus aureus ATCC 25923 foram
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cedidas pelo Laboratorio de Bioquimica da Universidade Estadual do Ceard. As bactérias
foram encaminhadas e mantidas no laboratério de microbiologia do IFCE Campus Sobral.
Para o preparo do indculo microbiano, as bactérias foram ativadas em meio Brain Heart
Infusion, incubados a 35°C por 18 horas. A diluicdo das bactérias foi realizada em solucéo
salina 0,90% até a obtencéo de leitura 0,08 em espectrofotdmetro com comprimento de onda

de 560 nm relacionado & escala de Mac Farland que corresponde a 1,5 x 108 UFC/mL.

4.4.1 Método qualitativo por difuséo

A determinacédo da atividade antimicrobiana foi realizada pelo método de difuséo
em disco de papel de filtro através do método preconizado por Kirby-Bauer, estabelecido
como padréo pelo National Committe for Clinical Laboratory Standards (NCCLS, 2003). O
volume do extrato utilizado foi de 0,5uL, sendo impregnado nos discos de 6 mm de diametro,
os quais foram colocados em placas de Petri contendo as bactérias semeadas individualmente
em Agar Muller Hilton. As placas foram incubadas a 35°C por 18 horas. Os resultados foram
expressos a partir da leitura de medicdo do didmetro dos halos de inibicdo do crescimento

bacteriano. A analise foi realizada em duplicata.

4.4.2 Método quantitativo por diluicdo

Para determinar a Concentracdo Inibitoria Minima (CIM), foi utilizado o método
indireto de crescimento bacteriano através da densidade oOtica em meio de cultura liquido.
Utilizou-se o método descrito por Perazzo et al (2012), no qual foi adicionado 0,8 mL do dleo
essencial; 0,05 mL de Tween 80; e 4,2 mL de agua destilada estéril. Portanto a solugéo final
apresentou concentracdo de 16% (v/v), equivalente a 136 mg/mL, considerando a densidade
do oleo igual a 0,85 g/mL.. Em seguida, o 6leo essencial foi diluido de forma seriada,
mediante emprego da técnica da macrodiluicdo (NCCLS, 2003).

O crescimento bacteriano foi avaliado atraves da densidade Otica para
determinacdo da concentracdo inibitéria minima do 6éleo essencial, submetendo-se a leitura
em espectrofotdmetro utilizando absorbancia de 560 nm. As concentra¢cdes de 6leo essencial
testadas foram: 0,4; 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0; e 6,0% (v/v). A andlise foi realizada em

duplicata.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Densidade e rendimento do 6leo essencial de C. citratus (DC) Stapf

A densidade do 06leo essencial de C. citratus (DC) Stapf apresentou valor médio
de 0,85 g/mL. Santos et al. (2009) obtiveram densidade de 0,95 g/mL para o 6leo de C.
citratus quando cultivado em canteiro Unico e 1,15 g/mL quando consorciado com Achillea
millefolium. Lucena et al. (2013) determinou a densidade relativa para 6leo essencial de capim
limdo e encontrou o valor de 0,86 g/mL.

O rendimento do Oleo essencial é considerado uma das mais importantes
caracteristicas a serem avaliadas nos plantios destinados a producdo comercial. Ele expressa a
quantidade de 6leo produzido a partir de uma determinada quantia de folhas (VITTIE E
BRITO, 1999 citado por BRITO, 2007). O rendimento médio encontrado no presente estudo
para a extracdo do 6leo essencial de C. citratus (DC) Stapf foi de 0,69 £0,23% em relacéo a
sua massa fresca. Valor este superior ao encontrado por Brito (2007), ao analisar os 0leos
essenciais obtidos de varias plantas, dentre elas o de Cymbopogon citratus (DC) Stapf, cujo
rendimento foi de 0,47%, sendo este também calculado a partir da massa fresca.

Outros pesquisadores também encontraram valores inferiores como Silva et al
(2005), com rendimento de 0,55% de 6leo essencial de capim liméo, e Carvalho et al. (2010)
que encontraram valores variando de 0,28 a 0,50% da massa fresca.

Ribeiro et al. (2008), obtiveram um rendimento semelhante ao obtido nesta
pesquisa, teor de 0,78%. Os autores referidos ressaltam que o teor de dleo essencial e a
composicao quimica podem variar por influéncias sazonais. Koshima, Ming e Marques (2006)
avaliaram o rendimento do 6leo essencial de C. citratus (DC) Stapf em relacédo a utilizacéo de
cobertura morta nas estagdes do ano e obtiveram um rendimento médio de 0,55%, sendo
constatado que a cobertura morta nao interferiu no rendimento do dleo essencial.

Além disso, Santos e Innecco (2003), relataram a influéncia de fatores abidticos,
como a intensidade luminosa e a temperatura, que atuam diretamente nos processos primarios,
como fotossintese e respiracdo, que podem influenciar indiretamente na producdo de
metabdlitos secundarios, tais como os constituintes do 6leo essencial. A intensidade da luz
pode, também, alterar a producdo de Oleo essencial através da ativacdo de enzimas
fotossensiveis envolvidas na rota do &cido mevalbnico, precursor dos terpenos que Sao

constituintes quimicos das esséncias (SOUZA et al., 2011).
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5.2 Resultados da caracterizagdo do 6leo essencial de C. citratus (DC) Stapf por analise

de infravermelho

Os espectros das bandas de absorcdo na regido do infravermelho obtidos a partir
de pastilha de KBr, encontram-se na figura 13, visando obter informag6es sobre a composicao
quimica do 6leo essencial de C. citratus.

O espectro na regido do infravermelho, em transmitancia, revelou bandas de
absorcdo em 2968 a 2920 (C-H, sendo caracterizadas como vibragdes de estiramento); 1676
(C=0, estiramento); 1632 (C=C, estiramento); 1377 (CHs, deformacédo angular); 1445 (CHa,
deformacdo angular), 1121 a 1196 (C-O, estiramento) e 843 (C-Cl, estiramento), em cm™
(SKOOG, HOLLER e NIEMAN, 2002).

Figura 13: Espectro na regido do infravermelho do 6leo essencial de C. citratus (DC) Stapf
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Pequenas diferencas na estrutura e na constituicdo de uma molécula resultam em
mudancas significativas na distribuicdo das bandas de absorcdo na regido do espectro. Os
espectros no infravermelho possuem uma caracteristica Unica, principalmente na regido de
impressdo digital. Os espectros das ligacdes C=0 (1676) e C=C (1632), embora absorvam na

mesma regido do espectro de infravermelho, ndo se confundem, pois a ligacdo C=C absorve
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fracamente, enquanto a C=0O absorve intensamente, podendo ser facilmente observada no
grafico de absorcéo do infravermelho exposto na figura 13.

A ligagdo C=0, segundo Guimardes et al. (2008), caracterizam 0s compostos
majoritarios do Oleo essencial de C. citratus, ao considerar o o e B citral, cujos grupos
funcionais séo representados pela ligagéo dupla entre o carbono e oxigénio (C=0).

Compostos organicos quando na presenca de energia (que pode ser por
aquecimento ou pela irradiacdo de luz) podem gerar radicais em decorréncia da quebra
homolitica de ligaces quimicas. Segundo Orlando (2011), as diferencas nas caracteristicas do
6leo essencial, com base no grau de interferéncia na composicdo quimica e fisica, pode ser
atribuida a fatores, tais como a época de coleta, diferentes tipos de solo, condi¢cdes e tempo de

armazenamento, condi¢fes de temperatura, luminosidade e umidade do ar.

5.3 Composigdo quimica do oleo essencial de C. citratus (DC) Stapf

O cromatograma (CG-MS) do 6leo essencial de Cymbopogon citratus (DC) Stapf
pode ser observado na figura 14. Foram obtidos vinte picos de tempo de retencdo, porém
foram identificados apenas nove componentes, sendo que 0s constituintes majoritarios, sendo
estes, o mirceno, a-citral e B-citral podem ser observados nas respectivas figuras 15, 16 e 17,

respectivamente, evidenciando melhores resoluces quanto aos picos cromatograficos.

Figura 14: Cromatograma geral do 6leo essencial de C. citratus (DC) Stapf.
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Nas figuras 15, 16 e 17 encontram-se relacionados os espetros de massa
correspondentes aos componentes majoritarios do 6leo essencial de C. citratus (DC) Stapf e
as respectivas propostas de identificacdo através do NIST (2014) e Adams (2007). Bem como

as suas respectivas estruturas quimicas.

Figura 15: Espectros de massa do composto (A) referente ao pico 3 (B-mirceno) do
cromatograma da figura 14 e (B) proposta de identificacdo através da espectroteca NIST.
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Figura 16: Espectros de massa do composto (A) referente ao pico 18 (a-citral) do
cromatograma da figura 14 e (B) proposta de identificacdo através da espectroteca NIST.
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Figura 17: Espectros de massa do composto (A) referente ao pico 16 (B-citral) do
cromatograma da figura 14 e (B) proposta de identificagdo através da espectroteca NIST
(2014).
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A Tabela 4 mostra os teores dos componentes contidos no Oleo essencial,
identificados através do espectro de massas da amostra. E notavel o alto teor relacionado aos
maiores picos do cromatograma geral, cujos tempos de retengdo foram 10,349; 19,668; e
20,758, 0s quais foram posteriormente identificado como sendo mirceno, B-citral ¢ a-citral,
evidenciando esses compostos como 0s componentes majoritarios presente no 6leo essencial

de C. citratus cultivado em Limoeiro do Norte.

Tabela 4: Identificacdo dos componentes do 6leo essencial de C. citratus.

Componente® TR® IK® IK? Area (%)
B-mirceno 10349 988,45 988 16,66
B-trans-ocimeno 12035 1036,00 1040 0,25
B-ocimeno 12415 1046,72 1050 0,13
B-linalol 14330 1100,76 1098 0,79
B-citronelol 19140 1236,48 1229 0,40
B-citral 19670 1251,43 1244 30,63
Geraniol 20095 1263,43 1257 3,09
a-citral 20760 1282,19 1275 41,49
Nerol acetate 24560 1379,71 - 0,37

% Componentes listados de acordo com a ordem de eluicdo em coluna DB-5; ° Tempo de
retencdo obtido para cada componente identificado; ‘indice de Kovats corrigido; ¢ indice de
Kovats da literatura.
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Os componentes majoritarios, incluido o geraniol, com percentual de 3,09%,
representaram 91,87% do Gleo essencial, em que 72,12% representaram o teor de citral, sendo
este valor semelhante ao encontrado por Brito (2007), que foi de 68,91%, Oliveira et al.
(2011) e Pereira et al. (2008) que obtiveram 73,83 e 72,00%, respectivamente.

Além dos componentes majoritarios, foram identificados B-ocimeno, B-linalol, -
citronelol, Geraniol e Nerol acetate, sendo 0s percentuais destes constituintes maiores do que
0s encontrados por Bassolé et al. (2011) que ao analisarem a composi¢do quimica e atividade
antimicrobiana do 6leo essencial de Cymbopogon citratus, obtiveram cinco componentes que
foram identificados, e que representaram 96,3% do Oleo essencial, sendo estes, o geraniol
(1,9%) e linalol (0,7%). O percentual do componente mirceno (11,0%) também foi menor do
que o do presente estudo, cujo valor foi de 16,66%.

Vale ressaltar que nesta pesquisa foi encontrado o componente nerol acetato,
cujos estudos na literatura ndo mencionam a identificagdo de tal componente. Chanthai et al.
(2012) identificaram dezesseis compostos aromaticos volateis do 6leo essencial de capim
limdo, sendo estes, o a-pineno, citronelal, 6xido de limoneno, citronelol, geraniol, citral-cis,
trans-citral, eugenol, humuleno, a-copaene, P-cariofileno, germacrene D, a-cubebene,
cadinene de vy, 8-cadinene, e d-cadinol. Fandohan et al (2008) encontrou os componentes [3-
citral (34%), a-citral (32%), Mirceno (20%) e Terpinen-4-ol (3%).

Aradjo (2010) ressalta que os Oleos essenciais, mesmo oriundos da mesma
espécie, apresentam grande divergéncia quanto a sua composi¢cdo quimica ao serem
comparados com dados da literatura. Por isso, faz-se necessario que 0S experimentos
informem a origem, forma de obtencao e composi¢do dos 06leos.

Algumas diferencas entre a literatura podem ser observadas, pois segundo Castro
(2001) citado por Brito (2007), a composicao de um 6leo essencial € bastante dinamica, sendo
que as interconversdes dos seus constituintes abrangem reacdes de oxidacdo, reducdo,
desidratacdo, hidratacdo, isomerizacao e ciclizacao.

Guimardes et al. (2008), em sua pesquisa concluiram que o0s constituintes
majoritarios do 6leo essencial de C. citratus, citral e mirceno sofreram degradacdo em relacéo
ao tempo (120 dias), tanto na presenca quanto na auséncia de luz. Em relacdo a temperatura,
observou-se influéncia desta apenas sobre a degradacdo do mirceno. Porém, tendo em vista
que o citral além de ser o constituinte majoritario desse 6leo essencial é também o composto
de maior interesse pela industria, conclui-se que este 0leo, para fins de comercializacdo deve

ser estocado ao abrigo da luz, ndo necessitando de temperaturas muito baixas para seu
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armazenamento. Tal fato remete as condic¢des apropriadas como ocorreu 0 armazenamento do
6leo essencial de C. citratus do presente estudo.

Segundo Bakkali et al. (2008), a composicdo de monoterpenos sdo altamente
volateis e sdo considerados 0s mais representativos da composicdo do dleo essencial, sendo
classificados em hidrocarbonetos, como mirceno, sabineno, a-pineno, ou oxigenados com
varias fungdes como linalol e a-terpinol (&lcoois), geranial, geraniol e neral (aldeidos) e 1,8-
cineol (éteres). Alguns destes componentes também foram identificados no 6leo em estudo.

Resultados semelhantes ao desta pesquisa foram encontrados por Domingues
(2011), que ao estudar sobre a acéo bactericida e esporicida de 6leos essenciais, incluindo a
espécie Cymbopogon citratus, identificou sete componentes em sua amostra, sendo estes, 0
mirceno, neral, geranial, geraniol, linalol, (Z) B-ocimeno e (E) p-ocimeno.

Martinazzo et al. (2013) tambem identificaram oito componentes no 06leo
essencial de C. citratus (DC.) Stapf apds o processo de secagem, sendo estes cultivados em
Vigosa, MG. Tais componentes foram 6-metil-5-hepten-2-ona, Mirceno, Linalol, Z-Citral
(Neral), Geraniol, E-Citral (Geranial), Undecan-2-ona, Acetato de geranila, cujos valores do
indice de retencdo foram 997, 986, 1096, 1244, 1257, 1275, 1294, e 1388, respectivamente.

Brito (2007) identificou nove constituitens quimicos do 6leo essencial das folhas
frescas de C. citratus submetido ao sistema organico. Foram eles, 6-metil-5-hepten-2-ona
(1,99%), mirceno (24,80%), a-ocimeno (0,32%), B-ocimeno (0,19%), linalol (0,49%),
citronelal (0,10%), B-citral (28,36%), a-citral (40,55%) e iso-butirato de linalol (0,51%). Os
indices de Kovats para o mirceno, f-ocimeno, linalol, a-citral e B-citral foram de 987, 1045,
1099, 1268, 1237, respectivamente. Tais indices estdo proximos aos encontrados para 0S

referidos componentes identificados neste estudo (Tabela 4).

5.4 Atividade antibacteriana do 6leo essencial de C. citratus (DC) Stapf

Os resultados da atividade antibacteriana do dleo essencial de Cymbopogon

citratus (DC) Stapf frente aos microrganismos testados estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5: Avaliacdo da atividade antibacteriana do 6leo essencial de
C. citratus (para 0,5uL do 6leo essencial densidade = 0,85 mg/mL).

Microrganismo Diametro médio do halo inibicdo (mm)
Escherichia 7,75 (x0,5)
Coli ATCC 25922
Staphylococcus aureus 8,25 (+0,5)

ATCC 25923
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Os halos encontrados no presente estudo foram de 7,75 e 8,25 mm para E. coli e
S. aureus, respectivamente. Bertini et al. (2005), em seu estudo sobre atividade de diferentes
6leos essenciais utilizando volume de 10pL, para o 6leo de C. citratus, obtiveram valores para
os halos de inibicdo de 16,5 e 12 mm frente a S. aureus e E. coli, respectivamente.
Comparando tais valores com os resultados expressos nesta pesquisa (tabela 5), observa-se
que os halos foram aproximadamente a metade. Entretanto, a quantidade de éleo empregada
no teste foi 20 vezes menor. Segundo os referidos autores, os valores de 19,5 e 15,5 mm
foram encontrados quando houve aumento de 6leo essencial, possibilitando uma maior
inibicdo frente aos microrganismos avaliados.

Bassolé et al. (2011), utilizando o volume de 5uL do 6leo essencial de C. citratus,
encontraram zonas de inibicdo de 24,3 e 15,3 mm para 0s microrganismos S. aureus e E. coli,
respectivamente. Pereira et al. (2008), avaliando o efeito inibitério de dleos essenciais, dentre
eles o de C. citratus, na concentracao de 0,5%, apresentou 7 mm para E. coli e 6 mm para S.
aureus. E Trajano et al. (2009), analisando a propriedade antibacteriana de Oleos essenciais
sobre bactérias contaminantes de alimentos, encontraram variagdo de 11 a 30 mm dos halos
de diferentes Oleos frente a Escherichia coli e variacdo de 11 a 25 mm frente a
Staphylococcus aureus. Sendo que os maiores halos foram observados quando se utilizou os
6leos de Cinnamomun zeylanicum e Eugenia caryophyllata.

No presente estudo a bactéria Gram-negativa apresentou maior resisténcia em
comparagdo com a Gram-positiva. Além disso, observa-se também que o aumento da
concentracdo do Oleo essencial permitiu uma maior inibicdo das bactérias como pode ser
observado ao avaliar a concentragdo inibitéria minima do dleo essencial frente a E. coli e S.
aureus, expostos nas Figura 18 e 19, respectivamente, as quais foram interpretados atraves da
leitura da densidade Otica por meio da turvacdo do meio de cultura, indicando o crescimento
dos microrganismos, enquanto o meio limpido, apresentando absorbancia 0, indicando a
inibicdo do crescimento microbiano.

Naik et al. (2010) obtiveram em seu estudo, comportamento semelhante ao da
presente pesquisa, em que a atividade antibacteriana do 6leo de C. citratus frente a bactérias
patogénicas, encontraram zonas de inibicdo em mm de 14,33; 19,33; 22,33; 24,66; 27,33; e
29,66 guando submetido a concentragdes de 5, 10, 15, 20, 25 e 30%, respectivamente, frente a
S. aureus. E quando testado a bactéria E. coli, obtiveram zonas de 8,33; 11,33; 14,00; 16,33;

19,33; e 22,33 mm para as mesmas concentracoes.
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Figura 18: Resultado da concentracdo  Figura 19: Resultado da concentragdo
inibitoria minima do 6leo essencial de C. inibit6ria minima do dleo essencial de C.
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Os resultados da concentracdo inibitéria minima do 6leo essencial de C. citratus
(DC) Stapf frente as bactérias E. coli e S. aureus foram de 42,5 mg/mL para E. coli e de 25,5
mg/mL para S. aureus. De acordo com Silva et al. (2009), em seu estudo avaliando a
atividade antibacteriana de 6leos essenciais provenientes de seis espécies vegetais frente a
linhagens de S. aureus e E. coli, encontraram uma maior resisténcia da bactéria Gram
negativa, a qual necessitou de uma maior quantidade dos 6leos essenciais testados.

Santos et al., (2009), obtiveram em seu estudo concentracdes de 0,08 e 0,63
mg/mL, para S. aureus e E. coli, respectivamente. No entanto, utilizaram a técnica de
microdiluicdo, em que o inoculo bacteriano foi diluido na proporcéo de 1:10. Perazzo et al.,
(2012) ressaltam ainda que os Oleos essenciais sdo substancias volateis, que apresentam
insolubilidade em agua e complexidade quimica, o que dificulta a padronizacéo de técnicas.

Segundo Chanthai et al. (2012), suas propriedades sdo principalmente devido ao
citral (mistura de neral e geranial). Nascimento et al. (2006) verificaram o efeito do horéario de
corte sobre o rendimento do 6leo essencial do capim-limao e o teor de citral, componente
majoritario do seu 6leo essencial. O maior percentual de citral ocorreu por ocasido do corte
realizado as 13 horas (91,7%), porém, este foi o horario de menor producéo de 6leo. Portanto,
a atividade antimicrobiana esta relacionada ao teor de citral encontrado no 6leo essencial, o
qual pode variar com diferentes fatores bi6ticos e abidticos. O teor de citral encontrado no

presente estudo foi de 72,12%, sendo que o horario da relizacdo do corte foi pela manha.
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6 CONCLUSAO

v" O 6leo essencial de Cymbopogon citratus, cultivado no municipio de Limoeiro do
Norte, apresentaram rendimentos superiores aos relatados na literatura, ocasionado,

provavelmente pelas caracteristicas edafocliméticas da regido;

v Foram identificados os agrupamentos funcionais C-H; C=0, C=C; CHs; CH,; C-O; e
C-Cl. Quanto a composicdo, 0s componentes majoritarios encontrados foram o

mirceno, a-citral, B-citral e geraniol, representando teor de 91,87%;

v As concentracdes de 42,5 e de 25,5 mg/mL foram eficientes para inibir as bactérias
Escherichia coli e Staphylococcus aureus, respectivamente;

v’ Portanto, ressalta-se a importancia de determinar a caracterizacdo do 6leo esencial,
bem como o seu potencial efeito antimicrobiano, principalmente quando se propde

adiciona-lo em matrizes alimentares.
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CAPITULO 11

AVALIACAO DO REVESTIMENTO COMESTIVEL EM QUEIJO COALHO

Figura 20: Planta Caesalpinia pulcherrima

Fonte: Séo Benedito 2013.
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1 INTRODUCAO

O queijo coalho é um dos produtos lacteos mais consumidos na regido Nordeste
do Brasil. Devido ao habito alimentar da populacdo e levando em consideracéo o alto valor
que o queijo coalho representa para a cultura local, tal atividade constitui-se uma relevante
fonte de renda para economia, refletindo assim, a sua importancia socioecondmica.

