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RESUMO

A contaminagado em queijo coalho pode ocorrer no processamento, assim como no
armazenamento e transporte. Dentre os principais microrganismos responsaveis,
destacam-se: Staphylococcus aureus, Salmonella spp. e Escherichia coli. Visando o
controle da proliferacdo de microrganismos indesejaveis, a industria busca meios
alternativos que auxiliam na conservacao do produto. A utilizagdo da propolis e seus
extratos como conservantes naturais vem se destacando, tornando-se uma
alternativa para esta problematica. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar
a acao antimicrobiana de dois tipos de prépolis produzidas por abelhas africanizadas
no semiarido nordestino e seus efeitos sobre microrganismos em queijo coalho. Para
tanto, foram elaborados diferentes tipos de extratos, a partir das amostras de
propolis marrom e verde. Estes extratos foram submetidos a analises para a
determinacao do extrato seco total, solidos soluveis, ceras, solubilidade em acetato
de chumbo e hidroxido de sodio. Foram determinados ainda o teor de compostos
fendlicos, flavonoides totais e atividade de oxidagao. Para analisar o efeito inibitério
dos extratos de prépolis, foram utilizadas cepas de Staphylococcus aureus,
Salmonella typhi e Escherichia coli. A Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) foi
determinada por meio da técnica de microdiluicdo, utilizando microplacas de 96
pocos. Os extratos apresentaram efeito a partir de 0,25% para propolis verde e 1,0%
para marrom. Desta forma, foi estabelecida uma concentragcdo minima comum
(1,0%) para avaliar o efeito nos queijos. Verificou-se a eficiéncia de ambos os
extratos sobre coliformes a 45 °C, e do extrato de prépolis verde sobre
Staphylococcus spp. Nao foram observados efeitos sobre Salmonella spp. As
analises fisico-quimicas e de composi¢cao centesimal mostraram que a utilizacdo do
extrato ndo interferiu de forma significativa nas caracteristicas finais do produto. Por
meio de um teste sensorial de comparacdo multipla verificou-se que os extratos nao
interferiram nos atributos sabor e odor dos queijos. Acredita-se que os extratos de
propolis podem servir como um importante agente antimicrobiano natural em

queijos, trazendo inumeros beneficios, tornando-se uma alternativa inovadora.

Palavras-chave: Apicolas. Lacteos. Antimicrobiano natural.



ABSTRACT

Contamination in rennet cheese can occur in processing as well as in storage and
transportation. The main responsible microorganisms include: Staphylococcus
aureus, Salmonella spp. and Escherichia coli. Aiming at controlling the proliferation of
undesirable microorganisms, the industry looks for alternative means that help the
conservation of the product. Using propolis and its extracts as natural preservatives
has been highlighted becoming an alternative to this problem. Thus, the objective of
this work is evaluate the antimicrobial action of two types of propolis produced by
Africanized bees in the northeastern semiarid and their effects on microorganisms in
rennet cheese. Different types of extracts were elaborated from the brown and green
propolis samples. These extracts were analyzed for total dry extract, soluble solids,
waxes, solubility in lead acetate and sodium hydroxide. The content of phenolic
compounds, total flavonoids and oxidation activity were also determined. To analyze
the inhibitory effect of propolis extracts, strains of Staphylococcus aureus,
Salmonella typhi and Escherichia coli were used. Minimum Inhibitory Concentration
(MIC) was determined by microdilution technique using 96-well microplates. The
extracts showed effect from 0.25% for green propolis and 1.0% for brown. Thus, a
common minimum concentration (1.0%) was established to assess the effect on
cheese. It was found that the efficiency of both extracts on coliforms at 45 ° C and
the green propolis extract on Staphylococcus spp. No effects on Salmonella spp. The
physicochemical analysis and centesimal composition showed that using the extract
did not significantly affect the final characteristics of the product. Through a multiple
comparison sensory test it was verified that the extracts did not interfere in the
cheese taste and odor attributes. It is believed that propolis extracts can serve as an
important natural antimicrobial agent in cheese, bringing numerous benefits, making

it an innovative alternative.

Keywords: Beekeepers. Dairy. Natural Antimicrobial.
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1 INTRODUGAO

O queijo coalho é o produto obtido por coagulagdo do leite pelo uso do
coalho ou outras enzimas coagulantes apropriadas, podendo ser complementada ou
ndo pela acdo de bactérias lacteas selecionadas. E um queijo de média a alta
umidade, de massa semi-cozida ou cozida, apresentando um teor de gordura nos
sélidos totais variando de 35,0% a 60,0% (BRASIL, 2001a).

Produto popular na regido nordeste e considerado 0 queijo mais
tradicional, tem como matéria prima principal o leite, que muitas vezes é utilizado na
forma in natura (PEREIRA et al.,2017). Esse leite em sua grande parte nao recebe
tratamento adequado desde a ordenha ao transporte, ndo atendendo as normas
basicas de higiene, favorecendo assim a contaminagdo, o que pode acabar
comprometendo a qualidade do produto final (DANTAS, 2012).

A contaminacdo pode ocorrer desde o processamento, mas também
durante seu armazenamento e transporte. Varios estudos apresentam dados
relevantes sobre a contaminacdo de queijo coalho, onde a contagem de
microrganismos, sejam eles deteriorantes ou patogénicos, excedem os limites
estabelecidos pela legislagdo. Dentre os principais microrganismos encontrados
destacam-se Staphylococcus aureus, Salmonella sp. e Escherichia coli. A
contaminagao microbiolégica de queijo coalho apresenta destacada relevancia para
a saude publica, pelo risco de poder causar doencas veiculadas por alimentos
(BORGES et al., 2008; SANTANA et al., 2008; PEREIRA et al., 2017).

Visando o controle da proliferacdo de microrganismos indesejaveis, a
industria adiciona aos queijos diferentes substancias, que além de prevenir o
surgimento desses microrganismos, auxiliam na conservagao do produto. Diversas
estratégias, por sua vez, vém sendo criadas para substituir esses produtos por
conservantes naturais, que sado compostos produzidos por organismos vivos. Dentre
0os conservantes naturais, a propolis e seus extratos vém se destacando
(KAMEYAMA et al., 2008).

A prépolis, substancia constituida principalmente de resina, ceras e oleos
essenciais, possui dentre suas inumeras propriedades, a atividade antioxidante, anti-
inflamatéria e antimicrobiana (OSES et al., 2016). Neste sentido, tem-se observado

a eficiéncia do extrato de prépolis como agente antimicrobiano contra uma série de
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microrganismos (KAMEYAMA, et al., 2008). Isso possibilita sua utilizagdo como
alternativa inovadora, o que traz beneficios tanto para a industria de alimentos como
ao consumidor, além de favorecer a apicultura e a inser¢dao dos produtos das
abelhas no mercado (ALVES; KUBOTA, 2013).
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2 JUSTIFICATIVA

O queijo é um alimento de facil aceitagdo e de utilizagdo variada. Do
ponto de vista nutricional é fonte de proteinas, aminoacidos essenciais, vitaminas,
calcio, zinco, potassio, ferro, fosforo, acido linoleico e de outros acidos graxos
(OPAS, 2009). Essas e outras vantagens garante ao alimento uma consideravel
relevancia econdmica e social, de forma especial na Regidao Nordeste.

Dentre os problemas enfrentados pela industria, de maneira geral, estdo a
contaminagdo e proliferacdo de microrganismos patogenicos e deteriorantes,
relativamente comum na producdo de queijos. Para solucionar parcialmente o
problema, s&o adicionadas ao produto uma série de substancias, que visam
controlar essa proliferagdo, bem como aumento da vida util, da funcionalidade,
dentre outros.

Atualmente, tem-se observado a busca constante dos consumidores por
alimentos naturais e que Ihe tragam algum beneficio extra a saude, contribuindo na
manutencdo da qualidade de vida. Desta forma, vem se destacando o uso de
conservantes naturais, que além de auxiliar na preservagao das caracteristicas do
produto por um tempo maior, oferege algum beneficio ao consumidor. Dentre os
conservantes naturais encontra-se a propolis, produto desenvolvido pelas abelhas.

A propolis se destaca por sua funcionalidade e ampla aplicabilidade
devido a sua acao antioxidante, antimicrobiana, anti-inflamatoria, dentre outras,
sendo muito utilizada na industria de alimentos, atuando como conservante natural e
fonte de compostos bioativos, melhorando a vida util dos alimentos e exercendo
atividade funcional quando consumida (MELLO; PETRUS; HUBINGER, 2010; OSES
et al., 2016). E importante destacar ainda que a utilizacdo desse e outros produtos
oriundos das abelhas estimularia a apicultura na regiao.

Capaz de causar impactos econbmicos e sociais positivos, a apicultura
pode contribuir de forma significativa para a preservacdo dos ecossistemas
(MANTILLA et al.,, 2012). Além de auxiliar na insercao de produtos apicolas no
mercado, o trabalho possibilitara o estudo e a utilizacdo da propolis como
conservante em queijos, atuando como antimicrobiano natural, estendendo a vida de

prateleira do produto.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a acao antimicrobiana de dois tipos de prépolis produzidas por
abelhas africanizadas no semiarido nordestino e seus efeitos sobre microrganismos

em queijo coalho.

3.2 Objetivos especificos

e Elaborar dois diferentes extratos, a partir da prépolis marrom e verde
produzidas no semiarido;

e Caracterizar os extratos elaborados;

e Determinar a Concentragdo Minima Inibitéria (CMI) dos extratos de prépolis
sobre microrganismos;

e Avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos no queijo coalho;

e Caracterizar o queijo por meio de analises fisico-quimicas e composigao
centesimal;

e Avaliar a qualidade microbioldgica do produto;

e Analisar os efeitos da aplicagdo dos extratos na qualidade sensorial dos

queijos coalho mediante teste de comparagao multipla.
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4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 Histérico do queijo

O queijo € um derivado lacteo que esta entre os alimentos mais antigos
da humanidade. O alimento surgiu ha varios anos antes de Cristo, mas n&o se sabe
ao certo a data da sua origem. Os egipcios estdo entre os primeiros povos que
criaram gado para uso do leite e consequentemente do queijo, tornando-se fonte
importante de sua alimentagédo. Tumbas egipcias apresentam murais que mostram a
fabricagdo de queijo no antigo Egito, além de relatos biblicos do antigo testamento
(DANTAS, 2012).

Sao varias as teorias que a literatura descreve a respeito do surgimento
do queijo. Uma delas coincide com a domesticagdo de cabras e ovelhas, onde os
pastores observaram que o leite acidificava, separando-se em massa e soro. A
coalhada acida gerada possuia alguma estabilidade ao armazenamento e quando
desidratada e salgada essa estabilidade aumentava consideravelmente (PAULA;
CARVALHO; FURTADO, 2009). O homem percebeu a alta perecibilidade do leite e
procurou meios de conserva-lo. Outra teoria aponta que, acidentalmente um viajante
ao tentar armazenar o leite em recipientes feitos com couro do estémago de carneiro
parcialmente seco, o descobriu coagulado, sem soro, resultante da reagao entre o
leite e 0 couro. Isso serviu ainda para o desenvolvimento de técnicas usadas nos
dias atuais, em que os elementos nutritivos do leite podem ser preservados e
transformados em varios alimentos sélidos (DANTAS, 2012; PEREIRA, 2015).

Com o passar do tempo, a massa branca de sabor agradavel foi colocada
em férmas, adicionada de outros ingredientes e maturada, resultando no queijo
(ANDRADE, 2006). Durante o Império Romano, a produgao de queijo alcangou um
alto padrao e podia-se encontrar um espaco nas casas somente para a producao e
maturacao de queijos, que eram servidos a nobreza durante os banquetes ou aos
soldados que se encontravam nas fronteiras do império (PERRY, 2004).

Com o advento dos estados feudais e mosteiros, a fabricagdo de queijos
foi realmente estabelecida e os conhecimentos adquiridos eram passados de
geracdo em geragao. Naquele periodo, as comunidades eram muito

autossuficientes, havia pouco vinculo e consequentemente pouca troca de
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informagdes entre elas, e isso explicaria o fato de existir essa grande variedade de
queijos (PAULA; CARVALHO; FURTADO, 2009).

Muitas das variedades que se tem hoje no mercado derivam de alguma
mudanga nao proposital durante o processamento, como a composi¢cao do leite,
microbiota enddgena, espécie e raga do animal ou ainda por conta de alguma
mudanga inesperada durante a produgdo e estocagem, como o crescimento de
mofos ou outros microrganismos. Essas mudangas sofreram alteragdes ao longo
dos anos e por provocarem mudancgas desejaveis foram incorporadas na fabricagao
de muitos queijos (PERRY, 2004; PAULA; CARVALHO; FURTADO, 2009).

No Brasil, o consumo de queijo iniciou-se com a chegada dos
portugueses, que consumiam o produto em grande escala (DANTAS, 2012). Com a
chegada do primeiro rebanho de bovinos no pais, deu-se inicio a produg¢ao de queijo
datada por volta do ano de 1536. No Nordeste esta relacionado a instalagao das
primeiras fazendas (ANDRADE, 2006). E nesta regido também que o queijo coalho é
mais conhecido e apreciado. O mercado lacteo brasileiro ainda apresenta um grande

potencial de crescimento.