O queijo, assim como parte dos derivados do leite, apresenta uma excelente
composi¢do nutricional. Entretanto, devido a essas caracteristicas, constituem-se de meios
propicios para o desenvolvimento de microorganismos. Alguns autores relatam que,
contagens elevadas de microrganismos do grupo coliformes, Staphylococcus aureus e
Salmonellas sdo freqlientemente observadas nos queijos coalho. Além disso, estudos
microbiolégicos relatam ocorréncia de microrganismos patogénicos e contagem de
deteriorantes em nimeros que excedem, muitas vezes, os limites estabelecidos pela legislacédo
(DUARTE et al, 2005; CAVALCANTE et al, 2007, LUZ, 2008).

Isto pode ser decorrente da qualidade da matéria-prima e por serem produzidos,
em propriedades rurais ou pequenas industrias de forma artesanal, onde as condicfes
higiénico-sanitarias sdo insatisfatorias, sem tecnologia apropriada para a melhoria de sua
qualidade. Por isso, a contaminagdo microbiana desse produto representa potencial risco de
causar doencas transmitidas pelo alimento (SANTANA et al, 2008, FILHO et al., 2009).

Neste cenario, 0s revestimentos comestiveis surgem como excelente forma de
conservacdo destes produtos, pois possuem atividade antimicrobiana, inibem a migracdo de
umidade, oxigénio e retém os compostos aromaticos do produto, contribuindo assim com a
preservacdo da integridade do alimento (DURANGO, SOARES e ARTEAGA, 2011).

Os revestimentos comestiveis sdo peliculas constituidas por substancias naturais
e/ou sintéticas que se polimerizam e isolam o alimento, sem riscos a saude, pois ndo sao
metabolizados pelo organismo e sua passagem pelo trato gastrointestinal se faz de maneira
inbcua (MAIA et al, 2000). Uma das macromoléculas biolégicas mais estudadas para
formacdo de revestimentos comestiveis sdo os polissacarideos, polimeros capazes de formar
matrizes continuas de protecdo ao alimento (TEIXEIRA et al, 2010). Sua producdo apresenta-
se viavel devido seu baixo custo, por serem amplamente encontrados na natureza, serem
consumidos em conjunto com o alimento e biodegradaveis, contribuindo para minimizar a
poluicdo ambiental, embora ndo substitua a embalagem primaria (RIGO, 2006; LIMA, 2009).

As galactomananas sdo polissacarideos ndo-ibnicos com extensa ocorréncia no

endosperma da semente de plantas da familia Leguminoseae. Apresentam em sua estrutura
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uma cadeia principal linear com unidades de a-D-manose, com substituicdo de unidades de a-
D-galactose na posicdo do C-6 da manose (CUNHA, PAULA e FEITOSA, 2009, FILHO,
2009). Uma fonte de galactomananas é a leguminosa Caesalpina pulcherrima, conhecida
como “flamboianzinho”, facilmente encontrado na regido nordeste. Podem atingir de 3 a 4
metros de altura na fase adulta. E um arbusto de facil plantio, crescimento e com ampla
producdo de sementes, cujo fruto contém em media de 2 a 15 sementes (MESQUITA et al,
2008; FRANCA et al, 2010). Estudos recentes abordam sobre as propriedades e utilizagdo de
galactomananas de C. pulcherrima para a formagdo de revestimentos comestiveis aplicados
em alimentos (CERQUEIRA et al., 2011).

Tendo em vista a potencializacdo dos revestimentos a base de galactomanana, os
6leos essenciais de plantas, por possuirem substéncias ativas e efeito antimicrobiano, diversos
pesquisadores, entre eles, os da area de alimentos tém buscado a sua comprovacao e utilizacéo
no processamento de alimentos. Segundo Aradjo (2008) e Martins et al (2011), os 6leos
essenciais séo substancias muito estudadas em varios ramos da ciéncia, sendo a industria de
alimentos muito beneficiada, destacando-se na utilizacdo desses produtos naturais.

Tal fato deve-se aos seus constituintes, que em diferentes concentracées inibem o
crescimento de microrganismos, como Staphylococcus aureus, Shigella flexneri, Salmonella
enteritidis, Salmonella typhi, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosae, Klebisiella
pneumoniae e Proteus mirabilis (PEREIRA et al, 2004; LIMA et al, 2006; MATASYOH et
al, 2007). Diante deste contexto e buscando novas técnicas naturais de preservacdo dos
alimentos, a adicdo de 6leos essenciais nos alimentos torna-se um potencial sistema de

bioconservacédo, visto que podem prolongar a vida atil dos produtos alimenticios.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Realizar um estudo da inclusdo do éleo essencial de Cymbopongon citratus (DC)

Stapf em solucdo de galactomanana a fim de elaborar um revestimento comestivel aplicado

em queijo coalho, que apresente a funcdo de minimizar e controlar o crescimento microbiano,

bem como manter as caracteristicas fisico-quimica e sensorial em conformidade com os

padrdes de qualidade, buscando ampliar a sua vida de prateleira.

2.2 Objetivos Especificos

DN N NN

<

Isolar galactomananas de Caesalpina pulcherrima;

Avaliar o rendimento da extracdo da galactomanana;

Realizar a caracterizacdo da galactomanana de Caesalpinia pulcherrima;

Formular peliculas distintas com solucdo de galactomananas e incorporar o 0Oleo
essencial de Cymbopongon citratus (DC) Stapf;

Elaborar o queijo tipo coalho e aplicar os revestimentos;

Realizar anlises fisico-quimicas e microbioldgicas dos queijos revestidos durante a
estocagem com 1; 10; e 20 dias;

Definir o tratamento que apresentar melhor resultado no estudo da estabilidade durante
20 dias e avalia-lo quanto a sua composi¢cdo quimica, microbiolédgica e sensorial, bem
como determinar o seu perfil de textura e capacidade de derretimento durante 7, 15 e

30 dias de armazenamento.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Generalidades do queijo coalho

3.1.1 Leite de vaca: principal ingrediente de fabricacdo do queijo

A Instrucdo Normativa 62, publicada em 29 de dezembro de 2011, aprova o
regulamento técnico de producdo, identidade, qualidade, coleta e transporte do leite. Segundo
a mesma, entende-se por leite, o produto oriundo da ordenha completa, ininterrupta, em
condigdes de higiene, de vacas sadias, bem alimentadas e descansadas. O leite de outros
animais deve denominar-se segundo a espécie de que proceda (BRASIL, 2011).

O leite deve ter o aspecto liquido e homogéneo, apresentando sabor levemente
adocicado e agradavel, devido a quantidade de lactose, além dos teores de proteinas e gordura
que também contribuem para o seu sabor caracteristico. Possui odor suave, levemente acido e
com coloracdo branco-amarelada opaca devido principalmente a dispersdo da luz pelas
micelas de caseina. A cor amarelada do leite € devido a substancias lipossoliveis, como o0s
carotenoides e as riboflavinas (VENTURINI, SARCINELLI & SILVA, 2007a).

O leite é um alimento completo e indispensavel na alimentacdo devido 0s seus
nutrientes, sendo de suma importancia para a saude (VENTURINI, SARCINELLI & SILVA,
2007a). E composto de agua, 87,3%, e solidos totais, 12,7%, assim distribuidos: proteinas
totais, 3,3 a 3,5%; gordura, 3,5 a 3,8%; lactose, 4,9%; além de minerais, 0,7%, e vitaminas
(SGARBIERI, 2005). A tabela 6 apresenta os padrdes minimos da composicéo fisico-quimica

do leite segundo a Legislacdo Brasileira.

Tabela 6 - Padr6es minimos de composicdo fisico-quimica do leite.

Requisitos Limites
Matéria gorda (g/100g) Teor original, com o minimo de 3,0
Proteinas (g/100g) Minimo de 2,9
Extrato seco desengordurado (g/100g) Minimo de 8,4
Acidez titulavel (g acido latico/100g) 0,14a0,18
Densidade (g/mL) 1,028 a 1,034
Indice criocopico (°H) -0,530 a -0,550

Fonte: (BRASIL, 2011).

Os teores de gordura do leite podem sofrer variagdes dependendo da raga, idade,

salde animal, estdgio da lactagdo, status nutricional e intervalos entre ordenhas. Os
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triglicerideos perfazem 98% do total da fracdo lipidica, enquanto os 2% restantes s&o
diglicerideos, monoglicerideos, acidos graxos, fosfolipideos, esterdis e tracos de vitaminas
lipossoluveis (GRADELLA, 2008). As proteinas do leite podem ser classificadas em caseinas,
proteinas de soro e proteinas das membranas dos globulos de gordura. Em termos
quantitativos, a caseina, com percentual de 80%, estd em maior presenca, sendo definida
como uma substancia coloidal complexa, associada ao célcio e fdésforo, podendo ser
coagulada por acdo de acidos, coalho e/ou alcool. Trata-se, portanto, de um grupo de
fosfoproteinas especificas que apresentam baixa solubilidade em pH 4,6 (TRONCO, 2010).

Além disso, o leite é uma fonte excelente de sais minerais necessarios para o
desenvolvimento dos individuos. O célcio e o fésforo apresentam alta disponibilidade, pois se
encontram associados a caseina, sendo a melhor fonte de calcio para o crescimento do
esqueleto dos individuos jovens e para a manutencdo da integridade dos o0ssos dos adultos.
Constitui de uma importante fonte de vitaminas, algumas associadas com a gordura (A, D, E e
K), enquanto outras se associam com a parte aquosa como as do complexo B produzidas no
rumen, em que mais de dez tipos sdo encontradas no leite. Entretanto, com excecdo da
vitamina B2 (riboflavina), as outras sdo encontradas em quantidades pequenas. A vitamina C
também se encontra presente no leite (GRADELLA, 2008).

Em virtude do elevado consumo e producdo de leite, surgiu a necessidade de
aprimoramento de técnicas e de higienizacdo na obtencdo, transporte e conservacéo do leite a
fim de garantir um produto seguro, saudavel e com maior tempo de conservacdo. Existem
inimeros processos que podem ser aplicados ao leite para melhorar a qualidade e vida util do
produto (VENTURINI, SARCINELLI & SILVA, 2007b).

A qualidade de um produto lacteo pode ser observada por duas perspectivas. Uma
subjetiva, associado as preferéncias do consumidor, ou seja, seus gostos pessoais no que diz
respeito a qualidade sensorial, que é composta de um conjunto de caracteristicas que levam a
aceitacdo ou rejeicdo do produto, tais como apresentacdo do produto, forma, textura e sabor. E
outra objetiva, que € representada por um conjunto de caracteristicas intrinsecas ao produto
que sdo as caracteristicas fisicas, nutricionais e higiénicas do produto. Sendo fundamental a
garantia, conformidade e manutencdo da qualidade (GRADELLA, 2008).

A tabela 7 apresenta os requisitos microbioldgicos que deverao ser avaliados pela
Rede Brasileira de Laboratorios de Controle da Qualidade do Leite a partir de 2014 conforme
a Instrucdo Normativa 62. Os requisitos contagem de aerébios mesofilos e contagem de

células somaticas sdo indicadores importantes de qualidade do leite. Vallin et al., (2009) e
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Matsubara et al., (2011) avaliaram a redugdo de contagens microbianas ap6s a implantacao
das boas préticas de higiene na ordenha e obtiveram melhoria na qualidade do leite.

Tabela 7 - Requisitos microbioldgicos previstos pela Legislagdo Brasileira.
indice medido Regibes S, SE, CO: Regides S, SE, CO: Regibes S, SE, CO:

(propriedade rural 01/01/12 a 30/06/14. 01/07/14 a 30/06/16. a partir de
ou tanque Regides N, NE: Regibes N, NE: 01/07/16. Regides
comunitério) 01/01/13 a 30/06/15 01/07/15 a 30/06/17 N, NE: a partir de
01/07/17
Contagem padréo Méaximo de 6,0x10° Maximo de Méaximo de 1,0x10°
em placas 3,0x10°
(UFC/mL)
Contagem de células  Maximo de 6,0x10° Maximo de Méaximo de 4,0x10°
somaticas (CS/mL) 5,0x10°

Fonte: (BRASIL, 2011).

3.1.2 Historico e importéancia do queijo coalho para a regido Nordeste

Os queijos sdo derivados do leite, ricos em proteinas de alto valor bioldgico,
calcio, fosforo, zinco, iodo, selénio, vitaminas e oligoelementos. E considerado um dos
alimentos preparados mais antigos da humanidade, sendo considerada a forma mais antiga e
comum de preservar por mais tempo os nutrientes do leite (QUEIROZ, 2008).

Constata-se que o marco inicial da fabricacdo de queijos tenha sido na idade
média. Todavia, ha relatos de consumo de leite solidificado datando de 7.000 anos a.C. e
achados arqueoldgicos revelam a existéncia de queijos feitos a partir de leite de vaca e de
cabra 6.000 anos a.C.. Além disso, murais em tumbas egipcias mostram cenas de fabricacéo
de queijo, sendo encontrados vestigios de queijo na tumba egipcia de Tutankamodn (1500 a.C.)
(PERRY, 2004; BEUX, 2011). Conforme Dantas (2012), estes relatos remete a idade
aproximada de domesticacdo dos primeiros mamiferos, representado na vaca, que passou a
fornecer carne e leite para ser utilizado na alimentacdo humana.

Ao reportar a histéria dos queijos, had registros de que foram o0s gregos os
primeiros europeus a conhecer 0 queijo e que em seus banquetes os queijos eram muito
consumidos, sendo aplicado ervas aromaticas com a finalidade de variar o sabor do mesmo, e
até hoje sdo grandes consumidores, principalmente elaborados com leite de cabras e de
ovelhas. Mas foi a partir do reinado dos Ceésares que a fabricacdo de queijos e o
desenvolvimento de laticinios se estenderam por toda a Europa. Roma era um rico mercado

para o queijo. O produto era muito raro naquela época, mas estava sempre presente nas fartas
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mesas dos nobres romanos. A ltalia fabricava queijos, mas a Suica era a principal fonte de
abastecimento, por sua abundante pastagem e por possuir a mais pura dgua das montanhas
(ALBUQUERQUE et al., 1994 citado por MENDOCA, 2009; SEBRAE, 2008).

Estima-se que exista cerca de 1000 tipos de queijos, sendo necessaria uma
classificacdo, de acordo com a textura da massa, pela origem da matéria prima ou pelo
processo de fabricacdo, o que confere diferentes formas, texturas, sabores, odores e cores.
Porém as classificacbes ndo sdo completas e um tipo de queijo pode estar em dois ou mais
grupos (LACTEA BRASIL, 2006; MENDONGCA, 2009).

A fabricacdo de queijos no Brasil é relativamente recente, firmando-se, do ponto
de vista industrial, a partir da década de 1920, com o estabelecimento de imigrantes europeus
em Minas Gerais (ANDRADE, 2006; BARROS et al, 2009). Atualmente, o Brasil é o sétimo
maior produtor de queijo do mundo, contando com cerca de mil fabricas, que respondem por
23% da producdo nacional de dois milhdes de toneladas por ano (DIAS, 2010).

No entanto, o mercado de queijos apresenta uma forte caracteristica que é a
existéncia de um grande numero de pequenos e micro laticinios que atuam regionalmente e
fora do &mbito do Servico de Inspecdo Federal do Ministério da Agricultura, SIF. O
predominio desses pequenos produtores dificulta a obtencdo de informacdes oficiais sobre a
producdo total de queijos no Brasil, uma vez que ndo ha um registro oficial de producao do
queijo. A producao sob inspecdo do SIF, conforme projecdes feitas por especialistas do setor
e pela Associacdo Brasileira das Inddstrias de Queijo (ABIQ) representam aproximadamente
60% do total de queijos produzidos no Brasil (SEBRAE, 2008).

Em contrapartida, o cumprimento incomensuravel das normativas vigentes, Lei
1.283/1950, torna-se incompativel aos pequenos produtores, tendo em vista as discrepancias
de modelos impostos ao referido grupo. No bojo da elaboracéo dessa lei, a politica do Estado
mirou-se no setor agro-exportador, norteada principalmente pelas exigéncias do mercado
norte-americano e desconsiderou ou nao reconheceu a pequena producdo (MENEZES, 2011).

A producdo de queijo tipo coalho no Brasil ocorre principalmente na regido
Nordeste, datando a cerca de 150 anos, a partir de leite cru e/ou pasteurizado. Tendo 0s
estados da Paraiba, Ceard, Rio Grande do Norte e Pernambuco como os principais produtores
deste tipo de queijo (FREITAS, 2006; CAVALCANTE et al, 2007; OLIVEIRA et al, 2010).

O queijo coalho é um dos produtos mais tipicos do Nordeste, que faz parte das
refeicbes diarias, seja como complemento alimentar ou como iguaria, apresentando um
relevante valor socioeconémico e cultural, cujas bases encontram-se enraizadas na histéria do

pecuarista do semiarido, através da transmissdo cultural que ocorre de pais para filhos, e este
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ualtimo, mantendo a tradicdo, faz sua producdo de forma artesanal, tendo como base 0s
conhecimentos préaticos construidos através de geracfes (DANTAS, 2012).

A importancia econémica e cultural do queijo para os brasileiros é tamanha que
varios grupos lutam em busca de reconhecimento puablico. O mais recente deles foi
conquistado pelos produtores de Minas Gerais. O conselho consultivo do Instituto do
Patrim6nio Histdrico e Artistico Nacional reconheceu a producdo do queijo Minas artesanal
como patriménio imaterial nacional (MENDONCA, 2009). Para Menezes (2011), este
reconhecimento cultural, social e econdmico da producéo queijeira artesanal, pelo estado de
Minas Gerais suscita a elaboragdo de normativas em outros estados brasileiros.

Desta forma, o estado de Pernambuco também se articula com o objetivo de
conquistarem o reconhecimento do queijo coalho como um produto legitimamente brasileiro.
E para preservar as caracteristicas do queijo coalho artesanal e garantir sua qualidade, em
Pernambuco foi sancionada a Lei n° 13.376, de 20 de dezembro de 2007, que dispbe sobre o
processo de fabricacdo do queijo coalho artesanal, permitindo sua produgdo com leite cru,
proveniente de rebanho sadio e devidamente inspecionado (MENDONCGCA, 2009).

Nesta perspectiva, Menezes (2011) ressalta que as normativas direcionadas neste
setor estd relacionada a necessidade de valorizacdo da cultura queijeira com objetivo de
agregar valor a producdo e oferecer alimentos seguros, tendo em vista que 0 queijo tipo
coalho consiste em um patriménio da populagdo nordestina.

Vale salientar também o projeto desenvolvido pela Embrapa Agroindustria
Tropical relacionado a busca pela certificacdo geografica do queijo coalho produzido em
Jaguaribe, com a finalidade de modernizar o setor, como forma de ampliar o mercado
consumidor. Neste cenario, as instalacGes das queijarias passam por transformacdes para se
adequarem aos procedimentos de qualidade e de higiene tendo base as boas praticas de
fabricacdo e conforme a legislacdo, preservando os modos de fazer o queijo, 0s quais sao
heranca de geracGes anteriores, bem como representam um tragco cultural determinante do
local, como um possivel espaco de referéncia, de lugar de memdria, de objeto da cultura e de
monumento (BASTOS, ULISSES e FONTENELE, 2013).

Dessa forma, a valorizacdo e legitimacdo de queijos tradicionais e de outros
derivados artesanais do leite é elemento fundamental para a reproducédo social e econdmica
dos produtores nas distintas regifes, contribuindo, assim, para a permanéncia das familias em
seu territdrio identitario (MENEZES, 2010).

Esse processo de identificacdo e denominacdo ndo garante apenas o controle do

Brasil sobre um produto local, destina-se, principalmente, a padronizar a produgdo do queijo
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coalho, emitindo certificados de qualidade e avaliando as influéncias naturais, como clima,
solo, vegetacdo que alimenta o gado leiteiro, que agem sobre o produto final, o queijo.
Conseqgiientemente, esse controle tera implicagdo econ6mica e na salde publica, por
possibilitar o aumento da qualidade e produtividade do queijo coalho e por promover a satde
humana, diminuindo os riscos de infec¢éo alimentar (MENDONCA, 2010).

3.1.3 Conceito, classificacao e tecnologia de fabricagéo do queijo coalho

Entende-se por queijo coalho, segundo o Regulamento Técnico de ldentidade e
Qualidade, constante da Instrucdo Normativa n°30, do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento, o queijo que se obtém por coagulacdo do leite por meio do coalho ou outras
enzimas coagulantes apropriadas, complementada ou ndo pela acdo de bactérias lacteas
selecionadas (BRASIL, 2001a).

No Brasil, a padronizacdo dos métodos de elaboracdo de queijos esta fixada no
Regulamento Técnico de Identidade de Qualidade de Queijos, anexada a Portaria 146 do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, em que exp0e a classificacdo quanto a
umidade e contetdo de matéria gorda no extrato seco (BRASIL, 1996). Sendo o queijo tipo
coalho classificado como de média a alta umidade, de massa semi-cozida ou cozida
apresentando um teor de gordura nos solidos totais variavel entre 35,0% e 60,0%, definido
como queijo semi-gordo a gordo (BRASIL, 2001a).