4.1.1 Queijo coalho

O queijo coalho é obtido por meio da coagulagdo do leite pelo coalho
podendo ser completada ou nao pela acdo de bactérias laticas. O coalho é uma
mistura de enzimas responsaveis por esta coagulagdo, uma das primeiras etapas da
producao de queijo. Antigamente fazia-se uso do coalho naturalmente presente no
estdbmago, salgado e seco, de animais ruminantes. Hoje essa pratica foi substituida
pelo uso do coalho industrial, que é o coalho que foi extraido, filtrado e purificado. O
queijo coalho é considerado de média a alta umidade, pesa em torno de 1,0 Kg a 5,0
Kg e seu formato na maioria das vezes € retangular, podendo se apresentar de
outras formas (CAVALCANTE et al.,, 2007; SANTANA et al., 2008; FERNANDES,
2013).

O queijo coalho é produzido ha mais de 150 anos, estando relacionado as
atividades pecuaristas e a transmisséo dos saberes de geracdo em geragiao para
que a tradicdo fosse mantida. O queijo pode ser produzido tanto de forma artesanal
como industrializado, porém grande parte da producédo deste alimento no Nordeste
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se da em pequenas e meédias queijarias, tendo em vista a facilidade na produgéo e
nao sendo necessario o uso de equipamentos caros (OLIVEIRA et al., 2010; SILVA
et al.,, 2018). A peculiaridade do seu sabor e consisténcia o coloca entre os
principais queijos artesanais que vém ganhando espago em outras regides do pais
(DANTAS, 2012). A figura 1 apresenta um fluxograma de processamento deste

produto.

Figura 1 - Fluxograma de processamento do queijo coalho

[ Leite in natura | ’ Pasteurizagao | 62 - 65 °C / 30 min

[Adigéo do fermento latico, ] >

Cloreto de Calcio e Coalho

Coagulagéo | 40 - 60 min em repouso

Corte da Coalhada

Mexedura | Durante 10 - 20 min

Cozimento da massa | 45 - 65 °C

Dessoramento  |------ »| Soro

Salga | 1 - 2% do vol de leite
Enformagem
[j Matéria prima ou Produto
Processo
Prensagem
— Entrada g
------- » Saida
Maturacao 10-12°C/5- 10 dias

Fonte: Adaptado de Nassu (2006).
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Considerada tradicional, a producdo no Ceara também se da em
industrias de pequeno e médio porte, situadas em sua grande maioria nas
mesorregides do Vale do Jaguaribe e Sertdes Cearenses. Muitas dessas empresas
funcionam sem fiscalizagdo nenhuma. Por ser um produto muito difundido, o queijo
coalho (Figura 2), pode ser encontrado a venda nas proprias unidades produtoras,
em feiras, padarias, confeitarias, supermercados, restaurantes, dentre outros
estabelecimentos (CARVALHO, 2007).

Figura 2 - Queijo Coalho

Fonte: FUNCAP (2016).

Um empecilho que ainda pode ser verificado é a auséncia de critérios de
qualidade para a matéria-prima, bem como para as técnicas de processamento, e
isso permite a chegada de produtos com baixa qualidade no mercado, tanto do
ponto de vista higiénico-sanitario como em relagdo aos padrdées do produto (NASSU,
2006; SOUSA et al.,, 2014). Todavia, a criacado do selo ARTE pode induzir os
produtores a se atentarem a qualidade higiénico-sanitaria dos seus produtos,
garantindo o selo e ampliando sua produgédo, venda e lucro.

Durante muitos anos, os queijos e outros produtos produzidos
artesanalmente tinham sua comercializagao limitada ao municipio ou estado em que
foram produzidos. Com a criagédo da lei n° 13.680 em junho de 2018, os produtos
produzidos de forma artesanal, com caracteristicas préprias e métodos tradicionais,
passaram a ter sua venda permitida em diferentes estados. Para tanto deverao ser
empregadas boas praticas agropecuarias e de fabricagcdo, além de serem

submetidos a uma fiscalizagdo, que fica sobre a responsabilidade dos 6rgaos de
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saude publica dos Estados e do Distrito Federal. O produto sera identificado
mediante a presenca do selo ARTE (BRASIL, 2018).

4.1.1.1 Microrganismos contaminantes em queijo coalho

Estudos sobre a qualidade microbiolégica de queijo coalho apresentam
resultados significativos a respeito da presenga de microrganismos patogénicos e
deterioradores, que em muitos casos excedem o que € estabelecido pela legislagao
vigente, podendo causar infecgdo, intoxicagdo ou toxinfecg¢des, trazendo riscos a
saude do consumidor (OLIVEIRA et al., 2010; SOUSA et al., 2014; PEREIRA et al.,
2017). De forma geral, alimentos produzidos artesanalmente, como ¢é a realidade de
muitos produtores de queijo coalho, tem grande possibilidade de se apresentarem
contaminados (OLIVEIRA et al., 2010).

Essa contaminacdo pode ser oriunda do uso de matérias-primas de fontes
nao seguras, de utensilios contaminados, do ambiente inapropriado para produgao e
armazenamento, da comercializagdo em condi¢gdes inadequadas, dentre outros.
Além disso, o queijo, por suas caracteristicas, acaba se tornando uma excelente
fonte de nutrientes para o desenvolvimento microbiano, sobretudo para as bactérias
mesofilas aerdbicas, coliformes totais, termotolerantes e a Escherichia coli
(OLIVEIRA et al., 2010; SILVA, 2018).

As bactérias aerdbias mesofilas sdo capazes de se desenvolver em
temperaturas em torno de 35 - 37 °C. Elas estdo relacionadas a qualidade do
alimento, tendo em vista que sdo predominantes onde ha falta de condi¢cbes basicas
de higiene ou conservacao inadequada. A presenca de coliformes pode ser oriunda
de contaminagdo durante o beneficiamento, armazenamento e transporte. Os
coliformes totais podem ser utilizados como indicador de higiene, enquanto os
termotolerantes e E. coli indicam contaminacdo de origem fecal. A presenca de
microrganismos do grupo coliformes é frequentemente observada em queijo coalho
(SANTANA, 2008; OLIVEIRA et al., 2010; SILVA et al., 2018).

Além desses microrganismos, destacam-se também a Salmonella spp. e
o Staphylococcus aureus. A Salmonella spp., € encontrada no trato gastrintestinal de
animais e tem como principal veiculo de disseminacdo os alimentos e a agua. E

facilmente observada em queijo coalho e pode causar toxinfecgbes alimentares
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quando ingerida. O Staphylococcus aureus, por sua vez, € um dos patdgenos mais
comuns. A incidéncia deste microrganismo em queijo coalho € alta e em muitos
casos tornam o produto improprio para o consumo por exceder os niveis de
contaminagao estabelecidos pela legislacdo. A enterotoxina estafilocdcica presente
em alimentos contaminados pelo microrganismo pode causar intoxicagdo. Devido a
sua termoestabilidade, € capaz de resistir a certos tratamentos térmicos, como a
pasteurizagcdo, podendo causar uma recontaminagdo apés o tratamneto térmico, o
que a torna ainda mais perigosa (BORGES et al., 2008; SANTANA, 2008).

Tendo em vista que o consumo do queijo na maioria das vezes se da sem
nenhum tipo de tratamento térmico é necessario que se atente as condigdes de
higiene durante o preparo, bem como na conservacdo do mesmo e que haja
também a utilizacdo de meios alternativos para evitar o crescimento desses
microrganismos (SILVA et al., 2018; CARVALHO, 2007).

4.1.2 Controle microbiano em queijos

Para controlar o desenvolvimento de microrganismos, sobretudo os
patogénicos e os deteriorantes, a industria utiliza varias técnicas de conservagao
que além de melhorar o alimento nesse aspecto ainda |he confere maior qualidade,
vida de prateleira, bem como aceitacdo no mercado. Ao longo dos anos, muitas das
técnicas ja utilizadas, como os tratamentos térmicos com altas e baixas
temperaturas, sofreram alteracbes e outras foram desenvolvidas para auxiliar na
producao de alimentos mais seguros e agradaveis ao paladar (AZEREDO; BRITO,
2012; BINOTI; RAMOS, 2015).

As técnicas utilizadas para a conservagcdao de alimentos visam
principalmente criar um ambiente desfavoravel ao crescimento microbiano, e em
alguns casos pode causar a morte do microrganismo. Pode ser utilizada uma unica
ou ainda técnicas combinadas para que se tenha uma maior eficacia (AZEREDO;
BRITO, 2012)

Dentre as diversas técnicas existentes as que se dao pelo uso do frio,
como refrigeracédo e congelamento, sdo bem conhecidas e utilizadas. Dentre suas
vantagens destaca-se a inibigdo ou retardo da multiplicagdo dos microrganismos. A
utilizacdo do calor também ¢é um método amplamente difundido. As altas
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temperaturas atuam destruindo os microrganismos, bem como interferem
negativamente nos substratos necessarios para o desenvolvimento microbiano. O
controle de oxigénio e agua, o uso de aditivos e a irradiagao também sio técnicas
utilizadas na conservacédo de alimentos que em sua maioria tém como principio o
controle microbiano (LEONARDI; AZEVEDO, 2018).

Varias limitagdes podem estar associadas as técnicas utilizadas, como
por exemplo, danos a composi¢cado nutricional. Uma das mais importantes, por sua
vez, sao as alteragbes que estas podem causar as caracteristicas sensoriais do
produto (AZEREDO; BRITO, 2012; BINOTI; RAMOS, 2015).

A exigéncia dos consumidores por alimentos mais frescos e naturais vem
despertando o interesse por novas metodologias que além de garantir a seguranga
do alimento, principalmente em termos de conservacdo, sao diferenciadas dos
meétodos tradicionais e desta forma acabam atraindo o publico cada vez mais
preocupado com essas questdes (FAlI; STAMFORD; STAMFORD, 2008; AZEREDO;
BRITO, 2012). Dentre os métodos, a utilizagdo de antimicrobianos naturais vem se
destacando por sua natureza segura e mais saudavel (PEREIRA et al., 2018). A
propolis, produto amplamente desenvolvido na apicultura brasileira, € um exemplo
de substancia que pode ser utilizada como antimicrobiano natural por suas varias
propriedades, podendo ser uma alternativa para aplicagdo em uma variedade de

alimentos.

4.2 Apicultura no Brasil

Durante muito tempo, as abelhas responsaveis pela produ¢cado de méis no
Brasil eram da tribo Meliponini, que sao abelhas sem ferrdo nativas do pais. Esta
atividade é hoje conhecida como meliponicultura (SILVA, 2014). Em 1839, as
abelhas Apis mellifera foram introduzidas no estado do Rio de Janeiro pelos jesuitas,
que trouxeram algumas col6nias da regidao do Porto, em Portugal. Outras ragas de
Apis mellifera também foram introduzidas em outras regides do pais por europeus.
Em 1956, por acidente, abelhas africanas (Apis melifera scutellata) escaparam de
um apiario experimental e acasalaram com as de racga europeia, dando origem as
hoje chamadas abelhas africanizadas que alavancaram a apicultura brasileira
(SOUZA, 2007; QUEIROGA, et al., 2015).
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A apicultura brasileira vem crescendo nos ultimos anos e se tornou um
instrumento de inclusdo econémica e alternativa de emprego e renda. Ela esta
difundida em todo pais, que apresenta caracteristicas de flora e clima excelentes
para o desenvolvimento dessas atividades (SABBAG; NICODEMO, 2011). A
apicultura ainda contribui ecologicamente, por estimular a polinizagdo de espécies
nativas e socialmente pela diminuigdo do éxodo rural mediante a intensificacdo de
mao de obra no campo (PAULA et al., 2015).

Os principais produtos da apicultura para a comercializagdo sao: mel,
cera, polen, geleia real, apitoxina e propolis (SILVA et al.,, 2017). As pesquisas
relacionadas a apicultura tém crescido nos ultimos anos, o que possibilita um
aumento na produtividade (SABBAG; NICODEMO, 2011).

O estado do Ceara, por sua localizacdo, € bastante propicio para o
desenvolvimento da apicultura. O semi-arido apresenta condi¢cdes ideais para esta
atividade, sobretudo pela riqueza de sua vegetagao, além do clima que € bastante
favoravel (KHAN; MATOS; LIMA, 2009). O estado de destaca ainda por producao de
mel de abelhas africanizadas (Apis mellifera L.), produto de boa qualidade, bastante

procurado pelo mercado internacional.

4.2.1 Propolis

A propolis € constituida por uma mistura de substancias resinosas,
gomosas e balsémicas coletadas pelas abelhas de brotos, flores e exsudados de
plantas, em que as abelhas acrescentam secrecdes salivares, cera e pdlen para a
obtencao do produto final. A utilizacdo da propolis pelo homem é relatada desde a
antiguidade, onde era utilizada em suplementos alimentares, na prevencdo de
enfermidades, dentre outras funcdes. Sua cor, assim como sua composicdo de
maneira geral pode variar de uma amostra para outra (FUNARI; FERRO, 2006;
SILVA, et al., 2015; BARBOSA, et al., 2016; HEIMBACH, et al., 2016; SALGUEIRO;
CASTRO, 2016).

A palavra propolis deriva do grego pro e polis cujo significado é defesa da
cidade. Logo, a mesma ¢€ utilizada pelas abelhas nas colmeias para uma série de
fungcdes como, preenchimento de frestas, diminuicdo das aberturas de entrada e

saida da colmeia, mumificagdo de cadaveres de insetos, impedimento de sua
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decomposicdo e putrefacdo, dentre outras. E utilizada ainda na defesa contra
microrganismos, cobrindo a parede interna da colmeia, além de reparar os favos
danificados. A propolis vem se destacando e ganhando popularidade no mundo todo
devido as suas propriedades terapéuticas e aplicabilidade na industria de alimentos
(PEREIRA, 2008; SILVA, et al., 2015; CORREA, 2017).