Ainda segundo a Legislacdo, o leite deve ser submetido a pasteurizacdo ou
processo térmico equivalente que assegure a fosfatase alcalina negativa, combinado ou nédo
com outros processos fisicos que garantam a inocuidade do produto. Ficando excluidos, os
queijos submetidos a maturacdo por tempo nao inferior a 60 dias (BRASIL, 2001a).

Porém, o fato da maioria dos produtores ndo estarem sob fiscalizacdo legal, e
serem conhecedores que 0 processo de pasteurizacdo altera as caracteristicas do queijo, e que
ao efetua-lo seria necessario mais custos com o adicional de produtos ao leite, ocasionando
por conseguinte a elevacdo do preco do produto, faz com que estes evitem a pasteurizacéo,
sem tomarem consciéncia do risco que expde o seu consumidor, pois acreditam estarem
oferecendo um produto de maior qualidade em virtude de manterem caracteristicas
organolépticas peculiares (DANTAS, 2012).

Neste sentido, Andrade (2006) ressalta que, a pasteurizacdo, além de eliminar os
microrganismos patogénicos, pode provocar alteracdes nos constituintes do leite, torna-se

necessario a adicdo de cloreto de célcio e de fermento latico na producdo do queijo. A
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presenca de sais minerais, principalmente o célcio, determina a qualidade do corpo e a
firmeza do queijo, além do rendimento. Em contrapartida, a caréncia de célcio leva a
formacdo de uma massa fridvel e quebradica.

O cloreto de célcio, cultivo de bactérias lacteas selecionadas, solidos de origem
lactea, condimentos, especiarias e o cloreto de sodio sdo ingredientes opcionais. Enquanto 0s
ingredientes obrigatdrios para elaboragdo do queijo de coalho sdo leite integral ou
padronizado a 3% (m/m) em relacdo ao seu conteido de matéria gorda, e o coalho ou outras
enzimas coagulantes apropriadas (BRASIL, 2001a).

A coagulacdo do leite ocorre por meio de uma enzima coagulante chamada
quimosina, a qual tem a funcionalidade de modificar a estrutura fisico-quimica das micelas de
caseina que floculam formando uma rede que retém grande parte dos constituintes sélidos do
leite. No entanto, ressalta-se que o excesso de coalho pode resultar em sabor amargo ao
queijo, visto que o coalho, além da acé@o coagulante, apresenta acdo proteolitica, com funcéo
de quebrar as moléeculas de proteinas, liberando peptideos (ANDRADE, 2006).

As etapas do processo de elaboracdo consistem na coagulacdo em torno de 40
minutos, corte e mexedura da massa, remocao parcial do soro, aquecimento da massa com
agua quente ou vapor indireto até obtencdo de massa semicozida (até 45°C) ou cozida (entre
45 e 55°C), adicdo de sal (cloreto de sodio) a massa, se for o caso, prensagem, secagem,
embalagem e estocagem em temperatura média de 10 a 12°C, normalmente até 10 (dez) dias.
Em relacdo ao acondicionamento, a embalagem devera ser bromatologicamente apta, com ou
sem vacuo. As condi¢cbes de conservacdo e comercializacdo do queijo coalho deverdo ser
mantidas a uma temperatura ndo superior a 12° C (BRASIL, 2001a).

Dentre os atributos sensoriais que o queijo coalho deve apresentar esta a
consisténcia semidura, elastica, cor branca amarela uniforme, crosta fina, sem trincas, ndo
sendo usual a formacdo de casca bem definida, odor ligeiramente acido, sabor brando,
ligeiramente acido, podendo ser salgado, textura sem ou com algumas olhaduras pequenas.

Na tabela 8 séo apresntados as definicdes fisicas e sensoriais das caracteristicas de
textura conforme CIVILLE e SZCZESNIAK (1973) citado por ANDRADE (2006).

Por tratar-se de um produto artesanal, o queijo coalho possui certo padrdo de
fabricacdo, entretanto cada produtor, de acordo com suas habilidades, estrutura fisica e
econbmica, faz uma adaptacdo do processo, adotando pequenas alteracbes na forma de
elaboracdo do seu produto (DANTAS, 2012).
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Tabela 8: Defini¢des das caracteristicas de textura.

Propriedades primarias Fisicas Sensoriais
Dureza Forca necessaria para produzir Forca requerida para
certa deformagao compressédo de uma
substancia entre os dentes
molares (para sélidos) ou
entre a lingua e o palato (para
semi-solidos).
Coesividade Extenséo a que um material

Grau ao qual uma é
comprimida entre o0s dentes,
antes de romper.
Forca requerida para puxar
um liquido da colher para a

pode ser deformado antes da
ruptura.
Velocidade de fluxo por
unidade de forca

Visccosidade

ligua.
Elasticidade Velocidade na qual um Grau para o qual um produto
material deformado volta a volta a sua forma original,
condicdo ndo deformada, depois da compressdo com 0s
depois que a forca de dentes.
deformacéoé removida.
Adesividade Energia necessaria para

Forca requerida para remover
0 material que adere a boca
(palato) durante o processo

normal de comer.

superar as forgas atrativas
entre a superficie do alimento e
a de outros materiais com os
quais o alimento estad em

contato.
Propriedades secundarias Fisicas Sensoriais
Fraturabilidade Forca pela qual o material

Forca pela qual uma amostra
esmigalhada, racha ou quebra
em pedacos.

Tempo (segundos) requerido
para mastigar uma amostra, a
uma velocidade constante da
aplicacdo de forca, para
reduzi-la a consisténcia
adequada para a degluticdo.
Densidade que persite
durante a mastigacéo:
energia requerida para

fratura; um produto com alto
grau de coesividade.
Energia requerida para
mastigar um alimento sélido
até a degluticdo; é o produto —
dureza x coesividade x
elasticidade.

Mastigabilidade

Gomosidade Energia requerida para

desintegrar um alimento semi-
solido até estar pronto para a
degluticdo; é o produto de desintegrar um alimento
baixo grau de dureza x alto semi-sélido ao ponto ideal
grau de coesividade.

para a degluticéo.
Fonte: CIVILLE e SZCZESNIAK (1973) citado por ANDRADE (2006).

A fabricacdo e comercializacdo desses produtos séo atividades muito importantes
para a economia regional, o que movimenta, mensalmente, algo em torno de 10 milhGes de

reais nas queijarias, o que sinaliza essa atividade como importante no ambito social e
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econdmico (ANGELO et al., 2009), e sdo desenvolvidas por uma parcela consideravel de
pequenos produtores estabelecidos principalmente na zona rural, significando sua principal
fonte de renda, j& que esses produtos sdo largamente consumidos. Que conforme Menezes
(2011), devido as caracteristicas como o sabor peculiar e principalmente a forma de consumo
deste alimento, 0 mesmo, a cada dia, adquire novos consumidores.

Trata-se de produto popular e que faz parte da cultura da regido Nordeste;
entretanto, ndo existe padronizacdo do seu processo de elaboracgdo, sendo comum o emprego
do leite cru, o que coloca em risco a saude do consumidor. A maioria dos queijos coalho é
fabricada em pequenas fazendas rurais e/ou em pequenas queijarias urbanas ou rurais
(COSTA, 2009), apresentando riscos de toxinfeccOes alimentares. Por isso, faz-se necessaria a
utilizacdo de tecnologias que prolonguem a sua vida Gtil ja que € um produto facilmente
perecivel (ARAUJO et al., 2009).

3.1.4 Principais microrganismos patogénicos presentes em queijos

A producéo de queijo coalho apresenta um grande desafio relacionado a seguranca
alimentar, pois 85% desta producdo ocorrem a partir do leite cru, que ndo atende no seu
processo de ordenha, as normas higiénicas sanitarias das Boas Praticas de Manipulacdo
(BPM), apesar do Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Queijo de Coalho (IN
n® 30/2001, MAPA), estabelecer que o leite a ser utilizado no processo de fabricacdo do
queijo coalho deve ser submetido a pasteurizacdao (SOUSA et al., 2014).

A microbiota dos queijos pode ser dividida em dois grupos: bactérias lacticas
iniciadoras e microrganismos secundarios. As primeiras sdo responsaveis pela transformacao
de lactose em acido lactico durante a preparacdo do queijo; suas enzimas também contribuem
na maturacdo, estando envolvidas na protedlise e na conversdo de aminoacidos em
substancias volateis responsaveis pelas propriedades organolépticas do produto. Os
microrganismos secundarios compreendem as bactérias lacticas ndo-iniciadoras, que crescem
no interior da maioria das variedades de queijos, e outras bactérias, leveduras e/ou fungos que
crescem, tanto no interior, quanto na parte externa dos queijos e sdo caracteristicos de uma
variedade especifica ou de um grupo de tipos intimamente relacionados. Entre estes
microrganismos estdo os proteoliticos, os lipoliticos, e os produtores de gas (PERRY, 2004).

Dentre 0s microrganismos mais relevantes de contaminacdo podem ser
mencionados os pertencentes a familia Enterobacteriaceae, que apresentam importancia nao

somente por indicar contaminacdo fecal, mas também por estarem geralmente implicados em
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processos infecciosos, demonstrando, ainda, um grau consideravel de deficiéncia higiénico-
sanitéria na elaboragdo do produto (OKURA, 2010).

As bactérias do grupo coliforme sdo consideradas como 0s principais agentes
causadores de contaminagdo associados a deterioracdo de queijos, causando fermentagdes
anormais e estufamento precoce dos produtos. Consistem em bacilos Gram negativos,
aerobios e anaerdbios facultativos, que ndo formam esporos e sdo capazes de fermentar a
lactose com producdo de gas em 24-48 horas a 35°C (coliformes totais), e 44,5-45,5°C
(coliformes termotolerantes), segundo Silva et al. (2007) e Franco e Landgraf (2008).

No estudo sobre a qualidade microbiolégica de queijo coalho comercializado em
Aracaju, Sergipe, realizado por Santana et al. (2008), verificou-se que 93,3% das amostras
analisadas ndo estavam aptas a comercializacdo, cujos valores estavam acima do limite de
tolerancia de coliformes presente na legislacdo brasileira. Os autores concluiram que a
elevada populagdo de coliformes totais e termotolerantes detectada indicam ma qualidade
higiénico-sanitaria dos produtos estudados e a necessidade de capacitacdo quanto as boas
praticas de manipulacéo e producdo de alimentos, além de uma efetiva fiscalizacéo.

Os Staphylococcus pertencem a familia Micrococcaceae que possui quatro
géneros: Staphylococcus, Micrococcus, Planococus e Stomatococcus. Morfologicamente, os
Staphylococcus caracterizam-se como cocos Gram positivos, anaerdbicos facultativos,
imdveis, ndo esporulados, catalase e termonuclease positivas, coagulase positiva ou negativa
(FRANCO E LANDGRAF, 2008). Um estudo semelhante foi realizado por Feitosa et al.
(2003), ao avaliar queijos coalho do Rio Grande do Norte, em que 70% das amostras
avaliadas apresentaram Staphylococcus aureus e 12% a presenca de Salmonella, sendo nestas
condicdes classificados como sendo improprios para 0 consumo humano.

A contaminacdo de alimentos por Salmonella € muito complexa. Pode ser de
origem animal (portadores) e os veiculos mais comuns sdo as carnes de aves, ovos, leite e
derivados contaminados ou por meio de equipamentos e superficies, manipuladores, roedores,
insetos ou até mesmo a contaminacdo cruzada com alimentos de origem vegetal (DRUBI,
2005). O pH otimo para a multiplicacdo das salmonelas fica proximo de 7,0, sendo que
valores superiores a 9,0 e inferiores a 4,0 sdo bactericidas. Sua temperatura 6tima de
crescimento ocorre a 37°C, sdo termossensiveis a 60°C por 15-20 minutos e ndo crescem em
temperatura abaixo dos 5°C (FRANCO E LANDGRAF, 2008).

Levantamentos epidemioldgicos realizados em varios paises situam as salmonelas
entre 0s agentes patogénicos mais frequentemente encontrados em surtos de toxinfecgdo de

origem alimentar, e os produtos de laticinios sdo ainda um dos mais importantes veiculos de
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transmissdo de Salmonella sp (GRANDI & ROSSI, 2010). Entretanto, a incidéncia de
Salmonella em queijo é mais frequente naquele produzido artesanalmente, visto que as
normas e os padrdes de higiene ndo sdo seguidos corretamente (DRUBI, 2005).

A magnitude da situagdo relacionada a contaminacdo de queijo requer a
intervencdo direta de profissionais, tanto do setor produtivo como da area de salde, que
através das suas intervengdes podem minimizar o impacto negativo deste agravo nas areas da
salde publica e econbmica, e como na regido do semiérido Nordestino ainda ndo estéo
definidas as caracteristicas microbioldgicas e os principais pontos de contaminagdo na cadeia
produtiva do queijo, por isso se faz necessario estudos que propicie tais conhecimentos. Dai a
necessidade da investigacao do perfil microbiolégico do queijo coalho, o qual pode apresentar
Coliformes totais, Termotolerantes, Echerichia coli e Salmonella ssp., como microrganismos
indicadores higiénico-sanitarios (DANTAS, 2012).

3.2. Polissacarideos: Uma énfase nas galactomananas

3.2.1 Aspectos gerais sobre polissacarideos

Os carboidratos s@o macronutrientes definidos quimicamente como poli-
hidroxialdeido ou poli-hidroxicetona, sendo classificados como monossacarideos,
dissacarideos, oligossacarideos e polissacarideos, conforme o nudmero de unidades
carboidraticas presentes nas moléculas (PASTORE, BICAS e JUNIOR, 2013).

Os polissacarideos sdo polimeros de monossacarideos, constituindo moléculas de
alta massa molar. S&o compostos por unidades glicosidicas, podendo estar arranjados tanto
em cadeias lineares quanto em cadeias ramificadas ou, ainda, formando redes com cadeias
interligadas. O numero de unidades monoméricas que forma a cadeia média do polimero é
designado como grau de polimerizacgéo e varia com o tipo de polissacarideo.

Séo biopolimeros amplamente distribuidos na natureza e em compara¢do com 0s
outros biopolimeros, como proteinas e acidos nucléicos, oferecem uma maior capacidade de
transportar informacdes bioldgicas devido a sua variabilidade estrutural (LIMA, 2009).

As propriedades fisico-quimicas dos polissacarideos estdo correlacionadas as suas
estruturas quimicas, podendo ser idnicos ou neutros, mas sempre ricos em grupos OH
causando seu carater hidrofilico e formacdo de ligacbes cooperativas de hidrogénio.
Dependendo das condi¢des ibnicas e termodinamicas do meio eles serdo sollveis em agua ou

formardo géis fisicos. Suas caracteristicas estruturais, que essencialmente determinam suas
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propriedades funcionais, sdo as identidades quimicas dos mondmeros constituintes, e o tipo de
ligagdo glicosidica entre eles. Em relacdo a identidade quimica, os polissacarideos sao
classificados como homopolissacarideos quando todos os monémeros sdo idénticos, e como
heteropolissacarideos quando existem dois ou mais monémeros diferentes (FILHO, 2009).

Ainda segundo Filho (2009), os polissacarideos apresentam numerosas vantagens
sobre os polimeros sintéticos, pois além de serem abundantes e disponiveis, sdo obtidos a
partir de fontes renovaveis como algas, plantas e culturas microbianas de cepas selecionadas e
produzidas por técnicas de DNA recombinante. Estes biopolimeros tém uma grande variedade
de composicdes e propriedades que dificilmente podem ser mimetizadas em laborat6rios
quimicos. Por isso, estes polimeros naturais vém sendo estudados como materiais de
revestimento e no processo de formacéo de géis.

Redeshi (2006) também ressalta que os polissacarideos apresentam uso
consagrado na industria alimenticia e farmacéutica, atuando como agentes filmdgenos,
espessantes, emulsionantes, estabilizantes, formadores de matrizes hidrofilicas e hidrogéis,
entre outras aplicacdes. Tais caracteristicas devem-se as suas propriedades coloidais, que em
contato com solvente apropriado ou agente de intumescimento, produzem géis ou solucdes de
elevada viscosidade, mesmo em baixas concentraces.

Os polissacarideos apresentam atividades bioldgicas e propriedades fisicas e
quimicas que permitem aplicabilidade na inddstria de alimentos, pois sdo, em geral, atoxicos,
biocompativeis, biodegradaveis e polifuncionais. Os polissacarideos com aplicacdes
industriais sdo extraidos de plantas, incluindo as algas, de animais e fungos, ou sdo obtidos
via fermentacdo microbiologica. Nas plantas superiores estes podem ser obtidos de exsudatos,
sementes, frutos e tubérculos. Outros séo produtos de biossintese microbiana (xantana, gelana,
dextrana, curdlana) ou podem ser obtidos através de modificacbes quimicas de
polissacarideos naturais, como pectina, gelatina, amido, carbiximetilcelulose de sodio.
(CUNHA, PAULA e FEITOSA, 2009; PASTORE, BICAS e JUNIOR, 2013).

Cunha, Paula e Feitosa (2009) em suas pesquisas sobre polissacarideos da
biodiversidade brasileira, ressaltam que o pais tem todas as condicGes para transformar o
conhecimento de polissacarideos da sua biodiversidade em valor econémico e bem-estar para
a populacdo, sem prejuizo da sustentabilidade ambiental. A formacdo de parcerias e redes de
competéncias entre o setor académico e a industria é essencial, assim como politicas publicas
capazes de incentivar uma postura ambientalmente correta por parte da inddstria.

Neste contexto, segundo Joshi e Kappor (2003) e Cerqueira et al. (2009), as

tendéncias internacionais exigem a introdugdo de fontes alternativas de polissacarideos de
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sementes, sendo fundamental a busca de fontes renovaveis, de facil acesso pela abundancia
das espécies vegetais e baixo custo. Portanto, é importante a busca de fontes alternativas e
renovaveis como a producéo de filmes e revestimentos comestiveis e biodegradaveis.

Dentre os principais produtos de reserva sintetizados pelas plantas, o0s
polissacarideos sdo a estrategia evolutiva de maior sucesso. O amido é o mais abundante,
seguido pelos frutanos e pelos polissacarideos de parede celular. Sendo estes, com base nos
aspectos estruturais, sdo agrupados em trés classes: mananas, xiloglucanas e galactanas. Por
sua vez, 0 grupo das mananas € subdividido em mananas puras, glucomananas e
galactomananas (REID et al., 1979 e BUCKERIDGE et al., 2000 citado por SOARES, 2009).
Segundo Cunha, Paula e Feitosa (2009), os polissacarideos de sementes podem ser divididos
em de reservas ou estruturais. Os de reservas sdo 0s mais utilizados industrialmente, dentre
eles, incluem as galactomananas, xiloglucanas, glucanas e mananas, mas as duas primeiras
destacam-se em aplicacdes industrial. Na tabela 9 pode-se observar as principais

caracteristicas dos polissacarideos de reserva da parede celular.

Tabela 9: Caracteristicas dos polissacarideos de reserva da parede celular.

Polissacarideo Cadeia Unidades Localizacao Exemplo
principal laterais na planta
Mananas D-Manose Raramente D- Semente Café, gergilim
galactose
Glucomanana D- Manose e D-galactose Semente; Alface e tomate;
D-Glucose orgaos Liliaceae
subterraneos
Galactomanana D-Manose D-galactose Semente Leguminosas,
Ananacea
Xiloglucana D-Glucose D-Xilose, D- Semente Leguminosa,
Galactose e Tropaeolacea,
D-Arabinose Mirinacea
Arabino(galactana) D-Galactose D-Arabinose Semente Leguminosa, café

Fonte: Buckeridge et al. (2000) citado por Soares (2009) com modificacdes.

3.2.2 Conceitos e composi¢cdo quimica das galactomananas

As galactomananas sdo polisssacarideos de reserva da parede celular encontradas
em maior quantidade na natureza. Além disso, sdo um dos sistemas sobre o qual se tem maior
conhecimento acerca da biossintese (LIMA, 2009) e constituem o segundo maior grupo de
acucares de reserva de energia nas plantas superiores (ALVES et al., 2010; GEMIN, 2008).

As galactomananas estdo contidas em sementes de plantas, comumente

encontradas no endosperma das sementes de leguminosas, onde sdo utilizadas como fonte de
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reserva para o vegetal, podendo ser obtidas também a partir de fontes microbianas, como
leveduras e fungos (SALVALAGGIO, 2010; SOUZA et al., 2009; LIMA, 2009).

De acordo com ROSA et al. (2009) as galactomananas estdo presentes em 13
familias vegetais: Annonaceae, Compositae, Convolvulaceae, Ebenaceae, Mimosaceae,
Caesalpinaceae, Fabaceae, Lagoniaceae, Malvaceae, Palmae, Solanaceae, Tiliaceae,
Umbelliferae e possivelmente nas Cuscutaceae.

As galactomananas sdo definidas quimicamente, como polissacarideos
ramificados cuja estrutura basica é formada por uma cadeia principal composta por residuos
de D-manopiranose ligados entre si por ligacbes O-glicosidicas P(1—4), sendo as
ramificacdes constituidas geralmente por um Unico residuo de D galactopiranose ligado a
cadeia principal por ligagdes O-glicosidicas a-(1—6). (DEA; MORRISON, 1975 citados por
ALVES et al, 2010; CUNHA, PAULA e FEITOSA, 2009). A estrutura quimica
representativa da galactomanana pode ser observada na figura 21.

Figura 21: Segmento representativo

de uma cadeia de galactomanana.
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Com relacdo as propriedades das galactomananas, sabe-se que elas formam
solucdes altamente viscosas em contato com a agua. Neste aspecto, é importante considerar
sua massa molar, sua relacdo proporcional de manose/galactose e distribuicdo de galactose na
cadeia polissacaridica (MESQUITA et al., 2009).

A relacdo entre manose/galactose (M/G) e a distribuicdo ao longo da cadeia
principal € uma das principais caracteristicas bioquimicas das galactomananas, as variacdes
dos mondmeros proporcionam diferentes propriedades fisico-quimicas a estrutura formada,
ocasionando variagdo na densidade; solubilidade, a qual é afetada pelo grau de substitui¢do da

galactose em relacdo a cadeia de manose, ou seja, quanto maior o teor de D-galactose, maior a
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solubilidade em &gua; e viscosidade das solugdes. Apesar da relacdo M/G fornecer
informacOes importantes, galactomananas com a mesma relagdo, podem apresentar
propriedades muito distintas, portanto, a razdo M/G ndo é o Unico fator a influenciar as
propriedades funcionais das galactomananas. A massa molar e a distribuicdo sequencial dos
residuos galactopiranosila, ao longo da cadeia principal sdo importantes (AZERO e
ANDRADE, 2002; ROSA et al., 2009). Suas propriedades reolégicas e de solubilidade
dependente do grau de substituicdo. Em sistemas aquosos simples, elas sdo espessantes
eficazes e, quando associadas a outros polissacarideos, tais como xantanas, podem produzir
géis. O nivel de substituicdo e a distribuicdo de galactose desempenham um papel importante
na formacéo do gel (GEMIM, 2008; MATQOS, 2008).

A estrutura quimica das galactomananas provenientes de diferentes sementes de
espécies vegetais pode ser analisada por meio de diferentes técnicas com objetivo de estimar a
composicdo monossacaridica e, consequentemente, sua razdo M/G. Tais resultados podem ser
obtidos através de técnicas cromatograficas, como a Cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), Cromatografia gasosa liquida (CGL), Cromatografia gasosa com espectrometria de
massa (CG-MS), e Cromatografia de coluna de troca idnica associado a métodos enzimaticos.
Outras técnicas, tais como analise de metilacdo e oxidacdo com periodato podem ser
empregadas. No entanto, para investigar a estrutura fina desses polissacarideos, a
espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) desponta como ferramenta
promissora (SOARES, 2009).

As gomas de Caesalpinia pulcherrima e Cassia javanica possuem razéo
manose/galactose proxima a de alfarroba (~3:1) e rendimentos de extracdo compativeis com
os obtidos industrialmente, 25 e 26%, respectivamente. As espécies de maior utilizacdo
industrial, principalmente em alimentos, sdo as extraidas de Cyamopis tetragonolobus (goma
guar) e de Ceratonia siliqgua (alfarroba). A proporcdo de manose e galactose nestes
polissacarideos é, respectivamente, ~1,7:1 e ~3:1 (CUNHA, PAULA e FEITOSA, 2009).

Os estudos com galactomananas visam, principalmente, o interesse comercial.
Porém, as galactomananas procedentes de fontes da America Latina sdo pouco utilizadas
industrialmente, apesar da biodiversidade da flora, local e clima favoravel para sua producédo
ou para o desenvolvimento das espécies nativas (AZERO e ANDRADE, 2002). No Brasil a
importacdo de polissacarideos supera a exportacdo (CUNHA, PAULA, FEITOSA, 2009).

No entanto, salienta-se que a demanda no Brasil por hidrocoléides e por
polimeros biocompativeis esté crescendo, mas ndo obstante as condigdes favoraveis para a sua

producéo, e por isso as empresas nacionais dependem da importacdo de tais produtos. Devido
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a sua capacidade de formar solugOes de alta viscosidade mesmo em baixas concentracdes,
como a 0,5 a 1%, sdo bastante Uteis comercialmente, especialmente como espessantes. A
obtencdo de galactomananas que possam substituir em parte ou totalmente as gomas
tradicionais pode trazer muitos beneficios econdmicos e sociais, visto que tais polimeros néo
possuem nenhum valor agregado (MAHAMMAD et al., 2007; SILVA et al., 2011).

A maioria dos estudos sobre galactomananas visam principalmente o interesse
comercial que envolve estes polissacarideos nas diferentes areas da industria (MESQUITA et
al., 2009). A producdo de galactomananas constitui-se em atividade lucrativa em muitas
regides do mundo e compreende Varias etapas, que vao do plantio e colheita de sementes até a
obtencdo industrial da goma (AZERO & ANDRADE, 1999).

As galactomananas sdo muito empregadas pelas indUstrias farmacéutica,
cosmética e alimenticia; em virtude, principalmente, da sua capacidade de formar gel em
associagdo com outros polissacarideos, de controlar a atividade de &gua, de estabilizar
solugdes e dispersdes aquosas, e por causa do seu alto poder espessante (FERNANDES,
NAKASHIMA e SERRA, 2004). As galactomananas por darem origem a solugcdes aquosas
viscosidade elevada, mesmo a baixas concentragdes 0 que as torna comercialmente Uteis
principalmente como agentes espessantes na industria de alimentos. Além de serem materiais
largamente disponiveis, de baixo custo e ndo toxicos (SILVA et al., 2011).

Atualmente, as tendéncias internacionais buscam a introducdo de fontes
alternativas de gomas de sementes e &, portanto, como fontes alternativas e renovaveis que
podem ser utilizadas, por exemplo, para a producdo de filmes comestiveis e biodegradaveis e
revestimentos comestiveis. Em particular, as fontes latino-americana de galactomananas néao
sdo bem conhecidos, apesar da rica biodiversidade da a flora local e do clima favoravel para a
sua producdo (CERQUEIRA et al., 2009).

Na éarea alimenticia, tém-se realizado estudos com filmes de polissacarideos
atuando como material de embalagem, pois possuem potencial para controlar, evitando ou
diminuindo, a transferéncia de massa entre o ambiente e o alimento. As desvantagens dos
filmes contendo polissacarideos em relacdo aos que contém polimeros sintéticos, é que nao
apresentam boas caracteristicas mecanicas, além de apresentarem uma maior sensibilidade a
agua. Estudos envolvendo a otimizacdo das caracteristicas mecéanicas e fisico-quimicas de
filmes de polissacarideos pela adi¢do de diferentes plastificantes foram realizadas e sugerem
que a adicdo dessas substancias pode amenizar consideravelmente tais desvantagens
(CERQUEIRA et al., 2011; MARTINS et al., 2010; OLIVATO, MALI E GROSSMANN,
2006; CERQUEIRA et al., 2009; CERQUEIRA et al., 2012; FAJARDO et al., 2010).
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3.2.3. Caesalpinia pulcherrima (L.) Sw.

Caesalpinia pulcherrima (L.) Sw. é uma espécie arbustiva nativa da Africa
oriental conhecida vulgarmente por poinciana-and, baio-de-estudante, orgulho de barbados,
flor-do-paraiso, flamboyant-mirim, flamboianzinho, flor-de-pavéo, tendo as sementes como o
principal meio de propagacio. E uma espécie cultivada pela sua beleza destacada
principalmente pela diversidade de inflorescéncias e o pequeno porte a torna apropriada para a
arborizacéo das cidades (OLIVEIRA et al., 2010).

Essa planta pertencente a familia Leguminosae, com porte médio que cresce em
regides quentes e umidas da india, Africa e América (FRANCA et al, 2010b). E uma arvore
comum em todo o litoral do Nordeste brasileiro, sendo facil de plantar e crescer, além de
produzir uma grande quantidade de sementes (BRAGA et al., 2011). A C. pulcherrima pode
atingir 3 ou 4 metros na fase adulta. E muito apreciada pelas qualidades ornamentais de suas
flores, que apresentam diversas tonalidades e cores como rosa, amarelo, vermelho, laranja e
vermelha com extremidades amarelas (FRANCA et al., 2010a).

As folhas de C. pulcherrima sdo bipinadas, 20-40 cm de comprimento, tendo 3-10
pares de pinas, cada um com 60-100 pares de foliolos de 15-25 mm de comprimento e 10-15
mm de largura. As folhas sdo suportados em racemos até 20 cm de comprimento, com cinco
cada flor amarela, laranja ou pétalas vermelhas. O fruto é uma vagem de 6-12 cm de
comprimento (CHAKRABORTHY & BADUJAR, 2009). Os espinhos sdo espacados nos
ramos e a casca da planta é de cor cinza. A época de floracdo comeca a partir de setembro a
novembro e frutifica de marco a abril (KUMAR, et al., 2010).

As sementes C. pulcherrima sdo ricas em proteinas, apresentando cerca de 26,6%
da massa das sementes integras e estas ainda ndo foram exploradas em pesquisas cientificas
(BRAGA et al., 2009). E uma arvore com uma ampla producéo de sementes, de f4cil plantio e
crescimento. Um estudo feito pelo Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da
Universidade Federal do Ceara estimou uma producdo média de 40 Kg de galactomananas por
hectare plantado de C. pulcherrima a cada ano. Portanto, é um biomaterial potencial de baixo
custo e alta disponibilidade (FRANCA et al., 2010a). Além disso, a planta possui muitos
ingredientes ativos farmacéuticos como flavondides, carotendides, glicosideos, fenois e
esterdides (CHAKRABORTHY & BADUJAR, 2009). Apresentando varias propriedades
medicinais, utilizadas no tratamento de Ulcera, febre, tumores, asma e doencas de pele (BOSE

et al., 2011). A planta Caesalpinia pulcherrima pode ser obseravada na figura 22.
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Figura 22: Partes individualizadas da Caesalpinia pulcherrima
(A: Planta; B: Flores; C: Frutos; D: Sementes).

Fonte: Sdo Benedito, 2013.

3.2.4 Utilizacéo de galactomananas como revestimentos

As caracteristicas das galactomanananas, principalmente, relacionada as suas
propriedades de formarem solugcbes viscosas, mesmo em baixas concentracdes (SILVA et al.,
2011), tornam este polissacarideo um produto possivel de ser adicionado aos alimentos como
forma de melhorar as caracteristicas dos mesmo e seus atributos de qualidade. Soares et al.
(2012) ressalta as formas de utilizacdo das galactomananas, e na area de alimentos, podem ser
utilizadas como espessantes, estabilizantes e substitutos de gordura.

Segundo Cerqueira et al. (2011) as galactomananas, polissacarideos naturais, sao
um material alternativo na produgéo de filmes e revestimentos, tendo como principal fator a
sua comestibilidade e biodegradabilidade. O seu funcionamento e desepenho dependem das

suas propriedades, bem como o seu processo de formacdo e método de aplica¢do no produto.



79

Vale salientar também que a caracterizacéo e aplicacdo de galactomananas como
filmes e revestimentos ainda é muito limitado quando comparada com o disponivel para
outros polissacarideos. No entanto, ha novas perspectivas sobre as propriedades e a utilizagdo
de filmes e revestimentos comestiveis a base de galactomanana (CERQUEIRA et al., 2011).

A utilizacdo dos filmes e revestimentos comestiveis tem sido alvo de estudos com
a finalidade de ser utilizado como ferramenta para a conservagdo dos alimentos, ja que
preservam 0s mesmos e funcionam como uma barreira impedindo o contato com o meio
externo. Além disso, esta técnica leva a pesquisadores a desenvolverem embalagens que
sejam biodegradaveis e que ndo prejudiquem o meio ambiente.

No seu estudo, Alves et al. (2010) avaliaram a aplicagdo de revestimento
comestivel a base de galactomanana de Caesalpinia pulcherima em queijo coalho, o qual
avaliaram as suas caracteristicas fisico-quimica e sensorial, analisando a interferéncia da
adicdo deste polissacarideo. Cerqueira et al. (2010) estudaram a aplicacdo de duas camadas
diferentes de polissacarideos (galactomanana e quitosana), bem como a temperaura de
armazenamento quando aplicado em queijo.

Cerqueira et al. (2009), avaliaram a composicdo dos revestimentos a base de
galactomanana provenientes de fontes de C. pulcherrima e A. pavonina como forma de
prorrogar a vida util de frutas tropicais: acerola, caja, pitanga, manga e seriguela. As
concentracgdes testadas foram 0,5; 1,0; e 1,5% de galactomanana e 1,0; 1,5; e 2,0% de glicerol.
Lima et al. (2010) avaliaram a mistura de galactomanana de C. pulcherrima e A. pavonina,
bem como colageno e glicerol para a formacéao de peliculas aplicadas em mangas e magcés e 0s
resultados demonstraram que os revestimentos podem estender a vida Util.

Cerqueira et al. (2009), avaliaram também a aplicacdo de galactomanana de
Gleditsia triachanthos com adicdo de plastificante como revestimentos de queijo e
ressaltaram que 0s queijos com revestimentos apresentaram menor perda de peso, mas gque, no
entanto, ha necessidade de mais pesquisas, incluindo novas fontes de galactomananas.

Além disso, estudos tém sido realizados também utilizando as solugdes de
galactomananas como veiculo para a incorporacdo de substancias ativas, que possam
contribuir para o aumento da vida Gtil dos alimentos. Todavia, faz-se necessario avaliar as
propriedades dos constituintes verificando as interagcdes entre a pelicula de galactomanana e
0s componenets adicionados, bem como em relacdo a matriz alimentar.

Martins et al. (2010), avaliaram a vida Gtil de ricota com revestimento comestivel
utilizando galactomananas de Gleditsia triacanthos e realizaram a incorporacgdo de nisina. E

Fajardo et al. (2010), em seu estudo avaliando pelicula a base de quitosana, utilizaram o
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antimicrobiano convencional natamicina visando melhorar a estabilidade de queijo saloio.
Salimena et al. (2010) estudaram a inser¢do de 6leo essencial Syzygium aromaticum em
queijo minas frescal. Os autores ressaltam que a insercdo de tais constituites foi importante
para se ter um melhor controle microbiano.

Soares (2009) produziu e estudou filmes comestiveis a partir de blendes de
galactomanana, amido de milho geatinizado e nisina. Esses materiais foram caracterizados
através de RMN, espectroscopia de IR, reologia, medida de atividade de agua (aw), DSC e
analises microbioldgicas. Os filmes comestiveis de galactomanana foram produzidos com a
finalidade de recobrir queijos e foi observado que a presenga do recobrimento reduziu o
crescimento extensivo de fungos quando comparado ao queijo ndo recoberto.

Diante do exposto, observa-se que o estudo sobre revestimentos comestiveis a
base de galactomanana propde que a extensdo da vida util dos alimentos € uma meta das
pesquisas voltadas ao desenvolviemento de novas tecnologias visando a reducgédo de perdas,
melhoria nos processos, estabilidade fisco-quimica e microbiolégica, bem como os aspectos

relacioanados a qualidade sensorial destes produtos.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Materiais

O oleo essencial de C. citratus foi obtido conforme descricdo no capitulo 1, em
que suas folhas foram obtidas no municipio de Limoeiro do Norte. A galactomanana de C.
pulcherrima foi obtida a partir de suas sementes, as quais foram coletadas no municipio de
S&o Benedito. Para a producdo do queijo coalho foi utilizado leite pasteurizado e padronizado
da marca Lassa® e coagulante liquido HA-LA®. Para as analises microbiolégicas, foi utilizado
em algumas etapas, placas Petrifilm™ para contagem de coliformes e placas Petrifilm™
Staph (3M Microbiology) para determinacdo de Staphylococcus aureus coagulase-positivo.

Todos os reagentes utilizados para as analises fisico-quimicas foram de grau analitico.
4.2 Obtencéo da galactomanana de Caesalpinia pulcherrima

As sementes de C. pulcherrima foram obtidas no municipio de S&o Benedito.
Inicialmente as sementes foram selecionadas, retiradas as que se encontravam furadas,
abertas, com fungos e em estado de senesséncia. Em seguida, foram submetidas ao processo
de aquecimento a 100°C durante 30 minutos. Logo apds as sementes foram resfriadas a
temperatura ambiente e descascadas manualmente, e o endosperma foi isolado.

O endosperma foi homogeneizado com agua destilada em liquidificador industrial
na propor¢do de 1:50 (m/v) dando origem a uma solucdo viscosa, a qual foi submetida ao
processo de centrifugacdo em centrifuga refrigerada modelo 580 R na rotatividade 2500 rpm,
temperatura de 6°C, durante 20 minutos, a fim de separar as particulas solidas remanescente
do endosperma. O residuo da centrifugacao foi novamente diluido e centrifugado.

Posteriormente, a solucdo foi precipitada em alcool etilico a 96°gL na proporcao
de 1:3 (m/v) e em seguida foi filtrado em bomba a vacuo com o auxilio de um funil de placa
porosa, a fim de retirar a &gua remanescente do extrato, sendo este, apds a filtragem, imerso
em acetona P.A. permanecendo por 24 horas afim de que ocorresse uma desidratacdo e a
retirada do alcool remanescente. Em seguida o extrato foi novamente filtrado em bomba a
vacuo utilizando o funil de placa porosa, para remover a acetona.

O extrato foi transferido para a estufa a vacuo modelo VT 6025 a uma
temperatura de 30°C durante o periodo de 24 horas, até que estivesse completamente seco.

Ap0s esse processo as galactomananas foram trituradas em moinho e acondicionadas em um
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recipiente de polietileno. O procedimento descrito da extragdo da galactomanana foi realizado
conforme Braga et al. (2011) com modificacBes (Figura 23). Ressalta-se que o residuo
centrifugado da primeira extracdo foi novamente diluido, seguindo normalmente as etapas
citadas, ja o residuo desta ultima foi descartado.

O caélculo do rendimento das galactomananas foi realizado a partir de trés
extracOes, relacionado a massa da galactomanana obtida e massa das sementes e o resultado

multiplicado por 100, para expressar o resultado em porcentagem (m/m).

4.3 Caracterizacdo da galactomanana: Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear

A caracterizagdo da galactomanana foi realizada por espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear de Hidrogénio (RMN *H). Os espectros das amostras em D,0O
foram registrados a 80°C com transformada de Fourier espectrometro Bruker Avance (modelo
DRX 500, Rheinstetten, Alemanha), com 500 MHz. Os deslocamentos quimicos (8) foram

expressos em ppm. Os procedimentos foram realizados conforme Buriti et al. (2014).



Figura 23 - Fluxograma de extracdo de galactomananas de Caesalpinia pulcherrima.
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4.4 Processo de fabricacéo do queijo coalho

O leite de vaca utilizado foi do tipo padronizado e pasteurizado. O leite foi
aquecido até 35°C, sendo esta temperatura ideal para a adicdo dos ingredientes, cloreto de
célcio 40%, &cido latico 25% e coagulante liquido HA-LA®. Em seguida, o leite foi
homogeneizado por cerca de dois minutos e deixado em repouso por um periodo médio de 40
minutos. Posteriormente, quando a coalhada apresentou-se com aspecto firme e brilhante, foi
realizado o corte da coalhada lentamente utilizando as liras do tipo vertical e horizontal. A
massa permaneceu em repouso por cerca de cinco minutos.

A mexedura foi iniciada com movimentos leves, com auxilio de uma pé de aco
inoxidavel durante 20 minutos até que a temperatura da massa atingisse 45°C, permanecendo
por 30 minutos. Posteriormente, foi realizado a dessoragem, retirando-se cerca de 90% do
soro. A massa foi submetida a salga a 1,2% e deixada em repouso por 20 minutos. Em
seguida, foi realizado a segunda dessoragem a fim de obter-se uma massa firme e compacta.
A massa foi colocada em formas plasticas e, logo em seguida, foi submetida a prensagem
durante 15 horas, sendo realizada uma viragem ap0s uma hora.

Os queijos foram revestidos com a solucdo de galactomananas e 6leo essencial, e
deixados em repouso por 2 horas. Em seguida, foram embalados em bandejas de poliestireno
expandido e cobertos com folha de policloreto de polivinila, sendo estes submetidos a oito
furos por amostra. Vale salientar que a aplicacdo desta folha teve o objetivo de proteger as
amostras contra possiveis sujidades e goticulas de agua em decorréncia do transporte e
armazenamento das amostras. Por fim, os queijos foram armazenados sob refrigeracédo
(4£1°C). O fluxograma de producdo do queijo coalho foi realizado conforme Machado et al.

(2011) com modificac6es, sendo que o mesmo pode ser observado na figura 24.



Figura 24: Fluxograma de etapas da fabricagéo e revestimento do queijo coalho.
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4.5 Preparo da pelicula de revestimento e incorporacéo do 6leo essencial

Os revestimentos foram obtidos a partir de solu¢bes variando quanto ao teor de
galactomananas, sendo utilizados 0; 1; e 2% (m/v). E em relacdo ao teor de 6leo essencial,
foram utilizados percentuais de 0; 0,2; e 0,5%. (v/v) Para todos os tratamentos avaliados
foram adicionados 0,1% de polissorbato 80 (v/v). Inicialmente, a galactomanana foi
esterilizada a 121°C/15 minutos. Em seguinda, a mesma foi solubilizada em &gua destilada
estéril, e dissolvida sob agitacdo magnética por 5+1 hora. Posteriormente, 0s queijos
previamente fateados, foram pincelados com a solugéo de cobertura, como mostra a figura 25.

Vale salientar que as concentracGes de 6leo essencial foram selecionadas com
base nos testes da atividade antibacteriana. Além disso, levou-se em consideragdo a aplicacdo
do revestimento com o objetivo de inibir microorganismos que pudessem vir a contaminar o
queijo, além de possiveis alteracfes sensoriais ao ser adicionado no queijo coalho.