O Brasil esta no ranking dos maiores produtores de propolis no mundo.
As condic¢bes climaticas, geograficas e as caracteristicas da vegetacédo favorecem a
sua producgdo, cujo mercado esta mais voltado a exportagdo para outros paises,
como Japao. Ha varios estudos publicados relacionados a composi¢cao da prépolis e
os fatores que interferem nessa composi¢ao, qualidade e também na quantidade
produzida, bem como o crescente interesse no consumo deste alimento (BARBOSA,
et al., 2016; SALGUEIRO; CASTRO, 2016).

As caracteristicas fisicas e quimicas da propolis podem se diferenciar a
depender da flora e do clima predominante. Em geral, € constituida de cerca de 50%
a 60% de resina, 30% a 40% de ceras, 5 a 10% de 6leos essenciais, 5% de grao de
polen, além de outras substancias. Seu ponto de fusado esta entre 60 °C e 70 °C,
podendo chegar a 100 °C. A coloragédo pode variar de marrom escuro passando por
tons esverdeados até marrom avermelhado (figura 3). Apresenta odor caracteristico
que varia de uma amostra a outra (NOGUEIRA et al., 2007; LUSTOSA et al., 2008;
SOARES et al., 2017).

Figura 3 - Coloragao de amostras de propolis coletadas no Ceara

Amarelada Avermelhada

Esverdeada

Marrom claro

Fonte: Adaptado de LIMA (2015).

Considerada uma das misturas mais heterogéneas, cerca de 300
compostos ja foram identificados e/ou caracterizados nas amostras de propolis,
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dentre os quais estdo: acidos graxos e fendlicos, ésteres, ésteres fendlicos,
flavonoides (flavonas, flavononas, flavondis, chalconas), terpenos, esteroides,
aldeidos e acidos aromaticos, sesquiterpenos, naftaleno, além de vitaminas (B1, B2,
B6, C, E) e minerais (manganés, ferro, calcio e aluminio). Dentre todos esses
compostos, os flavonoides e os acidos fendlicos se destacam por sua grande
atividade biolégica (DA SILVA et al., 2006; FUNARI; FERRO, 2006; PEREIRA,
2008).

4.2.2 Extrato de prépolis

A utilizacdo da prépolis como extratos liquidos € bem ampla, sobretudo
por suas inumeras propriedades benéficas. A propolis bruta contém substancias
soluveis tanto em 6leo como em agua, porém maior parte destas € soluvel em 6leo.
Essa caracteristica faz do alcool etilico o solvente mais utilizado, bem como o
produto proveniente desta extracdo (BURIOL et al.,, 2009; MELLO; PETRUS;
HUBINGUER, 2010).

A extracdo da propolis bruta pode ser realizada de maneira simples
(maceracéo), onde a amostra € deixada em contato com o solvente, podendo estar
ou ndo sob agitagdo, em temperatura ambiente. O tempo pode variar de uma
amostra a outra. Outro método que também pode ser utilizado é por meio do extrator
Soxhlet, um método mais rapido que é realizado mediante o aquecimento da
amostra. O tipo de extragdo, o tempo e o solvente utilizado podem influenciar na
composi¢ao quimica do extrato (PEREIRA, 2008; VIEIRA, 2012).

A bioatividade dos extratos de prépolis esta associada a sua composicao
quimica. Estudos revelam que seus constituintes podem atuar exercendo fungdes,
tais como: atividade antioxidante, anti-inflamatdria, antimicrobiana, hepatoprotetora,
imunoestimulante, antibiética e até anticancerigena. Todas essas atividades vém
proporcionando um aumento da aplicabilidade da propolis na industria alimenticia,
sobretudo na forma de alimento funcional (FUNARI; FERRO, 2006; ALVES;
KUBOTA, 2013).

Os compostos fendlicos, presentes nos extratos de prépolis, ndao sao
sintetizados pelo organismo humano, mas quando ingeridos em quantidade

significativa atuam na preveng¢ao de doencas como certos tipos de cancer, doengas
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cardiovasculares, doengas inflamatorias, dentre outras (MELLO; MATSUDA,
ALMEIDA-MURADIAN, 2012). O grupo dos flavonoides é o mais estudado e sdo
tidos como os mais abundantes e efetivos antioxidantes na propolis,
desempenhando papel fundamental na atividade antioxidante de seus extratos. Os
antioxidantes sao substancias que retardam ou inibem a oxidagdo (LUSTOSA et al.,
2008; DE-MELO et al., 2014).

Diversos estudos ja foram realizados para constatar outra importante
atividade da propolis, a antimicrobiana. A agao da propolis sobre as bactérias Gram
positivas € mais eficaz do que contra as bactérias Gram negativas. Isso ocorre
devido a constituicido da parede celular dessas bactérias que € mais complexa
(Figura 4). O mecanismo de acao esta ligado provavelmente a destruicdo do RNA-
polimerase bacteriano. Quanto a agéo fungicida, a propolis tem se mostrado eficaz,
sobretudo em fungos do género Candida. (LUSTOSA et al., 2008; OLIVEIRA et al.,
2012). Em se tratando dos extratos alcodlicos de propolis, o teor alcodlico pode

influenciar na acao antimicrobiana dos mesmos (DOS SANTOS et al.,2003).

Figura 4 - Parede celular das bactérias Gram positiva e Gram negativa

Fonte: Adaptado de Baptista (2013).

A atividade anti-inflamatoria da propolis também esta relacionada a
presenca de flavonoides que atuam inibindo a acdo da lipooxigenase e da
ciclooxigenase. A propriedade cicatrizante € atribuida aos flavonoides e acidos
fendlicos (LUSTOSA et al., 2008).
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4.2.3 Propolis em alimentos

A prépolis esta sendo amplamente utilizada pela industria, principalmente
na forma de alimentos funcionais. Isto se da pela riqueza de compostos presentes
em sua composigcdao (KAWAKITA et al., 2015). Nos ultimos anos, diversos estudos
abordando a utilizacdo da prépolis em alimentos vém apresentando resultados
consideraveis (KAMEYAMA, et al., 2008; NEVES; LIMA, 2010;
THAMNONOPOULOS et al., 2018).

Os extratos de prépolis sdo adicionados diretamente aos alimentos, ou
podem ser aplicados superficialmente, como por imersao por exemplo. Além disso,
polimeros contendo extratos de prépolis podem servir como revestimentos. Em todo
caso, estes métodos visam reduzir ou eliminar completamente os patégenos que
sdo transferidos para os alimentos ou para reduzir a microbiota presentes nos
mesmos (POBIEGA; KRASNIEWSKA; GNIEWOSZ, 2019).

O efeito antimicrobiano da prépolis também foi observado contra Listeria
monocytogenes no leite armazenado sob refrigeracdao. Thamnopoulos et al. (2018)
observaram efeito anti-listerial e dose dependente de extratos de prépolis dissolvido
em glicerol adicionado ao leite. O mesmo recebeu pontuagdo média em um teste
sensorial aplicado, o que possibilitaria uma abertura para o desenvolvimento de
bebidas, possibilitando seu uso como conservante natural.

A incorporagao da propolis a filmes e revestimentos € outra vertente de
utilizacdo em alimentos que vem sendo amplamente estudada e utilizada.
Siripatrawan e Vitchayakitti (2016) observaram em seu estudo que a incorporagao
de extrato de propolis em filmes de quitosana melhorou a propriedade mecanica e
de barreira. Estes autores verificaram ainda, que ao incorporar o extrato ao filme,
houve um aumento dos compostos fendlicos, que era proporcional ao aumento da
concentracdo do mesmo. Eles observaram efeito antimicrobiano do filme adicionado
do extrato, efeito este que n&o foi observado no filme sem adigdo do extrato. Os
autores atribuiram este efeito aos compostos presentes na prépolis, como por
exemplo, os flavonoides.

Bodini et al. (2013), ao testarem as propriedades de filmes a base de
gelatina com adicdo de extrato de propolis, observaram que a incorporagdo do

extrato nao alterou as propriedades fisicas e mecanicas do filme, e mais, esses
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autores verificaram que ocorreu um aumento do conteudo de polifendis, que foi
preservado durante os 177 dias de armazenamento do filme. Em relagao a atividade
antimicrobiana, estes autores testaram a eficiéncia do filme contra Staphylococcus
aureus, e observaram que foi efetiva. Além disso, a zona de inibicdo aumentava de
acordo com o aumento da concentracdo de extrato no filme. Este efeito também foi
observado durante os dias de armazenamento.

Estes e outros resultados mostram a importancia do estudo mais
detalhado da utilizacdo da prépolis em alimentos em suas diversas formas. Eles
servem como base para criagdo de estratégias para preservagdo de compostos e

caracteristicas de alimentos, tornando-se de grande importancia para a industria.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Tipo de estudo, local e periodo

Trata-se de um estudo experimental, com caracteristicas descritivas e
analiticas. Experimental, por se tratar de um produto com caracteristicas préprias a
partir do revestimento com os extratos, e descritivo e analitico, porque foi descrito e
avaliado todo o processo e execugao.

A pesquisa foi realizada no Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e
Tecnologia do Ceara (IFCE) - Campus Limoeiro do Norte, no periodo de julho de
2018 a julho de 2019.

As formulagdes e analises do produto e dos ingredientes utilizados foram
realizadas na Planta Piloto de Leite e Derivados e nos laboratérios de Quimica,

Bioquimica, Microbiologia e Analise Sensorial de Alimentos, da referida instituic&o.

5.2 Obtencgao das amostras de propolis e elaboragao dos extratos

As propolis marrom e verde produzidas por abelhas Apis mellifera foram
coletadas na Fazenda Sao Vicente, localizada na cidade de Sobral - CE. As
coordenadas foram georreferenciadas e estdo descritas na tabela 1. Apds a coleta o
material foi congelado e encaminhado ao laboratério de Quimica e Bioquimica de

Alimentos, para a elaboragéo dos extratos e analises necessarias.

Tabela 1 - Coordenadas do local de coleta das prépolis

Tipo de Prépolis Latitude Longitude Safra
Prépolis Marrom 3°42° 29" S 40° 09’ 50" W 2018
Propolis Verde 3°41°53" S 40° 09’ 09" W 2018

Fonte: Elaborada pela autora.

Foram elaborados trés lotes distintos de extratos a partir das amostras de
propolis (marrom e verde). As extragdes seguiram a metodologia utilizada por
Pereira (2008), com adaptagdes, onde 60g de cada amostra, previamente trituradas
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em liquidificador industrial, foram misturadas a 200 mL de alcool de cereais 95,7
°INPM (Instituto Nacional de Pesos e Medidas) em um frasco de vidro
posteriormente fechado hermeticamente.

Os frascos foram deixados sob agitagdo em mesa agitadora (SOLAB® SL
- 180) a 100 rpm durante 20 dias em temperatura ambiente. Apds esse periodo os
extratos foram devidamente filtrados em filtro de papel (Unifil® n° 40) e
armazenados em freezer a 4 °C protegidos da luz. Posteriormente, foram

submetidos as analises de caracterizagao quimica e atividade biologica.
5.3 Analises de caracterizagao dos extratos
5.3.1 Teor de sdlidos soluveis

O teor de solidos soluveis foi obtido utilizando um refratbmetro de
bancada (OPTRONICS®) e as analises foram realizadas no dia do preparo do
extrato, a cada cinco dias durante vinte dias e ap6s filtracdo, a fim de avaliar a

solubilidade dos extratos.
5.3.2 Extrato seco total

Para a obtencdao do extrato seco total, a metodologia utilizada foi uma
adaptacao da Farmacopeia Brasileira (2011), em que 1 mL das amostras de extrato
de prépolis foram colocadas em capsulas de aluminio, previamente taradas em
estufa a 105 °C e pesadas. Posteriormente, as amostras foram colocadas em estufa
a 105 °C por duas horas. Passado esse periodo, as amostras foram retiradas da
estufa e deixadas em um dessecador por trinta minutos. As amostras foram pesadas
e a operacgao foi repetida até obtencdo de peso constante. O percentual de extrato

seco foi obtido através da seguinte equagao:

ES% =100x (P2 - P1)
A

(1)
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Em que ES é o percentual de extrato seco (% m/v), P2 é o peso da

capsula mais a amostra seca, P1 € o peso da capsula e A € o volume da amostra.
5.3.3 Ceras

A determinacdo do teor de cera das amostras dos extratos deu-se
mediante uma adaptagcdo da metodologia descrita pela AOAC (1992). Inicialmente,
as amostras foram refrigeradas a 4 °C, durante um periodo minimo de oito horas.
Posteriormente, foi retirada 1 g de cada amostra, colocada em um béquer e filtrada
em papel de filtro, previamente seco em estufa a 105 °C por duas horas. Os
béqueres e os papeis de filtro foram lavados por trés vezes com 1 mL de alcool
etilico refrigerado. Os papeis de filtro foram entdo secos em temperatura ambiente
por doze horas, e posteriormente colocados em estufa a 50 °C por quinze minutos,
dessecados por trinta minutos e pesados. O teor de cera foi obtido a partir da

seguinte equacao:

Ceras(%)= P3- '7321 <100 (2)

Em que P1 é o peso da amostra, P2 é o peso dos papéis de filtro secos a

105 °C e P3 é o peso final dos papéis de filtro com as amostras secas.