Figura 25: Processo de producdo e aplicacdo do revestimento a base de galactomanana e éleo
essencial (A: Solubilizacdo da galactomanana em &gua destilada; B: Queijos prontos para a
aplicacdo do revestimento; C: Aplicacdo do revestimento por meio de pincelagem; D: Queijos
revestidos e embalados).

Fonte: Sobral, 2014.
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4.6 Caracterizagdo microbiologica e fisico-quimica da matéria-prima

A qualidade higiénico-sanitaria do leite foi atestada conforme aplicacdo das
analises microbioldgicas, tais como Coliformes Totais e Termotolerantes, Salmonella,
Staphylococcus aureus e Contagem de Aerdbios Mesofilos (SILVA et al., 2007). Quanto a
composi¢do quimica do leite, foram realizadas as anlises de pH, densidade, acidez, umidade,
gordura, proteina, cinzas, célcio, extrato seco total e extrato seco desengordurado conforme
normas analiticas do Instituto Adolfo Lutz (1AL, 2008).

4.7 Estabilidade dos queijos revestidos: selecdo da melhor formulacéo

A estabilidade dos queijos revestidos (nove tratamentos) foi realizada em trés
tempos ao longo do armazenamento, sendo estes, 1, 10 e 20 dias. Os queijos foram
submetidos as analises fisico-quimicas de umidade, atividade de agua e pH de acordo com as
Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008). Além disso, foram realizadas as
analises de perda de peso, em que foram obtidas por diferenca de peso ao longo do
armazenamento. Foram avaliadas também as caracteristicas dimensionais dos queijos.

Foram realizadas também as andlises microbioldgicas, tais como Coliformes
Totais e Termotolerantes, Salmonella, Staphylococcus aureus e Contagem de Aerdbios
Mesofilos (SILVA et al., 2007). Os resultados foram analisados conforme a RDC n°® 12 da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2001).

4.8 Avaliacdo da estabilidade do produto final: queijo tipo coalho com revestimento
constituido de 1% GAL e 0,2% OE e queijo controle

O queijo coalho com revestimento comestivel elaborado com 1% de
galactomanana e 0,2% de 6Oleo essencial e a amostra controle foram caracterizadas quanto a
sua composicao centesimal, microbioldgica, avaliacdo sensorial, intencdo de compra, analise
da textura e capacidade de derretimento durante o seu armazenamento sob refrigeracdo

(4£1°C) ao longo de 30 dias, sendo avaliados com 7,15 e 30 dias.
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4.8.1 Composicdo fisico-quimica dos queijos selecionados

Os queijos selecionados foram submetidos as analises de atividade de agua (Aa),
em aparelho medidor de atividade de agua Higrotermo 95 da marca Etec Aparelhos de
Medicdo. Andlise de pH, utilizando aparelho potencidmetro digital tipo Hanna, devidamente
calibrado com solucéo tampéo de pH 7,0 e 4,0.

A acidez titulavel (expressa em &cido latico); umidade (% m/m); gordura (%), a
qual foi determinada pelo método Butirométrico de Gerber; cinzas (%), a qual foi
determinado utilizado o método de incineracdo da amostra em mufla a 550°C; proteinas (%),
sendo realizado através da analise do contetdo de nitrogénio pelo método de micro-Kjeldahl,
utilizando o fator de conversdo 6,38; calcio (mg/100g), sendo determinado por volumetria
com EDTA. Todas as anallise foram realizadas conforme as Normas Analiticas do Instituto
Adolf Lutz (1AL, 2008).

O Extrato Seco Total, EST (%) foi determinado por diferenca da composicéo total
e o0 teor de umidade; e o teor de Gordura no Extrato Seco (%) foi obtido atraves da diferenca

entre o percentual de gordura e extrato seco total, multiplicado por 100.

4.8.2 Perfil de textura instrumental dos queijos selecionados

O perfil da textura foi determinado através de teste de dupla compressdo nas
amostras. Os testes de textura sdo baseados em forca de compresséo, onde a amostra passa por
duas forg¢as de compressao, denominadas de “mordidas”, tendo como funcao a simulagdo da
mastigacdo entre os dentes molares. Este teste foi realizado imediatamente apds a retirada das
mesmas do acondicionamento sob refrigeragao, utilizando um “probe” SMS P/36R, em
analisador de textura TA-XT2 (Stable Micro System, Haslemere, Inglaterra).

Foram analisados os atributos que compdem as caracteristicas mecanicas dos
queijos, tais como dureza, coesividade, adesividade, elasticidade, gomosidade,
mastigabilidade e resiliéncia, sendo os dados coletados através do programa “Texture Expert
for Windows” (Stable Micro Systems). Foram atribuidos os seguintes pardmetros: amostras
de queijo coalho em formato cilindrico com 2 cm de altura e 2 cm de diametro. Valores de
pré-teste: 1 mm/seg; teste: 2 mm/seg; pos-teste: 2 mm/seg; distancia de compressao de 10
mm; time de 5 seg; e trigger de 1,00 N (SILVA, 2013; ANDRADE, 2006). A anélise de

instrumental de textura foi realizada em decatuplicata (Figura 26).
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Figura 26: Analise de textura em equipamento texturdmetro TA-XT2 com demonstracdo das
etapas da primeira (A, B, C) e segunda compressdo (D, E, F) do queijo coalho sem
revestimento apds 30 dias de armazenamento.

4.8.3 Andlise da capacidade de derretimento dos queijos selecionados

A capacidade de derretimento foi avaliada nos tempos de 15 e 30 dias de
armazenamento refrigerado seguindo metodologia descrita por Machado et al. (2011) e Santos
et al. (2011). Inicialmente, os queijos foram fatiados com espessura de 7 mm e em seguida,
por meio de um cilindro de 36 mm de diametro foi retirado a amostra da peca de queijo. No
centro de uma placa de petri, marcada com quatro linhas gerando um angulo de 45° entre elas
foi colocado uma amostra, sendo medidos quatro diametros (D;). Posteriormente, as placas
foram deixadas a temperatura ambiente por 30 minutos e em seguida, foram encaminhadas

para estufa a 107° por sete minutos. Apos a retirada da estufa, as placas foram mantidas a
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temperatura ambiente por 30 minutos. O didmetro de cada amostra foi medido (Dg). A

capacidade de derretimento foi calculada seguindo a equacéo 3.

Eq.
(Df? —Di?)

€D (%) = =L
e = Thix 100

(3)

CD: Capacidade de derretimento
Df*: Diametro final

Di? Diametro inicial
4.8.4 Avaliacdo microbiologica dos queijos selecionados

As analises microbiologicas foram realizadas a fim de constar a qualidade das
amostras (queijo coalho revestido e o controle) a serem submetidas a avali¢cdo sensorial. Os
testes microbiologicos aplicados foram Coliformes Totais e Termotolerantes, Salmonella e
Staphylococcus aureus (SILVA et al., 2007). Os resultados foram analisados conforme a
RDC n° 12 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2001).

4.7.5 Avaliacdo sensorial e Intencdo de compra dos queijos selecionados

O recrutamento dos julgadores foi composto por professores e alunos do Instituto
Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia do Ceara, Campus Sobral, sendo estes convidados
a participar da pesquisa e informados dos objetivos e importancia da analise sensorial para o
desenvolvimento do projeto. Houve a participacdo de 60 provadores para cada tempo de
avaliacdo em relacdo a estabilidade do produto. Tais provadores foram conduzidos a cabines
individuais, em ambiente apropriado, livre de odores, ruidos e com iluminagdo adequada. As
amostras foram servidas em copos plasticos descartaveis, sendo estes previamente codificados
com trés digitos, de forma seqiiencial e aleatéria. Juntamente com as amostras (queijo coalho
com revestimento e sem revestimento), os provadores receberam um formulario para que
pudessem avaliar a aceitabilidade do produto, sendo este avaliado através da aplicacdo do
teste de aceitacdo global, onde os atributos de sabor, aroma, cor, textura e impressao global

foram analisadas por meio de uma escala estruturada com 9 pontos, em que os escores 1, 5e 9
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representavam desgostei muitissimo; nem gostei e nem desgostei; e gostei muitissimo,
respectivamente (ANEXO A).

Foram avaliados também a preferéncia positiva dos julgadores, bem como a
intencdo de compra, os quais utilizaram uma escala estruturada com 5 pontos, em que 1
representava certamente ndo compraria e 5 certamente compraria, com a finalidade de
expressar a intencao positiva ou negativa em relagdo ao produto avaliado (ANEXO B).

Os testes sensoriais foram realizados conforme procedimentos descritos por
DUTCOSKI (1996) e MINIM (2006).

4.9 Delineamento experimental

O delineamento experimental para o recobrimento dos queijos foi realizado
atraves de blocos completos com repeticdes, utilizando fatorial 3x3x3, tendo como fator as
concentracdes de galactomananas, 6leo essencial e tempos de armazenamento.

A constituicdo dos revestimentos a partir dos diferentes percentuais de
galactomananas e 6leo essencial proporcionaram a producdo de nove tipos diferentes de
revestimentos, possibilitando o estudo de nove tratamentos, conforme tabela 10 e 11. Vale
ressaltar que em todos os tratamentos foram adicionados 0,1% de 6leo essencial.

Apos a analise de variancia, as medias foram comparadas pelo Teste de Tukey a
5% de probabilidade. Todos os resultados foram realizados com auxilio do programa
estatistico ASSISTAT (SILVA, 2011).

Tabela 10: Niveis de variaveis codificadas do planejamento fatorial.

Variavel  Variavel real Nivel inferior (-1)  Nivel central (0)  Nivel superior (+1)
codificada

X1 Qalactomanana 0,0% 1,0% 2,0%
X2 Oleo essencial 0,0% 0,2% 0,5%

Tabela 11: Matriz experimental das variaveis codificadas do planejamento fatorial.

Variavel Experimento
codificada

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9
X1 -1 -1 -1 0 0 0 +1 +1 +1
X2 -1 0 +1 -1 0 +1 -1 0 +1
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Rendimento da galactomanana de Caesalpinia pulcherrima

O rendimento médio do processo de extracdo da galactomanana das sementes de
C. pulcherrima foi de 25,44+0,60%. O resultado encontra-se semelhante aos rendimentos
obtidos industrialmente que, de acordo com CUNHA, PAULA e FEITOSA (2009) e AZERO
& ANDRADE (1999), este rendimento é de 25% para as gomas alfarroba e guar. E por
CERQUEIRA et al. (2009) que obtiveram um rendimento de 25,70%. ALVES et al. (2010) ao
avaliarem queijos revestidos com embalagens biodegradaveis produzidas a partir de
galactomananas de sementes de flamboianzinho, obtiveram um rendimento de 19,3% de

galactomananas, sendo este valor abaixo do rendimento encontrado no presente trabalho.
5.2 Espectroscopia de RMN *H

O espectro de RMN *H da galactomanana de C. pulcherrima, bem como a sua

regido anomerica do espectro pode ser observado na figura 27.

Figura 27: Espectro de RMN *H (500 MHz) da solucéo de (20 mg.mL-') da galactomanana

de Caesalpinia pulcherrima em D-0.
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A anélise *H RMN foi empregada para investigar a estrutura do polissacarideo de
Caesalpinia pulcherrima. O espectro *H RMN mostrado na figura 27 apresentou sinais de
deslocamento quimico (8) atribuidos aos prétons H* para dos residuos alfa-D-galactose e beta-
D -manose de 5,02 e 4,74 ppm, respectivamente. A razdo (Man:Gal) pode ser obtida
diretamente das areas relativas destes sinais, cujo singleto em 5,02 é compativel com a
conformacéo esperada do anel alfa-D-galactopiranose, e o sinal de 4,74 ppm corresponde ao
mondmero beta-D-monopiranose. A razdo da galactomanana de C. pulcherrima do presente
estudo apresentou um valor de M:G de 2,93:1,0.

Os valores encontrados estdo proximos ao de Cerqueira et al. (2009)b, ao aplicar
galactomananas como revestimentos em frutas tropicais, cuja razdo manose/galactose foi de
2,88 para galactomanana de C. pulcherrima, e de 1,35 para galactomanana de A. pavonina.
Tais autores concluiram que o revestimento a base de C. pulcherrima, na concentracdo de
0,5% adicionado de 1,5% de glicerol foi efetivo quando aplicado em seriguela.

Resultado semelhante foi encontrado por Cerqueira et al. (2009)c ao extrair,
purificar e caracterizar galactomanana a partir de fontes ndo tradicionais, cujo valor de
manose/galactose encontrado para galactomanana de C. pulcherrima foi de 2,88:1. E tambem
para Azero e Andrade (1999), cuja razdo manose-galactose foi de 3:1.

Braga et al. (2011), obtiveram razdo manose/galactose de 3,6:1 ao avaliar
galactomanana de C. pulcherrima como matriz de afinidade interagindo com lectinas.
Salvalaggio (2010) ressalta que a relacdo manose:galactose em torno de 3:1 é caracteristica

das galactomananas da subfamilia Caesapinoidae.

5.3 Caracterizacdo da matéria-prima para a fabricacdo do queijo coalho

A comprovacdo da qualidade da matéria-prima é importante, visto que muitos
trabalhos na literatura abordam resultados acima do permitido pela legislacdo, mesmo em leite
submetido ao processo de pasteurizacdo. Os resultados dos testes microbioldgicos realizados
no leite utilizado para a producdo dos queijos encontraram-se em conformidade com as
exigéncias estabelecidas pela Resolucdo RDC n°12 (BRASIL, 2001), cujos valores foram <
3/mL NMP/mL para coliformes totais e termotolerantes; < 10 g para Staphylococcus aureus e
para Contagem de mesofilos aerdbios (UFC/mL); e auséncia de Salmonella sp.

A contagem de microrganismos pode se elevar conforme varios aspectos que
estdo relacionados com as condi¢Oes higiénicas de producdo, armazenamento, transporte e

refrigeracdo nas diferentes etapas da cadeia produtiva do leite (PINTO, MARTINS e
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VANETTI, 2006). Portanto, pode-se afirmar que as condigdes de industrializacdo dos lotes
utilizados para a producéo do queijo foram adequadas para a obtencéo de leite com qualidade.

Segundo Arcuri (2006), a disponibilidade de nutrientes no leite e o seu pH
préximo a neutralidade torna-o extremamente favoravel ao crescimento microbiano. Por isso,
o leite deve ser obtido de vacas sadias, em condigdes higiénicas adequadas e resfriado a 4°C,
sendo estas medidas fundamentais e primarias para garantir a qualidade e seguranca do leite e
dos seus derivados, como o queijo coalho.

Além da caracterizacdo microbioldgica, é fundamental conhecer a composicdo
quimica do leite a ser utilizado para a producdo de derivados lacteos. Todas as avaliagcdes
apresentaram diferenca estatistica entre os lotes, com excecdo do teor de cinzas. Isto pode
estar relacionado a varia¢do na composicao quimica do leite, que Segundo Reis et al. (2007),
pode variar conforme a individualidade, raca, alimentacdo, estigio de lactacdo, idade,
temperatura ambiente, estacdo do ano, fatores fisioldgicos, entre outros. As caracteristicas

fisico-quimicas do leite utilizado nos quatro lotes estdo expostas na tabela 12.

Tabela 12: Composicéo fisico-quimica do leite fluido.

Analises pH  Densidade Acidez Umidade Gordura Proteina Cinzas Cilcio EST ESD

(g/mL) (*D) (%) (%) (%0) (%0) (mg/100mL) (%) (%)
Repeticoes

Lote 1 6.7a 1,028 a 20.0ab  89.40a 28¢c na na na 10,59¢  7.79d

Lote 2 6.4b 1,028 a 183bc 89.16b 3.0b na 0.64a 100.1b 10.83b  7.83c

Lote 3 61c 1034b 206a 87.71c 32a  214a 068a  1446ab 1228a 9.11b

Lote 4 6.6a 1.033 ¢ 17.6¢ §7.7% ¢ 28¢ 476b  0,70a 177.4a 12202 940a

CV (%) 111 0,00 360 0,04 0,98 1872 12,50 19.80 030 007

*NA: ndo analisado;
** EST: Extrato Seco Total; ESD: Extrato Seco Desengordurado.

O pH do leite utilizado nos quatro lotes apresentaram valores préximos a
neutralidade, variando entre 6,1 a 6,7. Tal valor encontra-se de acordo com Malacarne et al.
(2013), que obtiveram valor médio de 6,72 ao avaliar o leite cru para eventual aplicacdo em
queijo parmigiano-reggiano, e para Real et al. (2013), que obtiveram pH de 6,67 ao
caracterizar leite tipo UHT integral.

A acidez do leite, nos lotes 2 e 4, apresentou-se em conformidade com a
legislacdo brasileira, que preconiza o valor variavel de 14 a 18°D (BRASIL, 2011). Valores
inferiores foram encontrados por Santos et al. (2011), em amostras de leite pasteurizado, cuja
acidez foi de 12°D e por Mendes et al. (2010), que encontraram valores de 16 e 17°D. No
entanto, em dois lotes, sendo estes o lote 1 e 3, a acidez apresentou-se relativamente alta,

embora a acidez seja caracterizada por mensurar, através do método Dornic, possivel
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contaminagdo microbiana, visto que as bactérias fermentam a lactose produzindo &acido latico
(GIOMBELLI et al., 2011). A acidez elevada nos lotes 1 e 3 podem ser explicadas por meio
do procedimento analitico, sendo que as analises fisico-quimicas foram realizadas
posteriormente a realizacdo das analises microbioldgicas, o que pode ter ocorrido a elevagao
da acidez durante este periodo de espera, em torno de 8 horas.

Em relacdo a densidade, foram observados valores entre 1,028 e 1,034 g/mL, em
conformidade com a Instru¢cdo Normativa n°62, que estabelece variacdo de 1,028 a 1,034
g/mL (BRASIL, 2011). Valores aproximados foram obtidos por Real et al. (2013), com
densidade média de 1,029 g/mL, com um minimo de 1,020 g/mL e méaximo de 1,031 g/mL.

E também por Mendes et al. (2010), ao realizarem uma pesquisa de fraude no leite
informal, com variacdo entre 1,028 a 1,031. Santos et al. (2011), ao avaliar a composigéo
fisico-quimica de leite pasteurizado padronizado em S&o Luis (Maranhdo), detectaram que
100% das amostras encontravam-se ndo conforme aos padrdes exigidos pela Legislacéo
Brasileira, cuja média foi de 1,023. Segundo 0os mesmos, a determinacao da densidade permite
verificar a ocorréncia de fraudes, em que valores abaixo de 1,028 indicam adicdo de agua e,
valores acima de 1,034, fraude por substancias estranhas ou desnate do leite, podendo, tais
procedimentos serem prejudiciais a saude do consumidor.

A gordura do leite apresentou percentual variando de 2,8 a 3,2. Sendo que apenas
dois lotes estavam conformes com a porcentagem minima para leite padronizado de 3%
(BRASIL, 2011). Valores superiores foram obtidos por Malacarne et al. (2013), cuja média
foi de 3,71% e por Mendes et al. (2010), que encontraram variacao de 3,4 a 3,8%. Porém, tais
valores estdo relacionados ao leite integral. Em contrapartida, Santos et al. (2011), ao avaliar
amostras de leite pasteurizado padronizado encontraram valores entre 2,5 a 3,8%. Vale
salientar o exposto por Santos et al. (2011), que a reducdo da gordura compromete
diretamente o rendimento industrial, principalmente em relacdo a fabricacdo de queijos, visto
que este componente contribui para a consisténcia destes produtos.

O teor de proteinas, cujos percentuais determinados foram 2,14 e 4,76% para o 3°
e 4° lote, respectivamente. No entanto, conforme a Instru¢cdo Normativa n°62, a amostra do 3°
lote esta abaixo do esperado, em que o valor de proteinas deve ser no minimo de 2,9%.

Os teores de cinzas, 0,64; 0,68 e 0,70%, estdo de acordo com os encontrados por
Santos et al. (2011), que obtiveram variacdo de 0,52 a 0,95%, com teor médio de 0,62%. Um
dos principais minerais que constituem a composicdo do leite é o célcio, nesta pesquisa, foi
encontrado teor de 100,0; 144,6; e 177,4 mg/100mL. Tais valores aproximam-se do exposto

no rétulo do produto, cujo valor especificado foi de 246 mg referente a uma porcdo de 200



96

mL. Leonardi, Canniatti-Brazaca e Arthur (2011), ao avaliar a disponibilidade de calcio em
leite bovino tratado por raios gama, obtiveram para a amostra controle valor de
142,4mg/100mL. Mageste et al. (2013), determinaram o teor de célcio em leite pasteurizado
de trés marcas comerciais e obtiveram valores de 123,1; 112,2 e 118,2 mg/100 mL.

O Extrato Seco Total (EST) é a reunido dos componentes sélidos do leite e é
importante para o rendimento dos produtos derivados, quanto maior a quantidade de sélidos
totais, melhor o rendimento deste leite para a industria de laticinios, e o Extrato seco
desengordurado (ESD) reflete 0 mesmo comportamento, uma vez que esta variavel é obtida
pela diferenca entre 0 EST e o teor de gordura (SANTOS et al., 2011). A variagdo obtida para
EST foi de 10,59 a 12,28%. Tais valores corroboram aos de Santos et al. (2011), com media
de 11,4%; por Mendes et al. (2010), com variacdo de 11,65 a 12,64 % e por Oliveira et al.
(2012), com variacédo de 12,61 a 13,78%.