5.3.4 Solubilidade em acetato de chumbo

Para a determinacao da solubilidade em acetato de chumbo, amostras de
0,5 mL de cada extrato foram colocadas em tubos de ensaio e adicionadas de 0,5
mL de acetato de chumbo a 10 %. Posteriormente, as misturas foram agitadas e
deixadas em repouso por trés minutos. O aparecimento de um precipitado amarelo
homogéneo na parte inferior dos tubos de ensaio indica resultado positivo de
solubilidade (AOAC,1995).
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5.3.5 Solubilidade em hidréxido de sédio

Para a determinagao da solubilidade em hidroxido de sédio, amostras de
0,5 mL de cada extrato foram colocadas em tubos de ensaio e adicionadas de 0,5
mL de hidroxido de sédio 50 %. Posteriormente, as solugbes foram agitadas e
deixadas em repouso por trés minutos. A formagdo de um precipitado branco no

fundo dos tubos de ensaio indica resultado positivo de solubilidade (AOAC,1995).
5.3.6 Atividade de oxidacao

Para a determinacédo da atividade de oxidacdo 1 mL de cada extrato foi
diluido em 24 mL de agua destilada. Em um tubo de ensaio de 15 mL foram
adicionados 0,5 mL deste extrato diluido, 0,5 mL de agua destilada e 1 mL de acido
sulfurico 20%. A mistura foi agitada em agitador de tubos e posteriormente foram
adicionados 5 mL de permanganato de potassio 0,1 N, agitando-se rapidamente. O
tempo gasto para o desaparecimento da cor rosa foi medido com um cronometro e
anotado (TAGLIACOLLO; ORSI, 2011).

5.3.7 Determinagao do teor de compostos fendlicos

Para a determinacdo da porcentagem de compostos fendlicos, foram
pesados 2,5 mL de cada amostra de extrato e posteriormente foram adicionados 7
mL de solucao etilica 70% e 0,5 mL de acetato de chumbo a 10%. A solugao foi
misturada e deixada em repouso por vinte e quatro horas em temperatura ambiente.
Posteriormente, as solugdes foram filtradas em papeis filtro previamente secos em
estufa a 105 °C por uma hora e pesados, que foram mantidos a temperatura
ambiente por doze horas. Passado esse periodo, os papeis de filtro foram colocados
em estufa a 50 °C por uma hora e novamente pesados. A metodologia utilizada foi
uma adaptagdo da AOAC (1992). A porcentagem de compostos fendlicos foi

determinada por meio da seguinte formula:

Compostos Fendlicos (%)= P 3—/:21><100 (3)
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Em que P1 é o peso das amostras, P2 é o peso dos papéis de filtro secos

e P3 é o peso dos papeis de filtro com a amostra seca.

5.3.8 Determinacgéao de flavonoides totais

Foram realizadas leituras em espectrofotdmetro mediante a formagao de
complexos entre aluminio e alguns flavonoides. Uma curva padrao com quercetina
foi utilizada como referéncia (APENDICE A). Para tanto, 2 mL das solugdes dos
extratos de propolis a 2 mg/mL foram diluidos em baldes de 25 mL. Posteriormente,
a absobancia de solugdes contendo aliquotas de 0 a 3,5 mL desta solugdo mais 1
mL de cloreto de aluminio foram medidas em espectrofotometro. O resultado foi
expresso em mg de quercetina por grama de extrato de propolis e em porcentagem.
(FUNARI; FERRO, 2006; MATSUDA, 2006; MELLO, MATSUDA, ALMEIDA-
MURANDIA, 2012).

5.4 Determinagao da Concentragao Minima Inibitéria (CMI) dos extratos

Para analisar o efeito antimicrobiano dos extratos de prépolis, foram
utilizadas cepas de Staphylococcus aureus (CLIST 2275), Salmonella typhi (INCQS
14028) e Escherichia coli (CLIST 3862), tidos na literatura como maiores
contaminantes em queijo coalho e por serem excelentes representantes do grupo de
bactérias Gram positiva e negativa. Essas bactérias encontravam-se preservadas
em agar inclinado no laboratério de microbiologia do Instituto Federal de Educacao,
Ciéncia e Tecnologia do Ceara - Campus Limoeiro do Norte. Para o repique, cada
uma das culturas foi transferida com o auxilio de uma agulha inoculadora para
placas contendo Agar Triptona de Soja (TSA) mediante estriamento em quadrantes.
O procedimento foi realizado a fim de se obter colbnias isoladas, para verificar a
pureza das culturas. Posteriormente, foram incubadas por 24 horas a 35 °C.

Apds o repique, foram selecionadas de cada uma das culturas de 3 a 5
colénias isoladas e com morfologia semelhantes. Estas foram inoculadas em tubos
contendo 5 mL de Caldo Triptona de Soja (TSB). Os tubos foram incubados a 35°C

durante um periodo de trés a seis horas para alcancar uma turbidez otica
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semelhante a uma solugao padrdo McFarland 0,5, resultando em uma suspensao
contendo aproximadamente 1 a 2 x 10° UFC/mL (Figura 5). Para auxiliar na

comparagao foi utilizado fundo branco e preto (NCCLS, 2003).

Figura 5 - Escala e suspensé&o de bactérias

Meio de cultura (TSB) (A), suspensao S. aureus (B), suspensédo E. coli (C), Suspensédo Salmonella
(D), Escala McFarland 0,5 (E).
Fonte: Autora.

A Concentragdo Minima Inibitéria foi determinada por meio da técnica de
microdiluicdo, utilizando microplacas de 96 pocos (Figura 6), conforme metodologia
descrita no NCCLS (2003), com modificacées. Para o preparo da microplaca em
cada poco foi adicionado 10 pL da suspensao padronizada, 150 yL de meio de
cultivo (TSB) e 150 uL de solugédo contendo extrato de propolis nas concentragdes
de 4,0; 2,0; 1,0; 0,5; 2,5; 0,125; 0,0625 % (m/v). Foram realizados trés controles, um
contendo o meio de cultivo mais a suspensio padronizada, outro contendo apenas
meio de cultivo e um ultimo contendo alcool etilico de cereais nas concentragcdes das
diluicbes dos extratos.

As placas foram incubadas a 35 °C por 24 - 48 horas e avaliadas em
ambos os periodos. As concentragdes minimas inibitorias foram definidas como as
menores concentragdes dos extratos de propolis que ndo permitiram a turvagao do
meio de cultivo.

As analises foram realizadas em triplicata e duas repeti¢cdes para cada um

dos extratos e microrganismos em estudo.
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Figura 6 - Microplaca de 96 pogos

Fonte: Autora.

5.5 Avaliagao da atividade antimicrobiana dos extratos sobre queijo coalho

Os queijos industrializados utilizados para os testes foram adquiridos no
comércio local, manipulados em condi¢gbes higiénico-sanitarias adequadas para
evitar qualquer tipo de contaminagao, e abertos em camara de fluxo laminar. Com o
auxilio de uma lamina estéril, foram retiradas fatias de queijo coalho de
aproximadamente 0,5 cm de espessura, pesando em torno de 20 - 25 gramas.

A partir dos dados obtidos no teste de concentracdo minima inibitoria

(Item 5.4) foram realizados quatro tratamentos para cada tipo de extrato:

e Controle negativo - Queijo coalho;
e Controle positivo - Queijo coalho + suspensao bacteriana;
e Extrato a 1,0% - Queijo coalho revestido com extrato + suspensao bacteriana;

e Alcool etilico - Queijo coalho revestido com &lcool + suspensao bacteriana.

As solucbes de extrato de propolis a 1,0%, assim como as solugdes
etandlicas foram aplicadas nas fatias por meio de aspersdo. Sobre a superficie de
cada fatia de queijo, exceto o controle negativo, foram inoculadas trés aliquotas de
10 pL da suspensao microbiana, previamente padronizada a 0,5 na escala

McFarland de bactéria, para cada bactéria em estudo.
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As fatias foram analisadas de acordo com o que é proposto por APHA
(2001) para a pesquisa de coliformes a 35 °C, coliformes a 45 °C, E. coli
Staphylococcus e Salmonella, no mesmo dia e apds 48 horas de incubagéo a 35 °C.
Desta forma, foi observado o crescimento microbiano das amostras em cada um dos
tempos em estudo e verificado a eficacia dos extratos.

Depois de estabelecido o efeito sinergistico, queijos coalho foram
adquiridos diretamente na empresa devidamente registrada e revestidos conforme a
metodologia preestabelecida a fim de compreender se o revestimento teria alguma

influéncia sobre a composic¢ao e caracteristicas sensoriais do produto final.

5.6 Analises fisico-quimicas e composi¢cao centesimal dos queijos

A amostra controle juntamente com as amostras que passaram pelos
tratamentos com os extratos foram submetidas a analises fisico-quimicas: pH, por
meio de um potencidmetro digital (Hanna Bench®) e a acidez titulavel, que foi
determinada de acordo com o que € proposto na instru¢ao normativa n° 68 (BRASIL
2006), mediante titulagdo com solugdo de hidroxido de sodio, utilizando a
fenoftaleina como indicador.

Para a determinacido da composicao centesimal as amostras foram
submetidas as analises de umidade, cinzas e proteinas de acordo com os métodos
oficiais da AOAC (2005) e lipideos utilizando um butirdbmetro conforme descrito por
Pereira et al. (2001). Os carboidratos foram determinados por diferenca, utilizando a
formula: % carboidratos totais = 100% - (% umidade + % cinzas + % proteinas + %

lipidios).

5.7 Analises microbiolégicas

Para garantir a sanidade dos queijos optou-se pela compra do produto
diretamente com a empresa produtora, que emitiu a certificacdo da qualidade
higiénico-sanitaria (Anexo A). Foram realizadas as analises microbiolégicas dos
extratos diluidos, com o objetivo de investigar a presenca de Coliformes a 35 °C e a

45 °C, Salmonella spp., Staphylococcus aureus, bolores e leveduras, adotando-se a
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metodologia utilizada pela APHA (2001). A analise sensorial s6 seria realizada caso

as amostras apresentassem dentro dos padrdes legais, conforme foi observado.

5.8 Analise sensorial e aspectos éticos

Foi utilizado um teste de comparagdo multipla (APENDICE B), onde os
queijos revestidos (em cubos) foram comparados com a amostra de referéncia
(controle), para averiguar se havia diferenca entre elas e o quanto diferiram
(DUTCOSKY, 2011).

O teste foi aplicado em 30 avaliadores, ndo treinados, de ambos os
sexos, com faixa etaria entre 18 e 50 anos. Ambos participaram do teste em
duplicata, totalizando 60 julgamentos. Os mesmos avaliaram por meio de uma
escala hedonica de sete pontos (0 = nenhuma diferenga do controle; 1 = diferenca
muito ligeira; 2 = diferenga ligeira / moderada; 3 = diferenga moderada; 4 = diferencga
moderada / grande; 5 = diferenga grande; 6 = diferengca muito grande) os atributos
sabor e odor.

Os avaliadores receberam todos os informes referentes a pesquisa,
quanto aos objetivos e metodologia do estudo. A eles foi garantido o direito de
desistir de participar da pesquisa quando desejassem, e ainda que sera mantido o
anonimato por ocasiao de divulgacdo dos resultados da pesquisa. Foi a eles
assegurado o minimo de risco a sua saude por se tratar de produto com seguridade
fisico-quimica e microbiolégica.

Os colaboradores que aceitaram participar da pesquisa assinaram um
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE (APENDICE C), que continha
todas as informacgdes necessarias sobre a pesquisa.

O estudo foi submetido Comité de Etica em Pesquisa do IFCE,
respeitando a resolugéo n° 466 (BRASIL, 2013). O mesmo foi aceito com o parecer
numero 3.199.675.

5.9 Analise estatistica

As analises foram realizadas em duplicata e triplicata e os dados obtidos
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas entre si
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pelo teste t de student, para os resultados referentes as analies de caracterizagao
dos extratos e Tukey ao nivel de 5 % de significancia para as demais utilizando o
programa STATISTICA 7.0 (STATSOFT, 2007).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Caracterizagao dos extratos de prépolis

Analisando a evolugcdo dos sélidos soluveis dos extratos de propolis
(Figura 7) foi possivel perceber que o maximo de solubilidade foi atingido nos
primeiros cinco dias. Apos este periodo, a variagao na concentragao foi irrelevante.
Deste modo pode-se inferir que é possivel produzir o extrato de propolis em cinco

dias sobre as condi¢des descritas na metodologia.

Figura 7 - Acompanhamento dos solidos soluveis durante o preparo dos extratos

_ 34,
M 305 — b . -
w e
[
3 2,
o
()]
» 235
(o)
.-
S 20,
0 5 10 15 20

Tempo em dias

—e—Propolis Marrom —e—Propolis Verde

Fonte: Elaborado pela autora.