O ESD obtido variou de 7,83 a 9,40%, sendo que o0 1° e 2° lote apresentaram
valores abaixo do recomendado pela legislacéo, cujo percentual minimo é de 8,4%. De forma
geral, os lotes 3 e 4 encontram-se superiores aos encontrados por Reis et al. (2007), com
variacao entre 8,13 a 8,59% para o leite obtido de ordenha manual e de 8,05 a 8,25% para o
obtido de ordenha mecénica. No trabalho de Santos et al. (2011), o valor médio foi de 8,4%,
para Mendes et al. (2010), foi de 8,05 a 8,84% e para Oliveira et al. (2012), em que houve

variacao de 8,77 a 9,62% quando avaliados leite fluido de diferentes procedéncias.

5.4 Avaliacdo da estabilidade de queijo coalho com diferentes revestimentos comestivel:

Selecdo da melhor formulacéo a base de galactomanana e 6leo essencial

5.4.1 Caracterizacao fisica e perda de peso

A avaliacdo da estabilidade de queijo coalho com diferentes revestimento
comestiveis foram produzidos com dimensdes em torno de 12 cm de comprimento; 7,5 cm de
largura; e 4,0 cm de altura apresentaram massa em torno 100 g nos trés lotes produzidos,
variando de 98,13 a 126,4¢g; 112,6 a 126,79; € 99,9 a 115,7g para os lotes 1, 2 e 3.

Tolentino (2013), ao avaliar queijo recoberto com gordura suina e alecrim
(Rosmarinus oficinalis) desidratado, fabricou queijos com comprimento de 9,8 cm, altura
média de 4,6 cm, sendo este de forma cilindrica com peso entre 390 a 430 g.

Os valores da perda de peso em funcéo do periodo de armazenamento durante 20

dias a temperatura de 4+1°C estdo expostos na tabela 13. Como podem ser observados, 0s
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queijos apresentaram perdas de 3,86 a 7,64% quando avaliado com 10 dias e 13,15 a 25,62%

durante os 20 dias de armazenamento.

Tabela 13: Perda de peso de queijo coalho durante o armazenamento a 4+1/C.
Perda de Peso (%0)**

Tratamentos 10 dias 20 dias
T1 6,50 ° 15,44 ™
T2 7,64° 22,88 %
T3 5,49 25,62 °
T4 3,86° 15,11 *°
T5 6,02 2 13,37°¢
T6 2,522 20,95 **°
T7 510° 15,13 ™
T8 4,01° 13,15°¢
T9 5,422 16,00

CV (%) 26,73 11,80

* T1 (0G; 00OE); T2 (0G; 0,20E); T3 (0G; 0,50E); T4 (1G; 00E); T5 (1G; 0,20E); T6 (1G;
0,50E); T7 (2G; 0OE); T8 (2G; 0,20E); T9 (2G; 0,50E); ** Letras minusculas na mesma
coluna ndo difere estatisticamente a nivel de 5% de probabilidade. *** G: Galactomanana;
OE: Oleo Essencial.

Segundo Cerqueira et al. (2009), revestimentos a base de galactomananas, devido
a sua caracteristica hidrofilica, apresentam boa barreira ao diéxido de carbono e ao oxigénio,
porém, deficiente barreira ao vapor de agua. O que pode ter comprometido a perda de peso
dos queijos revestido com galactomanana. No entanto, 0s tratamentos com revestimento sem
galacatomananas (T2 e T3) obtiveram maiores perdas, enquanto os tratamentos com 1 e 2%
de galactomananas, com excecao do T6, apresentaram menores perdas de peso durante os 20
dias de armazenamento, principalmente os tratamentos T5 e T8.

Martins et al. (2010), avaliando a vida util de ricota com revestimento comestivel
utilizando galactomananas de Gleditsia triacanthos com incorporagdo de nisina, obtiveram
perdas de 7,59% e 4,74% para 0s queijos tipo ricota sem e com revestimento apds 28 dias de
armazenamento. Fajardo et al. (2010), em seu estudo avaliando pelicula a base de quitosana
como veiculo de natamicina visando melhorar a estabilidade de queijo saloio, a perda de peso
apresentou-se em torno de 4%. Valores inferiores ao do presente estudo, o que pode ser
explicado devido ao tamanho dos queijos, ja que queijos pequenos tendem a perder massa.

Cerqueira et al. (2010), também observaram um decréscimo de 3,8% nas perdas
de peso, quando avaliou queijo regional revestido com galactomananas armazenado a 4°C

durante 21 dias. Os autores ressaltaram que houve perdas tanto nos queijos com e sem
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revestimento e também quando avaliados em relacdo a temperatura de armazenamento, sendo
estas de 4 e 20°C, no entanto, 0s queijos sem revestimentos apresentaram maiores perdas.

Este fato também foi observado no presente estudo, em que 0s tratamentos com
revestimento a base de 1 e 2% de galactomanana apresentaram um decréscimo médio de 4,8%
e 6,5% nas perdas de peso com 20 dias de armazenamento, respectivamente, sendo este
resultado obtido pelas diferentes médias de T1, T2 e T3; T4, T5e T6; e T7, T8 e T9. Além
disso, observa-se que ao comparar 0s tratamentos sem revestimento a base de
galactomananas, ou seja, 0s tratamentos T1, T2 e T3, os tratamento apenas com 6leo essencial
ndo sdo eficientes no controle da perda de peso. No entanto, pode-se inferir que o 6leo
essencial interferiu positivamente no revestimento, em conjunto com a galactomanana, visto
que ao comparar 0s revestimentos apenas com o teor de galactomananas, sendo estes, T1, T4
e T7, ndo se observaram diferenca estatistica apds 20 dias armazenamento. Portanto, a
quantidade de galactomanana também ndo é um tratamento dose/dependente.

No presente estudo, ao comparar a perda de peso dos tratamentos constituido com
0,2% de oleo essencial, observa-se diferenca estatistica das amostras T5 e T8 quando
comparado ao tratamento (T2) ap6s 20 dias armazenamento. No entanto aumentando a
quantidade de 6leo essencial para 0,5% ndo ¢é observado reducdo na perda de peso, portanto,
este ndo é um tratamento dose/dependente. Este fato foi observado também por Tolentino
(2013), visto que obteve diferenca de 26 g entre 0s queijos com e sem revestimento ao utilizar

leite pasteurizado para a fabricacdo dos mesmos, sendo avaliados ap0s 60 dias de maturacao.

5.4.2 Resultados das analises microbiologicas dos queijos

Os resultados das analises microbioldgicas dos queijos com diferentes
revestimentos comestiveis estdo apresentados na tabela 14. Observa-se que a adicdo do 06leo
essencial de capim limdo no revestimento de galactomananas aplicado ao queijo coalho
resultou em uma diminuicao do crescimento de microrganismos mesofilos aerobios.

Quando se avalia a influencia da galactomanana sobre o revestimento, observa-se
gue os revestimentos sem galactomananas atingiram a inibicdo de meséfilos com 10 dias de
armazenamento, levando-se a considerar que o 0leo essencial aplicado individualmente é o
composto que possui o efeito antimicrobiano, funcionando como obstaculo a contaminacao do

queijo, contribuindo assim, com a conservacao deste produto.
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Tabela 14: Resultados das andlises microbiologicas dos queijos coalho com diferentes

revestimentos durante o armazenamento a 4+1/C.

Analises Dias Mesofilos Coliformes Coliformes
Aerdbios Totais Termotolerantes
Tratamentos (UFC/g) (NMP/g) (NMP/qg)
01 4,2 x 10* 52,0 50
T1 10 1,8 x 10* 25,0 25
20 2 x 10° 1,5 1,5
01 2,8 x 10" <3/g <3/g
T2 10 < 10/g 3,6 3,6
20 < 10/g 15 15
01 3,8 x 10" <3/g < 3/g
T3 10 < 10/g 7,6 7,6
20 < 10/g <3/g < 3/g
01 2,6 x 10 18 14,3
T4 10 7,0 x 10* 9,3 9,3
20 4,0 x 10* 1,5 1,5
01 1,5 x 10* 10,5 7
T5 10 2,0 x 10* 1,3 1,3
20 < 10/g 15 15
01 2,0 x 10* 7.3 2,3
T6 10 1,1 x 10* 3,6 3,6
20 8 x 10° 5,5 5,5
* G 01 5,6 x 10* 13,5 2
T7 10 2,3x10° 15 15
20 < 10/g 32 32
01 5,4 x 10* 10 6,6
T8 10 1,0 x 10* 9,3 9,3
20 < 10/g 10,6 2,3
01 6 x 10° 5,6 2,5
T9 10 2 x10° 5,5 5,5
20 < 10/g 2 2

Galactomanana; OE: Oleo Essencial.** T1 (0G; 00E); T2 (0G; 0,20E); T3 (0G; 0,50E); T4
(1G; 00OE); T5 (1G;0,20E); T6 (1G; 0,50E); T7 (2G; 00OE); T8 (2G; 0,20E);T9 (2G; 0,50E);

Vale ressaltar também, que esta reducdo também foi observada para os resultados

de coliformes totais, com excecdo do T8, que se mantém estavel até os 20 dias de

armazenamento, tal fato pode ser decorrente do maior teor de galactomanana, visto que pode

ser utilizado como nutriente para os microrganismos. Tal fato ndo ocorreu com o tratamento

T9, em virtude do teor do maior 6leo essencial (0,5%). A eficiéncia do 6leo essencial, como

agente antibacteriano, é fato comprovado largamente na literatura (CARMO, LIMA e
SOUZA, 2008; NGUEFACK et al., 2012; OKOH et al., 2010; SILVA et al., 2009), como

pode ser observado no capitulo 1.
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Com relacdo aos tratamentos T5 e T6, cujo teor de galactomananas é de 1%,
variando o teor de 6leo essencial, o T5, cujo valor de 6leo essencial utilizado foi de 0,2%, foi
0 que apresentou melhor resultado, visto que inibiu o crescimento destes microrganismos com
20 dias de armazenamento. Ao avaliar os tratamentos com 2% de galactomananas, todos os
tratamentos, incluindo o T7, em que ndo foi aplicado dleo essencial, obtiveram reducdo nas
contagens. Podendo-se inferir que, para a contagem de mesoéfilos, a galactomanana utilizada
com percentual de 2% pode ter influenciado no efeito de reducdo microbiana. Porém, ao
avaliar todos os tratamentos constituidos de dleo essencial e galactomanana, 0s tratamentos
T5 e T9 foram os que apresentaram as menores contagens gerais. Em contrapartida, ao
observar os dados de coliformes, o T5 apresentou maiores redugdes.

As contagens de aerdébios mesofilos informam as condigdes higiénicas vigentes ao
longo do processamento e armazenamento, sendo que altas contagens de bactérias mesofilas
podem indicar a ocorréncia de condi¢fes potenciais para o desenvolvimento de patdgenos
(PINTO, 2001). Salimena et al. (2010) avaliando a insercdo de Oleo essencial Syzygium
aromaticum em queijo minas frescal, obteve contagens de aerobios mesoéfilos de 2,79 a 3,71
Log UFC.g™, ressaltando Franco e Landgraf (1996), que contagens superiores a 10° UFC.g-*
de aerObios mesodfilos, podem comecar a aparecer, na maioria dos alimentos, alteracGes
detectaveis, podendo ser considerados suspeitos, pois aumentam a possibilidade de estarem
presentes microrganismos deteriorantes e patogénicos.

Trajano et al. (2010) ao analisarem o feito inibitorio do 6leo essencial das folhas
de Eugenia caryophyllata sobre microrganismos contaminantes de queijo coalho, observaram
gue nas concentracdes de 2,5-20 pg/g causou uma diminui¢do na taxa de crescimento de
bactérias mesdfilas em comparacdo ao observado para o ensaio de controle durante os 15 dias
de armazenamento. Isso também pode ser observado nos resultados deste trabalho, sendo que
no T5, com 0,2% de déleo e 1% de galactomanana, ocorreu uma redu¢do na concentracdo de
mesofilos com o decorrer de 20 dias de armazenamento.

Os resultados encontrados para S. aureus, apresentaram-se ausentes (<10 UFC/g)
durante os 20 dias de armazenamento para todos os tratamentos. Mendoncga (2004) que,
avaliou a acdo inibitoria dos dleos essenciais de cravo-da-india, orégano e manjericdo em
ricotas cremosas inoculadas com S. aureus, analisou 0s 0leos essenciais nas concentracdes de
1%, 5% e 10% respectivamente, comprovou que 0s 0leos essenciais apresentam inibicao
bacteriana de S. aureus em matrizes alimentares. Isso também pode ser constatado nos
resultados deste trabalho ao utilizar concentragfes menores (0,2 e 0,5%) de dleo essencial de

capim limao com objetivo de inibir contaminagcfes pds-processamento.
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Né&o foi observado também a presenca de Salmonella sp. Segundo Dantas (2012),
a Salmonella sp. apresenta a maioria dos sorotipos patogénicos ao homem, e por este motivo é
considerada uma das principais zoonoses de interesse para a saude publica, devido a sua alta
endemicidade e morbidade, constituindo-se responsavel por graves intoxicacdes alimentares.

Em relacdo aos resultados para inibicao das bactérias da microflora contaminante,
do grupo coliformes totais e termotolerantes, de um modo geral, todos os tratamentos
encontraram-se em conformidade com os limites estabelecidos pela RDC n°12 (BRASIL,
2001), visto que apresentaram valores inferiores a 5,0x10. No entanto, o revestimento tem o
objetivo de ser utilizado como veiculos para a incorporacdo de conservante natural para
reduzir o risco de pés-contaminagdo conforme descrito por Cerqueira et al. (2009) que
ressalta revestimentos a base de galactomananas com esta fungao.

Para Salimena et al. (2010) que, aplicaram Oleos essenciais de Syzygium
aromaticum (Cravo-da-india) em queijo minas frescal como conservante natural, nas
concentracdes 0,78, 1,56 e 3,12%, obtiveram resultados que variaram de < 0,48 a 1,36 Log
NMP/g para coliformes a 45°C e 4,97 a 5,30 Log UFC/g para S. aureus.

Okura (2010) avaliou a eficiéncia das especiarias orégano e salsinha sobre os
microrganismos coliformes a 35°C e a 45°C presentes no queijo e observou que nas
concentracdes de 1% de orégano e salsinha ocorreu uma diminuicdo nos coliformes a 45°C,
sendo que essa diminuicdo ocorreu principalmente no 6leo de orégano. No presente trabalho
foi observada uma diminuicéo de coliformes a 45°C, porém em concentragcdes mais baixas.

A qualidade microbiologica do queijo foi atestada mediante a aplicacdo de
técnicas de conservacdo combinadas, visto que a incorporacdo do Oleo essencial,
antimicrobiano natural, teve influencia positiva na vida util do queijo coalho, sendo este
armazenado sob refrigeracdo. Conforme Machado et al. (2011), o estudo de tecnologias
alternativas na producdo de queijo sem alterar suas caracteristicas funcionais se torna
importante para o atendimento das exigéncias legais de qualidade e saude publica.

Estas novas tecnologias, juntamente com rigidos padrdes de higiene utilizando-se
as boas praticas de fabricacdo, sdo fundamentais, visto que sdo varios os estudos que abordam
a contaminacdo de queijo coalho, tanto para os microorganismos do grupo dos coliformes,
como para Staphylococcus aureus e Salmonella (FILHO et al., 2009; SALOTI, 2006;
SANTANA et al., 2008; ALVES et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2010).
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5.4.3 Resultados das analises fisico-quimicas dos queijos

Os resultados das analises fisico-quimica de umidade, atividade de agua e pH dos
queijos encontram-se nas tabelas 15, 16, e 17. Como pode ser observado na tabela 15, ndo
houve diferenca estatistica para umidade durante 20 dias de armazenamento.

Conforme o Regulamento Técnico de ldentidade e Qualidade de Queijo Coalho
(BRASIL, 2001), os requisitos fisico-quimicos correspondem as caracteristicas de
composi¢do e qualidade dos queijos de média a alta umidade, conforme estabelecido pela
Portaria 146/96 do Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (BRASIL, 1996), que
estabelece a classificacdo dos queijos coalho em de alta umidade, sendo esta entre 46,0 a
54,9% e média umidade, com teor entre 36,0 e 45,9%. Portanto, a maioria dos tratamentos,
com percentual entre 42,70 a 50,29% em estudo encontra-se classificada em queijos de alta
umidade, os quais sdo conhecidos como de massa branda ou macios.

Tolentino (2013), ao adicionar cobertura nos queijos elaborados com gordura
suina e alecrim, observou que 0S mesmos promoveram uma barreira contra a perda de
umidade e o queijo produzido com leite pasteurizado, apds 20 dias de maturacdo, com
umidade de 40,48%, permaneceu estavel ao longo de 60 dias, indicando que o recobrimento
auxiliou na retencdo da umidade, fazendo com que o queijo ndo formasse casca e ndo

perdesse a coloracdo do branco para amarelado.

TABELA 15: Evolucao dos parametros de umidade de queijo coalho com durante o
seu armazenamento a 4+1°C até 20 dias
TRATAMENTOS* 01 DIA 10 DIAS 20 DIAS CV (%)

T1 49,96 ™ 46,747 49,09 ™ 6,19
T2 49,00 7B 47,347 44,7775 4,20
T3 50,14 A 46,364 46,19 "B 4,22
T4 50,29 A 47,60%% 48,14 782 5,42
T5 47,7178 46267 47,58 AB2 3,22
T6 46,00 7% 45837 44,27 7B 2,35
T7 48,2478 47717 43,81 7F° 4,97
T8 49,50 A% 45277 46,28 AB2 4,95
T9 45,33 B2 45,63% 42,70 B 5,09
CV (%) 3,17 6,09 3,72

*F de interacdo entre o tratamento e tempo nado foi significativo (CV: 4,14%); **Para cada
coluna, letras mailsculas sobrescritas diferentes indicam diferencas significativas (p<0,05)
obtidas entre os tratamentos com seus respectivos coeficientes de variacdo; Para cada linha,
letras minudsculas sobrescritas diferentes indicam diferencas significativas (p<0,05) obtidas
entre os diferentes periodos; *** T1 (0G; 00E); T2 (0G; 0,20E); T3 (0G; 0,50E); T4 (1G;
00E); T5 (1G;0,20E); T6 (1G; 0,50E); T7 (2G; 0OE); T8 (2G; 0,20E);T9 (2G; 0,50E);
**** G: Galactomanana; OE: Oleo Essencial.
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Diferente de Tolentino (2013), em que adicionou um revestimento a base de
lipidios, no presente estudo foi avaliado revestimentos de polissacarideos, que segundo
Vargas et al. (2009) e Park, Chinnan e Shewfelt (1995) citado por Pinheiro et al. (2010), as
propriedades hidrofilicas dos filmes de polissacarideos sdo responsaveis pela sua elevada
permeabilidade ao vapor de &gua, caracterizando-se como desvantagem, tendo em vista o
controle da transferéncia de vapor de &gua. Nesta pesquisa observa-se que 0s tratamentos
apresentaram uma tendéncia em relacdo a teores mais elevados do que os tratamentos sem
revestimentos a base de galactomananas, sendo que o T1 (0% de galactomananas) apresentou
diferenca estatistica do T9 (2% de galactomananas) no tempo 1 e 20 dias.

Observa-se também, que embora a adicdo do 6leo essencial em relacdo ao T3
(0,5% de 6leo essencial) tenha apresentado diferenca do T9 (0,5% de 6leo essencial) com 1
dia de producdo do queijo, com 20 dias de armazenamento 0s mesmos ndo diferiram, ou seja,
0 Oleo essencial parece nao ter interferido no teor de umidade dos queijos. Lipidios tém sido
adicionados aos filmes de polissacarideos com objetivo de diminuir a permeabilidade ao
vapor de agua (Pinheiro et al., 2010). A literatura aborda diversos estudos a respeito do efeito
antimicrobiano do 6leo essencial de C. citratus (DC) Stapf. No entanto, Cerqueira et al.
(2011) afirmam que a incorporagdo de compostos aos filmes ou revestimentos comestiveis,
utilizando galactomananas como veiculo sdo muito escassos, e devem ser observados a
interacdo do mesmo na funcionalidade da pelicula.

Os resultados medios da atividade de &gua dos queijos avaliados durante o
armazenamento refrigerado até 20 dias encontram-se descritos na tabela 16. A andlise de
variancia realizada para os valores de atividade de agua dos queijos nos tratamento estudados
demonstrou que ndo houve interacdo entre tratamento e tempo. Porém, os efeitos principais
em relacdo ao tempo foram significativos a nivel de 5% de probabilidade.

A atividade de agua variou entre 0,926 e 0,941; 0,926 a 0,950; e 0,918 a 0,934 em
relacdo ao tratamentos durante 1, 10 e 20 dias de armazenamento. Olivato, Mali e Grossmann
(2006), ao avaliar o efeito de embalagem biodegradavel de amido no armazenamento de
queijo prato processado, observaram que as amostras embaladas com amido de inhame e a
amostra controle apresentaram reducdo da atividade de dgua em torno de 0,950 para 0,750
durante 20 dias de armazenamento. Porém, os queijos embalados com filme plastico de
polipropileno (convencional) mostrou-se estavel ao longo de 30 dias de armazenamento,

mantendo-se em torno de 0,950.
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TABELA 16: Evolugdo da atividade de &gua de queijo coalho com durante o seu
armazenamento a 4+1°C até 20 dias.