Segundo Soares et al. (2017), o °Brix € um método que pode indicar a
quantidade de extrato seco na amostra. Os autores relatam que quando este valor é
de 33 °Brix, o extrato seco estd em torno de 11%. Este fato ndo foi observado no
extrato de propolis marrom em estudo. Mesmo apresentando um valor para solidos
soluveis semelhante ao descrito pelos autores (33,6 °Brix) o extrato seco mostrou-se
inferior (9,29%). O extrato de prépolis verde apresentou valor superior para este
parametro (34,7 °Brix), assim como para extrato seco, mas mesmo assim nao
atingiu 11% (Tabela 2). Tal fato € comumente observado na literatura devido as
variagdes na composicdo das amostras de propolis, que podem interferir no

contelido de extrato seco final.
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Tabela 2 - Parametros fisico-quimicos dos extratos de propolis

Andlises
Amostras Sélidos Soluveis Extrato Seco Ceras
(°Brix) (% miv) (%)
Ex. Propolis Marrom 33,6a £ 3,71 9,29a £ 0,24 3,40a £ 0,71
Ex. Propolis Verde 34,7a+4,70 10,40a + 0,31 2,96a * 2,63

Médias seguidas de letras minusculas iguais na coluna indicam que ndo ha diferenca significativa
entre as amostras de acordo com o teste t de student (p=0,05).
Fonte: Elaborada pela autora.

Durante o acompanhamento da solubilidade no preparo dos extratos,
observou-se que o extrato de propolis verde sempre apresentou maior teor de
solidos soluveis. A literatura indica que, quanto maior o conteudo de extrato seco,
mais soluvel é a amostra bruta no solvente utilizado (FUNARI; FERRO, 2006).

O regulamento técnico de identidade e qualidade de extrato de propolis
indica que o extrato seco deve ser de no minimo 11% (BRASIL, 2001b). No entanto,
por se ftratar de um extrato que sera utilizado para testes de atividade
antimicrobiana, o minimo legal ndo € aplicado, tendo em vista que serdo trabalhadas
concentracdes menores do extrato.

Kawakita et al. (2015) encontraram valores superiores aos apresentados
nesta pesquisa (12,8%) para extrato seco do extrato hidroalcodlico de prépolis de
abelhas Apis mellifera africanizadas. Soares et al. (2017) por sua vez, encontraram
valores que variaram de 7,27% a 18,42%, em um estudo realizado com oito
diferentes amostras de extrato de propolis. Estes mesmos autores observaram que,
a amostra que apresentava maior conteudo de extrato seco, assim como maior valor
referente a sélidos soluveis era a que tinha coloracdo esverdeada. Embora nao
diferindo entre si, este fato também pode ser observado nas amostras em estudo.

Os principais componentes da propolis, por apresentarem maior
bioatividade, como os compostos fendlicos, por exemplo, ndo estdo presentes na
cera, logo é desejavel um menor conteudo de cera na amostra, tendo em vista que

quanto maior o teor de ceras, menor o teor das demais substancias (MELLO;



Resultados e Discussao 42

MATSUDA; ALMEIDA-MURADIAN, 2012). Neste estudo, quanto maior o teor de
ceras menor foi o valor do extrato seco total.

Em relagdo a este parametro, as amostras em estudo apresentaram
valores superiores aos encontrados por Kawakita et al. (2015) (1,02%). Lima (2012)
em um estudo realizado com amostras de propolis da caatinga do Baixo Jaguaribe
observou que as amostras coletadas no periodo seco apresentou um percentual de
ceras maior que as coletadas no periodo chuvoso. O autor relata que o numero de
especies botanicas em estado vegetativo diminui na caatinga neste periodo, dessa
forma as abelhas tendem a coletar mais cera, ja que as resinas s&o mais escassas
ou de dificil coleta. Silva et al. (2006) em seu estudo também observaram que as
amostras com maiores teores de cera foram colhidas no verado, periodo pelo qual
ocorre média a baixa precipitacdo na regido do estudo. Tal fato explicaria o alto teor
de ceras nas amostras em estudo, tendo em vista a baixa precipitagdo na regidao no
periodo em que a mesma foi colhida.

O conteudo de ceras no extrato de propolis marrom foi superior ao obtido
no extrato de prépolis verde, todavia estes ndo apresentaram diferenca significativa
entre si ao nivel de 5% de significancia a partir do teste t de student. Segundo a
legislacéo, o conteudo de ceras deve ser de no maximo 1,0%. Esses resultados
comparados com os dados da literatura permite deduzir que estas amostras
provavelmente foram coletadas em periodos secos, razao pela qual apresenta um
elevado teor de ceras. Entretanto, como os extratos serdo aplicados diluidos, o teor
de ceras néo sera relevante.

Em relagdo a solubilidade dos extratos em acetato de chumbo e hidréxido
de sodio, ambas as amostras apresentaram resultado positivo aos testes. A
solubilidade em acetato de chumbo tem por objetivo verificar a homogeneidade das
particulas do extrato em meio a um sal, enquanto a solubilidade em hidroxido de
sédio visa verificar a solubilidade da amostra em uma base (KAWAKITA et al.,
2015). A legislagao estabelece que ambos os testes devem ser positivos, logo as
amostras apresentaram-se de acordo com a legislag&o.

Esses e outros pardmetros avaliados podem variar muito de um estudo a
outro, tendo em vista os locais, época do ano e as condicbes nas quais a matéria-
prima € produzida e coletada (BREYER; BREYER; CELLA, 2016). A metodologia
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utilizada na elaboracdo dos extratos também € outro fator que pode contribuir de

forma direta nos resultados das analises.

6.2 Bioatividade dos extratos de prépolis

A bioatividade dos extratos foi avaliada mediante determinacao do teor de
flavonoides, percentual de compostos fendlicos e a atividade de oxidagdo. O anexo
VIl da instrugdo normativa n° 3 de 2001, referente ao Regulamento Técnico para
Fixacao de ldentidade e Qualidade de Extrato de Propolis, estabelece parametros
referentes as analises em questéao.

Para flavonoides, a instrugdo estabelece um minimo de 0,25% (m/m)
equivalente a 2,5 mg/g. No que se refere ao conteudo de compostos fendlicos, este
deve ser de no minimo 0,50% (m/m) e a atividade de oxidag&o ndo deve ultrapassar

22 segundos. Os resultados referentes a estas analises foram descritos na tabela 3.

Tabela 3 - Teor de flavonoides, compostos fendlicos e atividade de oxidacao

Teor de flavonoides Compostos Atividade de
Amostras totais Fendlicos Oxidacao
(mg/g - %) (%) (segundos)

Ex. Prépolis Marrom 1,41a+£0,06-0,14a+0,01 7,53a+0,24 72,5a+0,71

Ex. Propolis Verde 12,08b +1,05-1,21b £ 0,11 8,92b +0,38 10,0b £ 0,38

Médias seguidas de letras minusculas iguais na coluna indicam que n&o ha diferencga significativa
entre as amostras de acordo com o teste t de student (p=0,05).
Fonte: Elaborada pela autora.

Os flavonoides sao compostos amplamente estudados quando se trata de
atividade bioloégica em amostras de propolis. A variagdo da quantidade deste
componente esta relacionada a composicdo do produto, que é influenciada pela
época do ano, espécie de abelha e espécie botanica (SOARES, 2017; LIMA, 2012).
No trabalho em questdo houve diferenga significativa entre as duas amostras, em
que o extrato de propolis verde se destacou apresentando o maior teor de

flavonoides.
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Soares et al. (2017) em seu trabalho sobre identidade e qualidade de
diferentes extratos de prépolis, avaliaram oito diferentes amostras e apresentaram
valores para flavonoides que variaram de 0,526 mg/mL a 3,57 mg/mL. Na referida
pesquisa, os autores observaram ainda que o maior teor de flavonoides estava
presente na amostra de cor esverdeada. Eles atribuiram tal resultado a maior
quantidade de grupos fendlicos presentes na propolis verde, corroborando assim
com os resultados desta pesquisa, tendo em vista a grande diferenga entre as duas
amostras.

Buriol et al. (2009) encontraram valores para flavonoides presentes em
extratos hidroalcodlicos e oleosos de prépolis que variaram de 2,25% a 5,05%.
Mello, Matsuda e Almeida-Murandia (2012) obtiveram em seu estudo com prépolis
de quatro regides do Brasil valores entre 0,36 mg/g e 52,70 mg/g. Alves e Kubota
(2013) em estudo com extratos comerciais obtiveram valores variando de 0,49 mg/g
a 1,14 mg/g para flavonoides, inferiores aos encontrados nesta pesquisa. Este fato
destaca a qualidade da propolis produzida no nordeste.

Gutierrez-Goncalves e Marcucci (2009) em estudo realizado com
amostras de prépolis do Ceara encontraram valores referentes a flavonoides entre
1,17% e 8,09%. Bonvehi e Gutierrez (2011) encontraram altos teores de flavonoides
em amostras de propolis de Basco (nordeste da Espanha), com minimo em torno de
86 mg/g. Os autores sugerem ser os flavonoides os melhores candidatos para
avaliar a qualidade da prépolis produzida na regido devido as suas atividades
bioldgicas e por sua predominancia na fragao fendlica.

Para Lozina et al. (2010) as propriedades terapéuticas da propolis sao
atribuidas a presenca de compostos fendlicos, de forma especial os flavonoides.
Estes autores analisaram quinze amostras de propolis da Argentina e encontraram
valores entre 0,12 mg/g e 30,39 mg/g. Oliveira et al. (2012) apresentaram em seus
resultados teores de flavonoides em trés amostras de propolis, 0,81%; 1,22% e
1,72% respectivamente. Lima (2015) avaliou o teor de flavonoides de amostras de
propolis da regido Noroeste do Ceara e encontrou valores semelhantes aos
encontrados nesta pesquisa (0,08 mg/g - 31,1 mg/qg).

Assim como os flavonoides, os demais compostos fendlicos também sao
influenciados pelo periodo e espécies botanicas disponiveis. No periodo chuvoso ha

uma maior abundancia de espécies botanicas em seu estado vegetativo e essa
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diversidade contribui tanto para a qualidade da prépolis produzida, quanto no teor de
compostos fendlicos presentes na mesma (LIMA, 2012). Zabaiou et al. (2017)
enfatizam que a atividade antioxidante dos extratos de propolis estao relacionadas
ao conteudo de polifendis.

Nesta pesquisa, foi observado a partir dos resultados obtidos que o
conteudo de compostos fendlicos também foi superior no extrato de propolis verde e
que houve diferenca significativa entre as amostras de extratos de prépolis. Ambas,
porém apresentam-se de acordo com o que € preconizado pela legislagéo.

Oliveira et al. (2012) trabalharam com a quantificacdo de compostos
fendlicos de diferentes extratos de propolis comerciais e obtiveram resultados
inferiores aos observados nesta pesquisa (3,36% - 4,81%). Porém, valores
semelhantes foram observados por Buriol et al. (2009), que obtiveram um percentual
de 8,55% de compostos fendlicos para o extrato de propolis produzido em condi¢cdes
semelhantes as deste trabalho. Corréa (2017) também encontrou valores préximos
aos encontrados nesta pesquisa para extrato de propolis verde (5,9%).

Kawakita et al. (2015) avaliaram o percentual de compostos fenélicos em
amostras de extrato de propolis deixadas sob refrigeragdo e em temperatura
ambiente por um periodo de duzentos e dez dias. Os valores obtidos variaram de
0,50% a 0,54% estando, portanto, dentro dos parametros estabelecidos pela
legislacdo, mas apresentando valores bem inferiores aos observados nesta
pesquisa. Essa variacdo, segundo os autores, pode ser oriunda das diferentes
fontes de exudados e da localizagao do apiario.

Para compostos fendlicos, Mello, Matsuda e Almeida-Muradian (2012)
encontraram resultados variando entre 0,95% e 29,52%. Gutierrez e Marcucci (2009)
obtiveram valores entre 3,71% e 9,49%. Lima (2012) observou que a propolis
coletada no periodo chuvoso apresentava um conteudo de compostos fendlicos
maior, mostrando outra variavel que pode influenciar no conteudo deste composto
nas amostras.

O indice de oxidacao € um parametro utilizado para sugerir o tempo
decorrido desde a colheita da propolis, o tipo de armazenamento e a atividade
antioxidante. Isto por que altos indices de oxidagao indicam longo periodo de
armazenamento em temperaturas mais elevadas, sejam no interior da colmeia ou
em outros locais de armazenamento (MELLO; MATSUDA; ALMEIDA-MURADIAN,
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2012). Valores inferiores ao que € preconizado pela legislagdo (22 segundos)
indicam bom poder de oxidagdo (LIMA, 2015). Deste modo, a propolis verde do
nordeste apresentou uma consideravel atividade, tendo em vista que o tempo foi
metade do preconizado pela legislagéao.

O tempo decorrido na analise do extrato de prépolis marrom foi superior
ao observado no extrato de prépolis verde, apresentando diferenga estatistica
significativa. Isso aponta para uma maior atividade antioxidante do extrato de
propolis verde frente ao extrato de prépolis marrom. Lima (2015) encontrou valores
para este pardmetro com minimo de 2 segundos e maximo de 48 segundos.
Kawakita et. al. (2015) encontraram valores inferiores aos apresentados nesta
pesquisa (6 a 6,6 segundos).

Lima (2012) obteve resultados médios de 2,70 segundos para amostras
coletadas no periodo chuvoso e 3,35 segundos para o seco na caatinga do Baixo
Jaguaribe cearense, indicando o aumento do tempo de modo proporcional ao
periodo seco, onde a propolis apresenta maior conteudo de cera. Lozina et al.
(2010), encontraram valores que variaram entre 2 e 110 segundos, estando os
resultados desta pesquisa entre a faixa encontrada por estes autores.