TRATAMENTOS 01 DIA 10 DIAS 20 DIAS CV (%)
T1 0,9332 0,9312 0,922° 1,23
T2 0,9322 0,938° 0,9312 1,34
T3 0,930° 0,950° 0,929° 1,01
T4 0,933% 0,943° 0,922° 0,75
T5 0,9412 0,9412 0,9342 0,54
T6 0,9262 0,9292 0,920° 0,61
T7 0,9292 0,9272 0,928° 0,97
T8 0,935° 0,9332 0,926° 1,40
T9 0,9412 0,926 2 0,918° 0,92

*Variagdo tratamento ndo significativo a nivel de 5% de probabilidade e F de interacéo entre
o tratamento e tempo néo foi significativo (Coeficiente de variagdo: 1,02%); ** Para cada
coluna, letras maiusculas sobrescritas diferentes indicam diferencas significativas (p<0,05)
obtidas entre os tratamentos; Para cada linha, letras minusculas sobrescritas diferentes
indicam diferencas significativas (p<0,05) obtidas entre os diferentes periodos de
armazenamento; *** T1 (0G; OOE); T2 (0G; 0,20E); T3 (0G; 0,50E); T4 (1G; 0OE); T5
(1G;0,20E); T6 (1G; 0,50E); T7 (2G; 00E); T8 (2G; 0,20E);T9 (2G; 0,50E);**** G:
Galactomanana; OE: Oleo Essencial.

Santos et al. (2011), ao realizar a caracterizacdo fisico-quimica de queijo coalho
elaborado com diferentes concentracdes de leite de cabra e leite de vaca, sendo que uma das
proporcoes utilizadas ndo continha leite de cabra, e esta apresentou atividade de agua de
0,980. Vale salientar que no estudo dos referidos autores ndo houve diferenca estatistica entre
as diferentes amostras de queijo elaborado com a mistura leite de cabra e bovino, bem como
para o0 queijo elaborado somente com leite de cabra. A atividade de agua do presente estudo
encontra-se inferior ao da pesquisa citada, ressaltando-se que a atividade de agua representa a
agua disponivel ao crescimento microbiano (SOUSA et al. 2014).

A tabela 17 apresenta os valores do pH para 0s nove tratamentos avaliados ao
longo de 20 dias de armazenamento. A interacdo entre o tempo e tratamento, bem como a
avaliacdo do tempo, ndo apresentaram valor F significativo. Em relacdo aos tratamentos, ndo
houve diferenca a nivel de 5% de probabilidade. Os valores de pH variaram entre 6,17 a 6,40;
6,11 a 6,46; e 6,06 a 6,39 para os tratamentos durante 1, 10 e 20 dias, respectivamente.

Valores proximos foram encontrados por Alves et al. (2010), que avaliaram a
composicdo fisico-quimica de queijo coalho revestido com galactomananas de C.
pulcherrima, encontraram pH variando de 6,10 a 6,28 identificando que suas amostras
mantiveram valores muito aproximados, concluindo que o revestimento a base de
galactomananas ndo interferiu em suas andlises de pH. Machado et al. (2011), ao avaliarem 0s

aspectos fisico-quimico de queijo coalho fabricado com o uso de acido latico, assim como no
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presente estudo, obtiveram declinio dos valores de pH ao longo de 60 dias de armazenamento,

sendo que com 20 dias apresentou valores em torno de 6,1.

TABELA 17: Evolugdo do pH de queijo coalho com durante o seu armazenamento a
4+1°C até 20 dias.

TRATAMENTOS 01 DIA 10 DIAS 20 DIAS
T1 6,37 6,46 6,39
T2 6,35 6,227 6,26
T3 6,24 6,134 6,06
T4 6,40 6,42 6,434
T5 6,184 6,114 6,114
T6 6,174 6,38 6,184
T7 6,39 6,35 6,274
T8 6,274 6,39 6,10"
T9 6,224 6,344 6,25

CV (%) 1,82 2,21 3,35

*Variacdo tempo e interacdo entre o tratamento e tempo apresenta F ndo significativo
(Coeficiente de variacdo: 2,54%); **Para cada coluna, letras mailsculas sobrescritas
diferentes indicam diferencas significativas (p<0,05) obtidas entre os tratamentos; *** T1
(0G; 00OE); T2 (0G; 0,20E); T3 (0G; 0,50E); T4 (1G; 0OE); T5 (1G; 0,20E); T6 (1G;
0,50E); T7 (2G; 00E); T8 (2G; 0,20E);T9 (2G; 0,50E); **** G: Galactomanana; OE: Oleo
Essencial.

Martins et al. (2010), avaliando a vida util de ricota com revestimento comestivel
utilizando galactomananas de Gleditsia triacanthos com incorporagdo de nisina, obtiveram
pH estaveis ao longo do armazenamento de 28 dias, variando de 5,60 a 6,47, sendo que nédo
apresentaram diferenca estatistica. No presente estudo, a insercdo do Oleo essencial ao
revestimento também ndo interferiu nos valores de pH. Sousa et al. (2014) avaliaram a
composicao fisico-quimica de queijos comercializados no Nordeste, sendo que no Ceara, 0s

queijos apresentaram valores de 6,02 a 6,21.

5.5 Caracterizacdo da estabilidade do queijo coalho com revestimento comestivel

constituido de 1% de galactomanana e 0,2% de 6leo essencial

A primeira etapa do estudo foi constituida por nove tratamentos. Dentre estes, foi
escolhido o T5, com 1% de galactomanana e 0,2% de 6leo essencial como pode ser observado
na figura 28. A analise da perda de massa demonstrou bons resultados para os tratamentos em
que o revestimento foi composto de galactomanana e 6leo essencial.

Em relacdo aos quesitos microbiolégicos, os tratamentos que apresentaram

melhores resultados foram os queijos com revestimento sem galactomanana e constituido
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apenas de 6leo essencial (T2 e T3) e os constituidos de galactomananas e 6leo essencial (T5 e
T9). Entre os tratamentos, T5 com 0,2% de 6leo e T9 com 0,5% de 6leo essencial, observa-se
na literatura, através da pesquisa de Santos et al. (2012) que a concentragdo de 0,5% de 6leo
essencial de Cymbopogon citratus aplicado em queijo coalho interfere nos escores médios do
sabor deste produto, na avaliagdo sensorial quando realizado o teste de aceitacéo.

Figura 28: Esquema de escolha da melhor formulagdo com base
nas analises aplicadas as amostras de queijo coalho.

T2, T3,
T5,T9

Tratamento
s

A maioria dos tratamentos ndo apresentou diferenca quanto aos parametros fisico-

Microbiologicos
Santosetal (2012)

quimicos. Dessa forma, o T5 foi escolhido por apresentar bons resultados quando avaliados
até os 20 dias de armazenamento em todas as avaliacBes realizadas e por apresentarem 0sS
menores teores efetivos, sendo, portanto, submetido as analises fisico-quimica,
microbioldgicas, sensorial, capacidade de derretimento e perfil de textura instrumental ao

longo de 30 dias de armazenamento.

5.5.1 Composicao fisico-quimica

Os resultados da composicéo fisico-quimica dos queijos com revestimento (T5) e
do queijo controle (T1) encontram-se na tabela 18.

Conforme pode ser observado, os parametros de umidade, acidez, proteinas e
cinzas apresentaram diferenca estatistica quando avaliado ao longo de 30 dias de
armazenamento. Em relacdo aos outros pardmetros, constata-se que a aplicacdo do
revestimento comestivel ndo apresentou alteracdo na composicao centesimal do queijo coalho.

O teor de umidade apresentou diferenca ao longo de 30 dias de armazenamento,
diferentemente da avaliagdo com 20 dias (Tabela 15), em que ndo tinham apresentado

diferenca estatistica. Observa-se que a umidade de ambos os tratamentos sofreram declinio
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com 30 dias. Percentuais de umidade inferiores foram obtidos por Gadélha (2009), que
também analisou queijo de coalho com revestimento de galactomanana de C. pulcherrima nos
tempos de 1, 7 e 14 dias de armazenamento, onde 0s queijos revestidos apresentaram valores
de umidade variando de 24,08 a 47,06 e os sem revestimentos de 28,72 a 47,6%; por Ferreira
e Filho (2008), que avaliaram a qualidade fisico-quimica do queijo de coalho comercializado
no municipio de Barreiros-PE, cujo valor maximo de umidade foi de 40,62%.

Resultados semelhantes foram obtidos por Fajardo et al. (2010), avaliando
pelicula a base de quitosana como veiculo de natamicina aplicado em queijo saloio, obtiveram
umidade de 51,05% com O dia e 47,57% aos 27 dias.

Tabela 18: Composicao fisico-quimica do queijo coalho (T1-controle) e (T5-revestido)
durante o seu armazenamento a 4+1/C durante 30 dias.

Analises Estabilidade (Dias)
Tratamento 07 15 30

] T1 49,68 A 48,19 @ 4559 ~°

Umidade (%) T5 50.21 A2 49,88 ~ 44,90 A

. ] T1 0,927 7@ 0,926 @ 0,929 "2

H T1 6,70 @ 5,75 "4 5,52 A4

P T5 6,66 5,63 ** 5,34~

Acidez (g/100g T1 0,16 ¢ 0,317° 0,37 2

4cido latico) T5 0,18 7 0,32 "2 0,32 52

Proteina (%) T1 21,17 B2 21,6072 17,75 °°

0 T5 22,44 "2 20,91 ° 19,69 A

T1 24,66 26,02 " 23,98

Gordura (%) TS5 23,49 A2 28,24 "2 24,03 2

1 T1 4,55 "% 3677 3427

Cinzas (%) TS5 4,56 3,24 B 3,51 A
i T1 214,59 P 310,90 " 297,55 A%
Sodio (mg/1009) TS5 311,17~ 318,33 2 372,74 %
L T1 459,74 " 417,10 " 400,14 ™
Calcio (mg/1009) TS5 311,69 A 406,03 A 402,42

T1 50,31 " 51,80 “° 54,40 A

0 ) ) )
EST (%) T5 49,78 A 50,11 @ 55,09 A°
T1 41,74 M 45,39 *@ 48,07 "2
0 ) ) )
GES (%) T5 56,74 A2 4788 % 43,61 %

* As meédias seguidas de uma mesma letra mindscula na mesma coluna ndo diferem quanto ao
tratamento e a mesma letra maitscula na mesma linha ndo diferem quanto ao tempo a nivel de
5% de probabilidade pelo teste de Tukey; T1: Tratamento controle; e T5: Tratamento com
revestimento comestivel. **EST: Extrato Seco Total; GES: Gordura no Extrato Seco. **** G:
Galactomanana; OE: Oleo Essencial.

A atividade de agua e o pH ndo diferiram quanto ao tratamento e ao tempo. Sendo

que a atividade de agua apresentou uma tendéncia de se manter estavel durante os 30 dias de
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armazenamento sob refrigeracdo. No entanto, os valores de pH demonstraram uma leve
reducédo ao longo dos 30 dias. Valores proximos foram encontrados por Filho et al. (2012) que
obtiveram variacdo de 5,2 a 6,5, ao avaliarem os parametros fisico-quimicos do queijo de
coalho artesanal produzido em Calgado-PE. Por Santos et al. (2011), que obtiveram valor
médio de 5,61. Fajardo et al. (2010), avaliando pelicula a base de quitosana como veiculo de
natamicina aplicado em queijo saloio, obtiveram variacdo média para pH de 4,75 a 5,16.

A acidez dos queijos aumentou ao longo dos dias, sendo que o queijo com
revestimento apresentou-se estavel apds 15 dias de armazenamento. Efeito semelhante foi
observado por Cavalcante et al. (2007), que obtiveram acidez de 0,74; 0,75 e 0,76% durante
10, 20 e 30 dias de armazenamento de queijo coalho fabricado com cultura latica. Acidez
semelhante ao da presente pesquisa foi obtida por Tolentino (2013) ao adicionar revestimento
a base de gordura e alecrim ao queijo elaborado com leite pasteurizado, cujos valores foram
de 0,27 e 0,40% com 1 e 20 dias. Segundo o mesmo, citando Mcsweeney e Fox (2004), os
queijos de massa lavada ou semicozida, apresentam teores de lactose residual baixo, o que
pode resultar em um menor teor de &cido latico.

Em relacdo ao teor de proteinas, ambos os tratamentos apresentaram decréscimos
ao longo dos 30 dias de armazenamento, sendo que o T5 variou de 22,44 a 19,69%, com
revestimento, apresentaram maiores valores do que o T1, com variacdo de 21,17 a 17,75%.
Valores proximos foram encontrados por Filho et al. (2012) e Nassu et al. (2003), em que
encontraram medias em suas determinacGes em queijo coalho de 24,15% e 24,87%,
respectivamente. Nas andlises de Gadélha (2009) a porcentagem de proteina variou de 19,50 a
37,21% nos queijos revestidos e de 21,43 a 37,27% nos queijos ndo revestidos, sendo que o
teor de proteina apresentou pequeno decréscimo a partir do 14° dia. Diferentemente desta
pesquisa, Cavalcante et al. (2007), avaliando o processamento do queijo coalho regional
empregando leite pasteurizado e cultura latica enddgena, obtiveram teores de 23,12; 27,70 e
26,37% com 10; 20; e 30 dias de armazenamento, respectivamente.

A gordura, embora ndo tenha apresentado diferenca estatistica ao longo do tempo
e também em relacdo aos tratamentos, observa-se que o percentual de gordura aumenta com
10 dias e, posteriormente, apresenta um declinio aos 30 dias de armazenamento. Valores
mostram-se préximos aos encontrados por Filho et al. (2009), os quais avaliaram sete
amostras de gueijo de coalho produzido artesanalmente em Jucati (PE) com teores variando
entre 18,99 a 31,88% de gordura. Valores superiores foram encontrados por Cavalcante et al.
(2007), cujos resultados foram de 28,00; 34,00 e 34,00% com 10; 20; e 30 dias de

armazenamento, respectivame nte.
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Os tratamentos (T1 e T5) ndo apresentaram diferenca entre si, sendo que em
relacdo ao tempo, o T5 diferiu com 15 dias de armazenamento, onde foi observado um menor
teor de cinzas. Cavalcante et al. (2007) obtiveram teores de 4,33; 3,99; e 4,16% nos tempos de
10, 20 e 30 dias, respectivamente. Matos (2009), que realizou andlises fisico-quimicas de
queijo de coalho revestidos com solugdo de galactomananas de sementes de Adenanthera
pavonina, encontrou uma média de 5,5%. Teores proximos aos encontrados no presente
trabalho também foi obtido por Alves et al. (2010), onde nos queijos revestidos com
galactomananas de C. pulcherrima, o valor para as cinzas foi de 3,31 a 4,72% e nos queijos
controle variou de 3,67 a 4,72%.

A partir das cinzas presentes nos queijos, foi determinado o teor de sédio, em que
T1 apresentou-se diferiu de T5 com 7 dias de fabricacdo, sendo que o T5 manteve-se estavel
ao longo dos 30 dias de armazenamento e T1 aumentou com 15 dias de armazenamento. De
maneira geral, todos os tratamentos apresentaram teores inferiores ao estipulado na tabela de
composicdo de alimentos, quando comparado ao queijo pasteurizado, cujo teor é de 780
mg/100g. Em relagdo ao teor de calcio, ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos.
De maneira geral, o teor de calcio variou de 311,69 a 459,74 mg/100g. Valores semelhantes
foram obtidos por Todescatto et al. (2013), ao desenvolver e caracterizar queijo analogo ao
boursin, cujo teor foi de 460 mg/100g. Valores superiores foram obtidos por Ferro et al.
(2010), ao determinar minerais em 22 amostras de queijos de coalho oriundos de 11
produtores do Vale do Jaguaribe, CE, visando uma indicacdo geografica, cuja variacdo nos
valores de célcio foi de 781,19 a 1445,87 mg/100g.

O extrato seco total apresentou diferenca estatistica com 30 dias de
armazenamento, estando este parametro relacionado ao teor de umidade, o qual diminuiu
estatisticamente aos 30 dias. Os valores variaram para o T1 de 50,31 a 54,40% e para o T5 de
49,78 a 55,09%. Santos et al. (2011) encontraram valor médio de 50,93% para queijo coalho.

Quanto a gordura no extrato seco, os tratamentos ndo diferiram ao longo do
tempo. A maioria dos tratamento apresentaram percentual acima de 45%. Portanto, conforme
a Portaria 146/96 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 1996),
classifica-se como queijo gordo, cujo percentual varia de 45,0 a 59,9%. Valores semelhantes
foram obtidos por Cavalcante et al. (2007), cujos valores foram 48,75; 55,63; e 54,63% para
10, 20 e 30 dias de armazenamento. E por Santos et al. (2011), cujo valor foi de 47,63% para

sua formulacdo com utilizando apenas leite bovino.
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5.5.2 Capacidade de derretimento
Os resultados médios em relagdo a capacidade de derretimento estdo descritos na

tabela 19. A interacdo tempo e tratamento, bem como as variaveis independentes, tempo e

tratamento ndo apresentaram F significativo.

Tabela 19: Derretimento ao longo de 30 dias sob armazenamento refrigerado a (4+1/°C)
Estabilidade (Dias)

Tratamento

Derretimento (%) T1 2 77 1 6125 1385

*N&o foi aplicado o teste de comparacdo de meédias porque o F de interacdo ndo foi
significativo (CV: 34,80%).

Segundo Santos et al. (2011), o derretimento do queijo coalho pode ser explicado
pelo baixo valor de pH e alto teor de umidade, que de acordo com Munck (2004), pH inferior
a 5,7, 0 queijo coalho derrete e se deforma na presenca de calor.

Tal fato pode explicar os maiores percentuais durante os 7 e 15 dias de
armazenamento, em que a umidade apresentou maiores valores, que foram de 49,68 e 50,21%
e 48,19 e 49,88, respectivamente (Tabela 18). Além disso, aos 15 dias, o baixo pH o alto teor
de umidade podem ter ocasionado os maiores percentuais de derretimento. Aos 30 dias,
embora ndo tenha apresentado diferenca estatistica, os percentuais reduziram com o tempo, 0
que pode esta relacionado com o seu menor teor de umidade.

Valores parecidos foram encontrados por Santos et al. (2011), ao elaborar queijo
coalho fabricado com leite bovino e leite de cabra, na proporcdo 1:1, o qual demonstrou
percentual de derretimento de 5,88%.

Machado et al. (2011) ressaltam que o derretimento € um importante parametro de
estudo do queijo coalho, pois uma das caracteristicas deste tipo de queijo é a capacidade de
ser submetido ao calor sem sofrer alteracdo da sua forma original. Tais autores ao avaliarem a
adicdo de acido latico ao queijo coalho observaram que ndo houve diferenca entre os
tratamentos estudados, no entanto, a porcentagem de derretimento aumentou ao longo do
tempo, sendo estes avaliados até 90 dias, sendo que aos 15 e 30 dias de armazenamento, 0
percentual de derretimento encontrado foi em torno de 2% e de 4 a 6%, respectivamente.

Portanto, o revestimento, a base de galactomanana e éleo essencial ndo apresentou
interferéncia na capacidade de derretimento do queijo coalho, sendo que o ndo derretimento

do queijo coalho é um resultado positivo, visto que esta € uma caracteristica apreciada pelos
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consumidores, pois segundo Andrade (2006), uma das formas mais utilizadas para 0 consumo
de queijo coalho é assado, mantendo-se compacto e ndo derretido.

5.5.3 Perfil de textura instrumental

Os resultados da analise instrumental de textura das amostras de queijo sem
revestimento (T1) e com revestimento a base de galactomanana e dleo essencial (T5),
avaliados com 7, 15 e 30 dias de armazenamento, estdo na tabela 20.

Tabela 20: Perfil de textura de queijo coalho durante o armazenamento a 4+1/C até 30 dias.
Estabilidade (Dias)

Analises Tratamento 07 15 30
Dureza (N) T1 65,737% 51,09 ° 2836 °°
T5 69,26 4% 5330 A" 2751 ¢
Adesividade (g.5) T1 -9,05" -2803" -1848"
g T5 10,16 -10,94% 18,58~
N T1 087" 086" 087%
* ] ] y
EIaSthldade T5 0,84 Aa 0,86 Aa 0,87 Aa
Coesividade™ T1 0477 0497 0397
T5 044" 0398 (038"
] T1 33547 27757 1126
Gomosidade (N) TS5 34377 2313~ 99 A
o T1 2028 23047 10,05™°
Mastigabilidade (N) 15 34374 23147 (969 A°
Resiliéncia* Tt 0,24 ° 0,24 = 017
T5 0,227 0,20%2 0,177

*Parametros adimensionais; ** As médias seguidas de uma mesma letra maidscula na mesma
coluna ndo diferem quanto ao tratamento; e a mesma letra micdscula na mesma linha nédo
diferem quanto ao tempo, a nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey; TI1:
0%G;%O0E; e T5: 1%G,0,2%.

Os valores médios de dureza, coesividade, gomosidade e resiliéncia apresentaram
diferenca em relacdo ao tempo de armazenamento, porém ndo apresentaram diferencas em
relacdo ao tratamento. Enquanto adesividade, elasticidade e mastigabilidade ndo apresentaram
diferenca entre os tratamentos e 0s tempos avaliados.

A dureza do queijo fornece a idéia da firmeza do alimento, sendo uma
propriedade sensorial definida como a forgca necessaria para comprimir o alimento entre 0s
dentes molares, e instrumentalmente, como a forca requerida para causar uma determinada
deformacdo (SILVA, 2013). No presente estudo, a dureza ndo apresentou diferenca estatistica

guando comparado entre os tratamentos com e sem revestimento comestivel nos tempos
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avaliados de 7, 15 e 30 dias. Todavia, ambos os tratamentos diferiram entre os tempos
avaliados, os valores referentes & dureza diminuiram com decorrer do tempo, cuja variagdo foi
de 28,36 a 65,73 N para 0 queijo controle e de 27,51 a 69,26 N. Tais resultados corroboram
aos encontrados por Andrade (2006), ao avaliar a textura instrumental de queijo coalho
produzido de forma industrial e artesanal comercializado no estado Ceara, em que obteve
variacdo de 20,27 a 58,86 N para os queijos produzidos de forma industrializada e de 25,80 a
34,81 N para 0s queijos produzidos de forma artesanal.