Como supracitado, a qualidade da propolis esta relacionada a diversos
fatores bem como as substancias que a compdem. Este fato explica a diversidade
de resultados apresentados pela literatura. Sabe-se que os compostos fendlicos séo
responsaveis por parte da bioatividade da propolis, mas que este ndo deve ser
considerado de maneira isolada, tendo em vista que a sua maior ou menor
quantidade pode nao esta ligada ao seu desempenho (SOARES, 2017).

Os resultados demostram que as amostras apresentam um bom conteudo
de compostos fendlicos, estando superiores ou dentro da faixa de valores
apresentados pela literatura. Quanto aos flavonoides, embora o extrato de propolis
marrom tenha apresentado conteudo inferior, alguns estudos apontam resultados
semelhantes. Em relacéo a atividade de oxidacao, os resultados confirmam o que é
apontado pela literatura quanto as diferencgas entre os extratos.

Logo, analisando os resultados desta pesquisa e comparando-os com 0s
disponiveis na literatura observa-se que os extratos estdo em condi¢gdes de serem

utilizados, tendo em vista que apresentam um bom conteudo de compostos fendlicos
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e uma quantidade relevante de flavonoides, com um destaque para o extrato de

prépolis verde.

6.3 Atividade antimicrobiana

6.3.1 Concentracao Minima Inibitoria (CMI)

Os resultados referentes a concentracdo minima inibitéria de cada um dos
extratos sobre as espécies bacterianas estdo descritos na tabela 4. Os valores
encontrados foram iguais para as trés espécies de bactérias em estudo (Escherichia
coli, Salmonella typhi e Staphylococcus aureus) nos testes com o extrato de prépolis
marrom. Essa mesma concentracao foi observada para o extrato de propolis verde,
exceto para Staphylococcus aureus, em que o extrato apresentou efeito a partir de
0,25%.

De maneira geral, a atividade antimicrobiana dos extratos de propolis
marrom e verde foi igual, no que se refere a espécie de bactéria avaliada, com
excecao para o Staphylococcus aureus, que se destacou por sua sensibilidade a
concentracbes mais baixas de extrato de prépolis verde. Vale destacar que
Staphylococcus aureus esta associados aos processos infecciosos epiteliais, de
modo que a propolis verde também poderia ser utilizada com maior eficiencia no
tratamento de infec¢gdes na pele ou mesmo mastite em gado que também é

provocada pelo mesmo microrganismo.

Tabela 4 - Concentragdes Minimas Inibitérias (CMI) dos extratos

Agente Inibitério (%)

Bactérias . .
Extrato de Prépolis Marrom Extrato de Prépolis Verde
Staphylococcus aureus 1,0 % 0,25 %
Salmonella typhi 1,0 % 1,0 %
Escherichia coli 1,0 % 1,0 %

Fonte: Elaborada pela autora.



Resultados e Discussao 48

Kameyama et al. (2012), em seu estudo sobre a utilizacdo do extrato de
préopolis na sanitizacdo e conservagdo de cenoura minimamente processada,
observaram que em todas as concentragdes estudadas o extrato alcoodlico de
prépolis teve eficiéncia contra bactérias aerébias mesofilas e psicrotroficas, além de
fungos filamentosos e leveduras, atingindo o maximo de eficiéncia na concentragcéo
de 0,4%. Estes mesmos autores observaram ainda que o extrato aquoso nao
apresentou efeito inibitério e atribuiu tal fato a menor concentragado de flavonoides
existente no mesmo, composto que tem relagdo com esta atividade.

Corréa (2017) em seu estudo sobre a agdo antimicrobiana de propolis
verde encontrou valores para CMI que variaram de 1,25% a 10%, para varias
espécies de bactérias dentre as quais, Staphylococcus lugdugensis, Proteus vulgaris
e Bacillus cereus. Lima (2015) em estudo realizado com quinze diferentes amostras
de propolis do Ceara observou efeito em concentragdes que variaram de 3% a 50%
para Staphylococcus aureus e E. coli. Um detalhe relevante deste estudo foi que das
quinze amostras estudadas, apenas oito apresentaram atividade inibitéria, e destas
apenas duas amostras apresentaram efeito na concentragdo de 3%. Os resultados
apresentados neste estudo demonstram o efeito em concentracdes inferiores as
descritas por este autor, podendo este fator estar associado ao método de aplicagao
mais eficiente ou mesmo ao tipo de propolis utilizada.

Gutierrez-Gongalves e Marcucci (2009) obtiveram resultados para CMI
entre 400 ug/mL (0,04 g/100 mL) e 600 pg/mL (0,06 g/100 mL), em uma das trés
amostras de prépolis do Ceara avaliadas no estudo, valores esses inferiores aos
encontradas neste estudo. Todavia as outras amostras ndao apresentaram efeito.
Gomes et al. (2016) avaliaram a atividade antimicrobiana de extrato de propolis
marrom sobre cinco espécies de bactérias Gram positivas e oito Gram negativas
isoladas. Eles obtiveram como CMI, concentragdes que variaram de 2,25 mg/mL
(0,225 g/100 mL) a 18,5 mg/mL (1,85 g/100 mL). Os autores observaram ainda que,
dependendo da procedéncia das bactérias isoladas os valores variavam. Os valores
encontrados nesta pesquisa estariam, portanto dentro da faixa estabelecida por
estes autores.

Bastos et al. (2011), avaliaram a atividade antimicrobiana de extrato de
prépolis marrom e observaram concentragées minimas inibitérias que variaram entre
125 mg/mL a 1000 mg/mL (12,5 g/100 mL a 100 g/100 mL). Sinhorini et al. (2014) ao
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verificar a atividade antimicrobiana in vitro de extrato de prépolis sobre cepas de
microrganismos, observaram que as bactérias Gram positivas foram mais sensiveis
aos extratos, que apresentaram efeito em concentragées entre 0,1% e 0,25%. Ja
para Gram negativas, os autores relataram que as cepas sO apresentaram
sensibilidade em concentragdes a partir de 3% atribuindo essa maior resisténcia a
fatores como, a maior concentragado lipidica do grupo e a complexidade da parede
celular.

Os resultados encontrados para CMI podem variar de espécie para
espécie de microrganismo em estudo, pois cada um apresenta caracteristicas
diferentes que os fazem mais ou menos sensiveis aos agentes antimicrobianos,
sendo na maioria dos casos proporcionais as concentragdes destes extratos. Outro
fator que pode causar variacdo é o tipo de propolis utilizada, sabendo que estas
apresentam atividade diferenciada dependendo de uma série de fatores, como por
exemplo, sua composicdo (ARAUJO; CARVALHO, 2015; ALMEIDA et al., 2017).

De maneira geral, a utilizacdo da prépolis em alimentos permite explorar
sua propriedade antimicrobiana, frente a varias espécies de microrganismos que sao
numerosos € se multiplicam com facilidade (POBIEGA; KRASNIEWSKA;
GNIEWQOSZ, 2019).

Nestes testes foi possivel perceber que a concentragao ideal comum aos
microrganismos estudados foi de 1%, semelhante aos limites descritos por outros
autores com maior ou menor efeito, por este motivo esta foi a concentragao utilizada.
As bactérias testadas eram Gram negativas (E. coli e Salmonella) e Gram positiva
(Staphylococcus aureus). Tal fato pode justificar a maior sensibilidade do
Staphylococcus aureus frente a propolis verde, ja que foi observado em outros
estudos que as bactérias Gram positivas sdo mais sensiveis aos agentes
antimicrobianos e que a atividade antimicrobiana esta relacionada ao conteudo de
compostos fendlicos presentes na amostra, sobretudo os flavonoides, observado em

maior quantidade no extrato de prépolis verde.

6.3.2 Atividade antimicrobiana dos extratos sobre queijo coalho

Para comprovar a efetividade dos extratos em termos praticos, fez-se o

teste de aplicacao diretamente sobre o produto. Deste modo, o produto entraria em
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sinergia com os fatores do alimento, podendo assim aumentar ou reduzir o seu
efeito.

A resolucdo 12 de 02 de janeiro de 2001, que aprova o Regulamento
Técnico sobre padrdes microbiolégicos para alimentos estabelece limites para
coliformes a 45 °C, Staphylococcus aureus e Salmonella spp. em queijos, desta
forma os resultados referentes a atividade antimicrobiana dos extratos foram
dispostos de acordo com esses microrganismos (BRASIL, 2001c).

As fatias foram avaliadas no dia do seu revestimento e apds 48 horas,
periodo esse necessario para o possivel crescimento das bactérias. As fatias

revestidas com extrato foram comparadas com as fatias controles (Tabelas 5 e 6).

Tabela 5 - Contagem de bactérias apds tratamento com extrato de propolis Marrom

Tratamentos
Bactérias Tempo Controle Extrato de
Positivo Propolis (1,0%)
Coliformes a 45 °C Oh <30 <30
(NMP/g) 48 h 11,0 <30
Staphylococcus spp. ~ Oh 1,04 x 10° 1,76 x 10°
(UFC/g)* 48 h 40,90 x 10° 44,80 x 10°
Salmonella spp. Oh Presenca Presenca
(presenca ou auséncia) 48 h Presenca Presenca

*Valores estimados, baseados na contagem por centimetro cubico.
**Crescimento em relagdo ao controle.
Fonte: Elaborada pela autora.

Os resultados referentes ao extrato de prépolis marrom mostram que, em
se tratando dos coliformes a 45 °C, o extrato ndo apresentou nenhum efeito no
tempo 0, com crescimento minimo. E possivel que o microrganismo ndo tenha
conseguido se adaptar ao meio que foi inoculado em um periodo tdo curto. Com 48

horas, por sua vez, o crescimento nas fatias revestidas com extrato de prépolis
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marrom foi inferior ao controle, mostrando que para este grupo o extrato teve efeito
positivo nesta concentragao.

Para Staphylococcus spp. os resultados nao foram satisfatorios, tendo em
vista que nos tempos avaliados as fatias revestidas com extrato apresentaram
valores superiores ao controle, mostrando a ineficacia do extrato de propolis marrom
na concentragéo testada para este microrganismo.

Os resultados referentes a presenca de Salmonella foram positivos para
todos os tratamentos em estudo, demostrando que apesar de apresentar efeito
inibitério para salmonela conforme observado no teste anterior, este efeito nao
chega a ser bactericida. A metodologia utilizada detectava somente a presenga ou
auséncia da bactéria, isto por que a legislagdo estabelece a auséncia do

microrganismo em 25 g de queijo.

Tabela 6 - Contagem de bactérias apds tratamento com extrato de propolis Verde

Tratamentos
Bactérias Tempo Controle Extrato de
Positivo Prépolis (1,0%)
Coliformes a 45 °C Oh 23,0 23,0
(NMP / g) 48 h 460,0 27,0
Staphylococcus spp. ~ Oh 69,55 x 10° 49,40 x 10°
(UFC/g)* 48 h 174,20 x 10° 164,45 x 10°
Salmonella spp. Oh Presenca Presenca
(presenca ou auséncia) 48 Presenca Presenca

*Valores estimados, baseados na contagem por centimetro cubico.
**Crescimento em relagédo ao controle.
Fonte: Elaborada pela autora.

No que se refere aos resultados do extrato de propolis verde, assim como
para a marrom, a contagem de coliformes no tempo 0 foi igual para os trés
tratamentos. Em 48 horas, nota-se um crescimento bem superior no tratamento

controle, mostrando o efeito do extrato sobre esses microrganismos.
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Diferente do que ocorreu com o extrato de prépolis marrom, o verde
mostrou eficiéncia sobre espécies de Staphylococcus, nos dois tempos analisados.
Este fato pode ser justificado pela presengca maior de compostos fendlicos e
flavonoides no extrato de prépolis verde, principais responsaveis por tal atividade
(BURIOL ET AL., 2009). Em relagdo a Salmonella, o extrato de prépolis verde nao
apresentou efeito bactericida.

Zabaiou et al. (2017), relatam em seu trabalho que o extrato etandlico de
propolis brasileira, produzida por Apis mellifera e as abelhas sem ferrdo mostraram
efeitos significativos contra S. aureus, E. coli e Enterococcus sp., a partir do teste
realizado por difusdo de disco. Lima (2015) observou consideravel atividade inibitoria
de algumas amostras de propolis do coletadas em diferentes cidades do Ceara
sobre S. aureus e E. coli.

Kawakita et al. (2015), ao avaliarem a atividade antimicrobiana de
extratos de propolis mantidos em temperatura ambiente e refrigerada, observaram
atividade bioldgica dos extratos, inibindo o crescimento de S. aureus, independente
da temperatura de armazenamento. Gutierrez-Gongalves e Marcucci (2009) também
observaram efeito do extrato de prépolis sobre cepas de S. aureus e Candida
albicans, nao apresentando efeito sobre bactérias Gram negativas.

Oliveira et al. (2012) obtiveram resultados negativos quanto a atividade
antimicrobiana dos extratos de propolis. Em seu estudo, o maior halo de inibigao
apresentado foi contra S. aureus, porém os autores consideraram as concentragcoes
de 20% e 30% insufientes para revelar atividade inibitoria.

Campos (2017) avaliou a atividade antimicrobiana do extrato de propolis
verde sobre S. aures e E. coli, observando atividade inferior para E. Coli. Esses
autores verificaram ainda a ineficiéncia do extrato aquoso sobre as cepas e que a
atividade. Gomes et al. (2016) em seu estudo com propolis marrom, verificaram a
eficacia de seu extrato contra todas as bactérias Gram positivas e negativas em
estudo, garantindo a sua utilizagdo como possivel substancia antibacteriana.
Todavia os autores relatam que a concentracédo variava de acordo com a espécie e
o isolado.