Tolentino (2013) avaliou queijos produzidos com leite pasteurizado coberto com
lipidio e alecrim, encontrou valores de dureza (g) variando de 1472,21 a 854,72 ao longo de
60 dias de maturacdo. Silva (2013), em que obteve variacdo de 94,77 a 117,68 N para queijo
tradicional e 59,53 a 71,05 para os queijos adicionados de tomate, durante 28 dias de
armazenamento, sendo ocasionada pela perda de agua.

A adesividade ndo apresentou diferenca estatistica entre tratamentos e tempo de
armazenamento, apresentando variacdo de -9,05 a -28,03 g.s para T1 e -10,16 a -18,58
g.s.para T5. Tunick (2000) define adesividade como o trabalho necessario para superar a forca
de atracdo entre o queijo e a superficie do probe. Na pesquisa de Tolentino (2013) os queijos
maturados cobertos com gordura suina e alecrim apresentaram adesividade maiores do que na
amostra controle, cujos valores foram de -4,73 a -27,52. Silva (2013) nas suas analises de
textura descartou o parametro adesividade, visto que o corpo de prova raramente adere-se a ao
prato de compressao, resultando em valores inconsistentes e com alta variabilidade ndo sendo
possivel mensura-lo. Neste estudo o coeficiente de variacdo foi de 116,36%.

A elasticidade, segundo Bertolino et al. (2011), é definida como a medida da
distancia recuperada pelo queijo ap6s uma deformacédo no periodo de tempo até que ocorra a
segunda deformacdo. No presente estudo, este pardmetro manteve-se estavel ao longo dos 30
dias de armazenamento, os quais variaram de 0,86 a 0,87 para o queijo controle e 0,84 a 0,87
para 0 queijo revestido. Tais resultados corroboram aos encontrados por Andrade (2006), ao
avaliar a textura instrumental de queijo coalho produzido de forma industrial e artesanal
comercializado no estado Ceara, em que obtiveram variacdo de 0,83 a 0,85 para 0s queijos
produzidos de forma industrializada e de 0,79 a 0,89 para 0s queijos produzidos
artesanalmente. E aos de Silva (2013), que obteve variacdo de 0,87 a 0,88 ao trabalhar com
queijo tradicional ao longo de 28 dias de armazenamento. Bem como ao obtido por Tolentino
(2013) que obteve valores de 0,86 a 0,84 com até 60 dias de maturacéo.

Os quadros da analise de variancia para 0s parametros de coesividade,

gomosidade, mastigabilidade e resiliéncia ndo apresentaram F significativo para a interagdo



113

entre os fatores tratamento x tempo, 0 que nos permite uma abordagem individual para cada
um deles, efeitos principais, uma vez que esses atuam de maneira independente.

A coesividade é definida como uma medida da forca das ligacGes entre as
proteinas (TUNICK, 2000). Os dados encontrados foram de 0,39 a 0,47 e 0,38 a 0,44 para o
queijo controle (T1) e queijo revestido (T5), respectivamente. Sendo que T5 apresentou
diferenca estatistica de T1 com 15 dias de armazenamento, no entanto ao longo do tempo
manteve-se estavel, diferente de T1 que diminuiu apds 30 dias de armazenamento. Seguindo a
definicdo de Andrade (2006) formulagfes com a mesma coesividade sofrem a mesma
extensdo necessaria para que seu material possa ser deformado antes da ruptura, ou seja,
sensorialmente tais dados mostram que tais amostras devem apresentar, portanto 0 mesmo
grau de compressdo entre os dentes, antes de romper sua estrutura. Silva (2013) apresentou
média de 0,62 a 0,68 para queijos durante 28 dias de armazenamento. E por Tolentino (2013),
com variacgdo de 0,77 a 0,76 para queijo produzido com leite pasteurizado.

Conforme Bertolino et al. (2011), a gomosidade e mastigabilidade, as quais
representam forca e energia, respectivamente, sdo utilizadas para mastigar o alimento até a
homogeneizacdo para engolir. Portanto, com base nos resultados expressos na tabela 20, cujos
resultados diminuiram ao longo do tempo, demonstrando que 0 queijo reduziu a necessidade
de energia para serem desintegrados, caracterizando-0s como macios, que segundo Silva
(2013), o teor de gordura influencia na mastigabilidade, em que foi possivel observar que
entre tratamentos ndo houve diferenca estatistica entre estes dois parametros.

A resiliéncia do presente estudo mostrou-se inferior aos de Tolentino (2013), cuja
variacao que encontrou foi de 0,43 a 0,37. Este parametro demonstra a capacidade do queijo
retornar a posicdo normal apds a primeira compressdo. Portanto, neste estudo 0s queijos
apresentaram baixa resiliéncia. Segundo Bertolino et al. (2011), este parametro apresentam

decréscimo no decorrer do armazenamento.

5.5.4 Resultados microbiolégicos

As amostras de queijo coalho, T1 e T5, apresentaram auséncia de Salmonella sp
(A e B), coliformes totais (C) e Staphylococcus aureus (D) como pode ser observado na
figura 29, em todos os tempos avaliados mediante analise sensorial. Em relacdo a anélise de
Staphylococcus aureus (D), ndo houve crescimento de colbnias tipicas deste microrganismo.

No entanto, ao comparar as placas, observa-se que o queijo sem revestimento (T1) apresentou
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uma flora contaminante, enquanto o0 queijo com revestimento (T5) ndo apresentou

crescimento de coldnias quando avaliado com 30 dias de armazenamento.

Figura 29: Demonstracdo dos resultados das analises microbioldgicas com 30 dias de
armazenamento refrigerado 4+1°C (A: tubos negativos da analise de Salmonella em meio
LIA,; B: tubos negativos da analise de Salmonella em meio TSI; C: tubos negativos da analise
de coliformes; D: Resultados negativo para analise de Staphyloccus aureus).

5.5.5 Analise sensorial, intencdo de compra e avaliacédo da preferéncia positiva

Foram analisadas por meio do teste sensorial de aceitacdo global. A distribuicdo
da idade dos provadores foi dividida por sexo em cada tempo avaliado.

Aos 7 dias de armazenamento, 51% dos provadores eram do sexo masculino,
sendo que 25% tinham entre 15 a 20 anos, e 48% eram do sexo feminino, e destas, 21%
possuiam idade entre 15 a 20 anos. Aos 15 dias, 42% eram do sexo masculino, sendo 23% de
15 a 20 anos de idade, e 58% eram do sexo feminino, em que 38% tinham idade entre 15 a 20
anos. Quando avaliados com 30 dias de armazenamento, 50% eram do sexo masculino e 50%
feminino, dos quais 26 e 25% tinham idade entre 15 a 20 anos de idade, respectivamente. Em
seguida, foram expressivos nas avaliacfes, provadores com idade entre 20 a 25 anos, com
percentual de 35, 15 e 38%, com 7, 15 e 30 dias, respectivamente.
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Os escores medios das notas atribuidas pelos provadores em cada tempo
avaliando, 7, 15 e 30 dias de estocagem, para impressdo global, aroma, sabor, textura e cor,
bem como a média atribuida para a intencdo de compra, encontram-se na tabela 21.

Tabela 21: Valores médios das notas atribuidas pelos provadores no teste
de aceitagé@o global durante 30 dias de armazenamento a 4+1°C.

Estabilidade (Dias)

Analises Tratamento 07 15 30
. T1 7.2578 7657 7557
Impresséao global T5 7084 731 71gha
T1 6.937% 720M 7417
Aroma TS5 6.807 7.11% 7.20%
Sabor T1 7317 740%™ 7,017
T5 6.73% 6.86"% 673"
T1 7557 7117 708"
Textura TS5 7.43% 710" .96
Cor T1 7767 7517 7437
T5 7467 7407 728"

* As médias seguidas de uma mesma letra maiuscula na mesma coluna ndo diferem quanto
ao tratamento; e a mesma letra minuscula na mesma linha ndo diferem quanto ao tempo, a
nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey; **T1: 0%G;%0E; e T5: 1%G,0,2%.

A interacdo entre tratamento e tempo ndo apresentou diferenca estatistica nos dois
tratamentos avaliados durante os tempos de armazenamento, bem como ao serem avaliados de
forma independentes, em que o aroma, textura, cor e impressdo global ndo diferiram
estatisticamente a nivel de 5% de probabilidade.

As notas de impressao global apresentaram escores médios variando de 7 a 8, que
na escala hedonica representa gostei moderadamente a gostei muito, respectivamente,
demonstrando assim que houve boa aceitacdo dos queijos pelos provadores. Portanto, de
maneira geral o revestimento aplicado ao queijo ndo influenciou na impressdo global do
produto. As médias encontradas no presente estudo corroboram aos de Cavalcante et al.
(2007), ao avaliar queijo coalho empregando leite pasteurizado e cultura enddgena, em que
apresentaram notas variando de 6,81 a 7,38, sendo estes avaliados com 15 dias de maturacéo.
Valores semelhantes foram também obtidos por Todescatto et al. (2013), avaliando queijo
analago ao bousin, os quais encontraram média de 8,54, estando na faixa de gostei muito e por
Andrade (2006), com variacdo de 6,40 a 7,49 em sua pesquisa avaliando diferentes queijos.

O aroma e a cor, com variagoes entre 6,80 a 7,41 e 7,28 a 7,76, respectivamente,

ndo apresentaram diferenca estatistica entre tempo e tratamento, indicando que a adigdo do
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0leo essencial, componente volatil e de aroma caracteristico, ndo interferiu nestes parametros
quando avaliado durante 30 dias de armazenamento. Andrade (2006) obteve escores
inferiores, sendo estes de 5,76 a 6,81 ao avaliar queijos produzidos de forma artesanal e
comercializados no estado do Ceara.

Em relagdo ao sabor, houve diferenca do T1, sem revestimento e T5 com
revestimento, quando avaliado com 7 dias de armazenamento, podendo-se constatar que o
revestimento, constituido de galactomanana e 6leo essencial, afetou o sabor do queijo, visto
que foi perceptivel pelos julgadores, apresentando notas médias equivalentes a gostei
ligeiramente. Os escores inferiores no T5 pode estar relacionado a adi¢do do dleo essencial,
visto que as galactomananas ndo possuem sabor, cor e odor. Alves et al. (2010), avaliaram
queijo coalho revestido com galactomanana e observaram que 0s escores médios para o queijo
revestido foram maiores do que os do queijo controle. Kampf e Nussinovitch (2000)
avaliaram revestimento para queijo, sendo produzido com hidrocoloides (carragena, alginato e
gelana) e detectaram que os revestimentos ndo influenciaram o gosto do queijo. Vale salientar
que com 15 e 30 dias de armazenamento, os tratamentos ndo diferiram entre si, apresentando
escores médios superiores a Andrade (2006), que obteve médias entre 5,78 a 7,05 e 6,19 a
6,69 para queijos comercializados no Ceard, de forma artesanal e industrial, respectivamente.

A interacdo da intencdo de compra ndo apresentou diferenca estatistica, indicando
médias entre talvez compraria 0 produto e provavelmente compraria o produto. Os
percentuais relativos a intencdo de compra dos queijos em cada tempo avaliado, 7, 15 e 30
dias, encontram-se na figura 30. Conforme figura 30 (A), observa-se que o queijo coalho
controle (T1) e o queijo revestido (T5) apresentaram percentuais para intencdo de compra
positiva de 75%, e 52%, respectivamente. E 25% dos provadores ficaram em davida se
comprariam ambos o0s queijos (T1 e T5). Portanto, o revestimento aplicado ao queijo coalho
reduziu o percentual de compra pelos provadores, 0 que pode estar relacionado com o
parametro de sabor, em que apresentou diferenca estatistica quando avaliado com 7 dias de
armazenamento (tabela 21).

Aos 15 dias de armazenamento, houve um aumento na intencdo de compra do
queijo revestido (T5), em que foi possivel observar uma intencdo positiva, a0 somar 0S
valores de certamente compraria e provavelmente compraria o produto, o qual apresentou
percentual de 63%, sendo este 11% superior quando avaliado com 7 dias, sendo que 28% dos
provadores ficaram em duvida se compraria ou ndo o queijo com revestimento. Para 0 queijo
controle (T1), a intencdo positiva, foi de 80%, consolidando assim, um elevado percentual

relativo & intencdo de compra do queijo coalho.
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Figura 30: Resultados da intencdo de compra dos queijos T1, sem revestimento; e T5, com
revestimento durante o armazenamento refrigerado a 4+1°C (A: Percentuais de intencdo de
compra durante 7 dias; B: Percentuais de intengdo de compra durante 15 dias; C: Percentuais
de intencdo de compra durante 30 dias).
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Em relacdo aos 30 dias, a intencdo positiva sofreu um decréscimo em ambos 0s
tratamentos, cujos percentuais foram de 63% e 58%, para T1 e T5, respectivamente. Tolentino
(2013), ao avaliar queijo revestido de gordura suina e alecrim, obteve intencdo positiva de
77% quando avaliado com provadores acima de 30 anos de idade e 47% quando avaliado por
provadores com faixa etaria abaixo de 30 anos. Neste sentido, o autor ressalta que a atitude de
compra de determinado produto depende do valor que o mesmo custaria no mercado e que
consumidores que apresentam idade menor que 30 anos, tendem a ndo valorizar produtos
diferenciados. No presente estudo, a faixa etaria dos julgadores pode ter influenciado na
intencdo de compra do queijo coalho revestido, visto que, embora seja um produto comum e
bastante consumido na regido, foi aplicado ao mesmo um conservante natural.

Na figura 31 encontra-se a preferéncia positiva dos consumidores, onde é possivel
observar que os queijos (T1 e T2) apresentaram comportamentos semelhantes, visto que o
sabor apresentou percentuais acima de 20%, com excec¢do apenas do T2 com 7 dias de

armazenamento, coincidindo assim, com a menor nota do parametro do sabor no referido
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tempo. Em contrapartida, o aroma apresentou o dobro do percentual do T1 com 7 dias,

demonstrando que a adi¢ao de 6leo essencial, em relagdo a este parametro.

Figura 31: Valores da preferéncia positiva dos provadores em relagéo aos atributos avaliados
durante o armazenamento de 30 dias a 4£1°C.
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6 CONCLUSAO

v

v

O rendimento da extracdo de galactomanana foi de 25,44% e a sua razdo
manose:galactose foi de 2,93:1,0;

A andlise da perda de massa demonstrou que os tratamentos T5 e T8 apresentaram
menores perdas de peso ao longo de 20 dias de armazenamento;

Os tratamentos com maiores inibicbes microbioldgicos foram os queijos com
revestimento sem galactomanana e constituido apenas de 6leo essencial (T2 e T3) e 0s
constituidos de galactomananas e 6leo essencial (T5 e T9);

A maioria dos tratamentos ndo apresentaram diferenca estatistica quanto as analises de
umidade, atividade de agua e pH durante 20 dias de armazenamento;

O revestimento, definido a partir da caracterizacdo microbioldgica, fisico-quimica e
perda de peso dos queijos, apresentou em sua composicao 0,2% de Oleo essencial; 1%
de galactomanana; e 0,1% de polissorbato 80 (T5);

A aplicacdo do revestimento comestivel ndo aterou as caracteristicas de derretimento e
textura instrumental ao longo de 30 dias de armazenamento;

Os atributos sensoriais de textura, cor, aroma e impressao global ndo apresentaram
diferenca estatistica. O T5 apresentou menores notas para o atributo de sabor com 7
dias. Porém, apresentaram escores medios entre gostei moderadamente e gostei muito,
sendo estes valores coerentes com o0s encontrados na literatura;

O revestimento a base de galactomanana apresentou-se como uma fonte alternativa e
viavel de incorporacéo de 6leo essencial adicionado em queijo coalho, principalmente
por ser um produto de alta incidéncia por microorganismos patogénicos. Portanto, a
incorporacdo do 6leo essencial surge como um ingrediente possivel de ser adicionado

ao queijo coalho proporcionando melhor conservacao deste produto.
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DISCUSSAO GERAL

Para o estudo de formulagOes aplicadas em alimentos apreesnta-se como requisito
fundamental a caracterizagdo dos componentes 0s quais serdo utilizados como matéria-prima
para a elaboracdo do produto em analise, bem como para obter-se controle da pesquisa. No
presente estudo, o 6leo essencial foi caraterizado quanto ao rendimento de extracao,
densidade e composicdo quimica, assim como a sua atividade antibacteriana testada frente a
duas cepas bacerianas, S. aureus e E. coli, frequentemente encontradas em casos de
contaminac&o alimentar, principalmente no alimento em estudo, queijo coalho.

O 6leo esssencial, obtido de C. citratus, cultivado em Limoeiro do Norte,
apresentou rendimentos superiores aos expostos na literatura cientifica, o que pode esta
relacionado com as caracteristicas edafoclimaticas da regido. Foram identificados sete
grupamentos funcionais a partir da analise de infravermelho e 91,87% do 6leo essencial foi
identificado quanto a sua composicdo quimica, revelando os componentes majoritarios deste
Oleo, que sdo considerados os responsaveis pela a atividade antibacteriana que o oOleo
essencial exerce frente aos microorganismos. Um volume de 0,5 uL. do dleo essencial de C.
citratus apresentou halos de inibicdo de 7,75 e 8,25 mm para E. coli e S. aureus,
respectivamente. E em relagcdo a concentracao inibitdria minima, as concentracdes de 42,5 e
de 25,5 mg/mL foram eficientes para inibir as bactérias E. coli e S. aureus, respectivamente.
Portanto, torna-se evidente a importancia de determinar a caracterizacdo do 6leo esencial,
bem como o seu potencial efeito antimicrobiano, principalmente quando se propde adiciona-
lo em matrizes alimentares.

A aplicacdo do Gleo essencial ao queijo coalho teve como base de insercdo a
solucdo de galactomananas, polissacarideo proveniente de Caesalpinia pulcherrima, sendo
esta também avaliada quanto a sua composicao, o qual apresentou rendimento de extracédo de
25,44% e a sua razdo manose:galactose foi de 2,93:1,0; sendo que estes dados corroboram aos
encontrados na literatura em estudo. Outra matéria-prima avaliada no presente estudo foi o
leite, principal ingrediente para a fabricacdo dos queijos. O mesmo apresentou-se com
qualidade microbioldgica, porém, alguns lotes apresentaram valores fisico-quimicos inferiores
aos estipulados pela Legislacdo Brasileira.

A andlise para verificacdo da melhor pelicula foi avaliado a partir de um estudo de
nove tratamentos variando teor de galactomanana e dleo essencial. A analise da perda de
massa dos queijos demonstrou que os tratamentos T5 e T8 apresentaram menores perdas de

peso ao longo de 20 dias de armazenamento. Em relagdo aos aspectos microbioldgicos, foram
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visualizadas inibicGes nos tratamentos com revestimento sem galactomanana e constituido
apenas de 6leo essencial (T2 e T3) e os constituidos de galactomananas e 6leo essencial (T5 e
T9). A maioria dos tratamentos ndo apresentou diferenca estatistica quanto as analises de
umidade, atividade de agua e pH durante 20 dias de armazenamento.

Portanto, o revestimento definido a partir da sua caracterizacdo microbioldgica,
fisico-quimica e perda de peso apresentaram em sua composicdo 0,2% de 6leo essencial; 1%

de galactomanana; e 0,1% de polissorbato 80 (T5).

CONCLUSAO GERAL

Conclui-se que a partir dos resultados expostos nesta pesquisa torna-se possivel a
elaboragdo de revestimentos comestiveis a base de galactomanana e 0leo essencial, sendo este
o responsavel pelo maior controle microbiano e consequentemente, funcionando como um
método de conservacéo aliado a refrigeracdo, quando adicionado aos queijos coalho.

Resssalta-se também que a incorporacdo do dleo essencial como ingredinte
proporcionou aceitacdo do produto, sendo estes comprovados pelos testes sensoriais. Leva-se
em consideracdo a percepcdo da grande diversidade que os queijos apresentam em funcdo de
ingredientes e processos de fabricacéo, o que os tornam fontes de diversos sabores. Portanto,
0 revestimento em estudo pode ser aplicado ao queijo coalho como um produto inovador e

como ferramenta de conservacéo.
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ANEXOS
Mome: Data:
|dade: Sexo:

Wocé esta recebendo uma amostra codificada de queijo coalho. Porfavor, avalie a amostra
utilizando a escala abaio & indigue o quanto vocs gostou ou desgostou.

9- gostei extremaments

2- gosteimuito

7- gostei moderadameants

G- gosteiligeiraments
A-nemgostei/nem desgostei
4- desgostei ligeiraments

3- desgostei moderadamente
2- desgostei muito

1- desgostei exdtremaments

AMOSTRA  Impressao global Aroma Sabor Cor Textura

Cwal atributo vocé mais gostou?

ANEXO A: Ficha utilizada para a realizacdo do teste sensorial de aceitacéo global.

Wocé esta recebendo uma amostra de queijo coalho. Por favor, expresse atraveés da escala abaixo
asua intenco de compra.

5- Certamente compraria
4- Provavelmente compraria
3- Talvez compraria

2- Provavelmente ndo compraria
1- Certamente ndo compraria

AMOSTRA MOTA

Comentarios:

ANEXO B: Ficha utilizada para a realizacdo do teste intecdo de compra.