Diferente do que a maioria dos trabalhos na literatura apresentam, Bastos
et al. (2011) verificaram potencial atividade antimicrobiana em sete das vinte e trés

amostras avaliadas de extratos de propolis marrom contra Escherichia coli,
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indicando que os extratos podem servir no desenvolvimento de novas formulagdes
contra infec¢des causadas por esta bactéria.

Buriol et al. (2009) observaram em seu estudo que o extrato de prdopolis
foi eficaz contra todas as cepas de microrganismos testados, exceto para
Salmonella typhimurium, assim como os resultados apresentados por esta pesquisa.
Este e outros resultados corroboram com varias pesquisas na literatura que
evidenciam efeito positivo dos extratos contra bactérias Gram positivas e atividade
limitada ou auséncia dela contra cepas Gram negativas (PACKER LUZ, 2007;
KAWAKITA et al., 2012; BURIOL et al., 2015; CAMPOS, 2017).

Acredita-se que a atividade antimicrobiana dos extratos esta relacionada
ao conteudo de flavonoides, compostos fendlicos e seus derivados. Todavia é
importante levar em consideragcédo que o tipo de microrganismo e o solvente utilizado
na extragdo sao também fatores relevantes para bons resultados (BURIOL et al.,
2009; ALMEIDA et al., 2017).

Os extratos podem ser uma alternativa mais natural e inovadora que visa
evitar a proliferacdo de microrganismos. Tal fato chamaria atencdo dos
consumidores, que estdo cada vez mais seletivos no que se refere a alimentacéo,
buscando produtos de qualidade e que utilizem técnicas mais naturais para
preservagao das suas propriedades. Logo, a adi¢do de prépolis aos alimentos além
de garantir numerosos beneficios para o consumidor, traria estabilidade microbiana
e qualidade aos alimentos durante o armazenamento (POBIEGA; KRASNIEWSKA;
GNIEWQOSZ, 2019).

Através destas analises pode-se constatar o efeito dos extratos sobre
coliformes a 45 °C, além da eficiéncia do extrato de propolis verde sobre
Sthaphylococcus spp., o que possibilita sua utilizagdo como agente antimicrobiano.
A eficacia maior do extrato de propolis verde confirma o que outros estudos apontam

sobre a relacdo entre compostos fendlicos e sua eficiente atividade antimicrobiana.
6.4 Analises fisico-quimicas e composicao centesimal dos queijos
Fatias de queijo controle juntamente com fatias de queijo aspergidas com

os extratos foram submetidas a analises fisico-quimicas para verificar se os extratos

interfeririam nos parametros avaliados.
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A tabela 7 apresenta os resultados referentes ao pH e acidez das
amostras analisadas. O pH das amostras de queijo com extratos de propolis n&o
diferiram entre si nem em relagdo ao controle, mostrando que a adi¢ao do extrato
nao altera este parametro. Em relagdo a acidez titulavel a amostra com extrato de
prépolis verde diferiu do controle, mas nao diferiu da amostra com extrato de
prépolis marrom, esta por sua vez, nao diferiu estatisticamente de nenhuma das

amostras analisadas.

Tabela 7 - Resultados referentes ao pH e acidez titulavel das amostra de queijo

Acidez titulavel

Tratamentos pH (% acido ltico)
Controle 6,57a £ 0,12 1,56b £ 0,25
Ext. Propolis Marrom 6,65a £ 0,02 1,18ab £ 0,12
Ext. Propolis Verde 6,94a £ 0,41 0,95a £ 0,13

*Médias seguidas de letras iguais na coluna indicam que nao diferem entre si (p=0,05) em relagéo ao
tratamento (teste de Tukey).
Fonte: Elaborada pela autora.

Cavalcante et al. (2007) avaliaram esses mesmos parametros para dois
tratamentos de queijo em trés tempos diferentes (10, 20 e 30 dias). Os valores
referentes a pH variaram de 5,17 e 5,29, ndo apresentando diferenca estatistica
entre si. Para acidez os autores obtiveram resultados variando entre 0,75% e 0,93%,
em que somente um dos tratamentos no trigésimo dia apresentou diferenca
estatistica dos demais. Como se pode observar, esses valores mostraram-se
inferiores aos apresentados nesta pesquisa. A matéria prima utilizada foi
provavelmente a responsavel por esta diferenca.

Ao avaliar amostras de queijo coalho produzidas artesanalmente em Sao
Rafael-RN, Pereira (2015) obteve valores para pH e acidez de 5,53 a 6,89 € 0,14% a
0,65%, respectivamente. O resultado obtido por este autor para pH foi semelhante
aos obtidos nesta pesquisa. Sousa et al. (2014) em seu estudo com queijos
produzidos na regido Nordeste obtiveram resultados para pH entre 5,18 e 6,23;

enquanto para acidez valores entre 0,12% e 1,02%.
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Santos e colaboradores (2011) ao analisarem queijo coalho produzido
com uma mistura de leite de cabra e vaca obtiveram valores para pH (5,61 - 6,48)
semelhantes aos apresentados nesta pesquisa, assim como Correia (2011) em seu
estudo com amostras de queijo dos municipios de Sousa e Aparecida - PB, que
obteve valores entre 6,52 e 6,78 para este parametro, valores préximos aos
observados nesta pesquisa.

Freitas, Travassos e Maciel (2013) em um estudo realizado com queijos
do estado da Paraiba, verificaram valores referentes a pH entre 4,8 e 5,6 e para
acidez valores entre 0,21% e 0,78%. Mamede et al. (2010) obtiveram valores entre
5,88 € 6,27; € 0,53% e 0,91% para pH e acidez respectivamente.

Como observado, a maioria dos trabalhos mostram valores inferiores para
acidez quando comparados aos resultados desta pesquisa. Nao se pode atribuir tal
fato aos extratos, tendo em vista que estes apresentaram resultados semelhantes
aos do tratamento controle. A acidez é decorrente da producido de acido latico a
partir da degradacao da lactose pelas bactérias e tem influéncia direta no pH
(SOUSA et al., 2014).

Os dados referentes a composicado centesimal das amostras sao
apresentados na tabela 8. As amostras com os extratos apresentaram umidade
maior quando comparadas a amostras controle, mas somente a que continha extrato
de propolis marrom diferiu das demais. Este resultado deve-se ao fato de que os
extratos foram diluidos até obterem concentragcao de 1% e posteriormente aplicados
nos queijos, o que os tornariam mais Uumidos.

Os queijos do tipo coalho s&o classificados como queijos de média e alta
umidade, podendo variar de 36% a 54,9%. Logo, todas as amostras se enquadraram
no que é estabelecido pela legislagdo (BRASIL, 1996).

Os percentuais de umidade obtidos nas amostras de queijo sdo coerentes
ainda com os valores apresentados por Pereira (2015) (41,01% - 48,31%), Correia
(2011) (40,13% - 47,48%) e Machado et al. (2011) (44,84% - 46,44%). Outros
autores apresentaram valores inferiores aos encontrados nesta pesquisa. Sousa et
al. (2014) em seu estudo obtiveram percentuais de umidade para queijos coalho que
variaram de 14,38% a 29,38%, valores esses que os classificaria como queijos de

baixa umidade.
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Tabela 8 - Composi¢ao centesimal dos queijos analisados

Tratamentos
Parametros Extrato de Propolis  Extrato de Propolis
Controle Marrom Verde
Umidade (%) 39,73a £ 0,12 46,23b £ 0,75 42,23ab + 3,48
Proteina (%) 22,23a + 0,27 20,24b + 0,28 21,47a 10,44
Lipideos (%) 15,67a £ 0,76 15,00a + 0,50 15,00a + 0,00
Cinzas (%) 4,60a £ 0,02 3,77b £ 0,10 4.64a + 0,04
Carboidrato (%) 17,77a + 1,07 14,76a + 0,66 16,66b + 3,88

*Médias seguidas de letras iguais na linha indicam que néo diferem entre si (p=0,05) em relagéo ao
tratamento (teste de Tukey).
Fonte: Elaborada pela autora.

Esses e outros resultados mostram que a umidade de queijos desse tipo
€ muito relativa e pode variar de um produtor a outro. Cavalcante et al. (2007)
afirmam que existe uma relacdo direta entre o teor de umidade do queijo e a
ocorréncia de protedlise e, por consequéncia, mudangas na consisténcia e no sabor
do produto. Tal fato pode ser observado no trabalho em questao, tendo em vista que
quanto maior o percentual de umidade nas amostras menores foram os teores de
proteina encontrados nas mesmas.

As amostras que continham extrato apresentaram um menor valor para
proteinas quando comparadas ao controle. A amostra com propolis marrom diferiu
estatisticamente das demais amostras. Santos et al. (2011) apresentaram valores
semelhantes aos encontrados nesta pesquisa em seu estudo, em que o percentual
referente a proteina presente nas amostras variou entre 19,44% a 25,66%. Freitas et
al. (2013) também apresentaram valor semelhante em uma de suas amostras de
queijo coalho analisadas (22,64%).

Em relagdo aos resultados referentes a lipideos, as amostras
apresentaram valores semelhantes entre si, ndo diferindo estatisticamente, valores
estes aproximados dos observados por Santos et al. (2011) (16,83% e 17,0%) e
Pereira (2015) (15,0% e 15,08%).
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O valor referente a cinzas foi menor na amostra que continha extrato de
propolis marrom. Este resultado ja era de se esperar pelo valor observado da
umidade da amostra. Os demais valores nao apresentaram diferenca estatistica.
Valores aproximados para este parametro foram observados por Mamede et al.
(2010) com valores entre 2,99% e 4,3%. Correia (2011) obteve resultados variando
entre 3,28% e 4,03%.

O valor referente aos carboidratos foi obtido por diferenga da soma dos
demais. Somente a amostra que continha extrato de propolis verde apresentou
diferenca estatistica.

Os resultados apresentados pela pesquisa mostram que a utilizagdo dos
extratos nao altera de forma significativa a qualidade fisico-quimica do queijo, néo
sendo um empecilho para ser utilizada. Vale ressaltar que, as concentracdes

utilizadas dos extratos foram bem baixas e isso pode justificar tais resultados.

6.5 Analises Microbiol6gicas

Os queijos utilizados na analise sensorial foram obtidos diretamente da
fabrica, devidamente embalados, acondicionados e transportados ao laboratério,
acompanhados de certificado de qualidade assinado pelo individuo responsavel pelo
Controle de Qualidade da empresa, garantindo que o mesmo foi produzido em
condi¢cbes adequadas e que ndo apresentavam nenhum risco a saude humana. Por
este motivo, apenas o extrato foi submetido aos testes microbioldgicos, tendo em
vista que foram produzidos artesanalmente no laboratério.

As solugdes de extrato de prépolis marrom e verde foram submetidas a
analises microbiolégicas para a determinacdo de Coliformes a 35 °C e a 45 °C,
Salmonella spp., Staphylococcus aureus, bolores e leveduras, seguindo a
metodologia proposta pela APHA (2001). Os resultados estdo apresentados na
tabela 9.
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Tabela 9 - Analises microbiologicas dos extratos

Extrato de Extrato de
Analises
Prépolis Marrom Prépolis Verde
Coliformes a 35 °C (NMP/g) <3,0 <3,0
Salmonella spp (Presenga ou Auséncia) Auséncia Auséncia
Staphylococcus aureus (UFC/ml) <10,0 <10,0
Bolores e Leveduras (UFC/ml) <10,0 <10,0

Fonte: Elaborada pela autora.

Os resultados mostram que nao ocorreu crescimento para nenhum dos
testes microbiologicos realizados, e por isso 0os extratos estavam adequados para a

utilizacao e préprios para o consumo.

6.6 Analise sensorial

Participaram do teste sensorial 30 avaliadores n&o treinados, sendo
23,3% do sexo masculino e 76,7% do sexo feminino. No que se refere a faixa etaria,
23,33% apresentaram idade de 18 a 20 anos, 73,44% eram maiores de 20 e
menores que 30 anos, e 3,33% com idade entre 40 e 50 anos. Em relagéo ao grau
de escolaridade 83,33% ensino superior incompleto, 6,67% dos avaliadores
possuiam ensino superior completo, 3,33% pds-graduacao incompleta e 6,67% pos-
graduacao completa.

Apods a realizagcado do teste sensorial de comparagcao multipla os valores
atribuidos por cada avaliador para cada um dos atributos analisados em cada
tratamento foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias foram
comparadas entre si pelo teste de Tukey com 5% de significancia. A tabela 10

apresenta os resultados.
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Tabela 10 - Analise sensorial das amostras de queijo com extrato de propolis

Tratamentos Sabor Odor
Controle 1,63a £ 1,39 1,27a £ 1,22
Ext. Propolis Marrom 1,63a + 1,25 1,13a + 1,11
Ext. Propolis Verde 1,52a + 1,28 1,22a + 1,18

Médias seguidas de letras minusculas iguais na coluna indicam que nao ha diferenca significativa
entre as amostras de acordo com o teste de tukey (p=0,05).
Fonte: Elaborada pela autora.

De acordo com a escala utilizada essas meédias situaram entre 1
(diferenca muito ligeira) e 2 (diferenga ligeira/moderada), nao foi possivel observar
diferenca entre si nem em relacdo ao controle. Tais resultados indicam que, a
utilizacdo dos extratos ndo alterou os atributos sabor e odor avaliados nos queijos.

Ao analisar o percentual de cada ponto da escala observa-se que, nos
queijos revestidos com extrato de propolis verde o maior percentual de julgamentos
(30%) correspondeu a resposta “diferengca muito ligeira” (1), o0 mesmo ocorreu com
0s queijos revestidos com extrato de propolis marrom (35%).

Para o atributo odor, 33% dos julgamentos, foram também referentes a
resposta “diferenca muito ligeira” (1) para extrato de prépolis verde, enquanto para
0s queijos revestidos com extrato de propolis marrom foi a resposta “nenhuma
diferenca do controle” correspondente a 37% dos julgamentos.

Kameyama et al. (2008) realizaram um teste sensorial de ordenagao-
preferencia com cenouras minimamente processadas submetidas a sanitizagdo com
trés solugdes: solugao clorada (200 mg/L), solugdo clorada mais um revestimento
comestivel (0,4% m/v) e solugao de prépolis (0,4% m/v). O teste foi realizado com 43
provadores e os autores observaram que nao houve diferenca estatistica
significativa em relagédo a preferencia do sabor entre os diferentes tratamentos.
Logo, mesmo se tratando de um teste diferente do utilizado nesta pesquisa,
observa-se que o extrato ndo influenciou nas caracteristicas sensoriais do produto.

Corréa (2017) realizou um teste de comparagdo multipla com queijo
gorgonzola revestido com extrato de prépolis verde nas concentragbes de 5% e
10%. Como resultado, houve diferenga significativa das amostras com extrato em

relagcdo ao controle para o atributo sabor, onde as notas média situaram-se entre 1
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(diferenca ligeira) e 3 (diferenca moderada). Em relacdo ao atributo odor, houve
diferenca significativa entre todas as amostras avaliadas, onde a maior adigdo do
extrato resultou em uma maior média. O teste utilizado nessa pesquisa foi uma
adaptacdo do que foi utilizado neste estudo. Desta forma, observa-se que a
utilizacdo dos extratos em relacdo aos atributos sensoriais € mais viavel em
concentracdes mais baixas.

Neves e Lima (2010) realizaram um teste sensorial de Preferéncia -
Escala Hedbnica e Intencdo de Compra em néctares de acerola adicionados de
extrato de propolis. Na primeira etapa, eles avaliaram néctares com concentracoes
de 1% a 10% para determinar a de maior aceitabilidade. Posteriormente, as
concentragdes foram diminuidas utilizando a mais aceita (1%) como referéncia. Os
néctares nas concentragbes de 0,5%, 0,75% e 1,0% foram avaliados quanto ao
sabor, cor, aroma e aspecto global. As médias obtidas revelaram que os provadores
“‘gostaram” dos néctares com 0,5% de extrato de prépolis adicionado e “nem
gostaram nem desgostaram” dos néctares com concentragées de 0,75% e 1,0%,
revelando ainda que comprariam os mesmos nas trés concentragdes. Os resultados
apresentados por esse estudo reafirma o que ja foi observado em outros trabalhos,
onde quanto menor € a concentracdo dos extratos, mais bem aceito sdo os produtos
no qual esses sao adicionados.

Reis et al. (2017) observaram baixo percentual de aceitacdo de
hamburgueres adicionados de extratos microencapsulados de coprodutos da
propolis e atribuiram tal fato ao sabor caracteristico e cheiro de propolis que
permaneceu no produto.

A analise sensorial € de suma importancia quando se trata de novos
alimentos ou novas substancias adicionadas a eles, mostrando ser possivel ou ndo
a sua utilizagdo. A partir dos resultados desta analise observa-se que os extratos
nas concentragdes estudadas n&o trouxeram prejuizos sensoriais aos queijos,

possibilitando sua utilizagao.
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7 CONCLUSAO

A semelhanga com os resultados apresentados na literatura permite
concluir que os extratos apresentavam caracteristicas adequadas para serem
utilizados nos testes posteriores. A variagdo nos resultados se deu devido
principalmente aos tipos de prépolis utilizadas.

Os extratos apresentaram um bom conteudo de compostos fendlicos,
onde o extrato de prépolis verde se destacou por apresentar maiores valores. Em
relagado aos flavonoides, o extrato de prépolis verde apresentou maior conteudo, o
que pode justificar a maior eficiéncia contra Staphylococcus aureus.

Neste trabalho, foi verificado o potencial antimicrobiano do extrato de
propolis sobre trés espécies de microrganismos (Salmonella typhi, E. coli
Staphylococcus aureus). O uso de diferentes tipos de prépolis (marrom e verde)
permitiu avaliar, além da eficiéncia, se essas apresentavam efeitos diferentes, tanto
entre elas, quanto entre as bactérias em estudo.

O extrato de propolis marrom exerceu atividade antimicrobiana com
concentracdo minima inibitéria de 1,0% para as trés espécies de bactérias em
estudo. Esta atividade foi observada também com a propolis verde para Salmonella
typhi e E. coli. O Staphylococcus aureus apresentou sensibilidade ao extrato de
propolis verde em concentragdes inferiores (0,25%).

Os testes referentes a atividade antimicrobiana dos extratos em queijo
coalho comprovaram uma reducéo do crescimento de coliformes a 45°C. O extrato
de propolis verde também se mostrou eficiente contra Staphylococcus spp. Os
extratos ndo apresentaram efeitos sobre as espécies de Salmonella.

Em relagcao aos parametros fisico-quimicos e composicdo das amostras
de queijo, os resultados obtidos permitem concluir que os extratos ndo causaram
alteragdes significativas na composigéao do produto.

Embora apresentem odor e sabor caracteristicos, os extratos nas
concentracdes utilizadas nos queijos nao interferiram nos atributos sensoriais, sabor
e odor, permitindo concluir que tal fato ndo seria um empecilho para a utilizacdo dos
mesmos nesse produto.

Este trabalho contribuiu de forma significativa por se tratar de uma

alternativa inovadora que visa melhorar a qualidade de um produto regional e
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bastante apreciado. As baixas concentragdes de extrato de propolis permitem ainda
concluir que teria um bom custo-beneficio.

Sugerem-se como estudos futuros testes utilizando concentragdes
maiores para verificar a eficacia dos extratos sobre outras espécies de
microrganismos, bem como testes fisico-quimicos e sensoriais que permitem

comprovar se tais concentragdes interfeririam nas caracteristicas do produto.
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ANEXO A - CERTIFICAGAO DA QUALIDADE HIGIENICO-SANITARIA
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APENDICE A - CURVA DE CALIBRAGAO PARA A QUANTIFICAGAO DE
FLAVONOIDES

0.9 y = 0,2696x + 0,0028
’ R? =0,9997

Absorbancia

0 1 2 3 4
Quercetina (ug/mL)

Fonte: Elaborado pela autora.
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APENDICE B - TESTE DE COMPARAGAO MULTIPLA

NOME: DATA: / /

SEXO: ( )Masculino ( )Feminino

ESTUDOS: ( )Sem estudos ( )Fundamental ( )Médio ( )Superior ( )Pds-graduagao
( )Incompleto ( )Completo

FAIXA ETARIA - Anos: ( )15-20 ( )> 20-30 ( )> 30-40 ( )>40-50 ( )>50-60 ( )>60

Vocé esta recebendo uma amostra controle e trés amostras codificadas
de queijo coalho. Prove a amostra controle e em seguida cada uma das amostras
codificadas e avalie na escala de 0 a 6 0 quanto cada amostra difere da amostra

controle em relagéo ao sabor e odor.

0 - Nenhuma diferenga do controle
1 - Diferenga muito ligeira

2 - Diferenca ligeira / moderada

3 - Diferenga moderada

4 - Diferengca moderada / grande

5 - Diferenga grande

6 - Diferenga muito grande

Amostra Sabor Odor

Comentarios

Fonte: Adaptado de Corréa (2017).
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APENDICE C - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

AGAO ANTIMICROBIANA DE DIFERENTES EXTRATOS DE PROPOLIS SOBRE
MICRORGANISMOS EM QUEIJO TIPO COALHO

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

Por favor, leia com atencdo e calma, aproveitando para esclarecer suas
duvidas. Se houver perguntas antes ou mesmo depois de assina-lo, vocé podera
esclarecé-las com o pesquisador. Se preferir, pode levar este Termo para casa e
consultar seus familiares ou outras pessoas antes de decidir participar. Nao havera
nenhum tipo de penalizagdo ou prejuizo se vocé nao aceitar participar ou retirar sua

autorizacdo em qualquer momento.

Justificativa e Objetivos:

O objetivo desta pesquisa é avaliar o efeito antimicrobiano de diferentes
extratos de prépolis sobre microrganismos patdogenos e deteriorantes em queijo do
tipo coalho, avaliando ainda suas propriedades fisico-quimicas, a qualidade
microbiolégica e sensorial, comparando amostras com e sem extrato de prépolis.

A realizagdo do trabalho justifica-se por tratar de uma alternativa que
pode ser utilizada pela industria em substituicdo aos antimicrobianos sintéticos,

podendo aumentar a vida util do produto, sem causar alteracdes sensoriais.

Procedimentos:

Participando do estudo vocé esta sendo convidado a: realizar um teste
sensorial, onde vocé recebera amostras codificadas de queijo tipo coalho com e sem
extrato de prépolis. Recebera também uma ficha onde avaliara o quanto as
amostras com os extratos diferem da amostra controle (sem extrato), através de

uma escala. Esse teste sensorial sera realizado nas dependéncias do Instituto
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Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologia Campus Limoeiro do Norte e a sua
duragdo estimada €& de 15 a 25 minutos. As respostas serdo guardadas sem

identificacdo nos resultados.

Desconfortos e Riscos:

Os riscos sdo minimos, como por exemplo, sentir desconforto digestivo
caso tenha intoleradncia ou alergia a algum componente presente na preparacéo,
como leite ou prépolis. Para reduzir este risco, a pesquisadora fara algumas
perguntas ao participante antes de iniciar a analise sensorial, com o intuito de
identificar uma possivel alergia ou intolerancia.

Serdo excluidas da pesquisa pessoas que apresentarem alguma
intolerancia ou alergia aos componentes presentes no produto.

Caso apresente constrangimento em responder, vocé podera nao aceitar

participar da pesquisa ou desistir a qualquer momento.
Beneficios:

A pesquisa apresenta beneficios em poder incorporar resultados positivos
ou negativos, e assim ajudar na busca de melhorias a produtos alimenticios
destinados ao consumo humano, que melhorem a vida util do mesmo e ainda a
qualidade de vida dos consumidores. Sua ajuda seria de grande importancia.
Acompanhamento e Assisténcia:

Vocé sera acompanhado durante toda a realizacdo da pesquisa. Caso
haja algum desconforto fisico durante o teste, vocé sera encaminhado ao hospital
mais proximo para possivel atendimento médico.

Sigilo e Privacidade:

Vocé tem a garantia de que sua identidade sera mantida em sigilo e

nenhuma informacao sera dada a outras pessoas que nao facam parte da equipe de
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pesquisadores. Na divulgagdo dos resultados desse estudo, seu nome n&o sera
citado.

Ressarcimento e Indenizagao:

Sera garantido ao participante desta pesquisa o ressarcimento diante de

alguma despesa necessaria no decorrer do estudo.

Contato:

Em caso de duvidas sobre a pesquisa, vocé podera entrar em contato

com o0s pesquisadores:

LORENA LIiGIA DE LIMA MONTEIRO. Endereco — Rua: José Carneiro, 1244,
Pitombeira, Limoeiro do Norte — CE. Telefone: (88) 9 99570455. E-mail:

lorenaligialima@gmail.com.

MAYARA SALGADO SILVA: Endereco: Instituto Federal Campus Limoeiro do Norte,
situado na Rua Estevam Remigio, n. 1145, Centro, Limoeiro do Norte- CE. Telefone:
(85) 34012332. Email: silvams@ifce.edu.br

Em caso de denuncias ou reclamagdes sobre sua participagdo e sobre
questdes éticas do estudo, vocé podera entrar em contato com a secretaria do
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do IFCE das 08:00 h as 12:00 h e das 13:00 h
as 17:00 h no IFCE Reitoria - R. Jorge Dumar, 1703 - Jardim América, Fortaleza -
CE, 60410-426; fone (85) 34012332 e-mail: cep@ifce.edu.br.

Consentimento livre e esclarecido:

ApoOs ter recebido esclarecimentos sobre a natureza da pesquisa, seus
objetivos, métodos, beneficios previstos, potenciais riscos e o incbmodo que esta
possa acarretar, aceito participar e declaro estar recebendo uma via original deste
documento assinada pelo pesquisador e por mim, tendo todas as folhas por nés
rubricadas:
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Nome do(a) participante:

Contato telefénico (opcional):

E-mail (opcional):

(Assinatura do participante)

Data: / /

Responsabilidade do Pesquisador:

Asseguro ter cumprido as exigéncias da resolugcdo 466/2012 CNS/MS e
complementares na elaboracdo do protocolo e na obtengdo deste Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido. Asseguro, também, ter explicado e fornecido
uma via deste documento ao participante. Informo que o estudo foi aprovado pelo
CEP perante o qual o projeto foi apresentado. Comprometo-me a utilizar o material e
os dados obtidos nesta pesquisa exclusivamente para as finalidades previstas neste

documento ou conforme o consentimento dado pelo participante.

Nomes e assinaturas das pesquisadoras responsaveis:

Mayara Salgado Silva

(Coordenadora)

Lorena Ligia de Lima Monteiro Oliveira

(Pesquisadora)

Data: / /




